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rovidités angol magyar /magyarazat
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2.Kivonat

MMO AR,

Harmer

A posztszinaptikus denzitdas (PSD) egy stirti fehérjehalézat, amely kulcsszerepet jatszik az
informéci6feldolgozasban a tanulds és a memoria soran, és szamos neuroldgiai rendellenes-
ségben is kimutathaté a szerepe. A fehérjehalézat bonyolult, a membran alatt helyezkedik
el és ugyanazokbdl a f6 fehérjékbdl épiil fel, de pontos Osszetételében és felépitésében kii-
16nbozik a szinapszisok kozott. Molekularis szervezodésének részletes jellemzésére irdanyuld
erofeszitéseket megneheziti az alkotd fehérjék gyakorisdganak nagy valtozékonysaga mind
térben, kiilonbo6z6 agyteriileteken, mind id6ben, a fejlédés sordn, a cirkadian ritmusban és a
kiilonb6z6 ingerekre adott valaszokban is. Az ebben a haldzatban altaldnosan el6forduléd
fehérje-fehérje kolcsonhatasokat megzavard mutaciok specifikus hatasokhoz vezethetnek,
és a biokémiai hatasok rendszerszintre torténd transzforméaciéja kiilonésen nagy kihivast
jelenthet.

Ebben a tanulmanyban a fehérjekotési események nagyszabast sztochasztikus szimulacidit
futtattam le, hogy elére jelezzem a PSD komplexek jelenlétét és eloszlasat. Hét 6 PSD
fehérje (NMDAR, AMPAR, PSD-95, SynGAP, GKAP, Shank3, Homerl) kolcsonhatésait,
beleértve egy vad tipusi vagy egy hipomorf PDZ mutans Shank fehérjét, szimulaltam
22 kiilénb6z6 agyteriileten és 42 betegen korabban publikalt, kisérletileg meghatarozott
fehérjegyakorisdgi adatok alapjan (&sszesen 524 kiilonb6z6 szimulacid) .

Eredményeim azt mutatjik, hogy a megjelen6 fehérjekomplexek relativ ardnya érzékeny
lehet a fehérjegyakorisag aprébb valtozasaira is, igy az explicit szimuldciék felbecsiilhe-
tetlenek a fehérje elérhetdsége és a komplexképzodés kozotti dsszefiiggések megértésében.
Megfigyeléseink kompatibilisek azzal a forgatokonyvvel, amelyben nagyobb szuperkomplexek
jonnek létre a PSD fehérjék rendelkezésre all6 kisebb binaris és ternaris asszociaciéibol.
Pontosabban, a Homerl és Shank3 6nasszociacios reakciok 1ényegesen elésegitik nagyon nagy
fehérjekomplexek kialakulasat. A leirt szimulacidk az els6 kozelitést jelentik a PSD komplex
gyakorisaganak értékeléséhez, és mint ilyenek, jelentés egyszertisitéseket alkalmaznak. Ezért
kozvetlen bioldgiai relevanciajuk korlatozott lehet, de gy gondolom, hogy a f6bb kvalita-
tiv eredmények hozzajarulhatnak a posztszinapszis molekuléris jellemzoinek megértéséhez.
Tovabba eredményeim azt sugalljak, hogy az ilyen hipomorf muticiok hatasa erésen fiigg
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a teljes halozat fehérjekomponenseinek elérhetdségétsl. Kiilonbozd sejttipusok kisérleti
adatai alapjan szimuldltam a fehérje komplex képzodést, eltér6 fehérjegyakorisag mellett.
A szimulacidk kimutattak, hogy az egyetlen fehérje kolcsonhatast megzavard mutaciok
csak meghatarozott sejttipusokban és specifikus komplexekben vezethetnek fehérjekomplex
valtozashoz. Bar rendszerem jelenleg még messze van a PSD atfogd leirasatél, az eredmények
egy olyan mddszert javasolnak, ahol egy Osszetett kereten beliil értelmezziik a specifikus
mutaciokat.



MMO AR,

SunGEAP

Eltérd viselkadés

Harmer

3.Abstract

The postsynaptic density (PSD) is a dense protein network that plays a key role in information
processing during learning and memory and is also indicated in many neurological disorders.
The protein network is complex, located under the membrane and made up of the same
main proteins, but its exact composition and structure differ between synapses. Efforts to
characterize its molecular organization in detail are complicated by the great variability
of the abundance of the constituent proteins both spatially, in different brain areas, and
temporally, during development, in the circadian rhythm and in responses to various stimuli.
Mutations that disrupt protein-protein interactions commonly occurring in this network
can lead to specific effects, and the transformation of biochemical effects to the systemic
level can be particularly challenging.

In this study, I ran large-scale stochastic simulations of protein binding events to predict
the presence and distribution of PSD complexes. I simulated the interactions of seven main
PSD proteins (NMDAR, AMPAR, PSD-95, SynGAP, GKAP, Shank3, Homer1), including a
wild-type and a hypomorphic PDZ mutant Shank protein, based on previously published,
experimentally determined protein abundance data in 22 different brain areas and 42 patients
(a total of 524 different simulations).

My results show that the relative proportion of emerging protein complexes can be
sensitive to small changes in protein abundance, so explicit simulations are invaluable in
understanding the relationship between protein availability and complex formation. Our
observations are compatible with a scenario in which larger supercomplexes are formed
from the available smaller binary and ternary associations of PSD proteins. Specifically,
Homerl and Shank3 self-association reactions significantly promote the formation of very
large protein complexes. The described simulations are first approximations to estimate the
abundance of the PSD complex and, as such, make significant simplifications. Therefore,
their direct biological relevance may be limited, but I believe that the main qualitative
results can contribute to the understanding of the molecular features of the postsynapsis.
Furthermore, my results suggest that the effect of such hypomorphic mutations strongly
depends on the availability of protein components of the entire network. Based on the



12 3. Fejezet: Abstract

experimental data of different cell types, I simulated protein complex formation with different
protein abundances. The simulations showed that mutations disrupting a single protein
interaction can lead to protein complex changes only in specific cell types and specific
complexes. Although my system is currently far from a comprehensive description of PSD,
the results suggest a way to interpret specific mutations within a complex framework.
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4.Bevezetés

Harmer

MMO AR,

Az emberi viselkedés rendkiviil valtozatos, és egészen a neurotipikus megjelenéstél a ne-
urodivergens autizmus spektrumig terjed, amelyben szamos eltér6 viselkedésmintat és
gondolkodasbeli sajatossagot taldlunk. Ezek a kiillonbozoségek gyakran kihivast jelentenek
az emberi kapcsolatokban és a tarsadalmi interakcidkban, mivel nincs egyetlen egységes
magyarazat ezekre a valtozasokra. Azonban a neurobioldgiai kutatdsok és a neuroszocialis
tudomanyok elérelépései segithetnek jobban megérteni ezeket a viselkedési kiilonbségeket,
és hozzajarulhatnak a megértéshez és az egyiittmiikodés javitdsahoz azok kozott, akik el-
téré viselkedésmintakkal és gondolkodasi sajatossagokkal rendelkeznek. Az oktatds irdnti
elkotelezettségem is személyesen érdekeltté tesz az agy miikodésének megismerésében. A
neuropedagogia is szeretné megismerni a tanulas és eltéré gondolkodas folyamatait, hogy
azt felhasznédlhassa a tanteremben.

A posztszinaptikus denzitas feltérképezése kulcsfontossagti ahhoz, hogy megismerjiik
azt, hogy az autista viselkedés széles spektruma miképpen alakul ki. Nemcsak a fehérjék
mennyisége befolyasolhatja ezt a spektrumot, hanem a fehérjék kozotti kolcsonhatasok és
kot&dések is, mivel bizonyos informéciok a membranreceptoroktdl az idegsejt belsé teriileteire
az uthalézatként szertedgazo Osszekapcsolt fehérjekomplexeken keresztiil juthatnak.

A kutatémunkam tartalmazta az irodalomkutatédst, a Cytocast program hasznalatat,
megismerését és tesztelését, javaslatok irasit a fejleszt6knek (Kedmley-Horvath Bence
Marknak), nagy mennyiségli adatok kezelését, az adatok kezeléséhez tobbnyire Python
kédok irasat, szimuldcidk bemeneti paramétereinek megtervezését az irodalomban fellelhetd
kisérletes adatok figyelembevételével, szimuldciok lefuttatasat, valamint a kapott eredmények
kiértékelési metodikajanak kidolgozasat és az értékelés elvégzését.

A posztszinaptikus denzitas

A szinapszisok az idegsejtek kozotti kapcesolodési pontok, ahol az informéacié tovabbitodik
egy neuronrél a masikra. A kémiai szinapszisoknak harom f6 része van: preszinaptikus
neuron, amely az informéacié kiild6 része [1], a gliasejtek, amelyek az informécié szabédlyozo6
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része [2] és a minket érdekld posztszinaptikus idegsejt, amely az informacié fogado része.

A posztszinaptikus denzitds (postsynaptic density, PSD) a posztszinaptikus neuron
dendritjeinek membranjéhoz kozeli fehérjedus része [3]. Elektronmikroszképos képeken sotét
(,elektrondenz”) savként jelenik meg, nevét is errdl kapta. A PSD fehérjéi kozott szdmos
receptor és mas allvanyfehérje talalhaté, amelyek kulcsfontossagiak az elektrokémiai jelatvitel
folyamatéban [4]. Ennek fontossagat az a korreldcié is jelzi, hogy hosszutéavi aktivitds esetén
(long term potenciacié (LTP)) a posztszinaptikus denzitds mérete megnovekedik, erésebbé
valik [5]. A fehérjehalézat reaktiv atrendezédését a tanulds és memoria fontos folyamatdnak
tekintjik [6].

A posztszinaptikus denzitdst szdmos médon vizsgaltak. Tartalménak meghatdrozasara
tobbek kozott SDS-polyacrylamide gélelektroforézist (SDS-PAGE) hasznaltak kivalasztva
fehérjéket, MALDI-TOF tomegspektrométerrel egybekotve [7]. Ezekkel az eljardsokkal meg
tudjak talalni az épitGelemeit a halézatnak, azonban a halézat tényleges felépitését, klaszte-
rezettségét és dinamikus reaktiv atszervezddését nem tudjak vizsgalni. Ettdl fiiggetleniil
elengedhetetlen része volt a régié feltardasdnak. Munkam is kiindulédsi alapnak tekinti, hogy
mismerjik az épitékoveket és azok mennyiségét”.

A PSD-ben (posztszinaptikus denzitdsban) lejatsz6d6 szamos folyamatrél rendelkeziink
mar valamennyi ismerettel [8], [9]. Patterson et al. (2011) kutatasai kimutattdk, hogy a
PSD-ben zajl6 fehérje-protein interakcidk és foszforilacids események kulcsfontossaguak a
szinaptikus plaszticitas és jelatvitel szabédlyozasiban. Soria-Fregozo et al. (2012) pedig
bemutattak, hogy a PSD-ben 1év6 strukturalis fehérjék, mint példaul a PSD-95, alapveto
szerepet jatszanak a szinapszis stabilitdsaban és az ioncsatornak eloszldsaban. Kozéjik
tartozik a NOS fehérje altal elinditott apoptézis [10], valamint a kalcium-ion reaktiv
felszabaduldsa is [11]. A PSD mint teljes halézat szerkezetérdl szamos eréfeszités ellenére
csak viszonylag korlatozott ismereteink vannak. KEgyes eredmények arra utalnak, hogy
szerepet jatszik benne az un. fehérje fazisszeparacio jelensége. A fazisszeparacié gyakran
fordul el6, amikor egy keverékben 1év6 komponenseknek kiilonb6z6 kémiai vagy fizikai
tulajdonsdgai vannak [12], és ezdltal a keverék nem marad homogén [13]. A fazisszeparécié
jelent&sége, hogy az adott receptorok is ezek alapjan klaszterez6dnek a membran felszinén [14].
A receptorok eltérd térbeli eloszldsa eltérd valdszinliségi mezdket eredményez, amely miatt a
vevo neuron reakcidja is megvaltozik "ugyanazon' jel hatdsara. Hagyomanyosan ugy vélik,
hogy els6sorban az aktivitds okozta postszinaptikus AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid) receptorok szamanak novekedésén keresztiil valésul meg a hosszi
tavi potenciacié (LTP), a szinapszisok jelent8s er6sodését tapasztalhatjuk a szinaptikus
Osszetevok térbeli eloszlasanak atrendezésével, anélkiil, hogy névekedne a receptorok szdma
[15]. Ez a fajta receptoreloszlas medidlhaté és megvaltoztathaté, példdul CAMKII molekula
medidtorként viselkedik, melyet szuper-rezoliiciés mikroszképpal vizsgaltak [16]. Elmondhatd,
hogy a szuperrezolicids képalkoté eljarasok mar a fehérjék (és ionok) poziciéjardl is adnak
informéciokat kozelebb vive a tényleges szerkezethez [17]. A receptorok nanodoménjeibe
torténd szervezddését megfigyelhetjikk. Az AMPAR lokalizéciéjanak nagy sliriiségii és
szuperfelbontasu képével megmutattak azt, hogy az AMPAR nanodoménekbe szervezodik
[14].

Tekintve, hogy a posztszinaptikus denzitas egy hatalmas, nagyon sok fehérjét maga-
bafoglalé komplex rendszer, ezért az irodalomkutatas részeként ki kellett valasztanom a
posztszinaptikus denzitasrél ismert komplexrendszerek koziil egy kutatandoé részegységet,
amellyel elkezdhettem az eljarasi lanc felépitését. A vélasztdsom a Feng és kutatotarsai
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altal vizsgélt fehérjehalozatara esett [18], mert az irodalom ezt a halézatot jol leirja és
mélységében a receptoroktdl a citoszkeletonig eljutunk. A halézat hét alapvetd fehérjébol
allt, két kiilonb6z6 tipust receptorbdl, melyek a PSD-95 tandem-PDZ doménjéhez kotédnek.
A PSD-95-h6z tovabba egy tovabbi kétéhelyen a SynGAP kotddik, mely befolydsolhatja,
mely mas fehérjék férnek hozza a maradék szabad doménjéhez a fehérjének. Ilyen lehetséges
fehérje, ami a PSD-95-héz tud még koétni, a GKAP fehérje, amihez kot a késébbiekben
lényeges Shank3 fehérje, majd ahhoz a Homerl fehérje. A Homerl fehérje tovabba az
aktinfonalakhoz is tud csatlakozni, igy létrehozva a neuron belsejével a teljes Osszekdttetés
lehet&ségét.

Nyilvanvaléan még ezek sokfélesége sem ragadhaté meg a szimuldciéimban 7.3, mivel
az Osszes fehérjének tobb izoforméaja van, eltérd partnerkotd tulajdonsidgokkal, mig én csak
az UniProt adatbédzisban szerepld reprezentativ izoformédkat vettem figyelembe. Raadasul
mindezeknek a fehérjéknek tovabbi kétOpartnerei vannak, amelyek koziil feltehetéen jo
néhanyat nem is ismeriink még. Ennek ellenére tigy gondolom, hogy ez a részhalmaz
megfeleld jelolt az els6 szimulacidés tanulméanyhoz az itt leirtak szerint.

A szinaptom elmélet

A szinaptom elméletet Seth Grant és kutatécsoportja dolgozta ki [19]. Ez az elmélet azt
az elgondoldst mdédositja, béviti ki, miszerint egyelore sok biolégia tankonyv gy tartja,
hogy a kiilénb6z6 agyi funkciékat a neuronok kiilonb6zé vezetékezése okozza. KEnnek
ellenére a vezetékek, neuron-neuron kapcsolatok nem adnak teljes valaszt a genetikai eredetii
neurodegenerativ rendellenességekre, mint példaul az Alzheimer és az Autizmus spektrum.

A centrélis dogma szerint a gének nem koézvetleniil kodoljak a fehérjéket, hanem el6szor
RNS-re ir6dnak at, majd az RNS forditédik le fehérjévé [20]. A gének tehat nem kozvetleniil
hatarozzak meg a neuronok nyulvanyait (azaz az axonokat és dendriteket), hanem a kdédolt
fehérjék révén befolyasoljak azok kialakuldsat és funkcidjat. A szinaptom elmélet szerint a
kiillonb6z6 neurontipusokat az expresszalédé fehérjék specifikus mintazata hatarozza meg,
mivel ezek a fehérjék végsé soron meghatarozzak a sejtek szerkezetét és funkci6it [19].

Tehat a szinaptom elmélet szerint az adott neurontipust az expresszal6dé fehérjék hata-
rozzédk meg. Igy a fehérjék kozvetve befolydsoljak az agyi funkcidkat és képesek a viselkedést
megvaltoztatni. Ennek az elméletnek a bovebb megismerését és vizsgalatat tliztem ki PhD
Disszertaciom céljaul szamitogépes szimulaciok és modellek segitségével, ugyanis az elmélet
érdekessége, hogy kitér magédra a tanulds folyamatara is [21]: miszerint a tanulds a szinapszis
proteomjanak moédositdsaval torténik [22], ez nem igényli a szinaptikus stly hosszu tava
er6sodését (LTP) vagy az 1j szinapszisok novekedését, és az elmélet azt jésolja, hogy az LTP
modulalja az informécié visszahivasat [21]. A késébbi haromdimenziés modellezések szem-
pontjabol az érdekes, ahogy a Seth Grant is megjegyzi [19]: a szinaptom, fehérjehalézatok
térbeli architekturaja abbol a mogottes molekularis hierarchidbdl szarmazik, amely a genom
altal kodolt fehérjék szupramolekularis Osszeallitasaval komplexekké és szuperkomplexekké
kapcsolja. Ez a molekularis hierarchia megmagyarazza, hogy a genom szintjén zajlé evolicié
hogyan eredményezi a szervezet viselkedési repertoarjanak megvaltozasat. Az ezt a molekulé-
ris hierarchidt megszakité mutaciék megvaltoztatjak a szinaptom fehérjehalozatok felépitését,
potencialisan figyelembe véve a neuroldgiai és pszichidtriai rendellenességekkel kapcsolatos
viselkedési fenotipusokat [23], [24]. Tehat a kapott komplexek térbeli elrendezddésének
vizsgalata lesz a végsd célom.
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A bemutatott szimulacidkat nem csak agyi régié tipusokra lehet elvégezni, hanem ugyan-
ugy el lehetne végezni neuron tipusok megvizsgalasara. A szakirodalomban méar megjelentek
ilyen vizsgalatok, melyekben a neurontipusok csaladjait prébaljak meg a transzkriptom
alapjan beazonositani fak generaldsa segitségével [25], [26]. Azt mér belattak, hogy transzk-
riptom alapjén a nagyobb csalddtipusokon beliil folytonos variancia figyelheté meg [27]. Ez
a megfigyelés a szinaptom elméletet tamasztja ald és azt, hogy a fehérjekoncentracio (és
nanodomén szervezédésiik) valoban finomhangolja a neuronokat, ezéltal a neuronok nagy
diverzitdsat okozva, akér neuroncsalddon beliil is [28], [29]. Ez a hatés a posztszinaptikus
denzitason keresztiil érvényesiilhet.

Fehérjegyakorisagok a posztszinaptikus denzitasban

Az altalam elvégzett szimuldciok sordan kritikus bemeneti adatként szerepel az egyes fe-
hérjék konkrét darabszama, gyakorisiga. Az irodalomban kevés kivételtél eltekintve RNS-
expresszios adatokat lehet taldlni erre vonatkozoan [30]. Természetesen kapcsolat van az
RNS expresszi6 és a fehérje mennyisége kozott, viszont ez a kapcsolat nem feltétleniil egy
az egyben linedris [31] és nagyon sok behatdstél fliigg: az RNS transzportjatél [32], [33]
abran. Amennyiben kozvetleniil a fehérjék gyakorisagat hasznéljuk, akkor természetesen az
el6z6 kiilonbozé folyamatokbdl ( transzlicid, folding és transzport stb.) keletkezé hibakat
konnyebben ki lehet szlirni viszont masfajta kisérletes eljaras kell az adatok megszerzéséhez.
Az expresszios szint és a fehérjegyakorisag kozotti Osszefiiggést igy lehetne vizsgélni,
hogyha ugyanazon sejtben egyszerre ki tudnank nyerni az expresszids adatokat és a tényleges
fehérjegyakorisagi adatokat is, majd ebbdl egy paraméteres fiiggvényt fel tudnank irni és
a paramétereket pl. maximum likelihood becsléssel meg tudnénk becsiilni. Mindazonaltal
az egyes fehérjék egymas expresszios hatékonysigat is befolyasoljak, a nagymennyiségi
adatokat figyelembe véve, gépi tanulasra lehet sziikkség a paraméterek megbecsléséhez.

A posztszinaptikus denzitast vizsgalatara hasznalt kisérletes médszerek

Fehérjeosszetétel vizsgalatara alkalmas médszerek

Az SDS-PAGE, Western blot és MALDI-TOF technikakat integraltan alkalmazza kutatd
csoportunk a kutatdsok soran a fehérjék azonositasara, kvantifikdldsiara és funkcionalis
elemzésére.

Az SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) segitségével
a kiilonbo6zé (5 és 250 kDA kozott) méretil és toltésti fehérjéket el lehet kiiloniteni egyméstol
[37]. A posztszinaptikus denzitds elemzésének kiindulé kérdése, hogy milyen fehérjék
talalhat6ak meg benne, Western Blottal egyiitt specifkus fehérjék meglétét igazolhatjuk
azaltal, hogy a méret szerint elkiilonitett fehérjéket egyben specifikusan meg is jeloltik -
a megfelel6 méretnél megfeleld jelolot kell latnunk. Az SDS-PAGE technolégia alapelve,
hogy Az SDS erésen kétédik a fehérjékhez. Amikor az SDS-sel forraljuk a fehérjéket, azok
negativ toltést szereznek a molekulatomegiik aranyaban, igy vandorolnak az akrilamid
gélben a molekulatomegiik szerint. Minél kisebb a futé fehérje mérete, annal gyorsabban
halad a gélpérusokon keresztiil [38]. Ebbol adédbéan miutan megallitjuk a folyamatot, a
nagyobb fehérjék magasabban maradnak a kisebb fehérjékhez képest, egy létrat kialakitva
molekulatomeg szerint. A folyamatot az 4.2 dbra szemlélteti.
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A fehérje mennyiségére hato tényezék
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4.1. abra. A fehérje mennyiségét befolyasolé tényezdk a Centralis Dogmatdél a
degradacidig. Az adott fehérje mennyiségét és tulajdonsagait szamos tényezo befolya-
solja. Az dbra a fehérje keletkezését és annak utjat szemlélteti, amely minden allomésan
modulalédhat a fehérje mennyisége a sejtmagtdl a posztszinaptikus denzitasig.

Az SDS-PAGE A&ltal elszaperalt fehérjék tovabb vizsgalhatéak. A MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight) egy specidlis tomegspektrometriai
eljaras, amelynek lényege, hogy a vizsgalt mintat egy maéatrixanyaggal keverve lézerrel
gerjesztik. Ennek eredményeként az ionizalt mintak atomjai levalnak elég energia behatasara
(deszorpcid), és meghatarozhaté a tomegiik a repiilési id6 segitségével, amig a detektorba
eljutnak. [39]

A MALDI-TOF rendkiviil hasznos a fehérjék azonositdsaban és karakterizdlasdban, mivel
lehet&vé teszi a fehérjék molekulatomegének gyors és pontos meghataroziasiat. Emellett a
MALDI-TOF kombinalhaté a foszforilaci6 vizsgdlataval is, mert a foszforilacié megvaltoztatja
a fehérje relativ ionizacidjat és tomegét [40]. A foszforilacié fontos jelenség a posztszinaptikus
denzitas esetében is, mivel sok fehérje aktivalodik vagy inaktivalodik ennek eredményeként.
A MALDI-TOF segitségével az ilyen és egyéb poszttranszlaciés médosuldsokat (pl. metilacio)
is nyomon lehet kdvetni és azonositani.

Szuperrezolicios mikroszképiai eljarasok

A szuperrezoliciés mikroszképia egy olyan specidlis eljaras, amely lehet6vé teszi, hogy a
diffrakciés limitnél nagyobb felbontast érjiink el fluoreszcens mikroszképiaval. A STED
(Stimulated Emission Depletion) [41] eljaras egy ilyen szuperrezoliciés technika, amellyel
olyan olyan morfolégiai részleteket tarhatnak fel, amelyek hagyoméanyos fénymikroszkdpia
esetén nem lennének lathatok.

A STED szuperrezoliciés mikroszkopial lehetévé teszi a PSD és a kapcsol6do struktiurdk
részletes vizsgalatat. Ez a technika - noha nem hasznaltam - nemcsak az el6zetes infor-
maciégyijtésben volt hasznos, hanem az eredmények utévalidalasat is, biztositja, hogy a
szimuldcidk és a valds bioldgiai megfigyelések Gsszhangban legyenek egymassal.

Alapelve, hogy a minta megvildgitasdhoz két fényforrast alkalmaznak (lasd 4.3. dbra):
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4.2. dbra. SDS-PAGE és Western blot folyamata A zold egy nagyobb méretii fehérjét,
mig a narancssarga egy kisebb méretli fehérjét reprezental. A negativ toéltéssel rendelkezd ko-
peny toltésszama egyenesen aranyos a fehérje méretével. Ezért a nagyobb fehérjék lassabban
mozognak a két polus kozott a gélben. Létrat képezve. Az adott fehérjét jelolémolekulakkal
megjelolhetjiik, hogy fehérjespecifikus jeleket lathassunk és ezdltal megbecsiilhessiik az
azonos méretli fehérjéket tartalmazé csomagban mennyire tisztan taldlhaté meg a keresett

fehérjénk.
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A) B) Diffrakcios hatar
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4.3. abra. Voroseltolédas a stimulalt emisszié hatasara
Az dbra az aldbbi cikkb6l szarmazik [43]. a) Stimulalt emisszié hatdséra a foton hamarabb
kilép, igy kisebb energidja lesz. Voroseltolodik. b) A voroseltoldédas, a flureszcens fékusz
haranggorbéi a sikon szemléltetve.

egy gerjeszto 1ézert és egy voros eltolodott deplécids lézert, amit STED nyaldbnak neveziink.
A fékuszpontban a gerjeszt6 lézert hasznaljuk - spontdn emisszi6 torténik, mig a kérnyezo
teriileteken a depléciés 1ézer még a teljes relaxacié elott perturbalja a rendszert, magasabb
energiadllapotban kényszeriti relaxalni azt, a foton igy kisebb energiaval kényszeriil kilépésre
a lézer hatasara (stimuldlt emisszié). Ezéltal a kornyez6, nem fékuszban 16v6 tertiletekrol
voroseltolédott fény szabadul ki, ami igy nem befolyasolja a fokuszban 1év6 rendesen
fluoreszkélo teriiletrél alkotott képet [42].

A teljes kép elkészitéséhez a STED lézerrel eléallitott kozépsé nulla pontot végigpasz-
tdzzak a mintdn. A STED moddszer fejlesztéséért 2014-ben Stefan W. Hell kapta a Kémiai
Nobel-dijat (lasd nobelprize.org).

Fontos megjegyezni, hogy az er6s lézerfény, ami a STED eljaras soran hasznalatos,
potencialisan kirosithatja a mintét, és gyors kifakuldshoz vezethet. Azonban a szuperre-
zoltcids mikroszkdpia, és a STED technika kiilondsen, nagy segitséget nyijt a bioldgiai
mintdk részletes vizsgilataban és a mikroszkdpia teriiletén elérelépésekhez vezethet. Példaul
megfigyelhetd, hogy a SynGAP gén kiiktatasanak milyen hatdsa van a CA1l piramissejtek
apikalis dendritikus szakaszainak alakjara, amit feliileti renderelt STED-képekkel vizsgaltak
[44]. Ezen keresztiil kozvetve megtudhatjuk, hogy milyen hatdsa van a posztszinaptikus
denzitdsnak a dendritikus alakvaltozasokra. Ugyanigy a nanodomének megfigyelésére is
alkalmas [45].


https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2014/summary/
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A)

B)

C) ¢ e

4.4. dbra. STORM alapelve. A) A legfels6 dbra egy hagyomanyos fluoreszkalé képalkotéast
szimbolizal, melyben minden jelolt molekula egyszerre fénylik fel, ezaltal egy zajos fényfelh&t
létrehozva, mert a kozeli fényforrasok nem valnak elkiilonithetévé. B) A masodik sor
bemutatja, hogy STORM eljaras soran véletlenszertien aktidljuk a fényforrasokat és tobb
képet készitiink, ezaltal a til kozel esé fényforrasok egyszerre nem aktivalédnak - nem
zavarjak meg egymas jelét. Ezaltal a képek kiilon kiillon megvilagitjak a kivant molekulak

R4

minden molekula kiilén lathatd, még a kozeliek is.

PALM és STORM

A PALM (Photoactivated Localization Microscopy) és a STORM (Stochastic Optical Re-
construction Microscopy) mddszer az egyes, fotoaktivalhaté tulajdonsidgokkal rendelkez6
fluoroforok sztochasztikus aktivaldsan alapul. Lehet6vé teszi egyéni molekuldk térbeli elhe-
lyezkedésének magas pontossidgu térbeli felbontast megjelenitését még siirti populaciokban
is. Ezzel idedlis mdédszert teremtve arra, hogy a posztszinaptikus denzitdsrol fehérjeszinti
felbontast képeket készithessiink. Ezzel a felbontassal egymashoz kozel es6 fehérjéket is
kiilon lathatunk és ezekrol feltételezhetjiik, hogy kapcsolatban allnak egymassal. Példaul
STORM segitségével egyazon képen lathatova tették a Bassoon és a posztszinaptikus Homer
fehérjéket eltér jelolést hazsnéalva [46].

Az eljarasok lényege, hogy nagyszamu képet készitiink, és ennek soran randomizaljuk,
hogy éppen mely jelolok aktivalodnak, igy varhatdéan az egymaés melletti jelolok egy adott
képen nem aktivalédnak egyszerre, igy nem mossék dssze fényiiket. A t&bb kiilonb6zo képet
Osszeadva megkaphatjuk a magasfelbontdsi képet, melyen minden egyes jel6l6 elkiiloniilten
latszik annak ellenére, hogy eredetileg annyira kozel voltak egymashoz, hogy hagyomanyos
képalkoté eljarassal mar a diffrakciés limit miatt nem lehetett volna kiilon észlelni éket -
lasd 4.4.
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Génkiiitéses viselkedésvizgsalatok

A knock-out (KO) egerekben génkitités soran viselkedésvizsgald tesztek segitségével a fehérjék
hidnyaval 6sszefiiggs viselkedési valtozasokat vizsgaljak. Ez hasznos iranyti lehet a PSD
kutatasaban, de nem feltétleniil nyujt egyértelmi bizonyitékot a mechanizmusokra vagy a
PSD miikédésének részleteire nézve.

A KO kisérletekbél szarmazé irodalom kritikus szerepet jatszik abban, hogy megha-
tarozzuk, mely fehérjék mutacioit érdemes részletesen vizsgalni a kutatds soran. Ezek az
informaciok segitenek azonositani a funkcionalisan fontos fehérjéket, megérteni a fehérje-
kolesénhatésokat

Kimutattak, hogy a Shank3-hidnyos egerek bizonyos mértékd hiperaktivitast mutatnak
[47], amely azért lehet érdekes, mert ez a jellemz6 az autizmus bizonyos eseteiben jelen van.
Az elvégzett tesztek kozé tartozik a Zero Maze teszt és a Beam Walking teszt, amelyek a
viselkedés és motoros készségek értékelésére szolgalnak.

A Zero Maze teszt az allatok szorongésat és félelmiiket méri [48]. A labirintus négy
szakaszbol all, amelyek egy kor alaku palyan helyezkednek el. A palya koriilbelil egy
labbal a levegOben fiigg. Két szakaszon magas, keskeny falak talalhatok, amelyek altaldaban
sotét szinliek. A patkanyok dltalaban ezeket a szakaszokat részesitik elényben, mert tgy
érzik, elrejtézhetnek a latétérbol. A mésik két szakasz pedig nyitott, fal nélkili tertlet,
amelyeken nincsen lehet&ség elrejtézni. Mivel a patkanyok és egerek, akik nyitott tertiletekre
keriilnek, gyakran a prédadllatok szaméara konnyi célponttd valnak, 0sztonodsen keriilik
ezeket a teriileteket. Az allatok szorongasanak szintjét az alapjan mérhetik, mennyi id6t
toltenek el mindegyik szakaszon. Ezenkiviil megfigyelhetéek az allatok mozgasi mintai és
sebességiik is, amelyet az emlitett cikkben is tettek.

Ezzel egyiitt a Beam Walking teszt a mozgds- és egyensilyzavarokat vizsgéalja [49].
Az allatokat el6szor egy keskeny deszka egyik sarkdaban helyezik el, majd legaldbb harom
alkalommal atengedik Gket ezen a keskeny deszkdan a masik végéig sétalni. A deszka 1-3
cm széles és az allatok otthoni ketrecéhez vezet, igy vonzza Oket a célpont felé. Minden
prébaban rogzitik, hiany félre 1épés tortént, és mennyi idé alatt sétaltak at a deszkan.
Ezzel a mdédszerrel nemcsak az egyensiilyzavart, hanem a sebességet, hezitacidt és mozgasi
kényszereket is figyelemmel kisérhetjiik.

Szeretném ismét kiemelni, hogy bar nem vagyunk képesek kozvetleniil megfigyelni azt a
pontos mechanizmust, amely mindezt el6idézi, ezek a kisérletek fontos alapjat képezik az én
kutatasaimnak is. Segitenek el6re jelezni, hogy mely fehérjék mutacidja vagy gyakorisagval-
tozasa lehet érdekes és érdemes kozelebbrol vizsgdlni a szimulacidéimban. Reméljiik, hogy
ezaltal kozelebb juthatunk a hatdsmechanizmus feltarasahoz is. Azt is észben kell tartani,
hogy pontosan nem tudjuk, milyen hatasok vezetnek adott kimenetelhez - pl. nem biztos,
hogy az LTP-t vizsgaljuk &ltala.

