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Kivonat

Doktori munkam soran két, altalam tovabbfejlesztett bioinformatikai eljaras segitségével
vizsgaltam olyan fehérjeszerkezeti motivumokat, amelyek szerepet jatszanak idegrend-
szeri jelatviteli folyamatokban. Mig a PDZ doménekrél régota ismert, hogy fontosak a
posztszinaptikus denzitas szervez&désében, a maganyos o-hélixet tartalmazé szinaptikus
fehérjéket a kutatas soran azonositottam.

A magényos o-hélix egy ritka szerkezeti motivum, melyet a toltéssel rendelkezd amino-
savak szabalyosan ismétlsds valtakozasa stabilizal és jellemez. A domének pontos szerepe
nem tisztazott, megismerésiiket neheziti, hogy csak kis szamu kisérleti Gton megallapi-
tott SAH domén ismert. A meglévs szerkezet predikcios algoritmusok a SAH doméneket
tObbnyire — tévesen — szuperhélixként azonositjak. A domének funkcidéinak jobb megis-
meréséhez elengedhetetlen ezek pontos algoritmikus, in silico felismerése. Az 1j kisérleti
eredmények ravildgitottak arra, hogy a csoport ezzel a céllal létrehozott algoritmusai-
nak érzékenysége és specifitdsa a paraméterezés finomhangolasaval és egy helicitas sziiré
alkalmazésaval tovabb novelhets. Az 4j paraméterezés segitségével tobb, korabban nem
felismert SAH motivumot azonositottam szinaptikus folyamatokban (is) szerepet jatszo
fehérjékben.

A fehérjék dinamikus tulajdonsagait is reprezentalo, kisérletileg megéllapitott paramé-
tereket tlikrozd szerkezeti sokasagai egyre nagyobb szerepet kapnak a fehérjék funkcidinak
megismerésében. Az ilyen sokasidgok gyakran molekuladinamikai szimuléacioval keriilnek
elsallitasra, melyben a kisérletileg megéllapitott értékek megszorité paraméterként keril-
nek alkalmazasra. Mivel a dinamikét csak a sokasagon lehet értelmezni, sziikség volt egy
eszkozre, mely a sokasigokra vonatkoz6 dinamikai paraméterek ellenérzését és elemzését
lehet6vé teszi. Ebbdl a célbol modernizaltam és 4 funkcidkkal lattam el a CoNSEnsX
szervert. A legfontosabb 1j, dltalam hozzdadott funkcié a szelekciés algoritmus, ami a
felhaszal6 altal megadott paraméterezéssel egy alsokasagot generél, a kisérletileg megél-
lapitott paramétereknek torténé megfelelés maximalizalasa mellett.

A PDZ (PSD-95/Discs-large/Z01) domének a fehérje-fehérje felismerésben és inter-
akciéban vesznek részt. Az interakcié soran jellemzGen més fehérjék C-terminélisaval
alakitanak ki kotést, illetve kozremiikodnek nagyobb, az ingeriiletatvitel soran fontos sze-
repet betoltd fehérje komplexek létrehozasdban. A domének belsé dinamikajanak — mint
példaul a ligandum kotés soran fellépd konformécios entropia véiltozasok vagy az allosz-
térikus modulacié — vélhetdleg fontos szerepe van a molekula biologiai funkciojaban. A
PDZ domének dinamikus szerkezeti sokasagainak részletes Osszehasonlité elemzésével a

domének kozotti szerkezeti kiilonbségek és belsé mozgasok 1j aspektusait ismertem fel.
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Abstract

Throughout the course of my PhD work I investigated protein structural motifs that
play a role in neural signaling processes, using two bioinformatics methods on which I
have carried out further development. While PDZ domains have long been known to
be important in the organization of postsynaptic density, I identified synaptic proteins
containing single a-helices in the research.

The single a-helix is a rare structural motif that is stabilized and characterized by
a regularly repeating alternation of charged amino acids. The exact role of these do-
mains remains unclear, the small number of experimentally determined SAH domains
makes their study further complicated. Existing structure prediction algorithms usually
— and incorrectly — identify SAH domains as coiled-coil regions. To better understand
the functions of this domain, their accurate algorithmical, in silico detection is essential.
The new experimental results highlighted that the sensitivity and specificity of the al-
gorithms created by the group for this purpose can be further increased by fine-tuning
their parameterization and applying a helicity filter. With the help of the improved pa-
rameterization, I have identified several previously unrecognized SAH motifs in proteins,
some of them also involved in synaptic processes.

Structural protein ensembles which also represent the dynamic properties acquired
from experimental parameters are playing an increasingly important role in understand-
ing the functions of proteins. Such ensebles are often generated by molecular dynamics
simulation, with experimentally determined values used as restraining parameters. Since
dynamics can only be interpreted in an enseble-based manner, a specialized tool was
needed to assess the correspondence of such ensembles to experimental data. To achieve
this end, I have modernized and added new features to the CoNSEnsX server. The most
important new feature added by me is the selection function, which generates a sub-
ensemble with the parameterization provided by the user, while maximizing compliance
with the experimental parameters.

The PDZ (PSD-95/Discs-large/Z01) domains are involved in protein recognition and
interaction. During interaction the PDZ domain usually binds the C-terminus of the li-
gand protein. The domain also contributes to the formation of larger protein complexes
that play an important role in neural signaling. The internal dynamics of the domains,
such as conformational entropy changes during ligand binding or allosteric modulation
are thought to play an important role in the biological function of the molecule. By com-
parative analysis of the dynamic structural ensembles of PDZ domains I have identified

new aspects of structural differences and internal movements between domains.
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Bevezetd

A fehérjék szerkezeteinek és funcidinak tanulmanyozéasa soran egyre nagyobb szerepet
kapnak a szerkezetek dinamikai tulajdonséigai, mivel felismerték a szerkezetek belsé moz-
gasainak funkcionélis szerepét. A szerkezetmeghatarozashoz hasznélt kisérleti modszerek
régebben nem tették lehetdvé a szerkezetek mozgasainak részletes megfigyelését, amibdl
az a téves kovetkeztetés sziiletett, hogy a fehérjék egy jol koriilhatarolhato, rigid szerke-
zettel rendelkeznek. Az egyik els6 szerkezetmeghatérozasra hasznalt kisérleti modszer a
rontgenkrisztallografia, ami — ahogy a modszer nevében is megjelenik — egy fehérje egy-
kristaly diffrakcios vizsgalata. A kristalyositott — meglehetésen életszertitlen — &llapotban
a fehérjék eleve képtelenek a mozgasra, igy a szerkezetek dinamikai tulajdonsagaira csak
kovetkeztetni lehet.

A maéagneses magrezonancia spektroszkopia (nuclear magnetic resonance spectroscopy -
NMR) az els6 kisérletes modszer, amivel a szerkezetek atomi szintii meghatérozasa mellett
azok dinamikai tulajdonsagairol is informécié nyerhets. A fehérjeszerkezetek dinamikus
szerepe a fehérjék modellezésében is megjelent a dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok
formajaban, mivel egy modellel nem irhat6 le a szerkezet altal bejart konformécios tér.
Ebben a konformaciés térbeli allapotok koézott egy dinamikus egyensily figyelheté meg,
mely egyensily eltolodasa is hatéassal lehet a fehérje biologiai tulajdonsagaira.

A fehérjeszerkezetek sokasigként valo reprezentalédsa mellett szél az, hogy egyes rend-
szerek esetében az egy konformerre épiil6 modellek nem reprezentaljak jol az adott fehérje
tényleges strukturajat. Jo példat adnak erre a rendezetlen fehérjék (intrinsically disor-
dered proteins — IDPs), melyeknek a globularis fehérjékhez viszonyitott nagyfoka hajlé-
konysiga hamar ravilagitott a tényre, hogy az ilyen szerkezeteket csak sokasagként lehet
jellemezni. Az ilyen fehérjeszerkezetek erésen dinamikus szerkezete sok, eddig ismeretlen
biokémiai mechanizmus felfedezésében segitett, bar ezek atomi szinti jellemzése gyakran
nehézkes.

A manapsag leginkabb gyiimolcstzének tekintett megkozelités a kisérletek és a szami-
tasok kombinacidja, ahol a mérésekbdl szarmazd paramétereket megfelels térbeli interp-
retacio segitségével kényszerfeltételként hasznaljuk fel molekuladinamikai szamitasokban.
Ez a megkdzelités nagyban hasonlit a hagyoméanyos szerkezetmeghatarozashoz, az eltérés
a kisérleti eredmények felhasznalasaban rejlik. A dinamikat tiikkrozé sokasagok elGallitéa-
sa soran ugyanis a paraméterek értelmezése ténylegesen is sokasagalapil, azaz ahelyett,
hogy minden egyes konformertdl elvarnank, hogy minden kisérleti adatnak megfeleljen, a
megfelelést a teljes sokasagon értelmezziik és varjuk el.

A fehérjék tipikusan egymaéasba atalakulo/atalakithaté konformerek forméjaban van-
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nagy variabilitast mutatnak az egyes fehérjék kozt. Ezek az éallapotok felelGsek azért,
hogy a fehérjemolekulak véltozatos és specifikus feladatokat tudnak ellatni. Elgfordulo
mozgasaik az idGskalan 14 nagysagrendet fednek le, melyek egyiittes vizsgalata csak tobb
kisérleti eljaras alkalmazéaséaval valosithaté meg. A molekuldk térbeli valtozéasaik révén
eltérs affinitast mutatnak kiilonb6zd ligandumok felé, ezért egy specifikus ligandum meg-
léte/hozzaadasa el tudja mozditani a rendszer dinamikus egyenstlyi helyzetét a magasabb
affinitast konformerek iranyaba, melyek az adott ligandum hidnydban csak nagyon kis
hanyadban vannak jelen.

Bar a molekuladinamikai szimulaciéban felhasznalt modszerek folyamatos fejlesztés
alatt allnak, ezek a szimuléacidk altaldnos esetben nem adjak vissza a kisérleti Giton meg-
allapitott dinamikai jellemzGket. Az egyik lehetGség a szamitott és a mért paraméterek
kozotti eltérések csokkentésére, hogy a szimulacié soran olyan megkotéseket tesziink a
sokasagra, melyek nem engedik, hogy a szimulalt mozgasok nagyban eltérjenek a megfi-
gyelt mozgasoktol. A sokasag nagysaganak novekedésével meglehetésen bonyolulttéa valik
a paraméterek sokasag alapu atlagolasa, illetve a modell til- és az alulhatarozottsaga-
nak elkeriilése. Problémat jelenthet, hogy a sokasdg méretének novelésével az atlagolas
sok erdforrast foglal le (pl. parhuzamos multireplika szimulaciok esetén), illetve hogy az
egyes paraméterek esetén a tulillesztés elkeriilésére mas effektiv sokasagméretet kell fi-
gyelembe venni. Egy alternativ megkozelités a sztochasztikus optimalizacié alkalmazasa,
melynek soran sok konformert készitenek el szimulécioval, majd iterativan szelektaljak
a sokasdgban 1év6 konformereket, amig a sokasag megfelel a kivant paramétereknek. A
modszert tobbnyire funkcionalisan rendezetlen fehérje szegmensek kiszamitasaban alkal-
magzzak, ahol nagy konformacios tér all rendelkezésre, igy hatékonyan lehet alkalmazni az
iterativ optimalizacids eljarést.

A munka soran felmeriilt az igény egy eszkozre, amivel az ilyen, molekuladinamikai
szimulacioval elGallitott dinamikus szerkezeti sokasagok feldolgozasa és elemzése rutinsze-
riden megoldhaté. Ezzel a céllal tovabbfejlesztettem és 1 funkciokkal lattam el a csoport
altal el6z6leg implementalt CoNSEnsX szervert, amely dinamikus szerkezeti sokasagok és
a kisérletileg megallapitott paraméterek keresztvalidacidjara szolgal. A tovabbfejlesztett
verzi6val tortént a kovetkez6kben bemutatott valamennyi szerkezeti sokasig elemzésre,

illetve a szelektalt alsokaségok esetén ezek elGallitasra.
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1. fejezet

Irodalmi attekintés

1.1. A maganyos a-hélix (SAH) motivum

1.1.1. Az o-hélixek és szuperhélixek

A fehérjeszerkezetek egyik elséként felfedezett masodlagos szerkezeti eleme az tgyne-
vezett a-hélix. Az a-hélix egy szabalyosan tekeredd, spiral forméaja szerkezet, melyet a
hélixet alkot6 aminosavak masodlagos kotései, hidrogénkotések stabilizdlnak. Az eléfor-
duld és vizsgalt esetek tobbségében azonban az o-hélix fennmaradasahoz oldatfiazisban
nem elégséges a masodlagos szerkezetbdl fakado kotések megléte, hanem a polipeptidlanc
egyéb részeivel, transzmembran fehérjék esetében a lipid kettdsréteggel kialakitott tovabbi
kolesonhatésok stabilizaljak a tekercset. Az a-hélixek gyakran szuperhélixek (coiled-coil)
formajaban talalhatok meg, amiket két vagy tobb egymésba csavarodott o-hélix alkot,
melyek az o-hélixekben periodikusan ismétl6dd hidroféb régiok mentén kapcsoldédnak.

Becslések szerint a humén proteom (a genomban kodolt és kifejezett fehérjék Gsszes-
sége) 11%-aban megtalalhatok ezek a szuperhélixek. Az o-hélixek menetmagassaga 3,6
aminosav, viszont a feltekeredett allapotban a periodikusan ismétl6dé apolaris régiok
egyméstol 3,5 aminosav tavolsadgra vannak, tehét 7 aminosavakként keriilnek atfedésbe.
Az jobbmenetes hélixek atfedésben lévE apolaris régiok maguk is egy balmenetes hélixet
alkotnak. A szuperhélix dimerizéci6ja soran az atfedést alkot6 apolaris régidk a molekula
kozepén vannak, ami stabilizalja az igy kialakult szerkezetet. A dimereken kiviil elfordul-
nak még trimer, s6t haromnal is tébb hélixbdl felépiils szuperhélix szerkezetek. A lancok
lefutéasa lehet paralel vagy antiparalel, illetve t&bb hélix esetén vegyes.

A szuperhélix szerkezetet felvevs szekvencidkra ismétl6ds motivumok megléte jellem-
z6. A leggyakoribb az un. heptad ismétddés, amikor hét aminosav alkot egy egységet.
Az abcdefg jelolést alkalmazva az a és d poziciokban hidroféb aminosavak, jellemz&en
leucin, izoleucin, valin taldlhatok, az e és g pozicidkban pedig toltéssel rendelkezék, mint
arginin, lizin, glutaminsav. El6bbiek a szuperhélix belseje felé fordulva a hidroféb varrat
kialakitasaban vesznek részt, utébbiak a kiils6 oldalon séhidakat alkothatnak, melyeknek
tovabbi stabilizald szerepe van. A hidroféb és a hidrofil felszinek ilyen elkiiloniilése miatt
az ilyen hélixeket amfipatikus hélixeknek is szokas nevezni.

A szuperhélix szerkezetet alkotd szekvenciaszakaszok predikcidja tipikusan a heptad
ismétlgdés felismerésén alapul. Manapsag szamos modszer 1étezik, a legkordbbiak tn.
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pozicidéspecikus pontozomatrixot (position specific scoring matrix - PSSM) hasznélnak,
a késébbiek kozott vannak rejtett Markov modellt (hidden Markov model, HMM) vagy
akar mélytanulast (deep learning) hasznalo algoritmusok. Mindezek ellenére a szuper-
hélix szakaszok felismerése ma sem tekinthetd teljesen megoldottnak, az algoritmusok
érzékenysége meglepGen alacsony [47, 45]. Ezen feliill a heptad ismétlgdésekre jellemzs
aminosaveloszlas, f6leg a nagyobb hidroféb oldallanccal rendelkezs aminosavak ritkasaga
miatt a szuperhélix szakaszokat szdmos arra specializalt program funkcionélisan rende-

zetlenként azonositja [47].

1.1.2. A maganyos o-hélix (SAH) szerkezete

Annak ellenére, hogy altalaban az egyszala o-hélixek énmagukban nem stabilak, megfi-
gyelhetd, hogy specifikus aminosav szekvenciak megléte esetén (pl. négy glutaminsav (E)
és négy pozitiv toltést aminosav, az arginin (R) és lizin (K) valtakozo ismétlgdése) stabil
a-hélixek alakulhatnak ki a harmadlagos-negyedleges szerkezet stabilizald hatasa nélkiil.
megtalalhato [46]. A maganyos o-hélixek (singe alpha helix - SAH) megtalalasat nehe-
ziti, hogy az algoritmusok &ltal keresett toltéssel rendelkezd régidk a szuperhélixekben
is megtalalhatok, bar a toltéssel rendelkezé aminosavak aranya a SAH doménekben ma-
gasabb. Emiatt az algoritmusok altal detektalt szuperhélixek egy része vélhetGen SAH
domén, de ezek egyértemi megallapitasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek [39]. A SAH
domén kialakulésa akkor valdszintisithets, ha negativ és a pozitiv toltésti aminosavak is
nagy szdmban vannak jelen, viszont hianyzik a hidrofob varrat (a szuperhélixek esetén
a szuperhélixet alkoto o-hélixek atlapolodasi helyei), valamint minél tobb hélixen beliili
E-K, R-K interakci6 jon létre.

1.1.3. A maganyos a-hélix vélt szerepei

Habar a SAH domének sokkal elterjedtebbek, mint amilyennek a felfedezésiikkor vél-
ték Gket, a domének pontos szerepe nem tisztazott, viszont a jelenlétiik tobb esetben
jol valoszintsithets fizikai jelent&sséggel birhat. Ezen funkciok egyike a miozin moleku-
la karjanak meghosszabbitasa, mely megnoveli az egy erdkifejtés/fordulat alatt a miozin
molekula aktin szalon megtett tavolsagat. Mérésekkel igazoltak, hogy a miozin egyes faj-
taiban talalhat6 SAH domének elég merevek ezen kar-meghosszabité funkcié betoltéséhez
6].

A SAH domének a miozin csalad molekuldin kiviil is gyakoriak. A domén fizikai tu-
lajdonsagai, merevsége és rugalmassaga, alkalmasséa teszik molekula szerkezeti elemeinek
fix, de rugalmas 6sszekotésére. Ezen feliill a SAH domén kis htizo er§ hataséara képes lete-
keredni, mikozben a hélix altal generalt eré nem valtozik, akarcsak egy allandé ereji rugd
esetén [55]. Ez a jelenség a SAH domént tartalmazé miozin molekulék karjaiban is szere-
pet jatszhat, mivel a SAH domén letekeredésével elnyelt energianak hatasa lehet a teljes
motor molekula mitkédésére. Molekuladinamikai szimulaciok alapjan a letekeredett SAH
részek teljesen és gyorsan visszanyerik eredeti szerkezetiiket a huzo er§ megsziinésével.

