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Bevezetés

A biologiai folyamatok atomi szinti részleteinek megértése elképzelhetetlen a biomakromole-
kulak térszerkezetének ismerete nélkiil. Az elmilt 70 évben a szerkezeti bioldgia tudoménya
hatalmas mennyiségl informacioval gazdagitotta a vilagrol alkotott képilinket, és ma méar
szinte természetesnek vessziik, hogy egy tetszsleges fehérjemolekulardl valamilyen szerkezeti
modell rendelkezésiinkre all - amennyiben nem kisérletileg meghatéarozott szerkezet, akkor
legalabb egy szamitogépes modell. E sorok irasakor ez hatvanyozottan igaz az AlphaFold2
eljaras altal generalt proteom szintd szerkezetbecslések elérhetévé tétele [1] kapesan.

Az adatok hatalmas mennyisége azonban, bar figyelemre mélto, énmagaban még nem
elegendd egyes konkrét biologiai jelenségek leirasahoz. Ennek oka a modelljeink hidnyossa-
gaiban rejlik, azok tobbsége ugyanis nem ad szdmot a fehérjeszerkezetek bels§ mozgasairol
és/vagy egyéb szerkezeti valtozatossagarol. Mikozben a modellezés nélkiilozhetetlen velejaro-
ja a bizonyos foku egyszertsités, ez tObbszor is értékes infroméaciok figyelmen kiviil hagyésahoz
vezethet. A funkcionélisan fontos és biologialag relevans aspektusok megértéséhez nem rit-
kan tobbféle kisérleti modszer és/vagy kiillonbozd szamitési eljaras osszehangolt alkalmazasa
sziikséges.

A jelen dolgozatban leirt vizsgalatok kozos vonasa, hogy a kiilonb6z6 szerkezeti modellek
egyes hianyossagait probaljak meg egyes jol koriilhatarolhatd esetekben javitani, szem elGtt
tartva a szerkezeti informéaciok biologiai relevancidjat. Az altalam hasznalt eljarasok dontGen
bioinformatikai jellegtiek, de tobb esetben kozvetleniil is felhasznalnak kisérleti adatokat. A
kapott eredmény lehet egy részletes szerkezeti modell, ami ebben a dolgozatban tipikusan egy
sokasag-alapt, sok konforméciot integralé koordinatakészlet, vagy egy jol definialt szerkezeti
elem jelenléte és helyzete adott fehérjeszekvencidkban. Hangstilyos még az Osszehasonlito
jelleg egyes molekulak és modszerek tekintetében is, mely hozzajarul a felallitott szerkezeti

és funkcionalis modellek megbizhatésdganak noveléséhez.



1. Irodalmi attekintés

1.1. Fehérjeszerkezetek predikci6ja és modellezése

Jelen fejezetnek nem célja, mert nem is lehet célja enciklopedikus modon attekinteni a predik-
ci6 és modellezés témakorét. Ehelyett egy altalam bevallottan szubjektiv moédon kivalasztott
vezérfonalra kivanom felfizni a dolgozatban bemutatott kutatasokhoz kapcsolodo legfon-
tosabb koncepcidkat, azok kapcsolédasi pontjait és a jelen munka szempontjabol relevans
kiilonbségeit hangsulyozva.

A fehérjeszerkezetek leirdsa szdmos kiilonbozé szinten lehetséges, az aminosavak sorrend-
jétol a topologiai leirason at a haromdimenzios szerkezet atomi szint reprezentaciojaig. Ezek
a leirasok mind modellnek tekinthetéek, természetesen kiilonbo6zé felbontassal és informacio-
tartalommal. Jelen munkéban alapvetSen kétféle tipusti modell szerepel: az egyik szekvencia-
alpti predikciokbol szarmazo topolégiai modell!, azaz adott szerkezeti motivum szekvencian
beliili el6fordulasat és helyzetét egy alapvetGen egydimenzids reprezentacion elhelyezs leiras,
a méasik pedig részletgazdag, atomi szintd térszerkezeti modell. Az itt bemutatott predikci-
0k alanya ugyanakkor elsésorban egy igen specialis motivum, a maganyos a-hélix 2], amely
csupan ezen informécio ismeretében mér atomi szinten elsé kozelitésben jol modellezhets a

az a-hélixekre altalaban jellemz6 geometria segitségével.

1.1.1. A fehérjék térszerkezetének modelljei

A fehérjemolekulak térszerkezetének kozvetlen megtapasztalasa nem lehetséges, csupan koz-
vetett modszerekkel tudunk roluk informéciot szerezni. Ebbdl kovetkezGen valojaban minden

altalunk ismert fehérjeszerkezet modell [3|. Ez a tudoméanyfilozofiai megkozelitésbdl trivialis-

litt a ,topologiai modell” kifejezést a legaltalanosabb értelemben hasznalom, a transzmembran domének
vagy méasodlagos szerkezeti elemek egyméshoz képest valo orientécidjat is reprezentalni hivatott topoldgiai
modellek ezeknél értelemszertien Gsszetettebbek
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nak tekinthetd allités a szerkezeti biologusok korében messsze nem tekintheté magatol érte-
t6édének, ezen a teriileten ugyanis sokszor igen élesen elkiilonitik a kisérletesen meghatarozott
szerkezeteket az elméleti modszerekkel épitett modellektsl. En amellett kivanok érvelni, hogy
ezen szerkezetek valdjaban egy folyamatos skala két végét reprezentaljék: az adott moleku-
lara specifikusan meghatéarozott paraméterek segitségével meghatarorozott szerkezetek eseté-
ben is igen komoly mértékben tamaszkodunk a molekulak geometriai jellegzetességeirél valo
meglévs tudasunkra (kotéshosszak, kotésszogek stb.). Ezt ugy is ki szoktak fejezni, hogy a
biomakromolekularis szerkezetmeghatarozas adatszegény eljarés, ahol a kisérleti paraméterek
szama joval alatta marad a meghatarozand6 atomi koordindtak szaménak — szoges ellentét-
ben szamos , kismolekulas” modszerrel. Ebben a szemléletben a kisérletileg meghatérozottnak
tekintett és a teljesen elméleti, az adott molekulara vonatkoz6 mért paramétereket egyélta-
lan nem felhasznald modellek kozotti zonaban szamos, ma egyre inkabb elGtérbe keriils, tn.
integralt modellezési modszer foglal helyet. Ilyenek pl. a fehérjekomplexek felépitéséhez
hasznalt, kisérleti megkotéseket hasznalo dokkolési eljarasok [4, 5, 6], de nem utolsésorban
az ebben a munkaban is megjelend, sokasag-alapti dinamikus térszerkezeti sokasagok elGal-
litasara alkalmas szamitasok is. Ezek esetében a kisérleti paraméterek informaciotartalma
nem feltétleniil elegendé ahhoz, hogy egy hagyomanyos szerkezetmeghatérozo eljaras soran
hasznalhatoak legyenek, megfelels szimulécios, modellezési technikakkal kombinalva azonban

biologialag relevans eredményeket, szerkezeti modelleket lehet veliik 1étrehozni.

1.1.2. Szerkezetpredikci6 szekvencia alapjan

A biokémia egyik alapvet6 dogmaja, hogy a fehérjék szekvenciaja meghatarozza a harom-
dimenzios térszerkezetet, ennek létjogosultsagat Anfinsen kisérlete 6ta nemigen vitatjak [7].
Bar els6 kozelitésben, a globuléris fehérjék korében ezt értelmezhetjiik gy, hogy egy adott
szekvencia determinisztikus moédon egyetlen jol meghatarozott szerkezetet vesz fel, mai is-
mereteinkkel valoszintileg helyesebb az az értelmezés, hogy a szekvencia lesziikiti az adott
molekula altal felvehets legkisebb energiaja konforméciok halmazat. Ezen halmaz — ami
megfelel a nativ szerkezetd molekula &altal bejart konformaéacios térnek — lehet egyetlen jol
meghatarozott szerkezet viszonylag sztik kornyezete: ez a helyzet a legtobb globularis és fib-
rillaris, valamint transzmembran fehérje esetében. Eléfordulhat, hogy nem egyetlen, hanem
néhény kedvezé szerkezet kornyezetérsl van szo, erre példanak hozhatoak a relative kicsi per-

turbacio hatasara szerkezeti atalakulason atmend metamorf fehérjék [8], vagy a metastabil

7
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fehérjek specialis esetei [9]. Végiil lehetséges, hogy a kedvezs, biologiailag relevans ,nativ”
konformaciok halmaza valojaban egy igen tag régio, mint a funkcionalisan rendezetlen fehér-
jék esetében [10]. Mindezekkel egyiitt természetesen érvényes marad az a megfontolas, hogy
a szekvencia alapjan elméletileg képesek lehetnénk a minimalis energiaju, nativ szerkezet(ek)
predikcidjara. Ez az elvi lehetGség az AlphaFold eljaras 2020 végén bemutatott és 2021-ben
publikalt és elérhetdévé tett, méasodik generacios verzidjaval kézzelfoghatova valt [11]. Noha
nem vagyunk képesek az Gsszes biologialag relevans szerkezet nagy pontossagi predikcidja-
ra, az egydoménes globularis fehérjék szerkezetbecslése a gyakorlatban nagy pontossaggal
miikodik, raadasul — bar erre valojaban nem tanitottak — az AlphaFold elfogadhato szinten
alkalmas funkcionalisan rendezetlen szakaszok predikciojara is [12]. Ezzel egylitt még nem
tartunk ott, hogy egy tetszéleges szekvencia vagy fehérjeszakasz esetében legyen egyetlen
integralt ,mindentudd” eljaras, ami minden esetben megtalalja a biologiailag relevans szer-
kezete(ke)t. Egy példaval megvilagitva: egy dimer transzmembran fehérje esetében mind a
transzmembran régio(k), mind a funkcionalisan nem monomer allapot predikcidja speciélis
eljarasokat és szakértelmet kivan. A heteromultimer fehérjék esetében pedig jelenleg a lehe-
tetlennel hatéros, hogy konkrét partner(ek)re vonakozo javaslatok tételére legyen képes egy
eljaras, de még annak felismerése sem triviélis, hogy valamilyen kétGpartner jelenléte feltét-
leniil sziikséges. Ennek oka persze nem csupan elvi: egy kétGpartner jelenléte vagy hianya in

vivo is jelentGs befolyassal lehet a szerkezetre.

1.2. Alacsony komplexitasa szekvenciak

1.2.1. Mit jelent az alacsony komplexitas?

A globularis fehérjék szekvencidjéaban tipikusan mind a 20 fajta aminosav el6fordul, és rend-
szerint nem tartalmaznak konnyen felismerheté modon, szabélyosan igsmétlédé szakaszokat.
Az ismert fehérjeszekvenciak szamanak novekedésével egyre tobb olyan szakasz valt ismertté,
amely nem illeszthetd ebbe a képbe: az alkoté aminosavak valtozatossaga alacsony és/vagy
egyértelmii a repetitiv jelleg jelenléte [13]. Az ilyen jellegii szakaszokat Osszefoglald néven
alacsony komplexitasa régioként (low complexity region, LCR) emliti a szakirodalom [14].
Ezek egy jelents részét ma funkcionélisan rendezetlen fehérjeként ill. fehérjeszakaszként
tartjuk szamon [15], és az egyedi aminosavisszetételt a globularis fehérjéktsl valo lényeges

megkiilonboztets jellegnek tekintjiikk. A repetitiv jelleget mutato szekvencakk koziil példa-
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nak a poliglutamin szekvencidk (pl. a Huntingtin fehérje esetében [16]) vagy a coiled-coil
régiok heptad ismétlgdése emlithets [17]. Bar a koncepcié egyszeriinek tinik, széles kor-
ben elfogadott, kvantitativ alapokon nyugvo definicié — amely pl. egyértelmi algoritmikus
azonositas alapjat képezhetné — jelenleg nincs. Természetesen szamos program all rendelke-
zésre ilyen régiok azonositésara, egyértelmi definicié hianyaban ezek azonban nem pontosan
ugyanazt az eredményt adjak — ez a helyzet egyébirant nem kiilonbozik érdemben a legtébb

bioinformatikai jellegi feladat esetében tapasztalhatotol.

1.2.2. A coiled-coil és a poliprolin II hélix

Az globularis fehérjékre jellemzénél alacsonyabb komplexitéast motivumok k6zé sorolhaté tob-
bek kozott a coiled-coil? és kollagén vagy poliprolin 1T (PPII) hélix szerkezet [15]. Mindkettére
jellemzé az ismétldds jelleg. A coiled-coil szerkezetet felvevd szakaszok hét, ritkdbban akar
11 aminosavas vagy hosszabb ismétl6dé motivumot tartalmaznak, ezen feliil jellemz6 rajuk
a nagymeéretd hidrofob, elsGsorban aromés oldallancu (fenilalanin, tirozin, triptofan) ami-
nosavak, valamint a szerin és a glicin majdnem teljes hianya [17]. A PPII hélixet alkoto
szekvenciak jellegzetessége a prolin-prolin-glicin harom aminosavas egység ismétlddése, eze-
ken kiviil — ha itt eltekintiink a poszttranszlacios modositasoktol — csak néhany mas aminosav
el6fordulésa szamottevs (pl. lizin) [18]. Ilyen tekintetben tehat mindkét motivum alacsony
komplexitasi, a globularis fehérjékre jellemzGtsl egyértelmten eliité aminosavosszetétellel,
ugyanakkor megfelel6 szabédlyossagu ismétlédé mintazattal.

Mind a coiled-coil, mind a PPII hélix szerkezete kell6en szabalyos ahhoz, hogy matema-
tikai egyenletekkel leirhato legyen. Erdekesség, hogy mindkét szerkezeti elem atomi szinti
részleteire Francis Crick tett késgbb helytallonak bizonyulé javaslatot még az 1950-es évek
elején [19, 20|, valamint, hogy a haromszala PPII hélixek feltekeredését nem egy esetben
coiled-coil motivumok segitik egyes kollagénekben [21].

Szerkezetét tekintve a coiled-coil meghatarozott médon egymas koré csavarodo a-hélixek-
bél épiil fel, a hélixek szdma az ismert szerkezetekben 2-t6l akar 12-ig is terjedhet, utébbi
esetekben széles helikalis ,tubusokat” alkotva [17]. A szuperhélixre jellemzo interhelikalis
kolesonhatasok mintézata a coiled-coil szerkezetet elkiiloniti az egyéb hasonld a-helikalis ele-

mekt6l, (pl. hélixkoteg, jhelical bundle”). A hélixek egymaés felé tekints oldalan kisméreti

2kb. ,tekercselt tekercs”, az a-halixek egymas koré tekeredésére utalva. A motivumnak nincs bejaratott
magyar neve, az angol szakkifejezés terjedt el
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hidrof6b oldallanct aminosavak (leucin, valin, izoleucin) alkotta ,hidrofob varrat” talalhato,
maésik hélix csoportjaival in. ,gomb a gomblyukba” (,knobs-into-holes”) modon rendezddnek
el, ahol az egyik lanc adott aminosavanak oldallancét a mésik lanc négy aminosavanak oldal-
lanca veszi koriil [17]. A coiled-coil motivumot 3D atomi koordinatéakbol azonosité SOCKET
algoritmus ezen pakoltsagi mintazat felismerésén alapul [22]. Coiled-coil szerkezetek nem
csak heptad ismétlédést tartalmazo szekvenciakbol épiilhetnek fel, az ismétlédés tipusa és a
coiled-coil geometridja kozott szoros Osszefiiggés van [17]. A coiled-coil szerkezetek felépitése
szabalyos mivoltuk miatt egyszerti geometriai megfontoldsok segitségével elvégezhets, ezek
Crick 1953-ban publikalt egyenletein [19] alapulnak. Ma mar rendelkezésre all a CCBuil-
der nevi webes alkalmazés, amely képes coiled-coil szakaszok ilyen médon valo felépitésére

[23, 24], azonban ez sem képes minden lehetséges valtozat felépitésére.

A coiled-coil szerkezetet felvevd aminosavszekvenciak predikciojara szamos eljaras sziile-
tett, ezek tobbsége pozicidspecifikus pontozomatrixot (PSSM) vagy rejtett Markov modellt
(HMM) hasznal [25]. A legkorabban létrehozott algoritmus a PSSM alapu COILS eljarés [26],
melyet még ma is igen elterjedten hasznalnak. A legtobb eljaras kozos hianyossaga, hogy a
heptad ismétlgdésektdl kiilonb6z6 motivumok felismerésére nem vagy csak korlatozottan ké-

pes.

A PPII hélix szerkezetet harom polipepdidlanc alkotja, melyeket specialis hidrogénhid-
kotés-mintazat tart 6ssze [27]. Az egyes polipeptidlancok nytjtott konformaciot vesznek fel,
ebben és a lancok kozotti hidrogénkotések fontossdgédban a szerkezet hasonlit a [-reddkre.
Ugyanakkor a specialis térszerkezeti jellemzGk miatt stabil harmas helikilis szerkezet kiala-
kitasara csak a jellegzetes Pro-Pro-Gly szekvencia képes [28]. A PPII szerkezeti elemek 3D
koordinatakbol vald azonositasa tipikusan a molekulagerinc torzios szogei alapjan torténik
[29]. Emiatt szamos egyszalt nyujtott szerkezet is az ilyen eljarasok altal talalt szakaszok
kozott van, ami sok esetben egyébként nem ellentétes az adott elemzés céljaval. Biomoleku-
laris kolesonhatasok esetében ugyanis el6fordul, hogy egy globularis domén altal specifikusan
felismert szakasz PPII-h6z hasonlo nytjtott szerkezetet vesz fel. Erre jol ismert példa az
MHC komplexek altal megkotott peptidszakaszok esete [30]. A klasszikus haromszalu PPII
szerkezetet kialakito, prolinban és glicinben gazdag szekvencidk azonositaséara jelenlegi tudo-

méasom szerint nincs specializalt eljaras, ami megleps. A kollagén hélixet alkotd szakaszok
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felismerése a Pfam adatbazis erre a célra létrehozott HMM profilja hasznalhato.?

1.2.3. A maganyos a-hélix motivum

A hagyomanyos biokémiai felfogés szerint az a-helikalis szerkezetii fehérjék egyes hélixei 6n-
magukban, vizes oldatban nem vesznek fel stabil helikalis szerkezetet. E szerint a nézet
szerint a hélixek stabilizalasihoz vagy egy globularis fehérje tobbi szerkezeti részlete, vagy
tovabbi hélixek (pl. coiled-coil motivum esetében), vagy lipid kettdsréteg (membranfehér-
jék esetében) jelenléte sziikséges [31]. A peptidmodellek vilagaban jol ismert az an. hélix
,capping” jelensége is, amikor egy helikalis részletet egy megfelel§ hidrogénkotés-mintézatot
kialakitani képes szerkezeti elem stabilizal [32]. Mindezek ismeretében meglepetésként ha-
szerkezetet vesz fel [33]. Azt ezt megmutatod vizsgalatokkal nagyjabol egy idében az ELTE
Biokémiai Tanszékén Nyitray Léaszlo kutatocsoportja hasonld megfigyelést tett a miozin VI
nyaki régioja kapcsan is. Az akkoriban korvonalazodo ismeretek szerint olyan nagy toltéssi-
riiséggel rendelkezd, a pozitiv és negativ toltésti aminosavak szabalyos véltakozasat mutato
szekvenciakrol volt sz, melyek kifejezetten ritkan keriiltek a kutatok latokorébe. Ebben
az id6ben még nem létezett bioinformatikai algoritmus ezen szakaszok predikcidjara, és hi-
anyzott az altalanosan elfogadott név is. Mi els§ publikacidinkban a CSAH, azaz charged
single a-helix nevet javasoltuk, utalva a nagy toltésstirtiségre, ma azonban a legelterjedtebb
a magényos a-hélix (single alpha-helix, SAH) elnevezés®. A motivumra vonatkozo adatok
azota is viszonylag lassan gytilnek, bar mostanra méar néhany részletesebb térszerkezeti elem-
zés is napvilagot latott, kisérletes és szimulacios munkak is. Réamutattak, hogy a Lys-Glu
sohidak jellemzGen tgy fordulnak el6 a SAH szerkezetekben, hogy a Lys esik a molekula
N-terminalis vége felé, és ennek feltehet6 oka az oldallancok szerkezeti preferencidja [34].
A PDB adatbézisban csupan néhany atomi szinti SAH szerkezet érhetd el, pl. a miozin
VI [35] (PDB ID: 60BI), vagy az Gjonnan leirt CAF-1 SAH régi6 esetében [36] (PDB ID:
8DEI), nem szamitva a paraspeckle felépitésében részt vevs fehérjék coiled régioval atfedd,
altalunk SAH-ként azonositott szakaszait [37] (PDB ID-k: 4W1J, 6WMZ) (lasd még a 4.1.3.
alfejezetben). Ennek oka, hogy a motivum kifejezetten nehezen vizsgalhato, a nagy toltés-

strtiség miatt nem feltétleniil trividlis a kristalyositédsa, az NMR-spektrumokban pedig igen

3ez jelenleg a Pfam megsztinése miatt mar az InterPro feliiletérdl érheté el
4a CSAH elnevezés kritikaja, hogy a név félrevezets, mert maga a motivum 6sszességében nem rendelkezik
szokatlanul nagy netté toltéssel.
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komoly jelatfedéssel kell megkiizdeni a sok kémiailag és szerkezeteileg is hasonl6 aminosav
miatt. Utobbi nehézség leginkabb specialis 4D spektrumokkal hidalhatd at, melyek segit-
ségével az egymés utani aminosavak amid NH rezonanciai egyértelmten parosithatoak [35].
Az évek soran egyre névekedik a kiilonféle fehérjékben azonositott SAH motivumok széma
is, bar viszonylag lassan [38, 39, 36]. A kisérletes vizsgalatok esetében lényeges szempont
annak megmutatasa, hogy a kivalasztott szakasz vizes kozegben, monomer forméban stabil
helikalis szerkezetet vesz fel, ezt rendszerint CD-spektroszkopiai mérésekkel bizonyitjak. A
motivum biofizikai jelent&ségére néhany konkrét példa ismert, a legjobban a miozinok nyaki
régioja jellemzett ilyen szempontbol, ahol is a SAH az erékar meghosszabbitasaként funk-
cionalva nagyobb lépéskoz megtételét teszi lehetévé a dimer motorhehérje szamara [33, 40].
Ezen kiviil is altalaban a SAH szakaszok mechanikai szerepét hangsilyozzak, un. &llando
er6t kifejteni képes elasztikus szerkezetként (constant force spring) is leirtak, a kitekeredés-
sel szembeni ellenéllasanak tapasztalatai alapjan [41]. Kézenfekvonek tiinik még a tavtarto
szerep, azaz két funkcionalis domén/molekularészlet kozotti fizikai tavolsag meghatarozasa
mintegy ,molekularis vonalzoként” (molecular ruler) miikodve — érdekesség, hogy az ezt az
aspektust a kaldezmon esetében felvets kozlemény joval megel6zte a SAH szakaszok altala-
nos jelentségének felismerését [42]. Az elmult években — a dolgozat késébbi részében leirt
eredményekkel parhuzamosan — a SAH régiok detektalasara kifejlesztették a Waggawagga
eljararast, mely egy tin. metaszerver, azaz tobb bioinformatikai eljaras eredményét 6tvozi.
Jelen esetben tobbféle coiled-coil predikcié lefuttatasa mellett becslést ad SAH régiok jelen-
létére egy, koncepcivjaban a SCAN4ACSAH eljarashoz (lasd 4.1.1. alfejezet) hasonlé pontozasi
séma segitségével [43|. Elérhets webszerverként és parancssorban futtathato programként is
[44]. Fontos kiemelni ugyanakkor, hogy kutatasaink kezdetekor nem volt még sem eljaréas a
SAH szakaszok szekvenciaalapt predikciojara, sem atfogo kép a SAH szerkezetek eloszlasarol,

igy az Gket tartalmazd fehérjék szerepérdl sem.

1.2.4. A fehérje-fazisszeparacio jelensége

A fehérje-fazisszeparécio jelensége jelenleg igen intenziven kutatott teriilet. Alapja az a fel-
ismerés, hogy bizonyos fehérjék, tipikusan maés fehérjékkel vagy RNS-molekuldkkal koleson-
hatasba lépve, képesek elkiiloniilt fazist 1étrehozni vizes kozegben. Leggyakrabban emlitett
forméja a folyadék-folyadék fazisszeparacio (liquid-liquid phase separation, LLPS), amely-

nek sorédn a létrejovs elkiiloniilt fazis stird folyadékként viselkedik, némileg hasonléan pl.
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vizben lebegé olajcseppekhez. Ebben a kiilon fazisban a fehérjék koncentracioja lényegesen
magasabb, mint az azt koriilvevs vizes kozegben, és a jelenség jellemzGje, hogy tdjabb fe-
hérjemolekulédk hozzaadasara az egyes fazisokban az adott fehérje koncentracié nem, csak az
elkiiloniilt, tomény fazis mérete novekszik|45|. A fazisszeparacio létrejottében kulcsszerepet
jatszo alapvets kolesonhatésok lényegében ugyanazok, mint amelyek a feltekeredett fehérjék
stabilizalasaban is szerepet jatszanak, a specialis jelleget ezek eltérd egyedi hozzajarulasa és
az altaluk kialakitott kolecsonhatasi mintézat jelentheti [46]. Jelen tudasunk szerint kiemelten
fontos a tobbértéki, multivalens kolecsonhatasok megléte, mely a fehérjék szintjén tipikusan
ismétlsds kotorégiok — melyek éppuigy lehetnek globularis domének mint linearis motivumok
— formajaban jelenik meg. A jelenség kapcsan fontos felismerés, hogy léteznek a szeparalt
fazist létrehozni képes, un. driver fehérjék [47|, illetve olyanok, amelyek részt vesznek a
kondenzatumok felépitésében, de azok kialakitasat nem tudjék inicialni.

A fehérje fazisszeparacio jelenségét egyre tobb biologiai folyamattal hozzak Osszefiiggés-
be, tipikusan sejtmagi regulacios folyamatok kapcsan, ahol sok esetben RNS-kots fehérjék
jatszanak kulcsszerepet a kondenzatumok kialakulasaban, de kimutattak a posztszinaptikus
denzitas egyes fehérjéi estében is [48]. A kialakul6 képzédményeket gyakran emlitik membran
nélkiili sejtszervecskeként (membraneless organelle, MLO) is.