Fehérjék térszerkezetének meghatarozasa

A posztszinaptikus denzitas szervezédésének igazan mély megértéséhez tudnunk kell, hogy
az adott épitéelemek, fehérjék térbeli entitasokként hogyan jelennek meg, Ez tobb okbdl
sem trividlis probléma: a fehérjék belsé dinamikaval rendelkeznek [50], igy valdjaban
térszerkezetiik folyamatosan valtozik és alkalmazkodik is. Fehérjék belsé dinamikéjaval
foglalkoztam BSc-m soran a GROMACS segitségével. A masik ok egyben az, hogy a fehérjék
"tul nagy" molekuldk, emiatt kisérletes technikakkal szerkezetiik egésze nehezen vizsgalhatd
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(habar torekvések ezen hatéar &tlépésére vannak) [51]. Ez kiilonosen igaz a PSD nagyméretii
allvanyfehérjéire, de a tobb alegységbdl felépiilé transzmembran receptorokra is. Emiatt
legtobbszor NMR spektroszképidval vagy rontgenkrisztallografidval ezen fehérjék csak egy-
egy jol definidlt szakaszat, doménjét tudjuk megvizsgalni - funkcionalitas és szerkezeti egység
szintjén igy tipikusan csak a globularis domének szerkezeteirdl van informaciénk. Teljes
fehérjeszerkezet becslésére, predikcidjara tobbféle modszer is rendelkezésiinkre all, de jelenleg
a legfrissebb attorést az AlphaFold2 nevili neurdalis halézatban alkalmazott mélytanulasi
algoritmus hozta. Az algoritmus lehetévé teszi barmely adott fehérje hdromdimenziés
szerkezetének predikci6éjat csupan az aminosavak sorrendjének ismeretében [52]. Ennek
eredményeként szinte barmely fehérjének készithetiink megbizhaté szamitdgépes szerkezeti
modellt. A modell nem pontos [53], de tovabb pontosithat6 a kisérletes adatok ismeretében
molekulapétlasi modell segitségével [54], amennyiben taldlunk a fehérjéhez hasonlé ismert
térszerkezetet és azt templatként raillesztjiik az eredményekre. "Az AlphaFold el6rejelzései
ugyan rendkiviil pontosak lehetnek, de még a magabiztosnak tliné részek is ellentmondhatnak
a kisérleti adatoknak, igy azokat hipotézisként kell kezelni." [55]. Kiilon kiemelend6ek az
oligomerizaciés motivumok (és kaméleon szekvencidk [56]) , pl. coiled coil szakaszok,
melyeket az AlphaFold2 természeténél fogva, mind monomerekre kitalalt modszer, nem
képes kezelni, ennek eredményeképpen pl. a Homer fehérjék esetében a teljes szerkezetre
tett becslése nem hasznalhaté [57]. Ezen tilmenéen az egyes globuldris domének relativ
orientacidja is pontatlan lehet, és ez is kritikus szempont a posztszinaptikus denzitas
komplexek kialakuldsdnak és szerkezetének vizsgalatakor. Tobbek kozott azért, mert az
orientaci6é megvaltozhat kotés hatdsara[58], [59]. Ezért ezeket a modelleket kelld 6vatossaggal
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kutatas soran.

Fehérjekomplexek kialakulasanak agens alapa szimulaciéja

Szdmos modellez6 és szimulacids eljaras van, amellyel a neuronban 1évé folyamatok megismer-
hetbek, a jelatvivo folyamatok halézatanak logikai leirdsatél a neuron aktiviciés mintainak
modellezéséig [60]. Kutatasom a fehérjekomplexek szintjén vizsgilja a valtozasokat.

Fehérjekomplexek keletkezését le lehet irni ahhoz hasonléan, ahogyan egy kémiai reakciot
is: két molekula véletlenszeriien mozog, majd taldlkozik. Fnnek soran, ha megfelel6ek
a koriillmények, akkor reagdlnak egymaéssal és letrejon az Gj molekula. Az ilyen jellegii
eseményeket a modszerekben ismertetett Gillespie-algoritmussal lehet szimulalni.

A szimuldciés moédszer lényege, hogy a molekuldkat dgens alapon mozgatjuk, majd ha
elég kozel kertilnek, akkor azt taldlkozasi eseménynek tekintjik. A taldlkozéas soréan adott
valdsziniiséggel 1étrehozzuk kozottik a kapcesolatot (a két kiilondllo fehérjébdl egy osszeallt
komplex lesz - két dgens atalakul egy dgenssé). Ezt az adott valdsziniiséget biolégiailag a
kotési erosségek, affinitasok irjak le. A komplex ugyanakkor a disszocidcios allandé altal
meghatarozott valdsziniiséggel egy kovetkezd 1épésben szét is eshet.

Két szoftver alkalmas a fehérjék kolesonhatasainak ilyen szimuldlasara, a SiComPre és
annak tovabbfejlesztése a Cytocast, melyeket aldbb ismeretetek részletesebben. A Cytocast
altal hasznalt alapelv a Covid-19-hez kapcsolddé szimulacidk alapjaul is szolgalt [61], ahol
az agensek a személyek, a kotédések a fertézés atterjedése volt. A modszer koltséghatékony
és relative gyors.
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Fehérjekomplexek 3D szerkezetének modellezése

Az 4gens alapi modellezés legnagyobb hatranya, hogy nagy memoriaigénye lehet, igy
nem realis, hogy a fehérjék tényleges haromdimenzids szerkezetét ill. az ebbdl adddéd
megkotéseket egy ilyen szimulaciéban reprezentdlni tudjuk. Egy fehérje, egy komplex dgens
egy adott pontként jelenik meg - mégha kotdhelyei virtualisan léteztek is. Ugyanakkor
fehérjekomplexek szerkezetének, alakjanak modellezésére is 1éteznek hasznéalhatd szoftverek.
Munkam soran fontos szempontnak tartom, hogy a mennyiségi dgens alapd szimulacidk
eredményeit és a mindségi 3D-s modellezés eredményeit kozdsen szemlélhessem és lehetové
tegyem a kés6bbiekben ezek k6zos folymatban torténd integralasat.

Az IMP (Integrative Modeling Platform) programot nevébél is adédbéan az integrativ
modellezés céljabol alkottdk meg, ami azt jelenti, hogy tobbféle forrasbdl szarmazéd bemeneti
adatot, illetve egy adott rendszer egyes részeinek kélonboz6 tipusi reprezentacidit képes
integralt médon figyelembe venni a modellezési folyamat soran. A platform lehet6vé teszi
nagyméreti komplexek haromdimenzids szerkezeti modelljének létrehozisat szamos adat
egylittes felhasznalasaval.

Az IMP Elényei: Hétranyai:

e A domének haromdimenzids orientacid- o A fehérjék kozotti kapcesolatokat sokkal
ja figyelembe vehetd. korlatozottabb korben képes figyelembe

o A komplexet haromdimenzids formaban venni mint az dgens-alapt modellek
kapjuk meg. o Hasznalata progamozasi tudast (Py-

o Kvalitativ modellt kapunk. thon) igényel

o Nyilt forraskodu.

Az IMP modellezési folyamatnak 6t 1épése van [62]:
o Az els6 1épés a sajat eljarasi folyamatomban mér kifejtett adatgytijtés (PDB, Uniprot,
Pfam etc.).
o Az adatok felhaszndlasaval a fehérje gyongysorreprezentaciéjanak elkészitése kovetkezik.
Ez a reprezentacié nagyon fontos 1épés, mert meghatarozza azokat az alap tényezoket,
amelyek befolydsoljdk a kés6bbi komplex Osszerakasanak lehetdségeit (lasd 4.5 dbran).
o Ki kell vilasztani a szimuldciés folyamat sordn haszndlandé megszoritdsokat (Exclude
Volume, Cross-links).
e A megszoritasok ismeretében mar elindithaté a fehérjemodellek egyméashoz illesztésére
a Monte Carlo szimulacié.
e A legvégén, miel6tt kivalasztjuk a legalkalmasabb modelleket, részletes elemzésre van
szitkség (szlirési 1épések, klaszterezés, tavolsagok és lokalis stirliségek vizsgéalata).
Fontos ellendrizni a szerkezeti modellek megbizhatosagat, és ehhez kisérleti adatokra
van sziikség. A szerkezetek validdlasara jé mddszer lehet a FOXS (Fast X-Ray Scattering)
eljaras. A FoXS [63], [64] validdtor sugdrzéds szérasan alapul: amikor az adott komplex
oldatat rontgen megvilagitja akkor a komplex szét fogja szérni a rontgen sugarakat. Ezeket
a sugarakat egy detektor érzékeli, majd ezen elszért jelekbdl tudunk egy gorbét 1étrehozni,
amely a szorasi gorbe lesz - a kisérletes eljaras neve a SAXS (Small Angle X-ray Scattering).
Hasonlé szérasi gorbét matematikai tton is tudunk szamolni 3D szerkezetbdl - ez a metédus
a FoXS, igy a kisérleti szorasgorbét ra tudjuk illeszteni a térszerkezet modelljeibél keletkezett
szorasgorbékre ezaltal az illesztés hibaja megmondja, hogy koriilbeliil hol s mennyire térhet
el a modelliink a kisérletes komplex szerkezettdl.
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4.5. dbra. Az egyes fehérjék gyongysormodellje és a Pfam altal meghatarozott
doménszerkezete. Itt bemutatom egy kisebb rendszer harom fehérjéjének a gyéngylanc-
modelljét. Minden fehérje két kiilonb6z6 tipusu régiébdl all: rugalmas és rugalmatlan
részekbol. A hajlékony részeknek nincs rogzitett szerkezete, tobb és kisebb gyongy szimulalja
Oket, és mozoghatnak, mikézben a hajlithatatlan résznek rogzitett szerkezete van, igy
nagyobb és mozgathatatlan gyongyok modellezik. Azaz adott tipust szakaszon beliil a
hajlithatatlan esetén a gyongyock egyméshoz képest nem mozdulhatnak el, mig a hajldkony
szakasz soran a gyongyok egymashoz képest elmozdulnak.

A SAXS adatok hasznalatanak nehézségei a szerkezet teljes ellenérzéshez az, hogy a
kisérleti adatok nagyon sziikosek - a Small Angle Scattering Biological Data Bank [65] csak
9 lekérdezést talalt a PSD-95-re, és mindegyik csak csak a PDZ1-2 tandem tartomanyt
reprezentalta.

A posztszinaptikus denzitas fehérjéi

A modellezendd fehérjemolekuldk jellemz&inek ismerete nélkiilozhetetlen a modellezési
eljarasokhoz. Az dgens-alapi modellekhez tudnunk kell az egyes partnerkotéhelyek jellegét
és szamat, valamint lehet6ség szerint az egyes kolcsonhatasokra jellemzo asszocidciés és
disszociaciés ratakat. A haromdimenziés modellezéshez a megfeleld kisérletes adatok azaz a
térszerkezetek rendezése és felderitése sziikséges, hidnyos fehérje szerkezetek esetén alapszintii
fehérje modellek keresésére és/vagy doménenkénti osszerakasara van sziikség ahhoz, hogy
Oket kés6bb komplexben tudjam megjeleniteni.

Az el6z6ekben emlitettem, hogy a posztszinaptikus denzitds fehérjéinek terét hét f6
fehérjére sziikitettem le. Ennek oka, hogy a szimulacidk és a modellezések soran a fehérjék
teljes tarhazat nagyon nehéz egységében vizsgdlni, és ahhoz, hogy megitélhessem, hogy az
én altalam létrehozott pipeline segitségével vizsgalhatéak-e az altalam feltett kérdések, nem
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Természetesen a késébbiekben lehet&ség nyilik a fehérjetér bovitésére. A kivalasztott fehérjék
mind moduldljék a tanulds és meméria hatasfokat és folyamatat [66].

Ezen hét fehérje esetében is kevés 3D szerkezeti modell 4ll rendelkezésiinkre. Mind a hét
fehérje viszonylag nagy fehérjének szamit, mert a posztszinaptikus denzitasban jellemzben
nagyobb fehérjék taldlhatéak meg a szervezet egyéb atlagos fehérjéihez képest. Tobbek
kozott ezért is tinik a szinapszis ezen teriilete siirlinek az elektronmikroszkopos képeken,
nem csak a fehérjék mennyisége miatt. Ezért Osszegylijtottem a meglévo szerkezeteket,
amelyeket konnyedén megtalaltam az rcsb.org-on keresztiil és megvizsgaltam, hogy mely
szerkezetek kozott taldlok atfedéseket illetve milyen fehérje részek vannak, amelyekre nem
talaltam szerkezetet, hiszen a nagy méret miatt javarészt doménenként tudtak a szerkezeteket
meghatarozni, a globuldris részekre koncentralva. Szerencsére a kutatdcsoport, amellyel
egyiitt dolgozom ezen fehérjék szerkezetét vizsgalja kisérleti és elméleti modszerekkel is
(példdul a Shankl PDZ doménjének szerkezetét [67]).

A IMP modellez6 program a fehérje dinamikusan mozgd laza szakaszait viszonylag
dinamikusan kezeli, viszonlag nagy felbontasban, részletgazdagabban, mig az egyiitt mozgd
domén régidkat egy-egy nagyobb egyiitt mozgd, gbmbdokbdl felépitett merev egységként
reprezentalja. Ezért lehet6ségem nyilik arra, hogy a kiilonb6z6 térszerkezetekbdl szarmazé
doméneket flexibilis 6sszekotd (linker) régidk segitségével osszeilleszthessem, amennyiben a
domének kozotti hidnyzé fehérje részek dinamikus mozgast mutatnak.

A Kir2.1 kaliumion-csatorna

A Kir2.1 az egyik legfontosabb kaliumion-csatorna. A csatorna a funkciéja révén kapta a
nevét: (inwardly rectifying potassium) befeléaramlassal helyredllité kaliumcsatorna, ami
lehet&vé teszi a kalium dramlasat az intracellularis matrixba, és alig enged visszafelé aramot.
A Kir2.1 csatorndk elhelyezkedése befolydsolhatja az idegsejt miikodését , mivel a Kir2.1
csatorndk tulexpresszidja hiperpolarizdcibhoz vezethet a kadliumaramok miatt. A fehérje
négy 427 aminosavbol all6 alegység heterotetramerje [68]. Az IUPred2A [69] szerint a Kir2.1
rendezett fehérje kis rendezetlen C-termindalis szegmensekkel, amint az lathat6 a 4.6. abréan.
A C-terminélis PDZ-domént kot6 motivum a Glu-Ser-Glu-Ile szekvencidval (residue 423-427)
- pont ez a szakasz tiinik a legrendezetlenebbnek, amelyen keresztiil a Kir2.1 PSD-95-tel
koprecipitalédik [70].

A Pfam adatbéazis szerint a fehérje két f6 doménre oszthaté az N-termindlis szakasz utan:
Kaliumion-aramlast befelé egyeniranyité kaliumcsatorna transzmembran doménre - IRK
(residue:48-186) és egy C-termindlis doménre - IRK__C (residue: 193 -366), a két domén
kozott transzmembran régiéval A C-terminélison pedig a mar emlitett rendezetlen régiéval.

Az NMDA receptor

Az NMDA receptor elengedhetetlen a hosszi tava potencacio kivaltasdhoz, amely tartos
valtozas az idegsejtek reakciokészségében a tanulds és az emlékezet alapjaul szolgal [71]. Az
NMDA receptor szerepe a a hosszi tavi er6s6édés kivaltasa kapesan abban rejlik, hogy ahogy
Donald Hebb 1949-ben felismerte, koincidencia-detektorként miikodik - akér egy ES kapu -
mivel fesziiltségfiiggé M g*>+ kotShelyei blokkoljak a kationcsatornat depolarizacié hidnyaban.
Tehat a csatorna akkor és csak akkor van nyitva, ha egyszerre kot ligandum hozza és lokalis
fesziiltségvaltozas van. A receptor Ca?t permeabilitdsa és masodlagos hirvivé tGtvonala
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4.6. dbra. A Kir2.1 fehérje IUPred2A Aaltal jésolt rendezett-rendezetlen régisi. A
piros és kék gorbék két kiilonbozé algoritmus alapjéan joésoljak meg a rendezettség mértékét.
A fekete vizszintes vonal a kiiszobérték, amely f6lott rendezetlennek tekinthetd a fehérje.

[72] révén az egyik legfontosabb komponens, amely a hosszi tavi erés6dését befolyasolja.
Sziikséges a fel nem hasznalt szinapszisok hatékony eliminaldsihoz is a szinaptogenezis
masodik fazisdban [73].

A receptor alegységei koziil az NMDARI alegység viszonylag egységesen expresszalédik a
neuronokban, mig az NMDAR2 kiilonb6z6 tipusai atlapoldssal, de kiilonb6z6 mennyiségben
expresszalédnak, igy egyfajta NMDA receptoron beliili diverzitdst 1létrehozva, amely kihat a
szinapszis tulajdonségaira [74]. A diverzitdst tovabb noveli, hogy noha az els6 alegységbél
altalaban ketto azonos, mig a masodik alegységbdl akar két kiillonbo6z6 tipus is keriilhet
egyetlen heteromer csatornaba [75].

A Pfam szerint négy f6 domént taldlunk, amelyek a kovetkezék: ANF-receptor (39-360
aminosavak) [76], majd a rendezetlen 6sszekoté régié utdn az L-glutamat- és glicinkoté régié
(residue 442-546) [75], [77] majd egy kisebb rendezetlen régié utdn az ionotrép glutamat
receptor (residue 559-824), majd a transzmembrén régié utén talaljuk a Calmodulin-k6t6
domént (residue 835-863) [78].

Az NMDA receptorok PSD-95 hidnyaban is képesek a megfelel6 lokalizaciora [79], az
ezt leiré tanulmany azonban a jelatviteli itvonalak teljes miikodését nem vizsgéalja. Ettol
figgetleniil mai ismereteink szerint a PSD-95 elengedhetetlen a PSD hiromdimenziés
molekuldris szervezetének fenntartasahoz [80].

Az AMPA receptor

Az AMPA receptor szintén gyakori ionotrép glutamat receptor, amely az NMDA receptorhoz
hasonlé felépités, am kiilonbozé alegységekkel rendelkezik, ami eltéré Ca®t permeabilitast és
a fesziiltségfiiggd viselkedés hidnyat eredményezi [81]. Mind az NMDAR, mind az AMPAR
sziikséges a glutamaterg szinapszisok normalis miikodéséhez.

Az NMDA receptorokkal ellentétben az AMPA receptorok esetében a PSD-95 fehérje nél-
kiil6zhetetlen ahhoz, hogy megfelel6 mennyiségben lokalizalédni tudjanak a posztszinaptikus
denzitas perifériajan [80]. Az AMPAR képes a sejtfelszinen oldalirdnyban elmozdulni vagy
valtoztatni helyzetét a membranon beliill. Az AMPAR az idegsejtek membranjaban torténd
valtozasa lehetové teszi az idegsejtek szamara, hogy gyorsan alkalmazkodjanak a kérnyezeti
valtozésokhoz és az idegi aktivitashoz. LTP soran a szinapszis kézéppontja felé vandorolnak,
mig depresszié sordn a centrumtél tavolédoé irdnyba novekszik meg a vandorlds mértéke [82].
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4.7. dbra. A PSD-95 biolégiai funkciéi és el6fordulasai A PSD-95 egy fontos fehérje
a posztszinaptikus striliségben, amely részt vesz a kémiai szinapszisok transzmisszidjaban
és a receptorok klaszterezésében. A bioldgiai funkcidi kozé tartozik a sejt-sejt adhézid,
a hamsejtek apikalis/bazalis polaritdsdnak létrehozasa és fenntartisa, az embritfejlédés,
valamint a receptorok szinapszisokhoz torténé lokalizalasa. A sejtkomponens szinten a PSD-
95 jelen van a neuromuszkularis csomépontban, a PSD membranban, az ionotrop glutamat
receptor komplexben, a bazolateralis plazmamembranban és az idegsejtnyilvanyokban. Ez
az abra tehat atfogd képet ad a PSD-95 szerepérdl és el6fordulasardl a sejtekben és a
kiilonb6z6 bioldgiai folyamatokban. Az abra a szerzd sajat munkéja.

Az AMPAR lateralis diffizidja is hozzdjarulhat a posztszinaptikus denzitasban megfigyelhetd
fazisszeparacids folyamatokhoz, vagy forditva. Szuper-rezoliciés mikroszkopiaval az AMPAR
nanodoménekké rendezédése megfigyelhets. Egy adott nanodoménen beliill az AMPAR
elveszti mobilitasat, a nanodoménen kiviil a lateralis vandorlas lényegesebb. Az AMPAR
mobilitdsa nem csak pozicidjatol fiigg, hanem a szinapszis aktivitasatdl is - aktiv szinapszis
esetén az AMPAR pozici6ja stabilizalddni latszik az inaktiv szinapszishoz képest [83]-[85].
Ez a folyamat is az LTP stabillizald, szinapszis-megerosité hatasat mutatja .

A PSD-95 fehérje

A PSD-95 (posztszinaptikus denzitas fehérje, 95 kDa) az egyik leggyakoribb dllvanyfehére a
posztszinaptikus denzitasban, ezért is tgy tartjak, hogy fszervez6 szerepet t6lt be a PSD-ben.
A posztszinaptikus denzitas fehérjéi nem képeznek strukturalt halézatot a PSD-95 hidnyaban
[80]. A Gene Ontology alapjin a PSD-95 szerepet jatszik (1dsd 4.7. dbra) a Huntington-kor
kialakuldsaban, hiszen ezen a fehérjén keresztiil befolydsolja a kalcium-csatornakat, azaltal,
hogy a Huntingtin a PSD-95-tel asszocial [86].

A PSD-95 az tin. MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) csaladba tartozik,
harom PDZ-domént tartalmaz, egy SH3, valamint egy GK domént. Az N-termindlisa a
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leginkdbb rendezetlen régi6 [87] - 1dsd 41.8. dbra. Ez az informaci6 funkciondlisan értelmes,
mert az N-termindlisok a PSD-95 palmitoilacidjanak vannak kitéve. Az N-termindlis
rugalmassiga segiti a fehérje ilyen médon valé lehorgonyzdsat a membranban [88].
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4.8. dbra. A PSD-95 fehérje IUPred2A altal josolt rendezett-rendezetlen régioi.
A piros és kék gorbék két kiilonb6z6 algoritmus alapjan jésoljak meg a rendezettség mértékét.
A fekete vizszintes vonal a kiiszobérték, amely f6lott rendezetlennek tekinthet6 a fehérje.
Az abra a szerzé sajat munkaja

A PSD-95 PDZ3 doménjén keresztiil is képes microtubulusokhoz kapcsolédni kozvetve a
CRIPT névre hallgaté medidtorral, rogzitve a PSD-t a citoszkeletonhoz [79].

A SynGAP fehérje

A SynGAP-re azért esett a valasztasom, mert jelentOs hatast gyakorol az agyban, tébbek
kozott tgy, hogy izoformai egyedi spatiotemporalis expresszidés mintdzatot mutatnak, és
kiilénb6z6 szerepet jatszanak a neurondlis és szinaptikus fejlddésben [89]. A SynGAP egy
olyan fehérje, amely aktivilja a Ras és Rap kis G-fehérjéket, segitve azokhoz kotott GTP
(aktiv) dtalakitdsat GDP-re (inaktiv), ezzel negativan szabalyozva a kis G-fehérjék aktivitasat
[89], [90]. Azéltal, hogy a RAS fehérjét gatolja, teljes jelatviteli kaszkadokat befolyédsol
(MAPK, IP3K etc.), amelyeket a RAS képes beinditani. Ez a kaszkddinhibicié egyes fehérjék
expresszidjanak csokkenését eredményezi, igy a teljes posztszinaptikus denzités szerkezetét is
megvaltoztatja - tobbek kozott a posztszinaptikus membranba dgyazott AMPAR mennyiségét
csokkenti [91].

Azokban a hippocampus CA1 piramissejtekben, amelyekben a SynGAP fehérje hidanyzik,
a hosszu tavi potentizacié (LTP) rendkivil stlyosan kérosodik [89], [92]. Ezen piramissejtek
kritikusak az emlékezeti folyamatokban és a tanulasban, igy az LTP hibas miikédése jelentds
hatassal van a memoria képességekre és az informacié feldolgozasara, igy a munkamemoriara
is [89], [93].

A GKAP fehérje

A GKAP C-terminélis szegmense kolcsénhatasba léphet a Shank3 PDZ doménjével. Hét
fehérjébol allo készletiinkben a GKAP tekinthet6 kapcsolatnak a PSD-95 altal potencialisan
Osszekotott receptorok rétege és a homooligomerizaciéra képes Shank3 és Homerl, mélyebb
rétegre jellemz6 allvanyfehérjék kozott [94].

/////

bedramlé kalcium-ion felszabaditja az aktinfonalakon tarolt GKAP-ot, azéiltal, hogy az
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aktivalt CAMKIIS foszforildlja a Ser340 és Ser384 aminosavakat, igy a GKAP levilik az
aktinrél [94]. Ezen fliggdség dltal az LTP alatt bekovetkez6 szinapszis meger6sodésben a
GKAP lehet6vé teszi, hogy a receptor/PSD-95/SynGAP komplex pozicidja stabilizalédjon
aktivitas hatdsdra. A GKAP hidnya egyenesen szinapszis megsziinéshez is vezethet [94].

A GKAP éllvanyfehérje szinte teljesen bels6leg rendezetlen, emiatt kevés a réla elérhetd
tészerkezeti informécié. Tobb koétohelyet tartalmaz a GK doménhez és a DYNLL-hez, és
van egy helikdlis GH1 doménje a C-termindlis kozelében. [95] A GKAP foszforilaciotél figgd
modon képes a PSD-95 GK doménjével kolesonhatasba 1épni.

A Shank3 fehérje

A Shank3 fehérje f6 szerepet jatszik abban, hogy 6sszekdti az NMDA receptorokat a
dendrit oldalsé, metabotrép glutamat receptoraival [96], ezekhez a PDZ doménjén keresztiil
kapcsolodik, hasonléan, mint a PSD-95 az NMDA receptorokhoz.

A Shank3 a Shank (SH3 és tobb ankyrin ismétl6dé domén fehérje) csalad tagja, amely egy
ankyrin ismétlédo régiot és egy SH3, egy PDZ és egy SAM domént, valamint egy prolinban
gazdag szegmenst ([97]) tartalmaz. A Shank3 jél ismert az autizmus spektrumzavarban
betoltott szerepérdl, és tulzott kifejezédése az ADHD-vel és a szinaptikus diszfunkciéval
fiigg Gssze [98][99].

A Shank3 is részt vesz az LTP folyamatdban. Autizmus spektrum zavar tud fellépni
a cink nem megfeleld mennyisége hatasara. A kapocs a cink mennyisége és a szinapszis
miikodése kozott a Shank3 fehérje. A cink a SAM doménen keresztiil aktivalja a Shank3
fehérjét és elérhetévé teszi azt a posztszinaptikus denzitds komplexei szamara [100] - a
GKAP-hoz hasonléan megerésodik a szinapszis ezaltal (csak ebben az esetben a cink az
aktivator molekula).

A Shank3 a SAM doménjén keresztiili onasszocidciéra képes [101]. A Shank3 az a fehérje,
amely a PSD-95:Homerl-koklaszterért felelés. PDZ doménje képes megkotni a GKAP
C-termindliséit, a prolingazdag régiét pedig a Homerl [96] EVH1 doménje ismeri fel.

A Shankl1 fehérje

A Shankl1 is a Shank csalad tagja, hasonléan viselkedik a Shank3-hoz.

A Shank fehérjecsalad nagy moduléris allvanyfehérjéket tartalmaz, globularis és hosszu
rendezetlen régiokkal [102]. Ezek a fehérjék szdmos valtozatos kélcsonhatdst hoznak 1étre
kilonféle posztszinaptikus fehérjékkel. A Shank fehérjék hozzaférhet6ségét és/vagy szer-
kezetét befolydsolé mutaciékat szamos allapottal hoztak sszefiiggésbe [103] az autizmus
spektrum zavartél (ASD) [104] a Phelan-McDermid szindréméig (PMS) [105]. Ilyen ko-
rillmények kozott a Shank3 haploid elégtelenség (haploinsufficiency) [106], amelyet vagy a
gén egy masolatanak teljes elvesztése vagy egy funkciét befolyasolé mutécio jelenléte okoz,
a leggyakoribb ok. A Shankl és Shank2 gének mutdciéi hasonld, bar jellemz&en enyhébb
fenotipusokat is okoznak.

Szerkezetében eltér,de domének szintjén ugyanigy az ankirin ismétl6do régioval, az SH3,
PDZ, valamint SAM doménekkel rendelkezik a megfelels sorrendben [107]. A legnagyobb
eltérés a domének abszolut helyzetében jelenik meg. Példaul a legelsé ANK régi6 a 148
helyett a 212. aminosavnél kezdédik. A domének eltéré poziciéja a relativ mozgdsukat
befolyédsold lényeges tényezd, amely a 3D modellezéseknél jatszhat szerepet.
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A Homerl fehérje

A Homerl egy olyan vazfehérje, amely szabdlyozza a glutaméterg szinapszisokat és a dend-
rittiiskék morfogenezisét [108]. Az EVHI1 domainjén keresztiil az aktinkétegek rendez6dését
szabdlyozza [109]. Az AMPAR ujrahasznositésiat és a metabotrép glutamatreceptorok
elrendez6dését /hatdsat is szabalyozza [110]-[112]. Ez a szabélyozas tobbek kozott elhelyez-
kedésébol adédik a PSD-ben. Amennyiben a Homerl nem elérhet6, foszforildcios folyamatok
miatt, a membranban elhelyezked6 metabotrép glutamat receptorok hatéasa is csokken. Tehat
a Homer1 kapcsoloként miikodik, amely ki/bekapcsolasaval a receptorok hatasa modulalhaté
[112].

Az EVHI egy hosszi tekercses coiled-coil szegmens, amely a Homerl molekulak ho-
modimerizacidjat és tetramerizacidjat is kozvetiti. Az EVH1 doménje tovabba kétédik a
Shank3-hoz [96]. Az EVH1 domén prolinban gazdag szegmenseket képes megkotni Shank
fehérjéken, metabotrop glutamat receptorokon, valamint IP3 és rianodin receptorokon [113].

To6bb izoformja is 1étezik, a Homerla izoformabdl hidnyzik a tekercses tekercs régio, és
szerepet jatszik a PSD &tszervezésében alvds kozben [114]. A Homerla izoform expresszidja
a hosszabb izoformokhoz kotés valdsziniiségét csokkenti, amellyel inhibitdlja a metabotrép
glutamét receptorok modulalé hatasat, ami kihat az NMDA és AMPA receptorok altal
létrejové LTP mértékére és gatolja azt - atrendi a teljes posztszinaptikus denzitdst [115].
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5.Célkituzések

Kutatasom {6 célja a posztszinaptikus denzitas integralt modellezéséhez sziikséges alapvetd
eljarasok kidolgozasa és alkalmazasa volt. Terveim szerint az integralt modellezés segitségé-
vel az egyes fehérjekomplexek kialakuldsanak valdsziniiségein tul szerkezeti modelleket is
készithetiink, figyelembe véve az egyszerisitett szimulaciokbdl kapott informaciékat. Ennek
megvalésitdsdhoz az aldbbi 1épések megvaldsitasat tliztem ki célul:

e Az igen sok fehérje Gsszetett interakcidja altal felépiilé posztszinaptikus denzitas egy-
szerusitett, kezelheté méreti modelljének kialakitdsa, melynek segitségével agens-alapt
szimulacidk végezhetbek. Ehhez sziikséges a leggyakoribb fehérjék, azok példanysza-
méanak és egymadssal kialakithaté kolcsonhatasainak azonositasa és reprezentacidja oly
moédon, hogy az a tervezett szimulacidk bemeneteként szolgalhasson.

— Miért? A PSD rendkiviil komplex és nagyszamu fehérje kélcsonhatasabol épiil fel.
Egy egyszeriisitett, kezelheté méreti modell lehetévé teszi az dgens-alapt szimulé-
cidk elvégzését, amelyek segitségével megérthetjiik az alapveté mechanizmusokat
és interakcidkat a PSD-ben.

— Miért fontos? Az dgens-alapt szimuldcidk lehetévé teszik a PSD dinamikus
viselkedésének és a fehérjekomplexek kialakulasanak vizsgalatat, ami kritikus a
funkciondlis megértéshez és a terapias beavatkozasok fejlesztéséhez.

o A modell segitségével elvégzett dgens-alapd szimulacidék kiértékeléséhez sziikséges
eljarasok kidolgozasa, ideértve a létrejott fehérjekomplexek egyértelmii azonositdsat,
illetve kiilonb6z6 bemeneti paraméterekkel inditott szimulaciék dsszehasonlitasat.

— Miért? A szimuldcidk eredményeinek pontos értékelése kulcsfontossagn a modellek
validalasa és a predikcidk megbizhatdosdganak biztositasa érdekében.

— Miért fontos? Az eljarasok kidolgozasa biztositja, hogy a szimuldciék eredményei
Osszehasonlithatoak és reprodukalhatoak legyenek, lehetévé téve a kiilonb6z6
hipotézisek tesztelését és a bioldgiai relevancia megértését. A feladat nem trivialis
tobbek kozott azért, mert a lehetséges komplexek szama elméletben végtelen.
Adott komplexek eltérése lehet elenyészd, vagy pont kimagaslé funkcionalitdsa
miatt.
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o Nagyszamu szimulacié elvégézése szamos kiillonb6zé bemeneti paraméter felhasznéla-
saval irodalmi fehérjegyakorisigi adatok segitségével, majd a szimulaciok kiértékelése
és értelmezése.

— Miért? A kiilonb6z6 bemeneti paraméterek tesztelése segit megérteni a PSD
kialakuldsdnak és miikodésének variabilitasat, valamint az egyes fehérjekomplexek
szerepét a rendszer stabilitdsaban és dinamikajaban.

— Miért fontos? A széleskorii szimulaciok lehetévé teszik a rendszer robusztussa-
ganak és érzékenységének vizsgalatat, ami fontos a biolégiai rendszerek pontos
modellezéséhez és a potencialis gydgyszer célpontok azonositasdhoz.

e Adott kdlcsonhatast gyengité mutacié hatasanak modellezése a keretrendszer haszna-
lataval.

— Miért? A mutaciok hatasanak modellezése segit megérteni a genetikai variaciok
és mutaciok hatasat a PSD miikddésére és stabilitasara.

— Miért fontos? Az ilyen modellezések segithetnek azonositani a potencidlis patogén
mutacidkat és megérteni azok mechanizmusait, ami fontos a genetikai betegségek
diagnosztikajaban és kezelésében.

e Mindezekkel parhzamosan munkafolyamat kidolgozasa és tesztelése nagyméretii, tobb-
kémponensi posztszinaptikus fehérjekomplexek haromdimenziés modellezéséhez.

— Miért? A nagy és komplex fehérjekomplexek térbeli modellezése kihivast jelent,
de elengedhetetlen a teljes PSD szerkezeti és funkcionalis megértéséhez, hiszen
onmagaban az agens alapuld szimulaciok csak grafként tekintenek a komplexekre
és éppen ezét a térbeli gatlasok és a fehérjék /komplexek térigénye nem jelenik
meg.