A letekeredés altal elnyelt energia a motor fehérjék miikodése soran elGsegitheti, hogy
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B .~ ™\ C

Belore Alter
IPe F Powerstroke Powerslroke

1.1. abra. SAH domén a miozin 10 molekula karjdin [39]. A: a SAH domén
a miozin 8 kalmodulint koté IQ motivumbdl dllé karjihoz foly-
tatdlagosan csatlakozik. A fekete myillal jelzett tdvolsdg az, amit
a miozin molekula egy lépésben megtesz az aktin filamentumon a
SAH domén nélkil. B: Ha a SAH domén meghosszabbitja a miozin
molekula karjdt, egy ciklus alatt nagyobb tdvolsdgot (piros nyil) tud
megtenni az aktin filamentumon. C: A miozin 10 molekula elekt-
ronmikroszkopos képe.

a motor fehérje a vontatott szallitmany elakadésa esetén is alland6 erskifejtés mellett az
aktin filamentumok &ltal kijellt palyajan tudjon maradni, amig a szallitmany ajra ki nem
szabadul. Ezt a feltételezést alatamasztjak azok a felismerések, miszerint a fehérjéknek
egy igen zsifolt kozegben kell végezniiik munkajukat: Egy emlds sejt térfogatanak kb. 20
szazalaka fehérjékbol all, ami sejtenként 10000-20000 kiilon fehérjét jelent [6].

Emellett a korai elemzések ramutattak arra is, hogy a SAH motivum az RNS-kéts
fehérjékben is gyakoriak [18]. Ennek pontos jelent@sége nem ismert, ugyanis a SAH jelen
ismereteink szerint nem vesz kdzvetleniil részt az RNS-molekulakkal valé kdlesénhatésok
kialakitasaban. A sejtmagban RNS-eket megk6ts paraspeckle nevii képletet alkoté PSPC
és NONO fehérjékbdl allo multimer modellezése azt sugallja, hogy ebben az esetben a
SAH az RNS-két6 RRM domének kozotti megfelels tavolsagtartast biztositja [13].

Ezen feltételezett funkciok vélhetSen csak egy izelitét adnak a SAH domén altal be-
toltott /betolthetd funkciokrol. A domén egyéb szerepeinek megismeréséhez tovabbi, SAH
domént tartalmazo fehérjék elemzésére lenne sziikség. Mivel az aminosav szekvencia alap-
jan a SAH domén sokszor szuperhélixként keriil detektalasra, fontos a SAH detektalo

algoritmusok specifikussaganak fejlesztése, ezek megbizhatobbé tétele.

1.1.4. Algoritmusok a maganyos a-hélixek detektalasara

A maganyos a-hélixek detektélasara tobb aloritmus is késziilt, mivel a szerkezeti tulaj-
donsagaibdl kifolyolag egy SAH detektédlasa jol algoritmizalhato. Az egyik elsd erre a
célra késziilt program a SCAN4CSAH (48], amely tobbek kozt a magényos o-hélixeket
jellemzden stabilizalo séhidakat keres. Az algoritmus sulyozott, pozitiv vagy negativ pont-
szamokkal latja el a szekvenciat, annak fiiggvényében, hogy a lokalis szekvencia alapjan
mennyire valoszintsithetd SAH kialakulasa. A pontozott, a-hélixet stabilizald tulajdon-

sagok a kovetkezdk:
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1. egymastol 3-4 aminosav téavolsagra talalhato, ellentétes toltésti aminosavak (pl.
KxxxE )

2. egymastol egyenként 3-4 tavolsagra lévé harom, valtakozo6 toltottségli aminosavak
(pl. ExxxRxxxE)

3. az ellentétesen toltott aminosavak egyméshoz viszonyitott orientacidja

Az o-hélix kialakulasat hatraltato {6 tényezk azok az ionos vonzoé és taszitd koleson-
hatasok, amelyek destabilizdlnak a hélixet, mint példaul az egymés melletti ellentétes
toltést oldallancok vagy az azonos toltést, egymastol 3-4 aminosav tévolsagra 1évil ami-
nosavak. Az igy pontozasra keriil6 potenciélis SAH szegmensek ezutan a hosszuk alapjan
normalizalasra keriilnek, hogy a hosszt, de gyengén t6ltott szekvenciak ne jelenjenek meg
a talalatok kozott.

Az FT CHARGE [48] program egy Fourier transzformaci6 alapt eljarast implemental,
ahol a szekvenciaban talalhato toltések tavolsaganak fliggvényét abrazolja a kiszamitott
spektrum. A kovetkezé aminosavak kapnak hozzarendelt toltés értéket: Asp és Glu: -1;
His: +0,5; Arg és Lys: +1, minden més aminosav toltés értéke 0. Ezen értékekre a Fourier
transzformécié méar kozvetleniil is alkalmazhat6. A szekvencialis téavolsagok kiemelésére

egy toltés korrelacid fiiggvény is definialhato:

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

i=1

ahol ¢(i) az i. aminosavhoz rendelt toltés és m a szekvencia hossza. Ez a fliggvény érzéke-
nyebb a toltési mintazatok valtozasara, mintha csak az amiosavakhoz rendelt toltottség
értékeket direkt modon vizsgalnank. Mivel az Fourier spektrumban megfigyelt amplita-
dok fliggnek a szekvencia toltéssiirtiségétsl, nem lehet egy fix hatarértéket definialni, ami
f6l6tt valdszintleg SAH-t talalt az algoritmus. A probléma megoldhaté egy statisztikai
modszer alkalmazésaval: az eredeti szekvencidboél szarmazo6 Fourier transzformécié ampli-
tudoéi az ugyanebbdl a szekvencioboél késziilt, randomizalt szekvencidk Fourier spektrum-
beli amplitidoival keriilnek Gsszevetésre. Ezen Osszehasonlitas alapjan megéllapithato,
hogy a megfigyelt nagy amplitidok a szekvencia altalanosan nagyobb toltésstriségének
a kovetkezményei, vagy valoban SAH specifikus toltottség mintézatot talalt az algoritmus.
Ennek hatranya, hogy a robusztussaghoz nagyszamu random szekvencia sziikséges, ami
egy konkrét szekvenciabol torténd generalas esetében nagyon idGigényes. Az algoritmus
egy kés6bbi valtozataban [18] a szerzok eldre elkészitett random szekvencidkbol szér-
magztatott eloszlast hasznéltak a szignifikancia eldontésére. Haromféle, csupan alanint,
arginint és glutaminsavat elére maghatéarozott, 10%-os lépésekben valtozod ardnyokban
tartalmaz6 szekvencidkat — gyakorisagonként és hosszisagonként 5000 darabot — allitot-
tak eld, és az ezeken detektalt mintazatra Gn. extrémérték-eloszlast (extreme value dis-
tribution - EVD) illesztettek. A valos szekvenciak vizsgalatakor az Gsszetételben ahhoz
legkozelebb all6 random szekvencidkbol kapott eloszlédsbol kapott P-értéket hasznéljak

fel, igy a szignifikancia az egyedi szekvenciak randomizalédséanal jobban reprodukalhato.
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SAH régiok detektalasara a szuperhélix keres6 algoritmusok is felhasznalhatoak, ebben
az esetben a SAH kialakulasat elGsegits tényezdket és a SAH-ra jellemz6 aminosav min-
tazatokat kell keresni. A Waggawagga 44| webszerver Gsszehasonlité elemzést kinal hét
szuperhélix keress (Marcoil, Multicoil, Multicoil2, Ncoils, Paircoil, Paircoil2) és harom oli-
gometrizacios allapotot becsls algoritmus (Scorer, PrOCoil és LOGICOIL) kimenetébdl.
Az algoritmusok kimeneteinek vizualizélasaval a hélixen beliili interakcidk szemrevéte-
lezésével azonosithatoak a potencialis SAH domének (hidroféb varrat hianya). Emellett
a szerver egy SAH pontszamot is szamit a SAH kialakulasat el@segits interakciok és a
vizsgalt szekvencia szakasz hosszanak fliggvényében. A SAH detektalas / pontszam sza-
mitas soran a szerver a SAH definiciojat is alkoté ER-K aminosav kapcsolatokat veszi
csak figyelembe, az ettdl eltérd szerkezet monomer o-hélixeket a szerver nem detektéalja.

A SAH régiok detektalasanak nehézsége a motivum ritkasagabol adodik. Egyelére na-
gyon kevés kisérletes adat all rendelkezésiinkre részletesen jellemzett SAH szakaszokrol.
Bar a toltésmintézat szerepe altalanossdgban ismertnek mondhato, a pontos biofizikai
részletek, a motivum kialakitdsdhoz sziikséges toltésstirtiség és a toltések valtakozasa-
nak szabalyszertisége egyelére nem megfelels részletességgel ismert feltételek. Az elsd,
szisztematikusnak mondhato6 kisérleti munkat csak 2015-ben publikaltak [5]. Ezért az
els6 algoritmusok kidolgozésa soréan azok szerz6i nagy hangsulyt fektettek a predikcios
eredmények specifikussdgara, ami természetszertiileg az érzékenység rovasidra ment. Az
FT CHARGE és a SCAN4CSAH eljarasok kombinalasanak éppen az volt a célja, hogy
egy szigoru kritériumrendszer segitségével a hamis pozitiv talalatok szaméat minimalizalja.
Igy bar elérték, hogy a mindkét eljaras altal magas pontszammal detektalt SAH szaka-
szok kisérletileg igazolhatoan stabil monomer hélixet alkottak [48], szdmos SAH domént
nem tudtak azonositani. A két eljaras konszenzusaval talalt nagy mennyiségii szekvencia
elemzése soran ugyanakkor az is kideriilt, hogy léteznek nagy toltéssiirtiségli és szaba-
lyos ismétlsdést mutato, de egyuttal prolinban gazdag szekvenciak is, amelyek varhatéan
nem képesek o-helikélis szerkezet kialakitasara a prolin aminosav "hélixtord’ tulajdonsaga
miatt. Az eredeti FT CHARGE implementécio lassusaga miatt fejlesztések kezd&dtek
az algoritmus FPGA platformra torténd atiiltetésére, mely lehet6vé tette a korabbiaknél
joval nagyobb méreti adathalmazok gyors feldolgozasat, ezéaltal a vizsgalhato tesztese-
tek szaméanak radikalkis novelését. Igy mind a sziikséglet, mind a lehetdség adott volt az

algoritmus tjraparaméterezéséhez és proteom-szintii adatok Gjraelemzéséhez.

1.2. A PDZ domének

A PDZ domének a fehérje-fehérje felismerésben és interakciéban vesznek részt, mellyel
hozzéjarulnak tobbek kozt a jel-/ingeriiletatviteli utvonalakhoz nélkiilozhetetlen fehérje
komplexumok létrehozésahoz. A PDZ doméneket is tartalmazé fehérjéket kodold gének
mutacidja az emberben orokletes (és jelenleg gyogyithatatlan) idegrendszeri megbetege-
désekkel hozhato Osszefiiggésbe, mint példaul a 3. tipusia Usher-szindréma (fokozatosan
kialakulhato latés- és hallascsokkenést okozo) vagy a Dejerine—Sottas betegség (a perifé-
rids idegek karosodasa altal kivaltott progressziv izomsorvadas).

A koriilbeliil 90 aminosavbol 4116 szekvencia igen elterjedt, megtaldlhato to6bbek kozott
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a muslica (Drosophila) fotoreceptoraiban és az eml8sok szinapszisaiban, és a megszekven-
alt genomokban az egyik leggyakrabban el6fordulé domén [22|. Maga az elnevezés egy
mozaikszd, amely abbdl a harom fehérje nevébdl all 6ssze, melyekben elGszor kimutattak
a PDZ domént, ezek a posztszinaptikus PSD-95, a muslicaban taldlhatd szoros csomo-

pontokban (tight junction) 1év6 Discs-large és a ZO-1 fehérjék.

1.2.1. A PDZ domének szerkezeti jellegzetességei

A fehérje-fehérje kolecsonhatasokban betoltott szerepe a fehérje szerkezeti adottsagaira ve-
zethet§ vissza. A peptid ligandumok kétShelye BB redd és az oB hélix hatérolta kotézseb,
melyben a kots fehérje B-reddje hozzdadodik a kétézseb B-reddjéhez [21]. A kétés so-
ran a kis kétGzsebbe a ligandum peptid koriilbeliil 5 aminosav hosszusagu C-terminéalisa
ékelsdik be, a zseb toltottsége a hidroféb aminosavakkal (valin, izoleucin, leucin) vég-
z6d6 szekvencidk kotGdésének kedvez. A C-terminalisokon kiviil az ehhez hasonlé belsd

motivumok is részt vehetnek a PDZ doménnel kialakitott kotésben.
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1.2. dbra. A peptid felismerés mechanizmusa a PDZ doménben. A: A PSD-
95 3. PDZ doméngjének szalagdiagramos dbrdzoldsa (piros) kotitt
peptiddel (kék). A kotott peptid C-termindlisdnak oldalldncai botdi-
agram formdban ki vannak emelve. B: A peptid kétézseb diagram-
ja. A szaggatott piros vonalak a hidrogén kétéseket jellik. C: Az
(A) struktire feliileti reprezentdcidja a kdtdzsebek megnevezéséul.

[21]

Mivel a PDZ domén révid, flexibilis C-terminéalisokat és az ehhez hasonld szerkezetii
bels6 motivumokat kot, ezért gyakorlatilag szinte minden fehérjével képes kotést kiala-

kitani, kiilonésen a membran fehérjék irant mutat nagyobb affinitdst, mint példaul az
13
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ion csatornak, amik jellemzéen rovid C-terminéalissal rendelkeznek. A kotés a ligandum
tekintetében is "kimélg", a kotott ligandum szerkezete nem modosul a szabad allapothoz

képest [22],a tranziens kotddés miatt az egyensily gyorsan és konnyen atrendezdédik.

1.2.2. A PDZ domének ligandum kétési tulajdonsagai

A PDZ domének egy fehérjén beliil csoportokban is megfigyelhet6k — bar ennek jelents-
sége nem tisztédzott — valdszintleg a ligandumokkal torténd kotési affinitassal fiigg Gssze.
Emellett a bels6 doménekhez valdé kapcsolodéssal a PDZ doméneket tartalmazéd fehér-
jék képesek fehérjeszerkezetek sszelancolaséara (scaffolding), amivel tobb doménbdl allo
fehérjekomplexel jonnek létre.

A PDZ domének kotési preferenciaik alapjan (legalabb) harom osztélyba sorolhatoak,
ezek rendre a S/T — X —® -COOH, ® - X -—®-COOH ésa X — X —C - COOH
motivumokat ismerik fel, ahol ® egy hidrofob és X egy tetszGleges aminosavat jeldl.
A kotott helyzetben a (-reddk stabilizaljak a ligandum helyzetét, melyben a ligandum
kotésben részt vevs oldallanca egyenesen a PDZ domén kétézsebe felé mutat. Igy a lig-

andum [-redGjének és a polarizalt oldallanc helyzetére vezethetd vissza a domén kotési

C-terminalis
motivum
I /C) belsd motivum

"head-to-tail"
oligomerizacio

specifitasa.

lipidek

1.3. Abra. A PDZ domén legaldbb négy fajta interakcidban vehet részt: C-
terminalis motivum felismerés, belsd szerkezeti motivum felisme-
rés, PDZ-PDZ dimerizdcid és lipidek felismerése. [37]

A rovid C-terminalisokra vonatkozé kotési affinitas mellett a PDZ domén képes felis-
merni belsd fehérje motivumokat is, amennyiben azok térszerkezeti szempontb6l hasonlo-
ak a lanc végzddéshez. A kotés ezen fajtaja jellemzGen csak akkor jon létre, ha a ligandum
peptid C-terminélisa a ligandum szerkezetébdl kifolyolag nehezen elérhetd, térbeli helyze-
te megneheziti vagy ellehetetleniti a kotés kialakitasat. A domén kotési specifitdsa miatt
ilyen, a ligandum bels§ motivuméval kialakitott kotés vélhet&en ritkdbban jon létre, mivel
a domén kotési helyének geometriaja és polarizéltsiga kiemelked&en specifikus.
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1.4. Abra. PDZ domének (rézsaszin) moduldris szervezettség szerint kate-
gorizdlva (multi-PDZ fehérjék, MAGUK fehérjecsaldd, PDZ és
egyéb doméneket is tartalmazo fehérjék). Fontosabb réviditések:
SH3 - Src-homology 8 domén, GUK: guanylate-kinase-like domén,
CaMK - calmodulin kindz domén [37]

1.3. Szerkezeti sokasagok és szerepiik a fehérjemiikodés megértésében

Az egyik els§ kisérleti modszer, amivel megoldhaté a molekulak atomi szinti szerkezeté-
nek meghatarozasa a méra mar évszazados multra visszatekinté rontgenkrisztallogréafia.
Habéar a mérés soran hasznalt kristalyositott fehérjébdl kovetkeztetni lehet azok belss szer-
kezeti rendezetlenségére, a szerkezetmeghatarozas eléfeltétele a homogén szerkezetd mo-
lekulakbol elgallitott fehérje egykristaly. Ezen kisérletek eredményei alapjén a fehérjéket
sokaig rigid haromdimenzios strukturakként kezelték. A fehérjék azonban vizes kézegben,
igy a sejten beliil is, dinamikus viselkedést mutatnak, szdmos konformer tart egymassal
egyenstlyt. A magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia fejlédésével lehetéve valt
a fehérjeszerkezetek oldat fazisban torténd mérése, ez jelenleg a legalkalmasabb kisérleti
modszer a molekulaszerkezetek belsé mozgasainak tobb idGskalan torténd, atomi szintd
vizsgalatara. Mivel a mérés oldatfazisban torténik, a fehérje molekulaknak lehet&ségiik
van mozogni, illetve a természetes kornyezetiikben feltételezett konformacios allapotu-

kat megtartani (a fehérjék kristalyositésa a konformécios variabilitas szempontjabol egy
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komoly beavatkozas). Ezzel fény deriilt a fehérjeszerkezetek addig részleteiben nem is-
mert - nem mérhet§ dinamikus jellegére, ami jol illeszthets az addigra mér feltérképezett
statikus modellekhez.

A biomakromolekulak, mint a fehérjék is, tipikusan egymasba atalakulo/atalakithato
ezen allapotokat elvéilasztd gatak nagy variabilitast mutatnak az egyes fehérjék kozt. Ezek
az allapotok felelGsek azért, hogy a fehérjemolekulak véltozatos és specifikus feladatokat
tudnak ellatni. El6fordulé mozgasaik az iddskalan 14 nagysagrendet fednek le és ezek egy
kisérlet keretében torténd egyiittes vizsgalatéara jelenleg nincs modszer. [19] A molekulak
térbeli valtozéasaik révén eltérd affinitdst mutatnak kiilénbozg ligandumok felé, ezért egy
specifikus ligandum megléte /hozzaadasa el tudja mozditani a rendszer dinamikus egyen-
sulyi helyzetét a magasabb affinitastt konformerek irdnyaba, melyek az adott ligandum
hianyaban csak nagyon kis hanyadban vannak jelen.