Ma mar tobb olyan adatbazis is elérhetd, amelyek kifejezetten a fazisszeparacioban részt
vevs fehérjéket, illetve azok jellemzsit listazzak, ilyen pl. a PhaSepDB [49] és a kifejezetten
a driver fehérjékre fokuszalo PhasePro [47].

1.2.5. Fehérjekeletkezés nem kédoloé genomi régiok atirasaval

Az egyes fehérjecsaladok evolicios rokonsaga csak adott hatarig kovethets vissza bizonyos-
saggal. A legtobb fehérjeosztalyozd adatbézis egy adott szint f6l6tt egyméstol elkiiloniils osz-
talyokat ir le, a rokonséagi viszonyokat csak ezeken beliil tekintjiik alatamasztottnak [50, 51].
Ezzel egyiitt feltehetGen léteznek a jelenlegi modszerekkel nem feltarhaté rokoni kapcesolatok
ma kiilonallonak tekintett fehérjecsaladok kozott. Ugyanakkor a kérdés, hogy minden fehérje
rokona-e egymasnak, csak részben filozofiai. Ma mar szamos bizonyiték sz6l amellett, hogy
kordbban nem fehérjekodold szakaszok az evolicié soran stabilan atirodo és fehérjévé lefori-
todo génekké valhatnak [52|. Ennek megfelelGen az evolucios folyamatok nem csak miikodd
gének mutéiciokkal torténd elvesztése, hanem ajak kialakulasdnak iranyaban is folyamatosan

hatnak. Ilyen, un. de novo kialakult génekre ismeriink példakat az ember evolicios kozel-
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multjabol is [53]. Mikozben a de novo génkeletkezés transzkripcios és transzlacios oldalrol
val6 megvaldsulasa biokémiai ismereteink szerint adott mutaciokkal fokozatosan elérhetd ill.
optimalizalhato lehet, nehezebbnek latszik az a kérdés, hogy egy ilyen fehérjének milyen lehet
térszerkezete, illetve ezzel Osszefiiggésben a funkcidja. Ez a felvetés mar csak azért is érdekes,
mert a fehérjék aggregacios hajlaméat kutatoé tudosok korében elterjedt az az elképzelés, hogy
a mai fehérjék evolucios tavlatban az aggregacios hajlam elkeriilésére szelektalt szekvenciaval
rendelkeznek [54]. , The amyloid state is more like the default state of a protein, and in the
absence of specific protective mechanisms, many of our proteins could fall into it”, illetve: If
you had a machine that could generate protein sequences randomly, you would only rarely
get one that can remain stable in the globular, soluble state” idézi Christopher Dobsont Jim
Schnabel|55]. Ezen logika alapjan az Gjonnan sziilet6 fehérjék esetében ez a hajlam magas
lehet, ami igencsak megnehezitheti ezek evolucids fennmaradasat, rogziilését. A kérdéskor
tovabb feszegethet az evolicio korai szakaszaban potencialisan kialakulo fehérjék szerkezeti
preferenciainak elemzésével, amikor még egyes feltételezések szerint nem a ma ismert, hanem
egy egyszeriibb genetikai kod alapjan valosult meg a transzlécié. Ebben az idGszakban a mai
élslényekre jellemzd szabalyozasi és mindségbiztositasi folyamatok hidnyaban az aggregacios
hajlam a mainal is komolyabb problémat jelenthetett, amennyiben ezen hajlam csokkentése

valoban csak a szekvencia optimalizalasaval érhetd el.

1.3. Fehérjék bels6 dinamikajanak vizsgalata sokasag-alapt

modellekkel

A hagyomanyosnak tekinthetd fehérjeszerkezeti modellek statikusak: a kisérletesen elérhetd
fehérjeszerkezetek tilnyomd tobbségét ado, rontgenkrisztallografiaval meghatérozott szerke-
zetek esetében a PDB adatbézisban egy vagy néhény konformer talalhaté meg, melyek kozott
altalaban minimélis szerkezeti eltérések vannak®. Ugyanakkor minden szerkezetkutato tudja,
hogy még a stabilnak tekintett globuléris fehérjék is dinamikusak, és ma mar teljesen elfoga-
dott, hogy a belsé dinamika lefrasa a funkci6 megértésének feltétele [56]. A belsé mozgéasok
igazi atomi szintd részleteinek feltarasara sokaig egy kizardlag elméleti modszert, molekuladi-

namikai szamitasokat hasznéaltak, melynek paraméterezését az elérhetd eréterek (force fields)

5lényegesen kiilonbozé funkcionélis allapotok kozdtt néha természetesen nagyobb léptéki szerkezeti atren-
dez6dések is megfigyelhetGek, pl. motorfehéréjk vagy egyes virusok sejtbe jutasat segit6 fehérjék esetében
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forméajaban ma is folyamatosan finomitjak [57]. A fehérjék bels6 mozgasair6l atomi szin-
td részletességgel informaciot addé NMR-spektroszkopiai technikak fejlédésével megjelent az
igény, hogy a kisérletileg kapott paramétereket és a molekuladinamikai szamitasok eredmé-
nyeit osszhangba lehessen hozni (pl. [58]). A probléma, hogy az aktudlisan elérhet legjobb
erGterek esetében sem garantalhato, hogy egy pusztan elméleti szamitasokkal kapott szerkeze-
ti sokasag htien tiikrozze az adott molekula esetében méréssel meghatarozott mozgékonységi

paramétereket [59).

1.3.1. A sokasag-alapt modellek alapveté jellemzdsi

A fentebb felvazolt nehézségek egyik lehetséges kezelése a szamitésok és a kisérleti paramé-
terek megfelel¢ kombinalédsa. Ez koncepcionalisan alapvetGen nem kiilénbozik pl. a hagyo-
manyos szerkezetmeghatarozasi eljarasoktol, csupan a konkrét molekuléra vonatkozoé kisérleti
paraméterek jellege és mennyisége més. Véleményem szerint fontosabb koncepcionélis kiilonb-
ség, hogy mig a pl. az NMR-spektroszkpiaval torténd hagyomanyos szerkezetmeghatarozas
sordn a cél egyetlen jol definidlt szerkezet megtalalasa, mely egyidejtileg megfelel az Gsszes
kisérleti adatnak, a belsé dinamika jellemzésére tin. sokasig-alapti modelleket hasznalunk,
melyek esetében a megfelelést a konformerek populacidjanak szintjén varjuk el [60]. Valo-
jaban igen valoszinttlen, hogy a valésdgban akir egyetlen olyan konformer is jelen legyen,
amely egyidejiileg megfelel az Gsszes kisérleti paraméternek — melyek természetszertileg egy
sokasag atlagabol szamaznak. Ezt az altalam fontosnak tartott gondolatot Michele Vendrus-
colo egyik kozleményeben fogalmaztak meg a H-D kicseréldési paraméterek kapesan [61], én
azonban ennél lényegesen altalanosabb érvénytinek tekintem. A sokasdg-alapi modellek leg-
fontosabb jellemzGje, hogy a konformerek valtozatossaganak segitségével kinalnak a kisérleti
paramétereknek valo — az egyedi konformerek esetében elérheténél — jobb megfelelést. Ennek
folyoménya, hogy a sokasig altal lefedett konformacios tér feltételezhetGen jobban kozeliti
a molekula valés bels6 mozgasait, mint egyéb, pl. altalanos molekuladinamikai szamité-
sokbol szarmaz6 modellek esetében. Természetesen a sokasag-alapt modellek érvényességi
kore is korlatozott, hiszen pl. tipikusan nem képesek egyidejiileg szamot adni a nagyon szé-
les idéskalat felolels bels6 mozgésok mindegyikérsl, hanem altalaban egy vagy néhany jol
meghatarozott paraméter — és az altaluk reprezentélt idGskila — segitségével modellezhetd
dinamikai jellegzetességeket modellezik [62, 63]. A sokasag-alapt modellek megbizhatosaga

ennek megfelelGen fligeg a felhasznalt kisérleti paraméterek szamatol és jellegétdl is.
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1.3.2. Sokasag-alapu szerkezeti modellek el6allitasa

Sokasag-alapt modellek elGallitasara alapvetSen kétféle megkozelités létezik: megkotéseket
alkalmaz6 molekuladinamika és a nagy méreti, elére generalt konformersokasédgokbol kiin-
dul6 szelekci6. A megkotéseket alkalmazo molekuladinamikai eljarasok altalaban a molekula
t6bb példanyat modellezik egyidejiileg (multi-replica simulations), és az egyes példanyok altal
reprezentalt konformerek alkotjak azt a sokasagot, amelyen a kisérleti paraméterek mint meg-
kotések értelmezhetSek. A megkotésektsl valo eltérés plusz energiatagként jelenik meg, és az
abbol szamitott erék az egyes példanyokat olyan iranyba ,terelik”, hogy a sokasig Osszességé-
ben minél jobban megfeleljen a paramétereknek. Szokéasos a gyakorlatban ezeket tugynevezett
Jfélharmonikus” médon implementalni, mely ebben az esetben azt jelenti, hogy az energia-
szamitas viszonyitasi pontja nem egy fix alllapot, hanem a szimulacié soran korédbban elért
legjobb megfeleléshez tartozo érték, mely jobb megfelelés elérése esetén modosul. Ilyen mo-
don biztosithatd, hogy a paraméterek altal leirt allapottol tavoli konforméciok esetében is
fokozatos legyen a megfelelés kialakulasa, ne ébredjenek tulsdgosan nagy erék a rendszerben
emiatt. Az egyes paraméterek esetében fontos szempont még, hogy nem feltétleniil ugyanak-

kora sokasagon érdemes Gket atlagolni a tulillesztés veszélye miatt [64].

A sokasagok elgallitasanak masik f6 modszere az, hogy egy el6zetesen generalt konformer-
sokasagbol szelekcids eljarés segitségével valasztunk ki egy olyan alsokaségot, amely megfelel
az adott paramétereknek. Ez az eljaras elsGsorban a nagy konforméacios szabadsaggal rendel-
kez§ funkcionalisan rendezetlen fehérjeszakaszok esetében hasznélatos [65, 66]. Természetesen
a konformergeneralas és a szelekcio6 iterativ modon Gsszekdthets gy, hogy a konforméacios
teret a tesztelt sokasdgok elGallitasakor az el6z6 1épésekben legjobban teljesitd szerkezetek

felé toljuk el.

A szelekcios eljaras valamivel szélesebb korben alkalmazhato, mint a megkotéseket hasz-
nalé molekuladinamika, ugyanis utobbi esetben feltétel, hogy a szerkezetbdl visszaszamolt
paraméterek segitségével kapott energiafiiggvény derivalhato legyen. A szelekcié esetében
elegendd, ha a szerkezet és a paraméterek kozotti megfelelés szamszertisithets, ami egy 1é-
nyegesen enyhébb feltétel. Példaul tudomésom szerint a kémiai eltolodasok szerkezetbdl vald
becslésére a CamShift eljaras el6tt [67] nem volt olyan implementécio, amely a derivalhato-

sagot biztositotta volna.
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1.3.3. Sokasag-alapti modellek validalasa

A dinamikus szerkezeti sokasagok mindségellenérzése hasonlé a hagyomanyos szerkezetmeg-
hatarozo eljarasokkal késziilt szerkezetekéhez, a sokasagon valo atlagolds mint lényeges as-
pektus kivételével [68]. Minden konformer alapvetd fizikai-kémiai jellemzginek realisnak kell
lennie, azaz nem tartalmazhatnak atomi iitkozéseket, a kotéshosszaknak, kotésszogeknek és
torzios szogeknek pedig szintén az elvarhatd tartoményba kell esniiik.

Minden fehérjeszerkezeti modell esetében lényeges kérdés annak megbizhatosiga, valosag-
nak valo megfelelése. Ezt az aspektust a modell szabatossagaként (az angol nyelvi szakiro-
dalombnn ,accuracy”) tudjuk definialni [3]. Mivel a valosagot a molekulak esetében csak koz-
vetve tudjuk megtapasztalni, a szabatossag megitélése elsGsorban fiiggetlen kisérletek Gssze-
vetésével lehetséges: ha két fliggetlen mérés alapjan nagyon hasonlé modellt kapunk, akkor
nagyon kicsi annak az esélye, hogy mindkétszer ugyanolyan komoly hibat elkévetve kapunk
egymastol fliggetleniil hasonld, de helytelen modelleket. A szerkezeti biologidban a legké-
zenfekvébb eset — amennyiben lehet&ség van ra — ugyanazon makromolekula szerkezetének
rontgekrisztallografiaval és NMR-spektroszkopiaval torténd fiiggetlen meghatarozasaS.

Az NMR-spektroszkopia nagy elénye, hogy szdmos olyan paraméter mérését teszi lehet6vé,
amelyek jo kozelitéssel egymastol fiiggetlennek tekinthetGek — legalabbis abban az értelem-
ben, hogy sokszor mas-méas modon tartalmaznak informaciot a lokalis és a globalis szerkezeti
jellemzokrél, emellett nem is feltétleniil hasznaljuk fel mindet egy adott szerkezetmeghataro-
zasi folyamat soran. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy idealis esetben egy adott szerkezeti
modell szamos kiilonb6z6, kozvetleniil nem felhasznélt paraméterkészletnek valdo megfelelé-
se vizsgalhatdé. A hagyoményos szerkezetmeghatarozas soran pl. fontos szempont, hogy
a nuklearis Overhauser effektuson (NOE) alapulé tavolsag jellegii kényszerfeltételek milyen

mértékben teljesiilnek [69].

6ahogyan ez a modern fehérje NMR spektroszképia hajnalan konkrétan meg is tortént Kurt Wiithrich
visszaemlékezései szerint, hogy az NMR-szerkezetmeghatéarozas miikodéképességét mindenki szdmara be tud-
jak bizonyitani

17


https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2002/wuthrich/biographical/
https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2002/wuthrich/biographical/

IRODALMI ATTEKINTES

Kiindulasi szerkezet

OW

N

7y
Konformacids konyvtar létrehozasa
= Kényszerfeltételekkel
\: kombinalt, sokasag-
alapu molekuladinamika i i -
- A mért paramétereknek megfelel6
'L sokasag kivalasztasa szelekcids
'O eljarassal
=l A kényszer- Barmilyen,
LUl feltételeket a szerkezetbél
leiré plusz energiatag 'visszaszémolhaté'
legyen differencialhaté paraméterre alkalmazhato
Dinamikat tiikr6z6 sokasag
Altalanos: Specialis: a fehérjére
geometria mért paramétereknek
\O konformerenként valo megfelelés
— sokasdg-alapu
)
S ¢
)] "hagyomanyos” validacié _Paraméterek
- (Ramachandran térkép, visszaszamolasa
— atomi atfedések szerkezetekbél és azok
] r 7
<>t kotéshosszak & -szogek stb.) megfeleld atlagolasa

. Fiiggetlen értékelés: a
A kényszer- .
. szamitasokhoz fel nem
feltételek ne . .
P . hasznalt paramétereknek
torzitsak a geometriat . -
valé megfelelés

A sokasag alkalmas a belsé dinamika
szerepének vizsgalatara

20 2

1.1. abra. Dinamikus szerkezeti sokasagok elGallitasdnak és validaciojanak vazlatos attekin-
tése. Az abra a Penicillium Antifungal Protein (PAF, PDB ID: 2MHV) szerkezeti modelljeinek
felhasznalésaval késziilt.
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2. A célkitlizések attekintése

A dolgozatban leirt kutatasok legfontosabb célkitiizései az aldbbiakban foglalhatoak Ossze:

e Eljaras kidolgozasa a maganyos a-helikalis régiok predikcidjara, és erre tamaszkodva a
motivum elterjedtségének, valamint lehetséges funkcionélis szerepének vizsgalata, egyes

kivalasztott fehérjék szerkezeti modellezése.

e A predikcios eljaras kidolgozasa soran szerzett tapasztalatok alapjan a fibrillaris és
funkcionalisan rendezetlen szakaszokra vonatkozo predikciok kritikai elemzése, egymas-
sal Osszefiiggésben torténd értelmezése, ezaltal a biologiailag relevans térszerkezeti jel-

lemzsk feltarasa.

e Az irodalomban jelenlévd diskurzus és sajat megfigyeléseink nyomén az tijonnan kelet-
kez6 (de novo) fehérjék szerkezeti preferenciainak elemzése jelenlegi, illetve az evolicio
korai szakaszaban feltételezett allapotok esetében a rendezett-rendezetlen atmenetek

jobb megértése céljabol.

e A fehérjék belsé dinamikija funkcionalis jelent&ségének mélyebb megértése céljabol
olyan eljarasok implementélasa, melyek alkalmasak egyes kiséreltileg meghatarozott, a
dinamikai viselkedést tiikrozé paramétereknek megfelel§ sokasag-alapt fehérjeszerkezeti

modellek elGallitasara, illetve azok elemzésére.

e A kidolgozott eljarasok felhasznalaséval konkrét, sajat magunk, illetve egylittmiikods
kutatocsoportok altal vizsgalt fehérjék ill. fehérjecsaladok szerkezet-dinamika-funkcio
Osszefiiggéseinek vizsgalata dinamikus szerkezeti sokasagok elGallitasaval, illetve azok

osszehasonlitd elemzésével.
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3. Az alkalmazott modszerek

3.1. Adatbazisok és webszerverek

Munkam soran szamos adatbazist hasznéltam, melyek koziil tobb igen széles kérben ismert

és elterjedt. E helytitt csupan ezek rovid felsorolasara van lehetdség (3.1. tablazat). Az egyes

konkrét elemzések esetében ezek eltérs verzioit tudtam felhasznalni.

A PDB adatbazisbol

szarmazo, a szerkezeti elemzésekben lényeges szerepet jatszo szerkezeteket kiilon alfejezetben

listazom.

3.1. tablazat. A felhasznalt fontosabb adatbazisok

Adatbazis

A felhasznalt adatok tipusa ‘

Erintett elemzés(ek)

UniProt [70]

fehérjeszekvenciak

SAH keresés,
keresztpredikciok

Gene ontology
(PANTHERJD [71])

funkcionalis annotaciok

SAH keresés

DisProt |72] rendezetlen fehérjeszakaszok keresztpredikciok
PDB [73] fehérjeszerkezetek szerkezetmodellezés,
NOE tavolsaglistak PRIDE-NMR és CONSENSX
BioMagResBank kémiai eltolodasok CONSENSX és
(BMRB) [74] és egyéb NMR paraméterek szerkezeti sokasagok

PhaSepDB [49]

fazisszeparacioban altalaban
részt vevs fehérjék

nagy toltésstriiségu
szakaszok elemzése

PhasePro [47]

fazisszeparaciot iniciald
(driver) fehérjék és régiok

3.2. Predikcios eljarasok

nagy toltésstriiségi
szakaszok elemzése

Az altalunk alkalmazott predikcids eljarasokat a 3.2. tablazat foglalja Gssze. A predikci-

ok elemezésekor mindig torekedtiink tobb, haosnlo jellegeket becsld eljarés konszenzusasnak

hasznalatara.
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danciamentessége, mind az elemzett teljes szekvencidk, mind adott motivumot tartalmazo
szekvenciak esetében. Az ehhez sziikséges sztiréseket a CD-HIT |75] programmal végeztiik.
Az egyes predikciokkal kapott szekvenciaszakaszok Osszevetésére egyszert, szazalékos mérs-

szamok mellett az un. Segment Overlap Measure (SOV) metrikat [76] is alkalmaztuk.

3.2. tablazat. A felhasznalt fontosabb predikcios eljarasok

Eljaras ‘ Predikcio jellege Erintett elemzés(ek)
IUPRED [77] rendezetlen fehérjeszakaszok | keresztpredikciok,
de novo fehérjék
VSL2B [78§] rendezetlen fehérjeszakaszok | keresztpredikciok,
de novo fehérjék
RONN [79] rendezetlen fehérjeszakaszok | keresztpredikciok,
de novo fehérjék
CoILs [26] coiled-coil régiok keresztpredikciok
PAIRCOIL2 [80] coiled-coil régiok keresztpredikciok
HMMER [81] kollagén hélixek keresztpredikciok
(kollagén HMM)
HMMTOP [82] transzmembran régiok de novo fehérjék
DASTMFILTER [83] transzmembran régiok de novo fehérjék
TMHMM [84] transzmembran régiok de novo fehérjék
PHOBIUS |[85] transzmembran régiok de novo fehérjék
TANGO (86| aggregéaciora hajlamos régiok | de novo fehérjék
WALTZ [87] aggregaciora hajlamos régiok | de novo fehérjék
FoLpAmMYLOID [88] aggregaciora hajlamos régiok | de novo fehérjék

3.3. Programnyelvek és kornyezet

A dolgozatban leirt eredmények eléréséhez elsGsorban PERL és PYTHON nyelvi kédokat ir-
tam ill. irtunk a munkatarsaimmal /hallgatoimmal. A fejlesztések egyes szakaszaiban igénybe
vettiik a JUPYTER NOTEBOOK kérnyezetet. A GROMACS programcsomag [89] modositésa-
kor az adott C nyelvii forrasfajlokat irtuk at, tigyelve az eredeti verzié helyreallithatosagara
és arra, hogy lehet@ség szerint az annak megfelel§ futtathatd verzié a modositésainktol fiig-
getlen modon elérhetd legyen. Egyes molekuladinamikai eredmények értékelésekor a PDB

formatumu szerkezeti allomanyok feldolgozésa JAVA nyelvii programokkal tortént.

Az egyes programnyelveket és felhasznalasuk rovid 6szegzését a 3.3. tablazat tartalmazza.
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3.3. tablazat. A bemutatott munka sorédn alkalmazott programnyelvek, a f6bb programozasi
feladatok és az azok megvaldsitasaban részt vevé munkatarsaim

Nyelv ‘ Felhasznalas ‘ Részt vevé munkatars
C GROMACS modosités Zajacz-Epresi Nora
C++ PRIDE-NMR Angyan Annamaria
JAVA Molekuladinamikai elemzések Kovacs Bertalan
MATLAB | Nagy toltésstirtiségt régiok elemzése Szab6 Andras Laszlo
PERL SAH keresés és elemzés Toth Gabor (SCAN4CSAH)
Fibrillaris predikciok futtatasa és elemzése | Szappanos Balazs
Molekuladinamikai elemzések, Angyan Annamaria,
CONSENSX (els6 valtozat) Szappanos Balazs
PyTHON | Coiled-coil modellezés Dobson Laszlo
CONSENsX ™ Dudola Déniel
DIPEND Harmat Zita

3.4. Fehérjeszerkezeti adatok eredete és feldolgozasa

A fehérjeszerkezeti adatok felhasznélasa soran torekedtiink arra, hogy ezeket megbizhato
forrasbol, egylittmiikods partnerektdl szerezziik be, természetesen ezzel egyiitt ezek minden
esetben publikalt adatsorok. A BMRB adatbéazisban elérheté adatokat sok esetben kiegészi-
tettiik tovabbi, szintén nyilvanosan elérhetd, pl. a megfelel6 kdzlemény kiegészité anyagaban
kozolt, vagy az adott kozlemények szerzGitdl elkérhets adatokkal. A 3.4. tablazat a bemu-
tatott elemzésekben felhasznalt legfontosabb szerkezeti adatok forrasat részletezi. A kiilon
megjegyzés nélkil feltiintetett hivatkozésok a PDB kodok éltal reprezentélt szerkezeteket ill.
— ahol relevans — az NMR paramétereket leird kozleményre vonatkoznak.

Az NMR-spektroszkopiai mérésekbdl szarmazod paraméterek felhasznaldsa kapcsan lénye-
ges aspektus az atomi nevezéktanok egységesitése, mely esetében a BMRB oldalan talalhato
konverzios tablazat szolgalt iranymutatasul. Tekintetettel kell lenni azonban arra, hogy nem
lehetiink teljesen biztosak abban, hogy barmely korabbi, az adatbazisokban elérhetd allomé-
nyok létrehozasakor elvégzett formatumkonverzids 1épés megérizte a sztereospecifikus jelle-
get, azaz pl. geminalis atomok neve felcserélédhetett. Emiatt a NOE-alapt kényszerfeltétel-
listakat a legtobb esetben tgy modositottam, hogy a sztereospecifikus kényszerfeltételeket
minden lehet&séget megengeddre cseréltem egy nagyobb tavolsagkiiszobot hasznélva, majd a
listat redundanciamentessé tettem. Ez amiatt is sziikséges, mert a GROMACS a tavolsagok

atlagolasat nem pontosan tgy végzi, mint a szerkezetszamol6 programok, pl. a CYANA [90].
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3.4. tablazat. Fehérjeszerkezetek modellezéséhez felhasznélt koordinatak és kisérleti adatok eredete

PDB BMRB A szerkezeti és NMR adatokat
Molekula

kod kod leir6 kozlemény / megjegyzés

SAH szakaszok helyzetének modellezése a paraspeckle struktaraban

NONO/PSPC1 heterodimer ‘ 3SDE ‘ nem relevans ‘ [91], csak a koordinatékat hasznéaltuk

Kisméretd szerinproteaz-inhibitorok dinamikajanak elemzése

Schistocerca gregaria chymotrypsin inhibitor (SGCI) 1KGM 5272 [92], tovabbi NMR adatok a [93| kozleménybdl
Schistocerca gregaria trypsin inhibitor (SGTI) 1KJO 5274 [92], tovabbi NMR adatok a [93] kézleménybsl

Parvulin tipusua prolil cisz-transz izomerazok 6sszehasonlité elemzése

Staphylococcus aureus PrsA 2JZV 15628 [94]
Trypanosoma brucei Pinl 2L.J4 17918 [95]
Cenarcheaum symbiosum PinA 2RQS 11080 [96]

A szdmos parvulint érintd 6sszehasonlitasban felhaszndlt szerkezetek azonositoit a XVIII. kézlemény kiegészitd anyaga tartalmazza

Epesavkots fehérjék ligandumkotésének vizsgalata

Humén epesavkots fehérje, apo forma 101U (nincs) [97]
Human epesavkots fehérje, koliltaurin komplex 101V (nincs) [97]
Human epesavkots fehérje, kétféle epesavval komplexben | 2MM3 19843 [98], tovabbi NMR, adatok a [99] kozleménybd]

PDZ domének elemzése

PSDO95 tandem PDZ1-2 domének (kotott forma) 2KA9 (nincs) [100], NMR adatok a szabad formara is
PSD95 PDZ3, szabad forma 1BFE - a PDZ3 doménre vonatkozdé NMR
PSD95 PDZ3, ligandumkotott forma 1BE9 - adatok forrasa a [101]| kézlemény

A szdmos PDZ domént érintd dsszehasonlitdsban felhaszndlt szerkezetek azonositoit a XX. kozlemény kiegészitd anyaga tartalmazza

SAH szakasz dinamikijanak modellezése

Miozin VI SAH domén | 60BI | 30591 | [35]
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A NOE-alapu kényszerfeltétel-listdkat és az S? rendparamétereket a molekuladinamikai
szamitasokhoz a GROMACS topoldgia (.TOP) fajlokba illesztettem be megfelels formatumban.
A kapott sokasigok vizsgalatahoz a kiilonb6z6 paramétereket a BMRB NMR-STAR forma-
tumaba [102] konvertaltam, ahol ez kiilon sziikséges volt (tipikusan a kozlemények kiegészits
anyagaiban leirt vagy szerzok altal elkiildott paraméterek eserében), ez szolgalt CONSENSX

(4.4.3. alfejezet) elemzések bemeneteként.