— Miért fontos? Az ilyen modellek lehetévé teszik a szinaptikus funkcidk és a
fehérje-interakciok finom mechanizmusainak vizsgalatat, amelyben mar térbeli,
szerkezetbeli hatdsok is észlelhetéek hozzajarulva a teljes idegrendszeri mikodés
megértéséhez és a potencialis terapids beavatkozasok fejlesztéséhez.
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Irodalmi adatok alapjan elékészitettem a posztszinaptikus denzitds (PSD) fehérje-
halozatanak leegyszertsitett modelljét, mely 7 £6 fehérjét tartalmaz és bemenetként
hasznéalhat6 fehérjekomplexek eloszlasat szimuldlé rendszerbioldgiai szamitdsokhoz.
Expresszios adatok alapjan a hét fehérjét osszesen 524 kiilonbozé gyakorisagi Osszeté-
telben vizsgaltam a Cytocast szoftver segitségével. (Miski et al. 2022, [1])
Eljarasokat dolgoztam ki a PSD modell szimulaci6éibdl kapott fehérjekomplex-eloszlasok
Osszehasonlité elemzésére. Az eljarasok lehet6vé teszik az egyes fehérjekomplexek
egyértelmil azonositasat és ennek segitségével a kiillonb6z6 szimulaciés eredmények
Osszevetését eltéro kiindulasi fehérjegyakorisdgok és a partnerkotési tulajdonsagokat
befolyasolé mutéciok esetében is. (Miski et al. 2022, [1])

Megallapitottam, hogy a keletkez6 fehérjekomplexek eloszlasa és az egyedi fehérjék
gyakorisaga kozotti kapcsolat Osszetett, csak szimulacidokkal térképezhetd fel. Na-
gyon hasonlé kiindulasi fehérjegyakorisdgok is eredményezhetnek jelentésen eltéro
fehérjekomplex-eloszlast, melynek a szinaptikus elmélet alapjan funkcionalis jelentOsé-
ge lehet. (Miski et al. 2022, Miski proc. 2020 [1], [2])

Megmutattam, hogy egy hipomorf, azaz egy adott fehérje-fehérje kolcsonhatast csak
kismértékben gyengité muticié hatasa jelentésen fiigg az adott sejtekre jellemzo
fehérjegyakorisagoktdl, emiatt csak adott sejtekben vagy sejttipusokban okoz szigni-
fikans valtozast. Mindemellett az is jellemz6, hogy a legnagyobb valtozast mutato
komplexek nem feltétleniil azok, amelyekben valtozassal érintett interakcios partnerek
szerepelnek.(Miski et al. 2024, [3])

Kidolgoztam egy munkafolyamatot a posztszinaptikus denzitasra jellemz6 egyes nagy-
méretli, tobbkomponensii fehérjekomplexek lehetséges haromdimenzids szerkezeteinek
modellezésére. (Miski proc. 2019,2020,2022, [4]-[6])
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7.Mobdszerek

A Cytocast, SiCompre, IMP, a sajat oldalaikon elérhetdek. A sajat postprocessing kédomat
a szimulacidéhoz feltoltottem. GitHub projektem.

Fehérjeadatbazisok

A fehérjeadatbazisok rendkiviil fontosak a tudoményos kutatdsom szempontjibdl. Az
ilyen adatbazisok segitségével rendelkezésre allnak az ismert fehérjék struktarai és funkcioi,
fontos tulajdonsigai, aminek kdszonhetéen azonosithatom hasonlésagaikat és evoliucids
kapcsolataikat. Az adott fehérjékhez tartozé megfelel6 gének ismerete is nélkilézhetetlen.
Az alfejezetben szeretném bemutatni azokat a f6bb adatbazisokat, melyeket felhasznaltam a
modell Gsszerakasa soran.

UniProt
Az UniProt [116] kiildetése, hogy "a tudoméanyos kozosség szdmara atfogd, j6 minéségii és
szabadon hozzaférhetd fehérjeszekvencia- és funkciondlis informéaciéforrast biztositson."

Az UniProt adatbézist a fehérjék azonositasara és azok annotaciéjara hasznaltam. Ez
magaban foglalja a fehérjék aminosav szekvencidinak meghatarozasat, valamint a hozzajuk
kapcsolodo bioldgiai funkcidk, molekularis interakciok és cellularis lokalizacidk részletes
leirasat. Az UniProt adatbazisban taldlhat6é adatok segitettek azonositani azokat a fehér-
jéket, amelyek kulcsszerepet jatszanak a posztszinaptikus denzitds (PSD) felépitésében és
miikodésében.

Az UniProt adatbazisbdl szarmazo6 informécidk felhasznédlasaval részletes elemzést vé-
geztem a fehérjék funkcidirdl és azok kolecsonhatasairél mas molekulakkal. Ez kiillondsen
fontos volt a komplex fehérje-interakcids hal6zatok megértéséhez, amelyek alapvetéek a PSD
stabilitdsa és dinamikéaja szempontjabol. Az UniProt adatbézis lehetévé tette szamomra,
hogy azonositsam a leggyakrabban el6fordulé fehérjéket és azok interakcids partnereit.

Az UniProt harom f6 adatbazisra kiiloniil el: UniProt Knowledgebase (UniProtKB),
UniProt Reference Clusters (UniRef), az UniProt Archive (UniParc) (lasd 7.1. &bra).


https://github.com/misma2/Postprocessing_of_protcomplex_sims_Dissertation.git
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7.1. dbra. Az Uniprot adatbazis miik6dése Ez az dbra a UniProtKB fehérje adatbazis
szerkezetét és miikodését mutatja be. A UniProtKB két f6 részre oszlik: Swiss-Prot és
TrEMBL. A Swiss-Prot manudlisan annotalt és ellenérzétt adatokat tartalmaz, mig a
TrEMBL automatikusan annotalt és nem ellendrzott adatokat. Az annotéciés folyamat
soran a TrEMBL adatokbdl manudlis ellenérzéssel Swiss-Prot adatok lesznek. Az adatbézis
kapcsolédik a UniParc-hoz, amely a szekvencia archivumot tartalmazza, beleértve az 1j,
médositott és elavult szekvencidkat. Az UniParc adatokat kiillonbo6z6 kiilsé forrasokbol, mint
az EMBL, GenBank, DDBJ, Ensembl, VEGA, RefSeq, PDB és més szekvencia forrdsokbol
szarmaznak. Az adatbazis tovabba kapcsolatban all a Proteomes-el, amely az organizmusok
altal kifejezett fehérjekészleteket tartalmazza, és a UniRef-el, amely szekvencia klasztereket
tartalmaz (UniRef100, UniRef90, UniRef50). Az atdolgozott abra eredeti forrdsa az UniProt
adatbéazis.
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Legf6bb kiilonlegessége, hogy szamos a szakirodalombdl szakért6é kuratorok altal kigy(ijtott
annoticiokat tartalmaz [116]. A tudomdanyos publikdciékbdl igy kinyert informécidkat a
UniProtKB/Swiss-Prot adatbazis UniProt Knowledgebase szekcidja tartalmazza. Ezeket az
adatokat evidence jelzéssel latjak el, amelyrol konnyen elérhetoek a forrasai, igy egyszerre
szamos kisérlet eredményéhez férhetiink hozza. Mar t6bb mint 227 millié szekvenciat
tartalmaz [117]. A Homo sapiens irodalmanak koriilbeliil 50%-t dolgoztak fel [116]. Egyik
legtijabb bévitésiik, hogy virus referencia proteommal is bovitették az adatbazisokat.

Az automatikus annotacidk klasszfikacié segitségével torténnek, mely soran fehérjecsa-
ladokba osztjak az adott fehérjét, vagy lehetséges doméneket keresnek példaul szekvencia
alapjan. A két predikcids rendszeriik: UniRule és Statistical Automatic Annotation System
(SAAS). Kilon érdekesség, hogy a cikkeket is klasszifikdljdk neurdlis hélézatokkal, hogy
minél t6bb informéciét gyorsan és automatikusan kiszedhessenek beléliik, ezeket is altalaban
fehérjekozpontilag.

Azért is kiilonleges és fontos kiemelni ezt az adatbazist, mert a fehérjék egyedi azonosi-
téjaval konnyedén beazonosithaté minden fehérje és dltala nem keverjiik Ossze a fehérjét
esetlegesen tigymond ugyanazon fehérje méasik szervezetben 16v6 adataival sem. En igye-
keztem az UniProt IDk alapjan megkiilonboztetni a hasznalt fehérjéket, igy a fehérjék
kiillonb6z6 nevei kevésbé okozhatnak félreértéseket.

Az innen szerzett informdacidékat hasznélja fel példaul a komplexeket 6sszegyiijté Complex
Portal (https://www.ebi.ac.uk/complexportal/) is.

DisProt

Amennyiben rendezetlen fehérjékkel, vagy fehérjerégiokkal taldlkozunk, akkor az erre szako-
sodott DisProt (https://disprot.org/) adatbazis [118] segithet az annotécidk megtaldlasaban
[119]. A DisProt annotaciok felépitésérol lasd az osszefoglald 7.2. dbrat.

A DisProt adatbéazis segitségével azonositottam a fehérjék rendezetlen régioit. Ezek az
informacidk kulcsfontossagiak voltak a kiindulasi szerkezetek 6sszeallitasanal, mivel lehet&vé
tették, hogy a rendezetlen régidkat megfeleléen modellezzem és rendezetlenként kezeljem az
integrativ modellezés soran.

Az ilyen rendezetlen fehérjék esetén a lényegi kérdés az, hogy ezt a rendezetlenséget
valéban megtartjak-e az adott sejten belill is. Az ezekre vonatkozo vizsgalatokat szerencsére
ez az adatbazis tartalmazza. Ilyen és ehhez hasonl6 kisérleteket végeztek el tobbek kozott
példaul a Parkinson kér esetében is mely sordn az a-synuclein (DisProt DP00070) fehérjének
szerepe van [119]. Ez a szerep abbdl addédik, hogy kiilonbo6z6 kisérletekkel igazoltak,
hogy nagy valdszinliséggel ez a rendezetlenség azért van, hogy amikor adott fehérjéhez
kapcsolodnak a rendezetlen fehérjék, akkor a komplex 1j funkciéjahoz sziikséges térszerkezetet
fel tudjak venni kotés-medidlt folding sordn [120]. Az adatbdazis kozel 1.6k fehérjét tartalmaz
és kozel kétszer ennyi régiét. Az adatbézis 6ssze van kotve a Pfam adatbédzis domén
informaciéival és ahhoz képest adja meg a rendezetlen régidkat.

Pfam

A Pfam (http://pfam.xfam.org/) adatbazis els6dlegesen a fehérjék doménszerkezetének
feltérképezésére alkalmas adatbdzis [121]. A fehérje megismerésének elsé 1épései kozé
tartozik, hogy milyen doméneket tartalmaz, mert ezek lesznek a fokotohelyek.

A Pfam adatbéazisban taldlhaté informéacidék segitségével pontosan azonositottam a
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7.2. abra. F6bb tudnivalék a DisProt elemek felépitésérdl. Ez az adbra a DisProt
adatbéazis elemeinek felépitését mutatja be, amely az intrinszikusan rendezetlen fehérjék
(IDP) és azok tulajdonsdgainak kategorizaldsara szolgal. Kozponti eleme az IDPonto-
logy, amelyhez tobb kiilonbozé kategoria kapcsolédik. A Szerkezeti allapot kategoridban
kiilonbo6z6 konformacios allapotok talalhatok, mint a Disorder, Molten globule, Pre-
molten globule és Order, amelyek a fehérjék rendezettségi allapotait jelolik. A Kisérleti
modszerek kategoériaba tartozik a Kristallografia, Analitikus kémia, H6analizis, Op-
tikai analizis, Spektometria és Scattering, amelyek a fehérjék szerkezeti és funkcionalis
vizsgalatara szolgdlé technikdk. A Disorder funkcié kategéria bemutatja a rendezetlen
fehérjék kiillonbozé szerepeit, mint példaul a Display, Condensation, Entropic chain,
Assembler, Scavenger, Effector és Chaperon, amelyek a fehérjék bioldgiai funkcidit és
interakcidit irjak le. Az Interakcids partnerek kategoridban olyan molekulak szerepelnek,
amelyekkel a fehérjék kolcsonhatasba lépnek, ideértve a Fehérjéket, Nukleinsavakat,
Lipidokat, Tonokat és Kis molekuldkat. A Szerkezeti atalakulas kategéria azokat
a folyamatokat jelzi, amelyek sordn a fehérjék szerkezete megvéltozik. Végiil a Kételyek
kategoriaban szerepelnek az AMBLIT, AMBEXP és AMBSEQ elemek, amelyek az
adatbazisban talalhaté adatok bizonytalansagait vagy vitatott pontjait jelolik. Az abra a
szerz6 sajat munkdja.

fehérjék doménjeit és kotShelyeit. Ez lehetévé tette, hogy megértsem, mely régidk fontosak
a fehérje funkciéjanak szempontjabdl, és hogyan 1épnek interakcidoba mas fehérjékkel vagy
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molekuldkkal. Tovabba a Pfam adatbézis segitségével homolég szerkezeti doménelemeket
kereshettem, amelyek hasonléak a vizsgalt fehérje ismert részeihez. Ez lehetové tette, hogy
a hidnyzd szerkezeti informéaciokat homoldgia alapjan potoljam, biztositva ezzel a modell
teljességét és pontossagat.

Tobb moédon is lehetdségiink van doméneket keresni: példaul fehérjeszekvencia vagy
PDB térszerkezet alapjan. A keresés és Osszehasonlitas tobbszoros szekvencia igazitasokon
és Hidden Markov Modellen alapszik. A taldlatokat klanokra osztja szekvencia-, szerkezeti
hasonlésagok és HMM-profilok alapjan [122], de elsédlegesen a klanok osztélyozasa evolicios
kapcsolatok szerint torténik. A klasszifikdcié validaldsa més (pl: CATH) adatbazisok
Osszevetésével torténik. Jelenleg 628 klant tartalmaz. A HMM-profilokat a HMMER
(http://hmmer.org/) szoftware segitségével készitik, mely mara a BLAST sebességével
vetekszik, mikdzben valdszinliségi modellekre tdmaszkodik. A taldlatokat a Pfam hat tipusra
osztja: csaldd, domén, motif, repeat, coiled coil vagy rendezetlen [122]. A doménstruktiran
kivill a szekvencidjat, lehetséges interakcidkat, a fajok fajat és szerkezeteket is taldlhatunk a
keresett doménhez. Amennyiben a domén jol definidlt a szakirodalom &ltal, akkor az ehhez
kapcsolodo cikkeket és leirasokat elérhetjiik egy kattintassal.

Gene Ontology

A Gene Ontology (http://geneontology.org/) [123],[124] tuddsbazis a vildg legnagyobb
informaciéforrasa a gének funkcibirdl.

A Gene Ontology adatbézis segitségével azonositottam a posztszinaptikus denzitasban
(PSD) taldlhaté fehérjékhez kapcsol6dd géneket és ezek expresszids mintdzatat, valamint az
esetleges ismert mutaciokat.

Maga az ontolédgia egy informéaciémegosztasi protokoll. Az ontologiat a szamitastudo-
méanybdl importaltak. Célja a bioldgiai adatok gytijtését, rendszerezését és kozzétételét
irdnyit6 kiilonféle fogalmi keretek leirdsa [125]. A fogalmak megfelel rendszerezése elen-
gedhetetlen, ahhoz, hogy egységes keretek kozott tudjunk a témaban kutatni, hasonléan az
objektumorientalt programozashoz, vagy az adatbazisok felépitéséhez. Meg kell lennie a
fogalmak viszonydnak, sziilé és gyermek fogalmaknak, hogy mely fogalom mit jelent, mikor
hasznalhatjuk, milyen tulajdonsagokat hordoz magaban - ezek a tulajdonsagok 6rokolhetoek.
Leegyszeriisitve sok kisebb molekularis funkci6 egy adott helyen magaval hozza a biologiai
funkciét, mert azok alapjan fejezddik ki a bioldgiai hatasa egy egy molekulanak, igy az 6t
hordoz6 génnek is.

Alapja a nagyszabasi molekularis biolégiai és genetikai kisérletek szamitogépes elemzésé-
nek az orvosbiolégiai kutatasok soran. A fehérjék géninforméacioi kozott talalunk filogenetikai
fat, valamint expressziot befolyasol6 faktorokat is, bioldgiai folyamatokat, el6fordulasi he-
lyeket, és talan szadmomra a legérdekesebb: olyan utvonalakat, melyek adott betegséghez
tartoznak és a fehérje szerepet jatszik benne. Szintén jé segitség, hogy az ortoldég és paralog
géneket is megtaldljuk, igy amennyiben példaul térszerkezet hianyzik a legkozelebbi ortolo-
goknak is utdna tudunk nézni. Szamos a gén funkcidjaval kapcsolatos cikket taldlhatunk
felsorolva. Ezt a PANTHER-en keresztiil ismerhetjik meg, melyre a GO keresés visz.

RCSB - Protein Data Bank (PDB)

Az RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) a fehérjék haromdimenziés térszer-
kezeteit annotalja és gytijti egybe [126]. Az adatbézis jellegzetessége, hogy kiilon oktatési
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célra is gyart anyagokat és céljanak tartja az oktatas fejlesztését. A 7.3. abra szemlélteti az
adatbazis logikai felépitését. A kutatok meghatarozzak kisérletek segitségével (Rontgen kris-
tallografia, NMR) a fehérjék adott térszerkezetét, ezt publikaljak, feltoltik. A térszerkezetek
bekeriilnek az adatbazisba, melyeket biokuratorok annotacidkkal latnak el és igyekeznek
validdlni. Ezutdn a szerkezet hozzaférhet6 és vizualizalhatd, tobbféle fajlformatumban
letolthet6, nem csak PDB-ben. Ezekbdl az adatokbdl késobb oktatasi anyagokat készitenek
és terjesztenek. Adott UniProt Acc szamu fehérjére tobb szerkezet is bekeriilhet, ezeket
kénnyedén rendszerezve tudjuk lekérni és 6ssze tudjuk hasonlitani, mely aminosavak hidnyoz-
nak, vagy esetleg mutdlédnak a szerkezetben. Az Osszehasonlitds sordn domén annotéciok is
integralva vannak.
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7.3. abra. Az RCSB Protein Data Bank szerkezeti felépitése. A folyamat a globalis
adatok bekiildésével és biokuracidjaval kezdodik, ahol szerkezeti meghatarozasok torténnek,
és az adatokat a RCSB PDB és wwPDB partnerek a OneDep rendszer segitségével kezelik.
Ezek az adatok a PDB archivumban kertlnek tarolasra, amely integralja a kilsé forrasokat is.
Az archivumbdl az adatokat keresési eszkozok, elemzési és dbrazolasi lehet6ségek révén teszik
elérhetévé a resb.org oldalon, valamint oktatasi célokra is felhasznéljak a pdb101.rcsb.org
platformon. Az adatokhoz val6é hozzaférést ftp, Rsync és web szerviz API-k biztositjak.
Az abra kiemeli, hogy 2017-ben t&bb mint 1 millié felhasznal6 és tébb mint 400 bioadat
forras hasznalta a PDB-t, jelezve annak globalis jelent&ségét és széles korii alkalmazasat a
tudoményos kozosségben.Az dbra a [127] cikk dbrdja alapjan lett magyaritva.

Cath

A CATH (https://www.cathdb.info/ leginkdbb doménszerkezetek osszehasonlitdsara és klasz-
terezésére alkalmas [128]. Altala megtudhatjuk, hogy az adott domén, amivel foglalkozunk,
mennyire kiilonbozik a hozza legkozelebb all6, azaz a vele egy csaladban levé doménektol.
Nagy kiilonbségek esetén példdul nehezebben "cserélheték" ki a domének és valdsziniileg
a funkcidjuk sem lesz olyan kozeli. Adott doméncsaladra jol 6sszefoglalja kiillonb6z6 adat-
béazisok terminolégiait és kordiagramrol konnyen leolvashatd, hogy a csaldd tagjai milyen
ardanyban kaptak adott annotéciét, igy példdul GO adatokat is lesziirhetiink a csalddrol [129].
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A CATH rendszere a kovetkezo felosztast koveti: Class-Architecture-Topology-Homolbg
csalad.

BrainSpan Atlas

BrainSpan Atlas of the Developing Human Brain [130]. Az Allan Brain Atlaszok igyekeznek
feltérképezni mind az emberi, mind az egér agynak kiilonb6zo régidit és a benniik 1évé gének
expresszids szintjeit. Ezaltal kisérletes adatokat tarolnak agyi régidkra és alanyokra lebontva.
Az atlaszok nem hibatlanok és nagyon fliggenek az elvégzett kisérletektél, viszont jé alapot
szolgaltatnak arra, hogy modellemben hasznalhassam Oket. Szeretném kiemelni, hogy mRNS
expresszios szinteket tartalmaznak, amelyeket még at kell konvertalni fehérjeabundancidkra.

Postsynaptic Interaction Database - PSINDB

Az adatbazist Kalman Zsofia fejlesztette ki karunkon [131], ami mar ténylegesen a posztszi-
naptikus denzitds fehérjéire koncentralva gytijti dssze a sziikséges interakcidkat. Az adatbédzis
Osszegyljti az ismert interakcidkat és még meg is mutatja a kotési régidkat, melyeket fel
tudok haszndalni akar mutédcidanalizisnél, akar a haromdimenzids szerekezetek modellezésé-
nél. Az interakciok mellett kigytjti a fehérjéhez tarsitott funkcidkat is. Ami szintén elonye
az adatbazisnak, hogy a fehérjék adott mutaciéit tartalmazé blokkal rendelkezik. Ebben
megismerhetd, mely aminosavak mely aminosavakra cserélédnek, és mely fenotipus megjele-
néséhez lehet koziik. Azonban fehérjestabilitds megvaltozasokat, ezaltal kotési erésségek
megvaltozasat az adatbdzis méar nem tartalmazza. Epp ugyanigy az expressziés szintek
és mértékiik nincsen az adatbazisban, annak bevétele mégjobban segitheti a munkamat.
Ez mindazonaltal el6zetes vizsgalataim szerint nehézkes, hiszen szamos kiilénb6zo6 kisérlet
van, 0ssze nem egyeztethetoek ezaltal a kiilonb6zé abundancia adatok stb. Az adatbazis
hatranya az azonban, hogy még nincsen minden adat feltéltve és hidnyos. Hosszutavon
viszont idealis lesz a kutatas egészéhez.

Fehérje- és kotésstabilitast josl6 madszerek

A fehérjék kotéserdssége és stabilitdsa kulcsfontossagn tényezé a bioldgiai folyamatok megérté-
sében és gyogyszerfejlesztésben. Az elérejelzések lehet6vé teszik szamunkra, hogy megértsiik,
hogyan miikédnek, kapcsolédnak Ossze ezek a makromolekuldk és ezaltal a posztszinaptikus
denzitas hogyan valtozik kiilonb6z6 koriilmények kozott, ami hozzdjarulhat a betegségek
mechanizmusainak feltarasdhoz és hatékonyabb terapiak kifejlesztéséhez. Hiszen, ha nem
vessziik figyelembe a kotéserdsségek kiilonbozéségét, akkor minden interakeié ugyanogyan
valoszintiséggel kovetkezne be, amirdl tudjuk, hogy nem igy van.

Ha nincs rendelkezésre 4116 kisérleti adat, akkor el6szor szamitogépes modszerekkel kell
becsléseket késziteniink. Ezeket a becsléseket késébb a kutatocsoport kisérletesen fogja
validalni. Ilyen eszkozok lehetnek, amelyeket megfontoltam példaul a HoTMuSiC [132] ami
elorejelzi a pontmutaciok termalstabilitasat amennyiben a funkcionalitas valtozatlan marad.
A modszer elkeriili a jol konzervalt vagy tilsdgosan doménkozeli tartomanyokat, mert az
elébbi bekovetkeztének kicsi a valdszintisége, mig az utdbbi esetén nagy a valdszintisége,
hogy a domén tulajdonsigai megvaltoznak, igy a fehérje funkciéja nem maradna ugyanaz.
Ez azt jelenti, hogy a HoTMuSiC alkalmas olyan mutéciok kisz{irésére, amelyek esetiinkben
nem befolyasoljak a kotodési sebességet, tehat nem sziikséges vizsgalnunk.
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Az online PredictSNP [133] szerver t6bb elérejelzési modszert egyesit, és sziiksége van egy
aminosavszekvencidara FASTA fijlformatumban, és manuélisan megadott mutaciés adatokra,
ha ezen mutéciés adatok nem allnak rendelkezésre. A lehetséges muticidk megtalalasahoz a
BioMuta [134] adatbazis elsésorban a rakkal kapcsolatos egypontos mutéciékhoz érhet6 el.
Az online PredictSNP eszkoz egyik hatranya, hogy sok (t6bb mint 100) munka van el6tte
egy allas bekildésekor — eltarthat egy ideig, mire megérkezik az eredmény. Az eredmény a
mutaciék magabiztossagat és patogenitdasat adja. Példaul lefuttattam egy tesztet PSD-95-re
egy R65K mutdciéval, amely normdl patogenitast eredményezett 74%-os megbizhatésiggal,
ami azt jelenti, hogy nem befolyésolja a funkcidékat és a stabilitdst. A t6bbi mdédszer csak
Osszehasonlitasra szolgal, és a legtobbnek hasonlé eredményt kell adnia az elfogaddshoz.

CAD-pontszam

A CAD-pontszam (Contact Area Difference, CAD-score) [135] hdromdimenzids struktirdk
hasonldésagat leird valdszinliségi mérték, amely az egyes struktirdkon beliili belsé érintkezési
feliiletek megvaltozasa alapjan szamithatd ki. Azért szeretném kiemelni, mert a modellezé-
seink soran is kiszamithaté és hasznalhaté mérték. A hasznos pont az, hogy nulla és egy
kozotti normalizalt értéket ad, amely megmondja, hogy a modell mennyire van elég kozel a
cél-referenciaszerkezethez. 1 esetén a szerkezeten beliili kontaktok teljesen megegyeznek, mig
a 0 esetén teljesen kiilonboznek, vagy akar semmilyen érintkezés sincsen a szerkezeten beliili
aminosavak kozott. Amennyiben a vizsgalt tartoméanyt lesziikitjiik csak a kotési régidra,
akkor ez az érték megadhat egy szdmot, amely jelzi, hogy milyen mértékben valtozott meg
a kotési erGsség.
A CAD-scoret az aldbbi médon kell kiszdmolni [136]:

min 2 Hea {1765 = Mgl T b
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(7.1)

A target, célszerkezetben szerepl§ i-j aminosav kozti kontaktfelilet a T(i,j), a modelben
szerepld kontaktfelillet az M(i,j), a G* C G a kotési régiéban szereplé aminosavak descart
szorzata. (Az eredeti képletben G szerepel, azaz a szerkezet Osszes aminosavparjat tekintet-
ték.) A minimumkeresésre a képletben azért van sziikség, mert abban az estben, ha a modell
kontaktfeliilete meghaladnd a kétszeresét a target kontaktfeliiletének (M, ;) > 2T(i,j)>7 akkor
nem valOsziniiségi mértéket kapnank. A kontaktfeliiletet érintkezd atomok segitségével
szamoljak ki: Két atom érintkezének tekinthetd, ha a Voronoi tesszelldciéban szomszédosak,
és a vizmolekula (r = 1.4A) nem fér el kozottitk [136].

A G* médositassal kotési régié megvaltozasara kapunk egy valdszintiségi mértéket. Ebben
az esetben az adott referenciaszerkezet lehet egy komplex, melyben két vadtipust fehérje
Osszekapcsolddik, mig a modell, amelyet hasonlitani szeretnénk a referencidhoz lehet ugyanez
a komplex azzal a kiillonbséggel, hogy az egyik fehérje szerkezetében mutaciét idéziink el6.

A predikcié hétranya, hogy sziikségliink van vad tipust és mutdns tipusu kotéseket
tartalmazé szerkezetekre — csak a domén-domén struktira lehet alkalmas, mivel a fehérje
egy részhalmazan dolgozunk. Ha rendelkeziink vad tipust és mutans fehérjék szerkezetével,
akkor mind a vad tipusi, mind a mutans fehérjék kotédését modellezhetjiik IMP segitségével,
majd kiszamithatjuk a modellezett kdtések CAD-pontszamat, amellyel megallapithatd, hogy
a kotést mennyire valtoztatta meg a mutacié. A modszer korlatjai az IMP modellezési
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hibaban, a CAD-score hibaban és a CAD-pontszambdl leforditott kotési erdsségben rejlik,
tehat a korlatokat a kiértékelésnél figyelembe kell venni. Szintén figyelni kell, mert a szamitas
a megvaltozas mértékére ad egy predikciot, de annak irdnyara dnmagaban nem.

NeEMO

Azért esett a valasztdasom a NeEMO online is elérhetd eszkézre, mert szamitisai soran
szamos megfigyelést integral egybe, ami megegyezik kutatiasom lényegével. A NeEMO
[137] stabilitds megvaltozasat értékeli ugy, hogy a fehérjében létrejové kolesonhatasokat
kolesonhatédsi halézatok segitségével modellezi. Az aminosavak energiahozzdjarulasat tobbek
kozott a torzids szogek kiszamitdsaval szamitja ki. Masodlagos szerkezeteket DSSP-vel
predikal. Adott PH-n és hdmérsékleten dolgozik. A térszerkezetek figyelembevétele mellett
tobbszoros szekvencia illesztésekkel konzervalt régidkat hataroz meg. Ezen kiilonbo6zé
adatokat atkonvertdlva tobbdimenzids vektortérre betolti egy neuralis haldzatba, melynek
kimeneteként a stabilitas valtozasat adja meg Kcal/mol-ban. A stabilitdsvaltozas a vad tipusi
és a mutans tipust Gibbs-szabad energia kiilonbsége, igy kaphatunk irdnyt és nagysagot is.

AAG = AGyr — AGyr = — RTIn [ Ldenaturated] ) | popy (denaturated] ) - )
[naturated] o [naturated]

Ha a G > 0,5, akkor a a mutacié destabilizal6 hatés.

Egy leegyszeriisitett példan szemléltetve jobban megérthetéek az értékek jelentései .
Vegyiink 1000 darab hazat, amelyet felépitettiink. Ebbol omoljon 6ssze 4. Majd végezziink
el egy médositast a tervrajzon. A mddositds utdn tjabb 1000 héz felhiizdsa utdn azt tapasz-
taljuk, hogy 50 d6lt 6ssze. A tervrajzon valé modositas valosziniisithetéen destabilizalta az
épiilet szerkezetét. Ezt a szamokkal nézve:

4 50
AAG =—1n (996> +1n (950) =2.57 (7.3)
A példamban a gazallando6 és a hémérséklet altali aranyossagi tényezotél eltekintettem, mert
nem molekuldt néztem.

Ha 0,5 > G > -0,5 intervallumba esik, akkor hibahataron beliil van az érték, igy nem meg-
hatarozhaté, hogy valéban megvaltozott-e a stabilitas - valtozatlannak tekintjiik. Példankban
ez azt jelenthetné, hogy, ha eredetileg 4 épiilet dolt Ossze, a mddositott tervrajziiakbdl pedig
6 épiilet dolt ossze, akkor az érték a kdvetkezOképpen alakulna:

4 6

Ha G < -0,5, akkor a mutacié stabilizalja a fehérjét. Példaul a médositott épiiletek koziil
csak 1 dolne Gssze.

4 1

A szervert hasznilom arra, hogy a mutacidok kotéserésségre mért hatdsat becsiiljem
addig, amig a kutatécsoportunk nem biztosit kisérletes adatokat szamunkra.
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A Gillespie algoritmus, amelyet a Cytocast szoftver is hasznal

c s

Cytocast (cytocast.com) dgens alapu szimuldciés eszkozt haszndltam. A Cytocast modelle-
zési megkozelitést kinal a szinaptikus denzitas diverzitasanak vizsgalatara fehérje komplexek
komponenseik abundancidjat tekintve. A Khedémley-Horvath Bence Méark altal kifejlesz-
tett Cytocast szoftver, amelyet hasznilok a Gillespie-algoritmus egy valtozatat valdsitja
meg. Ezért a lépések szdma nem linedrisan skalazédik a szimuldcié futédsi idejével. Az
algoritmusnak ki kell szamitania a sajat futasi idejét, azaz a kovetkezd reakcidig eltelt idot.
Ez egy Monte Carlo alapii mddszer minden reakcié szimulaldsara, hogy a molekuldk vagy
esetiinkben komplexek mennyiségi valtozasanak nem determinisztikus megkozelitésével élhes-
sek. A Cytocastra azért van sziikségem, mert millié komplexképz&dés lehetséges figyelembe
véve a szamos kotési lehetOséget, ezaltal gyakorlatilag lehetetlen minden egyes reakciot
determinisztikus differencidlegyenletekkel felirni.
A Gillespie-algoritmus [138] 1épései:
1. Allitsa be a kezdeti feltételeket a kiinduldsi molekuldk szaméaval (itt a fehérje bdsége)
n; o és a lehetséges reakcidoszamokkal g
2. Két valdszintliségi valtoz6 generdlasa 0 és 1 kozott. (rq,r2)
3. Szamitsa ki az egyes reakcidk hajlamfiggvényeit (itt kotés, jegyezzik meg, ha kotodés
torténik, eggyel kevesebb fehérje van).

O[i(t) = (ni,t_l — 1)kz (76)
4. Szamitsa ki a hajlamfiiggvényt a teljes rendszerre:

Qp = Zaj(t) (77)

5. Szamitsa ki az id6t, amikor a kdvetkez6 kémiai reakcid lezajlik: ¢+ 7 ahol

r=1h (1) (7.8)

o T
6. Széamitsa ki, hogy melyik reakcié jatszodik le, majd allitsa be a fehérjék szdméat (egy
fehérjével kevesebb a bemenetrdl és eggyel tobb a kimenetrdl (komplex) ). A it reakcié
akkor kovetkezik be, ha a feltételek igazak:

1 i—1 1 %

A Cytocast futtatasahoz a bemeneti adatokat egy-egy kisérleti, nagy mennyiségli adathalmaz-
bol kell kinyerni és a megfelel6 formatumra hozni. A Cytocast az elédjénél hatékonyabban
képes a sok kiillonb6z6 bemeneti adatot tartalmazé szimulacidkat lefuttatni. Bar a SiComPre
is indithat6 termindlbdl is, mégis a SiComPre esetében altalaban manualisan kellett megad-
ni a kiilénb6z6 6sszetett bemeneti fajlokat, mig a Cytocast esetében jobban lehetoségem
nyilt arra, hogy egységes bemeneti fajlokat generaljak, majd ezek koré irtam egy Python
kédot, ami segitségével tudtam kezelni a tobb szaz szimulaciot, annak lefuttatasait és azok
eredményeinek megfelel6 rendezését.