A fehérjeszerkezetek kutatasdban az utdbbi években egy régi észrevétel kapott djra
nagyobb figyelmet, miszerint a fehérjéket nem egy adott szerkezet jellemzi, melyet adott
esetben valamilyen kisérleti eljarassal felderitettek, hanem sokkal inkabb a fehérjére jel-
lemz6 konformerek sokasaga. Ennek ellenére a mai napig kevés olyan atomi szint modell
létezik, mely a folyamatot részleteiben jellemezné. [60] Bar vannak eljarasok, melyek
keretében kiszamithatoak konformécios sokasagok, melyek kiilonb6zd idéskalakon is jol
jellemzik az adott molekula bels§ dinamikajat [27], ezek még nem &altalanosan elfogadott
modszerek, és bar egyre tobb kutatocsoport foglalkozik ezekkel, alkalmazésuk messze nem

tekinthetd rutinszertinek.

1.3.1. NMR és a fehérjék belsé dinamikaja

Az NMR spektroszkopias mérések szdmos, ezeket a bels§ mozgasokat jellemz§ paramé-
tere a sokasag tulajdonségait jellemzé atlag, bar az atlagolési eljarasok paraméterenként
eltéréek lehetnek. Az S? rendparaméterek eleve a sokasagra vonatkoznak, az NOE tavol-
ség értékek 179, a tobbi paraméter aritmetikai atlagolassal keriil kiszdmitasra. [3] Ezen
informaciok felhasznalasa az atomi szintd szimulacidban megkoveteli a mogottes fizikai
interpretacié helyességét. A harom leggyakrabban alkalmazott NMR paraméter a nukle-
aris Overhauser effektus (NOE), a maradvany dipolaris csatolas (RDC) és a Lipari-Szabo
féle altalanos rendparaméter (S?). Bar a modszer lehetévé teszi egy vizsgéilat kereté-
ben a tobb iddskilan torténs megfigyelést, az igy meghatérozott, a molekula dinamika-
jat jellemzd paramétereket gyakran csak kiegészits informécioként mellékelik a statikus
strukturalis modellekhez. Fontos szempont az NMR spektroszkopiaval elGallitott model-
lek esetén, hogy a meghatarozott paraméterek a sokasigot jellemzik, nem pedig konkrét
konformereket. A sokasag a fehérjék az adott idéskalan torténd belsd mozgékonysigarol
ad informéciot, segitve ezzel a bels§ mozgésok biologiai szerepének megértését.

A sokasagok elemzésekor tekintetbe kell venniink, hogy pontosan milyen paramétere-
ket vettiink figyelembe az elGallitasuk soran, és azok milyen id&skalan torténd mozgasokat
reprezentalnak. A sokasagok értékelésekor lényeges az un. tulillesztés elkeriilése, ugyanis

tobb konformaéci6 atlaga a tobb szabadsagi fok miatt kénnyebben megfeleltethets a mé-
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résekbdl szarmazoé adatoknak, mint egyetlen szerkezet. Nagyon fontos a keresztvalidacio,
amikor a sokasag elGallitasahoz nem felhasznélt paraméterekkel vald egyezést vizsgéljuk, a
kiindulasi szerkezetektsl valo eltérések mértékét az egyes konformerek esetében, valamint
més, ismert tulajdonsagu sokasagokkal vald Osszevetés is sziikséges lehet. A keresztvalida-
ci6 egyik célja lehet annak ellendrzése, hogy a molekuladinamikai szimuléciéval elGallitott
sokasagban a kisérleti paramétereknek torténd megfelelés javult vagy romlott a kiindu-
lasi sokasagokhoz képest. A sokasidgok Osszehasonlitasaban alkalmazott modszerek kézos
alapja a sokasag valoszintiség- eloszlasanak megbecslése, valamint ezen eloszlasok késébbi
Osszehasonlitasa. De nemcsak a szerkezetnek, hanem a szerkezetek valtozéasait jellemzé
dinamikanak is jelent&s szerepe van a funkcié meghatérozésaban. Erre a dinamikéara a

sokaségokban el6fordul6 szerkezetek és ezek eloszlasa enged kévetkeztetni.

1.3.2. A fehérjeszerkezetek modelljei

A szerkezeti bioldgidban a természettudoméanyos megkdzelitésnek megfeleléen minden
térszerkezet modellnek tekintendd, a sokasag-alapt megkozelités 1) modellek felallitasat
jelenti. A modellnek igazodnia kell az adott feladathoz, mivel nem reélis elvaras, hogy
minden modell minden feladathoz jol felhasznélhat6 legyen. A modellek pontossaga csak
keresztvalidacion keresztiil igazolhato, mivel az modellek felallitasa sorén kiillénb6z6 hibak
is a modellbe keriilnek. Lehetséges validacios mddszer ugyanazon molekula szerkezetének
kisérleti megéllapitasa tobb modszerrel, példdul NMR, spektroszképiaval és rontgenkrisz-
tallografidval is. Ha a modell felallitasa jol sikeriilt, akkor a kisérleti iton meghatérozott
paramétereknek jo egyezést kell mutatniuk a modell paramétereivel.

Altalanos modszer az NMR mérésekbdl szarmaztatott paraméterek felhasznalasara,
hogy el6szor egy nagy szamossagu konformer sokasag késziil, melynek szimulalésa soran
a kisérletileg meghatarozott paraméterek megszorité6 paraméterként keriilnek alkalmazas-
ra. A szimulacié célja, hogy a generalt konformerek minél jobb egyezést mutassanak a
kisérleti uton megallapitott paraméterekkel. Ezt egy kivalasztéasi folyamat koveti, mely
utan csak az egymasra legjobban hasonlité, az alkalmazott megszoritdsoknak legkevésbé
ellentmond6 konformerek maradnak meg. Ezzel szemben a sokasig-alapi megkozelités
nem kéveteli meg, hogy minden egyes szamitott konformer 6nmagaban megfeleljen min-
den mért paraméternek. A kisérletileg megallapitott paraméterekkel torténd egyezést a
sokasig egészére nézve varjuk el.

A szerkezetek sokasagként vald reprezentalasat indokolja az is, hogy egy tipikus NMR
mintaban 1016 —10'7 nagysagrendii molekula van, ezért minden mért paraméter sok lehet-
séges konformer atlagabol szarmazik. Ez gyakorlatilag azt is jelenti, hogy nem feltétlentil
létezik ténylegesen olyan konformer, amelyik maradéktalanul eleget tesz a megszoritd
paraméterek elvardsainak, mivel ezek a paraméter készletek is sok molekula atlagabol
szarmaznak. Ezért a sokasagokkal szemben az az elvarés, hogy a sokasidgra vonatkozo
atlagolt NMR, spektroszkopias paraméterek tegyenek eleget a kisérletileg meghatéarozott
megszoritasoknak.

Tudomésunk szerint az elsd, kifejezetten dinamikus szerkezeti sokasagok elemzésére

szolgalo webszervert csoportunk hozta létre, ez volt az 'eredeti’ CoNSEnsX szerver [61].
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1.5. dbra. Az ‘eredeti’ CoNSEnsX szerver [61] mikidésének sematikus dbrd-
zoldsa.

Ennek egyik {6 filozofidja volt, hogy az adatbéazisokbol (PDB, BMRB) letoltott fajlok-
kal kozvetleniil tudjon dolgozni (1.5. abra). Ugyanakkor a mogotte allo (Perl nyelvi)
kod egyedi megoldasokat tartalmazott, nehezen volt fejleszthetd, a grafikus kimenet kor-
latozott volt és szamos funkcié hidnyzott, pl. a tobb kiillénbéz6 RDC készlet egyidejid
elemzésére vald képesség. A legnagyobb hianyossag az esetleges tilillesztés elemzésére és
a paramétereknek jobban megfelel§ alsokasagok elGallitasara alkalmas szelekcids eljaras

hidanya volt.
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2. fejezet
Célkittizés

A SAH szakaszok detektalasara rendelkezésre allo FT CHARGE és SCAN4CSAH algo-
ritmusok konszenzusa nem kell6képpen érzékeny, elsGsorban az FT CHARGE nagyon
szigord kritériumai miatt. Ugyanakkor a pontos toltésismétlédést mutatd, de varhato-
an nem alfa-helikalis prolingazdag szakaszokat SAH-ként azonositja. Ezért sziikségessé
valt az FT CHARGE algoritmus érzékenyéségenek novelése és egyuttal a prolingazdag
szekvenciak kisztirése a taldlatok koziil. Kovacs Akos (akkor) MSc hallgaté Nagy Zoltan
témavezetésével elkészitette az FT  CHARGE aloritmus FPGA alapi implementéciojat,
mely lehet6vé tette nagy, tobb tizmillié szekvenciat tartalmazo adatkészletek (teljes Uni-
Prot adatbézis) néhany éra alatt torténd feldolgozaséat. Igy lehetévé valt a teljes human
proteom tjraclemzése a modositott FT  CHARGE paraméterezéssel.

A munkédm kezdetekor rendelkezésre 4ll6 eredeti CoNSEnsX webszerver, bar jol de-
monstralta a dinamikus szerkezeti sokasdgok elemzésének létjogosultsdgat, nem rendel-
kezett szamos fontos funkciéval, tébbek kozott szelekcids lehet&séggel. Ezért sziikségessé
valt ennek djraimplementalasa korszer, technikai oldalrél is jol menedzselheté modon,
valamint tovabbi funkciék, els6sorban a szelekcié hozzdadasa.

Csoportunkban t6bb PDZ domén dinamikus szerkezeti sokaséagait is elkészitették mun-
katarsaim irodalmi adatok alapjan. A kiilénb6z6 domének 6sszehasonlité vizsgalata, ki-
egészitve tovabbi doménekkel és sokasagokkal fontos Osszefiiggésekre vildgithat ra, melyek
felismerésére az egyedi domének vizsgalata nem alkalmas.

A fentiek alapjan az aldbbi célkittizéseket fogalmaztam meg:

1. A SAH detektalasra alkalmas FT CHARGE algoritmus tjraparaméterezése az ér-
zékenység novelése érdekében, valamint egy sziiré beépitése a varhatéan nem heli-

kalis szerkezetet felvevs taldlatok kikiiszobolésére

2. Az ujraparaméterezett SAH-detektald eljardssal azonositott human SAH-tartalmu

fehérjék elemzése, kiilonos tekintettel korabban nem azonositott fehérjékre

3. Felhasznélobarat webszerver kifejlesztése, mely alkalmas dinamikus fehérjeszerke-

zeti sokasdgok elemzésére és adott paraméterek alapjan alsokasag szelekciojara

4. PDZ domének dinamikus szerkezeti sokasigainak 6sszehasonlité elemzése. Tovabbi

PDZ sokasagok szelektalasa és a PDB adatbazisban elérhets tovabbi szerkezetek
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bevonasa. A domének kozotti szerkezeti eltérések és a doméneken beliili, elsGsorban

a ligandumkétés hatasara torténd szerkezeti atrendezddések vizsgélata.
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3. fejezet

Mobdszerek

3.1. A meglévs SAH detektalasra hasznalt moédszerek

A CSAH szerverben két, bels fejlesztésii SAH domén prediktalé program konszenzusa
altal torténik a SAH domének felismerése, ezek a SCAN4CSAH és az FT CHARGE.
[18] Az alapjaiban kiilonboz6 algoritmusok eltérs szamia SAH domént detektélnak, a
szigorubb, Fourier transzformécio alapa FT CHARGE a SCAN4CSAH altal SAH do-
ménnek vélt esetek 10%-at jelzi ki. A SwissProt 54.2 adatbazist vizsgalva megallapithato,
hogy a mindkét algoritmustél j6 pontszamot kapé, eddig fel nem ismert SAH domének
ténylegesen SAH-t alkotnak oldat fazisban, amiknek létezése CD (circular dichroism)
spektroszkopiaval igazolhato. [48]

Mivel a kisérletileg is igazolt SAH domének szidma még mindig nagyon alacsony, ezért
a SAH domén detektélasara egyelére nem keriilt kidolgozasra egy atfogd6 modszer. A meg-
lévé modszerek egylittes alkalmazasa és finomhangolésa viszont segithet a hamis pozitiv
talalatok csokkentésében. Az 1j, kisérletileg feltérképezett SAH domének megjelenése
ravilagitott viszont az algoritmusok gyengeségeire is, miszerint az algoritmusok nem de-
tektaltak azokat a SAH doméneket, melyen megléte kisérleti titon bizonyitasra keriilt,
sziitkségessé téve az algoritmusok paraméterezésének feliilvizsgalatat [I1I].

Az FT CHARGE algoritmus 1j paraméterezésének beallitdsahoz 9, kisérletileg igazolt
SAH domént és az azokat tartalmazo fehérjéket, valamint negativ kontrollokat hasznéal-
tunk fel (3.1. és 3.2. tablazat). A kontroll szerkezetek kivalasztasat megneheziti, hogy
nincsenek igazan jol hasznalhato negativ esetek, illetve eleve nagyon kevés azonositott
SAH domén ismert. Az algoritmus két legfontosabb paramétere a Fourier transzformécio
utan a spektrumban kapott legnagyobb amplitudo, illetve az ehhez tartozo, elGzetesen
generalt szekvencidk adatai alapjan szamitott P érték, ezek pontosabb meghatéarozéasa /
beéllitasa volt a cél.

A beéllitashoz a paraméterek adott kombinécidival lefutattam az FT CHARGE el-
jarast a tesztben szerepld fehérjékre, és megvizsgaltam, hogy a SAH szakaszokba es6
aminosavak mekkora hanyadét sikeriilt az egyes beallitasokkal azonositani a konszenzus
(SCAN4CSAH + FT CHARGE) eljarassal, illetve csak az FT CHARGE hasznalatéaval.
A kapott eredmények vizsgalata alapjan a javasolt 0 beallitasok: minimalis amplitudé

7, a hozza tartozd P-érték pedig 0.05. Fontos megjegyezni, hogy a pontos szakaszhata-
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Kisérletileg igazolt SAH domének

Neév UniProt ID | Uniprot AC SAH kezdete | SAH vége
Caldesmon | AOA1L1RXH5 | AOA1IL1IRXH5 CHICK | 196 252
GCP60 Q9H3PT7 GCP60 HUMAN 183 238
INCENP P53352 INCE CHICK 503 715
MAP4K4 095819 M4K4 HUMAN 417 480
MFAP1 P55081 MFAP1 HUMAN 267 344
Moysin 7 P97479 MYO7A_ MOUSE 866 935
Myosin 10 | Q9HD67 MYO10 HUMAN 813 909
Myosin 6 QIUMbB4 MYO6 HUMAN 915 980
Snu23 GOS6RO GOS6R0_CHATD 131 164

3.1. tablazat. A paraméteroptimalizdldshoz felhaszndlt kisérletekbsl megdllapitott SAH domének

Negativ kontroll szekvenciak

Neév UniProt ID | Uniprot AC Megjegyzés

Myoglobin P02144 MYG_HUMAN globuléris, all-a

GCN4 P03069 GCN4_YEAST coiled coil

Myosin 2 QIUKX2 MYH2 HUMAN | coiled coil

Kinesin-related protein 12 | Q6S000 KIF12 DICDI coiled coil

P53 P02340 P53 MOUSE rendezetlen

Golgi SNAP receptor Q62931 GOSR1_RAT coiled coil

complex member 1

RNA-binding protein 12B | Q8IXT5 RB12B__HUMAN | kordbban SAH-nak
josolt, Pro-gazdag
régio

Zinc finger protein 609 015014 ZN609 HUMAN | rendezetlen

Calpastatin P20810 ICAL _HUMAN | rendezetlen

3.2. tablazat. A paraméteroptimalizdlds ellendrzéséhez haszndlt negativ kontroll szekvencidk

rok predikcioja/megallapitasa nem redalis, hiszen kisérletes oldalrél nem varhato, hogy
aminosavak egyenkénti hozzdadasaval nagy szami konstrukciot allitsanak els és elemez-
zenek, és varhatoan még ebben az esetben sem lenne egyszerd és egyértelmi pl. CD-
spektroszkoépiaval ezekre kapott o-helikélis jelleg esetében az egyes konstrukciokra kapott
értékek kozott hatart vonni. Igy a pontos tol-ig poziciok meghatarozéasa a SAH szegmen-
sek esetében nem feltétlentl életszert, az atmenet feltehetGen tobbé-kevésbé folytonos
a rendezetlen és/vagy szuperhélix szakaszok felé a szekvencia mentén. A helicitas va-
loszintisége akar folyamatosan véltozhat a szekvencia mentén, ezért a SAH szegmensek
meghatarozasahoz mindenképpen 6nkényes hatért kell meghiizni. A szekvencia tavolabbi
részeinek stabilizalo hatasa miatt a tényleges helicitas CD-spektroszkopiaval sem mindig