3.5. Molekuladinamikai szamitasok és elemzésiik

3.5.1. A GROMACS programcsomag

A molekuladinamkai szdmitasokhoz minden esetben a szabad hozzaférési GROMACS [89]
programcsomag valamilyen verziojat hasznéltuk, a feladattol fiiggSen sok esetben sajat ma-
gunk altal modositva (lasd 4.4.1. alfejezet). A legtébb, ebben a dolgozatban leirt szamitast
explicit vizmodellel végeztiik, vagy az OPLS [103|, vagy az Amber99SB erGtér valamilyen
verzidjat (tipikusan Amber99SB-ILDN [104]) hasznalva. Az el6készités tipikusan egy mini-
tobb replikat hasznalé parhuzamos szamitasoknél rendszerint az eredeti MUMO protokollt
leird kozleményben [64] szerepl 8 replikat alkalmaztuk, mindegyiket mas-mas véletlensze-
rid atomi kezdGsebességekkel inditva. Fontos megjegyezni, hogy ezeknél a szamitéasoknal az
Osszesitett szimulacios id§ tipikusan nyolcszor néhény 10 ns, tehat a 100 ns nagysigrendbe
esik, ami elmarad az ezen technikakat alkalmaz6 kutatasaink publikalasakor a hagyoményos
futasok esetében mar egyre gyakrabban alkalmazott, us nagysagrendet kozelit§ szimulacios
idsktsl. Ennek indoka, hogy jelenleg ezek a(z egyetlen replikat alkalmazd) szamitasok nagy-
mértékben tdmaszkodnak a GPU-alapu gyorsité rutinokra, amivel az altalunk alkalmazott,
az egyes molekulapéldanyokat kiilon CPU-n (vagy szalon) futtaté szamitéasok hatékonységa
nem Osszevetheté sem a GPU gyorsitds hianya, sem az egyes szalak kozotti kommunikacios
igény megléte miatt. Az ilyenfajta parhuzamos szamitasok GPU-t hatékonyan kihasznélo
valtozatanak implementalasa messze tulmutat a lehetGségeinken, és tudomasom szerint ez
nem opcié az elérhets egyéb programcsomagokban sem. Méasrészt az is igaz, hogy ez a hat-
rany nagyrészt csak latszolagos, hiszen a kisérleti megkotéseket hasznald molekuladinamikai
szamitasok esetében a modellezett idGskalat nem elsGsorban a szimulacio 1épések altal megha-

tarozott hossza, hanem az alkalmazott paraméterek altal leirt idéskala hatarozza meg (1.3.1.
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alfejezet). Ezzel egylitt is érvényes ugyanakkor, hogy a megkotéseket alkalmazo szimulaciok
esetében is nagyobb lehet a bejart konforméciés tér, ha hosszabb a szimulécios id6.

A konformaciosentropia-valtozasok becslésére a GROMACS programcsomagban elérhetd
elemz6 eljarasokat hasznaltuk.

A szamitasok eredményeinek megjelenitéséhez a MOLMOL [105] és CHIMERA [106] prog-
ramokat hasznaltam. Az elemzések tobbsége tipikusan sajat, legtobbszor PERL, ritkdbban

JAVA nyelvii programokkal tortént (3.3. téblazat).

3.5.2. F6komponens-elemzés

A molekuladinamikai szamitasokkal (vagy egyéb modszerekkel) kapott szerkezeti sokasé-
gok elemzésére gyakran alkalmaztunk f6komponens-elemzést (principal component analy-
sis, PCA). Ezt a PRODY [107] programcsomag segitségével, annak eljarasait kozvetleniil
terminéalbol elérve, vagy azokat vagy PYTHON nyelvd szkriptekbsl meghivva végeztiik. A
f6komponens-elemzés elvégzésének feltétele, hogy a bemeneti szerkezetek egymasra egyértel-
miien illeszthet&ek legyenek, ugyanannyi (pl. Ca) atomot tartalmazzanak — ez a kdvetelmény
csak pl. egy adott molekuladinamikai szamitasokbodl szarmaz6 sokasdgoknal trivialis. Erre
az aspektusra tehat kiilon figyelemmel kellett lenni a bemenet elGallitasakor pl. kiilonbo-
z6 szekvenciaji, de rokon szerkezetii fehérjék Osszehasonlité elemzésénél. Ehhez tobbszoros
térszerkezet-illesztést végeztiink a MAMMOTH-MULT program [108] segitségével, és annak
alapjan azonositottuk a egyméasnak térben megfelel§ aminosavakat, ill. Ca pozicidkat. En-
nek alapjan a csak a kozosnek tekintheté Ca pozicidkat és minden modell esetében egységes
szamozassal tartalmazé PDB formatumnu fajlokat allitottunk eld, ezek szolgaltak a PCA elem-
zés kozvetlen bemenetéiil. A konkrét poziciok szama és mibenléte fiigg az elemzésbe bevont
fehérjék valtozatossdgatol: tavolabbi rokon fehhérjékben tipikusan kevesebb kozos pozicid

azonosithato.
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4. Eredmények

Ebben a fejezetben az eredmények ismertetésére és a keletkezésiik idején érvényesnek tekintett
értelmezésére szoritkozom. Az irodalomban ezek utdn megjelent eredményekre a diszkusszo-

ban (5. fejezet) térek ki, ahol ez relevans.

4.1. Maganyos a-helikalis (SAH) régiok detektalasa, elem-

zése és modellezése

4.1.1. SAH régidk detektalasara alkalmas bioinformatikai eljaras ki-

fejlesztése

Az FT CHARGE eljaras miikodési elve

Az els6 SAH régiok felfedezése utan megjelent az igény arra, hogy tobb hasonld szegmenst
tudjunk azonositani azok atfogo vizsgalata céljabol. A detektalasra az altalanos, hasonldosé-
gon alapulé bioinformatikai modszereket, mint pl. a BLAST [109], nem tartottuk alkalmas-
nak, hiszen azok alapvet&en magas komplexitasiu szekvencidkhoz evoltuciésan rokon szakaszok
azonositasara optimalizaltak. A maganyos hélixek esetében pedig az alacsony komplexités
miatt csupan a szekvencia alapvetd jellegeinek, de nem (feltétlentil) konkrét pozicioknak a
konzervaltsagat varhattuk, illetve feltételeztiik, hogy — éppen alacsony komplexitasuk miatt
— ilyen tulajdonsagu szakaszok konvergens evoltucioval egymastol fliggetleniil tobbszor is ki-
alakulhattak. Ezért az ismert magényos hélixek toltésmintédzatanak felismerésére célzottan
alkalmas eljarasok kifejesztését hataroztuk el. Nyitray Laszloval egyiittmiikodésben Toth
Gébor és jomagam egyméstol fiiggetleniil, mas-més koncepcié mentén kezdtiink bele az el-
jarasok kifejlesztésébe. A Toth Gébor altal készitett program, a SCANACSAH az egyes, a

szekvenciaban egymastol adott tavolsagra elhelyezkedd, azonos vagy ellentétes toltésd ami-
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nosavparok pontozésan alapul, a pontozast az akkor ismert maganoys hélixek felismerésére
optimalizalva. Az altalam kifejlesztett F'T  CHARGE eljaras (1. kozlemény) az ellentétes tol-
tésti aminosavak szabalyos valtakozasanak Fourier-transzformacio (FT) segitségével torténd
elemzését végzi, koncepcidjaban tamaszkodva az irodalomban korabban leirt, FT-alapt, is-
métléds szekvenciamotivumokat felismerd Spectral Repeat Finder (SRF) programra [110].
Ennek alapjan elsé lépésben az tn. toltéskorrelacios fliggvényt definidltam:

I-n

R(n)=> c(i)e(i +n) (4.1)

7

Il
—

ahol [ a vizsgalt szekvencia hossza, n két aminosav poziciéjanak tavolsaga a szekvenciaban,
c(i) az i. pozicibban 1évé aminosav formalis toltése (Arg, Lys esetében +1, Asp, Glu esetében
-1, His esetében +0.5). A képlet alapjan az azonos egységnyi toltésti aminosavak esetében
a szorzat 1, ellentétes egységnyi toltéstiek esetében -1. A kévetkezd lépés R(n) Fourier-
transzformécidja és a legnagyobb amplitidéhoz tartozo frekvencia azonositasa. Természe-
tesen lényeges kérdés, hogy a legnagyobb amplitidé hogyan viszonyul az adott aminosav-
osszetétel mellett véletlenszertien varhatohoz, azaz a talélat szignifikinsnak tekinthets-e. En-
nek eldontése az eljaras elsé valtozataban a bemeneti szekvencia randomizalt valtozatainak
segitségével tortént, mely megkozelitést a késébbiekben egy determinisztikus megoldésra cse-
réltem (4.1.1. alfejezet).

A maganyos a-hélix szerkezetekben tipikusan ,egy fordulatnyi”, azaz harom vagy négy
azonos toltésd aminosavat kovet ugyanennyi ellentétes toltésti aminosav, ennek megfelelGen
az 1/6 és 1/9 kozotti dominans frekvenciaval jellemezhetd szakaszokat tekintettem SAH sza-
kasznak. A PERL nyelven irt program technikai megvaldsitdasa tn. fast Fourier transform
(FFT) eljarast implementalé modult hasznal (MATH::FFT PERL modul), ezért a szekven-
cidkat 16, 32 és 64 aminosavas szakaszokban vizsgéilja. Az ablakok meghatarozésa soran
valtoztathatd, hogy héany aminosav legyen két egymast kdvetd ablak kezdGpontja kozott,
természetesen a legbiztosabb — azaz semmilyen lehetséget nem kihagyé — megoldas az, ha
ez a tavolsag 1 aminosav, azaz az Osszes lehetséges szekvenciaablakot elemzi a program, ez
biztositja a szegmenshatarok lehetd legpontosabb megéllapitasat is. E két tényez6 — FFT
és egy szekvencia tobb ablakban valo elemzése — az eljaras eredeti formajaban til lassta sok
szekvencia hatékony vizsgalatahoz.

Az els6 fejlesztések idGszakaban a Toth Gabor kollégam altal irt, az egymés utani ami-

nosavparok és -harmasok pontozasos értékelésén alapulé SCAN4CSAH késziilt el korabban.
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Hamar nyilvanvalovéa valt, hogy ennél az F'T CHARGE lényegesen szigorubb, azaz kevesebb
talalatot ad. Abbodl a megfontolasbol, hogy mindenképpen elkeriiljiik a SAH szakaszok ,tul-
predikciojat”, azaz alacsonyan tartsuk a hamis pozitiv taldlatok szamat, a két eljaras kon-
szenzusanak alkalmazésa mellett dontottiink. Ezen megkozelités 1étjogosultsdgat sikertilt
kisérletesen is igazolnunk. Kivéilasztottunk harom, mindkét eljaras altal magas pontszammal
megtalalt SAH szakaszt, melyeket Nyitray Lészlo laboratoriuméaban Stiveges Daniel kisérle-
tileg elsallitott és jellemzett, bizonyitva a SAH szerkezeti elem meglétét (I. kozlemény; lasd
alabb a 4.1. tablazatban a GCP60 és MAP4K4 fehérjéket).

A két eljarast technikailag egy ,csomagold” szkriptben fogtam Ossze, ez a CSAHDETECT.PL,
mely haromféle médon képes SAH szegmenseket keresni, a SCAN4ACSAH és FT CHARGE
egyikével, vagy a kettd konszenzusat hasznélva. Az eljaras és a programok 2012 6ta web-
szerverként (CSAHSERVER, 4.1. dbra) és letolthet6 PERL kodként is elérhetSek a csah-
server.itk.ppke.hu weboldalon (II. kézlemény). Ezek természetesen tartalmazzék az alabbi

alfejezetben részletezett tovabbfejlesztéseket is.

Az FT CHARGE eljaras tovabbfejlesztése

Az eljaras els¢ valtozataban a kapott amplitudé szignifikancidjanak vizsgalata a konkrét
szekvenciaszakasz randmoizaldséval tortént, ez azonban nem volt kell6 mértékben reprodu-
kadlhato. Emiatt a késGbbiekben ehhez kiilonb6z6 hattéreloszlasokat készitettem, amelyeket
viszonyitasi alapként lehetett hasznélni (II. kozlemény). Ezek tgy késziiltek, hogy elére
definialt aminosavgyakorisagi szekvencidkbol szarmaztatott adatokra extrémeérték-eloszlast
(EVD) illesztettem, amelynek paraméterei az eljaras bemenetét képezik. Ezek segitségével
minden szegmensre a program meghatarozza, hogy a hattéreloszlasban szereplé mely szek-
venciacsoport aminosavosszetételéhez all legkozelebb, és az arra vonatkozé EVD paraméterek
segitségével becsiili meg a kapott amplitado elfordulési valoszintségét (P érték). A meg-
hatarozott aminosav-0sszetételd szekvenciak gy késziiltek, hogy minden egyes ablakméretre
véletlenszert, csak Ala, Arg és Glu aminosavakat tartalmazé szekvenciakat készitettem ugy,
hogy azok kiilonbozé toltésstiriiségnek feleljenek meg 10%-o0s 1épésekben, pl. 10% Arg - 30%
Glu. Minden ilyen lehet&ségre 5000-5000 szekvenciat generaltam, majd ezeken kiszamoltam
az amplitadokat. Az EVD illesztés az R statisztikai programcsomag [111] segitségével tortént.

Az FT CHARGE eljaras taldlatait nagyobb adathalmazokon elemezve megfigyeltiik, hogy

ritkdn ugyan, de el6fordul, hogy viszonylag sok prolin aminosavat tartalmazé szakaszok is
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CSO0...

Detect Single a-Helices in protein sequences

Enter a single amino acid sequence (plain or FASTA):

| Predict SAHs

or upload a single amino acid sequence file in FASTA format: Resetform

| Browse... | No file selected.

Choose which prediction method(s) to run to detect Single a-Helices:
| SCANACSAH & FT_CHARGE (consensus prediction) v

Minimum length of SAH segment for SCAN4CSAH: | 30 v | residues

Window size for FT_CHARGE: | 32-64 w

. minimum amplitude:| 7 v | , maximum P-value: | 0.05 v \

Questions and suggestions regarding the CSAH server should go to Zoltan Gaspari (gaspari.zoltan at itk.ppke.hu)
© ZG & GT, 2009,2015

SAHs detected in the input sequence (095819) by the consensus of scan4csah and ft_charge

SAH No. Consensus scan4csah ft_charge

1 378 - 480 378-480 374-503

The minimal consensus SAH length used according to your settings was 30 residues.

mandspakslvdidlsslrdpagifelvevvgngtygqvykgrhvktgglaaikvmdvtedeeeeikleinmlkkyshhr
niatyygafikksppghddglwlvmefcgagsitdlvkntkgntlkedwiayisreilrglahlhihhvihrdikggnvl
ltenaevklvdfgvsagldrtvgrrntfigtpywmapeviacdenpdatydyrsdlwscgitaiemaegapplcdmhpmr
alfliprnppprlkskkwskkffsfiegclvknymgrpstegllkhpfirdgpnergvriglkdhidrirkkrgekdete
yeysgseeeeeevpeqgegepssivnvpgestlrrdflrlggenkersealrrgqgllqEQQLREQEEYKRQLLAERQKRIE
QQKEQRRRLEEQQRREREARRQQEREQRRREQEEKRRLEELERRRKEEEERRRAEEEKRRVEREQEYIRRQLEEEQRHLE
vlgggllgegamllecrwremeehrgaerlgrglqoegayllslghdhrrphpghsqgppppagerskpsfthapepkahy
epadrarevedrfrktnhsspeagskqtgrvleppvpsrsesfsngnsesvhpalqrpaepqvpvrttsrspvlsrrdsp
lggsgggnsgaggrnstsieprllwerveklvprpgsgsssgssnsgsqpgshpgsgsgsgerfrvrsssksegspsqrl
enavkkpedkkevfrplkpadltalakelravedvrpphkvtdysssseesgttdeedddvegegadestsgpedtraas
slnlsngetesvktmivhddvesepamtpskegtlivrgtgsasstlgkhkssssftpfidprllgispssgttvisvvg
fscdgmrpeairgdptrkgsvvnvnptntrpgsdtpeirkykkrfnseilcaalwgvnllvgtesglmlldrsgqgkvyp
linrrrfggmdvleglnvlvtisgkkdklrvyylswlrnkilhndpevekkggwttvgdlegevhykvvkyerikflvia
lkssvevyawapkpyhkfmaftksfgelvhkpllvdltveeggrlkviygscagthavdvdsgsvydiylpthiqgesikph
aiiilpntdgmellvcyedegvyvntygritkdvvlgwgemptsvayirsngtmgwgekaieirsvetghldgvfmhkra
grlkflcerndkvffasvrsggssqvyfmtlgrtsllsw

4.1. abra. A CSAHSERVER webszerver jelenlegi verzidjanak nyitolapja (fent) illetve az
M4K4 HUMAN fehérje (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4) szekvenci-
ajara alapértelmezett beallitasokkal adott kimenete (alul). A szerver megadja a két detektélo
eljaras altal kiadott hatarokat, a konszenzust, valamint a szekvenciaban félkovér nagybetiik-
kel kiemeli a SAH szakaszt, a toltéssel rendelkezd aminosavakat szinezve (kék: pozitiv, piros:
negativ toltést aminosav)
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bekeriilnek a talalati listaba. Ennek oka, hogy az eljaras alapjaul szolgédld toltéskorrelacios
fiiggvény csupan a toltéssel rendelkezé aminosavak eloszlasat vizsgalja, az egyéb aminosavak
el6fordulésara nincs tekintettel. Ugyanakkor a prolin  hélixtord” jellege miatt valoszinttlen,
hogy a mégoly szabalyos, és SAH szakaszokra jellemz§ toltésmintézatot mutato prolingazdag
szekvenciak a-helikalis szerkezetet vegyenek fel. A problémaéra altalanos megoldéast keresve
egy ,helicitasi szlir6” beépitése mellett dontottiink (111, kézlemény), melyhez az aminosavak
egyszer( konformacios preferenciait hasznaltuk fel a Chou-Fasman skéla [112] alapjan. Ennek
indoka, hogy bar ma mar ennél szamos pontosabb eredményt adé eljarés all rendelkezésre
a méasodlagos szerkezeti elemek becslésére, azok rendszerint felhasznalnak a vizsgalttal ho-
molog szekvencidkbol nyert mintézatokat is [113], amelyet a SAH elemek vizsgalatakor nem

tartottunk kivanatosnak.

A helicitasi szlir6 implementélasa soran a PDB SELECT adatbazisban talalhaté fehérje-
lancok DSSP annotéacidja alapjan kivalogattuk az a-helikalis szakaszokat. Az ezeket alkotd
aminosavak Chou-Fasman helicitasi preferenciai (helix propensity) [112] alapjan' a szaka-
meghataroztuk a pontértékek adott alsd szazalékanak megfelel¢ hatarokat. Tapasztalataink
alapjdn a szlir6t két lépés soran is alkalmazzuk, el6szor az F'T  CHARGE altal azonositott
egyedi szakaszok (16, 32 vagy 64 aminosav hosszu szegmensek) esetében, majd az ezekbdl
Osszerakott — adott esetben a SCAN4CSAH altal sziikitett konszenzus — teljes SAH szekvencia
esetében is. Az elsG 1épésre azért van sziikség, mert az atlagos helicitas egy nagyobb szekven-
cia esetében nem feltétlentil tiikrozi a kisebb szakaszok preferenciéit, az utdlagos sziirés pedig
mindenképpen sziikséges, hogy a teljes SAH-detektalo eljaras kimenete egységes legyen, a
masodik szliré ugyanis akkor is aktiv, ha a felhasznal6é csak a SCAN4ACSAH eljaras kimenetét
vizsgalja a CSAHDETECT.PL szkript segitségével.

Az eredeti, PERL nyelven irt FT CHARGE eljaras legnagyobb hétranya az FEFT lépés
lasstisdga volt. A PPKE ITK-n beliili egyiittmikodés soran Nagy Zoltan kollégam és Kovacs
Akos, akkor az ITK hallgatéja elkészitették az eljaras FPGA-alapt implementéaciojat [114],
melynek technikai oldalat e helyiitt — mivel a megvalositas nem a sajat hozzajaruldsom —
nem részletezem. Ez lehetévé tette a teljes UniProt adatbazis gyors elemzését és nagyskalas

Osszehasonlito vizsgéalatok elvégzését.

Az FT CHARGE eljarés szigortusagat sokéig elvi okokbol sem tartottam indokoltnak eny-

la kézlemény 1. téablazataban szerepld, a-hélix képzd hajlamra vonatkozo értékeket hasznaltuk
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4.1. tablazat. Az FT CHARGE eljaras ujraparaméterezéséhez felhasznalt SAH szakaszok
attekintése (adatok az IV. kizlemény 1. tdbldzata alapjdn)

Név ‘ UniProt ID ‘ Uniprot AC ‘ SAH régio ‘ Hivatkozas
Caldesmon | AOA1IL1RXH5 | AOA1L1RXH5 CHICK 196 - 252 [115]

GCP60 Q9H3P7 GCP60 _HUMAN 183 - 238 1. kozlemény
INCENP P53352 INCE CHICK 503 - 715 [38]

MAP4K4 095819 M4K4 HUMAN 417 - 480 1. k6zlemény
MFAP1 P55081 MFAP1 HUMAN 267 - 344 [39]
Myosin 6 QIUMb4 MYO6 HUMAN 915 - 980 [116]
Myosin 7 P97479 MYO7A MOUSE 866 - 935 [117]
Myosin 10 Q9HD67 MYO10 HUMAN 813 - 909 [41]
Snu23 GOS6RO GOS6R0_CHATD 131 - 164 [39]

hiteni, mivel a nagyon kevés, kisérletesen jellemzett SAH szakasz megitélésem szerint nem
nyujtott kell§ alapot a motivum &ltalanos jellegzetességeinek meghatarozasahoz. 2017-ben
azonban a human proteom tjraelemzésekor mar néhany olyan, kisérletesen igazolt SAH szek-
vencia is ismert volt, amelyet az eljarasunk éppen a szigortisaga miatt nem tudott azonositani,
igy sziikségessé valt a paraméterezés jragondolésa. Mindezzel egyiitt a teszthalmaz még min-
dig nagyon sziik volt, Gsszesen 9(!) olyan, szakirodalomban leirt szakaszt talaltunk, amely
természetben elGforduld fehérjében azonositott SAH régionak felel meg, ezek koziil raadasul
az egyik, a Snu23 esetében nem osztom az azt SAH-ként leir6 szerzdk allaspontjat, mivel a
kozolt CD mérések alapjan a szakasz helicitdsa csupan 20% koriili érték [39], mely messze

alatta marad a stabil SAH motivumok jellemz&en legalabb 60% kortili értékének.

Az FT CHARGE eljaras f6 paramétereinek (P-érték, minimalis amplitudo) szisztemati-
kus valtoztatasaval feltérképeztiik, mennyire pontosan sikeriil a 4.1. tablazatban fesorolt
szegmensek hatarait megbecsiilni, és ennek alapjan az alapértelmezett paraméterek lazitasa
mellett dontottiink (IV. kézlemény). Ez természetesen megnovelte a detektalt SAH régiok

szamat a human proteomban (lasd alabb).

Az FT CHARGE eljaras gyakorlati alkalmazasa

Az FT CHARGE eljaras alkalmazasa kozben megfigyeltiik, hogy egyes esetekben az ablak-
méret megvalasztasa befolyasolja a predikciot: nagy ablakméretnél a révid, de szabalyosan
ismétlodo szakaszok, kis ablakméretnél pedig az alacsonyabb toltésstriiségi, de hosszabb
szekvenciarészleten szabalyos régiok keriilhetnek a detektalasi kiiszob ala. Ezt elkeriilendd,

az eljaras soran ugyanazt a szekvenciat tobb kiilonb6zo ablakmérettel elemezziik, majd ezek
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talalatait Osszeftizve allapitjuk meg a SAH régiok meglétét és azok hatarait. Alapértelme-
zésben a 32 és 64 hosszu ablakokat vessziik figyelembe, a program opcidként a 16 aminosav
hosszi ablakméretet is kezelni tudja.

