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1 Bevezetés

1.1 Funkcionalisan rendezetlen fehérjék és interakcioik

Miéta megddlt a dogma, hogy egy fehérje aminosavsorrendje (elsédleges szerkezete,
azaz szekvencidja) egyértelmlien meghatdroz egy kompakt, feltekeredett
haromdimenziés szerkezetet (mésodlagos és harmadlagos szerkezeti elemeket), és ez
a szerkezet egyértelmlien meghatarozza a funkcidjat, azéta robbanasszeriien nétt
azon adatok mennyisége, miszerint az eredendden rendezetlen fehérjék tobben
vannak, és fontosabb szerepet tdltenek be, mint azt korabban képzeltik. A
rendezetlen fehérjék (intrinsically disordered proteins/regions, IDPs/IDRs) nativ
allapotban, fiziologias koriilmények kozott 1s sokféle konformaciot képesek felvenni,
ennek koszonhetden valtozatos funkcidkat képesek betolteni az él6 szervezetekben
[1-11]. Ezek a fehérjék szerkezeti sokasdgként reprezentalhatéak [6,12—14].

Minden fehérje esetében altalanos alapvetés, hogy a feladata(i) ellatdsa sordn mas
molekulakhoz kapcsolédik. Ez a partnermolekula lehet példaul masik fehérje,
valamilyen nukleinsav (DNS vagy RNS), oligoszacharid vagy lipid (kett§s membran).
A globularis fehérjék rugalmassaga limitalt, ezért a feladatuk ellatasahoz sziikséges
interakcidk kialakitdsara (dokkolds) is korlatozottak a lehetdségeik. Szerkezetre
gyakorolt hatas szempontjabol tobbféleképp csoportosithatjuk a fehérje-fehérje
interakciokat. Az egyik kapcsolodasi lehetGség a globularis fehérjék esetében szinte
semmilyen szerkezeti valtozassal nem jar, a j6l definialhatdé szerkezetd, és jol
definidlhaté feladattal biré fehérjerészlet (domén) az epitép felszinen interakciéba 1ép
a partnerrel, azaz ligandummal (kulcs-zar modell). Masik esetben az interakcié
kialakulasa soran a vizsgalt fehérje szerkezete megvaltozik, vagy a kolcsonhatas
kialakuldsa elétt (konforméciés szelekcid), vagy pedig annak kovetkezményeként
(indukalt illeszkedés). A valésdgban 4ltaldban utébbi két mechanizmus valamilyen
kombindciéja valésul meg [15].

Mig a globularis domének esetében a fentebb leirt valtozasok altalaben nem
valtoztatjak meg dramaian a szerkezetet, a rendezetlen fehérjék mikodésének
leirdsakor nem tekinthetiink el nagymértékd flexibilitdsuktél [16]. A rendezetlen
fehérjék konformacidos sokasagokat alkotnak, egyidejlleg sokféle kiilonbozo
konformer allapotban léteznek vizes oldatban (igy a sejteken beliil is). Globuléris
partnereikhez gyakran néhany aminosavas szakaszokon, un. roévid linearis
motivumokon (Short Linear Motifs, SLiMs) keresztiil kapcsolédnak [17]. A SLiM-ek
tipikusan 3-10 aminosav hosszi szakaszok, atlagosan feleakkora feliileten keresztil
érintkeznek a ligandummal mint egy rendezett fehérje, és altalaban véve
alacsonyabb a kotési affinitasuk mint a domén-domén interakciés partnereknek.