vizsgalhat6. NMR spektroszkopiaval egy atfogobb kép kaphatoé a szekvencia tényleges

~~~~~

3.2. UniProt adatbazis, Gene Ontology

Az UniProt adatbazisban t6bb mint 120 milli6, annotaciokkal ellatott aminosav szekven-
cia kereshets [2]. Az adatbazisban tobbek kozott két fontos al-adatbéazis, a Swiss-Prot
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és a TrEMBL adatai érhet6ek el. A Swiss-Prot adatbazis manualisan annotalt, kisérle-
tileg is igazolt, mig a TrEBML DNS szekvencidk automatikus, in silico transzléciojaval
meghatarozott szekvencidkat tartalmaz és maga az annotéacié is automatikusan torténik.
A szekvencidkhoz tartoz6 annotéacié tartalmazza tobbek kozt a szekvencia varidcidkat, a
fehérjék szerkezeti és funkcionalis elemeit, ideértve a doméneket és motivumokat, illetve
kereszthivatkozasokat szamos, tobbek kozott szerkezeti adatbézisra. A SAH motivumok
szempontjabol fontos, hogy a UniProt annotéacié feltiinteti a szuperhélix szakaszokat.
Egyes jobban jellemzett esetekben mér a SAH régidk annotacidja is megjelenik, pl. a
miozin 10 (QIHD67) leirasaban. Ez azonban korédntsem jelenti azt, hogy minden SAH-
tartalmu fehérje esetében ez az informécié megtalélhato.

Tovabbi relevans informéciokat tartalmaz a GO (gene ontology - gén ontologia) adat-
bézis, melyben génekre és fehérjékre vonatkozo, standardizalt kifejezésekkel jellemzik a
fehérjék funkciojat. A kategorizéalas egyik alapja, hogy a gének nagy része, mely alapvetd
biologiai funkciokat definial, valamennyi eukariota fajban megegyezik [1], ezért az egyik
faj esetén felismert és a génhez rendelt bioldgiai funkcié mas fajok génjeihez is hozza-
rendelheté. A GO adatbézis annotaciéi egy funkciondlis szotérat képeznek, mellyel az
ilyen, gének és géntermékek kozotti osszefiiggések /hasonlosagok kifejezhetGek. Az anno-
tacio harom 6 aspektust fed le: a lokalizacio (cellular localization), a biologiai folyamat,
amelyben a fehérje részt vesz (biological process), illetve a molekularis funkcié (molecular
function). A GO egyik 6 felhasznalasi teriilete az egy adott kisérlet soran azonositott szek-
vencidk és ezek bioldgiai szerepinek egymashoz rendelése. Ehhez tn. feldusulasi elemzést
(enrichment analysis) szokéas végezni, melynek soran Osszevetik a vizsgélt fehérjekészlet

c sz

GO annotacidjat a hattér, legtobb esetben az adott organizmus teljes proteomjanak GO
fehérjekészletben statisztikailag jelent&sen eltér. A korabban azonositott SAH-tartalmi
fehérjék esetében is a GO adatbazis segitségével azonositottak az RNS-k6td funkcio gya-
kori el6fordulasat [18]. Ilyen vizsgélat elvégzéhez pl. az AmiGO webes eszkoz hasznalhato
(http://amigo.geneontology.org/amigo).

Az egyik, az idegi atvitelre specializalt adatbéazis a SynaptomeDB, melyben a szinap-
szis elemeinek génjei és fehérjéi, illetve a hozzdjuk tartoz6 annotaciok talalhatok, mint
példaul a neurotranszmitterek és receptoraik, citoszkeletalis fehérjék, allvanyfehérjék és
membranfehérjék [41]. Az adatbézis egyik {6 célja az ezekre a génekre és géntermékekre

vonatkoz6 informacié integralasa.

3.3. A CoNSEnsX+ fejlesztéshez hasznalt programnyelvek és fejleszto-
eszkozok

A CoNSEnsX szerverrel folytatott munkat a konnyebb fejlesztés és karbantarthatosig
jegyében a projekt teljeskori tjraimplementélasaval kezdtem, az eredeti kodbézis [61] re-
ferenciaként keriilt csak felhasznalasra. A bioinformatikai témakorokben jelenleg az egyik
legelterjedtebb programozasi nyelv a Python, szinte valamennyi éltalanosabb jellegi fel-
adat elvégzésére mar megbizhatd konyvtarak allnak rendelkezésre. A konyvtarak felhasz-

nalasaval javul a kod mindsége és tobb id§/ersforras marad a tényleges algoritmikus
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problémak megoldasara.

A CoNSEnsX szerver valamennyi altalanos funkcioja (NMR paraméterek beolvasasa,
megfelelési mérgszamok szamitasa, grafikonok készitése) elérhets a szerver sajat konyv-
taraibol, igy sziikség esetén sziikség esetén maéas szkriptekben is fel lehet hasznalni. A
webszerver funkciokat a Django keretrendszer segitségével implementaltam. A szerverhez
adatbéazis is tartozik, melybdl a mar lefutatott szamitésok visszakereshetek.

A maradvany dipolaris csatolasok és a kémiai eltolodasok szamitéasahoz kiils6 szoft-
verek is sziikségesek, ezek a Pales [59] és a ShiftX [36]. A PDB fajlok kezeléséhez és
irasdhoz a prody [4] konyvtarat, az mért NMR adatokat tartalmazé STAR-NMR fajlok
beolvasasédhoz pedig nmrpystar knyvtarat hasznaltam. Minden, a szdmitédsok eredménye-

it bemutatd oldalon a matplotlib konyvtarral készitett vektorgrafikus dbrék talédlhatok.

version: '3'

services:
consensx-server:
image: derpuntigamer/consensx
ports:
- 8080:8000
depends_on:
- consensx-db
links:
- consensx-db
volumes:

- media:/usr/src/app/consensx.itk.ppke.hu/media

consensx-db:
image: postgres:11.1
environment:
- POSTGRES_PASSWORD=password
- POSTGRES_USER=consensxuser
- POSTGRES_DB=consensx
volumes:

- postgresql:/var/lib/postgresql/data

volumes:
media:
driver: local
postgresql:

driver: local
1. forraskod szegmens. A CoNSEnsX+ szerver Docker Compose konfigurdcidja

A szerverhez sziikséges konyvtarak és kiils§ szoftverek, illetve az adatbazis installa-
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lasa és konfiguralasa koriilményes feladatta valt. Ezen felil a kiils6 szoftverek egy része
csak Linux alapd operacios rendszeren miikodik és a forraskéd hidnyaban nem is lehet
leforditani mas rendszerekre. A szerver installalasat és frissitését egyszertisitendd, Docker
konténereket alakitottam ki a CoNSEnsX szerver és a hozzé tartozo adatbézis szaméara (2.
forraskod szegmens). A CoNSEnsX szerver Docker képféjl készitése kihasznalja a Docker
"multistage build" funkci6jat, az elsé 1épésben csak a konyvtérakat tartalmazo képfajl
réteg keriil elkészitésre, ez csak akkor keriil a tovabbiakban moédositasra, amennyiben a
konyvtar fliggdségek megvéltoztak. A képfajlok szabadon elérhetGek a Docker Hub tar-
helyrsl. A képfajlok a forraskod kezels rendszerben torténd valtozas soran autmatikusan,
a Docker Hub altal nyujtott ingyenes infrastruktaran késziilnek el. A szerver konyvtar
fiiggGségeit a Pipenv kornyezetben rogzitettem, az installalaskor hasznalt (kiprobéalt) ver-
ziok a Pipfile.lock fajlban rogzitésre keriilnek, igy a teszteléskor is hasznalt kérnyezet a
forrask6dbodl pontosan helyreallithato.

A Docker Compose eszkoz segitségével a hozza tartoz6 YAML konfiguracios fajl meg-
léte mellett egy paranccsal el lehet inditani a szervert és a hozza tartozo adatbéazist. A
szerver sziikség esetén automatikusan frissiti magat és a hozza tartoz6 adatbazis tablakat
(1. forraskod szegmens). A konténerizalt kialakitas lehetévé teszi, hogy a szervert barmi-
lyen, a Docker futtatésara képes operéacios rendszeren hasznalhato legyen, illetve kénnyen
telepithets privat vagy publikus felhGbe is. Sziikség esetén névelhets a parhuzamosan fut-
tatott CoNSEnsX szerverek szama a Docker kérnyezetben, amennyiben ezt a szamitéasi

igény megkivanja.

3.4. PDZ szerkezetek elemzése: molekuladinamikai szimulaciék, adatba-
zisok

A PDZ domének 0Osszehasonlité elemzéséhez dinamikus szerkezeti sokaségokat general-
tunk molekuladinamikai szimulaciéval. Kiindulasi alapnak a PSD-95 fehérje PDZ3 do-
ménjének szabad és kotésben 1évs allapotait hasznéltuk fel, annak teljes és A7CT for-
maival. A generalt sokasagok kisérletileg megallapitott paraméterekkel vald egyezését a
CoNSEnsX™ szerverrel ellendriztem. A sokasagokkal leirt konformacios tereket megvizs-
galtuk abbdl a szempontbo6l, hogy milyen dinamikus szerkezeti valtozasok kovetkeznek
be, amikor a domén egy ligandummal kotésbe 1ép.

A PDZ3 szerkezeti sokasagait Hinsenkamp Anett allitotta el6 és a részletes jellemzé-
siiket is § végezte. Alabb azért fejtem ki ennek részleteit, mert ez szorosan kapcsolddik
az altalam elvégzett széleskorti PDZ elemzéshez, ezekkel egy kozleményben szerepelnek.
A PDZ elemzésnél a sokasagok elGéllitasat a 1BFE és 1BE9 PDB szerkezeteket felhasz-
nélva kezdtiik, melyek a patkidnyban talalhaté PSD-95 PDZ3 domén szabad és kotott
allapotait tartalmazzak [14]. Ezeket a modelleket a referenciaként hasznalt szerkezethez
[40] kellett igazitani, ami oldallancok kisebb modositasait (Asp322 kiegészitése és 11e328
oldallanc cseréje Val-ra) jelenti, illetve a szerkezetek végének levagasat a 402. amino-
savtol. Az 1BFE modell N-terminalisnal hidnyz6 aminosavait (301-306) a kotott forma
(1BE9) alapjan kipotoltuk. Az elSkészitett szerkezeteket a GROMACS [49] 4.5.5-6s ver-

zidjaval energiaminimalizaltuk. A szerkezetekhez tartozo molekulragerine és oldallanc S?
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rendparamétereket Dr. Andrew Lee bocsijtotta rendelkezéstinkre.

A kisérletileg megéllapitott S? rendparamétereket a molekuladinamikai szimulaci6 so-
ran megszorit6 paraméterként hasznaltuk fel a GROMACS 4.5.5 médositott valtozataval
[16]. A 4 szimulacio (szabad és kotott, teljes hossziusagu és levagott végti) az AMBER99SB
erGtérrel és a TIP4P viz modellel keriilt lefuttatasra 8 parhuzamos replikival, a hozza-
juk tartozo S? paraméterek megszoritasként torténd alkalmazasa mellett. A 20 ns hosszi
szimulacioknak csak a mésodik felét (10 ns) tartottuk meg, igy mindegyik szimulaciobol
egy 808 konformerbdl all6 sokasag keletkezett.

A megszoritoé paraméterek hatdsanak vizsgéalatara réovidebb, 4 ns hosszi szimulaciokat
futtattunk, csak a molekulagerincre, illetve csak az oldallancra vonatkozoé S? rendparamé-
terekkel. Ezek alatamasztottak, hogy a megszorité paraméterek alkalmazésa nem befolya-
solja hatranyos modon a szimuléciéval elGallitott konformerek szerkezeteit. Az elGélitott
sokasagok megfelelése a kisérletileg megallapitott S? rendparamétereknek a CoNSEnsX+
szerverrel keriilt ellenérzésre.

A molekuladinamikai szimulacié soran az S? rendparaméterek megszoritd paraméter-
ként torténd alkalmazasanak egyik alapvetése, hogy a szerkezetek egy jol definialt szerke-
zet koriil fluktualnak. A szamitasainkban viszont nem tudtunk a szerkezetekre vonatkozo
NOE (Nuclear Overhauser Effect) megszoritéo paramétereket alkalmazni, mellyel a szimu-
141t szerkezetet a kisérleti adatokbdl kiinduld szerkezetmeghatarozas soran meghatéarozott
szerkezet kozelében lehet tartani. Emellett az S? rendparaméterek megszorité paraméter-
ként torténd alkalmazésa f6leg a mozgasok iranyat korlatozza, a mozgasok amplitudéjara
kevésbé van hatéssal [11]. Ebbdl kifolyolag a mozgasok mértéke a szimulacio soran fel-
skalazodhat a doménhez tartozoé kisérletileg megéllapitott dinamikédhoz képest.

A szabad allapotban 1év6 ATCT sokasag eloszlésa az els§ f6komponens mentén bi-
modalis és a mozgas jellemzs amplitidoja miatt felmeriil, hogy a "nyit6-csuké" mozgés
vélhetSen egy lassabb idéskalan torténik, mint amelyet az S? rendparaméterek jellemez-
nek. Ennek ellenére megjegyzendd, hogy az ilyen és ehhez hasonlé hurok mozgasok nem
feltétlen bonthatoéak le nem atlapol6 idéskalakra. Az alkalmazott modszerrel a kisérletileg
megallapitott paramétereknek jol megfelel§ sokasigok allithatoak eld, igy feltételezhetd,
hogy a sokasagok jol reprezentéljik a szerkezet valds konformacios terét és dinamikéjat,
alkalmassa téve ezeket a szerkezeti atmenetek vizsgalatara. A megszorité paraméterekkel
futtatott molekuladinamikai szimulécié mint médszer viszont magédban hordozza, hogy
az gy elGallitott sokasédgok eloszlasa és a mozgasok amplitidoi kissé eltérnek a kisérletileg
megallapitottaktol.

A vizsgalt sokasdgok elemzése soran felmeriilt az igény egy viszonyitasi alapként is
hasznéalhat6, a PDZ domént altalanosasdgban reprezentaldé nagyobb sokasigra. Ennek
Osszeéllitasahoz a mar meglévé NOE alapi PSD-95 PDZ1 és PDZ2 sokasagokhoz [25]
tovabbi sokasdgokat kerestem, amelyekhez elérhetéek kisérletileg megéllapitott kémiai
eltolodasok (2KPL, 2LC6, 2L.C7, 2LOB, 1GM1, 10ZI, 2KPK, 1VJ6, 1UM7). Az igy ki-
valasztott sokasagokkal ezutan rovid (20 ns), megszorité paraméterek nélkiili molekuladi-
namikai szimulaciokat futtattam, majd az igy késziilt sokasagokbol a CoNSEnsX ™ szerver

szelekci6 funkcivjaval a Ha és Ca kémiai eltolodasoknak valé megfelelést maximalizélva
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alsokasagokat készitettem.

Két szabad és kotott allapotban 1évs parra (1GM1-1VJ6 és 2KPK-2KPL) egy repli-
kéas hosszabb, 500 ns-os szimulacidkat is futtattunk a GROMACS 2020 verzidjaval, az
AMBER99SB-ILDN er6tér [26] és a spc/e viz modell alkalmazéasaval. Energiaminima-
lizdlas utédn a szerkezetek elGkészitése poziciomegkotéses szimulaciokat tortént, elGszor
allando térfogaton (NVT), majd alland6 nyoméason (NPT), 1-1 ns hosszan. Az utébbi
végallapotabdl indultak az 500 ns hosszi, megkotések nélkili szimulaciok. Ezekbdl és a
rovidebb szimulaciokkal elGallitott sokasagokbol alsokasagokat képeztem a CoNSEnsX™

szerveren, a Co és a Ho kémiai eltolodasokra futtatott szelekcioval (3.3. abra).

PDB ID | Leirés BMRB ID | Alsokasag méret

Rovid szimulaciok

2KPK MAGI-1 PDZ1 16558 11

2KPL MAGI-1 PDZ1 / E6CT 16559 7

1GM1 Second PDZ Domain (PDZ2) of PTP-BL 5131 9
PDZ2 from PTP-BL in complex with the

1VJ6 C-terminal ligand from the APC protein o131 12

2LC6 Solution structure of Par-6 Q144C/L164C 17599 13
Solution structure of the isolated

2LCT Par-6 PDZ domain 17600 17

1071 The alternatively spliced PDZ2 5762 1

domain of PTP-BL

LUM?7 Solution structul'"e of the thy"d PDZ domain 11198 91
of synapse-associated protein 102

Hosszu szimulaciok

2KPK MAGI-1 PDZ1 16558 11
2KPL MAGI-1 PDZ1 / E6CT 16559 14
1GM1 Second PDZ Domain (PDZ2) of PTP-BL 5131 25

PDZ2 from PTP-BL in complex with the

1VJ6 C-terminal ligand from the APC protein

5131 29

3.3. tablazat. A molekuladinamikai szimuldcidval elédllitott sokasdgok és a beldliik szelektdlt alsokasd-
gok mérete

Az eldallitott sokasagok egy kozos soksigba torténd Osszefilizéséhez elGszor illeszteni
kellett azok szerkezeteit. A tobb szerkezetre alkalmazott illesztés a MAMMOTH-Mult
programmal késziilt [29]. Ehhez az egyes sokaségok els6 modelljeit, illetve a tobb lancbol
allo szerkezetek elsd lancait hasznaltuk fel. A tandem PDZ doméneket tartalmazo szerke-
zetek fel lettek darabolva tgy, hogy a PDZ doméneket kiilon-kiilén is fel lehessen hasznal-
ni. Mivel a MAMMOTH-Mult programmal nem lehetett egyszerre mind a 152 szerkezetet
illeszteni, ezért az illesztés tobb korben tortént, az egyes illesztések eredményeit Gsszeftiz-
tiik, azokat a részeket megtartva, amelyek valamennyi felhasznalt szerkezetben megtalél-
hatok. Az igy kapott illesztés (http://users.itk.ppke.hu/~dudda/PhD/PDZ_CORE.fst)
felhasznalasédval minden felhasznalt PDB-s modellt és sokasagot redukaltam, hogy csak
az illesztés soran kapott, kozos aminosavakat tartalmazzak, ez lesz a tovabbi Gsszehason-

litasok egyik alapja, amit "PDZ mag"-nak neveztiink el.
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FROM ubuntu:20.04 AS builder
LABEL maintainer="dudola.daniel@itk.ppke.hu"
ENV LANG=C.UTF-8

RUN apt-get update -q \
&& apt-get install -y -q wget python3 python3-pip wget \
&& wget users.itk.ppke.hu/"dudda/progs_consensx.tar.gz \
&% pip3 install pipenv

ENV PYROOT /pyroot

ENV PYTHONUSERBASE $PYROOT
WORKDIR /build

COPY Pipfile Pipfile.lock ./

RUN PIP_USER=1 PYTHONUSERBASE=$PYROOT pipenv install --system --deploy

# At this point, the dependencies are butlt in the builder container.
# Copy dependencies to final image.

FROM ubuntu:20.04
ENV PGPASSWORD=password
ENV LANG=C.UTF-8

COPY --from=builder /progs_consensx.tar.gz .

# add 1386 archutecture (pales dependency)
RUN dpkg --add-architecture i386 \

&% apt-get update -q \