A Cytocast hasznalata 6sszességében tobb elényt nydjt, mint a SiComPre. Kimutattak,
hogy a Cytocast képes hatékonyan modellezni a fehérje komplex eloszlasat akar teljes
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sejtekben is.

SiComPre [139] Elényok: Cytocast Elényok:

o Gillespie-algoritmus jol definidlt

o Kvantitativ szimulacié

¢ Haromdimenzids térben mozgd dgensek
sztochasztikus szimulacidja

o Gillespie-algoritmus jol definidlt
o Kvantitativ szimulédcié
o Az agensek sztochasztikus diffuzidja jol

definidlt + Uj lehetéségek implementalhatéak ben-
o Meglevo, kész, stabil szoftware ne, mert fejlesztés alatt All:
— Membran

e Konnyen kattinthaté feliilet
— Dinamikus domének

— Kisebb molekuldk pl ionok, amik

Hétranyok: befolyasolhatjik a komplexeket,
hozzdadhatoéak lehetnek majd a
o Nagymennyiségli szimulécié sordn ked- jovében.
vezOtlen Hatranyok:
e A domének 3D orientaciéjabdl kovet- e A domének haromdimenzids orientaci-
kez6 restrikcidk (hozzaférhetéség) nem 6ja nincs implementalva benne, mert
adhaték meg pontként kezeltek a fehérjék.

K-means algoritmus

A K-kozép klaszterezés az egyik legegyszeriibb algoritmus hasonl6sagi osztalyok, igynevezett
klaszterek létrehozasara egy adott térbeli kozelség alapjan. Olyan algoritmusokkal, melyek
a régiok hasonlésagat vizsgaljak szimuldcidk kereshetdk és elemezhetok bemeneti adatok és
eredmények alapjan is.

A k-means algoritmust gyakran hasznéljak az adatbanydszatban és gépi tanulasban. Az

algoritmus célja, hogy minimalizélja az egyes klasztereken beliili variancidt [140].

1. Klaszterkozéppontok inicializalasa: Valasszunk ki véletlenszeriien k adatpontot
(régidt), amelyek az elsé klaszterkozéppontok (centroidok) lesznek.

2. Adatpontok hozzarendelése: Minden adatpontot, azaz régiét rendeljiink ahhoz a
klaszterhez, amelynek kézéppontja a legkozelebb van az adatponthoz. A kozelséget
mind a bemeneti adatok esetében, mind a kimeneti adatok esetében euklideszi tavolsag
alapjan mértem, az el0bbiben a fehérjék abundanciaja, mig az utébbiban a létrejovo
komplexek abundancidja alapjan alkotott vektorterekben dolgoztam.

3. Klaszterkozéppontok Gjraszamitasa: Az j klaszterkozéppontokat gy szamoljuk
ki, hogy meghatarozzuk az egyes klaszterekhez rendelt adatpontok atlagat.

4. Konvergencia ellendrzése: Ellenorizziik, hogy a klaszterkézéppontok pozicidi
megvaltoztak-e az el6z6 iteracidhoz képest. Ha nem, az algoritmus konvergdlt és
ledll. Ha igen, térjiink vissza a 2. 1épéshez.

Az algoritmust a class sklearn.cluster. KMeans osztédllyal valositottam meg Pythonban.

Tl sok klaszter hasznédlataval még a kis kiilénbségek is nagy valtozasnak tiinhetnek. A

K-means klaszterezés [141] sordn minél nagyobb a csoportszam, annal t6bb hibalehetdség
meriilhet fel, hasonléan a tulillesztés azaz angolul az overfitting jelenséghez. Minél nagyobb
a keresett csoportszam, annal bizonytalanabba valik a hataron 1év6 pontok, régidk helyzete.
Ebbdl adéddéan mar minimalis elmozdulés is jelentés valtozasnak hathat rajta. Ez félrevezetd
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eredményt sziilhet, mert a sztochasztikus zajok kiszilirése sosem maximaélis - ttl sok csoport
esetén pedig ez a megmaradt zaj er6sodik fel. Tul kevés csoportszam esetén ennek az
ellenkezOjét tapasztalhatjuk, azaz csekély informéacidtartalommal fog birni, hogy melyik
régié melyik csoportba keriil, mert a tual tavoli szimulacidk is k6z6s csoportba fognak keriilni
[142]. Tehét a sztochasztikus szimuldciok zajanak csokkentése érdekében kevesebb klasztert
kell hasznalni annak ellenérzésére, hogy vannak-e szignifikans viltozasok, de igy a kisebb
valtoztatdsok nagyobb jelentéséggel birhatnak.

Ezért K-means eljaras soran éppugy, mintha egy neuralis hilézatot szeretnénk a prob-
lémankra illeszteni - ami a késGbbiekben célom is - oda kell figyelni és gondosan kell
kivalasztani, hany csoporttal szeretnénk dolgozni. Tehat a K az egyfajta metaparaméter,
melyet szintén az adatokhoz kell illesztentink.

A K-means klaszterezés soran, hogy elkeriiljem a mar emlitett overfitting jelenséget,
ebben a tanulmanyban K-kozép klaszterezést végeztem K=2,3.4,5 és 6 esetén (lasd a
kiegészit6 anyagot), igy kiszlirve a maradék sztochasztikus zajt. Mindazonaltal az, hogy
nem annyi klasztert készitettem, amennyi régiétipus van azzal jart egyiitt, hogy a K-means
klaszterezés nem vesz figyelembe direkt 0sszehasonlithato jellegzetességeket - természetesen
indirekt figyelembe veheti 6ket - azaz sem agyi régié tipusonként, (példaul elsédleges vizuélis
kortex), sem pedig alanyonként nem tudom direkt csoportositani altala a jelenségeket - bar
abrazolasban még megfigyelhetem &ket, melyik régié melyik csoportba keriil.

Az idedlis klaszterszamot a silhouette score segitségével hatdrozhatjuk meg. Egy adott
szimulaci6 ¢; sziluett egytitthatd értéke [143]:

bi —Qa;
7.10
max(b;,a;) (7.10)
ahol az a; az atlagos tavolsdg az adott szimulacioé v; és az azonos klaszterben C levo
szimulacidk kozott,

1
4 v3,0; €CT,i#£]
b; pedig a v; legkisebb atlagos tavolsidga a tobbi klaszter pontjatél, azaz minden mésik
klaszter esetén atlagoljuk az adott szimulacids tavolsagokat klaszterenként, majd a legkiseb-
bet valasztjuk. Gyakorlatilag a "legkozelebbi" klaszter pontjaitél vald atlagos tavolsag.

b; = min{—— Z lv; —vj|} (7.12)
|C] 0:€C w;€C 1 i]
e A + 1-hez kozeli értéki sziluett pontszam azt jelenti, hogy az adatpont a megfelelé
klaszterben van.
o A 0-hoz kozeli értéki sziluett pontszam azt jelenti, hogy az adatpont egy masik fiirthoz
tartozhat.
e A -1-hez kozeli értékil sziluett pontszam azt jelenti, hogy az adatpont az rossz klasz-
terben van.
Tehat a cél, hogy minél tobb szimulacid sziluette értéke legyen minél magasabb. Ez
altalanosan barmely mas tipust klaszterezés utan alkalmazhaté annak milyenségét ellenéri-
zendo.
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Fokomponens Analizis

Fétengelytranszformdacié, mas néven a Fékomponens Analizis [144] (PCA - principal compo-
nent analysis) egy statisztikai médszer, amelyet az adatkészlet dimenzigjanak csokkentésére
hasznélnak, mikézben a lehetd legtobb eltérést megorzik az adatokban. Ez egyfajta lined-
ris transzformacid, amely korrelalt valtozok halmazét veszi fel, és nem korrelalt valtozok
halmazava (a f§ komponensekké) alakitja 4t. Ezt a technikit az adatok mintdzatainak
azonositasara, a zaj csOkkentésére és az adatok konnyebben lathatéva tételére hasznaljdk. A
PCA barmilyen tipust adatra alkalmazhatd, beleértve a képeket, a hangot, a szoveget és a
numerikus adatokat.

Fotengelytranszformacié,soran direkt csoportositas nem torténik, viszont sokkal latva-
nyosabb abrakat tudok kapni azéaltal, hogy a legnagyobb informéaciétartalmi tengelyek altal
kifeszitett sikon jelenitem meg a szimuldcidkat. Az adathalmazom esetemben egy olyan
vektortér, mely vagy a bemeneti abundancidk altal vagy a kimeneti komplexek abundancidja
alapjan elhelyezi az Osszes régiét. Az adathalmaz vektorterén bézistranszformacié torténik.
Az 1j bazis a sajatvektorok bazisa sajatértékeik szerinti sorrendben. Ekkor a legelsé két
béazisvektor kifesziti a leginformativabb sikot, melyen abrazolhatom a régidkat.

Végs6 soron csoportosulasok megjelenhetnek rajta, anélkiil, hogy mesterségesen pro-
balnank oOket csoportositani. Pontosabb eredmények eléréséhez akiar az igy kapott és
transzformalt pontokat is lehet K-means klaszterezni és megnézni, igy milyen eredményeket
kapunk. A fétengelytranszformacié a sokdimenziés adatteret levetiteti a leginformativabb
sikra, ezért alkalmas a kiugré adatok észrevételére, mind a bemenet kisérletes adatok
tekintetében, mindpegig a kimeneti adatok vad tipusi, vagy mutans vizsgalata sordn.

Minden PCA a scikit.learn.decomposition.PCA segitségével tortént Pythonban. A
fiiggvény single value decomposition-t (SVD) hasznél.

M=UxvT

Az M valés méatrix tartalmazza mind az 524 régié oszlopvektorait. n X n-es matrix esetén
nagyon egyszeriien a n X n-es matrixokra bomlana fel, ahol a kézépsé matrix tartalmazza a
sajatértékeket, a szélsé matrixok a sajatvektorokat - valéban egy leképezés bazisvektora lenne.
Esetiinkben a bemeneti adatokat tekintve a matrix 524 x 7-es alakt. Ekkor értelemszeriien
a szorzatnak is annak kell lennie. A X matrix egy nem négyzetes matrix, de tovabbra is
diagonalis, melynek a f6atléjaban az 6nadjungalt operdtor (M*M)(feltétleniil nem negativ)
sajatértékeinek négyzetgyokei vannak csokkeno sorrendben - tehat az analdgia tovabbra is él.
Ezen értékek mondjdk meg, hogy az adott sajatvektor (nem négyzetes esetben itt singular
vektor) irdnydban a leképezés mennyire nyujt - tehdt mennyire fontos a tengely.

A két legfontosabb fétengely (singular vektor) bazisara attérve egy sikon abrazolhat6ova
valik minden régid, melyben egymashoz képesti viszonyukat Gsszevethetjiik. Figyeljlink arra,
hogy kilon lesz egy ilyen transzformécié a bemenetekre és a kimenetekre - két kiillonb6z6
vektortérben dolgozom, amely miatt az Gsszevetéshez tovabbi megfontoldsokra van sziikség.

t-préba

A t-préba leggyakoribb alkalmazédsa annak tesztelése, hogy két populacié atlaga kiilonbozik-e.
A kutatdasom sordn ez a populdcié példdul adott komplex darabszama adott szimuléacié
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soran. A kérdés, hogy példaul a mutans fehérje esetén a 40-szer megismételt szimulacié ered-
ményeként kijott adott komplex atlagos darabszama ténylegesen kiilonbézik-e a vadtipusban
megfigyelt dtlagos darabszamtol.

Azért nem fogadhat6 el t-préba nélkill csupan a nyers atlagokrdl beszélni, mert a
szimulacié sztochasztikus, zajos, a rendszer ilyen értelemben nem idedlis, csak kozeliti a
differencidl-egyenletrendszerek megoldasait. Lehet, hogy két kiilonb6z6 dtlagot kapunk, de
valéjaban ezt a kiillonbséget "csak a zaj okozza' és idedlis esetben, ha ki lehetne szimulaciok
nélkiil is szdmolni, ugyanazt a darabszamot kaptuk volna.

A ¢ statisztika annak tesztelésére, hogy az atlagok kiilénboznek-e, a kovetkezdképpen
szamithaté ki:

X1 — Xy

2 2
s%x, ts%,
n

amennyiben azt feltételezziik, hogy a széras megegyezik - ez megtehetd, mert megfigyeléseink
szerint a szoras 1 koriil mozog 40 ismétlés esetén. A szdmliloban az egyes dtlagok kiilonbsége
talalhatd, mig a nevez6ben a gyok alatt a variancidk Osszege elosztva az ismétlések szaméval.

A scipy.stats.ttest_ rel metodust hasznédltam arra, hogy kiszamoljam a p-értékeket, ahol
a t-score az aldbbi médon szamitédik [145]:

mean(a—b) (7.13)

g

ahol az a és b az adott komplex abundancidinak 40 hossziisagu témbje vad tipusua és
mutéans szimulacidk esetén, és a o a standard hiba.

A p-értéket a t-pontszambdl szamitjik ki az alternativ hipotézistipus alapjan, amely
kétoldal:

2cdfi,30(—|tscore|) (7.14)

ahol cdf a kumulativ siirliségfiiggvény a t-prébahoz 39-es szabadsagfokkal (40 ismétl6dé
szimulécié esetén) klasd 7.4 abra.

A p érték lesz a tényleges mutatd, amely megmutatja, hogy van-e kiilonbség a két
adathalmaz atlaga kozott, vagy nem adott szignifikancia szint szerint. Fontosnak tartom
azért itt kiemelni, hogy valdjaban a p érték csak azt tudja megmondani, hogy a nullhipotézis
tamogatott-e vagy sem. Nem tudja megmondani, hogy az alternativ hipotézis igaz-e, és
miért. Tehat a valésagban arra kaphatunk allitasokat, hogy a két atlag megegyezik elég
nagy valoszinliséggel, amennyiben a p érték elegendéen nagy.

Ha ez a p-érték nem kisebb, mint a vilasztott 0,05-6s szignifikancia szint, nem utasithatjuk
el a nullhipotézist. Igy nincs elegendd bizonyitékunk arra, hogy kijelentsiik, hogy ennek a
mutans komplexnek az atlagos darabszama eltér a vad-tipusétol.

Példaval szemléltetve: A H376.I1IA.50 AMY régioban az AMPAR/PSD-95/SynGAP
komplex atlagok: vadtipus 108.1 mig mutans 108.9. Szérasok: 6.6 és 5,9.
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7.4. dbra. A 39-es szabadsagi fog mellett a t-teszt eloszlas- és siirtiségfiiggvénye
szemléltetve: A fiiggvény segitségével megtaldlhaté az adott p-érték, amely a valoszinliségét
adja meg, annak, hogy a t érték adott érték ald esik. Eppen emiatt kétoldalt probandl ez a
valészinliség kétszerezddik. Az abra a szerzé sajat munkéja.
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7.5. dbra. Kétoldalu t-test esetén a valdsziniliség a példaban szerepls értékkel z
X-tengelyen a t-értékek szerepelnek, mig az Y-tengelyen a stliriiségfiiggvény lathatd. A
grafikon egy normalis eloszlast abrazol, ahol a két fiigglleges vonal jelzi a t-értékek azon
tartoményat, amely alapjan dontést hozunk. A besatirozott rész a p-érték. Az dbra a szerzo
sajat munkaja.

,_ 10811089

/6.62+5.92
40

Ennek abszolut értékét kikeresendé a 39-es szabadsagi foknal a p-érték 0,571947. Az
eredmény nem szignifikdns, ha p <0,05 (7.5 abra).

A péaros t-préba alkalmazasanak kritériumai szigora feltételekhez kotottek, hogy a sta-
tisztikai elemzés megbizhatd és érvényes legyen. ElOszor is, a parositott mintaknak két
kapcsoldédé csoportbél kell szarmazniuk, példdul ugyanazon egyedek két kiilonb6z6 idépont-
ban mért eredményeib6l. Masodszor, a parositott kiilonbségek eloszlasanak normalisnak
kell lennie, amit gyakran a Shapiro-Wilk vagy a Kolmogorov-Smirnov tesztekkel ellendriz-
nek. Harmadszor, elengedhetetlen, hogy a mintdk véletlenszeriien legyenek kivilasztva és
fliggetlenek legyenek egymastol, hogy elkeriiljiik az eredmények torzuldsat. Végiil, a minta
mérete elegendGen nagy kell legyen ahhoz, hogy a statisztikai proba ereje biztositott legyen;
altaldban legalabb 10-15 paros minta sziikséges. Ezen kritériumok teljesiilése biztositja,
hogy a paros t-préba eredményei meghizhatdak és validak legyenek.

=—0.57

A Shapiro-Wilk Teszt Alkalmazasa és JelentGsége

A statisztikai elemzések soran gyakran talalkozunk azzal a kévetelménnyel, hogy a vizsgalt
adatok normal eloszlast kévessenek. A Shapiro-Wilk teszt az egyik legismertebb és legszéle-
sebb korben hasznalt mdédszer a normalitas ellenGrzésére. Ezt a tesztet el6szor 1965-ben
fejlesztették ki Shapiro és Wilk, és azdéta szamos kutatéds és alkalmazas soran bizonyitotta
hasznossagat és megbizhatésagat shapirol965analysis.
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A Shapiro-Wilk Teszt Alapjai

A Shapiro-Wilk teszt 1ényege, hogy a minta adatait 0sszehasonlitja egy normal eloszlasboél
szarmazo hipotetikus mintaval. Az eljaras sordn a teszt statisztikai értékét (W) szamitjak
ki, amely azt méri, hogy mennyire tér el a minta eloszldsa a normal eloszlastol. Minél
kozelebb van ez az érték 1-hez, annal valésziniibb, hogy az adatok normalis eloszlast kbvetnek
razali2011power.

Alkalmazasi Teriiletek és Elonyok

A Shapiro-Wilk teszt szdmos elénnyel rendelkezik, amelyek hozzdjarulnak széleskorti alkalma-
zdsahoz a statisztikai elemzésekben. ElGszor is, a teszt nagyon érzékeny kis mintaméreteknél
is, ami kiilonsen hasznos lehet korlatozott adatkészletek esetén yap2011comparisons. Mé-
sodszor, Osszehasonlitva mas normalitas tesztekkel, mint példaul a Kolmogorov-Smirnov teszt
vagy az Anderson-Darling teszt, a Shapiro-Wilk teszt altaldban nagyobb statisztikai erével
rendelkezik, igy jobban észleli a normaél eloszlastdél valéd eltéréseket ghasemi2012normality.

Kritikus Ertékelés és Limitaciok

Bar a Shapiro-Wilk teszt szamos elénnyel rendelkezik, fontos megjegyezni bizonyos korlatait
is. Péld4dul nagyobb mintaméreteknél a teszt tilérzékeny lehet a normalitastél vald kisebb
eltérésekre, ami azt eredményezheti, hogy a teszt statisztikailag szignifikdns eltéréseket
mutat olyan esetekben is, amikor ezek az eltérések gyakorlati szempontbdl elhanyagolhatbéak
royston1995remark. Emellett a teszt nem alkalmazhat6 olyan adatokra, amelyeknek nulldval
egyenlé vagy negativ értékeik vannak, mivel a log-transzformaciét igénylé adatok nem
felelnek meg a Shapiro-Wilk teszt kdvetelményeinek royston1982extension.

Osszességében a Shapiro-Wilk teszt kivalo eszkdz a normalitas ellenérzésére, kiilondsen
kis mintak esetén. Elényei kozé tartozik a magas statisztikai er6 és az egyszeri alkalmazha-
tosag, azonban figyelembe kell venni a teszt korlatait is nagyobb mintaméretek és specialis
adatkészletek esetén. A statisztikai elemzések soran a Shapiro-Wilk teszt alkalmazasa bizto-
sitja a megfelelé normalitas ellenérzését, amely alapvetd fontossagu a pontos és megbizhato
eredmények eléréséhez.

A Szignifikancia Szint Korrigalasa: Bonferroni és Benjamini-Hochberg Médsze-
rek

A szignifikancia szint korrigalasa kritikus fontossagu, amikor tobb Osszehasonlitast vagy
tesztet végziink egy adathalmazban. Ennek célja a hamis pozitiv eredmények, vagyis az
els6faju hibak (-hibak) minimalizdldsa. Ha tobb tesztet végziink, né annak az esélye, hogy
legalabb egy hamis pozitiv eredményt kapunk, ezért sziikségesek a korrigdlasi médszerek
[146].

Bonferroni korrekcid

A Bonferroni-korrekci6 az egyik legegyszeriibb és legismertebb moddszer a szignifikancia szint
korrekcidjara. Ez a mdédszer az szintet osztja el a végzett tesztek szdméval, igy minden
egyes teszt szigoribb szignifikancia kiiszobot kap (/n). Béar ez hatékonyan csokkenti a
hamis pozitiv eredmények szamat, nagy ateresztési vizsgalatok esetén problémét okozhat.
A Bonferroni-korrekeci6é ugyanis tul szigoriva valhat, és emiatt sok valds pozitiv eredményt
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is elutasithat, csokkentve a statisztikai teljesitményt (statistical power). Ez a médszer tehat
kevésbé idedlis, ha nagyszamu tesztet végziink, mivel sok potencidlisan fontos eredményt is
kidobhat [147].

7.8.2 Benjamini-Hochberg korrekcio

A Benjamini-Hochberg (BH) médszer dinamikusabb és adaptivabb alternativat kinal a
Bonferroni-korrekciéval szemben. Ez a mddszer a hamis felfedezési ardnyt (False Discovery
Rate, FDR) kontrolldlja, nem pedig az egyes tesztek szignifikancia szintjét. A BH médszer
lényege, hogy a p-értékeket sorba rendezi, majd egy linearis regressziét alkalmaz ezekre a
sorba rendezett p-értékekre. Az a legnagyobb p-érték, amely még a meghatarozott egyenes
alatt helyezkedik el, lesz a szignifikdns p-érték kiiszob [148].

Ez a megkozelités dinamikusabb, mert figyelembe veszi a tesztek szamat és azok ered-
ményeit is. A BH korrekci6 lehet6vé teszi, hogy tobb ténylegesen szignifikdns eredményt
tartsunk meg, mikézben kontrolldlja a hamis pozitiv ardnyt, igy nagyobb statisztikai telje-
sitményt biztosit.

7.8.3 Ervek a Benjamini-Hochberg médszer mellett

A Benjamini-Hochberg moédszer elénye, hogy dinamikusabb és rugalmasabb, mint a Bonferroni-
korrekci6é. Mig a Bonferroni-médszer tul szigoriva valhat nagy ateresztésii vizsgalatok esetén,
addig a BH korrekcié lehetoséget ad arra, hogy tobb valds pozitiv eredményt tartsunk meg,
ezaltal novelve a vizsgalat hatékonysagat és értékét. A BH modszer alkalmazéasa kiillonosen
akkor ajanlott, amikor nagyszamu tesztet végziink, mivel jobban képes kontrollalni a hamis
felfedezési aranyt, és realisabb képet ad a szignifikdns eredményekrol.

7.9 Haromdimenziés modellekhez hasznalhat6 szerkezetek

A Kir 2.1 az AlphaFoldot leszamitva a legnagyobb részt tartalmazé szerkezete a 2xky,
hidnyz6 része a membarnon belili régié. A masik két elérhet6 szerkezet (1U4F és 2GIX)
csak a citoplazméaban szereplo régié rendezett részét tartalmazza.

Az emberben is fellelhet6 NMDA receptorokrol szerencsére elég sok térszerkezeti modellt
talalunk, olyan értelemben is, hogy, kozel lefedik a szekvencia legnagyobb és lényegi részét,
egyediil a termindlisokat leszamitva. Ezeket elektronmikroszkopiaval készitették eltérd
felbontésban 4,5 A-t6] egészen 7,8 A-ig.

Az AMPA receptor (AMPAR) egy ionotrop glutamat receptor, amely alapvet6 szerepet
jatszik a gyors szinaptikus atvitelben az agyban. Az AMPAR egy tetramer fehérjekomplex,
amely négy alegységbdl all: GluA1l, GluA2, GluA3 és GluA4. Ezek az alegységek kiilonb6zo
kombinaciokban allhatnak 6ssze, ami kiilonb6zo6 funkciondlis és farmakolégiai tulajdonsagokat
eredményez [149], [150].

Az extracellularis domén tartalmazza a ligandkdét6 helyeket, ahol a glutamat molekula
kotodik. Ez a kotés indukalja az ioncsatorna nyitasat, lehetévé téve a natrium- és kal-
ciumionok dramlasat a sejtbe [150], [151]. Az N-term domén fontos szerepet jatszik az
alegységek kozotti interakciokban és a receptor szerkezeti stabilitdsaban [150]. Az AMPAR
négy transzmembran szegmensbdl all (M1-M4), amelyek az ioncsatorna pérusat alkotjak.
Az M2 szegmens intracellularis hurok forméjaban talalhaté, és fontos szerepet jatszik az
ion permeabilitds szabalyozasaban [150]. Az intracelluldris C-termindlis domén kilénbo-
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z6 fehérje-interakciés helyeket tartalmaz, amelyek szabdlyozzak a receptor traffikingjat,
foszforilacidjat és a szinaptikus plaszticitdst [151].

Az AMPAR alegységek variabilitdsa hozzdjarul a receptorok diverzitdsahoz, amely
lehet&vé teszi az agy kiillonboz6 teriiletein és kiilonbo6zé funkcionalis kontextusokban vald
miikodést. Példaul, a GluA2 alegység jelenléte befolydsolja a kalcium-permeabilitast, mivel a
GluA2 tartalmazé6 AMPAR-ok altaldban nem permedbilisak a kalciumionokra, mig a GluA2
hidanyzé6 AMPAR-ok kalciumot is dtengedhetnek, ami jelents hatédssal lehet a sejtélettani
folyamatokra [151].

Az AMPAR-ok struktiraja és miikédése tovabbra is intenziv kutatasok targya, mivel
kulcsszerepiik van az idegrendszer normal miikodésében és kiilonb6z6 neurolégiai betegségek
patogenezisében [150], [151]. Az AMPAR szerkezetét szdmos PDB adatbézisban taldlhat6
szerkezet irja le. Néhany példa:

o GluA2 ligandkoté domén: PDB ID 3KG2 [152]

o Teljes AMPAR tetramer: PDB ID 5WEQ [153]

A PSD-95 emberi fehérjébol szarmazoé térszerkezetek nagyon hidnyosak leginkabb csak a
PDZ doméneket tartalmazzak. Patkanybdl viszont mar szerepelnek olyan térszerkezetek,
amelyek a tobbi domént is tartalmazzak. A teljes fehérjét rartalmazoé 2xkx kédd modell
szamos hibédval terhelt, és most mar maga a pdb adatbazis is szinte a teljes szerkezetet
mismatchként jeloli meg.

Részleges térszerkezeteket viszont talalunk tobbet is a doménekrdl, a 7.6 bemutatja a
CATH adatbéazisban taldlhaté PDZ doméncsaladot és azon beliil a PSD-95 PDZ1 doménjének
elhelyezkedését. Lathato, hogy a Homo sapiensben és a Rattus norvegicusban talalhaté PDZ1
domének a legkisebb klaszter. A mellettiik levé klaszterben méar Dlg3 PDZ1 doméneket
taldltam. A tandem szerkezeteket a mellettiik levé nagyobb klaszterben taldltam meg a
PDZ2 szerkezet miatt.

Ehhez hasonléan az emberben taldlhaté PSD-95 fehérjére inditott keresés a DisProt
adatbazisban nem hozott taldlatot. Ellenben a Rattus norvegicusban taldlhaté PSD-95
fehérjére egyetlen egy taldlatot kaptunk ami szerint 1,52%-ban tartalmaz rendezetlen régiot.
Az annotéacié szerint ez a rendezetlen régié a (B8-49 hurokrégiéban taldlhaté (569-579
aminosavak) az aszimmetrikus egységben, méghozza a guanylate kinase domén kozel elején
[154]. Ez a szakasz nagyon rovid, 6nalléan kiemelésre nem szorul, mindazonéltal a szerkezet
modell felépitésénél ezt a rovid szakaszt is kezelhetem més felbontasban, a szdlak minimalis
elmozgasat megengedvén. A hozzd parositott PDB szerkezet: 1JXM. A cikk tovabbi
informaciékkal 14t el minket arrél hogy az SH3 és GK domének kozott intermolekuléris
interakciok lépnek fol S-redd segitségével, mely tovabb finomithatja a fehérjemodelliinkrol
alkotott képet. A referalt szerkezet ezt a két domént tartalmazza csupdn ligandkotott
allapotban.

A PDB adatbazisban az 5JXB kédu szerkezet tartalmazza az egér PSD-95 PDZ3 doménjét
a SynGAP PBM doménjével komplexben. Komplexképzddés szempontjabdl ezek a szerkezeti
elemek kifejezetten fontosak lehetnek, viszont a SynGAP hianyzé részeire is sziikségiink van
ahhoz jol lathassuk a teljes fehérje térigényét. Mindazonaltal sajnos az emberi fehérjéhez
tartozé térszerkezetet nem taldltam.

A GKAP foszforilaciétol fiiggé médon képes a PSD-95 GK doménjével kolesonhatasba
1épni a megfelel6 komplexet az 5YPO koédua szerkezet tartalmazza.

A Shank3 fehérjének is kevés szerkezete taldlhaté meg az adatbazisban. A 6CPK csak az
SH3 domént tartalmazza. A 7CTI szerkezet a fehérje N-termindlis 1-99 aminosavjat fedi le és
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CATH Superfamily 2.30.42.10
PDZ domain

A) CATH Classification

Level CATH Code Description

€] 2 Mainly Beta

Al 2.30 Roll

7] 2.30.42 Pdz3 Domaif
2.30.42.10 PDZ do

L O8% Rattus norvegicus Homo sapiens Rattus norvegicus
il T PSD-95 PSD-95 PSD-95
PDZ1-2 PDZ1 PDZ1

7.6. abra. A PSD-95 PDZ1 doménjének elhelyezkedése a PDZ szupercsalddon
beliil CATH felosztasban A) A tablazat leirja az osztalyok pontos megnevezését. B)
A kiemelt dbrék az osztdlyokon beliili alosztalyokat szemléltetik, melyeken beliil a PDZ
helyezkedik el. C) A szerkezeti dbrak szemléltetik a hasonlosdgat a szerkezeteknek, melyek
alapjén keriiltek egyméashoz kozeli osztdlyokba. Az dbra a szerz6 sajat munkaja.

ez az in. SPN domén, amelyik nem mindig jekenik meg 6nalléan annotalt doménként. Ras
fehérjével alkot komplexet. A vandorpatkdnybdl szarmazé fehérjéhez (Q9JLUA4) elérhetd
az N-termindlis szakaszt is tartalmazé modell, (5G4X) és szamos PDZ domént (50VA),
valamint par SAM domént (2F3N) tartalmazé szerkezet is. Mindazonaltal a 800-t61 1500-ig
tartd szakasz szerkezetérdl nincs jelenleg atomi szinti modell, ez a szakasz feltehetéleg
rendezetlen, esetleg fibrillilaris jellegii szerkezeti elemeket tartalmaz. Valdszintileg kezelheto
lesz flexibilis szakaszként kis felbontdssal, amennyiben sikeriil 6sszekétni az adott doméneket.
A rendezetlen régiéra sokasdgokat generdlhatunk a DIPEND mddszer segitségével[155].
A masik lehetdség, a meglévé AlphaFold [156] &ltal predikélt szerkezet felhasznaldsa a
haromdimenziés modellezés tekintetében. Ebben az esetben figyelembe kell venni, hogy
szamos régidja, féleg a rendezetlen régiék nagyon alacsony megbizhatésiggal rendelkez-
nek. Csoportunkban az elmult idészakban torténtek erdfeszitések egy kezdeti teljes Shank
szerkezeti modell felépitésére is, melyhez a rendezetlen részeket sajat modszerrel allitottuk
eld.

A Shank]1 esetében tobb kisérleti szerkezet all rendelkezésre, mindazonéltal a szerke-
zetekbdl 5 darab a Shankl PDZ domént fedi le, mig a 6CPI az SH3 domént tartalmazza.
AlphaFold predikcié a Shank1-rél is elérheté.

A Homer fehérje kapcsan sem elérhetéek az emberi fehérjére vonatkozé szerkezeti
modellek, csak AlphaFold predikcié. Egérbol van par szerkezet a fehérje N-termindlisarol
nagyobbak és egy kisebb a C-termindalisrdl. Az N-terminalis az EVH1 domént tartalmazza,
mig a C-terminélis szakasza tetramerizacidhoz sziikséges szakaszt foglalja magéban. Igy ezen
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szerkezeteket is meg lehet préobalni 6sszekotni és a kotéseket kisebb felbontasban dbrazolni,
megengedve annak nagyobb elmozduldsit mert a komplexek kialakitasdhoz ezek a régiok,
amik mindenképpen nélkiil6zhetetlenek. Bar természetesen igy is pontatlanabb eredményt
kapnank egy valés térszerkezethez képest. Ezért csak elsddleges modellezésre lesz alkalmas.

A szuperfelbontasii mikroszkopia a szimulaciok és modellek validalasara

Szuperfelbontasi mikroszkopia kifejezetten fontos 1j technologiai elérelépés a szubcellularis
vildg megfigyelésében, hiszen a szubcellularis vilag nagyon kicsi, és az emberek alig latjak,
annak ellenére, hogy ez a vilag 6riasi hatassal van az emberi viselkedésre. A szuperfelbontast
mikroszképia az 1j mddszer, amely "lehet6vé teszi a szubcellularis szervezet megjelenitését a
példatlan részletességgel”, azaz az elvégzett szimulacidk, majd a beldliik készitett modellek
részben ellendrizhetové valtak, részben pedig segitséget nytjtanak célzott mikroszképias
vizsgélatokhoz. A szuperfelbontdst mikroszkopia nem a mikroszkopia egyik tipusa, inkabb
sokféle megkozelités esernyd fogalma, igy Gsszegyiijti a szdmos mérési eszkozt és alapelvet.
A Schermelleh et al. cikke [157] igen fontos eredményt mutat be, mert az intracellularis
protein képzédmények ellenérzése az emberi szem &ltal kritikus és nehéz kihivas volt, de
most par évtized leforgdsa alatt a fehérjéket vizualisan is meg tudtuk jeleniteni. A cikk
nagyszerd attekintést nydjt hét kiilonféle szuperrezoliciés mikroszkopias modszerrol, és
dontési fat nyijt ahhoz, hogy kivalaszthassuk kutatdsaink szdméara a legmegfelelébbet.
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Az agens-alapu szimulacié bemeneti modelljének kidolgozasa

Az irodalom alapjan kivdlasztottam azt a hét kulcsfontossagui fehérjét, melyek egy Osszefiig-
g6 komplext alkotnak, és ismereteink szerint befolydsoljdk a szinapszisok megeréstdését,
gyengilését - ezaltal kozvetleniil dolgoznak az agy plaszticitasanak megtartasan. Ez a
hét fehérje a bevezetében mar bemutatott NMDAR, AMPAR, SynGAP, PSD-95, GKAP,
Shank3, Homerl.
Kovetkezo 1épésként olyan adatkészletet kerestem, amelyben ezen fehérjék lehetéleg
minél t6bb kiillonb6z6 gyakorsagi kombindcidja vizsgalhatd. Megfelel6 mennyiségli kdzvetlen
adat ezen fehérjék gyakorisagardl azonban nem allt rendelkezésemre, ezért a megtalalt mRNS
expresszios szinteket kellett atkonvertalnom darabszamokra.
Az irodalomban RNA-Seq kisérletekbdl szarmazé RPKM (reads per kilobase million)
értékeket tartalmazé adatokat talaltam a [30] publikdciéban.
Ezekbdl az értékekbdl tgy allitottam el darabszamra vonatkozé adatokat, hogy a
PSD-95 ismert darabszamahoz viszonyitottam Oket az aldbbiak szerint:
1. Kiszamitottam a PSD-95 medidan RPKM értékét
2. Ezt az értéket (66,82 rpkm) megfeleltettem az irodalomban taldlaté PSD-95 darab-
szamnak (300)[158]

3. A kapott ardnyt (300/66,82) hasznédlva az egyes fehérjék egyedi RPKM értékeibdl
— linedris osszefliggést feltételezve Madeline Farley PhD értekezése alapjan [159] —
gyakorisagi értékeket becsiiltem.