Jelenlegi elméleteink szerint ennek oka, hogy a kotés soran bekdévetkezd
rendez6déssel egyltt jaré entropiacsokkenés a kotési szabadentalpia-valtozas
abszolut értékét csokkenti. Ezen tulajdonsagaik miatt viszont a rendezett partnerek
kozotti kolecsonhatasokkal megvaldsithatonal sokkal kifinomultabb szabalyozasi,
modulalasi lehetdségeket kinalnak. Rendezetlen régidkra sok esetben jellemzd az
ugyanazzal a partnerrel valé tobbféle kolecsonhatas lehetosége: bivalens fehérjék
esetében kett6, multivalens partnerek esetében tobb SLiM szekvencia azonosithato
ugyanahhoz a ligandumhoz, amik tipikusan nagyobb affinitasi kétddést mutatnak,
mint a monovalens interakciés partnerek [18]. Egyre tobb példa tdmasztja ald, hogy
a rendezetlen fehérjékre altalanossagban jellemz6 a multivalens koétédés, valamint
az egyidejileg tobbféle partnerrel valé interakci6 kialakitdsanak a képessége [19]. A
multivalens komplexek sokféle format olthetnek, de jellemzd kozos tulajdonsaguk,
hogy egy globularis, egyértelmiien meghatarozott 3D szerkezettel bir6 domén is részt
vesz a komplex kialakitasaban az IDP/IDR mellett [20].

A rendezetlenség alapvetSen meghatdrozé tulajdonsig a Aub (csoméponti, kézponti)
fehérjék altal kialakitott multivalens interakciékban. Egy sejt teljes interakcids
halézataban a fehérje-fehérje interakciés mintazat nem egyenletesen oszlik el,
hanem hatvanyfiiggvénnyel irhaté le: a legtobb résztvevé kevés partnerhez
kapcsolodik, mig néhany szerepld a haldézat csomoépontjaiban helyezkedik el. Az ilyen
hub fehérjék esszencialisak, pleiotropia és gyakran funkcionalis rendezetlenség,
nagyobb feliileti toltés és tobb/tobbféle modularis kotdhely jelenléte jellemz6 rajuk.
Ezek kulcsfontossagu szerepet toltenek be a sejt homeosztazisanak fenntartasaban
[21-23]. A rendezetlenség teszi lehetévé a sokféle partnerhez valé kapcsolédast,
valamint rugalmas 6sszekotd (linker) szakaszokat hoz létre funkcionalis alegységek
kozott, aminek koszonhetd a kotési diverzitds [24]. Az un. allvanyfehérjék is
molekularis csomépontként miikodnek, fizikailag kozel hozzak egymashoz az egy-egy
jelatviteli itvonalban egymashoz kapcsolodé elemeket. Emellett, bar altalaban sajat
katalitikus  aktivitdsuk nincs, mégis kozvetlen hatassal vannak az
informaciéaramlasra, mert képesek allosztérikusan gatolni, modulalni, aktivalni
koordinalni vagy szabalyozni is a partnereiket, ezaltal példaul azt a jelatviteli
kaszkadot, amiben részt vesznek. Ezaltal a jelatviteli komplex, ami egy adott
allvinyfehérje koriil kialakul (valéjaban amit az adott allvidnyfehérje aktivan
kialakit maga kériil), tobb és mas tulajdonsdgokkal bir, mint az egyes résztvevék
tulajdonsagainak 6sszege, igy egy funkcionalisan kiilénall6 modul jon létre. Ezekben
az allvanyfehérjékben kozponti jelent6ségli a rendezetlen régioknak koszonheto
flexibilitas, dinamika és plasztikussag [25—29].



1.2 Az idegi mikoédés molekularis mechanizmusai:
a posztszinaptikus denzitas

Agyunk mikodése milliardnyi idegsejt Osszehangolt miikodésének koszonhetd,
aminek esszencialis elemeil az idegsejtek kozott kialakulé kapcsolodasok, a
szinapszisok. Ha még nagyobb felbontasban wvizsgalédunk, akkor a sejtszintd
folyamatok hatterében kifinomult és Osszetett molekularis mechanizmusokat
talalunk. A szinapszisokon keresztiill informaciocsere torténik a sejtek kozott. Az
informaci6é ,vivéanyaganak” megfeleléen az elektromos szinapszisok esetében
depolarizacioval, akciés potenciallal terjed a jel az egyik neuronrdl a masikra, mig
kémiai szinapszisok esetében valamilyen molekula (neurotranszmitter) keriil a
preszinaptikus sejtbdl a szinaptikus résbe, ahonnan a posztszinaptikus sejt képes azt
felvenni, ami tovabbi jelatviteli itvonalak aktivalodasat indukalja.