&& apt-get install -y -q postgresql-client \
1ibc6:1386 libncurses5:1386 \
libstdc++6:1386 1libx11-6:1386 python3 \
python3-setuptools python3-six \

&% mkdir -p /usr/src/app \

&& tar -C /usr/src/app -zxf progs_consensx.tar.gz \

&& rm -rf progs_consensx.tar.gz \

&% apt-get autoremove -y \

&% apt-get clean -y \

&& rm -rf /var/lib/apt/lists/*

ENV PYROOT /pyroot
ENV PYTHONPATH $PYROOT/1lib/python:$PATH
ENV PYTHONUSERBASE $PYROOT

COPY --from=builder $PYROOT/lib/ $PYROOT/1lib/
COPY . /usr/src/app/consensx.itk.ppke.hu

WORKDIR /usr/src/app/consensx.itk.ppke.hu

CMD ["bash", "docker_cmd.sh"]
EXPOSE 8000

2. forraskod szegmens. A CoNSEnsX+ szerver multistage Docker buildje
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4. fejezet

Eredmények

4.1. AzFT CHARGE algoritmus tjjraparaméterezése és helicitas sziiré
beépitése

A SCAN4CSAH és az FT CHARGE algoritmusok megtervezésekor szempont volt, hogy
az algoritmusok csak SAH domént alkotd, toltéssel rendelkezd aminosavakat vegyék fi-
gyelembe. A hélix kialakulasdban (vagy a kialakuldsanak megakadalyozasaban) szerepe
van viszont a szekvencidban taladlhaté aminosavak egyiittes kompozicidjanak is, példa-
ul a magas prolin tartalmi szekvencidk altaldban nem képeznek hélixet. Ezen problé-
ma kikiiszobolésére a dekektalt SAH doméneken még beépitettem egy helicités filtert a
munkamenetbe a Chou-Fasman moédszer alapjan. A Chou-Fasman masodlagosszerkezet-
predikcids eljaras az egyedi aminosavak térszerkezeti preferencidin alapszik, azaz minden
aminosavhoz hozzé van rendelve egy-egy érték, ami jellemzi a hajlandosagat (propensity)
az alfa-helikalis és béta-reddzott szerkezeti elemekben valo részvételére [10]. Ennél ter-
mészetesen ma mar joval pontosabb eljarasok léteznek a masodlagos szerkezeti elemek
predikci6jara. A valasztasom azért esett mégis erre a modszerre, mert ez a modernebb
eljarasokkal szemben nem hasznalja fel hasonld fehérjék szekvenciait, ami megitélésiink
szerint nagyban befolydsolhatné az eredményeket ebben az esetben. A SAH szegmensek
rdadasul tn. alacsony komplexitési szakaszok, azaz kevés tipusi aminosavbél éllnak, és
ezért kifejezetten nem informativ a hasonld szekvencidk figyelembe vétele, hiszen ebben
az esetben a hasonlésig — szemben a globuléris régiok komplex szekvencidjaval — mér-
het§ valoszintisséggel kialakulhat evolacidésan nem rokon fehérjeszakaszok esetében is. A
filter beallitasahoz a nem-redundans PDB SELECT adatbézisban [17] talalhato szekven-
alfa-hélixek esetében kiszamoltam az egy aminosavra jutd atlagos Chou-Fasman-féle Pa
értéket. Ezen értékekre az R program [42]| segitségével EVD eloszlast illesztettem. Az
ennek alapjan kapott valoszintiségi kiiszobérték meghatarozasahoz a SwissProt adatbézis
2015 08 kiadasan prediktalt SAH szekvencidkat vizsgaltam meg, és ennek alapjan a P ér-
téket 0.5-nek valasztottuk, azaz csak az ennél kisebb P-értékkel rendelkezd szekvencidkat
vettem figyelembe. A webszerver késébbi fejlesztése soran a filtert tovabb finomitottam,
mert észrevettem, hogy a hosszi, tobb szakaszbol allo SAH szekvencidk esetében nem

miikédik megbizhatéan. Ezért a filtert nem csupéan a teljes SAH szakaszokra, hanem —
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Javasolt Magas El6z6
3 ) SAH SAH araméterek | érzékenység | értékek
Nev UniProt ID kezdete | vége i>:7 A>=5 e A>=10
P<=0.05 P<=0.5 P<=0.01
174-316 1-36 178-312
Caldesmon | AOA1L1IRXHS5 | 196 252 153-384
408-521 411-517
394-528
GCP60 Q9H3P7 183 238 | 158-274 158-283 158-268
INCENP P53352 503 715 | 502-679 484-769
MAP4K4 095819 417 480 | 374-503 355-533 386-500
MFAP1 P55081 267 344 | 225-259 173-273
. 765-880
Myosin 10 | Q9HD67 813 909 | 773-870 903-955
Myosin 7 P97479 866 935 | 848-929 829-939
. 889-923
Myosin 6 QIUMb4 915 980 | 932-995 939-995 932-994
Snu23 GOS6RO 131 164 110-214

4.1. tablazat. Az FT CHARGE optimalizdlt paraméterezése a kisérletekbsl megdllapitott SAH domé-
nek alapjdn

mivel az FT CHARGE az FFT eljaras miatt adott ablakméretbe es szegmenseket ele-
mez — az FT CHARGE é&ltal azonositott minden egyes szegmensre alkalmazom, és csak
a filteren ’dtment’ szakaszokat hasznalom fel a teljes SAH &sszerakésahoz. Ezzel bizto-
sithatd, hogy ne forduljon el§ az a helyzet, hogy egy hosszit SAH a végss sziirén essen
ki, hanem megtarthat6 a relevins, varhatéan valéban helikalis szakasza. Mindkét sztirési
lépést a csahdetect.pl szkriptbe épitettiik be, ez a szkript végzi az FT CHARGE altal
talalt szakaszok Osszefiizését, a SCANACSAH eljarassal valé konszenzus megéllapitasat
és igy a végss kimenetként megadott SAH szakaszok pontos hatarainak megallapitasét
[IT, I11].

4.2. Az Gjraparaméterezett SAH-detektalo eljarassal azonositott human
SAH-tartalmn fehérjék elemzése

Az FT CHARGE algoritmus tjraparaméterezése és a helicitas filter hatékonysaga - a
fent emlitett 9 kisérletileg azonosisott SAH domént tartalmazé szekvencidkon kiviil - az
elegendd mennyiségd mért adat hidnyaban negativ kontrol bemenenetekkel is tesztelhets,
hiszen az érzékenység novelése mellett a hamis pozitiv taldlatok tovabbra is elkeriilends-
ek. Negativ kontrolnak hasznalhaté barmilyen, illetve legjobb esetben a SAH doménre
hasonlit6 szekvencia alkalmazhat6, mely nem képez helikalis szerkezetet.

A kilenc kisérletileg megallapitott SAH domént tartalmazd doménre az FT  CHARGE
algoritmus tobb amplitadoval (0-t6l 20-ig, 0,5-0s 1épéskozzel) és P-értékkel (0,001; 0,005;
0,01; 0,05; 0,1 és 0,5) kertilt lefutattasra, melybdl kideriilt, hogy a 7-es amplitidoval és
a 0,05-0s P-értékkel a legpontosabb a predikcio. (4.2 abra) A negativ kontrollként fel-
hasznalt szekvenciédk esetén az algoritmus a legmegenged&bb paraméterezéssel sem talalt
SAH domént.
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CSAH server - Mozilla Firefox

N @O & HH

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: e

Browse... No file selected.

Choose which prediction method(s) to run to detect Single a-Helices:

SCAMNACSAH & FT_CHARGE (consensus prediction) v

Minimum length of SAH segment for SCANACSAH: 30 ¥ residues

Window size for FT_CHARGE: 32-64 ¥ | minimum amplitude: 7 % |, 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

4.1. dbra. A csahserver bemeneti trlapja. A szekvencia megaddsa vagy fdjl-
ként valo feltdltése utdn kivdlaszthaté és paraméterezhetd a pre-
dikcids modszer (SCANJCSAH, FT CHARGE és a konszenzus
mddszer)

Megjegyzendd viszont, hogy az algoritmus(ok) altal prediktalt SAH szegmensekben
megfigyelhetd uniform arginin-lizin eloszlés valamelyest ellentmond a kisérleti megfigyelé-
seknek. Ennek egy lehetséges értelmezése, hogy az jonnan meghatarozott paraméterezés
ellenére is t6bb hamis pozitiv predikcié késziil, valoszintileg a SAH szegmensek kialaku-
lasat hatraltato egyéb tényezdk figyelmen kiviil hagyasa miatt. Egy tovabbi magyarazat
lehet, hogy a vélt hamis pozitiv talalatok ténylegesen stabil maganyos hélixeket alkotnak
az eredeti kornyezetiikben felléps egyéb hatasok miatt. Az ilyen jellegii tényezsk felderi-
téséhez tobb, potencidlisan SAH domént tartalmazé fehérje részletes kisérleti vizsgalata
lenne sziikséges. Amint tobb, a SAH doménekre vonatkozd kisérleti adat all rendelkezésre,
lehetségessé és sziikségessé valik a paraméterezés tovabbi finomitasa.

A két algoritmus konszenzuséabél 483 human fehérjében sikeriilt SAH doméneket de-
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Adatbazis Konszenzus médszer Csak az FT_CHARGE algoritmus altal
prediktalt
SAH szegmensek | SAH domént SAH szegmensek | SAH domént
tartalmazé tartalmazé
fehérjék fehérjék

Uj, médositott paraméterezés (A>=7, P<=0.05)

SwissProt 1137 985 242 237

TrEMBL 121171 108455 30367 30044

Régi paraméterezés (A>=10, P<=0.01)

SwissProt 629 555 78 77

TrEMBL 64327 57631 7753 7688

4.2. dbra. A konszenzus mddszer és csak az FT CHARGE algoritmus dltal
prediktdlt, SAH domént tartalmazd humdn funkciondlis csoportok
a mddositott és az eredeti paraméterezéssal (Uniprot, 2018 mdrci-
ust kidadds)

tektélni, csak az FT CHARGE algoritmus 527-et talalt, ezekbdl 111 az AmiGO adatba-
zisban is megtalalhato (GO - Gene Ontology).

SAH szegmensek | Fehérjék
Konszenzus 483 396
FT CHARGE 527 473
Csak FT CHARGE 138 128

4.2. tablazat. SAH szegmensek és SAH domaint tartalmazé fehériék a humdn UniProt szekvencidk-
ban (2018 mdrciusi kidadds). A "csak FT CHARGE" értékek olyan SAH taldlatok,
melyekben a konszenzus mddszer a detektalt SAH domén aminosavainak kevesebb mint
felét azonositotta SAH doménként.

A detektalt SAH domént tartalmazé talalatok "GO-term enrichment" analizise kimu-
tatta, hogy a fehérjék tobbnyire a citoszkeletonban vannak jellen, illetve az RNS feldolgo-
zasaban vesznek részt. A PANTHER elemzés [31] nem mutatta ki, de a talalatok atnézése
soran felttint, hogy tobb fehérje is rendelkezik idegi differencidlédasban vagy jelatvitelben
betoltott szereppel. Ezért kiilon figyelmet forditottam az ilyen folyamatokban részt vevs

fehérjék elemzésére is, tobbek kozott a SynaptomeDB adatbézist is felhasznalva.

4.2.1. Citoszkeletalis fehérjék

A konszenzus modszer 17 SAH domént tartalmazoé fehérjét prediktalt, melyek a citoszeke-
letonban talalhatok. Erdekesség, hogy mindharom, a troponin komplexet alkoté troponin
T fehérje (TnC, Tnl és TnT) a talalatok kozott van. A troponin komplexnek a véaz- és
szivizomzat (harantcsikolt izom) Osszehtzodasdnak modulélasaban van fontos szerepe.
Habar a troponin fehérjék koziil a szivizomzat troponin T fehérjéje a legtobbet tanulma-
nyozott, a SAH domént is tartalmazo régidjanak szerkezetét még nem vizsgaltak beha-

c s,

toan. A szivizomzat troponin T fehérjéjében a prediktalt SAH domén a koézponti domén
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4.3. dbra. Toltéssel rendelkezé aminosavak és ionpdrok 6sszevetése: konszen-
zus modszerrel és a csak az FT _CHARGE dltal prediktalt SAH
domének (Uniprot, 2018 mdrciusi kidadds). A) Ng/(Nr+Nk) szd-
zalékos eloszldsa a SAH szegmensek hossza szerinti felosztdsban B)
egyes ionpdrok normalizadlt el6forduldsi gyakorisdga

N-terminalis régidjaban talalhato, mely a tropomiozin kotésében vesz részt és feltehetSleg
alfa-helikalis szerkezet® [24]. A fehérje egyik delécios mutacioja, amely a SAH régioban
négy egymés utani glutaminsavboél egy kiesésével jar, silyos strukturalis zavarokat okoz

a szivizomzatban [32].

Cyto | Cell |Paras |Exon- | Golgi | RNA | MAP | Neur | Syna

skele | corte | peckle | exon | appar | bindi | KKK [onal | ptom

ton X s junctio | atus | ng K proce | eDB

ns activit | ss
y

All 31 10 3 3 18 21 3 13 17
Cytoskeleton 9 1 4 2 1 8 9
Cell cortex 2 5 6
Paraspeckles 3 1 1
Exon-exon junctions 3
Golgi apparatus & 1 3
RNA binding 1 3
MAP kinase kinase kinase kinase activity 2 2
Neuronal process 8

4.4. dbra. A konszenzus mddszer dltal prediktdlt, SAH domént tartalmazo
humdn funkciondlis csoportok

A septin 7 fehérje a citoszekeletalis fehérjék egy viszonylag tijonnan azonositott csa-
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Fehérje Régio Szekcenvia

QIHAUS (UPF2) 48-115 | EVSKAPEDKKKRLEDDKRKKEDKERKKKDEEKVKAEEESKKKEEEEKKKHQEEER
KKQEEQAKRQQEE

QIH1J1 (UPF3A) 237-303 | EERRRRELEKKRLREEEKRRRREEERCKKKETDKQKKTAEKEVRIKLLKKPEKGE
EPTTEKPKERGE

QIBZIT (UPF3B) 209-269 | RMREEKREERRRREIERKRQREEERRKWKEEEKRKRKDIEKLKKIDRIP

P45379 (TNNT2) 142-185 AERAEQQORIRNEREFKERQNRLAEERARREEEENRRKAEDEARKK

P13805 (THNNT1) 112-151 EQQRFRTEKERERQAKLAEEKMRKEEEEAKKRAEDDAKKK

P45373 (TNNT3) 116-1585 EQQRIRAEKERERQNRLAFEKARREEEDAKRRAFRDD LKKK

Q16181 (SEPTT) 366-419 KEKVQKLKDSEAELQRRHEQMKKNLEAQHKE LEEKRROQFEDEKANWEAQORILE

Q15811 (ITSN1) 630-662 LKQKREQERKIIELERQKEEAQRRAQERDKQWLE

G68-T06 DEHQRPRKLHEEEKLKREE SVKKKDGCEEKGKQEAQDKLG

QINZM3I (ITSNZ) 671-737 KLKEIERKRLELMOKKKLEDEAARKAKQGKENLWKEN LRKEEEEKQKRLOEEKT(Q
EKIQEEERKAEE

095819 (MAP4K4) 378-480 EQQLREQEEYKRQLLAERQKRTEQOKEQRRRLEEQORREREARRQQEREQRRREQ
EEKRRLEELERRRKEEEERRRAEEEKRRVEREQEY IRRQLEEEQRHLE

QIUKES (TNIK) 364-459 REEALRRQOLEQQORENEEHKROLLAERQKRIEEQKEQRRRLEEQQORREKE LRKQ
QEREQRRHYEEQMRREEERRRAEHEQEY IRRQLEEEQRQOLE

QBNA4CSE (MINK1) 396-467 RRIEEQKEERRRVEEQQRREREQRKLQOEKEQQORRLEDMOALRREEERRQAEREQE
YKRKQLEEQRQSERLOR

Q865Q0 (PHLDB2) 1034-1097 | RIEEMERLLKQAHAEKTRLLESREREMEAKKRALEEEKRRREILEKRLQEETSQR
QOKLIEKEVK

QOBAD1 (CAMSAP2) 1197-1237 | KQQLEAEMEHKKEETRRKTEEERQKKEDERARREF IRQEYM

Q9YSEVO (PCLOY 1212-1251 | KPLPEEKKLIPEEEKIRSEEKKPLLEEKKPTPEDKKLLEE

Q16643 (DBN1) 173.238 KRINREQFWEQAKKEEE LRKEEERKKALDERLRFEQERMEQERQEQEERERRYRE
REQQIEEHRRK

Q9UDTS (CLIP2) 413-485 KLORARLLVESVRKEKVD LSNQLEEERRKVED LQFRVEEES I TKGD LETQTQLEH
ARIGELEQSLLLEKAQAE

4.5. dbra. Néhdny detektdlt SAH domén pozicidja és szekvencidja

ladjaba, a septinek k6zé tartozik. A septinek szélakat és gytriket képeznek, melyek all-
vanyzatként és diffizios hataroloként miikodnek. Részt vesznek tobbek kozt a dendritikus
tiiskek kifejlédésében és a sejtosztodas folyamatéban is [34]. A septin 7-ben a prediktalt
SAH domén a C-terminalis kdzelében talalhatd, a fehérje szuperhélix régidjaban. A sep-
tinek hexamereket alkothatnak, melyekben a septin 7 egy terminalis fehérje (4.6. abra).
Feltételezhetd, hogy a septin 7 SAH doménje a hexamerek egymas kozotti interakcidinak
irAnyitasdban jatszik szerepet. A septin 7-en kiviil egyik masik septin fehérjében sem
talaltunk SAH domént.

Az interszektinek citoszekeletélis allvanyfehérjék melyek az endocitézisban vesznek
részt és vélhetSen szerepet jatszanak az autizmus és a Down-szindréma kialakulasaban
is [23]. A prediktalt SAH domén a koézéps6 szuperhélix N-terminalis felé es§ részében
talalhato. Ez a szuperhélix régio tobbféle fehérjével is képes interakcioba lépni, ezért a
feltételezett SAH domén szerepe is tobbféle lehet.
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4.6. abra. A: A 13 humdn szeptin fehérje 4 csoportja.
B: A SEPT2-SEPT6-SEPT7 hexamer komplex szerkezete. A pre-
diktalt SAH domén a termindlis SEPT7 fehérjén taldlhato (az ere-
deti dbrdn szuperhélizként keril dbrdzoldsra). [34]

Az FT CHARGE algoritmus a CLIP2 (CAP-Gly domain-containing linker protein 2)
fehérjében is detektalt egy SAH szegmenst, melyet a PANTHER analizis a citoszkeleta-
lis Osszetevsk kozé sorol. A fehérje vélhetSleg az organellumok transzlokaciojanak agyra
jellemzd folyamataiban jatszik szerepet [12]|. A prediktalt SAH domén az elsd szuperhélix
régioban talalhato a két CAP-Gly domént kivetSen. Sajnos a CAP-Gly domén régiok
kivételével nem taldltunk a fehérjére vonatkozo, kisérletileg megallapitott szerkezeti in-
formaciot. Erdekesség, hogy az FT CHARGE algoritmus t6bb més fajhoz tartozo CLIP2
fehérjében is detektdl SAH régidkat, viszont az algoritmusok konszenzusaban ezek nem
jelennek meg.

A sejtkéreg a kozvetleniil a plazma membran alatt talalhato régio, altaldban aktin fila-
mentumokat és a hozzajuk tartozo fehérjéket tartalmaz [7]. A PANTHER elemzés 4 SAH
domént tartalmazoé fehérjét azonositott a sejtkéregben, ezek mindegyike a citoszekeleton

része is.

4.2.2. Idegi jelatvitelben résztvevé fehérjék

Habar a SAH domént tartalmazo fehérjék nem jelentek meg nagy szamban a neuralis
folyamatokban résztvevs fehérjék kozott, egyes taldlatoknak mégis kéze van a neura-
lis folyamatokhoz. A citoszekeletalis (pl. CLIP2, miozin 6, caldesmon) és a sejtkéregben
talalhato fehérjék (piccolo, drebrin) részt vesznek a sejtfiiggelékek, mint példaul a dendri-
tek fejlédésében és a szinaptikus vezikulak kibocsajtasdban. A SAH domén keresés soran
17 olyan fehérjét talaltunk, amely a SynaptomeDB-ben is megtalalhato, illetve 13 fehérje
UniProt annotécioja arra enged kovetkeztetni, hogy ezek funkcioja is kapcsolatba hozhato