Kezdetben Shank3-al dolgoztam, majd a mutaciéanalizisnél Shankl-et vizsgaltam. A
Cytocasttel végzett szimuldcidk tekintetében a fehérje doménszerkezetében nem jelent
valtoztatast a domének relativ pozicidja - ezért konnyedén kicserélheto a két fehérje. Az
egyes fehérjék becsiilt gyakorisdga nagy eltérést mutat az egyes adatkészletekben. Az atlagos
mennyiségeket a 8.1. tablazat foglalja 6ssze:

A modell alkalmas els6dleges becslés készitésére. A fehérje mennyiségének mRNS
expresszidval torténd kozelitése soran figyelembe kell venni, hogy a régidk kézotti eltéréseket
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protein | min | max | atlag | széras
NMDAR 0 95 16.84 17.87
AMPAR 1 688 | 126.81 78.39
PSD-95 36 | 1067 | 328.09 | 159.21
SynGAP | 11 359 | 1102.21 | 60.13
GKAP 2 367 82.62 65.50
Shank1 1 388 69.20 59.40
Homerl 1 124 21.98 17.20

8.1. tablazat. A bemenetként hasznalt fehérjegyakorisagi adatok atlaga és szérasa

mar az mRNS szintézis szintjén megfigyelhetjiik, azonban még a fehérjék transzlaciéja soran
mas kiilonbségek, 1ényeges csoportosulasok is kialakulhatnak.

Valos fehérjeb6ségi adatok ismeretében az eljaras valtoztatds nélkiil ugyantgy megis-
mételhet6 és pontosabb képet adhat. Ismét ki szeretném emelni, hogy ez a szamitési mod
csak egy kozelitésnek tekintehd, szamos helyen és formaban modulalhaté a fehérje tényleges
mennyisége expresszi6é utan is.

Tekintve, hogy az in silico szimitasok a bemeneti adatoktol fiiggnek, ezért nem elhagyhatd
ezek behatobb vizsgalata.

Eszrevételeim a kiugré bemeneti adatokat érintik, és tovabbi megfigyelésekre és kivet-
keztetésekre vezettek kutatasomat tekintve. Ezek a kovetkeztetések érintik az adatbazis
Osszedllitasardl szolé meglatasaimat is.

A posztszinaptikus denzitas mennyiségi és mindségi modellezése

Fehérjekomplexek integrativ modellezése

Integrativ modellezés soran barmely forrasbél szarmazé strukturalis informéciot felhasznalva
eléallitjuk az 6sszes modell halmazat, amely 6sszhangban &ll a felhasznalt informacidkkal
[160]. Az agy viselkedésének integrativ modellezése szdmos szinten megtorténhet, génektél
kezdve szinapszishalzatokon at funkcionalis és strukturdlis megfigyelésekig [161]. En
a posztszinaptikus denzitds fehérjekomplexeinek szintjén modelleztem. Az informéacidk
Osszehangolasanak lehetd legjobb kivitelezése érdekében kidolgoztam egy komplex eljarasi
folyamatot, mellyel az irodalmazastél és a kisérletes adatoktol eljuthatunk a fehérjekomplexek
haromdimenzids térkitolté modelljeinek felépitéséig. Ezen létrejott modellek segitségével
a posztszinaptikus denzitas tulajdonsagait tovabb vizsgalhatjuk, esetlegesen a kisérletes
adatokkal 6szevethetjiik, hiszen az eljaras soran szdmos ponton ellendrzési lehetdségeket
helyeztem el.

Az eljaras két, parhuzamosan futé részbol all, amelyeket késébb lehet integralni egy
koz6s modellben - eképpen a Kar két kutatocsoportjanak munkajat is 6sszekoti a folyamat.
Az egyik iranyvonal fehérjekomplexek kialakuldsanak nagyskalas szimulacidja Gillespie
algoritmussal, amely soran expressziés adatokbdl és kiilonboz6 kotési adatokbdl komplexeket
generalunk, tgy hogy az adott fehérjék agensként viselkednek és egy adott rendszerben
diffuzié segitségével talalkoznak. A taldlkozas sordan adott valdsziniiséggel Gsszeallnak egy
komplexszé, ezutan a kisebb komplexek még nagyobb komplexekké, akar egészen nagy, tn.
szuperkomplexek is kialakulhatnak. Ebben az irdnyvonalban a komplexek pontok és élek
halmazaként azaz grafként vannak reprezentalva, és az eredményiink egyfajta feltételes
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valészintliségi becslés, mellyel megkaphatjuk, hogy adott komplex milyen valészintiséggel
johet létre, feltéve, hogy adott mennyiségii fehérje all rendelkezésiinkre. Ezzel ki tudjuk
emelni a leggyakoribb interakcidkat és kapcsolatokat, amelyek segitségével eldonthetjiik,
mely komplexeket célszerii elsddlegesen vizsgalnunk.

Az eljaras masik irdnyvonala a térszerkezeteken és a szekvencidk annotaciéin alapszik
és figyelembe veszi az egyes fehérjék mint alkotéelemek haromdimenzids jellegét. Ebben
az esetben a fehérjékbol gyongysormodellt hozunk létre, ezaltal egy valodi kiterjedéssel
rendelkezd objektumként tekintiink ra. A fehérjemodelleket ezutan Monte Carlo szimulacidk
segitségével komplexekké tudjuk 6sszekotni, és a folyamat soran megengedjiik a flexibilis
részek elmozdulasat is. Az igy kapott modellrendszerek segitségével az el6z6 eljarasban kapott
komplexek létrejottének relevancidja is megvizsgalhaté, kiilonos tekintettel a hairomdimenzios
elrendez6dés adta esetleges korlatokra.

Tehat a két iranyvonal Osszeflizésével egy sok aspektust figyelembe vevo, Osszetett
modellt kaphatunk, melyet a végén kiértékelhetiink. Az eljardsnak nem elhanyagolhato
része az, hogy minden egyes 1épés utan van lehet6ség validaciéra, hogy minél tobb hibat
kisziirhessek, és lehetSleg mar a validalason atesett informacidkat felhasznalva 1éphessek
tovabb. A koncepciot az 8.1 abra szemlélteti, melyben minden 1épés esetében feltiintettem,
hogy koriilbeliil milyen tipust kérdésekre adhatunk vélaszt.

igy az expresszios adatok tekintetében célszeri megnézni magat az irodalmat és kiilon
vizsgalni, hogy mar az adatokban vannak e kiugré értékek és hogy azokat miképpen kezelték
a kisérletes eljaras sordn. Erdemes lehet azt is megfontolni, amire késébb kitérek, hogy az
expresszi6és adatok nem feltétlentil tiikrozik a fehérjék tényleges mennyiségét. Fontos annak
is az elddntése, hogy az egyes szimulaciok eredményei kozotti eltérések szignifikdnsak-e, vagy
csupan a szimulacié sztochasztikus jellegébol adédnak.

A térszerkezeti informécidkat és adatbazisokban elérheté modelleket is elemzniink és
validalnunk sziikséges felhasznalasuk elott. Ilyen tekintetben példaul fontos a funkciondlisan
rendezetlen, fibrillaris és globularis régidk elkiilonitése, illetve a PDB adatbézisban elérhetd
kisérletesen meghatérozott szerkezetek geometriai jellemzo6i, mint kotéshosszak, Ramachand-
ran plotok, esetleges atomi litk6zések stb. A legtobb fehérje esetében igaz, hogy nagy mérete
miatt a teljes molekula térszerkezete nem, csak egyes szakaszainak kisérletileg meghatrazott
struktardja érhetd el, emiatt sziikséges a teljes fehérje feltérképezése. Itt megjegyezhetd,
hogy ma mar léteznek az AlphaFold eljaras segitségével készitett teljes modellek is, ezeket
természetsen legalabb ugyanolyan kritikusan kell elemezni, mint a kisérletes szerkezeteket.
A kisérletileg meghatarozott szerkezetek megbizhatdsaga is széles skalan szér. Ezért a
szerkezeti modelljeink 6sszerakasa soran minden informaciét figyelembe kell venniink ahhoz,
hogy megfelel6 fehérje gyongysormodellt készithessiink.

Ezen gyongysormodelleket is validalni kell, amely sordn figyelembe vehetiink kiilonb6z6
aminosavak térkitoltésétol kezdve egészen a teljes gyongysor stabilitdsaig szamos informéaciot.
Ha rendelkezésiinkre all elektronstirtiségrél térbeli adat - példaul egyrészecskés elektron
kriomikroszképidval késziilt térkép (cryo-EM) [162] - akkor railleszthetjitk a modellt [163].
A PSD modularitdsat a cryo-EM vizsgalatok is j6l mutatjak [164]. Miutan megalkottuk
a gyongysormodellt a teljes komplexre, akkor szintén figyelembe kell venniink az egyes
potencialis interakcidk soran felmerul6 sztérikus gatlasokat, ill. az ezekbdl addédé esetleges
kompeticidt a kotChelyek kozott. Ebbol nyert informaciok visszacsatolhatok a grafként
kezelt szimulacidkra - bizonyos komplexeket a Gillespie szimulaciéban kizarhatunk. Emellett
tavolsdgokat és energidkat minimalizalhatunk a komplex modell esetében is és azok alapjan
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djra definidlhatjuk magat a komplex modellt. Ezen tilmenden a komplexek elemzése
a fehérje gyongysormodelljére vonatkozdan is adhat visszacsatolast mert, a Monte Carlo
algoritmus sordn jobban vizsgalhatbak a fehérje szabadsagi fokai és esetleges kovetkeztetéseket
levonhatunk a modelliink helyességérdl, pl. hogy adott szakasz flexibilitasat megfelel6en
modelleztiik-e.

Természetesen ahhoz, hogy megbizhatonak tekintheto kovetkeztetéseket vonjunk le, a
teljes folyamatot to6bbszor meg kellhet ismételniink a korabbi tapasztalatainkat beépitve.

A fentebb vazolt eljaras egyes részei természetesen mar kordbban leirt és jelenleg is
alkalamazott 1épések, az egész folyamat és a kétféle modellezési megkozelités Gsszekapcesolasa
azonban tudomasom szerint ebben a forméaban nincs még leirva a sajat kdzleményeimet nem
szamitva.

Osszességében az tjdonsdgérték a két médszer vegyitése és a két kutatdcsoport eredmé-
nyeinek kozos felhasznalasa.

Az agens-alapt szimulacidk esetében az egyik f6 kérdés az, hogy hogyan tudjuk elemezni
az input és output adatait a szimuldcidknak, ahhoz, hogy az felhasznalhaté legyen a késob-
biekben arra, hogy a kigondolt munkamenetben tovabb lehessen haladni a haromdimenziés
térszerkezeti elemzések felé. A szimulécidk elOzetes képet adnak a lehetséges fehérjekomp-
lexekrol kétdimenzids grafszerli nézetben, mely nem feltétleniil jelenti azt, hogy az adott
komplexek a fizikai haromdimenzids térben is létrejohetnek, de a kapott komplexeloszlas jo
kiindulépontot jelent a tovabbi elemzésekhez.

Az dgens-alapu szimuldcidkkal kapcsolatos kérdések:

1. mennyire robusztus a rendszer, a metaparaméterek mennyire befolyasoljdk az eredmé-

nyeinket?

2. adott szimuldciét hanyszor sziikséges megismételni, hogy a sztochaszticitds hatasa

kikiiszobolhetd legyen?

A szimulaciok reprodukalhatésaga

A szimuldcidkkal kapcsolatos egyik f6 kérdés az, hogy mennyire robusztusak és meghizhatdak.
Ahhoz, hogy meggy6zodhessiink arrdl, hogy a szimuléciés eredmények elfogadhatdak, szdmos
alkalommal le kell futtatni 6ket ugyanazokkal a bemenetekkel. Ezen eredményeink atlagolasa
egy tapasztalati varhaté értéket ad, amely azonban még nem feltétleniil egyezik meg az
idedlis, determinisztikus varhaté értékkel, és hibaja fligg a kimenetként kapott komplex
abundancidk szorasatol és az ismételt szimulaciok szamatol is.

A kérdés gyakorlati elemzéséhez ugyanazt a szimuldciét n-szer futtatom, majd egy atlagos
komplex darabszamot szamitok ki. A konfidencia intervallum az az intervallum, amely 0,95
valdsziniiséggel tartalmazza ennek az atlagnak a kornyezetében az idedlis varhaté értéket. A
szimuldcidk idedlis szama levezethetd a konfidenciaintervallum sugaranak sziikitésére.

i (HTP) o

, <n (8-1)

Ahol p a valészinliség, altaldban 0,95, o a széras, és r a kivant konfidenciaintervallum
sugara - ®(x) a standard normaél eloszlas.

Esetiinkben a nehézség abban rejlik, hogy ezt az intervallumot minden komplexre ki kell
szamitani, igy ugyanazon bemenetre a szimuldciék optimélis szamat kell megtalalni. Ezért
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szamos ismétléssel (5,10,40,50,100) futtattam le szimuldcidkat . Azt tapasztaltam, hogy
kozel 40 szimulacié mar elegendonek bizonyult ahhoz, hogy a legtébb komplex esetében a
szoras minimalis legyen.

Osszességében 524 kiilonbozé agyi régidhoz tartozé adatot haszndltam fel a szimuldcidk
soran [30]. Val6jaban az 524 adatsor 42 alanybdl szarmazik, akiknek tobb — nem mindig
ugyanolyan médon definidlt — agyteriiletérdl is szarmazhatott minta, ez teljesen alanyfiiggd
volt. Az aldbbiakban az egyszeritiség kedvéért ezekre az adatokra ,agyi régié”-ként vagy
egyszerlien ,régié”-ként fogok hivatkozni.

Az agyi régidkat 27 régiétipusba lehet sorolni, amelyekbdl az adatok szarmaznak. Mind
az 524 agyteriiletetre 40 szimulaciét futtattam.

A szimulaciés id6 hatasa a komplexek méretére
A szimulacidék eredményeit altaldban a viszonylag kis, 2-4 fehérjébdl 4116 komplexek domindl-
jak. A molekuldk kozotti potencidlis kdlcsénhatdsok azonban sokkal nagyobb asszocidacidk
kialakuldsat is lehetévé teszik. A kisebb komplexek nagyobb komplexekké allhatnak 6ssze,
ezért kilon megvizsgaltam, hogyan fejlédnek a nagy komplexek a szimulaciéim soran, és
kialakulasuk hogyan fiigg a szimulaciok hosszatol.

A Cytocast programmal szamos hosszt, to0bb napos szimulaciét futtattam le, kiilonb6z6
szimulécids idoket beallitva. Ez a metaparaméter azért fontos, mert, ha még a stabil allapot
el6tt ledllitjuk a szimulaciét, akkor tévesen hihetjik azt, hogy az adott komplexbdl nem
keletkezett szamottevé mennyiség. Ezért adott szimulacid-sorozatot kiillonb6z6 szimulacis
idokkel is lefuttattam, és azt kaptam, hogy az eredetileg beallitott szimuléacids id6 harom-
szorosa mellett sem valtoztak meg szdmottevéen az eredmények, igy a beallitott ,alap”
szimuldciés id6 (nem tényleges futdsi id6, a tényleges futédsi idé harom vagy tobb napot is
igénybe vehet, addig a gépnek zavartalanul iizemelnie kell) is elegendének bizonyult ahhoz,
hogy az eredményeket elfogadjuk.

Megjegyzendd, hogy a Cytocastban megvaldsitott Gillespie-algoritmus természetébol
adéddan a szimuldcios id6 nem linearisan skdlazoédik a lépések szaméval. Az algoritmus
minden 1épésnél kiszdmitja, hogy mennyi ideig tart a kovetkezd reakcié befejezése [165] -
ldsd a modszerekben. Emiatt a szimulacids id6 és a 1épések szama kozotti Osszefiiggés nem
pontosan linedris, hanem zajosabb jellemzSket mutat. Ennek eredményeként a duplikalt
szimulécids id6 nem feltétleniil jelent pontosan megkett6zott 1épésszamot.

A szimulaciés id6 befolyasat minden egyéb paraméter mddositasa soran is érdemes
megvizsgalni, mert lehet, hogy egy tjabb kotési lehetoség mar kimozditja a rendszert és
a stabil egyensulyt kés6bbre tolja ki. Ezek megfontolas alapjan teszteket végeztem és
megallapitottam, hogy kozel stabil és hasonlé eredményeket kapok a legtobb bedllitas soran,
igy viszonylag hamar bedll a rendszer egy egyensiilyi allapotba elsGsorban az elsédleges
épitéelemek ardnyatol fliggden.

Els6dleges komplexeknek a tiz kotésnél kevesebb kotést tartalmazo komplexeket tekin-
tettem, melyek a f6 épitéelemként bolyonganak a rendszerben, hogy késébb egyre nagyobb
és nagyobb komplexekké kapcsolédjanak, és kialakitsanak egy vagy két szuperkomplexet,
amely a posztszinaptikus denzitas teriiletének nagyobb részét foglalhatja el. A legfébb
eltérés a kevesebb kotést tartalmazoé elsodleges komplexek és a naluk joval tobbet tartalmazé
komplexek kozott a vartnak megfeleléen az volt, hogy darabszamban lényegesen tobb els6d-
leges komplex jelenik meg minden szimulaciéban, mint az azokbdl 1étrejove Osszetettebb
nagyobb komplexek. Ez a jelenség egyszeriien abbdl adddik, hogy minél toébb fehérjébdl all
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egy komplex, azaz minél tobb kapcsolatot kell létesiteni, kapcsolatok 1étesitésének egyiittes
valdszinlisége egyre alacsonyabba valik. Ez természetesen a priori nem 1j informacio, és
alapvetéen megbecsiilhet6 a kapcsolatok szaméabdl és az affinitési értékekbol. A megjelenési
valosziniiség a kotésszammal forditottan, az affinitas értékekkel egyenesen aranyos.

Mivel az egyes fehérjék mérete nagy, ezért egy-egy komplex esetében egyetlen plusz
fehérje bekotése is jelentésebb kiillonbségekhez vezethet. Emiatt is érdemes a szimulacio
soran ezen szuperkomplexeket kiilon kezelni, és adott esetben a térszerkezeti modellezés
soran a kérdésre visszatérni, és megvizsgalni, hogy okoz-e jelentésebb térszerkezetbeli vagy
funkciondlis eltérést az adott fehérje jelenléte a kérdéses szuperkomplexben (pl. elviekben
el6fordulhat, hogy a helyzete miatt a ,kifelé” elérheté kotOhelyek szama és jellege nem
valtozik a teljes komplexeket tekintve).

Amennyiben varhatéan a két komplex nagyrészt ekvivalens lehet, akkor a késébbiekben
érdemes lehet Oket egységesen kezelni a kiértékeléskor, viszont alapesetben kiilon kell
kezelniink ezeket még akkor is, ha f6bb jellegeiket tekintve kozel dllnak egyméshoz (a
komplexeket reprezentald grafban pedig nyilvan szomszédosak, ha egyetlen komponensben
térnek csak el). Ez a jelenség is példa a kétféle modellezési megkozelités kozotti kapesolatra
és visszacsatolésra.

A) B)
legnagyobb fehérjekomplex méretének szimulacios- A fehérjekomplexek atlagos méretének szimulaciés-idéfuggése
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8.2. abra. A szuperkomplexek szimulaciésid6tol vald fiiggése t alatt az egységnyi
id6futast értjiik, melyet a Gillespie algoritmus ad meg és a szoftver sajatja. Tehat egyszeres,
haromszoros és hatszoros futdsidéket néziink. A) A legnagyobb fehérjekomplexek méretének
szimulédciésidé fiiggése. B) A fehérjekomplexek atlagos szimuldciésid6 fiiggése. Az dbra a
szerzd sajat munkaja

A szuperkomplexek mérete a szimuldciés idével ugyan véltozik (ldsd 8.2. &bra), de
a fobb épitbelemek ardnya nem, ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy ugyanolyan arany-
ban épiilnek be a szuperkomplexekbe az els6dleges épitéelemek — ezaltal az elsédleges
komplexek gyakorisiganak aranya indikator jellegként elfogadhaté adott régié esetében a
szimulécios id6tol fliiggetleniil. Amennyiben két els6dleges komplex aranya jéval nagyobb a
tobbi elsédleges komplexhez képest, akkor nagyobb valdszintiséggel varhatd, hogy nagyobb
mennyiségben van jelen a két komplexbdl dsszeallé nagyobb komplex is. Ez tébbek kézott
a két els6dleges komplexet 6sszekoto kotés affinitasdn mulik, valamint azon, hogy a két
els6dleges komplex térszerkezete tovabbra is megengedi-e annak az adott interakcidénak a
létrejottét. Ezért az ilyen szamitasokat is a haromdimenziés térszerkezetek meghatarozasa
utan érdemes ujraértékelni, amikor mar lathaté, hogy a térszerkezet hogyan befolyasolja
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az adott kolcsonhatast. Amennyiben a kotést akaddlyozza valamelyik els6dleges komplex
térszerkezete, akkor a két komplexbdl 6sszeallé nagyobb komplexnek sem lenne szabad a
szimuldcibban megjelennie ahhoz, hogy hitelesebb képet kapjunk. Az ilyen visszacsatolasok
lehet6ségét szintén érdemes a hasznalt szimuldcidés programokba beépiteni.

Fontos tovabbi aspektus, hogy a kialakult szuperkomplexek jellemzéen egyediek, és
nagyon alacsony, altalaban 1 koriili példanyszamban vannak jelen. Tovabbra is igaznak
tlinik, hogy a leggyakrabban el6forduld kisebb fehérjeasszociatumok szama és eloszlasa nem
valtozik jelent&sen, bar a fehérjék allanddan, dinamikusan cserélédnek a komplexek kozott. A
komplex méretének stlyozott atlaga a szimulaciés id6tol fliggetleniil a 2,7-2,8 tartomanyban
marad, ami azt jelenti, hogy a bindris és hiromkomponens®i komplexek maradnak meg a
legnagyobb mennyiségben.

A hosszabb szimulaciés id6 nem valtoztat érdemben a legnagyobb mennyiségben el6-
fordulé komplexek el6fordulasan, amelyek valéjaban sokkal kisebbek, mint a nagy, nagyon
alacsony példanyszamu komplexek. A kisméretii, gyakoribb komplexek az interakciékon
keresztiil létrejévé nagyobbak épitSkoveinek tekinthetSk. Igy a szimuldcids id6 gy hat a
legnagyobb komplexekre, hogy minél hosszabb a szimulacié, anndl t6bb kis komplex all
Ossze szuperkomplexekké anélkiil, hogy a rendszer kisebb blokkjainak dinamikai egyensilya
megvaltozna. A jelenség a fazisszeparacidval is parhuzamba allithaté lehet, bar expliciten
ezt a szimulacionk nem tartalmazza.

A mutaciok hatasainak kiszamitasa kotéserdsség predikcioval

Munkam soran adott mutacié hatdsat is vizsgalni kivantam, viszont adott mutaciét tartal-
maz6 fehérjére (ill. fehérjedoménre) vonatkozé kisérleti kotési adat nagyon ritkan all csak
rendelkezésiinkre, rdadasul a Gillespie algoritmus kiilon kezeli az asszociacids és disszociacios
ratakat, amelyekre vonatkozoéan vad tipust fehérjék esetében is alig van adatunk. Egy
mutacié partnerkotésre vonatkozd kozvetlen hatdsa nem kénnyen becsiilhetd, viszont tobb
olyan médszer is elérhetd, amelyek adott fehérje stabilitisanak megvaltozasat becslik, igy
ebbdl kiindulva prébaltam meg a kotési allandokat mddositani a szimuldciés rendszerben.

Modellemben komplexképzddés torténik, ezért a komplexképzodés leirhatd egy olyan
reakcioval, ahol két fehérje vagy komplex kolcsénhatasba 1ép és alkot egy nagyobb komplexet.
Ennek a kotédésnek a képzodését és lebomlasat az egyenlet egytlitthatéi paraméterezik.

P+ Py EChI PP

korr

A szimulécié soran fehérje degraddcié nem valdésul meg. Tehat a mutécié altal beko-
vetkezd stabilitasvaltozast mashogyan kell megjeleniteni a szimulacioban. A fehérje stabili-
tasvesztésének, (részleges) kitekeredésének lehetdségét a rendszerben a komplexképzddés
valosziniiségének modositasaval érem el.

A pontmutécié megvaltoztathatja a fehérje stabilitasat, ezért méodositja a fehérje hozza-
férhet6ségét. A biolégiailag relevans pontmutéciok stabilitasvaltozdsat (AAG) a NeEMO
[137] segitségével szamitottam ki.

A kotés disszocidcié ardanya (K = %) a AAG-bdl szarmaztathatd. A valtozasi
arany azt mutatja meg, hogy a disszociaciés rata hogyan valtozik a mutacié altal a megjosolt
AAG értékeknek megfelelen.
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Kur _ a6 (8.3)

valtozasi_arany =
WT
A modellemben a komplexképz6dés valdszinlisége forditottan ardanyos a disszociaciés
rata (K) valtozasaval. A disszocidciés alland6t modositottam.

AAG
kot mT = koi_ wre BT (8.4)

A Shankl R743H mutacio kivalasztasa és modellezése

A specifikus modellezési célunkra a Shankl-ban taldlhaté R743H mutéaciora esett a vélaszta-
som. Bar a COSMICI166] adatbazisbdl valasztottam ki, amely rdkos megbetegedésekkel
kapcsolatos mutacidkat tartalmaz, szindékom az volt, hogy egy jol leirt mutaciét hasznaljunk
egy olyan globularis tartomanyban, amely egy, a modelliinkben szereplo és szerkezeteileg jol
karakterizalt interakciéra lehet hatéssal. Esetiinkben ez a Shankl PDZ doménje és a GKAP
C-termindlis régidja kozotti kapesolat. A mutaciéo komplexképzédésre gyakorolt hatasat a
fentiek szerint a PDZ domén destabilizalédasabol becsiiltem. A destabilizacié mértékét a
NeEMO [137] eljarassal becsiiltem.

Az R743H mutéciét a PDZ domént érinté mutacidk sorozatabdl valasztottam ki, mivel
ez mutatta a legnagyobb destabilizalé hatast. Becslésem szerint a mutacié a Shankl:GKAP
komplex disszocidciés sebességének 5,5-szeres novekedését okozza.

FEz az 5,5-szeres értéket j6 kompromisszumnak tekintjiik a minimélisan megfigyelhet6
2-szeres valtozas és az érték egy nagysigrenddel torténé megvaltoztatisa kozott, ami egy
erdteljesebb valtozéds lenne. A mutdcié altal érintett arginin a 2. hélix C-termindlis végén
taldlhatd, mig az R736Q mutacié, amelyet az ASD-vel [104] kapcsolatban irtak le, ugyanazon
hélix N-terminalisiat érinti. Mindkét arginin a kozvetlen ligandumkotd helytol elfelé mutat,
igy varhatéan mindkét mutéacié kozvetett modon megzavarja a kotési kélesonhatast.

Az agens-alapu szimulaciok értékeléséhez kidolgozott eljarasok

Az adatok eloszlasa nem egységes abbdl a szempontbdl, hogy vannak olyan agyi régiok,
amelyekre vonatkozdan nem &llnak rendelkezésre adatok az Osszes betegtél. Emiatt minden
kisérletet kiilon-kiilon kell kezelni, és arra térekedtem, hogy azonositsam az eredmények
kozotti f6bb kiilonbségeket.

A keletkezett komplexek grafszerkezetének vizsgalata

Homomultimer fehérjeasszociatumok azonositasara egy kiilon algoritmust hoztam létre. Erre
azért volt sziikség, hogy a nagyobb komplexek esetében is atfogd képet kapjunk arrél, hogy
az adott multimerizalodni képes fehérjék hogyan, s miképpen ragasztottiak Ossze az akar
100-as fehérjeszamot elér6é komplexeket. Fontosnak tartom leszogezni, hogy attdl fiiggetleniil,
hogy szimulaciéimban kijohetnek szuperkomplexek, melyeket nagyon sok Gsszeragadt Shank
fehérje tesz lehetove - kozel sem biztos, hogy a természetes kornyezetében is megtorténik -
gondoljunk csak a fazisszeparicié 1étére, amely szimuldciéimban is megjelenik.

Az azonos fehérjébdl all6 fehérjeasszocidtumok megtaldlasakor elsésorban meg kell haté-
rozni, mely fehérje képes multimerizalodni lancszeriien. Ez a kezdeti konstrukciobél kénnyen
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felismerhetd. Az én tesztrendszeremben pl. a Shank3 fehérje kapott ilyen tulajdonsigot az

Igy egyszertien kinyerhets, mely fehérjék jatszhatnak adott komplexben szerepet a
lancokban. Ezen fehérjéket az egyedi azonositéjuk (ID) alapjan meg lehet keresni a fe-
hérjekomplexekben és azon interakcidkat azonositani, amelyekben mindkét, egymassal
kolesonhatasba 1ép6 fehérje az adott proteinnek felel meg.

Ezek utan az eljaras végigveszi az azonositott fehérjeparokat, és megvizsgélja, hogy a par
valamelyik eleme szerepel-e mar egy nagyobb asszocidtumban (,,lanc”). Ha szerepel, akkor a
par masik, a lancban még nem szerepld elemét is hozzd kell adnia lanchoz. Amennyiben
nem szerepel, akkor 1j lancot kell 1étrehozni.

Amennyiben a két par kozott mas paroknak is lennie kell a lancban, de még nem keriilt
a koztes parokra sor, egy 1j lanc keletkezik - ezt a lancot késébb kell 6sszefiizni azzal a
lanccal, amihez eredetileg kapcsolddott volna.

Az eljaras hasonlit a Kruskal algoritmusra [167] abban a tekintetben, hogy mindkett&
addig valasztja ki az éleket, amig lehetséges, és ezek az élek csatlakoznak a mar kialakuld
lancokhoz, ha egy lancot alkotnak. A legnagyobb kiilonbség az, hogy ebben az eljarasban
tobb kiilonalld fehérjelanc is kialakulhat, nem alakul ki feszitofa, és bizonyos esetekben akar
kort is tartalmazhatnak.

Shank lancok meghatarozasa utan megvizsgdlhatd, hogy ezen lancokhoz kapcsolodd
fehérjék milyen eloszlast mutatnak, melyet egy adott komplex példajan szemléltetek a 8.3
abran.

A komplexek azonositasa

Sziikséges az Gsszes komplex mennyiségi 6sszehasonlitasanak mdodszerét meghatarozni. Ez
kihivast jelent, mivel a komplexek altalaban tobb mint 10 alkoté fehérjét tartalmaznak, és
nem csak fehérjetartalmukat szeretnénk Gsszehasonlitani a komplexeknek, hanem a teljes
szerkezetiikre, azaz az egyes fehérjék kapcsolodasi méddjara is kivancsiak vagyunk. Azon
tul, hogy a polimerizalt fehérjelancokat figyelembe vessziik, fontos az is, hogy egyértelmiien
azonositani tudjuk — a kapcsolédasok figyelembevételével is —, hogy mely komplexek azonosak,
illetve a hasonlésagukat defindlni tudjuk.

A szerkezet tulajdonképpen leirhaté egy szinezett graffal, melynek minden csicsa egy
adott fehérje, élei pedig a kotések. A csicsok szinei az adott fehérjetipust reprezentaljak,
példaul zold szinl cstcsok a PSD-95 fehérjéket, mig a piros szinii cstcsok a SynGAP
fehérjéket jelolik. (Nem az szdmit, hogy konkrétan melyik fehérje kot adott pozicidba,
hanem az, hogy az a fehérje AMPAR, vagy NMDAR.) A grafot az is bonyolitja, hogy az
egyes kotOhelyek szabadok és foglaltak is lehetnek, és adott esetben ezt is reprezentalni
szeretnénk.

Bizonyos esetekben egy komplexben a fehérjék szdma béven meghaladhatja akar a 20
darabot is. Ezeket a komplexeket tekintem szuperkomplexeknek. A szimuléciok tobbségében
ilyen szuperkomplexek is keletkeznek, és altaldban csak kevés példanyban talalhatok meg.

Az altalam két komplex azonossiganak megallapitasara hasznalt algoritmus diszkrét
matematikai megfontolasokon alapul. Az eljaras az alabbi 1épsekbdl all:

1. Ellendrzi, hogy a két komplex esetében azonos-e a fehérjekomponenseket leird vek-
tor, mely a komponensek ABC-sorrendben rendezett listdja, a komplexben tébbszor
eloforduld fehérjék tobbszor szerepelnek ebben a reprezentéiciéban.

2. Létrehozza a szomszédsagi matrixokat lasd 8.4 .
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257

20 4

15

10 4

A) Homer1 eloszldsa Shank3 ldncokon

P78 e

® Shank3egyedil . Shank3 és Homerl

Pozicié a lancon

Shank3 lancok a kemplexben

25

20

15

10

B) GKAP eloszldsa Shank3 lancokon

® Shank3egyedil ® Shank3ésGKAP

Pozicié a lancon

8.3. dbra. Homerl és GKAP eloszlasok Shank3 fehérjelancokon egy adott felhal-
mozdédott szuperkomplexben Az dbran egy sor egy adott polimerizalédott Shank-lanc
adott komplexen. A példaban 30 kiilonallé Shank-lanc szerepel a komplexben. A Shankok
képesek kotédni Homerhez és GKAP-hoz. Ezen kotések eloszlasa lathatd. Az dbra a szerzd
sajat munkaja
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Az ID-k adott szinen belil felcserélhet8ek, a komplex ugyanaz marad.