A Toth Gabor altal kifejlesztett, itt részletesen nem targyalt SCAN4CSAH eljaras az egy-
mas utani aminosavparok és -harmasok pontozasos értékelésén alapul. Mar az eljarésok fej-
lesztése soran megfigyeltiik, hogy a két algoritmus érzékenysége igen eltéro, az F'T  CHARGE
eljaras joval szigorubb, lényegesen kevesebb SAH szakaszt josol, mint a SCAN4ACSAH. Ezért
munkainkban elsGsorban a két eljaras konszenzusat hasznaltuk, arra torekedve, hogy az azo-
nositott SAH szakaszok nagy eséllyel valoban mutassak a maganyos helikalis jelleget. Ez a
megkozelités szandékoltan alacsony hamis pozitiv ratat eredményez, ugyanakkor magas hamis
negativ rataval — azaz viszonylag sok SAH jellegii, de altalunk nem akként felismert szakasz
meglétével — jarhat. Az eljaras kifejlesztésekor rendelkezésre allo igen kevés kisérleti adat
miatt ezt az igen konzervativ megkozelitést gondoltuk a leginkabb megfelelének, elkeriilendd
a SAH szegmensek gyakorisdganak és ezaltal bioldgiai relevanciajanak esetleges elttlzasat.
Mivel még jelenleg is igen alacsony az ismert, kisérletileg igazolt SAH motivumok szama,
ennek a megkozelitésnek a fenntartésat tovabbra is indokoltnak tartom.

Megemlitendd, hogy bar sem a SCAN4ACSAH, sem az F'T  CHARGE nem kiilénbo6ztetni meg
az azonos toltési aminosavakat, azaz adott pozicioban 1év6 Asp vagy Glu aminosav esetébenb
ugyanolyan pontszamot ad, a becsiilt SAH szekvencidk egyértelmd preferenciat mutatnak a
glutaminsav irdnyadban az aszpragainsav rovasara. Ez a tendencia jol magyardzhato a gluta-
minsavnak az a-helikalis szerkezetekre vonatkozo, korabban megfigyelt preferenciajaval. A
teljesség kedvéért meg kell jegyezni, hogy ez a kiilonbség természetesen a helicitasi sztirési
lépésben mar megjelenik, azonban mivel annak célja az alacsony helicitast szakaszok kizéara-
sa, a kimenet szempontjabol az Asp/Glu megkiilonboztetés ezzel egyiitt elhanyagolhatonak

tekinthetd.

4.1.2. A SAH régiok el6fordulasa fehérjékben

Az altalunk kidolgozott predikcios eljarasok lehetévé tették a SAH motivum elfordulasanak
és biologiai szerepének szélesebb kord vizsgéalatat. Az els6 elemzéseink alapjan a SAH ré-
giot tartalmazd fehérjék mindossze az emberi proteom 0,2%-at alkotjak. Ez a becslés igen
konzervativ, az F'T CHARGE algoritmus fentebb kifejtett szigoru jellegébdl addéddan és alsod

becslésnek tekinthets. Mindezzel egyiitt az emberi proteom relativ értelemben viszonylag
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gazdagnak tekinthet6 SAH szegmenst tartalmazo fehérjékben. Természetesen ennek egyik
oka lehet az emberi genom /proteom tébbi organizmusénél pontosabb ismerete. A SAH sza-
kaszok kifejezetten ritkdk az altalunk vizsgalt viralis proteomokban.

Szerkezeti oldalrol igen jellemzének tekinthetd az az eset, amikor a SAH szegmens részben
atfed egy coiled-coil szerkezettinek prediktalt régioval. Ezen megfigyelésbdél kiindulva kezd-
tiik el részletesebben megvizsgalni az egyes predikcios eljarasok altal azonositott kiilonb6zé
szakaszok kozotti atfedéseket és a predikciok kozotti osszefiiggéseket (lasd 4.2.1. alfejezet).
Specifikusan a coiled-coil szakaszokkal valo dtfedés a kétféle szerkezeti elem kozotti szerkezeti,
funkcionalis és esetlegesen evolucios Osszefiiggésekre utalhat.

Az egyik leginkabb figyelemre mélté eredményiink ugyanakkor az, hogy a SAH régiok
gyakran fordulnak el RNS-kot6 funkcioval biré fehérjékben. Ez az eredmény azért igazan
érdekes, mert csak a legutobbi idékben meriilt fel, hogy maga a SAH mint hélix fizikailag
kozvetlentll részt vehetne nukleinsavakkal kialakitott kélcsonhatasokban [36]. Ezzel szem-
ben az altalunk korabban talalt funkcionélis asszociaci6o a SAH régiok annotalt RNS-k6t6
doménekkel (pl. RRM domén) valo egyiittes el6fordulasan alapult (II. kézlemény).

Az RNS-kots fehérjék koziil emlithetSek a paraspeckle? nevi sejtmagi struktira kialaki-
tasaban részt vevs molekulak (lasd alabb), valamint az exon-junction komplex (EJC) felépi-
tésében szerepet jatszo6 UPF2, UPF3A és UPF3B fehérjék.

Az RNS-k6t6 funkcioval bird molekuldk mellett kiemelhetGek még a citoszkeletalis fehérjék
mint olyanok, amelyekben jellemz&en el6fordulnak SAH szegmensek (4.2. tablazat; I1. és IV.
kozlemény). A troponin fehérjék mellett e helytitt a septin 7 molekulat kivinom még megem-
liteni: a septineket tekinthetjiik ,4. tipusu” citoszkleletalis elemeknek, GTP-az aktivitassal
rendelkeznek, és a sejtosztodasban, valamint egyes membranokkal kapcsolatos folyamatokban
jatszanak szerepet [118]. Erdekes modon SAH szegmenst csak a septin 7 fehérjében talaltunk.
Ez a fehérje az emberi sejtekre jellemz§ heterohexamer struktiura szélén taldlhato. A SAH

szakasz a tOobbi septinre is jellemzd coiled-coil szegmens részeként azonosithato.

2Nincs tudomasom ezen képlet esetében bevett magyar névrél, és magam nem kivanom e helyiitt megki-
sérelni a forditast
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4.2. tablazat. SAH régiok elhelyezkedése és szekvencidja néhéany kivalasztott emberi RNS-kots (UPF2, UPF3A, UPF3B) és sejtvazhoz
kapcsolodo (troponin T, septin 7) fehérjében. A szekvencidkban pirossal a negativ, kékkel a pozitiv toltéssel rendelkezd aminosavakat
jeloltiik. (adatok a IV. kézleményiink alapjdn)

Uniprot SAH

azonosité | Fehérje neve / réviditése pozicié6 | SAH szekvencia

Q9HAUb UPF2 48 - 115 | EVSKAPEDKKKRLEDDKRKKEDKERKKKDEEKVKAEEESKKKEEEEKKKHQEEERKKQEEQAKRQQEE
Q9H1J1 UPF3A 237 - 303 | EERRRRELEKKRLREEEKRRRREEERCKKKETDKQKKIAEKEVRIKLLKKPEKGEEPTTEKPKERGE
QIBZI7 UPF3B 209 - 269 | RMREEKREERRRREIERKRQREEERRKWKEEEKRKRKDIEKLKKIDRIP

P45379 TNNT?2 (szivizom troponin T) 142 - 185 | AERAEQQRIRNEREKERQNRLAEERARREEEENRRKAEDEARKK

P13805 TNNT1 (lasst vazizom troponin T) | 112 - 151 | EQQRFRTEKERERQAKLAEEKMRKEEEEAKKRAEDDAKKK

P45378 TNNT3 (gyors vazizom troponin T) 116 - 155 | EQQRIRAEKERERQNRLAEEKARREEEDAKRRAEDDLKKK

Q16181 Septin 7 366 - 419 | KEKVQKLKDSEAELQRRHEQMKKNLEAQHKELEEKRRQFEDEKANWEAQQRILE

MHANHNAAYA


https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9HAU5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9H1J1/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9BZI7/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P45379/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P13805/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P45378/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q16181/entry
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4.1.3. SAH régidk a paraspeckle struktara felépitésében

A SAH régiok RNS-kot6 fehérjékben betoltott feltételezhetd szerepének részletesebb vizsgala-
tara az utobbi évtizedben felfedezett tn. paraspeckle nevi sejtmagi képlet [119] felépitésében
részt vevs fehérjéket valasztottuk ki. A paraspeckle in. hosszt nem-koédolé RNS-molekulakat
(long non-coding RNA, pl. NEAT1) tartalmaz integrans modon, és szerepe egyes mRNS mo-
lekuldk sejtmagi retencidjanak szabélyozasaban lehet, befolyasolva pl. sejtdifferencialodéasi
folyamatokat [120]. A paraspeckle strukturat alkoto fehérjék az un. DBHS (,Drosophila
behavior, human splicing”) csaladba tartoznak, ezekre 2 szomszédos, RNS-kot6 RRM do-
mén, egy hosszi coiled-coil régio jellemzs, a masodik RRM és a coiled-coil kozott egy NOPS
(,NonA /paraspeckle”) nevezetd motivummal, valamint terminalis rendezetlen szakaszokkal
[121]. A prediktalt SAH szakaszok a coiled-coil és a C-terminalis rendezetlen szakasz k6zotti
régioban helyezkednek el. Evolucidésan rokon fehérjéket elemezve megmutattuk, hogy a SAH
szakaszok jelenléte a fehérjecsaléddra jellemzs, az ide tartozo fehérjék nagy részében jelen van.
A SAH régio lehetséges szerepének tovabbi vizsgalatahoz szerkezeti modellt épitettiink (V.
kozlemény), amihez a PSPC1/NONO fehérjék RRM doméneket tartalmazé homodimer szer-
kezetét vettiik alapul [91], az azt leir6 kozleményben feltételezett multimerképzédési elképze-
lést felhasznalva. Eszerint az egyes dimerek a benniik megfigyelhets, rendhagyd geometriaju

coiled-coil régiok meghosszabbitott szakaszai segitségével alkotnak nagyobb komplexeket.

A dimerek kozotti szakaszt a becsiilt SAH régio végéig egységesen coiled-coil szerkezetként
modelleztiik, igazodva a dimerben talalhatdé geometriai jellemzdkhoz, azaz a 11 aminosavas

ismétl6d6 motivumnak megfelel jobbmenetes szuperhélixet feltételezve.

A modellépitéshez sajat, PYTHON nyelven implementélt kodot irtunk, mely Offer és Ses-
sions 1995-ben publikalt egyenleteit [122] — amelyek egyébként Francis Crick 1953-as kozle-
ményén [19] alapulnak — felhasznéalva képes szabalyos coiled-coil molekulagerine felépitésére.
A modell elkészitése soran a legnagyobb feladatot a feltételezett coiled-coil dimer szakasz
megfeleld geometridjanak felépitése, a 11 aminosavas ismétlédésnek megfelelo hidrofob belso
,varrat” aminosavainak egyméshoz torténd pozicionéalasa jelentette. A coiled-coil részekre jel-
lemzo kolesonhatéasok elemzéséhez a SOCKET (22| és a COILCHECK+ [123] eljarasokat hasz-
naltuk. Megjegyzendd, hogy a koncepcionk nagyon hasonld az eljardsunk és a vele épitett
modelliink elkésziilte utan, de még a kozleményiink bekiildése elott publikilt CCBUILDER

webszerverben [23| implementalt munkamenethez, bar az nem alkalmas az altalunk hasznalt
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4.2. abra. A (PSPC1/NONO);3 hexamer szerkezeti modellje. Az RRM régiokat tartalmazo
PSPC1/NONO dimerek a modellezés soran felépitett coiled coil régiok segitségével kapcso-
lodnak 6ssze, amelyek C-terminalis vége megfelel a becsiilt SAH szakaszoknak. A piros, a
sarga és a z0ld lancok a PSPC1, a vilagoskék, sotétkék és tiirkizkék lancok a NONO fehérjé-
nek felelnek meg. Az &dbra a Chimera [106] programmal késziilt. Az V. kézleményiinkben megjelent
2. dbra részlete (licensz: CC BY-NC)

paraméterekkel rendelkezé modell elGallitaséra.

A felépitett szerkezeti modell megmutatta, hogy a javasolt multimerizalédasi moédon elv-
ben akarhany dimer 6sszekapcsolodhat, nincs korlat a felépithets szerkezet hosszara. Ugyan-
akkor fontos megjegyezni, hogy a modellezett részeken til a molekuldk N- és C-terminalisan
is még hosszabb, funkcionalisan rendezetlen szakaszok talalhatoak, melyek szerkezetét nem
modelleztiik. A modelliink egyik legfontosabb jellegzetessége, hogy a SAH szegmens hossza
éppen akkora, hogy a PSPC1/NONO heterodimer altal alkotott iireg mellett ér véget (4.2.
abra), igy feltételezésiink szerint — az utana kovetkezd, funkcionélisan rendezetlen régioval
egyiitt — a dimerek egyméshoz képest torténs pontos térbeli poziciondlasaban jatszhat szere-

pet, amikor a multimer felépiil a NEAT1 RNS-molekuldhoz kapcsoldédoan.

Munkénk publikaldsaval gyakorlatilag egy id6ben irtak le a kozeli rokon SFPQ fehér-
je dimerjeinek kristélyszerkezeteit, melyekben az altalunk becsiilt coiled-coil és SAH régiok
egyetlen hosszu helikalis szerkezetként jelennek meg, hasonléan a modelliinkh6z és megerd-
sitve a SAH szakasz jelenlétét. Ugyanakkor a kristalyokban a dimerek kozott észlelt kontak-
tusok méasok és kevésbé kiterjedtek, mint a modelliinkben — ez azonban lehet krisztallografiai

mitermék is [37].
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4.1.4. Nagy toltésstirtiségii motivumok a fehérje-fazisszeparaciéban

A SAH motivumok RNS-k6t6 fehérjékben valo gyakorisdga mai ismereteink szerint nem ma-
gyarazhato a motivum kozvetlen RNS-kotésben vald részvételével, hiszen erre gyakorlatilag
nincsen bizonyitékunk. Tovabbi magyarazat lehet valamilyen specidlis térszerkezeti szerep,
mint a paraspeckle esetében, ez azonban tul specialisnak tiinik az altalanos gyakorisag ma-
gyarazatara. A fehérje-fazisszeparicio jelenségének felismerésével egyre tobb olyan rendszert
irtak le, amelyek RNS:fehérje komplexeket tartalmaznak, ezért felmeriilt benniink a lehe-
t6ség, hogy a SAH motivum esetleg ebben a folyamatban jatszhat szerepet. Ennek vizs-
gélatara osszevettitk a SAH, valamint egyéb, nagy toltésstirtiségi motivumokat tartalmazo
humén fehérjék listajat egyes fazisszeparacioban részt vevs fehérjéket tartalmazéd adatbazi-
sok tartalmaval (VI. kézlemény). Nagy toltésstirtségd motivumként a SAH szakaszok mellett
az F'T CHARGE eljarassal azonosithato, jol felsmerhetd toltésvaltakozasi mintazatot mutato
szegmenseket (charged residue repeat, CRR), valamint toltéssel rendelkez6 aminosavakat a
vartnéal nagyobb siirtiségben tartalmazo, 6sszességében is nagy netto toltési (signed charge-
dense region, sCDR) ill. utébbival nem rendelkezd (unsigned CDR, uCDR) tekintettiink.
Ezek a definicok nem zérjék ki egymast kolesonosen, a CDR kategoriak egymassal is atfednek
és tipikusan tartalmazzak a CRR szakaszokat, melyeknek egy alesetét képezik a SAH régiok.
Eredményeink egyrészt szoros statisztikai kapcsoltsagot mutatnak egyes vizsgalt motivumok
és a fazisszeparaciora vald hajlandoésag kozott, masrészt ez az asszociacidé inkabb negativ
abban az értelemben, hogy elsGsorban abbdl ered, hogy az ilyen régiok hianya valészintitlen-
né teszi, hogy a fehérje részt vegyen kondenzalt fazis kialakitdsaban. Az is megfigyelhetd,
hogy a fazisszeparaci6 inicidcidjaban kulcsszerepet jatszo driver régiok csak ritkan esnek egy-
be az altalunk vizsgalt, nagy toltésstriiségl szakaszokkal. Az eredmények egyik lehetséges
értelmezése, hogy a nagy toltéssiirtiségi régiok olyan szerkezeti-dinamikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek, melyek a vizes és a kondenzalt fazisban is funkcionalisak. Ez a meglehetGsen
6vatos as altalanos feltételezés valoszintleg igaz a SAH szegmensekre, melyek stabil helikalis
szerkezete vizes kozegben és a stird kondenzalt fazisban is alapveten megmarad, utébbi-
ban pl. egyéb, hasonléan nagy toltéssirtiségl szakaszokkal koriilvéve is. Megjegyzendd, hogy
ezen eredményeink nem adnak tovabbra sem egyértelmti valaszt a SAH motivumok RNS-k6t6

fehérjékben vald gyakori el6fordulasara.
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SMARCA?2 / Probable global transcription activator SNF2L2

SMARCA4 / Transcription activator BRG1

PSPC1 / Paraspeckle component 1

N—[ wCor (R ]ic

TNRC6B / Trinucleotide repeat-containing gene 6B protein

N PhaSePro C

RNF168 / E3 ubiquitin-protein ligase RNF168

—(E=E

DLG4 / Disks large homolog 4

N [ucOREEBR)| [ucDR C
SYN1 / Synapsin-1

S T

SYNGAP1 / Ras/Rap GTPase-activating protein SynGAP, PhaSePro region is based on its Mus musculus homolog

N | uCDR - R PhaSePro ]~C

4.3. abra. Néhany, a PhaSepDB alapjan fazisszeparacioban érintett fehérje az altalunk vizs-
galt nagy toltésstirtségi szakaszok (kiilonbozé szint téglalapok) és a PhasePro adatbazisban
annotalt LLPS driver régiok (fehér ellipszis) feltiintetésével. Jol latszik, hogy az egyes tipusok-
ba tartozo6 szakaszok jelentGsen atfedhetnek, illetve hogy a driver fehérjékben sem feltétlentl
sziikséges a jelenlétiik, egybeesésiik az azonositott driver régiokkal erGsen esetfiiggs. Az dbra
a VI kézleményinkben jelent meg (licensz: CC BY-NC-ND)

(@}

4.2. Funckionalisan rendezetlen és fibrillaris fehérjeszaka-

szok predikcidja

4.2.1. Fibrillaris szerkezeti elemek és rendezetlenségi predikciok

A SAH szegmensek elemzése soran koran észrevettiik, hogy ezek a szakaszok gyakran atfednek
olyan szegmensekkel, amelyeket az arra specializélt eljarasok coiled-coil vagy funkcionalisan
rendezetlen szerkezetiinek ismernek fel. Ezt értelmeszertien a motivummal foglalkozd més
kutatok is megfigyelték [124]. Erre a jelenségre , keresztpredikcio™ként fogok a tovabbiakban
hivatkozni.

A rendezetlen szakaszokkal torténd ,keresztpredikciot” a nagy hidroféb oldallancok rit-

kasdga és a toltott aminosavak gyakorisiga magyarézza, mig a coiled-coil régiok esetében
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a felismerés oka az aminosavak szabalyos ismétlgdése, mely egyes jellegeiben — leginkabb a
toltéssel rendelkezd aminosavak helyzetében — hasonlit a heptad egységekben megfigyelhets

mintézathoz.

Kérdésként meriilt fel, hogy s SAH régiok felismerhet6ek-e tigy is, mint rendezetlen és
coiled-coil szakasznak egyarant prediktalt szakaszok, illetve hogy a coiled-coil és rendezetlen
szakaszok kozotti keresztpredikcio altaldban véve mennyire gyakori. Utobbi azért is fontos,
mert a becslések szerint a funkcionalisan rendezetlen fehérjék szamos, f6leg eukariota éls-
lény proteomjanak igen nagy hanyadat teszik ki, és amennyiben a keresztpredikcié mértéke

jelentds, akkor ezek a becslések pontositasra szorulhatnak.

A kérdések megvalaszolasahoz sziikséges, kisérletileg igazolt szerkezeti informaciokat tar-
talmazo adatokat egyrészt a DISPROT [125] adatbazisbol, méasrészt egy altalunk a PDB
adatbazis alapjan a SOCKET eljaras [22] segitségével Gsszeallitott adatkészletbdl (ccDB)

vettik.

Osszesen hétféle rendezetlenség- és hatféle coiled-coil-predikcios eljarast vizsgaltunk (VII.
kozlemény). Mind a DISPROT, mind a cCDB adatkészleten mindegyik eljarast értékeltiik
olyan modon, hogy az adatkészletre specifikus jellemzsket mennyire jol azonositja (tehat a
CcCDB-n a rendezetlenséget becslé programokat is gy teszteltiik, mintha azok coiled-coil pre-
diktorok lennének és viszont). Azt talaltuk, hogy a coiled-coil felismerd eljarasok lényegesen
specifikusabbak mindkét halmazon, és a rendezetlen régidkra csak az azok felismerésére ter-
vezett eljarasok érzékenyek (4.4. abra). Ugyanakkor a rendezetlenséget becsld algoritmusok
nagy aranyban ismerik fel a coiled-coil szakaszokat rendezetlenként.

Vizsgalatainkat elvégeztiik a teljes SwissProt adatbazison is, ahol mar nem volt lehet6-
ség az egyes predikciok szabatossaganak ellenérzésére, a keresztpredikciok mértéke viszont
nagyobb léptékben volt vizsgalhato.

Nem meglepé modon az egyes predikcios eljarasok kozott is jelentds eltérések lehetnek,
és ez természetesen igaz adott coiled-coil-rendezetlenség prediktorok kombinaciojara is. Az
egyes eljarasok teljesitményének minden aspektusét figyelembe véve a COILS [26]-IUPRED
[77] par hasznalatat javasoltuk olyan esetekre, amikor az atfedések minimalizalasa a cél.

Az a hipotézis, hogy a SAH régiok azonosithatoak lennének specifikus predikcié nélkiil,
pusztan a mind coiled-coilnak, mind rendezetlennek becsiilt szakaszok alapjén, nem iga-
zolodott be (4.5. abra). A mindkét prediktor altal felismert szakaszok a specifikus SAH

predikcioknal 1ényegesen tobb régiot és aminosavat érintettek. Ugyanakkor a hipotézis meg-
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4.4. dbra. Coiled-coil és rendezetlenség-becsls algoritmusok érzékenység-specifitds diagramja
az altalunk létrehozott ccDB (balra) és a DisProt (jobbra) adatbéazison vizsgalva. A coiled-
coil predikcios eljarasok koziil csak a két leginkdbb kiilonb6z6 eredményt adot emeltem ki a
bal panelen. Az dbra a VII. kézleményiinkben lévé hasonld diagram mddositott vdltozata (licensz: Elsevier

user license, a forditds nem hivatalos, az Elsevier dltal nem jovdihagyott)

alapozottsagat mutatja, hogy a keresztpredikcioval érintett szegmensek aminosav-Gsszetétele

hasonlénak bizonyult a SAH szakaszokra jellemz6hoz.

Az alacsony komplexitasu, de ismétlsdd jellege miatt hatarozott szerkezetet felvevs szaka-
szokra jo példa még a kollagén tripla hélix3®. Ezen szakaszok magas prolin- és glicintartalma
miatt feltételezhetd, hogy a rendezetlenséget becsld eljarasok nagy része felismeri Gket. Ezért
elvégeztem néhany proteom szisztematikus vizsgalatat, melyben a coiled-coil, kollagén hélix
és rendezetlen szakaszok predikcidjanak viszonyat elemeztem részletesen (VIII. kozlemény).
Az elemzés soran tobbféle predikcits eljarast vizsgaltam, azonos tipusa predikcidk esetében
azok konszenzusat is. ElsGsorban azt a kérdést elemeztem, hogy az egyes proteomokban ren-
dezetlennek becsiilt szakaszok mekkora hanyada az, amelyik valojaban inkabb fibrillaris, jelen
esetben kollagén tripla hélix vagy coiled-coil szerkezetet vesz fel. Erdekes modon az eredmény
nagyban fligg a vizsgalt proteomoktol. Tobbsejt allatokban (Metazoa) a rendezetlen amino-
savak aranya a proteomban nem csak altalaban véve nagy, hanem igen valtozatos is, ugyan-
akkor ezen beliil a nem kizarélag rendezetlennek becsiilt aminosavak aranya jo kozelitéssel
5% koriil mozog. Ezzel szemben pl. baktériumoknal a proteomban talalhato funkcionalisan

rendezetlen szakaszok aranya Osszességében alacsony, de ezen beliil a coiled-coilnak is becstilt

3A kollagén szerkezetek egy Simon Istvannal és Dosztanyi Zsuzsannaval folytatott beszélgetés soran me-
riiltek fel, ezért eztiton mondok készonetet.
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4.5. abra. Becsiilt SAH szekvenciak atfedése NCOILS és IUPRED predikciokkal. Az adatok
a SAH szegmenst tartalmazo szekvencidk 70%-os azonossagi kiiszob szerint rendundancia-
mentes halmazéara vonatkoznak. Bal panel, piros pontok: SwissProt, jobb panel, kék pontok:
TrEMBL szekvencidk. Az dbra a II. kézleményiinkben lévé dbra médositott vdltozata (jelen felhaszndlds

az Elsevier dltal az eredeti szerzéknek biztositott jogon alapul)

aminosavak aranya fajonként nagy valtozatossagot mutat. A legnagyobb szorast a viralis
proteomok mutatjak, ennek feltehetGen az az oka, hogy ezek mérete igen kicsi, igy az egyedi

fehérjék specifikus jellegzetességei nagyobb stllyal esnek latba a proteomszintii Gsszesitésben.