a neuralis fejlédéssel (4.4. abra). Példaul a PHLDB2 (Pleckstrin homology-like domain
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family B member 2) részt vesz a neuromuszkuléaris szinapszisokban taldlhato posztszi-
naptikus komplex kialakitasaban [30], mig a CAMSAP2 (Calmodulin-regulated spectrin-
associated protein 2) fehérje a mikrotubulusok lasst (minusz) végéhez kot és részt vesz
a neuralis polaritas szabalyozasaban [56]. A SAH domén pontos szerepére vonatkozoan
nem talaltunk ide vonatkozé kutatasi eredményeket.

A PCLO (protein piccolo) fehérje a preszinaptikus aktiv zonakban taldlhato és a szinap-
tikus vezikulak széllitasaban vesz részt [15]. A prediktalt SAH domén régioja szuperhé-
lixként keriilt azonositasra és felhasznalasra a fehérje szerkezeti modelljének megalkotésa
soran. Habar a széban forgd szerkezeti elem megfelelt a helicitas filterben tdmasztott el-
varédsainknak, a régi6 magas prolin tartalma miatt megkérddjelezhetd, hogy valoban egy
egyenes helikalis szerkezetet képez. A régio a COILS predikeio [28] alapjan két szuperhé-
lix k6zott helyezkedik el és vélhet&en zsanérként funkcional a szuperhélixek kozott. Ettol
a feltételezéstdl eltekintve, a vélt SAH domén pontos szerkezeti szerepe nem ismert.

A drebrin egy posztszinaptikus fehérje, melynek a dendritekben talalhato citoszeketa-
lis allvanyzat formaldsiaban van szerepe és a hosszitava potenciacié keretében torténd
szinaptikus valtozéasokkal, illetve az Alzheimer-korral hozhat6 Gsszefiiggésbe [43]. A fel-
tételezett SAH domén ez esetben is egy szuperhélix régiéban talalhatd. Ez a szuperhélix
régio egy szomszédos helikilis szegmenssel az aktin kotésében vesz részt, ezért egy debrin
molekula Gsszekottetést tud létesiteni két aktin filamentum kozott. Ebben a helyzetben
a SAH doménnak vélhetSen az Gsszekapcsolt aktin filamentumok kozotti tavolsagtartas

a szerepe.
UPF2
UPF3A ]
UPF3B —o—f§——

DREB @ori (i} fF @ <EEm»
serT7 — iy il

4.7. dbra. A kivdlasztott SAH domént tartalmazé fehérjék sematikus dbrd-
zoldsa. Piros hengerek: SAH domének, kék: UniProt annotdcidval
rendelkezd domének, sziirke: eqyéb régick. A zdld szinmel az an-
notdlt szuperhélizek keriiltek jelolésre, melyek vagy nem vagy csak
részlegesen fednek dt a prediktdlt SAH régickkal [I1].

4.3. CoNSEnsX-+ webszerver elkészitése

A magneses magrezonancia spektroszkopia (Nuclear Magnetic Resonance - NMR) fejlodé-
sével lehetGvé valt a fehérjeszerkezetek dinamikai tulajdonsagainak feltérképezése. Az ol-
dat fazisban torténd mérés sorén a vizsgalt fehérjék egy természetes allapotukhoz hasonlo
kozegben vannak (més mérési modszerekhez képest, mint példaul a rontgen krisztallog-
rafia), ami lehetévé teszi a szerkezetek természetes mozgéasainak tobb idgskalan torténd
megfigyelését, mérését. A dinamikai paraméterek megjelenésével azonban a fehérjék szer-

kezeti tulajdonségairdl alkotott kép is megvaltozott: egy fehérje szerkezeti tulajdonsagai
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jellemz&en nem irhatodak le jol egy adott konformacioval. Sokkal inkabb a lehetséges kon-
formécios allapotok és az ezek kozti allapotatmenetek adnak csak atfogd képet a vizsgélt
fehérje szerkezeti felépitésérsl. A kisérlet sordn az NMR spektrométerbe helyezett hoz-
zévetSleg 10'6-1017 konformer kiatlagolodott tulajdonségai keriilnek mérésre, ezért nem
reélis elvaras, hogy egy adott konformer teljesitse a mért NMR-es paramétereket, hiszen
ezek eleve egy sokasag atlagat jelentik. Fontos ezért, hogy a dinamikat reprezentals soka-
sagok esetén ne a sokasag egyes elemeivel varjunk j6 megegyezést, hanem a konformereket
sokasdgként kezelve, ezek atlaganak a megfelelését kell vizsgalni.

A dinamikus fejérjeszerkezeti sokasagok molekuladinamikai szimuléacioval torténd els-
allitasa alapvetGen kétféleképpen torténhet: csak egy kivélasztott erétér felhasznalésaval
és az erGteret megszorito /kiegészitd, kisérletekbol szarmazd mért adatok felhasznalasaval.
A szimulacié soran hasznalt aloritmusok gyengepontjai és a paraméterezési hibatalehe-
t6ségek miatt mindig érdemes ellendrizni az igy elGallitott sokasidgok helyességét. Ennek
egyik modja a mért adatokkal (NMR paraméterek) torténd osszevetés. Amennyiben egy
szerkezethez t6bb dinamikai paraméter is rendelkezésre all, vagy a paraméterek fiiggetlen
kisérletekbdl szarmaznak, a paraméterek egy csoportja felhasznalhaté a molekuladina-
mikai szimulécié soran megszorité paraméterként, a masik csoportja pedig az elkésziilt

sokasag keresztvalidacidjahoz.

CoNSENsX+ - Mozilla Firefox

CoNSEnsX* Compliance of NMR-derived Structural Ensembles with experimental data + selection

START CALCULATION INFO

el & Upload PDB file... B The server is specifically designed for structural ensembles that were generated
to reflect the internal dynamics of proteins at a given time scale. Such
NOE restraints:  oa Upload NMR-Star file... ? ensembles are typically generated by restrained molecular dynamics methods
or selection-based approaches. CoNSEnsX+ provides an ensemble-averaged

- % = il
NMR parameters: | & Upload NMR-Star file... ? analysis of all experimental parameters recognized in the input and offers a
BME weights: &, Upload BME weights... 3 simple greedy selection approach to identify the sub-ensemble best reflecting
: the parameters chosen.
Karplus equation parameter set: Wang & Bax 1996 v |2

Fit models in PDB
onrange: (optional) (3 Input a multi-model PDB file, a BMRB format NOE distance restraint file
User3 averaging between madels (NOE) (7 (optional, V2 NMR Restraints at the Protein Data Bank) and a BMRB restraint
A, file to check the accuracy of the protein structural ensemble against
: experimental data. For a detailed description, see the description page. For
RDC LC model:  bicelles v |12 reference on accepted file formatting, please consult the downloadable test
data. You can run a test calculation on the test data anytime with the
provided test data, to check if the server is warking.
Reset form Ready and fire!

CITING

CONTACT

4.8. abra. A CoNSEnsX™ szerver nyitdé oldala.

A kisérleti adatokkal torténd Gsszevetés soran szem elStt kell tartani, hogy azok egy
atlagot reprezentalnak. Fzért a vizsgalt konformereket is sokasagként kell kezelni, mivel

csak {gy van értelme a mért NRM-es paraméterekkel torténd dssszehasonlitasnak. Az ilyen
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ellendrzések rutinszerd futtatasara jott létre az eredeti CoONSEnsX szerver [61], melynek
tovabbfejlesztésével foglalkoztam.

A hosszabb molekuladinamikai szimulacioval késziilt sokasagoknak jellemzden a mé-
rete (bennefoglalt konformerek darabszama) is nagyobb. A nagyobb sokasagok kezelé-
se technikailag is nehezebb, illetve altalaban egy tulillesztett allapotot reprezentélnak.
Felmeriilt az igény ennek a tulillesztettségnek a csokkentésére, ami egyidejtileg a soka-
sagban foglalt konformerek szdmanak csokkenésével és a mért NMR-es paraméterekkel
vald egyezés novekedésével is jarhat. A szelekcio tovabb hangolhaté azzal, ha csak a sza-
munkra érdekes NMR paraméterekkel torténd megfelelést szeretnénk optimalizalni akkor
is, ha a sokasag készitése sordn egyéb megfontoldsokbdl més megszorité paramétereket
is alkalmaztunk. A szimulacioval elGallitott sokasagok szelekcidjanak kimenetele egy, az
eredetinél kisebb szelektalt sokasag, amely idealis esetben jobb egyezést mutat a kivalasz-
tott NMR-es paraméterekkel. Amennyiben ez a feltétel teljesiil, akkor sikeriilt egy olyan
minimalis elemszamia sokasagot elGallitani, ami ugyantigy vagy jobban reprezentélja az
adott struktira dinamikai tulajdonsigait, mint a jellemz&en sokkal nagyobb elemszami
kiindulasi sokasagok.

A dinamikus fehérjeszerkezeti sokasidgok rutinszert elemzése magéaval hozta az ehhez
hasznalt sajat fejlesztésti programok és szkriptek fejlesztését, integralédsat. Az eredeti
CoNSEnsX szerver algoritmusait kiindulasi alapként felhasznéalva valamennyi funkciot
djraimplementaltam Python kényvtarak formajaban. Ezen kiviil tobb 1j, technikai jellegii
fejlesztés is keriilt a szerverbe, melynek forraskédja szabadon elérhets és felhasznalhatd
(https://github.com /PPKE-Bioinf/consensx.itk.ppke.hu).

Az egyik ilyen technikai jellegii fejlesztés a PDB és STAR-NMR formatumu fajlok keze-
lése az erre a célra létrehozott Python konyvtarakkal, igy a bemeneti fajlok beolvasasanal
és a benniik tartalmazott informacié kinyerésénél sok hibalehet&ség elharult. Valamennyi
megjelenitett grafikon/abra vektorgrafikus és felhasznalhato publikdciokban tovabbi szer-
kesztés nélkiil. A szerver adatbazisban tarolja a lefuttatott elemzések paraméterezését és
eredményeit, melyek igy kés6bb a futtatasok azonositojan keresztiil visszakereshetek, igy
a lefutatott elemzések eredményei online megoszthatoak és tjrafelhasznalhatova valtak.

A parancssoros feliileten elérhets tovabba két, a peptid kotések planaritasat ellenérzé
funkcio, melyek a peptid kotések 2 (CA-N-C-CA) és QH (H-N-C=0) torzios szogeinek
eloszlasat jelenitik meg. A peptid kotés planaritasa egy ismert jelenség, ezért a tul nagy
torzios szogek a peptid kotések mentén azt jelzik, hogy vagy méar a kiindulasi modell
is hibés volt, vagy a molekuladinamikai szimulaciéban alkalmazott megszorité paramé-
terek tul ergsen keriiltek alkalmazasra és ezzel deformaltdk a molekula természetes(nek
vélt) geometridjat. A kiszamitott torzios szogek hisztogramszertien, savokba kategorizal-
va keriilnek reprezentalasra (<2, 2-5, 5-10, 10-20, >20 fok). Amennyiben a magasabb
tartomanyokban sok eléfordulés talalhato, az j6 indikdtora annak, hogy a szerkezettel
valami nincs rendben, megfelel§ kiindulasi szerkezetet feltételezve ez altaldban azt jelen-
ti, hogy az alkalmazott kényszerfeltételek "kicsavarjak" a planaris peptid kotéseket, ami

valészeritlen szerkezeteket eredményez.
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CoNSENsX result sheet - Mozilla Firefox

CoNSEnsx* Results sheet ID: RFTKVZ (permalink)

Compliance Measure: correlation Q-value RMSD Min. ensemble size:
Overdrive: Max. ensemble size: 1128

Bulk select:  chemical shifts

Start selection

Chemicals shifts

[o

Values: 97 7 :
Correlation: 0.870 %
RMSD: 1.087

Include with - -

weight:
caA

Lo

Values: 100 3
Correlation: 0.979 %
RMSD: 1.175

Include with

weight:

4.9. abra. A szelekcié paraméterezése CoNSEnsX" szerveren. Az dbrdn a
2LC7 PDB szerkezettel futatott molekuladinamikai szimuldcicbdl
visszaszdmolt kémiai eltolodds értékek ldtszanak (részlet).

4.3.1. Visszaszamolhat6 paraméterek

A feltoltott STAR-NMR formatumi fajlokbol a CoNSEnsX ™ szerver a kovetkezd para-

métereket tudja az elemzéshez felhasznalni:

e Maradvany dipolaris csatolasok (RDC - Residual dipolar couplings)

3J HyHe s 37 HnCls 3J HyCp €8 3T o skalaris csatolasok (valaszthato Karplus egyen-

let paraméterezéssel [20, 52])

Amid N, H, Ha, Co, and C kémiai eltolodasok

Molekulagerinc és oldallanc S? rendparaméterek

NOE téavolsagértékek

A kémiai eltolodasokat a (C-ben irt) ShiftX programmal [36] szamoljuk vissza. Bar a
program méasodik verzioja (a Java-ban irt SHIFTX2) mar rendelkezésre &ll, ennek lasstisa-

ga nagyon megnyudjtand a paraméterek visszaszamolasdhoz sziikséges id6t. A maradvany
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Selection results

correlation All models Selected models: 17 (download)

0.979 0.982

0.837 0.916

PCA projections of the selected ensemble

4.10. abra. A szelekcié kimenete CoNSEnsX™ szerveren. Az eredeti, 1120
szerkezetbdl dllo sokasdgbsl (2LC7 szim.) 17 modell kivdlasztdsd-
val a megadott kémiai eltolédds korreldcick jelentdsen javulnak.
Az dbrdkon a kiinduldsi és a szelektdlt sokasdgok fékomponens
analizise ldthato.

dipolaris csatolasok visszaszamolasa a PALES programmal torténik, az SVD (szingularis
érték felbontas - Singular Value Decomposition) alapi illesztéssel. Ilyenkor a PALES min-
den egyes konformer esetében meghatarozza azt az orientaciot, ami az adott konformerbél
visszaszamolt és a kisérleti értékek legjobb illeszkedését eredményezi. Ezen eljaras mellett
szo0l, hogy a valosagban is valtozo lehet az RDC-méréshez hasznalt kozegben (oriented
media) az egyes eltérd szerkezet konformaciok magneses térhez képest valo orientacioja.
Ellenérvként megemlithets, hogy igy viszont elfordulhat, hogy ezen illesztés miatt "tul
jo" megfeleléseket kapunk. Ezért ez az illesztés a szerverben kikapcsolhato, ilyenkor a PA-
LES minden egyes konforméci6 esetében megbecsiili a szerkezet orientaciojat a sztérikus
faktorok figyelembevételével. A CoNSEnsX™ szerver felismeri a bemeneti faljbol az egy
kisérlet keretében megallapitott RDC paramétereket és ezeket egylitt kezeli, a szamités
kimenetében ezek RDC csoportokként jelennek meg. Ezen kiviil az S? rendparaméte-
rek miatt lehetséges a feltoltott sokasag illesztése, alapértelmezetten a teljes szekvencia
mentén, de a felhasznald altal sajat tartoméany is definidlhato. Az illesztésre azért van
sziikség, mert a rendparaméterek csak akkor értelmezhetGek megfelelGen, ha az egyes
modellek egymashoz képest vald rotacidjat kikiiszoboljiik, més szoval, csak a molekulan

beliili, lokalis elmozdulésokat vessziik figyelembe.

4.3.2. Oldallanc S2 rendparaméterek

Az oldallancokra vonatkozé S? rendparaméterek visszaszamoldsa egy tGjonnan megvalo-
sitott funkcidja a CoNSEnsX™ szervernek. A szamitasban szerepet kapé atompéarok egy

elére definialt tablazatban keriilnek eltarolasra:
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sc_lot = {
"VAL": {"CG1": "CB", "CG2": "CB"},
"ILE": {"CG2": "CB", "CD1": "CG1"},
"THR": {"CG2": "CB"},
"LEU": {"CD1": "CG", "CD2": "CG"},
"ALA": {"CB": "CA"},
"MET": {"CE": "SD"},

3. forraskod szegmens. Oldalldnc rendparaméter tabldzat

tehat példaul egy oldallancon taldlhato izoleucin "CG2" atom S? szamitasbeli parja
ugyanazon aminosav "CB" atomja. Mivel a két metilcsoportot tartalmazé aminosavakhoz
(Val, Leu, Ile) tobb visszaszamolt érték is tartozhat a visszaszdmolandé rendparaméte-
rek kategorizalatlansédga miatt (valamennyi oldallanc rendparaméter érték egyszerre kertil
visszaszamolasra és dbrazolasra), minden, az adatok eltarolasara és abrazolasara szolgalo
funkcionalitast djra kellett implementalni oly médon, hogy az egy aminosavhoz tarto-
z6 kiilonbozs értékek megvalosithatoak legyenek. A visszaszémolt értékeket tartalmazo
tablazatban ennek megfelelGen egy aminosav pozicidhoz tobb oszlop, az adatok megjeleni-
tése soran egy x-tengelyen 1év6 aminosav pozicidhoz tobb y érték tartozhat. Az ugyanazon
aminosavhoz tartozo értékek az ide vonatkozo6 grafikus dbrézoldson egymashoz képest kis

x-tengely menti eltoléssal keriilnek abrazolésra.

4.3.3. A megfelelések jellemzése

A mért és a visszaszamolt paraméterek egyezését a Pearson korrelacioval és RMSD (négy-
zetes kozépérték - Root Mean Square Deviation) értékkel, RDC paraméterek esetén ezen
feliil a Q-értékkel jellemzi.

Az NOE tavolsagértékek megsértése tavolsagn alapu eloszlas grafikonon keriil vizuali-

zélasra, a tobbi visszaszamolt paraméterhez tobb abra is tartozik:
e a mért és a visszaszamolt értékek korrelacioja

e a mért és a visszaszamolt értékek egymas melletti Gsszehasonlitdsa aminosav sor-

rendben

e A visszaszamolt értékek modellenkénti értéke, ezek atlaga, illetve a sokasagra vo-

natkoz6 megfelelési érték

A Kresten Lindoff-Larsen csoportja altal kifejlesztett BME (Bayesian Maximum Ent-
ropy) eljaras egy biomolekularis szerkezeti sokasag tagjaira megadott egyedi paraméterek
és a rendelkezésre allo kisérleti adatok segitségével egy olyan sulyozast készit, amely
a bemeneti sokasag egyes tagjainak a paraméterek mért értékeihez valé hozzajarulasat