[ [z 15 fafs o |7 ]s [0 Jiofuiiz i3]
1

1

fury
[y
=

=
=
=
=

Lehetséges szomszédsagi matrixok szama: 1!+ 1!- 1!-2!-1!-5!- 21 =480

8.4. dbra. Lehetséges szomszédsigi matrix adott komplex esetén. A szinek adott
fehérjét jelentenek, példaul a barna a Shank. Valdjdban a fehérje szdmat, nem a fehérjéhez
tartozé azonositészam. Emiatt az adott komplexet leirni képes tényleges szomszédsagi
matrixok szdma az azonos szinii (tipusi) fehérjéktél fiigg. Az dbra a szerzd sajat munkaja.

3. Létrehozza a szomszédsagi méatrixok minden permutaciéjat csicstipusok alapjan. Nem
trivialis!

4. Kivalaszt egy matrixabrazolast az elsé komplexhez és ellenérizze, hogy szerepel-e az
egyes szomszédos matrixok listdjaban a masodik komplex.

Az algoritmus legnagyobb hatranya, hogy faktoridlis komplexitasi, igy a gyakorlatban
futasideje miatt sajnos nem volt hasznalhaté. Ehelyett tobb heurisztikat tartalmazoé algo-
ritmust generdltam, amely gy is ,tdl szigori” feltételeket szabott. Igy mar a minimdlis
kiilonbségek esetén is azt a valaszt adta, hogy kiilonbozéek ezek a komplexek. Koncepci-
onk szerint minél nagyobb a komplex, azaz minél tobb fehérjét tartalmaz, anndl kevésbé
lehet relevans egy-egy komponens megléte vagy nem megléte. A heurisztikdkat tartalmazo
algoritmus rendszerspecifikus, igy kiilonboz6 lehetséges komplexosszedllitasok soran kii-
16nb6z6 heurisztikdk vezethetéek be, mindazonéltal ezen heurisztikdk mintajara barmikor
altalanosithatéak azok.

Ilyen heurisztikanak tekinthet6é példaul annak a vizsgalata, hogy, egy szuperkomplexen
tobb jellemz6 is definidlhatd, pl. a Shank3 lancok hossza, hany Shank3-GKAP koélcsonhatas
van, milyen membranreceptorok kapcsolédnak a komplexhez és egymaéstol milyen tavolsagra
stb..

A leirt megfontolasaok alapjan komplex 6sszehasonlitasi algoritmusokat gondoltam végig,
és ennek soran arra jutottam, hogy az a legelénydsebb, ha a problémat a Cytocaston belil
kezelem. Ehhez minden 6sszehasonlitandé régiot egy nagy, egyszerre futattott szimulacioban
kell vizsgalni. Ekkor az egyes — a szamitdsok szintjén kiilonallé, de k6z6s reprezenticidval
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rendelkez6 — régidkban az azonos komplexek egyedi azonositdja meg fog egyezni egymassal,
nagymértékben megkonnyitve az 6sszehasonlitast. Ez azt is jelenti, hogy a mutans és a vad
tipust esetekben is kdzdsen érdemes kezelni a futasokat. Ehhez gy kellett kialakitanom a
kornyezetet, hogy mind a 2*524 régiot egyszerre megadhassam a szoftvernek.

A szimulaciék hozzaadott informaciétartalmara utalé mérészam meghatarozasa

Az altalam elvégzett vizsgalatok egyik célja az volt, hogy megvizsgdljam, hogy a létrejove
fehérjekomplexek eloszlasa — mint a szimulaciok kimenete — hogyan fligg az elérhetoé — a
szimuldciékban bemenetként megjelené — fehérjegyakorisagoktdél. A kérdés egyik altaldnos
vonatkozasa, hogy a bemenetekbdl trividlisan kovetkezik-e a kimenet, vagy a kett6 kozotti
Osszefliggés olyan bonyolult, hogy szimulacié nélkiil nem lehet nagy biztonsiggal becslést
tenni adott bemenet esetén a kimenetre. Ennek eldéntésére megvizsgaltam, hogy a beme-
neti és a kimeneti adatsorok ugyanazt a mintédzatot adjik-e az egyes régidkra (bemeneti
adatkészletekre) vontakoztatva.

Az 6sszehasonlitast megneheziti tobbek kozott, hogy a bemeneti és a kimeneti adatok mas
vektortérben helyezhet&ek el - ezért kozvetlen Osszehasonlitdsuk nem lehetséges. Ugynakkor
a bemenetekbdl és a kimenetekbél is klaszterezhetéek. A bemeneteket a R hétdimenzids
vektortérben 1év vektoroknak tekintettem. Az egyes dimenzidkat, azaz a koordindtdkat az
adott fehérje gyakorisaga hatarozza meg. Mig a kimeneteket kezdetben hatdimenzidsként
tekintettem RS, ahol minden dimenziét az interakciobéség alapjan rendeltem hozza, majd
kés6bb egy nagyobb sokdimenziés médon vizsgaltam, ahol adott tengelyt adott komplex
abundancidja jelentett R"™, ahol az n az Osszességében keletkezett kiillonb6z6 komplexek
SzZAama.

A K-means clustering [141] eljards az egymdshoz hasonlé adatokbdl csoportokat hoz
létre. A vektorterekben ez a tulajdonsag azt jelenti, hogy a kozelebbi pontok ugyanabba a
klaszterbe keriilnek. Ezutan minden klaszterhez létrehoztam egy-egy cimkézett vektort. Az
524 hosszu vektor minden eleme egy vizsgalt régiot reprezental, és a koordinata 0, ha az adat
nincs a klaszterben, és egy, ha az adat a klaszterben van (in. one-hot reprezentici6). Ezt a
one-hot reprezentaciét arra hasznaljuk, hogy két kiillonb6z6 klaszterezés esetén leirhassuk,
hogy az egyes klaszterek mennyire az egyes régiok ugyanolyan csoportositdsat jelenitik meg,
példaul bemeneti és kimeneti adatok alapjan.

ce {0’ 1}Adatpontok szédma (8.5)

1 ha adat; € Cluster
= (8.6)
0 ha adat; ¢ Cluster
Ekkor két klaszter tavolsdga formalizdlhaté (lasd 8.5. dbra):
SR Jui — vl
d === - 8.7
(u,0) = ==l (87)

Ahol a wu,v klasztervektorok, a N pedig az adatpontok szama (a klaszter vektortér
mérete). Ez egy konzervativ megkozelités. Azokat a pontokat is hasonlésdgnak tekintjiik,



8.5.4

8.5 Az agens-alapi szimulacidk értékeléséhez kidolgozott eljarasok 69

A) B) Klaszterek kédolasa €

Bemenet 1111000 0000111

524 adatkészlet (egyén + agytertlet)
'

Fehérjegyakorsagok — klaszterek ~

L. —
Cytocast

Komplexek eloszlasa —» klaszterek -~ ‘

o

Klasztertavolsdgok

Input
klaszter Sy
Zold 2/7Y 2/7

Lila ‘5/—7 @7‘3

Output  Z6ld Lila

klaszter
A bemenetek és a kimenetek

kozétti klaszterek kézotti

. megfeleltetést nem a szinek,
Kimenet 0011000 1100111 hanem a tavolsagokteszik!

(Az els& bemeneti klaszter nem
biztos, hogy az elsé kimeneti
klaszternek felel meg.)

Klaszterek dsszevetése, hany kézos
adatkészletet reprezentalnak

A fehérjekomplexek eloszldsa mas képet
mutat, mint a fehérjegyakorisagoké.

8.5. dbra. Klaszterek kédolasa és tavolsdguk A) Klaszterezést el lehet végezni mind
a bemeneten, mind a kimeneten, vagy muticidanalizis sordn a vadtipustu kimeneten és a
muténs tipust kimeneten. B) Ezek utén a klaszterek kddolhatbak attdl fliggéen, hogy az
adott szimuldci6é benne van-e. C) Tavolsig definidlhat6 a bemeneti és a kimeneti klaszterek
kozott. Ez a tavolsag aképpen szamithatd, hogy hany bitben kiillonboznek (példaul a két
zold klaszter 2 bitben kiilonbozik egyméstdl.), majd az normélva van a bitek szamédval. A
legalacsonyabb tavolsagu klaszterek a bemenetek és kimenetek kozott megfeleltethetéek
egymasnak. A megfeleltetett klasztertavolsagok mutatjik meg, hogy mennyire tértek el a
klaszterek egymastdl, mely klaszterekben lehetséges hozzaadott informécié, amit ki lehet
elemezni. Az dbra a szerz6 sajat munkéja.

amelyek nem szerepelnek a két klaszterben. Emiatt a kisebb értékek is nagyobb kiilonbséget
jelentenek, ha csak a két klaszter uniéjat vessziik figyelembe.

Ha a bemeneti és kimeneti klaszterek kereszttavolsaga elég nagy, akkor az Gsszesitett
szimuldcié olyan tovabbi informéacidkat tartalmazhat, amelyek magukban a bemenetekben
nem lathatéak. Az eljards hasznalhaté mind az interakciébdség alapjan definialt kisebb,
hatdimenziés, mindpedig az egyes komplexek abundancidja alapjan definialt sokdimenzids
kimeneti komplexvektorteret hasznalva is.

A legmagasabb informaciétartalmia komplex azonositasa

Az adatok értékelése soran felmerilt az igény arra, hogy meghatdrozzam azt a komple-
xet, amelyiknek a gyakorisiga a legtébb informéciét hordozza, azaz a leginkdbb hozzdja-
rul a kapott fehérjekomplex-eloszlasok kozotti eltérésekhez. Ennek meghatarozasara egy
fékomponens-elemzésen alapulé méroészamot hataroztam meg.

Az agyi régidkat egy tobbdimenzids térben 1év6 pontokként reprezentdltam, ahol minden
koordindta egy adott fehérjekomplex gyakorisagat jelenti.
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Egy adott agyi régié fehérjekomplex eloszlasat linearis kombinaciéként az aldbbaik szerint
hatarozzuk meg:

ceR", c¢= Z%’Pi (8.8)

ahol az «; az az i. komplex (p;) gyakorisiga (példéanyszama), p; egy alap (egység) vektor
az i-edik tengely mentén, amely az i-edik fehérjekomplex méasolatszamat jelenti.

Mindegyik komplex jellegzetes gyakorisagi profillal rendelkezik a kiilonb6z6 régidkban:
a legvaltozatosabb abundancidji komplexek mutatjik a legszembetiinébb kiilénbségeket a
régick kozott. Igy a legvaltozobb komplexek hatérozzak meg a rendszer f6 Gsszetevéit.

A f6komponens-elemzés egy hipotézismentes eljaras, melynek segitségével az eredeti
vektorteret gy transzformaljuk, hogy az egyes 1j tengelyek — melyek az eredeti vektortér
tengelyeinek linearis kombinaciéi — a vizsgalt adatok varaiancidjat maximalizaljak. Az
elsé f6komponens felel a variancia legnagyobb hanyadaért, az erre ortogonalis masodik a
kovetkezo legnagyobb hanyadért és igy tovabb.

Az egyes komplexre vetitett varianciat ugy szamitjuk ki, hogy az egyes fékomponens-
vektorok altal reprezentélt varianciat megszorozzuk az illeté komplex mint bazisvektor adott
fékomponenshez valé hozzéjaruldsaval, majd ezeket minden f6komponensre 6sszegezziik. A
kapott relevancia megadja, hogy az adott komplex gyakorisiga mennyire meghatarozé az
egyes régiok kozotti kiillonbségek meghatarozasaban.

reR™, Z > (8.9)

7j=1 |UU’

Ahol r az egy n dimenzids vektor, ami tartalmazza az 6sszes komplex relevanciajat, \;
az i. sajatvektor relevancidja, vi; a j. koordinatéja az i. sajatvektornak (v;).

Fehérjekomplex abundanciak osszehasonlitasa

Ahhoz, hogy kvantatitativ allitisokat tehessek, sziikség volt az egyes szimulacios kimenetek
statisztikai 6sszehasonlitasara, a kiilonbségek statisztikai szignifikancidjanak megadasara.
FEz azonban a komplexek nagy szdma miatt nem adhatd meg egyszeriien.

A péaros t-proba egy klasszikus statisztikai proba, amelyet altalaban akkor vilasztanak,
ha csak egy valtozas - esetemben pl. a vizsgalt Shankl R743H mutacié - lehet jelen a
rendszerben, és a kérdés az, hogy a valtozas hogyan befolyasolta az adott valtozo atlagértéket.
A nullhipotézis: az atlagos abundancidk (vad tipust és mutédns) adott szignifikancia szint
mellett azonosak. Igy az alternativ hipotézis: egy komplex atlagos abundanciéi jelentésen
eltérnek. Egy adott komplexre a t-prébat a mdédszerekben ismertetett médon hajtottam
végre.

Tekintettel arra, hogy a szimuldcié soran az egyes komplexek abundanciajat kiilon-
kiilon atlagoljuk, a t-préba, hogy melyik hipotézist fogadhatjuk el, csak az adott komplex
abundancidjara vonatkozik. Ahhoz, hogy egy adott régiordl altalanossaghban meg tudjuk
mondani, hogy valtozott-e, minden komplexen el kell végezniink a t-probat, és ezek silyozott
atlaga jelzi, hogy az adott régiora atlagosan melyik hipotézist tudjuk elfogadni. Az atlagolas



8.6

8.6 A szimulacidk hozzaadott informaciétartalommal rendelkeztek 71

soran az egyes komplexek ismert fontossdgat haszndljuk fel, amelyet az egyes komplexek
relevancidja alapjan szamitunk ki. A jellemzé fontossiga (feature importance) a t-prébaval
szamitott p-értékek atlagolasanak silya egy adott régioban minden komplexre.

39
averaged p-value of a region = Zcomplexﬁrelevancei -p-value; (8.10)
i=0

Adott régiotipusra atlagolt p-értékeket agyra vetitve lasd a S1 abrét.

A szimulacidk hozzaadott informaciétartalommal rendelkeztek

Kutatasom alapvetd célja egy in silico eljarasi folyamat kidolgozasa volt integrativ komp-
lexmodellezésre. Ebbol adéddan az egyik elsédleges kérdésem az volt, hogy a szimulacids
lépés eredményei valéban tartalmaznak-e hozzaadott informéacidkat, melyeket a talalt fe-
hérje gyakorisagi adatokbol a szimuldcidk lefuttatasa nélkiil nem vagy nehezen lathatnank.
Ez a fajta hozzaadott informacié alapozza meg, hogy a folyamatba a Cytocast ténylege-
sen beillesztheté-e, vagy masképpen megfogalmazva, érdemes-e beilleszteni az dgens-alapt
modellezést a munkafolyamatba.

Ennek a megvizsgaldsara matematikai modelleket dolgoztam ki (melyeket a mér is-
mertettem fentebb 8.5.3 részletesebben kifejtettem), hogy a be- és kimeneti adatsorok
osszehasonlithatéva valhassanak. Igy kiilénb6zé klasztertavolsag szamitdsokat is végrehaj-
tottam sajat Python kodok segitségével, amelyek a kidolgozott modellek alapjin szamolnak.

Az elsé megkozelités klaszterezésen alapult. Az alapelv, hogy azt vizsgalom, hogy a be-
és a kimeneti adatsorok klaszterezése ugyanolyan médon csoportositja-e a vizsgalt régidkat.
Amennyiben igen, gy a kimenetben, azaz a kapott fehérjekomplexek eloszlasdban nincs
édemileg 14j informacié a bemenethez, vagyis a kiindulasi fehérjegyakorisagokhoz képest. Az
egyes klasztereket tin. one-hot kédolassal reprezentaltam egy n elemii vektorban, ahol n
a régiok szama, és az érték 1, ha a régié szerepel a klaszterben és 0, ha nem. Minden, a
bemenetbdl szarmaztatott klaszterhez megkerestem a leghasonlébb, kimenetbdl szamolt
klasztert, ahol a hasonldsigi metrika a kozos elemek széma normélva a vektor hosszaval. Az
eljarast elvégeztem kiilénbo6z6 szamu klaszter esetére a K-means klaszterezo eljarast hasznalva.
A legjobb megfelelést az n = 3 esetben kaptam, ahol a minimélis klasztertdvolsdgok 12%,
26% 6és 27% -nak adodtak, amik meglehetdsen nagy értékek. Ez azt jelenti, hogy bemeneti
adatok kozotti hasonlésagbdl nem tudunk a képz6do fehérjekomplexek eloszlasai kozotti
hasonlésidgokra kévetkeztetni. Mas szavakkal, kiillonb6z6 kiindulasi gyakorisagok képesek
hasonlé jellegli komplexeloszlast eredményezni, és viszont, hasonl6 fehérjegyakorisdgok nem
eredményeznek feltétlentil hasonlé komplexeloszlasokat.

A masik megkozelités alapjan a bemeneteket elhelyeztem egy tobb dimenzids euklideszi
térben, ahol minden tengely adott fehérje mennyiségét reprezentalja (bemeneti adatok). A
kimeneti eredményeket szintén el kellett helyeznem egy tébbdimenzids térben. Ezt az Osszes
felmeriil6 komplex sorbarendezésével tettem meg. A sorbarendezés oly médon toértént, hogy
el6ébb egy listaba felvettem az Gsszes el6fordulé komplexet, amihez egy Python szkriptet
irtam, amiben a komplexeket mint grafokat tekintem. Ezutian a fehérjék adott sorrendje
szerint és az azokat tartalmazé fehérjeszam szerint sorbarendeztem Oket. Azaz minden
komplex kapott egy kddot, amely olyan szamsorbdl allt, ahol az egyes szdmok az adott
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fehérje darabszamat jelentik a komplexben. Ez a rendezési relacié természetesen nem teljes,
el6fordulhatnak 6ssze nem hasonlithaté komplexek, ha minden fehérjébdl pont ugyanannyi
taldlhaté meg benniik, mégis méas kotésekkel. Ezen komplexek az 6sszehasonlitds soran
egymas mellé keriilnek, igy konnyen észrevehetoek és a logikat a sorbarendezésben nem
zavarjak meg. A sorbarendezés utan minden komplex kapott egy sajat tengelyt, igy egy
sok dimenzids térben a szimuldciékat a kimeneti eredmények alapjan is el tudtam helyezni.
Majd normalt tavolsdgokat szamoltam ki a minden bemenet-bemenet és minden kimenet-
kimenet vektor k6zott. A normalésra az eltéré dimenzidszam miatt volt sziikség. A normalt
tavolsdgok viszont mar 0sszehasonlithatoak voltak, adott szimuldciépar bemeneti és kimeneti
tavolsdganak kiilonbsége pontosan megmutatta, hogy mely agyi régidk, azaz szimulaciok
relativ helyzete valtozott meg a bemeneti helyzetekhez képest (8.6. abra). Ezaltal ki is
tudtam emelni azokat a régidkat, amelyekben a legtébb hozziaadott informacié
jelenhetett meg. Ezek a régiok: H376.VIIL.51__STC id:340, H376.VI.50__V1C
id:286, H376.1X.51_ MFC id:238. Az ID azt mutatja meg, hogy hanyadikként végeztem
el a szimulacidkat, egyes dbrakon van szerepe. Az alulvonds el6tti kdéd az alanyt jelenti,
amelybdl szarmazik az agyi szelet, mig az alulvonas utani haromkarakteres kod a konkrét agyi
régiora utal. STC:posterior (caudal) superior temporal cortex (area 22c), V1C:primary visual
cortex (striate cortex, area V1/17), MFC: anterior (rostral) cingulate (medial prefrontal)
cortex.

Miutén kidolgoztam a kiilonb6z6 tavolsdgmetrikakat, megéllapitottam, mely régidkra
vonatkozdan tartalmazhatnak a szimulaciék tobbletinformaciét a bemenetekhez képest, és
Osszevetettem az outputokat az inputokkal - azaz a bemeneti fehérjék abundanciajanak
aranyait Osszevetettem a kimeneti komplexek aranyaival, vagy a benniik talalhat6 létrejovo
paronkénti fehérje-fehérje kdlcsonhatasok relativ gyakorisaga.

Az AMPAR/PSD-95/SYNGAP komplex a leginformativabb

Fokomponens-elemzés segitségével azonositottam, hogy mely komplexek a leginformativab-
bak az agyi régiok megkiillonboztetése szempontjabol. Az els6é két f6 komponens mind a
vad tipust, mind a mutdns esetben a kimenetek teljes variancidjdnak 44%-at, illetve 24%-4t
fedi le. Az elsé fétengelyt az AMPAR/PSD-95 (id:12) komplex menyisége uralja, mig a
méasodikat a PSD-95/SynGAP (id:8) komplex.

Osszességében a leginformativabb komplex — az 6sszes fékomponenst és az 4ltaluk ma-
gyardzott varianciat tekintve a legnagyobb hozzajarulassal — az AMPAR/PSD-95/SynGAP
(id:5) 19% hozzdjarulassal. Osszehasonlitdsképpen, az atlagos komplex jelentdség nagyon
kicsi, megkozelitéleg 4,48e-06, a median pedig 9,98e-08. Az alacsony mérték oka a lehetséges
komplexek nagy szama - igy a valészinliségi mérték nagy elemi eseményhalmazon osztozik
eredendéen is. Az, hogy a AMPAR/PSD-95/SynGAP komplex jelentésen befolyédsolja a
régidkat Gsszhangban van az irodalomban fellelheté informéaciékkal, SynGAP kotése regulalja
az AMPAR kotésének gyakorisdgat [168].

A régiétipusok szamottevoen nem kiiloniiltek el egymastal

A f6komponens analizis szerencsére megerdsitette azt a feltételezésemet, hogy a vizsgalt
régiok bemeneti és kimeneti eloszlasa kiilonbozik, azaz a szimuldciék érdemi informaciéval
szolgalnak. Osszességében a K-means algoritmus és a fékomponens analizis kiegészitheti
egymast, és fotengelytranszforméacié soran is megfigyelhet6ek a be- és kimenetek kozotti
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8.6. dbra. A) A régidk egymashoz képesti relativ elmozduldsa hétérképen. Az
egyes régiokat mind bemenet, mindpedig kimenet alapjan elhelyeztem egy adott vektortér-
ben. Igy a régidk relativ helyzete megmutatja, hogy két régié mennyire hasonlit egyméshoz,
bemenet esetén a fehérjék mennyiségét tekintve, kimenet esetén az adott komplexek mennyi-
ségét tekintve. Elmozdulas alatt azt értjiik, hogy két régié a bemeneti helyzetiikhoz képest
kozelebb vagy téavolabb keriilt egymastdl a kimenet alapjan megalkotott vektortérben. Sok
esetben alig lathatunk valtozast, mert a legtobb rész kék, mindazonaltal akadnak a pirosba
is es pixelek. B) a klaszterezés eredménye. A klaszterezés soran nem egyértelmi,
hogy melyik klasztert melyiknek érdemes megfeleltetni, ezért a legkozelebbi klasztereket
feleltettem meg egymasnak és azok kozott kerestem a megvaltozas ardanyat. Az abra a szerzo
sajat munkaja.

kiilonbségek — tobbek kozott mas a leginkabb kiilonélld régio is.

Azt is megvizsgaltam, hogy az anatomiailag egybeest régidk altal reprezentdlt adatsorok
hasonléan viselkednek-e. Ezt a fokomponens analizis nem tamasztotta ald. Példaul az
anterior medial prefrontal cortex régidk a szimulacié soran nem viselkedtek hasonléan és
nem keriiltek kozelebb egyméshoz a kimenetben, mint amennyire a bemenetben voltak.
Ugyanakkor el6fordultak olyan agyteriiletek, amelyek jobban kivehet6vé valtak az analizis
utdn, a 8.7. 4bra alapjan. Igy a madsik, f8tengelytranszforméciéval kapesolatos kérdésre
is valaszt kaptam, miszerint annak sordn megjelentek olyan régidk, amelyek jelentésen
maganyosan taldlhatéak meg, azaz nagyobb sugart kornyezetiikben sem taldlok mas régiokat.
Az ilyen, maganyos régiok jellemzden kiilonbéznek a bemenetben tapasztaltaktol. Példaul a
legmagéanyosabb, azaz a tobbitdl legtavolabb esd régié a bemenetekben egy ITC régid, mig
a kimenetekben a tévolesé I'TC régiok tovabbra is kicsit tavolabb helyezkednek el a t&bbitdl,
de mér szorosabb csoportot alkotva. A kimenetekben a legmaganyosabb régié egy CBC régié.
A kimenetekben szdmos tavolabb esé régiot is taldlunk. Megfigyelheté, hogy a kimenet
szérasa Osszességében véve nagyobb - azaz az atlagtol vald atlagos eltérés, ami maganak a
szimulacidegyiittesnek a normaja, mig a bemenetekben a maximélis tavolsag a szdmottevoen
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kiugré. Azonban az adatok ezen mutatéit nehéz Gsszehasonlitani a kimenet és bemenet
kozott, mert a tengelyek finomsaga is mas és més jelentGséggel is birnak, tekintve, hogy mas
bézisban vannak felirva a dimenziészdmok jelentés kiilénbsége miatt. Osszességében tehat
az azonos agyteruleti tipusokat nem tudtam egyértelmien elkiiloniteni. Ez adédhatott akar
a bevezetésben emlitett neurontipusok folytonos variancidja miatt is, valamint amiatt, hogy
egy agyi régié nem csak egy neurontipust tartalmazhat. Mindemellett azt is figyelembe
kell venniink, hogy az adatkészletben szerepelhettek kéros elvaltozasokat mutatd régiok is,
melyek ezt az elemzést nagy mértékben befolyasolhatjak, ezekrél azonban nem talaltunk
informéciét.
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14000 - ° 0.006 4 °

12000

o
=]
=]
ol

10000 1 *

@
=]
=]
=]

L=
[=]
8
[=]
fékomponens 2
o
[=]
(=]
2

0.003

fokomponens 2

N
o
=]
=3

20004 0.002

T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 —0.0010 —0.0005 0.0000 0.0005 0.0010 0.0015

fokomponens 1 fékomponens 1
e ALC mmm CBC DTH mm ITC MLC-S1C M MGE pCx NN STR WM VIC
AMY CGE HEE HIP B8 LGE WEm MD BN OFC mmm S1C Wam TCx M VFC
mmm CB EEN DFC EEN PC M1C MFC Ocx mmm STC EEE URL

8.7. abra. F6komponens Analizis a A) bemeneti és B) kimeneti adatokon. Az abra
a szerzo sajat munkaja.

A komplexek eloszlasanak alapveto jellemzdit elsosorban a fehérjegyakorisag hatarozza
meg
Az els6ként elvégzett, a vad tipusu esetet reprezentdld szimuldciék sordn a hozzdadott
informaciotartalmat kerestem a konkrét eredmények kozott. Mas szavakkal, az eredmények
kozil mi az, amit nem lehetett volna kénnyen az eredeti fehérjeabundanciakbdl kdzvetlentil
megjosolni. Megfigyeltem, hogy ez a hozzdadott informacidtartalom valéjaban a fehér-
jék szomszédsagi viszonyainak volt készonhetd. Adott szimulacidk esetén a ténylegesen
megjelené komplexek gyakorisdga eltért a hasonld fehérjegyakorisigok esetén kapottak
alapjan vartaktél. Az ilyen eltérésekre magyarazatot csak tgy kaptam, hogy Gsszevetettem,
hogy adott fehérje mely masik fehérjékkel léphetett kapcsolatba, és az a masik fehérje
milyen gyakorisdggal szerepelt a rendszerben. Arra jutottam, hogy a kolcs6nhatasba
1ép6 fehérjék abundanciadja befolyasolja, hogy mely a fehérjét tartalmazé komp-
lex jelenik meg. Felmeriilt a kérdés, hogy a kapcsolatokat befolyasolé mutaci6
jelenléte esetén ez megvaltozik-e.

A hipomorf Shankl mutacié elemzésére futtatott szimlacidék esetében ugyanolyan kiin-
dulasi fehérjegyakorisigokat hasznalva futtatunk szimuldcidkat a vad tipusu és a mutans
esetre is. A muténs esetben homozigota dllapotot feltételeztem, tehat vagy csak vad tipusu,
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vagy csak mutans fehérje volt a rendszerben.

Megfontoltam a heterozigbta eset szimuldcidjat is, ami a szamitasok szintjén kénnyen
kivitelezhet6, azonban az eredmények 6sszehasonlitdsakor komoly nehézségeket okoz. Ennek
oka, hogy a vad tipusu és a mutans Shank csak két kiilonb6z6 fehérjeként reprezentalhaté,
és emiatt a lehetséges komplexek valtozatossiaga tovabb né. A valtozatossagndl azonban
nagyobb probléma a kétféle Shank1 fehérjét tartalmazd komplexek Gsszevetése a csak egyfélét
(vad tipusi vagy mutans) tartalmazdakkal. Ezt a kordbban kifejtettek értelmében a Cytocast
beallitas szintjén nem lehet kezelni, mindenképpen a szimulaciok végén kapott komplexek
teljes ijraannotalasat kellene elvégezni, ami nagyon iddigényes feladat, raadasul helyessége
is nehezen ellendérizhetd. Ezen ok miatt elsé kozelitésben a heterozigota eset szimulacibéjatol
eltekintettem.

Nem csak a bemeneti fehérjeabundancidk 6sszehasonlitasaval érhetiink el eredményeket,
hanem az is fontos, hogy a vad tipust és a mutans tipust kimenetek kozotti kiilonbsége-
ket is megvizsgaljuk. Ebben az esetben a mutacié hatdsdnak mértékét régiéspecifikusan
értékelhetjiik.

A vad tipusid és mutans forgatokonyvek szimulaciés eredményeinek f6komponens-analizise
nagyon hasonld 6sszképet mutat. A két PCA diagram kozvetleniil 6sszehasonlithaté, mivel
a tengelyek még a két fliggetlen PCA kimenetben is megegyeznek. A vad tipusd és mutans
eseteknek megfelelé adatpontok csak minimalisan térnek el egymashoz képest. A vad tipusa
és a mutans régiok kozotti dtlagos tavolsag 1,5 +0,8 egység.

Megjegyzem, hogy a PCA altaldban nem kiiloniti el az adott agyi régidkat (dbra 8.8),
ezen szimulacidk esetében azonban a cerebellaris kéreg tipust régidk azonban jél elkiiloniilnek
a t0bbitdl.

Eredményeim arra utalnak, hogy a teljes fehérje komplex eloszlast elsésorban az egyes
fehérjék elérhetGsége hatdrozza meg, és a vizsgalt hipomorf mutdcio jelenléte nem okoz
jelentés globalis hatasokat. Ez 6sszhangban van azzal, hogy a rendszer megtartja dltaldnos
funkcionalitasat. A mutécié hatdsdnak részletesebb elemzése érdekében megvizsgaltuk az
egyes fehérjekomplexek abundanciajat.

Fontos megjegyezni, hogy a fehérjekoncentracié szignifikdnsan valtozhat az egyes
alanyok kozott, ami a kiilonbségek legnagyobb részéért felel6s. Amikor az agyi
régiokra utalunk, figyelniink kell erre a jelenségre. Ezért kiilonosen fontos, hogy ne tévesszen
meg benniinket az egyének eltéré mintédzata. Fontos megérteniink, hogy az ilyen eltérések
nem feltétleniil jelentenek hibas eredményeket kutatasunkban, mivel az alapfeltevésiink az,
hogy minden ember agya egyedi médon miikodik, és ez kiilonosen kiemelkedhet az autizmus
spektrum zavar esetében - ellenben oda kell ra figyelni.

Rabukkantam arra, hogy az adataimban a fehérjekoncentraciék alanyonként eltolodtak,
amelyek befolyasolhattdk az eredményeinket. Alanyok koézotti kiugrasok megfigyelése sordn
példaul a PSD-95 mennyisége egy adott alanyndl jelentésen tobb volt, mint a tébbinél -
azt kerestem, hogy ez milyen véaltozasokat okozhatott a szimulaciékban és ezen valtozasok
mennyire jelentOsek a tobbi szimulacié eredményéhez képest, azaz mér a bemeneti kiillonbség
miatt lesz-e lényegesen kiilonb6z6 az eredmény is.

Tekintve, hogy a fétengelytranszformacié soran nem, vagy csak korlatozottan tudtam
azonos tipusu agyi régidkat egyértelmiien elkiiloniteni a tobbi régiétdl, ezért gy hataroztam,
hogy szamos djabb szimulaciot futtatok le annak érdekében, hogy megvizsgaljam, hogy
az azonos tipusu agyi régiék miben térnek el egymastél. Ehhez példaul az Gsszes anterior
medial prefrontal cortex régiét megvizsgaltam kiilon-kiilon és egymaéassal 6sszehasolitva is. a
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8.8. dbra. Mutacié hatasa a szimuladciéra nézve:A) A kivilasztott mutédcié (R743H,
z0ld) és egy hasonld, az ASD-ben jelentett mutécié (R736Q), kék) pozici6ja a Shankl PDZ
tartomény szalagabrézolasan (PDB ID 6YWZ). Mindkét arginin a ligandumkoté bardzdat
szegélyezd a2 hélixen taldlhato. A kapott fehérje komplex eloszlasok fékomponens-analizise
a B) vad-tipus és C) mutans szcendriok esetében. A kiillonbo6zé szinek a kiilonboz6 agyi
régiokat jelolik az aljan taldlhaté kulcsnak megfeleléen. D) A PCA szerinti leginformativabb
komplex sematikus dbrézoldsa (AMPAR /PSD-95/SynGAP). E) p-értékek, amelyek leirjdk
a mutacié valtozasat a vad tipushoz képest, az 0sszes bemutatott komplexre atlagolt érték
a leginformativabb komplexre kapott értékeihez képest. A piros vonal az 0,01-es korrigalt
szignifikanciaszintet, a z6ld vonal pedig az 0,05-6s szignifikanciaszintet jelzi. Ez segit
azonositani azokat a régidkat, ahol a mutaciok hatasa statisztikailag szignifikdns. Szinek
agyi régidk szerint az aljan taldlhaté kulcs szerint. F) A mutacié altal érintett két fehérje,
a Shankl és a GKAP bdsége a bemeneti adatkészletekben. Piros korok jelzik azokat az
adatsorokat, ahol a leginformativabb komplex bdsége jelentésen megvaltozott a kimenetben.
Az &bra azt mutatja, hogy a két fehérje bisége és a szignifikancia kozott van valamilyen
kapcsolat. Modus Tollens kévetkeztetés levonhatd, ha az abundanciak meghaladjak a 150-t
akkor a mutdcié hatédsa elenyészik — tehat tobb fehérje a hatdst csokkenti. Az abra a szerzo
sajat munkdja, publikalasra keriilt cikkemben [169].
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legnagyobb valtozas ebben a régiéban figyelheté meg és vannak olyan régiok, melytol még
kiemelkedObben eltér, annak ellenére, hogy mindegyik régié az anterial prefrontal cortex
agyteriiletnek felel meg. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy adott régiétipuson beliil is
lehetnek jelentosebb kiilonbségek az elsédleges komplexek aranyaban.