4.3. De mnovo fehérjeszekvenciak szerkezeti preferenciii-

nak predikci6ja

Predikciok segitségével vizsgalni kivantuk azt az evolicios forgatokonyvet, amelynek soran
korabban nem kodol6 szakaszokbol fehérjekodolo gének keletkeznek (IX. kozlemény). Kivan-
csiak voltunk az Gjonnan 1étrejovs fehérjék szerkezeti preferencidira, azon beliil is arra, hogy
az aggregacios hajlamuk valoban magasabb-e, mint a hosszi evoluciés szelekcion atesett,
mai fehérjeszekvenciaké. Igen fontos leszdgezni, hogy ebben a kontextusban a predikcidkat
nem tekintettiik az egyedi szekvencidk szintjén megbizhatonak, csupén az észlelt trende-
ket kivantuk elemezni és azokat is elsGsorban egymassal valé Gsszehasonlitasban értelmezni.
Ennek oka, hogy a predikcios eljarasok fejlesztése és tesztelése alapvetéen a természetben
eléforduld, hatarozottan nem random szekvenciakon torténik, és igy nem indokolt az az

elvaras, hogy egy véletlen szekvencidn is hasonld eredményességgel teljesitsenek altalanos-
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sagban. El6rebocsatom, hogy ez a szempont még sokkal hangstlyosabb lesz a kovetkezd,
korai genetikai kddokat elemzd vizsgalatunkban, de az emlitett okokbo6l mar a most leirt
esetekben sem elemziink egyedi szakaszokat az egyes szekvencidkban, és elsGsorban az egyes
jellemzdk &ltal lefedett szerkezeti paramétertér vizsgalatara koncentralunk. Olyan eljarast
valasztottunk, mely els6 kozelitésben modellezi a tényleges bioldgiai folyamatot: véletlensze-
rii DNS-szakaszokat generaltunk és azokat leforditottuk fehérjészekvenciakra. A szakaszok
480 nukleotid hossziak voltak, és nem tartalmaztak STOP kodont az 1-es nukleotiddal kez-
d6ds leolvasasi keretben. Osszesen 90 000 szekvenciat allitottunk elé tgy, hogy 10 és 90%
kozott valtoztattuk a szakaszok GC-tartalmét, és minden GC-tartalomhoz 10 000 szekvenci-
at generaltunk. A nukleinsav-szekvenciak hossza 480 nukelotid volt, ezek leforditasaval 160
aminosav hosszusagu fehérjeszakaszokat kaptunk, amely jol kozeliti az atlagos domén mint
feltekeredési-szerkezeti egység hosszat. A kapott fehérjeszekvencidkon tobbféle predikcios
eljarast futtattunk le a rendezetlen, aggregaciora hajlamosito és transzmembran (TM) do-
méneket képzd régiok azonositasara. A TM domének elemzésbe torténé bevonasanak indoka
az volt, hogy mint hidrofob jellegti szakaszok, adott esetben lehetnek olyan tulajdonsagaik,
amelyek kozel allnak az aggregacios hajlammal rendelkezé szakaszokéhoz.

Eredményeik alapjan az egyes szerkezeti jellemzdk jelentGs mértékben fiiggnek a mogot-
tes kodolé DNS-szakasz GC-tartalmatol, és a genomokban szokasosnak tekinthetd, 40-60%
kozotti GC-tartalom mellett a rendezetlenség a dominéns tulajdonség, az aggregacios hajlam
varhatoéan nem jelenik meg jelentés lekiizdendd problémaként. A predikcidkat elvégeztiik
hérom létezd, a munka elvégzésekor meghizhatdéan de novo fehérjeként azonositott embe-
ri szekvencian is, amelyek esetében az atlagos GC-tartalom és a szerkezeti jellemzdsk is jol
illeszkedtek a véletlenszerd szekvenciak esetében észleltekhez.

Az evoluciés aspektus részletesebb vizsgalatat kiterjesztettiik egyes feltételezett korai ge-
netikai kodokra is (X. kézlemény). Ezek az evolucio korai szakaszaban lehetettek relevansak,
és kiilonboz6 elméleti megfontolasok alapjan tettek rajuk javaslatot a teriilettel foglalkozo
kutatok. Ismereteink szerint azonban az ezek altal potencialisan kodolt fehérjék szerkezeti
preferenciait korabban szisztematikusan nem vizsgaltak. A mai fehérjékre kapott adataink
tiikrében érdemesnek lattuk a korai kddok esetére is kiterjeszteni az elemzésiinket, melybe
tobbféle feltételezett korai kodot vontunk be [126, 127, 128|*. Ezek mellett vizsgaltuk a korai

fehérjék kontextusaban felmeriilt, de kddtabldhoz nem rendelt tn. GADV aminosavkészletet

4A konkrétan hasznalt kodtablakat a X. kozleményiink kiegészité anyaga tartalmazza (Figure S1, ahol az
EARLY4 és az EARLY10 tablak sajnos hibasan, felcserélve szerepelnek)
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4.6. dbra. De novo fehérjeszekvenciak rendezetlenségi, aggregacios és transzmembran hé-
lixek kialakitdsara vonatkozo, becsiilt szerkezeti preferenciai az Gket koédoldé DNS-szakasz
GC-tartalménak fiiggvényében. Pirossal a human proteom fehérjéit, zolddel, kékkel és lilaval
rendre a 40, 50 és 60%-0s GC-tartalmu random DNS-szakaszokrol leforditott, 160 aminosav
hosszi fehérjeszekvencidkat abrazoltuk. A | rendezetlen/transzmembran/aggregalodd ami-
nosavak aranya’ az ilyen szerkezeti preferencidkkal rendelkezd szakaszokba es§ aminosavak
szazalékos aranyat jelenti az Osszes vizsgalt aminosavhoz képest. A bal panel eloszlasgorbéit
olyan médon skalaztuk ssze, hogy a human proteom fehérjéinek eloszlasa osszevethets legyen
az egyes GC-tartalmakhoz tartozé 10000 hipotetikus random fehérje szekvencia eloszlasaval.
Az dbra eredeti vdltozata a IX. kézleményiinkben jelent meg. (licensz: Elsevier user license, a forditds nem

hivatalos, az Elsevier dltal nem jovdhagyott)
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is [126, 129] Megjegyzends, hogy a vizsgalt kodok nem alkotnak egymésbol egyértelmiien
szarmaztathatd sorozatot, tehat igencsak valoszinttlen, hogy a mai kod felé vezetd evolicios

folyamatban mindharom relevansnak tekinthets legyen.

A modszertan igen hasonl6 volt a mai fehérjék esetében alkalmazotthoz, a véletlenszer
DNS-szekvencidkat a korai kodok segitségével forditottuk le és a kapott fehérjeszekvencidkat
predikciok segitségével elemeztiik. ElsG és talan leginkdbb megleps eredményiink az volt,
hogy az igen kevés, 4-6 aminosavat tartalmazé korai kodok esetében a predikciok tobbszor
is egészen eltéré eredményekre vezettek ugyanazon szekvencidk esetében. Ez arra hivja fel
a figylemiinket, hogy a mai, 20-féle aminoavbol 4ll6, nem random szekvencidk elemzésére
kifejlesztett modszerek nem feltétleniil alkalmazhatoak ezektdl lényegesen eltérd Osszetételd

szekvencidk vizsgélatara.

A korai kodok kapcsén feltett {6 kérdésiinkre a predikciok altal sugallt véilasz az, hogy
a javasolt korai kodok egyike sem képes a mai fehérjékre jellemz§ szerkezeti valtozatossag
kialakitasara (4.7. abra). Ehhez legkozelebb a 10 aminosavas kod jut, amely a tobbivel el-
lentétben méar kozeliti valamelyest a modern, 20-féle aminosavbdl felépiils fehérjék szerkezeti
terét. Ezen a ponton azonban 6vatosnak kell lenniink és meg kell vizsgélnunk azt a lehet&sé-
get, hogy a kiindulaskor adottnak vett mogottes feltevéseink koziil nem mindegyik teljestil.
Az els6 ilyen eset, hogy a korai kddok legalabb egyikének létezését az Gket leir6d szerzék sze-
rinti formaban nem vonjuk kétségbe, ugyanakkor megkérddGjelezziik a predikcios eljarasok
megbizhatdsagat azon az alapon, hogy a korai szekvencidk egyéltalan nem feltétlentil a ma
szokasosnak tekintett fizikokémiai koriilmények kozott léteztek, és emiatt a predikciok nem
képesek relevans eredményeket adni, elsGsorban a 4 és 6 aminosavas korai kddok esetében.
A masik eshet@ség, hogy a predikciok alapjan valoszintsitett szerkezeti tulajdonsagokat va-
lamennyire realisnak tekintjiik, ekkor viszont azt a koévetkeztetést kell levonnunk, hogy az
irodalomban leirt, igen leegyszertsitett korai genetikai kodok a feltételezett formajukban va-
l6szintileg nem léteztek. (Ha sem a predikcidkat, sem a kodokat nem fogadjuk el, tgy az
egész elemzés nyilvanvaléan haszontalan — bar lehet emellett is érvelni, ezzel az allaspont-
tal medddsége miatt nem foglalkozom.) En az utobbi forgatokényv mellett foglalok allast,
természetesen elfogadva azt, hogy a predikciok megbizhatosaga még a trendek szintjén is
joval alacsonyabb, mint a mai fehérjék esetében. A szerkezeti tulajdonsagok véltozatossaga-

nak alacsony mivolta megitélésem szerint igy is igen komoly érvként esik latba. Mindezek

c stz
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4.7. dbra. Korai genetikai kodok altal meghatarozott hipotetikus fehérjeszekvenciak rende-
zetlenségi, aggregécios és transzmembran hélixek kialakitédsara vonatkozo, becsiilt szerkezeti
preferenciai. A standard kod (piros pontok) mellett hasznalt kodok: EARLY10 [126] (Ala,
Asp, Glu, Gly, Ile, Leu, Ser, Pro, Thr, Val aminosavak; zold pontok), EARLY6 [127] (Ala,
Asp, Glu, Gly, Ser, Val; kék pontok), EARLY4 [128] (Asp, Arg, Leu, Ser; lila pontok). Az
aminosavakat azonos valoszintiségére vonatkozo legfelss két panelen ezek mellett szerepel még
a GADV (Ala, Asp, Gly, Val; sarga pontok) aminosavkészlet is [126, 129|, az alsé 3 sorban
pedig a 40, 50 és 60%-o0s GC-tartalmu véletlenszertd DNS-szakaszokrol leforditott szekvenciak
adatai lathatoak. Ezen az abran csak a 160 aminosav hosszt szekvencidkra vonatkozo ada-
tokat mutatom be. Az dbra az X. kézleményiinkben (annak kiegészité anyagdban) megjelent diagramok

alapjdn készilt, felhaszndldsuk a Springer Nature engedélyével tortént
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mely szerint a kod evoliciojanak korai idGszakaban is volt lehet&ség sokféle kémiai jellegti
aminosav beépiilésére, és az evolicid soran az egyes kodonok aminosavakhoz torténé hozza-
rendelése valt egyre inkabb egyértelmiivé és kizarolagossa [130]. Ez a lehetGség megengedi a
nagyobb valtozatossagot a fehérjeszekvencidk szintjén, biztosit valamekkora 6rokélhet&séget,
és teret ad az evolicié szamara a kod finomhangolésara is. Ez a forgatokonyv az amino-
savak hozzaférhetGségét nem veszi figyelembe sem abiotikus, sem bioszintetikus utakon. A
komplex bioszintetikus utak kialakulasa a redukalt aminosavkészletbdl felépiil6 fehérjék mint
potenciélis enzimek esetében egyébként sem egyszertien magyarazhato, pedig ez az egyre bo-
viil6 kodok esetében sziikséges lehetne. Igy megitélésem szerint ezen aspektus sem billenti a

mérleg nyelvét a 4 és a 6 aminosavas feltételezett kodtablak relevanciajanak elfogadasa felé.

4.4. Dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok el6allitasara és
elemzésére alkalmas modszerek implementalasa és fej-

lesztése

4.4.1. A MUMO eljaras implementialasa a GROMACS programcso-

magba

A dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok elsallitasara alkalmas MUMO (Minimal under-res-
training minimal over-restraining) koncepciot 2007-ben publikalta Michele Vendruscolo kuta-
tocsoportja [64]. Az kozlemény a molekuladinamikai szimuléciok soran alkalmazott kisérleti
eredett kényszerfeltételek optimalis felhasznélaséara tesz javaslatot, mellyel elkeriilhetd mind a
tal- mind az alulillesztés. A szamitési modszer alapja, hogy a vizsgalandé milekula t6bb rep-
likdjat parhuzamosan szimuldlva, az egyidében jelenlévs konformereket elemezve szamitsuk
ki az egyes paramétereket a sokasdgra vonatkozo atlagként, majd ebbdl kiindulva szamit-
suk ki a kényszerfeltételekhez tartoz6 energiatagot, valamint ebbdl szarmaztatva az egyes
replikdk egyes atomjaira hatd eréket. A MUMO javaslat 1ényegi része, hogy a NOE-alapt
tavolsag jellegti kényszerfeltételeket ne atlagoljuk két replikanal nagyobb alsokasagon, mig
az S? paraméterek kiszamitasahoz alkalmazhatjuk az osszes, a szdmitasban részt vevd repli-
kat. A NOE-alapu tavolsagok esetében a paronkénti atlagolas gy valosul meg, hogy minden

replikat a két ,szomszédjaval” kiilon-kiilon paronként vesziink figyelembe.
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Az eljaras implementalésat a Cambridge-i Egytemen toltott 6sztondijam alatt, Christop-
her Dobson és Michele Vendruscolo csoportjaban, Varnai Péter kozvetlen iranymutatasa mel-
lett kezdtem meg, célom az volt, hogy a modszer a kutatasaimhoz korédbban is hasznélt,
szabad forraskdodi GROMACS programcsomagban is elérhetd legyen. A GROMACS akkori,
3.3.1-es valtozataban elérhets volt mar a multireplika szimulacio lehetésége, viszont S? kény-
szerfeltételeket egyaltalan nem, NOE tavolsdgokat pedig csak a teljes sokasédgra lehetett al-
kalmazni. Az S? kényszerfeltételek implementalasakor a Robert Best és Michele Vendruscolo

altal publikalt megoldast [59] vettem alapul.

A GROMACS program C nyelvii kodjaban altalam végrehajtott implementacié szamos
technikai részlete koziil itt csupan a legfontosabbat szeretném kiemelni, melyet a fejlesztés
soran az eredeti megoldastol fiiggetleniil épitettem be. Eszerint az S? paraméterek megbizhato
szamitdsahoz az egyes replikak szuperpozicidja® (egészen pontosan legaldbb a szuperpozicio
forgatasi komponensének végrehajtasa) sziikséges minden egyes 1épés soran. Ez természetesen
virtualisan” torténik, azaz a tényleges szimulalt replikat ez nem mozditja el®. A szuperpo-
zici6 utdn megtorténik az S? értékek kiszamitésa, a kényszerfeltételként bedllitott (kisérleti)
értékekkel valo Osszevetése, majd ennek alapjan az erdk kiszamitasa. Az utolso 1épés az
erévektorok transzformalasa a ténylegesen szimulalt molekula orientécidjanak megfelelGen,
azaz az er6kre minden replika esetében a szuperpozicié sordn szamolt forgatas inverzét kell
végrehajtani. Ez az eljaras biztositja, hogy az S? értékek a geometria alapt szamitas soran’
elérhets lehets legjobbak legyenek, azok ne csokkenjenek le a molekuldk szimulacié soran
torténd elfordulasai miatt. A szuperpoziciot végzd lépést olyan modon fejlesztettiik tovabb,
hogy minden egyes S? értékre kiilon megadhatova tettiik azt az atomcsoportot, amelynek
felhasznalasaval a fedésbe hozéas megtorténik a szerkezetbdl vald szamitas soran. Ennek az
a jelentGsége, hogy a modszer akkor is hasznalhato, ha a teljes molekula nem kozelitheté

egyetlen merev testként viselkedd entitasként. Erre példa lehet egy olyan kétdoménes fehér-

je, melyben az egyes domének nagymértékben szabadon mozognak, adott esetben kiilonbo6zé

STorekszem a fedésbe hozds/szuperpozicié és a szerkezetillesztés fogalmak szabatos hasznalatéra [131]
nyoman: elébbi pusztan geometriai miivelet az egymasnak megfelel6 térbeli pontok ismeretében, utobbi a
legjobb megfelelés megtalalasat is jelenti. Az itt targyalt esetben az azonos konstittucioju molekulédk atomjai
kozotti megfelelés trivialis

6Hasonl6 lépést megvalosité kodrészlet elérhets volt a GROMACS akkori verzidiban az RDC-alapti kény-
szerfeltételek (orientation restraints) szamitasahoz

TAz S? értékeket hagyomanyosan NMR relaxacios adatok alapjan illesztik, és pontos geometriai jelen-
tésiikhoz szigortan véve sziikség lehet a mogodttes mozgasi modellre, mely a gyakorlatban nem ismert. A
dolgozatban targyalt moédszer a molekuladinamikai szamitasokbol kapott atomi koordinatakbol kiinduld,
ezen a teriileten bevettnek tekinthet§ geometriai értelmezést koveti.
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rotacios korrelacios idével (7..) jellemzhetéek. Ebben az esetben az S? értékeket az egyes
domének esetében egymastol fliggetleniil kell értelmezniink, a relevans globularis molekula-
részleteket kiilon kezelve.

Az S? kényszerfeltételek mellett a NOE-alapt tavolsagok replikaparonkénti szamitését is
implementaltam a GROMACS 3.3.1, majd kés6bb a 4.5.5 verzijaba. Utébbi verzidoba mind-
ezeken feliil beépitettem az AMD (Accelerated Molecular Dynamics) séma [132] torzios ener-
giatagra alkalmazhato valtozatat is a geometriai mintavételezés hatékonységanak novelésére.
A modositott kodot tartalmazoé C nyelvii dlloményokat, illetve az azok telepitését és hasz-
nalatat segité PERL szkripteket elérhetévé tettem a honlapomon. Az egyes implementéaciok

leirasat a XI, XII és XIII kozleményeink tartalmazzék.

4.4.2. A DIPEND eljaras

A dinamikus szerkezeti sokasdgok elGallitasa a kényszerfeltételekkel kombinalt molekuladina-
mikai szamitasok segitségével leginkabb hatarozott szerkezettel rendelkezd, globularis fehér-
jékre alkalmazhat6. Funkcionalisan rendezetlen fehérjék és szakaszok esetében a lényegesen
nagyobb konformaciés szabadsig miatt més megkozelitésekre van sziikség. Ilyen esetekben
tipikusan nagyszamu konformer generédlasa torténik, majd ezekbdl egy szelekcios eljaréas se-
gitségével valasztjuk ki a kisérleti adatoknak megfelel§ alsokasdgot. A feladat nehézsége a
megfelels kiindulési sokasag elkészitésében rejlik, ennek ugyanis értelemszertien tartalmaznia
kell az — el6zetesen nem ismert — ténylegesen el6fordul6é konformereket vagy hozzajuk nagyon
hasonlé szerkezeteket, mikozben jo, ha ezek mellett nem tartalmaz til sok csekély relevanciaju
szerkezetet. A gyakorlatban tehat el6re ismerniink kellene a sokasag kozelits jellegzetességeit,
hogy hatékonyan tudjunk annak alapjan még jobb sokasagot generalni. A hagyoményosan
elérheté megoldasok emiatt nagyon nagy, néhany tizezres kiindulési sokasagokat alkalmaznak
a konformacios tér megfelels lefedése érdekében. A koréabban az irodalomban leirt megko-
zelitések méasik hatranya, hogy nem feltétleniil érhetGek el szabadon és/vagy futtathatoak
firss rendszereken. Ezért megkezdtiik egy olyan munkafolyamat kidolgozasat, amely képes
rendezetlen fehérjék szerkezeti sokasdgainak elGéllitdséara, és ehhez elsGsorban karbantartott,
szabad forraskodu, de legalabbis ingyen hozzaférhets tovabbi alkalmazasokat hasznal. Szem-
pont volt még, hogy a generalt sokasag olyan megfontoldsokon alapuljon, amelyek lehet&vé
teszik a hatékony mintavételezést, azaz hogy a tényleges konformécios eloszlast minél jobban

kozelitsiik. Emellett a felhasznalo altal vald konfigurdlhatosagot is fontosnak tartottuk.
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A kifejlesztett DIPEND (DIsordered Protein Ensembles from Neighbor-dependent Dist-
ributions) eljaras (XVII. kozlemény) kozponti eleme, hogy a statisztikailag legvaldszintibb
gerinckonformaciokat mintavételezi, amelyhez a Dunbrack csoport altal kiszamolt és elérhe-
tévé tett szomszédsagfiiggs Ramachandran-eloszlasokat [133] hasznélja fel. Ennek alapjan
egy adott aminosav lokalis szerkezeti preferenciait érvényesiti. A program emellett képes a fel-
hasznalé altal megadott lokalis szerkezeti preferencidkat is figyelembe venni, pl. amennyiben
a rendelkezésre allo kémiai eltolodasok vagy el6zetes ismeretek indokoltta teszik valamilyen
szerkezeti elem nagyobb valdszintiségii mintavételezését egy adott régioban.

A hosszu rendezetlen szakaszok modellezése 6hatatlanul eredményez olyan konformere-
ket, melyekben sztérikus iitkozések fordulnak eld, és igy természetesen nem hasznéalhatoak
fel tovabbi elemzésekben. Ugyanakkor nem feltétleniil az ilyen konforméciok teljes elvetése
lehet az egyetlen megoldés, hiszen szamos olyan szerkezet is késziil, amely csak kevés iitkozést
tartalmaz, és ezek sokszor egy viszonylag egyszerti modositassal kikiiszobolhetSek lehetnek.
Ennek a probléménak a megoldésara implementaltunk egy tn. ,kicsomoéz6” eljarast, mely
azokon a szerkezeteken fut le, amelyek a megadottnal (tipikusan 6-8) kevesebb iitkozést tar-
talmaznak. Az eljaras minden litkozésre azonositja az érintett szakasz kozéppontjat, amely
pl. az n. és n + 30. aminosavak atomjainak iitkdzése esetében az n + 15. aminosav. Az igy
azonositott aminosavak ¢ és 1 gerinc torzios szogeit szisztematikusan +15 fokban valtoztatva
megvizsgalja, hogy ilyen médon megsztinnek-e az iitkozések. Igy az eredetileg generalt szer-
elfogadhato szerkezetet kapni.

A jelenleg elérheté DIPEND megvalositds PYTHON nyelven ir6dott, kiilsé programként
tamaszkodik a CHIMERAX [134], GROMACS [89] és SCWRL4 [135] programokra. Ezeken
kiviil egy sajat C nyelvi allomanyt tartalmaz, mely az atomi iitkozések gyors ellenGrzésére
alkalmas. A DIPEND eljarast a szintén sajat CONSENSX™ modszerrel kombinalva sikeresen
alkalmaztuk egy funkcionalisan rendezetlen és egy SAH szakasz jellemzésére is, utobbit jelen
fejezet végén egy kiilon alfejezetben mutatom be.

Bar a miikodGképességét sikeresen igazoltuk, a DIPEND eljaras jelenlegi legnagyobb hatra-
nya viszonylagos lasstusaga, elssorban a ChimeraX programtol valo fiiggésége miatt, tébbek

kozott ennek kikiiszobolése is cél a jelenleg is folyamatban 1év6 tovabbfejlesztése kapcsan.
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4.8. dbra. (A) A DIPEND eljarés attekinto folyamatabraja; (B) a ,kicsom6zo” 1épés részletei.
Az dbra eredeti, angol nyelvi vdltozata a XVII. kézleményiinkben jelent meg (licensz: CC BY)
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4.4.3. A CoONSENSX webszerver

A sokasédg-alapt modellek esetében az ilyen jellegi megfelelések vizsgalata — a hagyomanyos
szerkezeti értékeléstdl, validaciotol eltéréen — nem konformerenként, hanem a sokasag egészét
figyelembe véve torténik. Ennek alapja az a megfontolds, hogy nem feltételezhets, hogy a
dinamikusan egymésba alakul6 konforméaciok kozott akar egyetlen olyan is akadjon, amely
egyszerre, egy id6ben megfelel az 6sszes mért paraméternek [61] (1asd még 1.3.1. alfejezet).
Emiatt a szamitasok legfontosabb jellemzGje, hogy az egyes szerkezeti modellekre becsiilt
paramétereket a sokasagra vetitve értelmezziik — pl. megfelel6 moédon atlagoljuk —, és a soka-
sagra jellemz6 értéket hasonlitjuk Ossze a kisérleti adatokkal. A sokasag szintjén elvart meg-
felelés [68], valamint a dinamikai viselkedést tiikr6z8 sokasagok nagy valtozatossaga miatt
sziikséges a dinamikus szerkezeti sokasdgok esetére specidlisan alkalmas modszerek fejlesz-
tése. Ezen megfontolas alapjan vagtunk bele a CONSENSX (Compliance of NMR-derived
Structural Ensembles with eXperimental data) webszerver kifejlesztésébe (XIV. kézlemény),
amelynél szempont volt a minél konnyebb kezelhetGség, azaz hogy a szerver képes legyen a
népszeri webes szerkezeti bioldgiai adatbazisokbol letolthetd fajlformatumok kezelésére, és az
eredmények atlathato, ugyanakkor nem tulzoan leegyszeriisitett megjelenitésére. Az eljaréas
jelenlegi verzioja CONSENSX™ néven az eredeti megoldasunk alapoktol tjrairt és tovabb-
fejlesztett valtozata (XV. kézlemény) , mely elérhets webszerverként a consensx.itk.ppke.hu

cimen, illetve a forraskddja a GitHub feliileten is hozzaférhetd.

A szerkezetek értékeléséhez a CONSENSX™ szervernek kotelezGen megadandé a a szer-
kezeti sokasagot tartalmazd, PDB forméatumau fajl. Az NMR paramétereket tartalmazo, a
BMRB [74] adatbézis altal hasznalt NMR-STAR formatuma [102| falj, valamint a tavolsag
jellegt kényszerfeltételeket tartalmazo NMR-STAR forméatumi allomany (ez a PDB adatba-
zisbol letolthets ,V2 NMR Restraints” jelzési fajl) koziil legalabb az egyik megadasa szintén

elvart.

A szerver az NMR-spektroszkopiai mérésekbdl szarmazo adatokat — melyek lehetnek kémi-
ai eltolodasok, skalaris és maradvany dipolaris csatolasok (residual dipolar couplings, RDCs),
valamint rendparaméterek — Osszeveti a feltoltott szerkezeti sokasagbol visszaszamolt és at-
lagolt értékekkel. A szerver jelenlegi verzidja képes gerinc és oldallanc rendparaméterek
értelmezésére is, és a maradvany dipolaris csatolasok esetében tobb, kiilonb6z6 Gn. orientélt

kozegben felvett mérés paramétereinek egymastol fiiggetlen kiértékelésére. A szerver min-
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4.9. abra. A CONSENSX™ webszerver nyitolapja

den paraméter megfelelésére legalabb kétféle mérdszamot szémol, korrelaciot, RMSD-t és az
RDC-k esetében tn. Q-faktort. A webszerver a kémiai eltolodéasok becslésére a SHIFTX [136],

a maradvany dipolaris csatolasok szamitasara pedig a PALES [137] eljarasokat alkalmazza.