jellemzi, és azokkal a lehets legjobb megfelelést adja. A BME eljaras azonban egy pa-
rancssorbol hasznalhat6, grafikus feliilet nélkiili program, amely specialisan el6készitett

bemenetet igényel. A CoNSEnsX™ eljarashoz hasonl6 felhasznélasa miatt tigy gondoltam,
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hogy érdemes a BME hasznélatat megkonnyité tamogatast is beépiteni a szerverbe. A

megvaldsitas soran a kovetkezd funkcidkat épitettem be:

e A beadott BMRB file alapjan a szerver elGallit egy olyan allomanyt, amely a BME
szaméra bemenetként hasznalhato, azaz az egyedi konformerekre visszaszamolt pa-

ramétereket azzal kompatibilis formaban tartalmazza

o A szerver képes arra, hogy a BME kimenetként elgallitott, az egyes konformerek
relkativ silyat tartalmazo fajlt beolvassa és a sokasag értékelése soran ezeket a

salyokat figyelembe véve elemezze a sokasig megfelelését

4.3.4. Szelekci6 beépitése és értékelése

A molekuladinamikai szimulécéval elGéllitott sokasdgok jellemzGen sok konformert tartal-
maznak, melyeket dinamikai sokasagként kezeliink, tehat a mért paramétereknek torténd
megfelelést a teljes sokasagra varjuk el. Itt érdemes megfigyelni, hogy sok esetben a so-
kasag megfelelése a mért paramétereknek jobb, mint a sokasigban 1évé legjobb modell
megfelelése. Felmeriil viszont annak az esélye, hogy a szamunkra érdekes dinamikit a
sziikségesnél sokkal tobb modellel irjuk le (tulillesztés), igy sok olyan konformer is része
a sokasagnak, ami a dinamikai leiras szempontjabol nem szignifikans, emellett a nagyobb
sokasdgokon az elvégzendd viszgalatok is sokkal szamitasigényesebbek. Felmeriilt tehat
az igény, hogy a szimulécidval elGallitott, jellemz&en sok modellt tartalmazo6 sokasaghban
megfigyelt mozgéasokat a lehetd legkevesebb modellel irjuk le gy, hogy mellette maxima-
lizaljuk a szelektalt sokasiag mért adatokkal torténd megfelelését.

A CoNSEnsX™ szerverben implementaltam egy szelekcios algoritmust, amely lehetéve
teszi a feltoltott sokasigbdl egy alsokasag létrehozasat, a mért paramétereknek torténd
megfelelés szinten tartasa vagy javitasa mellett. A felhasznalo kivalaszhatja és silyozhatja
a szelekcid soran a szdmaéara érdekes mért paraméteret, illetve a megfelelés mérdszamat
(korrelacio, RMDS, RDC paraméterek esetén Q-érték). A szelekcios aloritmus ezen a
kivalasztott paraméterek mentén keresi azt a legkisebb sokasagot, ahol a kivalasztott
paraméterek és silyozas mellet maximalis a kisérleti adatokkal tortént megfelelés.

A szelekcid paraméterei:
e a megfelelés mérdszama (korrelacio, Q-érték, RMSD)
e minimalis szelektalt sokasig méret
e maximalis szelektalt sokasag méret

e "overdrive" - ennyi iteracidval tobb modell hozzdadasat vizsgalja meg az algoritmus

a lokélis minimumok athidalasa céljabol

A implementélt szelekcié egy moho algoritmus, az els6 1épésben megkeresi célfiiggvény
szerint legjobban egyezd egyedi konformert (S? estén a legjobb konformer part), majd
ezutan megkeresi azt a kovetkezs konformert, amit ehhez a kiindulasi sokasaghoz adva a

legjobban novekszik a célfiiggeény szerinti egyezés. Ez az iteracié addig folytatodik, amig:
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a szelektalt sokasdg mérete el nem éri a kivint minimum méretet

a szelektalt sokasdg mérete a kivant maximum méreten beliil van és

a célfiiggvény szerinti egyezés javul

e vagy az "overdrive" paraméterben meghatarozott hatarértékig az algoritmus meg-

probéal egy lokalis minimumot athidalni

(vagy ha az "overdrive" paraméterben meghatarozott hatarértékig torténd iteracio

kozben a szelektélt sokasag eléri a kivant maximalis méretet)

A szelekcid végeztével megjelenitésre keriilnek a szelektalt sokségra vonatkozo mérs-
szamok és letolthetévé valik a szelektélt sokasag. Emellett a szelektélt sokasag PCA ana-
lizissel is Gsszehasonlitasra keriil a kiindulasi sokasdggal, aminek vizualizalasa a szelekcié
utan lathatova valik.

A determinisztikus moh6 algoritmus vélhetGen nem érzékeny a konformerek pontos
eloszlasara a kiindulési sokasédgban, amig az kell6képpen lefedi a referencia sokasagot.
Mivel az algoritmus csak a megadott megfelelési mérészam optimalizaldsara torekszik, a
sokasag modelljeinek konformacios térbeli eloszlasdnak nincs szerepe a szamitas soran.
A szelektalt sokasagrol nem garantalhatd, hogy ez a bemeneti paramétereknek legjob-
ban megfelel§ alsokasag, hiszen ehhez valamennyi modell kombinéciot figyelembe kellene
venni, viszont megfelel§ paraméterezés mellett az algoritmus a bemeneti paramétereknek
kielégitGen — a bemeneti sokasédgnéal altaldban jobban — megfeleld, kis létszamu alsokasa-
got general. Ezért a generalt alsokasag a bementi sokasig tagjaival — uniform sulyozas

esetén — elérhetd legjobb megfelelés alsé becslésének tekinthetd.

4.3.5. A szelekcio tesztelése molekuladinamikai szimulacioval elGallitott
sokasagokkal - Diszkusszié

A szelekcids algoritmus tesztelése soran is szem el6tt tartottuk, hogy egy dinamikus szer-
kezeti sokasag esetén nem elvart, hogy az egyes modellek kiilon-kiilon megfeleljenek a
kisérletileg megallapitott értékeknek, hanem a sokasig altal reprezentalt konformécios
tértsl varjuk el ezt a megfelelést. Ezért a tesztelést és a tulillesztettség becslését a kiilon-

bo6z6 sokasédgokbol mintavételezett konformécios terek osszehasonlitasaval végeztiik.

A Drk SH3 domén elemzése

A Drk fehérje (PDB ID: 2A35) N-terminalis SH3 doménjének felhasznalasaval molekula-
dinamikai szimulacidkat futtattunk implicit oldoszer modellt hasznalva, a GBSA algorit-
mussal [38]. A 100ns hosszt szimulacio 1fs-os lépéskiizzel, 300K hémérsékleten, implicit
olddszeres kornyezetben keriilt lefuttatasra. A szimulécié utols6é 20ns hosszu tartoménya-
bol késziilt a referencia sokasag, melybdl a teszteléshez felhasznalt paraméterek (kémiai
eltolodasok, 5 kiilonbozs RDC készlet és molekulagerine oldallanc S? rendparaméterek)
keriiltek kiszamitasra. A kémiai eltoldésasok és az RDC készletek felhasznalasaval készi-
tettiink egy szelektalt sokasagot a tulillesztettség becslésére, azaz hogy meg lehet-e felelni

az elgbb kiszdmolt paramétereknek kevesebb modell alkalmazéisaval is.
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4.11. aAbra. Az illesztett referencia sokasdg

RT loop

C-terminus

4.12. abra. Ligandumot (sdrga) kété SHS szerkezet (PDB ID: JLNP)
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A referencia sokasagtol fiiggetleniil generaltunk egy nagyobb konformacios teret lefedd
sokasagot, az AMD séma [54] felhasznalasaval, ami a csoportban a GROMACS szoft-
verhez el6z6leg implementalasra keriilt [16]. Négy parhuzamos, 20ns hosszi szimulacio
keriilt lefuttatasra ugyanazzal a kiindulési szerkezettel, de eltérs kezdeti atom sebessé-
gekkel, E = 2400 kJ/mol AMD "boost potential"-lal és o = 0,5 gyorsitasi faktorral. A
szimulaciok utolso 18,75 ns-at felhasznalva késziilt a 3044 konformerbdl allo "AMD soka-
sag". Ebbdl a sokasagbdl szelekcidval kiilonbozs alsokasagokat allitottunk eld, a referencia
sokasaghol visszaszamolt paraméterek kombinacioinak felhasznalasaval. A szelekcios al-
sokaségok altal lefedett konformacios tér becslését f6komponens elemzéssel végeztiik.

A referencia sokasagban (4.11 abra) az els6 PCA (principal component analysis - f6kom-
ponens elemzés) modusban a 2-33 redsket osszekdtd hurok (N-scr hurok) hajlé mozgasa
figyelhets meg (8], amely a kotézsebre hajlo hurkok egyike (4.12 abra). A mésodik mo-
dusban a C-terminalis harom aminosavjanak heterogentidsa dominél, ez funkcionalisan
nem tartozik a relevins mozgasok kozé.

Minden szelektélt sokasagban az els6 f6komponens a referencia sokasdgban is megfi-
gyelt els6 f6komponensbeli mozgés, emellett a sokasdgok megfelelése a kiszamolt dinami-
kai paramétereknek kielégité maradt. Eszerint tehat a referencia sokasdgban megfigyelt
mozgasok kisebb sokasdgokkal is jol reprezentalhatoak, ami egyuttal a referencia sokasag
tulillesztettségére is utal, tehéat a referencia konformaciés teret magaban foglalé konfor-
macios térbsl szelekcidval el lehet allitani a referencia sokasaghoz hasonlo sokasdgokat
(4.13 abra C-F).

A Pinl peptidil-prolil cisz—transz izomeraz elemzése

A szelekcios algoritmus a Pinl peptidyl-prolyl cisz—transz izomerazzal is tesztelésre ke-
rilt, mivel a fehérje egyik, a szubsztrat kot oldalan talalhaté aldoménekre haté médusa
vélhetGen hatassal van a kotés katalizdojara és annak szabélyozasara [51, 11]. A 2RUC
szerkezetet kiindulési alapnak véve, harom kiilonb6z6 molekuladinamika szimulaciot vég-
geztiink, kiilénb6z6 AMD paraméterezéssel. Az igy késziilt sokasagokra megviszgaltuk a
hozzajuk tartozo kémiai eltolodasokkal (BMRB ID: 11559) torténd egyezést és a szelekei-
6s algoritmussal a kémiai eltolodasokat optimalizalva alsokasagokat készitettiink. Habér
mindegyik sokasag jol megfelelt a kisérletileg mért adatoknak, az AMD sokasagok meg-
felelései jobbak voltak, mint az edetei 2RUC sokasagé, ami alatamasztja, hogy egy-egy
valtozatosabb sokasag kénnyebben megfelel a mért paramétereknek. A szelektéalt sokaséa-
gokban ez az egyezés még jobb volt, ugy is, hogy a sokasagok csak 5-15 konformerbdl
allnak, a megfeleldségi mérdszamtol fiiggen (korrelacio vagy RMSD).

Habar a kiilonbségek kicsik, a leghosszabb AMD-s szimulaciobol szelektalt alsokaségok
megfelelése a legjobb. A f6komponens elemzés kimutatta, hogy az ebbdl képzett alsokasa-
gok olyan konformereket is tartalmaznak, melyek csak ezen kiindulési sokasag konforma-
ci6s terében talalhatok meg. Ezen megfigyelés jelentGségének a megbecslésére megvizs-
galtuk, hogy a szelektalt alsokasdgokban megjelenik-e valamilyen biologiailag relevans
mozgés. Az alsokasdgokban megjelend mozgéasokat mar azonositott (rotaméaz domének)

mozgasi modusokkal [11] vetettiik Gssze. A szerkezeti illesztés a kiilonb6z6 rotamaz domé-

45



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2021.006

nekben koézos 52 CA atom mentén tortént. A f6komponens elemzés kimutatta, hogy a
szelektalt sokasagok els6 PCA modusa atfed a funkcionalisan legrelevalsabbnak vélt moz-
gassal, mely a ligand kots oldal "nyit6-csuké" mozgésa. Ez a felfedezés alatamasztja a
megfelel§ konforméciés mintavételezés jol ismert fontossagat és ramutat, hogy a kisérleti
paramétereknek torténd megfelelés kis javulasa is relevans kiilonbséget jelenthet. Ebben
és az ehhez hasonl6 specialis esetekben tehat a szelekcios algoritmus — megfeleld kiindu-

lasi sokasag mellett — olyan alsokasagok elGallitdsara képes, amikben biologiailag relevans

mozgasok is megjelenhetnek.
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4.13. abra. A: a referencia sokasdg PCA dbrdja

B: az elsé 2 PCA mddus négyzetes fluktudcidi

C: a referencia és az AMD sokasig PCA dbrdja

D: a referencia és a szelektdlt sokasig PCA dbrdja

E: a ref. és a kémiai eltoloddsra szelektdlt sokasag PCA dbrdja
F: a ref. és az RCK-re szelektdlt sokasag PCA dbrdja
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Az o-Szinuklein elemzése

Az algoritmust rendezetlen (IDP - intrinsically disordered protein) fehérjeszerkezetekkel
valo mikodését a pE-DB [50] adatbéazis 9AAC a-szinuklein sokaségéaval is teszteltiik. A
sokasag paramagneses relaxacios (PRE - paramagnetic relaxation enhancement) kisérleti
adatokbol keriilt elsallitasa, melynek visszaszamolasa nincs implementélva a CoNSEnsX ™
szerverben. A sokasaghoz késziiltek viszont kémiai eltolodas mérések (BMRB ID: 16300),
ami alapjan el tudtuk végezni a szelekciot, raadasul olyan kisérletileg magallapitott ada-
tok felhasznaldsaval, amik nem keriiltek felhasznaldsra a sokaséig elallitasa sordn. A 37
konformerbdl 4ll6 szelektalt sokasag PCA analizise kimutatta, hogy ez a kisebb sokaség is
lefedi az eredeti sokasag konforméaciés variabilitasat. A kiindulési és a szelektélt sokaséig
mésodlagos szerkezeti elemzése alapjan a helikalis szegmensek helyzete jol reprezentalt a
szelektalt sokasagban is. Ez a megfigyelés alatdmasztja, hogy a szelekcids algoritmus egy
rendezetlen fehérjékbdl 4llo sokasag esetén is képes a relevans tulajdonsagokat megdrizve

egy kisebb alsoksaagot elGallitani.

4.4. PDZ domének dinamikus szerkezeti sokasadgainak 0Osszehasonlité

elemzése

A domén allosztérikus tulajdonsagaira fontos hatassal vannak annak oldallancai [40, 33],
igy ezek dinamikajanak modellezése kulcsfontossagi a ligandum kotés soran bekoévetkezs
valtozasok megértéséhez. A megszorité paraméterként hasznalt, kisérletileg megallapitott
oldallanc rendparaméterek hatasanak jobb megértéséhez molekuladinamikai szimulacio-
kat futtattunk kiilonb6z6 megszorité paraméter kombinacidkkal. Az igy késziilt sokasigok
f6komponens analizise kimutatta, hogy a csak a molekulagerinc, csak az oldallancok illetve
a kett6 megszorit6 paraméter egyiittes alkalmazasboél kapott sokasagok kissé eltérs kon-
formacios teret fednek le (4.14. abra). A kisérletileg megallapitott paraméterekkel torténd
korrelacid jelentésen alacsonyabb azoknak a sokasidgoknak az esetében, ahol molekulage-
rinc vagy az oldallanc megszorité6 paramétereit elhagytuk, ezért a tovabbiakban minden

elgallitott sokasag esetén mindkét megszoritdé paramétert egyidejtileg alkalmaztuk.

Sokasag Molekulagerinc S? | Oldallanc S?2
Szabad allapot, teljes hossz (ff) 0,92 0,95
Szabad allapot, ATCT (fd) 0,87 0,96
Kotott allapot, teljes hossz (cf) 0,95 0,97
Kotott allapot, A7TCT (cd) 0,83 0,95

4.3. tablazat. Az generdlt sokasdgok molekulagerine és oldalldnc S? korreldcidja

cz 2

A generalt sokasagok konformacios entrépidjat kiszamoltuk az oldallanc S? rendpara-
méterekre, ezen kiviill a GROMACS programmal és a Schlitter-formuléval is végeztiink
entropia szamitasokat. A szamitasok eltérs jellegébdl adoddan nem véarhato el, hogy az
altalunk kiszamolt konformécios entrépia értékek jol megfeleljenek a kisérletesen megal-
lapitott adatoknak, mivel ezek gyakran kiilonb6z§ atomcsoportokat vesznek szamitasba.

A széamitésok célja a kotési entropia megallapitasa, azaz a szabad és a kotésben 16vE szer-
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4.14. abra. Kisérletileg megdllapitott (fekete) és visszaszdmolt (szines) S* ér-
tékek.

kezetek entropia kiillonbségének megbecslése a teljes hossziisdgi és a A7TCT sokasagok
esetén.

Valamennyi kombinécié koziil a szabad allapotban 1évd A7CT entropidja volt a leg-
nagyobb, amig a tobbi sokasig entrépidja kozott egymashoz képest nem nagyok az el-
térések. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a A7CT sokasig egy nagyobb entrépia val-
tozason megy keresztiil a kotés kialakuldsa sordn, mint a teljes hosszisaga sokasag. Az
entropia szamitasok eredményei megfelelnek a doménre vonatkozé kisérleti megfigyelések-
nek [40]. A 20 ns-os szimulaciokkal elGallitott sokasagok 4,1-es entropia kiilonbség aranya
((Sca—Sta)/(Scr—Ss¢)) egy megfelelGen jo egyezést mutat az izotermikus titracios kalori-
metridval megallapitott értékekkel (2,4) [40]. Ezekbdl kifolyolak a szimulacioval elgallitott
sokasdgaink mind a kisérletileg megallapitott rendparamétereknek, mind a konformécios

entropia valzotésoknak jol megfelelnek.

4.4.1. A sokasdgokban megfigyelt dinamika elemzése

A szimulacioval elGéllitott 4 sokasag egyiittes vizsgélatahoz Gsszefliztiik ezeket egy k6zos
sokaségga, amin f6komponens elemzést végeztiink. Mivel a modszer megkoveteli, hogy
a sokasig konformerei egyforma hosszuisdgiak legyenek, ezért a teljes hosszisagu soka-
sagot is a ATCT sokasag méretéhez kellett igazitani, ami a C-terminélis hélix levagasat
jelentette. Megfigyeltiik, hogy a mozgékony N-terminalis régi6 dominansan megjelenik a
f6komponens elemzés soran, ezért ezt is eltavolitottuk a sokasagokbdl, hogy a vizsgalt