Ebben is kiemelkedett a 238-as anterior medial prefrontal cortex régié, mely bemeneti
adataira jellem26 hogy jelent(isen kiemelkedik a PSD- 95 fehérje gyakoriséga A kiemelkedd
adott alany Osszes agyi régidja egymas mellett talalhatd. Ennek a klemelkedesnek az okara
a forrasok kettds ellenOrzése sordn sem kaptam magyarazatot, de ebben az esetben nem
kizarhat6 sem kisérleti hiba, sem valamilyen elvaltozas megléte. Az alany vizsgdlatainkbol
valé kizdrasara nem lattunk okot, hiszen a nagy mennyiégii bementi adatra az el6forduld
valtozatossag maximalizalasa miatt volt sziikségilink.
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8.9. dbra. A PSD-95 fehérje aranya minden agyi régiéban Az dbran mind az 524 agyi
régié lathat6. Azonos alanytdl szarmazé régidk egymas mellett helyezkednek el. Az dbra a
szerzo sajét munkéja A piros karika jel('jli azt az alanyt melynek legtébb agyi régidjaban a
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Kiilonb6zo6 fehérjekapcsolatok hatasai a komplexekre

Homerl tetramerizacié és Shank3 szelfasszociacio hatasai

Szimulaciéimat harom valtozatban futtattam, a legrealisztikusabb, a H4SM elnevezésii —
ide tartoznak az eddig bemutatott eredményeim — figyelembe veszi a Homerl tetramerizéciot
a C-terminélis coiled coil régidjan keresztiil és a Shank3 multimerizaciét a SAM doménjén
keresztil. A H4 jeli szimulacidk csak az elObbit tartalmazzak. Ezeken felil futtatam
egy olyan valtozatot, ahol ezen homomultimerizaciés kolcsonhatasok egyike sem szerepelt.
A Homerl dimerek dimerjét képezheti [170], és az egyszer(i szimuldciéban csak azokat
a dimereket vettem figyelembe, amelyek még mindig képesek bivalens kolcsonhatasok
kialakitasara az egyes monomerek EVH1 doménjén keresztiil.

A szimuldciok tényleges kérdése viszont az, hogy adott szimuldcioban milyen komplexek
jelennek meg és azok milyen mennyiségben jelennek meg. Két szimuldciét nehéz Gssze-
hasonlitani, ha konkrét darabszamokat tekintiink, hiszen a kiinduldsi komponenseink, a
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fehérjék is kiilonbozd abszolit mennyiségben lehetnek jelen. Igy az ésszehasonlitashoz a
relativ gyakorisagokat vettem figyelembe, azaz kordiagramon dbrazoltam, hogy az adott
szimuléciéban eléfordulé komplexek hanyad részét teszi ki az adott komplex. Igy meg
tudtam hatarozni, hogy mely komplexek a leggyakoribbak a szimuléacié szerint adott agyi
régidéban.

A legosszetettebb rendszer, amit vizsgaltam, figyelembe vette a Homerl tetramerizacidjat
bévitett rendszernek szamit. Megvizsgaltam, hogy a Homerl tetramerizacidja hogyan hat a
rendszerre, és kiértékeltem a szimuldcidkat, melyben mar az elsddleges komplexekhez képest
joval Osszetettebb komplexeket is kaptam eredményiil a vartnak megfelelGen.

A szimulaciéban tobbféleképpen is meg lehet valésitani egy tetramerizaciét. Azt a
megoldast valasztottam, melyben a rendszerbe a Homerl molekuldkat mar eleve dimerizalt
formaban adtam meg, azaz a molekulat reprezentdld dgensen kétszer annyi kétéhely volt,
mint egy eredeti monomer Homerl molekuldn lett volna. A tetramerizacié pedig igy két mar
dimerizalt Homerl dimerizaciéjaként valoésult meg a szimulacié sordn. Természetesen emiatt
a Homerl gyakorisagat a monomerre kapott érték felére kellett cstkkenteni és egész szamra
kerekiteni. Az, hogy ez a mddszer mennyit ront a pontossagon, attdl fiigg, hogy természetes
allapotaban inkabb monomer, vagy inkabb dimer formajaban talalhaté-e meg jobban a
fehérje. Az utébbi esetben a mddszerem pontosabb, mig az els6 esetben érdemesebb lehet
szétszedni a dimereket és a tetramerizaciot kotésrol kotésre létrehozni - ezzel a tetramerek
gyakorisaga csokken. Tekintve, hogy a Homerl dimerizacié coiled coil szerkezeti motivumon
keresztiil valésul meg, bioldgiailag relevans az obligiat dimerként valé modellezése.

A Homerl tetramerizaciot tartalmazé szimuldcidk hasonlé relativ fehérjegyakorisagokat
eredményeztek, mint az elsddleges komplexek - azaz amilyenek a tetramerizacié nélkiili
szimuldcidk sordan elofordultak. Ugyanazok az elsddleges komplexek rendelkeztek a leg-
magasabb gyakorisaggal, azonban tobb ,egyéb” kategoridba sorolt komplex fordult el6
amelyeknek a gyakorisaga kisebb volt, mint az abrazolashoz meghatirozott kiiszob — az ez
alatti példanyszamban megjelené komplexeket egységesen az ,egyéb” kategériaba soroltam
a kordiagramokon. Ez azt mutatta, hogy tobb olyan komplex is megjelent, ami eredetileg
tetramerizacio nélkiil nem létezhetett. Ezek az Osszetettebb komplexek voltak azok a komp-
lexek, amelyek Homer] tetrameriziciéjanak segitségével tudtak létrejonni. Onmagaban véve
a Homerl tetramerizacidja nem hozta meg a vart szuperkomplexek létrejottét. Csupan
két teljes vagy hidnyos komplex-egyiittes csatlakozott az egyébként négy lehetdségbdl a
tetramerekre. Ez azt mutatja, hogy noha négyszer akkorra komplex 1étrejottére van lehetoség
a tetramerizacio soran, ez az egyes fehérje-fehérje kapcsolatok létrejottének valdszintisége
miatt mégsem feltétleniil valdésul meg, legalabbis a szimulacié koriillményei kozott.

Tekintve, hogy a Homerl tetramerizacidja nem adott vilaszt a szuper-komplexek 1étre-
jottére, ezért a legosszetettebb rendszert is megviszgaltam. Ez alatt azt a szimulaciot értem,
amelyben a Homerl tetramerizaciéjan tul a Shank3 fehérjék képesek az énmagukkal valo
asszociaciora. A SAM doménjiikon keresztiil a Shank3 fehérjék dnmagukban is képesek egy-
mashoz kotédni, és azonos fehérjékbol allé hosszu lancokat kialakitani. Ezek a nagyméretii
lancok igy lehetGséget biztositanak arra, hogy minden egyes Shank3-hoz tudjon kétédni egy
fehérjekomplexekbél all6 oldaldg (kés6bbiekben erre komplexlancként fogok hivatkozni) és
egy Homerl tetramer, ami tovabbi harom lancnak ad lehetéséget csatlakozni. Minden ilyen,
a tetramerhez csatlakozé tovabbi lancon a Shank3 Gjabb Shank3-lancokat képes 1étrehozni,
ezaltal novelve az Gjabb komplex-lancok kialakuldsdnak lehetdségét. Ez a mechanizmus
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szimulaciéim soran meg is tortént. Kiilondsen érdekes eredménynek tartom, hogy a plusz
kotési lehetdségek az eredeti eredményeken az elsédleges komplexek aranyat tekintve nem
vagy minimalisan valtoztattak. Ez azt jelenti, hogy méar a Homerl tetramerizacié és Shank3
Onasszociacié nélkiil is j6l megjésolhatd, mely komplextipusok keriilnek tulsilyba - melyek
lesznek az alapvetd épitGelemei a bonyolultabb komplexeknek. Természetesen az aranyok
megmaradédsa a jéval nagyobb, azaz tobb fehérjét tartalmazé komplexek esetében mar nem
mondhaté el, hiszen t6bb szdz fehérjét tartalmazd szuperkomplexek a Shank3 6nasszociacid
lehet6sége nélkiil nem jottek létre. Az elsOdleges komplexekhez képest joval kevesebb,
mar "elhanyagolhaté" mennyiségben jelentek meg a nagy szuperkomplexek. Mindazonaltal
a fehérjekomponensek szamara vonatkozé egy adott kiiszobindexnél nagyobb komplexek
esetében mar a kevés 1-2 darab komplex is joval nagyobb befolyassal van a posztszinapti-
kus denzitésra, hiszen méretébdl adéddéan egy szuperkomplex kitoltheti majdnem akar a
teljes denzitas java részét is. Ebbol addéddan adott méret utan mar nem 6sszehasonlithaté
a kisebb és elsddleges komplexek gyakorisagaval a nagyobb szuperkomplexek jelentésége.
Erre dinamikus szignifikancia hatért is ki lehet dolgozni, ami a komplex méretétdl (esetleg
a térbeli szerkezetétol - a térszerkezetek modellezésének egy visszacsatolasi lehet&sége a
szimuldcidkra) fiigg.

A legnagyobb komplex 75 komplexlancot kotott dssze egymassal és 4240 fehérjét tartal-
mazott. A szimulaciok szerint a Shank3 fehérje felelGs a legtobb receptor egy komplexben
valé megjelenéséért. A legnagyobb komplex 49 receptort kapcsolt ssze. Ebbdl kifolydlag
a modellink szerint a Shank3 génjeinek kiiitése vagy expresszidjanak csokkentése szétesd
szuperkomplexeket eredményez.
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8.10. abra. A Homer tetramerizacié 6nallé hatasanak vizsgalata:A 238-as régi
eredményei A) Egyszerti bedllitas B) H4 beallitas. A {6 komplexek ugyanazok maradtak,
mint a H4SM bedllitasndl. Az dbra a szerz6 sajat munkaja.

Osszefoglalva, az egyszerti szimuldciéimban az elsédleges komplexek relativ abundancisja
hasonlé volt a H4 és H4SM szimuldcidékhoz ( 8.10. abra), de nagy szuperkomplexek nem
jottek létre. Altaldnosségban elmondhat6, hogy a Shank3 multimerizéci6 és a Homerl tetra-
merizacié novelte a kapott komplexek diverzitasat, tilnyomoérészt az elsédleges komplexek

......

de a Shank3 6nasszociicié mellett mar megjelennek szuperkomplexek.
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A hasonlo6 fehérjegyakorisagok ritkan, de eredményezhetnek eltér6 komplexeloszlast

A szimuldcié informéaciotartalmat vizsgalva harom régiét taldltam kiemelend6nek, a régiok:
H376.VIIL.51_STC id:340, H376.VL.50_V1C id:286, H376.IX.51_MFC id:238. Igy ezeket a
régidkat részletes elemzésnek vetettem ald. Mindegyikhez megkerestem a bemenet alapjan
két-két legkozelebbi régiét és megvizsgaltam az eltéréseket a szimuldcidk kimenetében. Az
elsédleges komplexek ardnyat tekintve bizonyos fokig hasonlé eredményeket kaptam, azonban
minimalis eltérések észrevehetéek voltak. Ezek mar biztosan nem a szimulécié sztochasztikus
jellegébdl adodhattak, mert azok hatasat egy atlagolé eljardssal nagymértékben redukéltam.

A vizsgalt régidk koziil a H376.VI.50__V1C és a H376.VIIL.51__STC (283 és 340) egy-
mashoz kozeli régiénak szamit a kiszamolt metrika alapjan, ezaltal hasonld régidkként
érdemes elemezni az eredményeiket, mégha kiillonbo6z6 agyi teriileteknek is felelnek meg.
Ezek esetében valéoban nagyon hasonlitottak a fehérjegyakorisdgok, mindéssze az NMDA
receptorok és a Homerl fehérjék szama volt kicsit eltéré egymashoz képest. Ahogyan
vartam, a szimuldciék soran az elsddleges komplexek kozel azonosak voltak, és majdnem
azonos mennyiségben is jelentek meg. Akadtak azonban kisebb eltérések, mert példaul az
utébbi régiéban nem jelent meg szamottevé mennyiségen a Shank3 dimer, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a Homerl ardnya a Shank3-hoz képest képes eltolni a Shank3-Shank3
kotések kialakuldsanak valszinliségét is. Ezzel egyiitt még a PSD-95/SynGapl komplex
megjelenésében is valtozasokat figyeltem meg.

Harom hasonlé régié ésszehasonlitasa
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8.11. 4dbra. A legkiugrobb MFC régidhoz a két leghasonlébb bemenetili régié
szimulacidéinak 6sszehasonlitasa. Az dbra a szerzd sajat munkéja.
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238. régio: eliils6 medialis prefrontalis kéreg nagy mennyiségii PSD-95-tel
Az alfejezet eredményeit a [171] cikkben kozéltem.

A legnagyobb kiilénbséget a kimenetben a bemenethez képest a 238-as agyi régidéban
(H376.1X.51_MFC) figyeltem meg, amely az eliils6 medidlis prefrontélis kéreghez tartozé
adatokat reprezental. Ebben a régioban a PSD-95 az osszes fehérje tobb mint 75%-at
teszi ki, ami szokatlanul magas, mivel a tobbi régioban csak ritkén haladja meg az 55%- ot.
mennyiségli PSD-95-6t tartalmaz, korulbelul 75%, de az adatforrasbol nem deriil ki, hogy
diagnosztizaltak-e valamilyen idegrendszeri betegséget ennél a személynél ([30]) .

A receptorokat tekintve az AMPAR abundancidja jéval magasabb, mint az NMDAR-é,
amelynek mennyisége elhanyagolhaté. A Shank3 a masodik legnagyobb mennyiségben
el6fordulé fehérje, mig a GKAP csak kis mennyiségben van jelen. A kimeneti komplexeket
a PSD-95/GKAP, PSD-95/SYNGAP és AMPAR/PSD- 95 binaris kolcsonhatasok uraljak.
A Shank3 f6ként a Shank3 dimerekben talalhaté (lasd 8.11. abra).
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8.12. dbra. A bemeneti fehérje és a kimeneti komplex mennyiségének Gsszehason-
litdsa a 238-as régidoban és a két leginkabb hasonlé bemeneti fehérjeadatokkal
rendelkezd régiéban A, B és C: Bemeneti fehérje mennyisége a 238-as, 239-es és 244-es
régioban. D, E és F: a 238-as, 239-es és 244-es régi6 kimeneti komplexeinek mennyisége. A
kordiagramok a bemeneti fehérjék /kimeneti komplexek frakeiéit mutatjék. A 2-nél kisebb
abundancidji komplexeket 6sszevonjuk, és, egyéb” komplexként jelenitjik meg. A diagramok
azt mutatjak, hogy a bemeneti fehérje boség aranyanak viszonylag kis valtozdsa a komplex
frakcidk jelentOs tjraeloszlasdhoz vezethet. A legnagyobb valtozast mutatd komplexek koziil
ketté (Shank3 dimer, id 1; és Shank3/GKAP, id 4) nem tartalmazza a legnagyobb mennyi-
ségben el6fordulé PSD-95 fehérjét, és megjelenésiik nem is trividlisan fiigg alkotéelemiik
aranyatol. Az dbra a szerz6 sajat munkaja.

Azonositottam a 238-as régidhoz leginkabb hasonlité inputokkal (fehérjegyakorisagi
adatokkal) rendelkez6 két régidt, és osszehasonlitottam a megfelel kimeneteiket (komplex
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eloszlds) egyméssal. Bar a bemenetek nagyon hasonléak (ldsd a 8.12 dbrat), figyelemre méltd
kiilonbségek figyelhetOk meg a kimenetekben, amelyek vilagos példat adnak a fehérje- és a
komplexgyakorisdg kozotti nem trivialis kapcsolatokra, és jol szemléltetik az alkalmazott
szimuldciok hozzdadott informaciétartalmat.

Mindharom régi6 ugyanattol az egyéntdl szarmazik, egy minta a ventrolateralis prefronta-
lis kéregbodl (244. régid), egy masik pedig az orbitalis frontalis kéregbdl (239. régié). Ezekben
a régidkban a Homerl és a SynGAP1 eléfordulasa mutatja a legnagyobb kiilonbséget a 238-as
régidhoz képest. A régidkhoz tartozd komplexeloszlasok kozotti legszembetiindbb kiilonbség
azonban a Shank3 dimerek jelenlétében mutatkozik, amelyek hidnyoznak a 244-es régiobol.
Ehelyett a Shank3 fehérjék tobb nagyobb asszocidtumban taldlhatéak: komplexekben vagy
a GKAP /Shank3 binéris komplexben. J6l lathaté, hogy a valamivel kevesebb GKAP nem
eredményez magasabb Shank3 dimer ardnyt — amit egyébként varhatndnk a GKAP /Shank3
kolesonatasok kialakuldsanak csokkent esélye miatt — , ami nem trividlis kapcsolatot jelez a
bemeneti fehérje gyakorisiga és a komplexképzddés kozott a szimuldcidinkban.

254-es és 339-es régio: hasonlé bemeneti mennyiségek eltéro kimenetei

Az alfejezet eredményeit a [171] cikkben kozéltem.

A 254. régi6, amely megfelel az elsédleges latékéregnek (H376.I1X.52__V1C) és a 339.
régio, mely az elsédleges szenzoros kéregnek felel meg (H376.VIIL.51__S1C), a mésodik és a
harmadik legnagyobb tavolsagkiilonbséget mutatta a bemeneti és kimeneti adatvektorok

kozott. Erdekes médon ennek a két bemeneti fehérjekészletnek mennyisége csak kismértékben
kiillonbozik. A két bemenet a SynGAP1, GKAP és AMPAR fehérjék ardanyaban kiillonbozik.

A 254-es és 339-es szimuldciok komplexei kozotti 6 kiilonbség a PSD-95/GKAP és a
SynGAP1/PSD-95 ardanyban rejlik, amint azt a bemeneti kiilonbségek alapjan is varhatjuk.
Azonban mindkét szimulaciéban a varakozasoknak megfeleléen megjelenik a SynGAP1/PSD-
95/GKAP hérmas komplex, de kevesebb SynGAP1 és tobb GKAP nem vezet a PSD-95
hérmas komplexének kialakitdsahoz. Ebben az esetben (254. kisérlet) a PSD-95(2)/GKAP
magasabb ardnya kizdrja, hogy a GKAP csatlakozzon a SynGAP1/PSD-95 binaris komplex-
hez.

Mindkét régié esetében azonositottam azokat a régidkat, amelyek a legnagyobb hason-
l6sdgot mutatjak a bemeneti mennyiségek tekintetében. A 254-es régi6 esetében (lasd a
8.13 abrat, a legtobb hasonlé fehérjegyakorisagot mutaté régiok komplex eloszlasa is nagy-
mértékben hasonlit egymashoz. Szamszerlien a legnagyobb eltérések a 10-es komplexeknél
figyelhet6k meg (PSD-95/GKAP) A kordiagramokon az 1-es komplex (Shank3(2)) latszélag
hidnyzik a masik két régiébdl, és a 18-as harmas komplex (SynGAP1/PSD-95/GKAP) csak
a 254-es régidban fordul el6. Ennek azonban csak annyi az oka, hogy gyakorisdguk éppen az
abrazolas sordn az egyedi cimkézésre vonatkozé kiiszobérték (2) alatt van.

A 339-es régi6 hasonlo kiilonbségeket mutat a két legkozelebbi régidhoz képest a fehérje-
gyakorisag tekintetében, és a legnagyobb kiilonbség a 17-es (SynGAP1/PSD-95) és a 10-es
(PSD-95/GKAP) komplexek el6forduldsaban is a legnagyobb, ugyanakkor a legnagyobb
ardnyu 8.14). Ttt, bar a 32-es komplex (AMPAR/PSD95) abszolit mennyisége nagyon
hasonlé (13, 14 és 17 komplex a 339-es, 328-as és 340-es régidban), mégis ezek relativ aranya
az Osszes komplexhez képest eltérd.
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8.13. dbra. Bemeneti fehérje és kimeneti komplex mennyiségek a 254. kisérlethez
és a két legtobb hasonlé bemenetet tartalmazé régidkhoz. A) A 254. régi6d
bemeneti fehérje mennyisége, B) a 342. régi6 bemeneti fehérje mennyisége, C) a 255. régi6
bemeneti fehérje mennyisége, D) a 254. régié kimeneti komplex mennyisége, E) a 342. régié
kimeneti komplex mennyisége, F) a 255. régié kimeneti komplex mennyisége. Az dbra a
szerzo sajat munkaja.

A Shank:GKAP interakcié gyengitése korlatozott valtozasokat okoz egyes jol meghata-
rozott régiékban

A vizsgalt mutdcié hatdsdnak elemzéséhez Gsszehasonlitottam az egyes régiék komplex
eloszlasat a vad tipust szimulacidokkal. El6szor a kumulativ komplex eloszlasokat hasonlitot-
tam Ossze az egyes komplexekre végzett t-prébak sulyozott dtlaganak segitségével, ahol a
sulyok a komplexek informacidtartalman alapultak (ldsd Médszerek 8.5.3). Ezek a tesztek
azt mutatjak, hogy a kumulativ komplex eloszlasok a statisztikai szignifikancia hatarain
beliil viltozatlanok maradnak - lasd a 8.8 dbrat - annak ellenére, hogy a Shankl-GKAP
kolecsonhatéas disszociaciés sebessége 6tszor nagyobb a mutansban. Bar a kumulativ p-értékek
nagy eltérést mutatnak, mindegyik 0,05 felett marad, igy altalaban a régiok és komplexeik
tobbségénél a nullhipotézist 5% szignifikanciaval fogadjuk el.

A nagyobb szuperkomplexek esetében kisebb gyakorisagvaltozas is nagyobb szignifi-
kancidval rendelkezik mint a kisebb komplexek esetében, mivel el6bbiek sokkal kisebb
valoszintiséggel alakulnak ki. Ezért a szuperkomplexek esetében a legkisebb megjelenés is
elfogadott és megfelelének tekinthets. A p-értékek variancidja azonban arra utal, hogy a
mutacié nem egyenletesen érinti a régidkat, még akkor sem, ha az Gsszesitett valtozas nem
éri el a statisztikai szignifikanciat.

Az egyes komplexek szintjén azonban néhany jelent6s valtozas mutathatd ki a mutdciét
hordozé esetben a vad tipusthoz képest.

Fontos, hogy a leginformativabb komplex, az AMPAR/PSD-95/SynGAP -értékei 0,05
ald esnek az eredményiil kapott adatkészletek némelyikénél (8.8 dbra). Ez némileg meglepd,
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8.14. dbra. Bemeneti fehérje és kimeneti komplex mennyiségek a 339. kisérlethez
és a két legtobb hasonlé bemenettel rendelkezé készlethez.A) A 339. régié bemeneti
fehérje mennyisége, B) a 328. régié bemeneti fehérje mennyisége, C) a régié bemeneti fehérje
mennyisége 340, D) a 339. régié kimeneti komplex mennyiségei, E) a 328. régié kimeneti
komplex mennyiségei, F') a 340. régié kimeneti komplex mennyiségei. Az dbra a szerzé sajit
munkéja.

mivel ez a komplex nem tartalmazza a mutacié altal érintett kolcsonhatas egyik partnerét
sem. Erdemes tehat megvizsgalni, hogy az egyes partnerfehérjék Shankl és GKAP mennyi-
sége hogyan befolyasolja az AMPAR/PSD-95/SynGAP komplex kialakuldsdban megfigyelt
valtozésokat. Abrazoltam a Shankl és a GKAP bemeneti mennyiségét a leginformativabb
komplexre kapott p-értékekkel szemben (8.8 dbra). Nyilvdnvald, hogy a jelentds valtozasok
nem korlatozédnak a két érintett fehérjét kiillonésen nagy vagy alacsony gyakorisiggal tar-
talmazo régidkra, ami arra utal, hogy a megfigyelt jelenség hatterében tobb fehérje Gsszetett
kolesonhatasa all.

A mutéacié eredményeként azt varjuk, hogy a GKAP feletti rétegben 1évé komplexek,
azaz a membranreceptorokat és a PSD-95-6t tartalmazé komplexek jellemz6bbé véaljanak,
mivel a GKAP és a Shankl kozotti kolecsonhatas 6sszekapcesolja ezeket a komplexeket a
nagyobb szuperkomplexekkel, ahol a Shankl polimerizalodik. Ez a hatds csak a cerebellaris
kéreg régidkban és ott is csak kis mértékben figyelhetd meg. A gyakorisdgokat a S2 dbra
mutatja. A komplexek mennyisége nullardl 1-re valtozik a SynGAP/PSD-95/GKAP (id:9) és
AMPAR/PSD-95/GKAP (id:15) komplexeknél. A t6bbihez képest azonban ezen komplexek
mutéans sejtekben valé megjelenésének jelentosége még mindig nagyon alacsony, ami azt
jelzi, hogy a komplexek eloszldsa foként a legkisebb p-értéki régidkban is hasonlé marad a
vad tipusra jellemz6hoz, igy a valasztott szignifikancia szint elfogadhato.

Erdekes médon a legalacsonyabb p-értékkel rendelkezé régick mind a kisagykéreghez
tartoznak. A kisagy szerkezete és szintjei szignifikdnsan eltérnek a nagyagytol, ami a f6
neurontipusok eltéréseit is jelenti [172]. A kiilonbségeket mar kimutattdk a Shank3 és Shank2
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8.15. dbra. A PDZ domének hengerként, ahol a kaliumcsatornak kozotti tavolsag
36,65A. Az 4dbra a szerz6 sajat munkéja.

fehérjék eléfordulasanak esetében a kisagy kiilonbozé rétegeiben [173], és a kisagy kiilonb6z6
aspektusaiban az ASD-ben [174]. Kozvetlenil nem &llithat, hogy a p-értékekben megjelend
informécié erre a kiilénbségre utalna, de nem kertilheti el figyelmiinket.

Ahhoz, hogy tovabbi betekintést nyerjiink a komplexek gyakorisdganak valtozasaiba, két
régiot valasztottunk ki: a H376.11IB.53  M1C-S1C a legalacsonyabb nem nulla p-értéket
mutatja a leginkdbb informativ komplex (AMPAR/PSD-95/SynGAP) és a H376 esetében.
A TV.54_STR p-értéke a 0,05-6s szignifikanciakiiszob alatt van ugyanarra a komplexre
vonatkozoéan (53 dbra).

A felépitett haromdimenziés modellek

Az els6 fehérje, amely esetében a teljes 3D szerkezeti modell Gsszerakasat megkezdtem, a
PSD-95 volt. Az 6sszerakas soran azt tapasztaltam, hogy a fehérje termindlis szakaszait igy
is nehéz megjeleniteni térszerkezet hidnyaban, mert a fehérjeszekvencidk alapjan létrehozott
kezdetleges szerkezeti modellek nem lettek megbizhatéak, mert szamos helyen jelentosen
eltértek a torzids szogek az elfogadott tartomanyoktél. Az IMP eljaras segitségével épitett
modellekbl megéllapitottam, hogy egy PSD-95 70-75A kozott hidal 4t két Kir2.1 molekulat
a PDZ tandemen keresztiill. A PDZ doméneket hengerként tekintve azt kapjuk, hogy a A
PDZ domain &tlagos hossza 31A és a sugara 7A a . abréan lilaval lathato. Ez lehet az
egyik korlat, amiért a 35A-nal magasabb tévolsiagok esetében a kaliumcsatorndk kozott a
PSD-95 ingézik [175].

A PSD-95 esetében egyetlen olyan szerkezetet taldltam a PDB adatbazisban, amely a
teljes fehérjét lefedte, ez a 2xkx PDB kdédu szerkezet . Ezen a szerkezeten is végigmentem az
altalam meghatarozott validalasi 1épésekkel és arra jutottam, hogy a szerkezet nem annyira
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megbizhat6. Megnéztem az aminosavak kozotti sztérikus ttkozések kiszamitasdval (lasd
abra). Egy dtlagos aminosav tavolsdgot megnevezhetiink, mint kiiszobindex, mert
ebben az esetben nem aminosavanként vizsgaljuk a szerkezetet, de az aminosav szekvencia
szerinti sugarakkal is végig lehet rajta menni és akkor egy részletesebb felbontast kapunk.
Az AlphaFold szerkezetekkel még nem prébéalkoztam, de azokkal tervezek tovabbhaladni.
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8.16. dbra. A) 2xkx térszerkezet fesziiltségtérképe. B) egy példa magas fesziilt-
ségre két aminosav kozott. Az dbra a szerzd sajat munkéja.

Egy NMDA receptort is modelleztem az elérhetd kisérleti szerkezet alapjan (lasd ):
6MM9. Ez a struktira két NMDARI (gén: Grinl) és két NMDAR2A (Grin2A) alegység-
bél all. Az NMDAR2A alegység C-termindlisa képes kotddni a PSD-95 PDZ1-2 tandem
doménjéhez.

Az NMDAR2A alegység C-termindlis szegmensét (a 800-1400. aminosavakat) kis fel-
bontéssal, nagyobb mobilitast megengedve (floppy representation) modelleztem, mivel erre
a szakaszra rendezetlenség miatt nincs elérhetd kisérletes szerkezeti modell. A tal hosszu
rendezetlen régié kezelése optimalast igényel a komplex modellezés soran, és erre még nem
talaltam teljes mértékben kielégité megoldast. A komplex szimuléacidja és a termindlis sza-
kasz mozgasa a termindlis régié gyongysormodelljének kompaktabbd valasat eredményezte,
ugyanakkor alig valtoztatta meg a termindlis végének térbeli helyzetét, ezért sziikséges a
bedllitasok tovabbi tesztelése.

Az emberi fehérjéket reprezentald térszerkezetek hidnyaban sokszor csak més fajokbol
szarmazo szerkezeti modellekre tamaszkodhattam melyek alapjan a huméan szerkezet templat
alapu szerkezeti modellezéssel (,homolégiamodellezés” [176]) allithaté els. Az ilyenfajta
modellezés legnagyobb hatranya viszont az, hogy csak hasonld szekvencidja fehérjék ismert
térszerkezeteire hagyatkozhatunk, amelyek nem feltétleniil reprezentdljak megfelel6en a
modellezett fehérjénk valodi térszerkezetét.

Amennyiben az emberi fehérjére vonatkozé térszerkezet meghatarozéasra keriil, a komp-
lexek modellezését mar konnyebb lesz elvégezni, mert csak ki kell cserélni a modellt az 14j
térszerkezettel. A gyakorlatban az elérheté — tipikusan egérbdl és patkanybdl szarmazo
fehéjékre vonatkozo — térszerkezetei modellek altal lefedett szekvencidk a megfelelé emberi
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Lehetséges komplexek szimulalasa fehérjeabundanciak fiiggvényében
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8.17. 4bra. Az NMDAR/PSD-95 komplex modellezési folyamata A) A korabbi szi-
muldcitk fontos komplexeket mutattak, f6leg primer binaris komplexeket. B) A Protein Data
Bankban elemeztem az egyes fehérjék ismert szerkezetét (beleértve mas fajokbdl szarmazo
nagyon hasonl6 fehérjéket is). C) Elérejelzéseket készitettem a méasodlagos struktirakra
vonatkozdan tobbek kozott rendezetlenség szempontjabdl, hogy megvizsgaljam az ismeretlen
részeket is és megkezdtem a bindris komplexek modellezését. D) A rendezetlen régidkat igy
kisebb felbontdsban, de nagyobb flexibilitdsu gyéngysormodellekkel reprezentaltam az IMP
programban. E) Majd a monomer szerkezetek gyongysormodelljeit felhasznalva az adott
komplexet modelleztem. Az abra a szerzé sajat munkdja.
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szekvencidktol csak néhany poziciéban kiilonboznek, igy nem varhato, hogy a térszerkezetek
kozott 1ényeges kiilonbségek legyenek.

Az, hogy hogyan kezeljiik a térszerkezetek valtozékonysagat, megbizhatdsidgat, az azért
is kulcsfontossagi mert kutatécsoportunk mar el6z6 munkak soran belatta, hogy a poszt-
szinaptikus denzitas fehérjéi szamos kiilonb6z6 interakciot képesek végrehajtani, amely a
denzitds reorganizacidéjaban kulcsfontossagu szerepet jatszhat, melyre Kiss-Téth Annaméaria-
ék bevezettek egy 1ij leirdsra alkalmas fogalmat: Diversity of Potential Interactions (DPT)
[177].
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A mindossze hét PSD fehérjét tartalmazd, specifikus térbeli szervezédés nélkiili model-
link hatarozottan egy nagyon leegyszeriisitett modell, amely tavol all a posztszinapszis
tényleges biologiai Osszetettségétdl. Ezenkiviil az egyszerliség kedvéért minden esetben
olyan helyzetet vesziink figyelembe, amely homozigbota forgatokonyvnek felel meg, azaz
ahol egy adott fehérjének vagy csak a vad tipusd, vagy csak a mutans valtozata van jelen,
de mindkettd egyszerre nincs. Végiil, de nem utolsésorban, a kivalasztott mutaciénak
csak egyetlen jol definialt hatdsat modelleztiik, figyelmen kiviil hagyva az olyan lehetséges
pleiotrép hatasokat, mint példaul a tobbi fehérje expresszids szintjének megvaltozasa, amint
azt pl. szdmos Shank-muticiénal megfigyelték [178]. gy nem vérhaté, hogy a kapott
fehérjekomplex-eloszlasokat kozvetleniil 6ssze lehessen hasonlitani az in vivo helyzetekkel.
Mindezen szempontok elfogadhaté pontossigti modellezése sokkal t6bb adatot igényelne
annal, mint amennyi jelenleg rendelkezésre all. Mindazonaltal azt allitom, hogy a {6 PSD
fehérjék és kolcsonhatasok jol meghatarozott halmazara 6sszpontosité modellrendszeriink
elég Osszetett ahhoz, hogy megragadja a kidolgozott fehérjehdlézatok viselkedésének al-
taldnos aspektusait, mikdzben kezelheté marad az adatelemzés szempontjabél, mivel a
modellben a lehetséges fehérjekomplexek szdma még nem rendkiviil magas. Megfontolasaim
szerint a genotipusok és a fenotipusok — itt fenotipus alatt a szinapszisok identitasdanak
meghatarozasahoz funckionalisan kozelebb allé fehérjekomplex-eloszlasokat értve — mecha-
nisztikus Osszekapcsoldsa, ahol a kiilonb6z6 genotipusok hasonlé fenotipusokhoz vezetnek,
csak kisérleti adatok és modellezési megkozelitések kombinacioja révén lehetséges.