A NOE-alapu kényszerfeltételek értékeléséhez a modszer felhasznalja az altalunk korabban
kifejlesztett PRIDE-NMR eljarast is. Ennek lényege, hogy az amid NH, Ha és HB atomokra
kozotti kapcesolatokra vonatkozo, kisérleteileg meghatarozott NOE cstcsok eloszlasat 6ssze-
veti az adott szerkezet 3D koordinataibol szamolt, ugyanazen atomok kozott definidlt, térben
kozeli atompéarok eloszlasaval. Az eloszlasokat az eredeti PRIDE modszerben [138] alkalma-
zotthoz koncepcionélisan hasonld, de a lényegesen kevesebb adat miatt egyszertibb moédon
kezeli, egyszertien a NOE cstucsok / kozeli atomparok szamat veszi a vizsgalt szekvencialis

tavolsagok fiiggvényében (XVI. kozlemény).

A CONSENSXT legtjabb valtozata — elsGsorban a rendezetlen régiok vizsgalatanak elGse-
gitésére — masodlagos kémiai eltolodasokat is szamol, szekvenciafiiggs atlagos eltolodasokat

alkalmazva [139].

A szerver paraméterenkénti bontasban haromféle diagramot jelenit meg: a kisérleti és a
szerkezetbdl visszaszamolt adatokat a szekvencia mentén és egymas fliggvényében is dbrézolja,
illetve a sokasag egyes modelljeire kiilon-kiilon kiszamolt korrelacios értékeket azok nagysa-
ga szerint is bemutatja. Ez utobbi diagram segiti annak megitélését is, hogy a sokaségra

szamolt atlagos paraméterek jobban megfelelnek-e a kisérleteknek, mint az egyes modellekre
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kapott értékek — a tapasztalat szerint altalaban ez a helyzet. Szandékosan nem torekedtiink
arra, hogy a kapott eredményeket egyetlen mérészamba stiritsiik. Ennek torzitastol mentes
kiszamitasa ugyanis nagyon nehéz lehet, hiszen az egyes fehérjék esetében nagyon kiillonb6z6
lehet rendelkezésre all6 mért paraméterek szama és jellege, valamint ezek megbizhatosaga is,
emiatt az egyes esetekben kapott egységesitett mérdszam nem lenne igazan jol 6sszehason-
lithat6. Mindemellett a sokasdg-alapti modellek elemzésekor kiemelt szempont, hogy mely
idéskalaju bels6 mozgéasokat hivatottak tiikrozni, ezért el6fordulhat, hogy a kutaté altal vizs-
galt bizonyos jelenségek megértéséhez egy olyan modell is alkalmas lehet, amely csak néhany
paraméternek felel meg elfogadhatd mértékben. Ennek esetenkénti mérlegelése a felhasznalo

feladata.

A jelenlegi valtozat egyik legfontosabb hozzaadott funkcidja egy viszonylag egyszerii ,,mo-
ho” algoritmus integralasa (XV. kozlemény), mely a bemeneti sokasaghol képes egy kisebb, a
felhasznalo altal megadott paramétereknek jobban megfelel§ alsokaséig szelekcivjara. Ez egy-
részt — pl. a DIPEND eljarassal elGallitott bemeneti sokasag esetén — lehetévé teszi egyrészt a
kisérleti adatokat tiikroz6 sokasagok szelekcioval torténd elGallitasat, méasrészt segithet a tul-
illesztés jelenségének vizsgalataban. A tulillesztés ebben a kontextusban azt az esetet jelenti,
amikor a sokasag mérete lényegesen nagyobb, mint amennyi feltétleniil sziikséges lehet a pa-
ramétereknek valo megfelelés eléréséhez [64]. Ilyenkor fennallhat a veszélye, hogy a sokasag
altal lefedett konformécios tér nem reprezentalja megfelelGen a valés mozgéasokat, masrészt
pedig felesleges reprezentacios és elemzési terhet is jelenthet a sziikségesnél nagyobb sokasé-
gok kezelése. A szelekcios eljaras képes nagymértékben csokkenteni a konformerek szédmét
a paramétereknek valé megfelelés megtartasaval, s6t javitasaval. A szelekcioban figyelmebe
veendG paraméterek és azok egymashoz viszonyitott stulya a felhasznaloi feliileten beallithato,
csakugy, mint a kiértékeléshez hasznélt megfelelési mérészam (korrelacio, RMSD, Q-faktor).
Az algoritmus az elsG 1épésben a kivalasztott paramétereknek énmagaban legjobban megfe-
lelo (a csak sokasdgokon értelmezhets rendparaméterek esetében két) konformert vélasztja
ki, majd minden tovabbiban a megfelelést legjobban javito szerkezet hozzaadésaval béviti a
kivalasztott sokasagot. Lehetfség van arra, hogy megengedjiik, hogy adott szamu lépésben
romoljon a megfelelés annak reményében, hogy késébb tovabbi novekedést kaphassunk. Az
algoritmus miikodésébdl fakadéan nem tudja azt garantalni, hogy a legjobban megfelels al-

sokasagot valasztja ki, azt azonban igen, hogy az adott megfelelés legfeljebb a kivalasztott
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szamu konformer segitségével megvalosithato, tobb nem sziikséges hozza®. Az eljaras tehat
a tulillesztés megitéléséhez felss korlatot ad.

A szerverbe alapszintd tdmogatést épitettiink be a Kresten Lindorff-Larsen és munkatérsai
altal kifejlesztett BME (Bayesian Maximum Entropy) moédszerhez is[140]. A BME modszer
az egyes konformerek silyat modositja annak érdekében, hogy egy adott sokasag jobban
megfeleljen a kisérleti paramétereknek. A CONSENSX™ szerver képes a neki megadott be-
menet alapjan olyan fajlt 1étrehozni, ami a BME eljaras bemeneteként szolgal és tartalmazza
a kisérleti, valamint az egyes konformerekre becsiilt paraméterecket. A CONSENSX™ ezen
feliill képes a BME kimenete alapjan egy sokasagot olyan médon is értékelni, hogy az egyes

konformerek hozzajarulasat annak alapjan silyozza.

4.5. Sokasag-alapti modellek alkalmazasa fehérjék miiko-

désének elemzésében

Jelen fejezet az el6zGekben ismertetett modszerek néhany konkrét alkalmazasat mutatja be

egyes kivalasztott fehérjék ill. fehérjecsaladok esetében.

4.5.1. Kisméretili kanonikus szerinproteaz-inhibitorok és a kulcs-zar
hipotézis

A kanonikus szerinproteaz-inhibitorok kozos szerkezeti jellemzdje az tigynevezett kanonikus
proteazkots hurok, amellyel a gatolando proteéz enzimhez kotnek [141]. Ebbe a mechanizmus
alapjan definialt csoportba szamos, evoliciésan egymassal nem rokon inhibitor tartozik.

A biokémiai tankonyvekben is megtalalhato, elterjedt nézet szerint a proteazkoétsé hurok
konformacioja igen rigid, benne sem érdemi szerkezeti, sem dinamikai valtozas nem torténik
az enzimhez valo kapcsolodas soran [142, 143|. Ezaltal ezek a molekulak a klasszikus, Emil
Fischer-féle kulcs-zar elmélet ideélis megtestesiti lennének. Ezen feliil az inhibitorok ha-
tékonysaganak is egyik feltételezett meghatarozoja ezen régié kiilonleges merevsége. Ennek
a nagyrészt korai rontgenkrisztallografiai eredményekre tamaszkodé elméletnek komolyabb
kihivast jelentett, hogy az 1990-es évek kozepétsl megjelend, egyes inhibitorok belsé dinami-

kajat NMR-spektroszkopiai modszerekkel vizsgald tanulmanyok kovetkezetesen azt mutattak,

8azonban esetleg kevesebb konformer is elég lehet, ezt nem lehet kizarni
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hogy a protedzkots hurok a ps-ns idGskalan ezen fehérjék tobbi részénél nagyobb mozgékony-
saggal rendelkezik [144, 145|. Emiatt a hurok merevségére alapozo hipotézisek legalabbis

pontositasra szorulnak.

A sajat PhD munkam keretében vizsgalt, az tin. pacifastin csaladba tartozo kis inhibitorok
(SGCI, Schistocerga gregaria chymotrypsin inhibitor és SGTI, S. gregaria trypsin inhibitor)
esetében azt talaltuk, hogy ezen kicsi, nagyjabol 35 aminosavboél allo inhibitorok egésze a

nagyobb inhibitorok proteazkots régiojara jellemzd dinamikai paraméterekkel irhato le [93].

A jelenség részletes vizsgalatara az altalam a 4.4.1 alfejezetben leirt moédon a GRO-
MACS molekuladinamikai programcsomagba [146] implementalt MUMO eljarast alkalmaz-
tam. A szémitdsokhoz az akkori kutatocsoportunkban mért és altalam kiértékelt NMR-
spektrumokbol szarmazé NOE és gerinc S? rendparamétereket haszaltam fel, tovabbi elem-
zésiikhoz pedig a szintén sajat méréseinkbdl szarmazo kémiai eltolodasokat. Kiindulasi szer-
kezetként a kordbban altalunk a PDB adatbazisban elhelyezett 1IKGM (SGCI) ill. 1KJO

(SGTI) kodu allomanyok [92] reprezentativ konformereit hasznaltam.

Az altalam elGallitott szerkezeti sokasagok a kiszamitasukhoz kozvetleniil nem felhasznalt
kémiai eltolédasokat is jobban tiikrozik, mint a hagyomanyos modszerekkel meghatarozott

szerkezetek.

A szerkezeti sokasdgok és az ismert, rontgenkrisztallografiaval meghatarozott kotott al-
lapott szerkezetek f6komponens-elemzése megmutatta, hogy hogy az oldatfazisban az inhi-
bitorok altal felvett konformaciok koézott megjelennek a kotott allapothoz nagyon hasonld
szerkezetek is (XI. kozlemény). Ennek értelmezéséhez figyelembe kell venniink, hogy a fel-
hasznalt rendparaméterek altal leirt dinamika ps-ns id6skalaja, mig az enzimhez valo kotés —
més kanonikus inhibitorokra vonatkozé vizsgalatok alapjan [147] — varhatoan ennél egy-két
nagysagrenddel lassabb idgskdlan torténik. Emiatt a vizsgélt bels6 mozgésok az enzimmel
val6 kolesonhatéas szempontjabol feltehetGen nem szamitanak sebességmeghatéirozo tényezs-
nek. Igy az erésen dinamikus jelleg ellenére a gatlas mechanizmusa szempontjabol kétshu-
rok mozgasai elhanyagolhatoak, a kotés folyamata jol lefrhatoé a merev kozelités segitségével
(4.10. abra). Fontos azonban megjegyezni, hogy a gatlas hatékonysdganak merevségen ala-
pulé magyarazata viszont mindenképpen pontositasra szorul, erre léteznek is elképzelések az
irodalomban més kanonikus inhibitorok esetében [145], ezek részletesebb targyalasa azonban

kiviil esik jelen értekezés keretein.
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4.10. abra. Az SGCI oldatfazist dinamikija (balra) a ps-ns idgskalan és az enzimkotott
allapot (jobbra). A szabad forma oldatfazist dinamikaja soran megjelennek az enzimkotott
allapotra jellemz6 szerkezetek. A szabad allapotu dinamikét tiikroz6 sokasdgot kékkel, a
kotott allapotra jellemzd gerinckonforméciot pirossal jeloltem minkét oldalon. Az dbra az itt
bemutatott eredményeinket is feldolgozd dttekintd kozleményiinkbdl [148] szarmazik (licensz: CC BY)

4.5.2. Parvulin tipusa peptidil-prolil cisz-transz izomerazok o0sszeha-

sonlité elemzése

A peptidil-prolil cisz-transz izomerazok (EC 5.2.1.8) a prolin aminosav el6tti amidkotés cisz-
transz izomerizaciojat segitik el6. Ezek a fehérjék nem csupan mas fehérjék feltekeredését
segithetik, hanem egyes fehérje-fehérje kolcsonhatési, felismerési helyek tulajdonsagait is be-
folyasolhatjak pl. génszabalyozo folyamatokban [149]. Az ilyen enzimek tobb, evoluciosan
nem rokon csaladba sorolhatdak. Mechanizmusuk kapcsan szamos kérdés méig tisztazatlan,
az igen valoszind, hogy az izomerizacios 1épés soran nem torténik meg a peptidkotés fel-
szakadasa. Ugyanakkor az sem egyértelmti, hogy az egyes csaladok hasonlé mechanizmust

hasznalnak-e az izomeraci6 katalizalasahoz.

Munkank soran az tn. parvulin izomeraz molekulacsaladdal foglalkoztunk, melynek leg-
jobban tanulmanyozott tagja a regulacios szerepet betolté WW domént is tartalmazé Pinl
fehérje [150]. Munkank sordn a csalad harom kiilonb6z6, WW domént nem tartalmazo,
méas-mas szerepl és specifitasu tagjanak [94, 95, 96] gyors (ps-ns) idéskalaju dinamikat tiik-
r0z6 sokasagat allitottuk el a GROMACS programcsomagba implemetalt MUMO protokoll
segitségével, majd elvégeztiik ezek Osszehasonlitd elemzését. Ezek és a vizsgalatba bevont

tovabbi szerkezetek esetében az egymassal térben ekvivalens pozicidkat tobbszoros szerke-
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Hisztidinek koré szervez6do
hidrogénko6tés-halozat

Thrlo7

kolcsonhatas a WW
doménnel (ha van)

4.11. abra. A parvulinok szubsztratkots zsebének kinyildé mozgésa és azt azt szabalyozo fak-
torok, balra vazlatosan, jobb oldalon egy konkrét parvulin szerkezeten bemutatva, kiemelve
a konzervalt hisztidin aminosavak koré szervezddé hidrogénkotés-hélozatot.

zetillesztéssel hataroztuk meg (3.5.2. alfejezet). Megallapitottuk, hogy a vizsgélt fehérjék
kozotti legfontosabb kiilonbség a szubsztratkoto régio kinyilasanak mértékében van. Az ezen
mozgéshoz tartozd csuklo régié atfedésben van a WW doménnel valo kélcsonhatasért fele-
16s aminosavak pozicidjaval. Megallapitottuk tovabba, hogy ez az elmozdulas nem teljesen
fliggetlen a molekulacsaladban kulcsfontossaguinak tekintett hidrogénkotés-mintézat felépi-
tésében részt vevd aminosavak egyméshoz viszonyitott helyzetétdl. Ezt a halozatot részben
vagy egészben konzervalt aminosavak alkotjak, melyek koziil két, térben szomszédos hiszti-
din emelend§ ki, melyek az irodalmi adatok alapjan kozvetleniil ugyan nem vesznek részt
a katalizisben, de hozzajarulnak a molekulak aktivitasahoz [151, 152|. Elemzéseink alapjan
felallitottunk egy olyan modellt, amely szerint a kinyilé6 mozgas jellemz&i hozzajarulnak az
egyes enzimek specifitasanak és aktivitdsanak meghatarozéasahoz. Maga a kinyil6 mozgés pe-
dig tobbféle médon befolyasolhatd, pl. a WW domént is tartalmazo parvulinok esetében az
azzal valo kolcsonhatas révén vagy a hidrogénkotés-mintazat finomhangolasanak segitségével
(4.11. abra). Ezeket az eredményeinket a XVIII. kézleménytinkben irtuk le. Ezzel a modellel
kivalo osszhangban vannak az eredményeink publikdldsa utan kozolt, a Pinl-re vonatkozo
egyes kisérleti adatok, melyek alapjan egy, a hidrogénkotés-halozat modosulasaval jaré ami-
nosavcsere a WW domén hianydhoz hasonléan vezet a molekula szerkezetének kompaktabba

valasédhoz és egyuttal aktivitasbeli valtozasokhoz [153].
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4.5.3. A human epesavkotd fehérje ligandumkotése

A lipocalin csaladba tartozé human epesavkots fehérje vagy gasztrotropin egy [-hordo szer-
kezetd molekula, mely a belsejében képes két epesavmolekula egyideji megkotésére is. A
komplexrél rendelkezésre allo szerkezetek alapjan a szteranvazas epesav molekulédk a hordo
belsejében helyezkednek el, és magan a szerkezeten ebben az allapotban nem latszik olyan
nyilas, amely altal konnyen magyarazhato lenne ezen viszonylag nagyméretd ligandumok be-
jutésa a szerkezetbe. A bejutést magyarazo elméletek egyike az in. portal hipotézis, amely
szerint a szerkezet adott részeinek — a C/D és az E/F hurokrégiok, valamint a II. a-hélix C-
terminéalis szakaszanak — kinyilasa nyitja meg az utat az epesavak szaméara a hordo6 belsejébe.

A humén epesavkots fehérje bels§ dinamikaja Téke Orsolya és munkatéarsai kutatasainak
koszonhetSen igen részletesen leirt, tobb hémérsekleten is rendelkezésiinkre allnak S? rend-
paraméterek, illetve elérhetéek a lassabb idgskalaji mozgasokkal 6sszefiiggésbe hozhato rela-
xacios diszperzios paraméterek is [99]. Sajnos NOE alapu tavolsag jellegi kényszerfeltételek
csak a szintén Téke Orsolya csoportja altal meghatéarozott, kétféle epasavat (glikokolsav,
GCA ¢és glikokenodezoxikolsav, GCDA) tartalmazé (holo) szerkezet (2MM3) esetében alltak
rendelkezésiinkre, igy a szabad, ligandum nélkiili (apo) forma esetében is ebbdl a listabol
indultunk ki, elvetve az ebben a szerkezetben nem teljesiilé tavolsagokat. Munkank sorédn a
MUMO eljarassal az apo és holo allapotra is 4-4 dinamikus szerkezeti sokasagot allitottunk
el a négy kiilonboz6 hémérsékletre vonatkozé S? adatkészletek felhasznalasaval. Emellett
tobb, megkotés nélkiili sokaségot is generaltunk.

A szerkezetekben két alapvets belsé mozgast azonositottunk, az egyik, az 1. f6komponens
(principal component 1, PC1) mentén észlelt az apo-holo dtmenetnek megfelels, leegyszerti-
sitve a hordoszerkezet E és F [-szalak kozotti kinyilasaval jellemezhet6 mozgas. A maésik,
PC2 mentén megjelens, mind az apo, mind a holo szerkezetben azonositott mozgasforma
a helikalis ,fedd” régio részleges kitekeredését, ezzel egyiitt felnyilasat okozza. Az utobbi,
mésodik tipusi mozgas a szekvencia N-terminéalis felén elhelyezked6 aminosavakra korlatozo-
dik, melyekre a relaxacios diszperzios adatokbol illesztett ke, értékek koziil az alacsonyabbak
jellemzéek. Az apo-holo atmenetben érintett aminosavak a szekvencia teljes hossza men-
tén eloszlanak, a C-terminalis, magasabb k., értékekkel jellemezhets szakaszra csak ilyenek
esnek, rdadéasul ugyanide koncentralodnak a fizikailag legnagyobb térbeli elmozdulasokkal

jellemezhets pozicidk.
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4.12. dbra. A human gasztrotropin belsé mozgésai. Fent: szimuléciobodl szarmazd és a kisér-
letileg meghatarozott szerkezetek f6komponens-analizise az egyes szerkezek elsé két modus
(principal component 1 és 2, PC1 és PC2) mentén valo eloszlasanak abrazolasaval. Az egyes
szerkezeti sokasagokat kiilon szinnel jeloltiik, a PDB kodok az adatbézisban elérheté kon-
formereket, a hémérséklet és apo/holo cimkék az altalunk elGallitott dinamikus szerkezeti
sokasagokat jelolik. Lent: a két modus mentén 1évé mozgasok végallapotai I. modus (PC1):
bal oldal, IT. moédus (PC2): jobb oldal. A szinezés "hémérséklet" szerint tortént szindtmene-
tesen, ahol a piros szin a legmozgékonyabb, a kék a legkevésbé mozgékony régidkat jeloli. A
XIX. kézleményiinkben megjelent, angol neylvi 2. dbra mddositott viltozata (licensz: CC BY) Harmat Zita
PhD dolgozatdbol
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A kapott adatok egy lehetséges értelmezése, hogy a kétféle azonositott mozgasformahoz
hasonl6ak lassabb, us-ms iddskalan is megjelennek, az S? paraméterek segitségével kapott
elmozdulésok mintegy ezek gyors dgskalan — kisebb amplitidéoval és nem feltétlentil pontosan
ugyanugy — lezajlo ,péarjai”. Ez a hipotézis nem vizsgalhaté konnyen, hiszen ehhez tudnunk
kellene a kisérleti adatokkal 6sszhangban 1évs, a lassabb idGskalaja konforméacios atmenete-
ket akar folyamataban leiré modelleket késziteni. A relaxécios diszperzios adatokboél azonban
csak egyes amid nitrogén atomokra vonatkozo, a két — a kozvetleniil mérhetd és a relaxacios
elemzésbol kikovetkeztetett, ,rejtett” — allapot kozotti kémiaieltolodés-kiilonbséggel arédnyos
Aw értékek allnak rendelkezésiinkre, melyek 6nmagukban korlatozott szerkezeti informécioval
birnak. Mindezzel egyiitt kisérletet tettiink olyan sokasdgok elGéllitdsara, melyek Osszhang-
ban lehetnek az illesztett Aw paraméterekkel. Az AMD (accelerated molecular dynamics)
sémat alkalmazva megnoveltiik a szimulaciok altal bejart konformacios teret, részlegesen ki-
tekeredett szerkezeteket kapva, melyekre megbecsiiltiik a kémiai eltolodasokat. A mért Aw
értékeket Osszevetettiik a részlegesen kitekeredett konformerek és a nativ apo szerkezet kozot-
ti becsiilt kémiaieltolodas-kiilonbségekkel, és kivalasztottuk azokat az allapotokat, amelyek
legjobban kozelitik a kisérleti értékeket. Fontos hangsulyozni, hogy az ilyen moédon kapott
szerkezeti modellek meghizhatosaga jelent&sen alatta marad a MUMO eljarassal, 1ényegesen
tobb — és szerkezeti adatokbdl pontosabban becsiilhets — kisérleti paraméter felhasznalasaval
késziilt szerkezetekének. Mindazonaltal a kapott, részlegesen kitekeredett szerkezetek alap-
vetd sajatossagai jol értelmezhetGek a MUMO sokasagok altal reprezentalt mozgasforméak

segitségével.

A ligandumkotés vizsgalatara egyes kivalasztott szerkezetekbe a GLIDE [154] programmal
bedokkoltuk a kétféle epesavat kiilon-kiilon és egymés utan a kétféle lehetséges sorrendben.
Ezek a vizsgalatok csupéan statikus képet adnak, mégis arra utalnak, hogy a két ligandum
egymaés utani bekotésének van preferalt sorrendje, mégpedig a glikokolsav (GCA) glikokeno-

dezoxikolsav (GCDA) elstti bekotése kedvez&bb.

Osszességében az altalunk kapott adatok kompatibilisek a portal hipotézissel: olyan mo-
lekularis mozgasok meglétét valoszintsitik a megfelel§ régiokban, melyek a szerkezetre altala-
nosan jellemzéek — apo és holo allapotban is megfigyelhetGek — és lassabb idgskalan, nagyobb
amplitadoval bekovetkezs variansaik a szerkezet részleges kitekeredése altal lehetévé tehetik

a ligandumok bejutésat a hordo belsejébe (XIX. kzlemény).
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4.5.4. A PSD95 fehérje PDZ1-PDZ2 tandem doménjei

Kutatocsoportunkban az elmult évekbven egyre inkabb elGtérbe keriilt a posztszinaptikus fe-
hérjék vizsgalata. A PSD-95 nem csupan az egyik leggyakoribb posztszinaptikus allvanyfehér-
je, hanem igen kiterjedt irodalommal is rendelkezik. Az atn. MAGUK (membrane-associated
guanylate kinase) csaladba tartozik, az ide tartozo fehérjékhez hasonloan 3 PDZ, egy SH3 és
egy GK doménnel rendelkezik, melyek koziil mindegyiknek szerepe van fehérjepartnerek adott
szakaszainak megkotésében. A molekulat funkcionalisan két tin. szupramodulra is szokas fel-
osztani, az egyikbe az els6 két PDZ domén tartozik, a mésikat a harmadik PDZ domén,
valamint az SH3-GK domének alkotjak. A PDZ1-PDZ2 domének funkcionélis egységként

valdé mikodését a koztik lévs rovid szakasz teszi lehetGvé.

A tandem PDZ1-PDZ2 doménekrsl t6bb, kisérletesen meghatarozott térszerkezeti modell
is elérhets, valamint NMR-spektroszkopidval behatéan tanulméanyoztak a belsé dinamika-
jukat is. Sajat vizsgéalataink soran azt a korabban irodalomban leirt jelenséget kivantuk
atomi szintd modellek segitségével koriiljarni, hogy a két domén ligandumkotétt formaban
egymastol nagymértékben fiiggetleniil mozog, mig szabad allapotban jellemz&bb az egy szer-
kezeti egységként vald viselkedés. Ezt a kovetkeztetést NMR-spektroszkopiaval mért rela-
xacios adatok alapjan vontak le, és a kapcsolodd kozleményben megadték a jellemz§ gerinc
S? rendparamétereket is. A korabbiakban lefrtak szerint MUMO eljaras altalunk GROMACS
programcsomagba implementélt valtozata lehet6vé tette a két doménre vonatkozo S? értékek
egymastol fiiggetlen kezelését, igy idealisnak bizonyult a rendszer vizsgalatara. Az S? rend-
paramétereket megkotésként hasznald szimuléciok mellett hagyomanyos, megkotések nélkiili
szimulaciokat is futtattunk. Eredményeink jol Osszeegyeztethetek a PDZ doménekrsl ko-
rabban lefrtakkal, miszerint a ligandumkotés hatésara a kotézseb két oldalan elhelyezkedd
hurokrégiok, a 51-42 és a $2-63 mutat jellegzetes elmozdulast. Ezek azonban a két domén
esetében nem teljesen ugyanolyan jellegtiek, a PDZ2 doménben ezek az elmozdulasok kevéshé

markansnak tiinnek.