domén fontosabb bels6 mozgasai hangsulyozottabban megjelenjenek. Ezutéan lathatova

valtak a domén ligandum kotshelyénél felléepd mozgéasok (4.15. abra).
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Az els§ f6komponens mentén f6leg a [1-52 hurkok és az a2 hélix C-terminélis ré-
gidjanak nyit6-csuké mozgésa figyelhet§ meg, melyek egymashoz kozel, a ligandum C-
terminalisanal helyezkednek el. A masodik f6komponens mentén a [1-52 és a ($2-83
hurkok mozgésai jelennek meg az a2 hélix és a 2 redd eggyiittes elmozdulasaval (4.15.
abra narrow-wine iranyok). A harmadik f6komponens mentén tébbek kozt a 51-52 és a
52-83 hurkok mozgasai jelennek, a ligandum kotGzseb ellentétes oldalain.

Mivel a 8 replikaval futtatott szimulaciok 8 kiilonb6zs trajektoriat eredményeznek,
ezért fontos ellendrizni, hogy az egyes replikik a nyitott és csukott allapotokat is érintik,
vagy beragadnak ezen allapotok egyikébe. Megfigyeltiik, hogy a szabad &llapotban 1évé
ATCT sokasag mindkét allapotot megkozeliti a szimulacié soran, ami aldtamasztja, hogy

ez a fajta mozgas valoban a domén sajat dinamikus tulajdonsaga.

Sokasag Osszeftizott ATCT Complex cd cf fd i
Nyitott (Open) 53% 35% 10% 2%  18% 69% 97%
Sztik (Narrow) 54% 30% 50% 31% 69% 30% 87%
Nyitott és sziik

egyiittes el6fordulas 0,56 0,51 0,54 0,68 0,61 0,67 0,85

4.4. tablazat. A sokasdgok konformereinek fékomponens szerinti eloszldsa. A nyitott-csukott illetve
sztik-széles dllapotok kézotti hatdrvonalat az elsé és a mdsodik fékomponens vdltozé 0
értékénél hataroztuk meg. Az egyiittes elfordulds értekek ezen dllapotok dtlapoltsdigadt
jelzik.

Az osszeflizott sokasag esetén a konformerek diverzitasat szinte 40%-ban elsé f6kom-
ponens hatarozza meg (az els6 10 komponenshez képest). A kotésben 16v6 szerkezetek
tobbnyire a "csukott" allapotban vannak, amig a szabad allapotban 1év6 sokasagok tobb-
sége a "nyitott" konformaéacios teret jarjak be. A rovidebb, ATCT szerkezetek (levagott
C-terminalis felsli a3 hélix) a "nyitott" és "csukott" allapotokat egyarant felveszik, amig
a szabad allapotban 1évé teljes hosszusagu szerkezetek a "nyitott" allapotban maradnak.
A "sziik" és "széles" allapotok kozotti kiilonbség latszolag a a3 hélix meglététdl fligg,
a teljes hosszusagi szerkezetek tobbnyire "sziik" allapotban, amig az a3 hélixet nélki-
1626 ATCT szerkezetek a "széles" allapotban vannak, bar ezen kiilonbségek nem olyan
hangsulyosak, mint a "nyitott-csukott" &llapotok esetén (4.15. abra). Habar a f6kompo-
nensek altal reprezentalt mozgésok a f6komponens elemzés definicidja szerint egymastol
fliggetlenek, ez nem zarja ki az egyes allapotok jellemzs egyiittes el6fordulésat. Ez a je-
lenség figyelheté meg példaul a szabad allapotban 1évs, teljes hossziisdgu szerkezeteket
tartalmazé sokasag esetén, melynek konformerei szinte kizarolag a "nyitott" és a "széles"

allapotokban vannak.

4.4.2. A sokasagokban megfigyelt allapotok

Az elGallitott sokasagokban megfigyelt szerkezeti atrendez6dések és diverzitas altalanos-
saganak ellenérzéséhez készitettiink egy ezektdl fliggetlen, tobb PDZ domént tartalmazo
sokaségot. Ehhez felhasznéltuk a csoportban el§zéleg molekuladinamikai szimulaciéval
elgallitott [25] PSD95 PDZ1 és PDZ2 domeéneket, illetve tovabbi PDZ doméneket tar-

talmazo6 sokasagkot gytjtottiink és ezekbdl egy molekuladinamikai szimulélast kévetGen
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a CoNSEnsX™ szerverrel kémiai eltolodas szelekcioval alsokasdgokat allitottunk els, a
"Modszerek" fejezetben leirtak szerint. Ezen kiviil t6bb, a PDB-ben megtalédlhatéo PDZ
domén szerkezetet is felhasznaltunk azok eredeti formajaban, tehat rontgendiffrakcidval
meghatarozott egyedi és NMR-spektroszkopiaval kapott sokasagokat is. Az ezen forrasok-
bol Gsszeallitott nagy sokasag célja, hogy jol lefedje a kiilonb6z8 PDZ domének altal meg-
hatarozott konformacios teret. Az igy elGallitott nagy sokasdggal a tovabbi vizsgalodés
eléfeltétele egy olyan kozos szerkezeti mag létrehozasa, amely minden vizsgéilt doménben
megtalalhato (vagy megfeleltethetd). A kozos aminosavak megtalalasahoz tobb szerkeze-
ti illesztésre is sziikség volt, valamint az illesztések alapjan csak a k6zos Ca atomokat

tartottuk meg tovabbi felhasznalésra.
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4.16. abra. A kiegészitett PDZ domén készletek fékomponens elemzése

A kiegészitett PDZ domén készletek f6komponens elemzése soran feltiint, hogy az elsd
két f6komponens mentén a hdrom PSD-95 PDZ domén més pozicidkat t6lt be a konfor-
mécios térben, mint a "PDZ mag" sokasag (4.16. abra). A PSD-95 sokasagok esetén is
csak a "PDZ magban" taldlhaté aminosavak szerepeltek a szamitasban, ami kizarja, hogy
a kiilonbségek a mozgékony hurok régiok meglétére vezethetGek vissza. Ebben a fékom-
ponens elemzésben az els§ valtozo (PC1) f6leg a 46 reddt és az a2 hélixet 6sszekotd régio
valtozasainak feleltetheté meg. A méasodik valtozo (PC2) mentén a legnagyobb kiilonbség
a (2 és az a2 (hélixek) tavolsaga, ami a "sziik-széles" allapotokban is meghatarozo. A
harmadik valtozo (PC3) mentén az o2 (hélix) hintdz6 mozgésa, mig a negyedik valtozo
mentén (PC4) a fentebb emlitett "nyito-csuko" mozgas figyelheté meg. A PSD95 PDZ2
doménje az els§ valtozé mentén nagyon elkiiloniil az elemzésben résztvevs tobbi sokasag-
tol, az egész kiegészitett sokasagot tekintve csak két masik szerkezet jelenik meg ebben
a régioban: a 2KA9 [53] szerkezet masodik PDZ doménje, ami egyben a PSD95-PDZ2
sokasag generalasahoz hasznalt kiindulasi szerkezet [25] és az 1B8Q) szerkezet, amely egy
a PSD-95-tel interakcidba 1éphetd fehérje része. Amig az els§ két f6komponens mentén
f6leg a PDZ domének kozotti szerkezeti kiillonbségek latszanak, a harmadik és a negyedik
mentén a vizsgalt szerkezetek egy homogén halmazt alkotnak, ezek az allapotok tehat a

legtobb PDZ domén szamara elérhetéek.
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4.4.3. A PSD95 PDZ doménjeinek Osszehasonlitasa

A PSD-95 PDZ doménjeinek sszehasonlitdsahoz ezekben a szerkezetekben is meg kellett
keresni a kdzos aminosavakat, amik a tovabbi 6sszehasonlitasok alapjat képezik. Az egyik
esetben csak a harom PSD domén ko6z6s aminosavait valasztottuk ki, a masik esetben a
"PDZ magban" szerepld szerkezetillesztést hasznaltuk fel, tehat csak azokat az aminosa-
vak keriiltek kivéilasztasra, amelyek valamennyi vizsgalt PDZ szerkezetben jelen vannak.
A f6komponens elemzés alapjan a két illesztés eredménye nagyon hasonld, ami arra en-
ged kovetkezetetni, hogy a domének kozotti kiilonbségek fiiggetlenek az illesztés soran
elhagyott hurok régioktol. A f6komponens elemzések atlapolodasanak vizsgalata alapjan
az els6 két f6komponens ugyanazt a mozgast jellemzi, illetve a harmadik és a negyedik
f6komponens éltal jellemzett mozgasok is nagyon hasonloak.

Az egyes sokasagok és az 0sszefiizott sokasag f6komponenseinek atlapolodésat megvizs-
galva el6tiint, hogy a domének kozotti kiillonbségeket jol definialo elsd kettd f6komponens
nem fligg Gssze jelentdsen az egyes doménekre jellemz$ mozgéasokkal. Csak a harmadik
és a negyedik f6komponens mentén jellennek meg a PDZ3 sokasag esetén is megfigyelt
"nyito-csukd" mozgasok. Ez a PDZ1 doménre is igaz, viszont a PDZ2 domén esetében
nem, ami alatdmasztja azokat az el6z6 megfigyeléseket, hogy a PDZ1 és PDZ2 domének
esetén masfajta szerkezeti atrendezddés kovetkezik be a ligandum kotése soran [25]. Az
ilyen kivételek nem jelentik viszont azt, hogy a domének k6zott ne lenne hasonlésag a

ligandum kotés soran bekovetkezs szerkezeti valtozasokban.

4.4.4. Szabad és kotott formaban 1évé PDZ domének Osszehasonlitasa

A kiegészitett PDZ domén készlet esetén a szabad és kotott allapotban 1évé konformerek
kozott a negyedik f6komponens mentén latni a legnagyobb kiilonbséget. Ez a f6kompo-
nens nagyon hasonlit a PSD-95 fehérje doménjeinek harmadik f6komponenséhez, ami
ugyancsak nagyon hasonlé a PDZ3 sokasagok esetén megfigyelt "nyito-csuké" mozgast
leir6 els6 f6komponenshez (4.5. tablazat és 4.15, 4.17, 4.18. abrak). A PSD-95 sokasagok
esetén ez azt jelenti, hogy a kotott allapotban 16vs szerkezetek altal lefedett konforméa-
cios tér javarészt a szabad allapotban 1évS szerkezetek altal lefedett konformacios téren
beliil taldlhato és csak a negyedik f6komponens mentén jellennek meg ezek az allapotbéli
kiilonbségek.

Varakozéasainkkal ellentétben a "nyit6-csukd" mozgés mentén a szabad és kotott for-
mak eloszlasa nem egységes az egyes PDZ domének esetében. A PSD-95 PDZ1 és PDZ2
esetében a szabad forma ezen mozgéis mentén a teljes teret mintavételezi, a kotott for-
ma ezen térrész zart konforméaci6janak megfelels részében mozog. Ugyanakkor a PSD95
PDZ3 domén kotott formaja ezzel ellentétben a nyitott forméban stabilizalodik a ligan-
dum kotott allapotban. Ez a megfigyelés igaz marad akkor is, ha az ezkehez a doménekhez
tartoz6, PDB-ben elérhets szerkezeteket vizsgaljuk, bar ebben az esetben a kiilonbségek
kevésbé latvanyosak, mivel ezek lényegesen kisebb konformaécios teret reprezentalnak. Ez
a megfigyelés két masik, kémiai eltolodasok alapjan szelektalt sokasagra is igaz, valamint
az ezekhez hasznalt kiindulasi PDB-s modellekrdl is elmondhato (4.18. dbra). Az egyetlen
kivétel az 1GM1-1VJ6 PDB azonositoju sokasag par (a PTP-BL fehérje méasodik PDZ
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doménje, szabad és kotésben 1évs allapotban), ahol az eredeti sokasagok elemei csak a

harmadik f6komponens mentén véalnak el.

Fékomponens Mozgas PSD-95 PDZ domének | Csak a PSD-95 PDZ3
1 B6-a2 hurok 1 -
2 "sziik-széles" 2 -
3 a2 hinta - -
4 "nyitd-csukd” 3 1

4.5. tablazat. Egqymdsnak megfeleltethets fékomponensek a kiegészitett PDZ készletben és a PSD-95
PDZ doménjei kézitt.

Erdekesség, hogy a hosszabb szimulaciokbol kémiai eltolodas szelekcioval készitett al-
sokaségok a harmadik és a negyedik f6komponens mentén kozelebb helyezkednek el a
eredetei sokasagokhoz, viszont a kisérletileg megéllapitott paramétereknek nem felelnek

meg jobban, mint a révid szimulaciokbol szelektalt alsokasagok.

4.4.5. A PDZ3 sokasagokban megfigyelt mozgasok — Diszkusszio

A molekuladinamikai szimulacioval elGallitott PDZ3 sokasagokkal kapcsolatos egyik meg-
figyelésiink, hogy a teljes hosszusagu szerkezet inkabb a "széles", a révidebb A7CT szerke-
zet inkabb a "szik" allapotot veszi fel. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a teljes hosszu-
sagi sokasagban meglévs a3 hélix okozza ezt a kiilonbséget a konformécids egyensilyban.
Az extra hélix jelenléte a "nyitott-csukott" allapotokra is hatéssal van, kiilondsen a sza-
bad &llapotban 1év6 szerkezetek esetén, mig kotott allapotban a ligandum stabilizalja a
"csukott" allapotot. Ez a megfigyelés konzisztens a szerkezetek dinamikéjara vonatkozo
szakirodalommal [33|, miszerint az a3 hélix jelenléte csokkenti a kétézsebet koriilvevd
hurkok rugalmassigéit. A modellek dinamikajat tekintve viszont valészind, hogy az &l-
lapotok ko6zotti populacios valtozasok szabalyozzak a ligandum kotését, ami egyezik a
ligandum kotés dinamikajara vonatkozé szakirodalommal [35]. Egy peptid ligandum és
az a3 egylittes megléte egy gatld hatast valt ki, a dinamikus egyensily eltoloédik a kotés
kialakulasdhoz kedvezGtlenebb allapotok iranyaba. Pélaul az a3 hélix Tyr397-es amino-
savanak foszforizacidja a negyedjére csokkenti a ligandum kotés kialakulasanak valdszi-
niiségét [58|.

A teljes PDZ3-SH3-GK szupramodul vagy a teljes hosszusagi PSD-95 szerkezet esetén
az ehhez hasonldé modulécié vélhet&en kiterjedtebb. A PDZ3-SH3-GK szupramodul teljes,
NMR-es méréseken alapulé modellje szerint a PDZ3 "canonical peptide site"-ja és 52-83
hurokjka (gyenge) kapcsolatban van az SH3 doménnel [57], tehat a modult alkotd szom-
szédos szerkezeti elemek hatéssal vannak egymasra, ami komplex szabalyozasi folyamatok
része. Az altalunk alkalmazott modszer csak a PDZ3 szerkezti sokasagokban megfigyelt
aminosav kapcsolatokra hagyakszik. A "PDZ mag"-ra val6 alkalmazéssal megmutathato,
hogy a megfigyelt mozgasok a PDZ domének koz0s szerkezeti elemeire vonatkoznak, nem
pedig egyedi, valtozékony hurok régiokra.

Osszefliiggése meglepd. Technikai oldalrél egybecseng a csoport korabbi megfigyelésével,

miszerint a dinamikus szerkezeti sokasagok — megfelel§ elemzés mellett — képesek mint-
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egy "felnagyitani" a funkcionalisan relevins mozgasokat, melyek a PDB szerkezetekben
is megfigyelhetSek, csak nehezebben detektalhatoak [11]. Masfelsl a PDZ domének ko-
rabban nem leirt aspektuséra vilagit ra, miszerint a ligandumkotés hatéséra bekovetkezo
térszerkezeti-dinamikai véaltozasok, bar nagyrészt értelmezhetSek ugyanazon mozgasfor-
ma mentén valé populacideltolodassal, nem egységesen ugyanigy jelennek meg az egyes
domének esetében. A PTP-BL fehérje PDZ doménje esetében pedig nem is ez a moz-
gasforma dominal a szabad a kotott forma kozotti szerkezeti atrendezédéseket tekintve.
A PDZ domének tehat nem csupéan ligandumkotési preferencidikban, hanem szerkezeti-

dinamikai viselkedésiikben is valtozatossdgot mutatnak.
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4.15. abra. A PSD-95 PDZ3 domének kombindlt sokasdgdnak fékomponens

elemzése. a: A kombindlt sokasdg konformereinek eloszlisa a so-
kasdg konformdcids terében az elsé és a mdsodik fékomponens
szerint (szinkdd az dbrdn). Az elsé fékomponens a kétdzseb koriili
"nyité-csukd", a mdsodik fékomponens a "sziik-széles" dtmene-
teknek feleltethetd meg. b: Az azonositott mozgdsokhoz rendelhetd
strukturdlis dtrendezddések. A mozgdsok két extrém dllapota kék
és magenta szinekkel kerilt megrajzoldisra a UCSF Chimera prog-
rammal (a mozgdsok mértéke a konnyebb vizualizdlhatdsdg miatt
nem ardnyos). A fontosabb, mozgdsban résztvevd szerkezeti ele-
mek felcimkézésre keriltek. c: A konformerek eloszlisa az elsd
két fokomponens mentén (szinkddok az a dbrarészen).
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4.17. abra. PSD-95 hdrom PDZ doménjébdl készitett sokasdgok Gsszehason-
litdsa. a: A sokasdgok eloszldsa a fékomponensek mentén: PDZ1
(26ld), PDZ2 (magenta) and PDZ3 (piros), valamint a fékom-
ponensek dtlapoldddsa az egyes sokasdgok és a kombindlt sokasdg
kézott. b: Fékomponensek dtlapoléddsa az egyes sokasdgok €és a
kombindlt sokasdg kézdtt. d és e: ugyanaz mint az a és b abraré-
szeken, de csak a "PDZ mag" sokasdgban is megtaldlhato kozos
aminosavak felhaszndldsdval. ¢: A 2 elemzés eredményeinek dt-
lapolddasa az elsé 5 fékomponens mentén.
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4.18. Abra. A kiegészitett PDZ készlet néhdny kivdlasztott PDZ doménjd-
nak szabad és kotott dllapotu fékomponens elemzése. Az a-e db-
rakon a 4.16. dbra adatai ldthatdak, csak a kivdlasztott PDZ
doménekre/konformerekre. a-c: A PSD-95 hdrom PDZ doménje
(1, 2, 3 sorrendben) és néhdny relevins PDB-bél szdrmazd szer-
kezet. d-e: A hosszi és rovid szimuldcickkal eléallitott MAGI-1
PDZ és PTP-BL PDZ2 sokasdgokbdl kémiai eltolodds szelekcio-
val készitett alsokasdgok és a hozzdjuk tartozé PDB-s szerkezetek.
f: A PSD-95 PDZ domének és a kiegészitett PDZ készlet fékom-
ponenseinek dtlapoldsa.
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Koszonetnyilvanitas

A disszertacié és a disszertacio alapjaként szolgaloé kozlemények létrejottéért koszonet
illeti:

e TémavezetSmet, Gaspari Zoltant, akinek a segitségére és iranymutatasara a dokto-

randuszként eltoltott évek alatt is mindig szamithattam

e TarsszerSimet és a csoportom tagjait, hiszen az itt prezentalt eredmények egy része

kozos munka eredménye
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