A fehérjegyakorisagi adatsorok eloszlasanak kritikai attektintése

A posztszinaptikus denzitas fehérjéinek kutatdsara létrehozandé a modellhez sziikséges
adatgyljtés kapcsan tobb jelentés anomalidra bukkantam, amely megneheziti az egységes
adatbézis 1étrehozasat.

Az elsd probléma, hogy nem egyértelmii, hogy a vizsgalati alanyok kivalasztdsa milyen
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modon torténik. Mint minden statisztikai jellegli vizsgdlatra, erre is az optimaélis kivélasztas
a véletlenszerii modszer lenne. Nem lehet tudni, hogy a kutatok ismerik-e az alanyok el6zetes
korképét, mely a kés6bbiekben még igen jelentés szerepet fog jatszani vagy jatszhat a kapott
eredmények értékelésében.

Masrészt gondot jelent, hogy az egyes kutatdcsoportok latszolag teljesen 6nkényesen
eltérnek az agy egységes anatomiaban hasznalt felosztasatol. Egyes agyi részeket egyiitt
kezelnek, mig masokat kiilonvalasztanak. Igy a kapott mérési eredmények nem, vagy csak
részlegesen vethetdk Ossze egymadssal. Az adatbéazis szempontjabdl ez azt jelenti, hogy
az agy anatémiai felosztdsat reprezentald kategoéridkba kiilonbozé esetszamok keriilnek.
Mig példaul az 6sszevont agyi teriletek mérési eredményeit nem lehet felhaszndalni, esetleg
mindkét teriiletre 6sszevonva be lehet regisztralni, azonban ez ronthatja az 6sszevetésben a
hiba szazalékot.

Példaul a felhasznalt adataim kozott a legtobb alany esetén az elsédleges motoros kéreg
és az els6dleges szenzoros kéreg kiilon szerepelt, ellenben néhany kivétel esetén a két teriiletet
egyben vizsgaltak és az adat a két teriiletre egylittesen vonatkozik. Ez az Gsszehasonlitast
megneheziti.

Ugyanigy ronthatja a vizsgalati eredményeket az is, hogy bizonyos régiékban talaltam
kiugré mérési eredményeket. Ez az eredmény nem lehet relevans, ha nincs hozza tovabbi
magyarazat. Ugyanis, ha ez csupan egy mérési hiba (hiszen az alany minden agyi teriiletén
jelentésen magas PSD-95 fehérje értékeket regisztraltak egységesen), akkor nem hasznélhaté
fel tovabbi kutatdsi célra. Azonban, ha valamilyen valds biologiai, genetikai eltérés okozza ezt
(melyrél az alanynak nem feltétleniil van tudomdsa), akkor nagyon is relevins az eredménye,
amit nem lehet elhanyagolni.

Gyakorlatilag ez is egy informaciémegosztasi protokollnak tekinthet6. Amelyben a
kovetkez6 pontoknak mindenképp szerepelnie kell:

Véletlenszertien véalasztott alanyok. Elézetes korkép ismeretének tilalma (befolyasolhatja
a kutatot a mérésben - eléfeltevése lehet a varhaté eredményrél) - utéelemzésnél vissza
lehet tekinteni rd. Az agyi teriiletek anatémiai felosztasanak kotelezé hasznédlata (6nkényes
eltérések kikiiszobolése). A kiugr6 (negativ vagy pozitiv irdnyba is) mérési adatok mellett
minden esetben megjeleniteni a megismételt mérés eredményét, vagy azt, hogy ez mar
t6bbszori mérési eredmény. Illetve épp a fent emlitett kiugrd esetek esetében az alanyok
tovabbi vizsgdlata sziikséges mar a korkép ismeretében, mely alapjan esetleg j kutatasi
eredmények sziilethetnek az egyes agyi teriiletek, vagy fehérjék funkcidjaval kapcsolatban,
illetve egyes betegségek kapcsan. A legfontosabb viszont a megfelelé dokumentécié és minden
egyes mérési adathalmazhoz egy megfelel$ cikk elkészitése, amelyben a fenti pontokra is
részletesen kitérnek, mert csakis akkor tudjuk kell6képpen elfogadni azokat, mint tovabbi
vizsgalhato és felhasznalhaté adathalmazok. Célszerl egyazon kisérletsorozatbol valasztani
minden fehérjére vonatkoz6 informaciot - maskiilénben a dimenzidk és a koriilmények
eltorzithatjik az eredményeket.

A PSD-komplexek modelljei — milyen messze vagyunk a val6sagtol?

Az mRNS-expressziés adatok linearis skdlazasaval becsiilt fehérjekopiaszamok nem veszik
figyelembe a transzlicids és poszttranszlacios szabdlyozé hatasokat [179]. Az ilyen hatdsok
a komplexek nagyobb eltérését eredményezhetik az agyi régidk kozott. Idedlis esetben
kozvetlen fehérjegyakorisagi adatokra lenne sziikség a valésdghiibb szimulaciés eredmények



9.3

9.3 Osszefoglalas és tézispontok 91

eléréséhez. Ilyen adatok adott képalkoté — mikroszképos — technikak segitségével nyerhetéek.
Ezek a képalkotd technikdk az mRNS adatokhoz hasonlé ardanyokat mutatnak, mint a
validélas, de a dimenzi6k nem pontos fehérjeszamok, hanem voxelek és intenzitdsok [180],
és az ilyen jellegti adatokbdl lényegesen kevesebb all rendelkezésre, mint a nagyobb skalan
generalhaté mRNS expresszids adatokbdl. A PSD szervezédésének részletes leirasa tovabbra
is kihivast jelent. Bonyolitja a mérete, az alkot6 fehérjék szdma és varidcidi, és legfoképpen
a valtozé sztéchiometria és dinamikus jellege. Bar nagy felbontasu kisérleti adatok allnak
rendelkezésre a binaris komplexekrol, ezek jellemzden csak a kolcsonhaté doméneket és
szegmenseket tartalmazzdk. Alapveto feltételezésiink, hogy a szimulaciok kiegészithetik a ki-
sérleti adatokat, és jelentés mértékben hozzajarulhatnak a PSD természetének megértéséhez.
Az itt bemutatott modellezési megkozelités egy els6 kozelités, amely elsésorban a fehérje-
gyakorisagok valtozékonysagara Osszpontosit, és csak egy hét PSD fehérjébdl allé rendszert
vizsgél, és mindegyiknek csak egyetlen izoformdja (vagy muténs valtozata) taldlhaté meg
benne, igy ez a teljes PSD-nek egy erésen leegyszertisitett részhalmaza. Igy Gsszetettsége
tavol all a PSD tényleges szervezodésétol. Kovetkezésképpen eredményeim nem fordithatok
at kozvetleniil a PSD-ben ténylegesen megjelené komplexek valés eloszlasara a kiillonb6z6
neuronokban. A pontosabb szimuldciékhoz kvantitativ adatokra lenne sziikség a kozvetlentil
fehérjeszinten taldlhaté mennyiségekre, megfeleld kotési dllanddkra és a komplexek 3D-s
szervezddésének figyelembevételére, valamint a posztszinaptikus régién belili lokalizacidjara.
Emellett a komponensek dinamikus cseréje, az 0j fehérjék hozzaadasanak térbeli iranya,
valamint a fazisszszeparacié jelensége mind olyan kérdések, amelyek varhatéan hozzajarulnak
a komplexek tényleges eloszlasdhoz in vivo.

Szimuldciéim ugyanakkor mar tAmpontokat adnak a f6bb PSD-fehérjék kozotti legrelevan-
sabb 0Osszefuggésekre, és ravilagitanak az adott fehérjék hozzaférhetoségében bekdvetkezett
véltozésokra. Igy bar a modellek nem kozelitik meg a valés eset bonyolultsdgat, megkozeli-
tésem alkalmas arra, hogy atfogd képet adjunk a PSD {6bb szervezdelveirol.

Osszefoglalas és tézispontok

Tézis 1 Irodalmi adatok alapjan el6készitettem a posztszinaptikus denzitds (PSD) fehér-
jehalozatanak leegyszeriisitett modelljét, mely 7 f6 fehérjét tartalmaz és bemenetként
hasznalhato fehérjekomplexek eloszlasat szimuldlé rendszerbioldgiai szamitasokhoz. Exp-
resszi6s adatok alapjan a hét fehérjét Gsszesen 524 kiilonb6z6 gyakorisagi Osszetételben
vizsgaltam a Cytocast szoftver segitségével. [171]

Irodalomkutatéas soran kisérleti adatokat gytijtottem fehérjegyakorisagokra adott alanyok
adott agyi régiéira lebontva [30]. Mindazondltal a fehérje gyakorisdg mellett annak a
valosziniisége, hogy két fehérje taldlkozik egymassal fligg a szimuldcids racs méretétol és
a szimulacios idotol is, nem csak a fehérjék gyakorisagatol. Ezért lefuttattam szamos
szimuléciét, amelyek soran tobb kiillonb6z6 metaparamétert is megvizsgaltam és a lehetséges
jelent6sen nem befolyasolta az eredményeimet az elsédleges komplexek aranyat illetden. Az
azonos metaparaméterekkel és beallitdsokkal t6bbszor is lefuttattam ugyanazt a szimulaciot
a konfidencia intervallumokat is figyelembe véve. A legtébb komplex esetén azt kaptam,
hogy 40 ismétlés mar elegendének bizonyult ahhoz, hogy a sztochasztikus ingadozasokat
kisimitsam hasznalhaté mértékben és a konfidenciaintervallum sugariat 1 db komplexre
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szlikitsem. Ez azt jelenti, hogy 40 szimulici6 kiértékelése soran méar elég robusztus az
eredmény halmaz és elfogadhato.

A szimulédcidk elvégzéséhez szamos Python kddot irtam, mind a kisérletes adatokbdl
valé bemeneti fajlok legenerdlasa, mindpedig a kimeneti fajlok kiértékelésére.

Tézis 2 Eljarasokat dolgoztam ki a PSD modell szimulaci6ibdl kapott fehérjekomplex-
eloszlasok Osszehasonlité elemzésére. Az eljardsok lehet6vé teszik az egyes fehérjekomple-
xek egyértelmil azonositasat és ennek segitségével a kiillonbozd szimulaciés eredmények
Osszevetését eltérd kiindulédsi fehérjegyakorisagok és a partnerkotési tulajdonsagokat
befolyasolé mutacidk esetében is. [171]

Szimulaciéim f6 megfigyelése az, hogy a kialakulé komplexek eloszlasa bonyolult kapcso-
latban all az 6ket alkoté fehérjék boségével. A sok lehetséges kolcsonhatas miatt az adott
fehérjék rendelkezésre allasa egy bizonyos komplex kialakitdsdhoz minden lehetséges partner-
t6l fligg, jelentos kolesonos fliggést biztositva a kiillonbozé fehérje-asszociacidk gyakorisaga
kozott. Mig a partnerfehérje nagyobb gyakorisaga egyszerii esetekben nagyobb koétédési
valosziniiséget jelenthet, mas forgatokonyvekben ez a gyakorisag a gyakoribb partner sok
kiillonb6z6 komplexbe torténé megkotéséhez vezethet, attol fiiggben, hogy tovabbi partnerei
elérhetok-e.

Tézis 3 Megdllapitottam, hogy a keletkezd fehérjekomplexek eloszlasa és az egyedi fe-
hérjék gyakorisaga kozotti kapcsolat Osszetett, csak szimulacidkkal térképezhetd fel.
Nagyon hasonl6 kiindulasi fehérjegyakorisagok is eredményezhetnek jelentésen eltér6
fehérjekomplex-eloszlast, melynek a szinaptikus elmélet alapjan funkciondlis jelent6sége
lehet. [171], [181]

Az elvégzett szimuldcidk azt mutattak meg, hogy a felbukkant komplexek bésége nem csak
a kezdeti fehérje mennyiségtdl fiigg, hanem a lehetséges kotéseknek is jelentés hatdsa van ré.
Egy bizonyos fehérjét tartalmazé komplex gyakorisdga inkabb fligg a fehérje szomszédainak
gyakorisagatdl, mint magatol az adott fehérje gyakorisagatol.

Szintén megfigyelhetd volt, hogy ha adott egy kdzepes mennyiségii fehérje, de van egy
sokkal gyakoribb kétépartnere (,,szomszédja”), akkor, a kozepesen gyakori fehérjét tartalma-
z0 komplex megjelenésének valdszinlisége magasabb, mintha annak a fehérjének kozepesen
gyakori szomszédja lenne. Kisebb komplexekbdl nagyobb komplexek Osszealldsdnak mérlege-
lésekor a kozos szomszéd fehérjebdsége is fontos, de forditott aranyban. Ha a kozos szomszéd
nagyobb mennyiségben van jelen, akkor kevésbé valészinili, hogy a két fehérje ugyanazon
k6zos szomszédhoz kot (egy masikat hamarabb megtaldlnak). A Cytocast kimutatta, hogy
ebben az esetben kevesebb az esélye annak, hogy a két komplex, vagy fehérje ugyanabban a
komplexben lesz megtalalhaté.

A szimuldciok segitségével azt is bemutattam, hogy a tobb szdz fehérjét tartalmazo
szuperkomplexek kialakuldsdhoz nem elegend6 a Homerl tetramerizaciéja, hanem sziikséges
mellé a Shank3 6nasszociacios tulajdonsaga is. Mindazonaltal a szuperkomplexek méretét
maéar befolyasolja a szimuléacids id6.

A bemutatott példak a hasonld fehérjekészlettel rendelkez6, de a komplexeket eltérd
eloszlasban tartalmazé régidkra azt sugalljak, hogy a kivilasztott fehérjék lokalis szintézise
és lebomlasa a fehérjekomplexek olyan mértéki tjraeloszlasdhoz vezethet, amely jelento-
sen megvaltoztathatja a szinapszis ,,azonossagat”. A helyi mRNS transzlacié jelenléte a
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dendrittiiskékben, amelyek tobbek kozott PSD-fehérjéket termelnek, jol ismertek, és szdmos
neurondlis folyamattal, példaul késéi fazisi LTP-vel [182] 6sszefiiggésbe hozhaték. Hasonlo
komplexeloszlasok érhetdk el az alkotd fehérjék kiilonb6z6 kombindcidival, ami lehetéséget
biztosit a funkciondlisan hasonlé allapotok elérésére.

A mutacidk mechanikus 6sszekapcsolasa az altaluk okozott fenotipusokkal sokszor nem
trivialis feladat, kiilonosen akkor, ha a mutécié egy rendkiviil Gsszetett fehérjehalézatot
zavar meg. Ez a jelenség jol ismert az idegrendszeri fejlodési rendellenességek esetében,
ahol a hasonlé megfigyelt fenotipusokat szamos kiillonb6z6 mutacié okozhatja. Példaul a
Phelan-McDermid-szindrémara vonatkozdé kozelmultbeli ajanlds a mogottes genetikai okra
helyezi a hangsulyt, mivel a fenotipusok nagyrészt nem specifikusak, és altalaban szamos
idegrendszeri fejlédési betegségben el6fordulhatnak [105].

A mutéacidk specifikus hatdsa rejtélyes lehet, kiilonosen akkor, ha szamos kiilonb6z6 szo-
vetben jelenlévo fehérjéket érintenek. Ez kiilonosen igaz azokra a sejttipusokra, amelyekben
még a fObb partnerek és interakcidk is azonosak. A neuronok sokfélesége a posztszinaptikus
fehérjék eltér6 mennyisége szempontjabdl egyediilallo lehetdséget kindl specifikus mutaciok
hatasanak feltarasara egy Osszetett, de mégis leegyszeriisitett tébbkomponensii rendszerben,
amely azonos épitéelem-készlettel rendelkezik. A szimulécién alapulé megkozelitésiink,
amely a fehérjekomplexek képz6désére fokuszal, amint azt az alkotd fehérjék bosége és
kolcsonhatasai hatdrozzak meg, feltarja, hogy egy adott kdlcsonhatast gyengité mutacio
hatasa nagymértékben fiigg a rendszerben 1évo Gsszes interakcios partner elérhetéségétol. A
kolcsonhatasok Gsszetett kolesonos fiiggése egy olyan forgatékonyvhoz vezet, amelyben a
fehérje komplexek eloszlasanak altalanos valtozéasai altalaban finomak, és csak néhany komp-
lex képz6dése van jelentGsen befolyasolva, és ez a hatas egy jol meghatarozott, specifikus
fehérjét tartalmazé sejthalmazra korlatozhatéd. Mig a kdzkeletli bolesesség azt sugallja, hogy
a mutalt fehérjéket tartalmazé fehérjekomplexek a leginkdbb érintettek, és azokban a sejtek-
ben, ahol ezek bdségesek, eredményeink azt mutatjak, hogy a legkevesebb érintett fehérjét
tartalmazoé sejtek is a sériilékenyek kozé tartoznak, és a leginkabb érintett fehérjetarsulasok
csak kozvetve kapcsolédnak a ténylegesen meggyengiilt interakcidhoz. Szimulaciéink arra
utalnak, hogy a kisagy érintett agyi régié lehet, sszhangban a szakirodalomban talalhato
eredményekkel [172]-[174].

Tézis 4 Megmutattam, hogy egy hipomorf, azaz egy adott fehérje-fehérje kolcsénhatast
csak kismértékben gyengité mutdcié hatdsa jelentésen fiigg az adott sejtekre jellemz6
fehérjegyakorisagoktdl, emiatt csak adott sejtekben vagy sejttipusokban okoz szigni-
fikdns valtozast. Mindemellett az is jellemzd, hogy a legnagyobb valtozast mutato
komplexek nem feltétleniil azok, amelyekben valtozassal érintett interakciés partnerek
szerepelnek.[169]

Eredményeim arra is utalnak, hogy a fehérje expresszids szintjét (is) befolydsolé mutaciok
komolyabb hatést fejtenek ki, mint azok, amelyek mérsékelten zavarjak az adott interakciot.
Réadésul a rendszerben a redundancia hatdsa (pl. Shankl-Shank3) nemcsak azt okozhatja,
hogy az egyes izoformak kozvetleniil atveszik egymas szerepét, hanem csokkentik a kozvetitod
hatasokat, pl. itt a legfontosabb komplex gyakorisaganak valtozasat mindig a mutanshoz
hasonlé kotédési mintazata fehérje jelenléte mérsékelné.
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Tézis 5 Kidolgoztam egy munkafolyamatot a posztszinaptikus denzitasra jellemzo egyes
nagyméretil, tobbkomponensii fehérjekomplexek lehetséges haromdimenziés szerkezetei-
nek modellezésére. [175], [183], [184]

Az eljaras két, parhuzamosan futd részbol all, amelyeket késébb lehet integralni egy
kozos modellben - eképpen a Kar két kutatocsoportjanak munkajat is 6sszekoti a folyamat.
Az egyik iranyvonal fehérjekomplexek kialakuldsanak nagyskalas szimulacidja Gillespie
algoritmussal, az eljaras masik irdnyvonala a térszerkezeteken és a szekvencidk annotéaciéin
alapszik és figyelembe veszi az egyes fehérjék mint alkotdelemek haromdimenzids jellegét.
Ebben az esetben a fehérjékbdl gyongysormodellt hozunk létre, ezaltal egy valodi kiterjedéssel
rendelkez6 objektumként tekintiink rajuk. Arra jutottam, hogy a két irdnyvonal 6tvizése nem
trivialis, de egymasbol szarmazé ismeretekkel vegyithet6. Megmutattam, hogy becsiilhetd a
nanoklaszterek térigénye és, hogy a rendezetlen/ismeretlen fehérje régiok kezelése osszetett
folyamat, mely nagyban befolydsolja a modellt.

Kutatasom kilatasai: lehetséges hosszitava iranyai és kibontakozasa

Az ebben a tézisben foglaltak szamos médon kibovithetoek, és szeretnénk is kiboviteni azokat.
Kutatasom f6 mozgatérugdja, hogy Osszefiiged, atfogd képet kaphassunk a posztszinaptikus
denzitasrol, melyhez a kutatocsoport munkaja is hozzajarul. Ebbe munkam kezdetleges
betekintést nytujt. Eképpen, ahogy halad elére a kutatécsoport, tgy adott részkutatés
eredményeit integralni lehet a kidolgozott eljarasi folyamat segitségével. Pontosithatéak
kotési allandok, 4j mutdcidk figyelhet6ek meg, szerkezeteken lehet javitani. Megfigyelt
sztérikus gatlasokat implementalhatunk. Bels6é dinamikai informéaciékkal valtoztathatjuk a
domének elérhetéségét - szamos konforméaciét modellezhetiink. Bévithetjiik a fehérjék szamat.
Kompeticidékat vizsgalhatunk meg. A modell kib6vitése kihivasokkal teli folyamatos utazas,
amellyel 4j és eddig kevésbé értett néz6épontbdl tekinthetiink erre a komplex fehérjehdlézatra.
Szamos 1j biolégiai folyamatot fontolhatunk meg és adhatunk modelliinkh6z, hogy kézelebb
keriiljiink a nativ biolégiai rendszerekhez - kezdve foszforilacidk hatdsatol, fehérje lebomlason
at kiilsé expresszios szinteket befolydsolé tényezdkig. Erdekes kérdés, hogy a cink hogyan
hat az oligomerizaciéra - ténylegesen tud-e 1étrejonni hosszt Shank-lanc a nanodoméneken
keresztiil, vagy az ilyen szuperkomplexek — melyek szimuldciéimban is 1étrejohetnek — mar
nem képezik a posztszinaptikus denzitas aktiv részét.
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S1. dbra. p-értékek agyra vetitve Az dbra harom nézetben mutatja az agyat, amelyeken
kiilonb6z6 szinek jelzik a p-értékek eloszldsat az agyteriileteken. A szinek intenzitdsa a
p-értékek nagysagat jelzi, a szinskala pedig 0-tél 52-ig terjedd értékeket abrazol. Mivel a p-
értékek alacsonyka onmagaban, az adott értelmezheto és szinezheto intervallumra vetitettem.
Magas szignifikancia (alacsony p-érték), ami azt jelzi, hogy az adott teriileten megfigyelt
valtozasok nagy valdsziniliséggel nem véletlenek. Az abra célja illusztracio.
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S3. 4dbra. Komplex abundancidk a régidkban:: A) H376.111B.53__M1C-S1C

vadtipus B) H376.IIIB.53_MI1C-S1C mutdns D) H376.IV.54 STR vadtipus E)
H376.1V.54_STR muténs. A komplexek a kovetkezék: 0:NMDAR/PSD-95;1:NMDAR/PSD-
95/SYNGAP;4:PSD-95/AMPAR;5:PSD-95/AMPAR/SYNGAP;6:PSD-
95/AMPAR/SYNGAP/GKAP;8:PSD-95/SYNGAP;10:PSD-
95/GKAP;218239:GKAP /SHank1;221654: GKAP /SHank1/Homer1;222783:Homer1-
tetramer. A &bra (Wild-type): A wild-type mintdban a legnagyobb mennyiségben a
PSD-95/AMPAR/SYNGAP komplex (z6ld) talalhat6, amit a PSD-95/AMPAR (sarga) és
a NMDAR/PSD-95/SYNGAP (kék) komplexek kévetnek. B dbra (Mutans): A mutans
mintadban hasonlé eloszlas figyelheté6 meg, de bizonyos komplexek mennyisége csokkent,
jelezve, hogy a mutacié hatdssal van a komplexek kialakuldsira. D dbra (STR vadtipus és
muténs): Az STR vadtipus és mutans mintak dsszehasonlitdsa hasonld trendeket mutat, de
a mutans minta esetében ismét csokkenés figyelhetd meg egyes komplexek mennyiségében.
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S4. dbra. Komplex abundancidk a régidékban: A) H376.XI1.50_HIP vadtipus B)
H376.X1.50__HIP mutéans C) H376.VII1.53__MD vadtipus D) H376.VII1.53_ MD muténs.
A komplexek a kovetkezék: 0:NMDAR/PSD-95;1:NMDAR/PSD-95/SYNGAP; 4:PSD-
95/AMPAR;5:PSD-95/AMPAR/SYNGAP;6:PSD-95/AMPAR/SYNGAP/GKAP;8:PSD-
95/SYNGAP;10:PSD-95/GKAP;218239: GKAP /SHank1;218240;218242 és 218243: variacioi
a GKAP/SHankl/SHank1;221654:GKAP /SHank1/Homer1;222783:Homer1-tetramer
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S5. abra. Szilouette értékek kiilonb6z6 mennyiségli klaszter esetén. (K-means). K=2
Klaszter: A bal fels6 kép azt mutatja, hogy két klaszter esetén az adatpontok nagy része
pozitiv szilouett értékkel rendelkezik, ami azt jelzi, hogy a klaszterezés viszonylag j6. K=3
Klaszter: A jobb felsé kép azt mutatja, hogy harom klaszter esetén is sok adatpont pozitiv
szilouett értékkel rendelkezik, de néhany negativ érték is megjelenik, ami azt jelzi, hogy
néhany adatpont nem illeszkedik jol a klaszterekhez. K=4 Klaszter: A bal alsé kép
négy klaszter esetén mutatja az eloszlast, ahol az adatpontok tobbsége még mindig pozitiv
szilouett értékkel rendelkezik, de a negativ értékek aranya novekszik. K=5 Klaszter: A
jobb alsé kép azt mutatja, hogy 6t klaszter esetén az adatpontok kozott tobb a negativ
szilouett érték, ami arra utal, hogy az 6t klaszter nem feltétleniil optimdlis az adatok
klaszterezéséhez.
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13.Kiegészito Tablazatok

virtual domains are non-globular binding regions defined to represent the interactions
interactions are defined with proteinname_domainname of the two interacting proteins

Input Proteins with Uniprot ID and Domains

Protein Name | Gene Symbol | UniProt ID | Domains (or virtual domains)
NMDAR GRIN2B Q05586 "CNMDAR'

AMPAR GRIA1 P42261 "CAMPA'

PSD-95 DLG4 P78352 "PDZ","PDZ","PDZ","SH3"," GK"
SynGAP SynGAP QI6PVO "CSYNGAP'

GKAP DLGAP1 Q5VSY0 "GBRS","GH","CGKAP"

Shank1 Shank1 Q9Y566 "SH3","PDZ","SAM","virtual EVH1"
Homerl homerl Q86YMT7T "EVH1"
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13. Fejezet: Kiegészito Tablazatok

Domain-domain interactions

Domainl Domain2
HOMERI1_EVH1 | SHANK1 virtualEVH1
HOMERI1_HK HOMER1_HK

GKAP1 CGKAP | SHANK1 PDZ

DLG4_PDZ GRIN2B__CNMDAR
DLG4_PDZ GRIA1_CAMPA
DLG4_PDZ SYNGAP1_CSYNGAP
DLG4_GK GKAP1 GBRS

SHANK1_SAO0 SHANK1_SA1

Abbreviations of brain regions
A concise summary of the major functions of the brain regions in the input dataset

Abbreviation {brain region}

Ocx occipital neocortex

M1C primary motor cortex

S1C primary sensory cortex

AMY amygdaloid complex

MGE medial ganglionic eminence

STC posterior (caudal) superior temporal cortex (area 22c)
URL upper (rostral) rhombic lip

CGE caudal ganglionic eminence

DTH dorsal thalamus

MFC anterior (rostral) cingulate (medial prefrontal) cortex
DFC dorsolateral prefrontal cortex

OFC orbital frontal cortex

LGE lateral ganglionic eminence

ITC inferolateral temporal cortex (area TEv, area 20)
HIP hippocampus (hippocampal formation)

VFC ventrolateral prefrontal cortex

PCx parietal neocortex

TCx temporal neocortex

Al1C primary auditory cortex (core)

Vi1l primary visual cortex (striate cortex, area V1/17)
STR striatum

IPC posteroventral (inferior) parietal cortex

CBC cerebellar kortex
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Function of brain regions

Abbreviation region function

Ocx visual processing

M1C pyramidal cells, motoric funtions

S1C sensory funtions

AMY emotions and fear

MGE GABAergic cell production

STC language, mediates spatial awareness, exploration
URL granule cell production

CGE progenitor, interneurons, striatal spiny neurons
DTH supports adaptive decision-making

MFC decision making, morality

DFC social cognition (working memory, planning)
OFC decision making

LGE tangential mingration og GE origined cells
ITC recognition of familiarities, spelling

HIP memory

VFC motor inhibition, updating plan

PCx sensory information integraion, declarative memory
TCx sensory input processing

Al1C sound processing

Vi1C perception of visual object ,working memory
STR coding of social action and reward

1PC maintaining attention

CBC

equilibrium dissociation constants found in literature Zhang et al. reconsituted PSD values

Domain 1 domain2 kd (uM) kon koff  reference mutant koff calculated
HOMER1 EVH1 SHANKI1 virtualEVH1 3,00 1 3,00 23

HOMER1_HK HOMER1_HK 1 1,00 23

GKAP1 CGKAP SHANKI1 PDZ 0,02 1 002 23 0,11

DLG4_PDZ GRIN2B__ CNMDAR 10,00 1 10,00 23

DLG4_PDZ GRIA1_CAMPA 1,00 1 1,00 23

DLG4_PDZ SYNGAP1_CSYNGAP 0,20 1 0,20 23

DLG4_GK GKAP1_GBRS 0,10 1 0,10 23

SHANK1_SA0 SHANK1_SA1l 1 1,00 23



MMD AR,
SynEAR

PEC-95
Eltérd kapcsolatok

i

Eltérd viselkadés

GRAP

Harmer
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Multimerizalédott fehérjelancok kinyerése szuperkomplexbdol

def getChains(complex,protein):
protIndices=find_indices(complex["structure"], lambda e: e==protein)
pairs=[]
for binding in complex["bindings"]:
if (binding["first_p"] in protIndices and binding["second_p"] in
— protIndices):
pairs.append([binding["first_p"],binding["second_p"1])
pairs=np.array(pairs)
prots={}
for pair in pairs:
for prot in pair:
if (prot in prots):
prots[prot]+=1
else:
prots[prot]=1
terminals={}
for key in prots:
if (protslkeyl==1):
terminals[key]=True
chains=[]
for key in terminals:
pid=key
chain=[pid]
if (terminals[key]):
neighbours=2
while neighbours !=1:
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for pair in pairs:
if (pid == pair[0] and pair[1] not in chain):
pid=pair[1]
chain.append(pid)
neighbours=prots[pid]
if (neighbours==1):
terminals[pid]=False
if (pid == pair[1] and pair[0] not in chain):
pid=pair [0]
chain.append (pid)
neighbours=prots [pid]
if (neighbours==1):
terminals[pid]=False
chains.append(np.array(chain))
chains=np.array(chains)
return chains

Levelek kiszedése

def getLeaves(complex) :
psd95s = find_indices(complex["structure"], lambda e: e == "DLG4")
psd95sNeighbours = []
for psd95 in psd95s:
leaves = []
psd95N = {3}
for binding in complex["bindings"]:
if binding["first_p"] == psd95:
leaves.append(complex["structure"] [binding["second_p"]1])
if binding["second_p"] == psd95:
leaves.append(complex["structure"] [binding["first_p"1]1)
psd95N["leaves"] = leaves
psd95N["ID"] = psd95
psd95sNeighbours . append (psd95N)
return psd95sNeighbours

Szerkezetek osszehasonlitasa

def complexEqual2(_complex, complex_):
if complexEqualNeighbors(_complex, complex_):
if assignLeaves(_complex, complex_):
if getLens(getChains(_complex, "SHANK1")) ==
— getLens(getChains(complex_, "SHANK1")):
if assignPositions(_complex, complex_, "SHANK1", "DLGAP1"):
if assignPositions(_complex, complex_, "SHANK1",
— "HOMER1"):
return True
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else:
return False
else:
return False
else:
return False
else:
return False
else:
return False

Komplex relevancia kiszamitasa

pca2 = PCA(n_components=524)

pca2.fit(X)

eigenvectors = pca2.components_

print(len(eigenvectors))

feature_importance=np.zeros(len(eigenvectors[0]))

for i in range(len(eigenvectors)):
feature_importance+=pca2.explained_variance_ratio_[i] * 1 /
— sum(abs(eigenvectors[i])) * abs(eigenvectors[i])

print ("Feature Importance")

print (feature_importance)

with open(asksaveasfile(initialfile='feature_importance.npy',
defaultextension=".npy") .name, 'wb') as f:
np.save(f, feature_importance)

print (sum(feature_importance))

MultiParos T-préba kiszamitasa

def MultiPairwaiseTtest():
from google.protobuf.json_format import MessageToDict
import scipy.stats as stats
exp = Experiment (fd.askopenfilenames(title="Experiment Binaries"))
print([field.name for field in exp.complexes.DESCRIPTOR.fields])
print([field.name for field in
< exp.complexes.complexes.__getitem__(0) .DESCRIPTOR.fields])
IDs = []
i: int
for i in range(len(exp.complexes.complexes)):

IDs.append(exp.complexes.complexes.__getitem__(i).ID)

with open("colorsfilename") as f:
colorsdata = json.load(f)
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colorsandtypes = colorsdatal['"colors"]
colors = colorsandtypes [0]
region_types_set = colorsandtypes[1]
region_names = colorsandtypes[2]
region_types = colorsandtypes[3]

avgs=[]
feature_importance = np.load(fd.askopenfilename(title="Feature

—

Importance"))

count=0
for region in region_names:

Ttest_of one_condition = {}
count+=1
print (count)
for i in range(len(IDs)):
dict = {}
for abd in
— exp.complexes.complexes.__getitem__(i).occurrences[0] .abundance:
if (abd.condition ==
« region.split("\\") [3][:-4] .replace('_",

o "= .lower()):

dict["WT"] = abd.values
break
if "WT" not in dict:
dict["WT"] = np.zeros(40)
for abd in
— exp.complexes.complexes.__getitem__(i).occurrences[0].abundance:
if (abd.condition == 'm-hom-' +
— region.split("\\") [3][:-4].replace('_"',

dict["MT"] = abd.values
break
if "MT" not in dict:
dict["MT"] = np.zeros(40)
test=stats.ttest_rel(dict["WT"], dict["MT"])
if (not (np.isnan(test[0]) or np.isnan(test[1]))):
Ttest_of_one_condition[i]=test

with open('savefilename', 'w') as outfile:
json.dump(Ttest_of_one_condition, outfile)

sum=0
for key in Ttest_of_one_condition:

|_|)
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sum+=feature_importance [key] *Ttest_of_one_conditionl[key] [1]
avg=sum
avgs.append(avg)
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