A tandem doménpéar eetében kapott eredmények kvalitativ médon 6sszhangban vannak a
kisérletekkel, azaz a ligandumokotott allapotban a domének egymaéshoz képest szabadabban
elmozdulnak, mint a ligandumok nélkiil. Ezen jelenség részletesebb elemzéséhez azokra a kon-
forméciokra fokuszaltunk, amelyekben a két domén kozotti érintkezés jelentss (legalabb 20

db 5 A alatti, nehéz atomokat érint6 kontaktus). Ezen szerkezetek f6komponens-elemzésekor
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4.13. dbra. A PSD-95 fehérje tandem PDZ 1-2 doménparjanak szerkezeti-dinamikai elem-
zése. (A) A szoros interdomén kapcsolatot mutato szerkezetek f6komponens-elemzése és
annak alapjan torténd klaszterezése. (B) az egyes klaszterek reprezentativ szerkezeteinek
Osszevetése a tandem PDZ1 doménre illesztésének segitségével. (C) Az altalunk kiemelt, a
domén-domén interfész kialakitasaban részt vevs egyes régiok a PDZ domén szerkezetekben.
(D) Az 5. klaszter reprezentativ szerkezete az interdomén kolecsonhatésok kiemelésével. (E)
az egyes klaszterekben kialakul6 interdomén kapcsolatok sematikus abrézolasa a C panelben
alkalmazott szinkod segitségével. (F) az 5. klaszterre jellemzd kolesénhatasokat kialakito
aminosavak elheyezkedése az egyes doménekben: a kék és piros szinek a hirogénkotéseket és
a hidrof6b kolcsonhatasokat jelzik, a tobbi szin a C panelnek megfelels régiok kiemelésére
szolgal. Az interakciok gyakorisaga akkor lehet nagyobb, mint 1, ha az adott aminosav t6bb
mésikkal is érintkezik Az dbra eredeti, angol nyelvii vdltozata a XIII. kézleményiinkben jelent meg (licensz:
CC BY-NC-ND)
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az egyes konformereket az els6 két komponens mentén abrézolva egy jellegzetes, kor alaku
elrendezédést kapunk, mely a domének egymashoz képest valdé 3D orientacidjanak jol megfe-
leltethets: a PDZ1 domént illesztve a PDZ2 mintegy korbejarja azt az egyes allapotokban. A
PCA eredmények alapjan klaszterezést végeztiink és a kapott klasztereket elemezve megalla-
pitottuk, hogy a legtobb klaszterbe kizarolag vagy tulnyomorészt ligandumkotott szerkezetek
tartoznak. A domének kozotti fizikai kontaktusokat elemezve egyértelmt, hogy a fentebb em-
litett $1-62 ill. 52-53 hurkok legalabb egyike gyakorlatilag minden esetben részt vesz azok
kialakitdsdban. Ennek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az intra- és intedomén
mozgasok egyméstol nem fiiggetlenek, és az azok kozotti kapcesolatot a ligandumkotésben is
részt vevl szerkezeti régiok biztositjak. Atomi szintd szerkezeti modellek segitségével tehét
képesek voltunk mechanisztikus magyazazatot adni a korabban kisérletileg észlelt dinamikai
viselkedésre (XIII. kozlemény). Megjegyzends, hogy az éaltalunk azonositott klaszterekben
léevEkhoz hasonlo, kisérletileg meghatarozott szerkezetek nem minden esetben voltak korab-
ban ismertek, ugyanakkor a kozleményiink elfogadasa eltt par nappal jelent meg egy (azota
folyoiratkozleményként is publikalt) preprint [155], amely a 6. klaszterhez hasonlo szerke-
zeteket azonositott, mintegy igazolva az altalunk elméleti Gton becsiilt szerkezeti diverzitéas

létjogosultsagat.

4.5.5. A PSD95 PDZ3 domén ligandumkotése és a PDZ domének

osszehasonlito elemzése

A PSD-95 fehérje PDZ3 doménje a legintenzivebben tanulméanyozott PDZ domének egyike.
Kiilonleges sajatsaga, hogy a PDZ doménekre altalanosan jellemzé szerkezeti elemek mellett
tartalmaz egy plusz a-helikalis szakaszt a C-terminalisan. Ezen extra hélix eltavolitasa befo-
lyasolja a domén partnerkdtési tulajdonsagait, a megfogalmazott elméletek szerint egyfajta
rejtett allosztéria jelensége all fenn. Ezen allosztéria mechanisztikus héatterének feltarasara
Andrew Lee és munkatarsai NMR-dinamikai méréseket végeztek a teljes hosszusagi, vala-
mint a C-terminalis hélixet alkot6é 7 aminosavat nem tartalmazé révid (A7CT) valtozatok
szabad és ligandumkdotott formajan. Ennek koszonhetGen mind a négy allapot esetében mo-
lekulagerinc és oldallanc S? rendparaméterek is rendelkezésre alltak, igy szamunkra ez ideélis
rendszernek bizonyult ahhoz, hogy atfogd szamitésokat végezziink ezeket a paramétereket
megkotésként hasznélva. ElsGként azt allapitottuk meg, hogy a molekulagerincre és az oldal-

lancokra vonatkozé S? paraméterek egyiittes hasznalatéval szamolt sokasidgok altal lefedett
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konformacios tér kismértékben, de kiilonbozik azoktol az esetektél, amikor vagy csak a ge-
rincre, vagy csak az oldallancokra vonatkozé paramétereket hasznaltuk. Igy a tovabbiakban
mindkétféle megkotést alkalmaztuk. A kapott szerkezeti sokasagokbol megkiséreltiik meg-
becsiilni a konformécios entropia megvaltozasat, melyre vonatkozoan kisérletekbdl szarmazo
becslés is rendelkezésre allt. A konformaéacios entropia megvaltozasanak szerkezeti sokasa-
gokbol torténd becslése nem tekinthets egyértelmiien megoldott kérdésnek, ezért egyetlen
mérdszamot becsiiltiink, mégpedig azt, hogy ligandumkdtés hatasara bekovetkezs entropia-

valtozas (AS) hanyszorosara véltozik a C-terminalis hélix eltavolitasakor:

ASarer _ Sed — St
ASpar Sep — Syy

(4.2)

ahol 'cd’ a komplexben 1év6 A7CT véltozat, 'fd’ ennek a szabad, ligandum nélkiili formaja,
'ef” és cf’ pedig rendre a kotott és a szabad teljes hossziisagt valtozat®. Az ebbdl kapott 4,1
mint aranyszam elfogadhatoan egyezik a kisérletekbdl kapott 2,4 arannyal. A konformerso-
kasdgok f6komponens-elemzése alapjan azonositott két legfontosabb szerkezeti atrendezédés
a kotdzseb kinyilo-becsukodd (open-closed allapotok kozotti) mozgésa, valamint ugyanezen
régio szélességének megvaltozasa (narrow-wide allapotok). Az egyes allapotok kozotti legna-
gyobb kiilonbség, hogy a ligandum nélkiili A7CT valtozat a nyitott és csukott allapotokat is
mintavételezi, ezen modus mentén 'kétesiicsi’ eloszlast mutatva. A tébbi allapot és mozgés
mentén ilyen jellegd eloszlas nem figyelheté meg. Ugyanakkor észrevehet§ az is, hogy a teljes
szerkezet a sziikebb, mig a A7CT valtozat a szélesebb kotézsebbel jellemezhetd konforma-
ciokat preferalja, bar ez kevésbé kifejezett, mint a kinyilo-becsukdédd mozgas esetében. Ez
azt is mutatja, hogy az egyes allapotok esetében a kétféle konformacios mozgas nem teljesen
fiiggetlen egymastol. A fentebb leirtak a megfigyelt rejtett allosztéria dinamikus magyaraza-
tat kinaljak: a C-terminalis hélix jelenléte — a keskeny-széles konformaciok mintavételzését is
megvaltoztatva — leszikiti a kinyilo-becsukédd mozgas altal bejarhato allapotokat, a szerke-
zeti sokasag altal bejart konformacios tér atrendezédését eredményezve.

Az eredmények tagabb kontextusba helyezéséhez az PDZ3, illetve az el6zd alfejezetben
ismertetett PDZ1-PDZ2 domének szerkezeti sokasagai mellett nagyszamu tovabbi PDZ do-
mént, illetve azok szerkezeti sokasagait felhasznalva Osszehasonlitoé elemzést végeztiink. En-

nek egyik kulcslépése volt a kiilonb6z6 PDZ domének kozos szerkezeti magjénak azonositasa,

YA jeloléseket az angol kifejezéseknek megfeleléen hasznidlom, hogy konzisztensek legyenek a kapcsolodo
kozleményben szereplSkkel
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A PSD-95 PDZ3 doménben észlelt fébb dinamikus atmenetek

PC1 PC2

4.14. abra. A PDZ doménekben azonositott legfontosabb belsé mozgasok (fent) és szerkezeti
kiilonbségek (lent). A PSD95 PDZ3 domén esetében (fent) a PC1 és PC2 modusok az egyedi
domén vizsgéalatakor kapott mozgésformékra vonatkoznak. A domének kozotti kiillonbségek
esetében (lent) a PC1 és PC2 a teljes, szamos kiilonb6z6 domént tartalmazé elemzésben
kapott elsé két modusra vontakozik. Az dbra eredeti vdltozata a XX kézleményiinkben jelent meg
(licensz: CC BY)

azaz azon aminosavak kivalasztasa, melyek minden vizsgalt PDZ doménben megtaladlhatoak.
Ehhez t6bbszoros térszerkezetillesztést hasznaltunk (lasd 3.5.2. alfejezet). A modszernek itt
kifejezett elénye, hogy a PDZ domének nagymértékd szerkezeti valtozatossaga ellenére lehe-
t6veé teszi az altaldnosan jellemz6 szerkezeti-dinamikai kiilonbségek vizsgalatat. ElsGsorban a
terminalis régiok véletlenszert, a vizsgalt kontextusban biologialag nem relevans elmozdulé-
sainak, valamint a hurokrégiok eltéré hosszabol adodo eltéréseknek a kikiiszobolése kritikus.

A t6bb PDZ domén bevonésaval késziilt f6komponens-elemzés szamos olyan szerkezeti
kiilonbséget azonositott, amelyek tulmutatnak a kizardlag a PSD95 PDZ3 elemzésével kapot-
takon. Egyik legfontosabb eredményiink, hogy a kiilonb6z6 PDZ domének kozotti szerkezeti
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valtozatossag egyik f6 forrasa a 2-33 hurok mellett 16v6, a a2 hélixet és a £6 szélat 6sszekots
szakasz. A mésik, szamunkra is igen meglepd megfigyelés, hogy a kinyilo-becsukdédd mozgas
ligandumkotéssel vald 6sszefiiggése nem egységes: mig. pl. a PSD95 PDZ1 és PDZ2 doménjei
esetében a ligandumkotott forma a nyitott, a PDZ3 doménnél éppen a zart konformaci6. Ez-
zel nem csupén az altalunk molekuladinamikaval generalt szerkezeti sokasagok, hanem a PDB
adatbazisban elérhets szerkezeteknek a f6komponensek mentén elfoglalt helyzete is Ossze-
egyeztethetd (XX. kozlemény). Ez a jelenség mindenesetre mindenképpen érdemes tovabbi,

még részletesebb vizsgalatokra, melyek jelenleg is folyamatban vannak a csoportunkban.

4.5.6. A miozin VI SAH régié dinamikajanak sokasag-alapa repre-
zentacioja

A DIPEND eljaras kifejlesztése soréan az egyik tesztesetiink a miozin VI molekula SAH régioja
volt. Ennek egyik oka a SAH motivumok iranti érdekldésiink mellett a konkrét szakasz
esetében rendelkezésiinkre allo sokféle, NMR-spektroszkopiai mérésekbdl szarmazod paramé-
ter volt. A szakasz térszerkezeti modellje is elérhet6 a PDB adatbazisban. A dinamikus
szerkezeti sokasag elGallitasahoz beallitottuk az egyes aminosavak szerkezeti preferenciait: az
a-helikalis szerkezetnek megfelels -58, -47 fokos ¢, 1 szogpar koriili eloszlast adtunk hozza a
Dunbrack-féle szomszédfiiggs preferenciakhoz, az elsé 55 aminosav esetében 0,99-es, az 56-58
szakasz esetében pedig 0,80-as sullyal. Ez a beallitas hivatott tiikrozni a kémiai eltolodésok
alapjan lathato, a C-terminéalis régioban észlelt csokkend helicitési trendeket. Az ezekkel a
beallitasokkal generalt 5000 térszerkezetbsl a CONSENSX ™ eljaras segitségével szelektaltunk
egy alsokasagot az N-H, N-C és H-C RDC értékek!®, a 3Jynma skalaris csatolasok és a mé-
sodlagos Ca kémiai eltolodéasok alapjan. Itt megjegyzendd, hogy ezen paraméterek relativ
skalédzasa szubjektiv, ezért olyan optimumra torekedtiink, ahol mindegyik paraméternek valo
megfelelést az elGzetes tesztek alapjan megfelelének itéltiink. Ezenfelil a maradvany dipo-
laris csatolasok felhasznélasa eltért attol, ahogyan azokat az azt leir6é kozlemény alapjan a
szerkezetszdmolas soran a szerzdk alkalmaztak. Barnes és munkatarsai az RDC értékeket az
S? paraméterekkel skalaztak, ilyen modon figyelembe véve a belsé dinamika hatdsat — igy
egyébként 6k egy teljesen egyenes helikalis szerkezetet kaptak [35]. Mi az eredeti, skalazas
nélkiili értékeket hasznaltuk, hiszen éppen a dinamika szerkezeti modellezése volt a célunk.

A kapott 37 szerkezet (4.15. &bra) alapvetSen stabil helikélis konforméaciot mutat, de a

104 bettik itt az amidkotésben talalhaté atomok nevei, N és H: amid nitrogén és hidrogén, C: karbonil szén
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szakasz nem teljes hosszaban egyenes, ridszert, hanem egy-egy helyen megtort alakot vesz
fel. A masodlagos kémiai eltolodasoknak megfeleléen a C-terminalis végen egy hosszabb,
mintegy 12-13 aminosavas szakaszon csokken a szabalyos helicitas, mig ugyanez a trend az
N-terminalis végen kevésbé hangstlyos, és csak 4-5 aminosavat érint.

A kapott szerkezeti sokasdgot Osszevetettiik a szelekcioban nem felhasznalt S? rendpara-
méterekkel, ahol is nagyon magas korrelaciot kaptunk annak ellenére, hogy a mért értékek
lényegesen magasabbak az sokasaghol visszaszamolhatoaknal — itt fontos leszogezni, hogy
ezen paraméterek szerkezetbdl valo becslése, kiilonosen ilyen, elnyujtott szerkezet esetében
igen erdsen fligg a szerkezetek egymasra illesztésének pontos modjatol.

Az eredmények értelmezésénél fontos szempont, hogy az RDC és az S? értékek nem ugyan-
olyan idéskalaju dinamikarol tudositanak. A szerkezet megtorése esetiinkben egyértelmien az
RDC értékeknek valo megfelelés eredménye, tehat a megfeleld mozgasok vélhet&en a mikrosze-
kundumos iddskalan jellemzéek. Ugyanakkor az S? értékekkel valo korrelacio arra utal, hogy
hasonlé mozgasok a gyorsabb, ps-ns iddskalan is jelen vannak, a mért és visszaszamolt S? pa-
raméterek kiilonbsége pedig tugy értelmezhets, hogy ezek amplitudoja kisebb. Ez a modell
Osszhangban van az eredeti szerzék azon feltételezésével, hogy az RDC-k és az S? rendpara-
méterek hasonlé mozgasformakat irnak le ebben az esetben. Osszefoglalva, a lokalisan erdsen
helikalis szerkezet egyes helyeken hajlamos az egyenes szerkezethez képest meghajlani, amely
esetenként — a lassabb iddskalan — akar egészen jelentés mértékben megtorheti a szabalyos

hélixet (XVII. kézlemény).
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A N-H RDC-k 3 Jynma skalaris csatolasok
N-C RDC-k S? rendparaméterek
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4.15. abra. A miozin VI SAH régi6 sokasag-alapu szerkezeti modellje. (A) Mért (piros) és a
CONSENsXT altal szamitott (kék) paraméterek. (B) A szelekcioval kapott 37 konoformer a
28-42 aminosavak mentén illesztve. A szinezés a szekvencia mentén véltozik. (C) A sokasagra
altagolt masodlagos szerkezeti allapotok (DSSPcont valoszintiségek) abrazolasa a Weblogo
program [156] segitségével. (D) A generalt 5000 (narancs), a szelektalt 37 (fekete) és a
PDB-ben talalhato 10 (lila) konformer (60BI) altal reprezentalt konformacios tér Gsszevetése
f6komponens-elemzés segitségével, az elsé két modust abrazolva. Az els modus a szerkezetek
hosszat (N- és C-terminalisok tavolsdga) reprezentélja. Az dbra eredeti, angol nyelvi vdltozata a
XVII. kozleményiinkben jelent meg (licensz: CC BY)
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5. Diszkusszi6

5.1. A SAH mint szerkezeti motivum

Munkam soran elsék kozott adtam becslést a SAH szakaszok elteredtségére vonatkozoan egy
olyan eljarast hasznalva, mely csupan az egyedileg vizsgélt szekvencidk jellegzetességeit vizs-
galja, nem veszi figyelembe az evolucios rokonsagot. A SAH szakaszok ritkak, de el6fordulasuk
jellegzetes mintazatot mutat egyes funkcionélis kategoridkban, emiatt érdemes az azonosita-
suknak kiilon figyelmet szentelni, és egyértelmien elkiiloniteni ¢ket a coiled-coil vagy akér
egyéb, nem globularis szakaszoktol.

A teriilet 4j eredménye, hogy a korabbi ismereteinkkel és feltételezéseinkkel ellentétben
SAH szakaszok mégis részt vehetnek kozvetleniil nukleinsavak megkotésében. Ezt 2023-ban
irték le egyes kormatintsszeszerels fehérjék esetében, ahol is a SAH feltehetGen a DNS-széllal
parhuamosan elhelyezkedve a nukleoszomak pozicionalasaért lehet felels [36]. Ez koncepcio-
jaban hasonl6 a SAH szakaszoknak a paraspeckle felépitésében altalunk feltételezett szerepé-
valo kolesonhatés lehet&sége érdekes 0j dimenzidt nyit SAH szakaszokat tartalmazo fehérjék
tazisszeparacioban vald részvétele kapcsan is.

A SAH szakaszok szerkezet-funkci6 6sszefiigéseinek vizsgalatakor érdemes szem el6tt tar-
tanunk azt is, hogy a magas helicitds nem jar feltétleniil egyiitt egy teljesen merev, egyenes
radszert szerkezettel, hanem a strukttra rendelkezik valamennyi flexibilitdssal. Ennek pontos
funkcionélis jelent&sége még tisztazando, de pl. a miozin VI SAH esetében észlelt konforma-
cios flexibilitas mértéke nem Gsszeegyeztethetlen a kordbban leirt erékar szereppel.

Emlitést érdemes még a toltott aminosavakban gazdag motivumok szerepe a fehérje fa-
zisszeparacioban. Az ionos kolesonhatasok jelentGsége a kondenzalt fazisban dnmagaban
természetesen nem tjdonsag [46]. Jelenleg mar rendelkezésre allnak olyan molekuladinami-

kai szimulaciokon alapuld — adott kisérleti paraméterekkel egyébként jol 6sszhangba hozhato
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— elemzések [157], amelyekben a kondenzalt fazis modellezésekor az egyes fehérjéket nagy pél-
dényszamban jelenitették meg, és igy mod nyilik a kézottiik kialakuld kolesonhatasok atfogd
elemzésére. Ezen modellben megfigyelhet&ek az ellentétes toltésti aminosavak kozott idGlege-
sen létrejovs, majd atrendezddé kolesonhatasok. Ez egyrészt az egyik legelemibb megjelenése
az LLPS jelenségben fontos multivalens kolcsénhatasoknak — egy adott aminosav a partner
molekula sok aminosavéaval tud hasonl6 kdlesonhatést 1étesiteni —, masrészt ,rimel” a SAH sza-
kaszok esetében szintén szimuléciok alajan leirt, molekulédn beliili hasonl6 atrendezédésekre
az ellentétes toltést aminosavparok kozott [2]. Altalanossédgban ezek alapjan feltételezhetd,
hogy egy adott szabalyszertiséget kovets toltéseloszlas, azaz azonos és ellentétes aminosa-
vak ,blokkjainak” szabalyos valtakozésa hasonld atrendezédéseket tehet lehetévé valamivel
nagyobb léptékben az ellentétes toltést blokkokk kozott, és adott aminosavak /szakaszok ese-
tében az intra- és intermolekuléris partnerek akar egymassal kompeticioban is lehetnek.

Az SAH régiok el6fordulasédra vonatkozo eredményeink értékelésekor és értelmezésekor
két fontos szempontot kell még figyelembe venni: egyrészt, hogy a SAH predikcios eljarasunk
kifejezetten szigoru (az elemzés elkészitésekor a még a jelenleginél is szigorubb els§ valtoza-
tot hasznaltuk), emiatt a specifikusan SAH-ként felismert szakaszok szama a valosnal kisebb
lehet. Masrészt altalaban a fehérjék belsé dinamikéijat, specifikusan pedig a coiled-coil sza-
kaszok széles skalan mozgo stabilitasat figyelembe véve lehetséges, hogy a rendezetlen - SAH
- coiled-coil szerkezeti elemekre nem teljesen elkiiloniilt szerkezeti dllapotokként, hanem egy
folytonos skéla alloméasainként kellene tekinteniink. Ez egyrészt igaz lehet tugy is, hogy egy
adott motivum pl. kétépartnerek jelenlététsl fliggsen lehet jelen monomer SAH vagy dimer
coiled-coil formaban, illetve evolicios tavlatokban is valtozhat egy molekulacsaladon beliil egy
adott szakasz altal preferdlt térszerkezeti éllapot. Ebben az értelemben a SAH egy specialis,
segyszali coiled-coil” szerkezetként is felfoghatd. Ezeket a megfontolasokat részletesebben

kifejtettiik Nyitray Laszloval kozosen irt attekints cikkiinkben [158].

5.2. Nem-globularis szerkezeti elemek predikcioja

Egy adott fehérjeszakasz szerkezeti preferencidinak becsléséhez egyrészt az egyedi predikci-
6k megbizhatosagat, méasrészt egyéb jellegti predikcidkkal valé viszonyat is érdemes figye-
lembe venni. Az egyedi coiled-coil predikcios eljarasok teljesitményére vonatkozd 2010-es

eredményeinket egy 2021-es tanulmany is megerdsitette [159], ugyanakkor ez nem foglalkozik
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részletesen a keresztpredikciok kérdésével. A sajat predikcios elemzéseink sorén szerzett ta-
pasztalataink alapjan azt javasoljuk, hogy érdemes egy specifitasi sorrendet felallitani, amely
szerint egyes becsiilt szerkezeti tulajdonsidgoknak precedencidja van maéasok el6tt, pl.: SAH
> coiled-coil > rendezetlen. Ennek alapja, hogy a legspecifikusabb predikci6 eredményét
tekintjiik legmegbizhatobbnak, tehat a SAH szegmenskre és coiled-coil szakaszokra specié-
lisan fejlesztett eljarasok informaciotartalmat a rendezetlenség-predikciokénél magasabbnak
tekintjiik. Megjegyzendd, hogy ebben a szemléletben a rendezetlenség predikciojat valojaban
,hem-globularitasi” predikcidknak tekintjiik, hiszen hagyoményosan a rendezetlen szakaszo-
kat a globularisakkal szemben szokas definialni. Ebbe a kontextusba a fibrillaris szakaszok
jol beilleszthetGek, mint a nem-globuléris szakaszokra fejlesztett prediktorok altal felismert,
de mégsem a klasszikus rendezetlen szakaszok definicidjaval leirhato szegmensek. Termé-
szetesen tisztdban vagyok azzal, hogy az ezzel foglalkozo kutatok korében nincs feltétleniil
egyértelmid konszenzus a kérdésben, hiszen szamos tovabbbi megfontolds tehet§ pl. annak
alapjan, hogy egy adott szekvencia énmagaban képes-e valamilyen szerkezetet felvenni, ezt
adott esetben kooperativ moédon teszi-e stb. Magam azt az allaspontot képviselem, hogy
a fiziologidsan relevans szerkezeti allapoto(ka)t tartom lényegesnek, és azokat a predikcios
eljarasokat és folyamatokat, amelyek erre vonatkozolag tudnak minél pontosabb tampontot
adni. Ertelemszertien ez az egyik legkomplexebb problémakor, melyre jelenleg nincs is iga-
zan jo megoldas, ezt nagyon jol mutatja a dolgozat irasakor igen népszerd AlphaFold eljaras
altal generalt rengeteg, az adott multimer fehérjékre vonatkozé specifikus tudésunk alapjan
fiziologidsan irrelevans monomer szerkezet elérhetGsége publikus adatbazisokban, mint pl. az

emberi vazizomban taldlhato miozin IT (MYH2 HUMAN) esetében.

Mindezen megfontolédsok alapjan egy szakasz csak akkor tekinthets funkcionélisan ren-
dezetlennek, ha nem becsiiltiik egyuttal coiled coilnak, SAH-nak, esetleg kollagén hélixnek.
Ezen szempontok mar megjelennek egyes elemzésekben [160|, de még egészen friss kozlemé-
nyekben is el6fordul, hogy pl. csak a coiled-coil szakaszokat emelik ki, az egyéb fibrillaris
elemeket nem kezelik elkiilonitve a ,valodi” rendezetlen régioktol [161]. Altaldnosabb megkd-
zelitésben az alacsony komplexitasu szakaszok szerkezeti elemzésekor elengedhetetlen az ami-
nosavosszetétel és a repetitivitas egyiittes figyelembevétele. A teriilet szamos szakértGjével
kozosen irt attekinté cikkiinkben kifejtjiik, hogy két, hasonl6 aminosavisszetételd szekvencia
koziil az ismétlédé motivumokat tartalmazo nagyobb eséllyel vesz fel valamilyen rendezett

szerkezetet, amely tipikusan nem globularis, hanem fibrillaris [162]. Ebben a szemléletben a
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SAH szakaszok — a coiled-coil és kollagén szegmensekkel 6sszhangban — is megfelelGen kon-

textusba helyezhetGek.

5.3. De novo fehérjék szerkezeti jellemzdéi

Az altalunk leirt f§ eredmény, miszerint a kdédolé DNS-szakasz GC-tartalma meghatarozo
a kodolt fehérje hidrofobicitésa és ezaltal szerkezeti preferenciai szempontjabol, tekinthetd
trivialisan levezethetének a genetikai kod szervezddésének ismeretében. Tudomasunk sze-
rint ugyanakkor sem a de novo fehérjék elemzése, sem altalaban a véletlenszerd szekvenciak
vizsgalata sordn ez a szempont nem volt hangsulyosan jelen az irodalomban — sok esetben
a véletlen szekvencidkat az egyes aminosavak azonos elGfordulasi valoszintségét feltételezve
modellezték. Mindemellett nem talaltunk olyan kozleményt sem, amelyik egyszerre tobbféle
szerkezeti preferenciat vizsgélt volna, jobban elhelyezve ezaltal a szekvenciakat a szerkezeti
térben. Ezek alapjan utoélagosan visszatekintve is indokolt volt ezen szempontok beemelése a
diskurzusba, a valos evolucios forgatokonyvhoz kozelebb hozva a véletlenszertien atir6do szek-
vencidk vizsgalatat. Az Osszetett predikciok alkalmazasa révén tesztelhetd becslést tudtunk
adni a varhato szerkezeti preferencidkra, kiilonos tekintettel a munka elkezdésekor jelen 1évG,
az aggregaciot f6 evolicios tényezként beallité megfontolasokra a de novo fehérjekeletkezés
témakorében.

A de novo fehérjék vizsgalata a mi tanulményunk megjelenése ota is egyre intenzivebben
folyik. Nem csupén tobb de novo megjelent konkrét fehérjét ismeriink, hanem szamos elméleti
és kisérleti eredmény sziiletett az Gjonnan sziiletd fehérjék szerkezeti jellegzetességei kapcsén,
melyek jo Osszhangban vannak az altalunk levont kovetkeztetésekkel [163]. Az irodalomban
jelenleg formal6do konszenzus is abba az iranyba mutat, hogy a de novo fehérjék jellemzGen
rendezetlenek, és ez elényos mind a fennmaradéasuk, mind az evolvabilitdsuk szempontjabol
[164].

Itt megjegyezhet6 még, hogy a véletlen szekvencidk generalasaval modellezett forgato-
konyv csak mintegy mellékesen adhat szamot a DNS-szint ismétlGdések, pl. mikroszat-
ellitek expanzidjaval keletkezs [165], alacsony komplexitési, de szintén ismétléds jelleget
mutato fehérjékrdl és fehérjeszakaszokrol. A mikroszatellitek evolucidja és elterjedése talmu-
tat az egyedi DNS-szekvencidk egyszertd fizikokémiai tulajdonsagain, adott éllénytdl fiiggd

jellegeket is mutat ([166, 167|, ez arnyalhatja az tjonnan keletkezd fehérjék jellemzdit is.
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A genetikai kod evolicioja kapcsan tett megallapitasaink természetiiknél fogva a fentiek-
nél joval spekulativabbak. A kod kialakulasara vonatkozo elméleteknek jo attekintését adja
Kun Adam Evoltciobiolégia cimt kényvében [168], melyben az a forgatokonvy is megjelenik,
hogy a templat-alapi szintézis megjelenését megel6zte a kod kialakulasa, azaz az aminosavak
kodonokhoz rendelése. Ezt a lehetGséget elfogadva természetesen az altalunk tett megalla-
pitasok helye is mas megvilagitasba keriil: a mi elemzésiink arra mutat ra, hogy a néhany
aminosavas korai kodok nem teszik lehet6vé a ma észlelthez hasonld szerkezeti jellemzdk-
kel biré hosszabb polipeptidlancok kialakulasat. Amennyiben a templat alapjén szintetizélt
fehérjék esetében a néhany aminosavas kodszotarak szerepe még elhanyagolhatd, tgy a mi

eredményeink relevancidja is csokken.

Ugyanakkor, ha feltételezziik egy primitiv transzlacios apparatus meglétét, akkor szamol-
nunk kell pl. azzal a problémaval, hogy egyes aminosavkészletek esetén a transzmembran
régiok kialakitasara képes szegmensek gyakorlatilag hidnyoznak — a korai peptidek (memb-
ran)transzportfolyamatokban betoltott lehetséges szerepét kényvében Kun Adam is felveti,
és a mi diszkusszionk is kiemeli a membranokkal vald kolecsonhatas sziikségességét. Mind-
ezeken til természetesen a fehérje fazisszeparacio jelensége a korai fehérjék szerepe és jellege

kapcsan is 0j lehetséges forgatokonyveket vet fel.

Osszességében a sajat elemzésiink szerepét leginkabb abban latom, hogy a genetikai kod
talt, predikciokkal — legalabbis bizonyos mértékig — elemezhetd és tesztelhetd aspektussal
boviti. A kérdéskor komplexitasa miatt természetesen ezen a teriileten konnyen eléfordulhat,
hogy még évtizedekig varnunk kell egy széles kérben elfogadott, a torténeti megfontolasokal

és fizikokémiai megkotésekkel is 6sszhangban 16vG elmélet megsziiletésére.

Jelen dolgozat szempontjabol a korai kodok elemzésének legfontosabb aspektusa az ala-
csony komplexitasu szekvencidkhoz kapcsolodik. Ezeknél a vizsgalatoknal iitkozott ki ugyanis
legjobban, hogy a tipikus predikcios eljarasok a mai, 20 aminosavbol felépiils, alapvetGen ma-
gas komplexitésu fehérjeszekvenciak elemzésére késziiltek és igy elsGsorban ezek vizsgalatara
alkalmasak. A redukalt aminosavkészlettel rendelkezé fehérjék esetében elGfordul. hogy az
egyes predikcios eljarasok jelentGsen eltérd eredményt adnak - emiatt is igen fontosnak tar-
tom azt az egyébként a sajat munkainkon kovetkezetesen alkalmazott megkdzelitést, hogy
lehet&ség szerint tobbféle eljaras konszenzusat alkalmazzuk az egyes szerkezeti preferenciak

vizsgalatakor. A mésik aspektus, amelyet mar a a kézleményiinkben is targyalunk, a kiils& ko-
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riillmények szerepe — itt azota 1j szempontként ismét csak felvetédhet a fazisszeparacio, mely
a ,molecular crowding” jelenségének és annak szerkezetekre vonatkozo hatéasa értelmezésének

ujragondolésidhoz vezethet.

5.4. Dinamikus szerkezeti sokasagok: elSallitas és elemzés

A kisérletileg meghatarozott belsé dinamikai paramétereket tiikroz6 sokasag-alapu szerkezeti
modellek jelenleg még nem tekinthetGek altalanosan elterjedtnek. Ennek egyik oka, némileg
meglepé modon, a kisérleti adatok korlatozott elérhet&sége, illetve az elérheté adatok mi-
nésége. Béar egy fehérjeszerkezet publikalasdnak megkovetelt velejaroja a megfelels kisérleti
adatok hozzaférhetGvé tétele, ez a gyakorlatban sajnos nem jelenti azt, hogy ezek ténylegesen
kénnyen elérhetéek vagy értelmezhetéek lennének minden esetben. Példanak elegends a PDB
adatbazisbol letolthets ,v2 NMR restraints” allomanyokat emliteni, melyeket automatikus
konverzidval jonnek létre a kutatok altal bekiildott tavolsag jellegli kényszerfeltétel-listabol,
és emiatt az atomi nevezéktantol kezdve a lancazonositokig szdmos hibéaval terheltek. Sok
esetben mindemellett nincsen informacié — a nyers adatfajlokban sem — a szerkezetszamolés
egyes beallitasairol, kiilonos tekintettel a kémiailag vagy magnesesen ekvivalens magokat érin-
t6 tavolsagok atlagolasi modszertanarol, ami a tényleges, fizikai atomi tavolsagokat 1ényeges
meértékben befolyasoljal.

A mésik {6 probléma a sokasag-alapi modellek elgallitasara alkalmas programok elérhe-
tGsége ill. hasznélata. Ma sem feltétleniil egyszert feladat olyan eljarast talalni, mely adott
kisérleti paramétert az adott kutato igényeinek megfelelGen képes kezelni, jol paraméterezhe-
t6, valamint technikailag elérhetd és futtathaté. Bar szamos publikidcioban talalhatunk ilyen
szamitasokra alkalmas programot vagy eljarast, egy korabban még nem vizsgalt fehérje szer-
kezeti sokasadgnak elGallitasa gyakran kivan meg egyedi megoldéasokat, mint pl. a DIPEND
eljarasban is elérhetd, lokalis szerkezeti preferenciak felhasznalod altali beallitasa (pl. [169]).
A nyilt forras mint lényeges kovetelmény pedig csak mostandban jelenik meg hangsulyosan,
itt a 2022-ben Julie Forman-Kay csoportja altal kozolt IDPCONFORMERGENERATOR [170]
emlithets példaként.

Végiil meg kell emliteniink az ilyen sokasagok elGéllitdséra és értelmezésére szolgald el-

jarasok Osszetettségét, amely tilmutat az onmagaban is komplex, &m ma mér rutinszertien

1Errél a kérdésrél a 2019-es NMR munkabizottsagi iilésen tartottam révid eléadast ,The violation that
never was: why methyl group distances are not what they seem in proteins?”’ cimmel
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alkalmazott szerkezetmeghatarozési protokollokon. Ezekhez képest a sokasag-alapt model-
lek hozzéadott értéke a kutatok szemében nem feltétleniil van ardnyban az elGallitdsukhoz
sziikséges plusz erdfeszitésekkel. A globuléris fehérjék esetében tipikus, hogy a dinamikus
sokasagokat mar kordban meghatérozott szerkezetekre tdmaszkodva allitjak eld, és ezekben
az esetekben viszont a ,hagyomanyos” molekuladinamikai szamitasokkal kell 6sszevetniink a
konformersokasag elGallitasanak nehézségeit. Az altalanosan alkalmazott molekuladinamikai
protokollok kénnyebben paraméterezhetek, mivel nem kell egy (vagy tobb) plusz energia-
tag hozzajarulasat bedllitani. Emellett a jelenlegi GPU-alapu architektirakon igen hosszu
szimulacios id6 érhet6 el az egyetlen replikat alkalmazo szamitasok esetén. Raadasul a fehérje-
molekulak lassabb iddskalan torténd, nagyobb léptékid elmozdulasait leiro6 NMR paraméterek
(pl. RDC) alkalmazéisa nehezebb, mint a gyors dinamikéra vonatkoz6 S? rendparamétereké.

A funkcionalisan rendezetlen fehérjék ellemzésének teriiletén azonban csak sokasag-alapt
modellek segitségével lehet az atomi szintd szerkezeti jellemzdket leirni és megérteni, ezért
ezek esetében tapasztalhato az ilyen jellegti modellek eléretorése. A 2014-ben létrehozott
Protein Ensemble Database [171] is elsGsorban funkcionalisan rendezetlen fehérjék sokasagait

tartalmazza.

5.4.1. A sokasagok kisérleti adatoknak val6 megfelelése

Az S? rendparamétereknek valo megfelelés a MUMO eljaras természetébdl fakadoan sokszor
lényegesen javul a PDB-ben elérhets szerkezeti sokasdgokhoz képest. Ennek oka, hogy a ha-
gyoményos szerkezetszamolés soran kifejezetten toreksziink arra, hogy az egyes konformerek
egymashoz minél hasonlobbak legyenek, és az alacsony RMSD-re valo torekvés egyiitt jar az-
zal hogy ezekbdl a sokasagokbol magas, 1-hez kozeli S? paramétereket lehet visszaszamolni.
Ugyanakkor egy hagyoményos, megkotések nélkiili molekuladinamika sok esetben nem képes
az egyes molekularis régiok kozotti jellegzetes kiillonbségeket sem visszaadni.

A kémiai eltolodasok vizsgélata elsére kevésbé informativnak tiinik ezekben az esetek-
ben. Ennek oka, hogy a globuléris fehérjék esetében a hagyomanyos uton meghatarozott
szerkezet természetszertileg mar jo megfelelést mutat a kisérleti paraméterekkel, melyen a
sokasag-alapit modellezés sokszor csak kismértékben javit. Ilyen esetekben a megfelelés ér-
telmezése leginkabb az, hogy a sokasdg-alapi modell nem ront az adott paraméternek, pl.
kémiai eltolodasnak valdé megfelelésen, tehat az eljarasunk feltételezhetGen nem téavolitotta el

a modellt a valosagtol a korabbi allapotnal jobban. Az altalam vizsgalt globularis fehérjék
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esetében a kémiai eltolodasok nem jelennek meg kényszerfeltételként, a keresztvalidacié soran
hasznaltam fel Gket.

A CONSENsXT eljaras legujabb fejlesztésekor bekertiilt a méasodlagos kémiai eltolodasok
vizsgalata, amely a korabbiaknal sokkal érzékenyebb mérgszamot jelent a lokalis szerkezeti
preferenciak vizsgalatakor. A mésodlagos kémiai eltolodasok méar alkalmazhatoéak funkcio-
nalisan rendezetlen fehérjék sokasagainak elGallitasara is. Ezek esetében a kozvetleniil mért
selsédleges” eltolodasok a globularis esetnél 1ényegesen kozelebb allnak a ,random coil” ér-
tékekhez, emiatt azok kevésbé informativak. A rendezetlen fehérjék esetében ezzel egyiitt a
masodlagos kémiai eltolodasoknak valé megfelelés nmagéban nem biztositja a teljes szer-
kezet térbeli szervezddésének, kiemelten a molekula kompaktsaganak és az esetleges tévo-
li, harmadlagos kolesénhatasoknak — melyek, ha gyengék is, de jelen lehetnek — a leirasat.
Emiatt ezekben az esetekben feltétleniil sziikséges valamilyen olyan paraméter felhasznalasa,
amely a molekula egyes részeinek egymashoz képest valo orientaciojarol szolgaltat informa-
ciot. Ez az aspektus pl. maradvany dipolaris csatolasok (RDC-k), kisszogi rontgenszoras
(SAXS), esetleg paramagneses relaxacios kisérletek (paramagnetic relaxation enhancement,
PRE) segitségével jellemezhetdek.

Ezen a ponton mar 6sszefonodik az értékelés és a szelekcidval torténd elGallitds problé-
makore. Emiatt szot kell ejtenem az egyes paraméterek relativ stlyozasanak probléméjarol
is. Ez jelenleg emprikus modon torténik a CONSENSX™ eljarasban, a felhaszndlo egy ti-
zes skalan tudja a stlyokat valtoztatni, és egyes beallitasok esetében megvizsgéalni a kapott
megfeleléseket, majd végiil kivalasztani az altala legjobbnak tartott paraméterezést. A nehéz-
séget nem csak az egyes paraméterek eltérs jellege jelenti, hanem az is, hogy adott molekula
esetében adott tipusd paraméterbdl eltérd szamu allhat rendelkezésre, ez tipikus pl. a kémiai
eltolodasok és az RDC-k esetében is. A kémiai eltolodasok esetében kiilon nehézség, hogy az

egyes atomtipusokra nem ugyanolyan meghizhatosaggal becsiilhetd.

5.4.2. A sokasadgokban észlelt konformacios eltérések

Az altalunk eldszeretettel alkamazott f6komponens-elemzés (PCA) egy hipotézismentes el-
jaras, melynek segitségével eléfeltevések nélkiil elemezhetGek a sokasdgok altal reprezentalt
mozgasok. Tapasztalataink azt mutatjak, hogy az ennek segitségével kapott konforméacios
kiilonbségek megtalalhatoak a PDB adatbazisban elérhets, hagyomanyos modszerekkel meg-

hatarozott szerkezetek esetében is, ugyanakkor joval kevésbé észrevehetd moédon. A dinami-
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kus szerkezeti sokasagok ezeket a mozgasokat mintegy ,felnagyitva” mutatjak, azaz az adott
f6komponens mentén az egyes szerkezeti allapotok jobban elkiiloniilnek. Az ,eredeti” PDB
szerkezetek bevonasa az elemzésbe és annak vizsgalata, hogy azok esetében is megjelenik-e
az adott f6komponens menti szétvélas, fontos aspektus annak megitélésére, hogy a szimula-
ciok soran megjelend elmozdulasok mennyire tiikrozhetik a valosagot. Ertelmezésem szerint
pl. a parvulin, gasztrotropin és PDZ szerkezetek esetében a szimulalt sokasagok és a PDB
szerkezetek konzisztens eloszlasa a PCA diagramokon nagymeértékben alatdmasztja az levont

kovetkeztetéseket.

T6bb itt bemutatott elemzésiink fontos aspektusa az 6sszehasonlito jelleg. Kiemelten tore-
kedtiink arra, hogy ahol a molekulacsalad t&bb tagjardl is rendelkezésre alltak felhasznélhato
kisérleti adatok, ott tobb sokaségot allitsunk el6 és ezeket egymassal 0sszevetve értelmezziik.
Ez a megkozelités jelentGsen hozzajarult a parvulin szerkezetek elemzésekor kapott eredmeé-
nyekhez, ahol ez tette egyértelmiien azonosithatova a f6 kinyilo-becsuk6dé mozgastipust. A
PDZ domének esetében is fontos 1j aspektusokat tartunk fel az Gsszehasonlitoé elemzés se-
gitségével. Ezek az eredmények némileg modositjak azt az irodalomban kordbban megjelend
elképzelést, hogy egy adott molekulacsalad tagjainak szerkezeti valtozatossaga jol megfelel-
tethets a csalad egy tagjanak bels6 mozgésai soran bejért konformécios térnek ([172, 173].
A mi eredményeink azt mutatjak, hogy az utébbi jobban behatarolt, mint a teljes csaladra
jellemzé eltérések. Megjegyzendd, hogy itt fontos aspektus lehet a ,molekulacsalad” pontos
behatarolasa, azaz milyen diverzitast vesziink figyelembe pl. a szekvencidk szintjén, valamint
az egyedi dinamika altal bejart konformécios tér feltérképezésének modja is. Hagyomanyos
molekuladinamikai szamitasok molekulacsaladok szerkezeti diverzitéasaval valo Gsszevetése in-

kabb az altalunk megfigyeltekkel van dsszhangban [174].

Az altalam javasolt altalanos modellben létezik az adott csaladra jellemzd, funkcionalisan
jellemz6 konformécios mozgas, mint pl. a ligandum hatasara bekoévetkezs atrendezddés, en-
nek pontos mértékét és megvalosulasiat azonban az adott molekulaban el6forduld szerkezeti
sajatossdgok modulaljék. A parvulinok esetében a kinyilo-becsukodd mozgést befolyasolja
a hisztidinek protonaltsaga, illetve a WW domén megléte és miikddése, a PDZ doméneknél
pedig a ligandumkdtéshez kapesolodd mozgasok pontos mikéntjét a 53 hurkot érinté egyéb
konformacios atrendezédések — melyeket pl. a PSD95 PDZ3 domén esetében az a3 hélix

jelenléte modulal — hangolja doménspecifikus modon.

Természetesen a rendelkezésre 4ll6 adatok mennyisége még tl kevés ahhoz, hogy egy ilyen
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altalanos hipotézis aldtamaszthato legyen, és nyilvan az altalunk leirt esetekben is sziikséges
a fliggetlen megerdsités. Ennek nehézségét éppen a dinamikai jellegeket 6sszehasonlito vizs-
galatok viszonylagos ritkasaga adja. Itt érdemes még megemliteni, hogy természetiiknél fogva
a fehérjék N- és C-terminalis régioi, illetve hosszt hurokrégioi a legimozgékonyabbak, emiatt
pl. ezek elmozdulasai konnyen dominalhatjak az elemzéseket, pl. f6komponens-elemzéseknél
ezek konnyen megjelenhetnek f6 modusként (lasd pl. [175]). Az altalunk alkamazott meg-
kozelités, mely a molekulacsaldd minden tagjaban meglévé poziciokra fokuszal, éppen ezen
régiok mozgasaira nem érzékeny, csupan annyiban, amennyiben ezek a szerkezet ,magjat” is
befolyasoljak. Igy varhato, hogy az azonositott konformacios kiilonbségek tényleges biologiai

relevanciaval rendelkeznek a molekulacsalad altaldnos miikodésének tekintetében.

5.5. Osszefoglalas

Mind a szekvenciak, mind a szerkezeti sokasagok elemzésével kapott eredményeim illesz-
kednek abba az egyre hangsilyosabban megjelené paradigmaba, hogy a dinamika evolicios
skalan torténd finomhangolésa és megvaltozasa szorosan kapcsolodik az 1j molekularis funk-
ciok megjelenéséhez [176]. Ezen szemlélet alapjan az egyes fehérjék a konformécios tér adott
tartomanyéat foglaljak el, és mind funkcionélis allapotvaltozasaik, mind evolicios dtmeneteik
soran ennek a tartoméanynak a helye és kiterjedése valtozik meg [177]. A konformacios tér
komplexitasat noveli az egyes allapotok kozotti energiagatak magassaganak kérdése, mely az
atmenetek idgskalajaval van osszefiiggésben [56]. Ez a szemlélet a fehérjemiikodés és -evolucid
tekintetében a diszkrét allapotok helyett inkabb a folytonosségra helyezi a hangsulyt. Véle-
ményem szerint ezen 6szefliggések mélyebb feltarasahoz a jelenleg belathato Gt nem csupén
az egyedi eljarasok szabatossigénak javitasdn, hanem a kiillonb6z6 elméleti megfontolasok és
kisérleti adatok integralasan at is vezet, ideértve a mesterséges intelligencidn alapulé megol-

désok innovativ felhasznélasat is [178].
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Az értekezés tézispontjai

1. Eljarast készitettem a maganyos a-helikalis motivum (SAH) detektéalaséara, és azt ma-
sik modszerrel egyiitt alkalmazva feltérképeztem a SAH szegmensek eléfordulasat teljes
proteomokban. Megallapitottam, hogy a motivum kifejezetten jellemzé RNS-kots fe-
hérjékre. Kimutattam, hogy a SAH szegmensek és altaldban a szabélyos toltésmintéza-
tot mutato régiok gyakoribbak a fazisszeparéciora hajlamos fehérjékben, de jelenlétiik
nem &ltaldnosan sziikséges feltétel. Elkészitettem a paraspeckle felépitésében résztvevs
RNS-kot6 fehérjekomplex szerkezeti modelljét a SAH szegmens és a vele szomszédos

coiled-coil szegmens figyelembevételével.

2. Feltérképeztem egyes fibrillaris motivumok, mint a SAH, coiled-coil és kollagén hé-
lix, valamint a funkcionalisan rendezetlen fehérjeszakaszok predikcios programok altali
felismerésének Gsszefliggéseit. Megallapitottam, hogy a ,valddi”, nagy konformécios sza-
badséggal rendelkezd rendezetlen régiok felismeréséhez a fibrillaris szakaszokra specia-
lizalt predikciok eredményét is sziikséges figyelembe venni, és a predikciokat egymassal

Osszhangban érdemes értelmezni.

3. Konszenzus predikciok segitségével kimutattam, hogy az jonnan keletkezs de novo fe-
hérjék esetében a rendezett és rendezetlen régiok varhatd aranya erésen fligg a kodolo
kodokat elemezve arra jutottam, hogy azok nem alkalmasak globularis fehérjék kodola-
sara, igy vagy 1j evolicios forgatokonyvek, vagy a maitol jelentGsen eltérs fizikokémiai

koriilmények feltételezése sziikséges.

4. A GROMACS szabad hozzaférési molekuladinamikai programcsomagba implementaltam
az irodalomban korabban javasolt szamitasi modszert az S? rendparaméterek kényszer-
feltételként valo felhasznalasara és azok kombinalasat replikaparonkénti NOE alapu

kényszerfeltételekkel. A modszert tovabbfejlesztettem a szimulalt replikdk S?  szamo-
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las soran valo, felhasznalod altal megadhaté modon torténd szuperpozicivjaval. Funk-
cionélisan rendezetlen fehérjeszakaszok sokasidgainak modellezéséhez elkészitettem az
irodalomban elérhet§ aminosav-szomszédsagtol fiiggs lokalis szerkezeti preferencidkat
figyelembe vevs, felhasznalo altal konnyen paraméterezhetd, nyilt forrast DIPEND elja-

rast.

5. Elkészitettem a CONSENSX™ webszervert, mely képes NMR-spektroszkopiai adatok
teljes fehérjeszerkezeti sokasagoknak valé megfelelésének elemzésére, emellett alkalmas

a kisérleti adatoknak jobban megfelels alsokasagok kivalasztasara.

6. Irodalmi adatokra tamaszkodva elGallitottam tobb fehérjedomén dinamikus szerkezeti
sokasagait és azonositottam a funkcié — ligandum-, ill. partnerkotés — szempontjabol

fontos belsé mozgasokat:
(a) Javaslatot tettem a kanonikus szerinproteéz-inhibitorok klasszikus kulcs-zar elmé-
let szerinti miikodése és a kétGhurok dinamikus viselkedésének Gsszehangolasara.

(b) Egységes modellt allitottam fel a parvulin tipusa peptidil-prolil izomerazok mii-

kodési és szabalyozasi mechanizmusara.

(c¢) A gasztrotropin fehérje ligandumkotési mechanizmusa kapesan a portal hipotézis

pontositasat javasoltam.

(d) Osszefiiggést talaltam a PSD-95 PDZ1-2 tandem domének intra-és interdomén di-
namikéja kozott, és meghataroztam a PDZ domének altalanos szerkezeti-dinamikai

valtozatossaganak egyes aspektusait.

(e) A kisérleti adatokkal 6sszhangban 16vs sokaség-alapti modellt készitettem a miozin

VI SAH domén dinamikijnak leirdsara.
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