Hajlamosak vagyunk a sejtekre tgy tekinteni, mint egy membrannal korilhatarolt
buborékra, amiben a sejtszervecskék szabadon lebegnek. Ezzel szemben a valésaghoz
lényegesen kozelebb all egy olyan kép, amin latszik, hogy milyen zsufolt terilet egy
sejt belseje. Kiilonosen igaz ez a posztszinaptikus membran belsé oldalara: itt
elektronmikroszkoppal jol lathatéan elkiiloniil egy térrész, ami jelentdsen sététebb,
strlibb, mint a neuron citoplazmajanak tobbi része: ez a posztszinaptikus denzitas
(PSD). Ez egy atlagosan GDa (gigadalton) tomeg(i, 360 nm atmerdji lemezszerd
struktara, vagyis atlag 100 kDa-s fehérjékbdl kb. 10 000 lokalizalédik egy atlagos
neuron atlagos posztszinaptikus membranjanak koézelében [30]. Tébbezer fehérje
kapcsolédik itt egymashoz, szamos kozuluk tobb funkcionalis alegységbdl, azaz
doménbdl épiil fel, igy egy sokszorosan Osszetett halozat kialakitasaval adjak olyan
bonyolult folyamatok molekularis alapjait, mint a memoria, tanulas, és a szinaptikus
plaszticitas.

Aktivitds hatdsara valtozik a PSD fehérjedsszetétele. Azaz bejovs jel (szignal)
hatasara egyidejlleg nagy mennyiségl és sok kilonozé fehérje mennyisége és
aktivitasa valtozik meg. Ez a plasztikussag is olyan allvanyfehérjék mikodésével
lehetséges, amelyek tobb partnerhez valé kapcsolédas képessége révén egyszerre
tudjak megvaltoztatni szdmos partneriik mennyiségét illetve lokalizacigjat. A
neuralis allvanyfehérjék potolhatatlan szerepet toltenek be a PSD szervezésében és
miikodtetésében [31,32].

Az allvanyfehérjék a legszorosabb értelemben vett ,jelatvitelt szabalyozo fehérjék”.
Molekularis funkciéik megfeleltethet6k az IDP-k , assembler’ funkcidinak, azaz a
kozponti szerepliik a partnereik ,0sszegy(ljtése”, egymashoz koézel hozasa. Az
allvanyfehérjék kozott nagy aranyban talalunk rendezetlen fehérjéket, vagy
hosszabb rendezetlen szakaszokat tartalmazoé fehérjéket. A rendezetlenség hasznos
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tulajdonsag hub fehérjék esetében, amik egyidejlleg képesek tobb partneriikhoz
kapcsolédni, ami valdjaban az allvanyfehérjék — mint csomoéponti, Aub fehérjék —
esszencialis tulajdonsaga is. A szerkezeti rendezetlenség szorosan kapcsolédik az
allvanyfehérjék szamos tulajdonsagahoz, példaul a tobb partnerhez valéo kotodés
képességéhez, komplex és tranziens kolcsonhatasok kozvetitéséhez, valamint
komplex poszttranszlaciés médositasok sorozatahoz [26].

A PSD térbeli szervezddése horizontdlisan (lateralisan) és vertikalisan is komplex
moédon szabalyozott. A membrantél egyre tavolodva rétegekre tagozddnak a
jelatviteli- és az allvanyfehérjék. A membranhoz legktézelebb helyezkednek el a
membranreceptorok, ioncsatornak, az NMDA (N-metil-D-aszpartat) és az AMPA (2-
amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-o0xazol-4-i)propansav) receptorok. A mésodik rétegben a
receptorokhoz kapcsolédva tipikusan a MAGUK (membran asszocialt guanilat kin4z)
csaladba tartozo fehérjék nagy tomegét talaljuk, a harmadik rétegben pedig tovabbi
allvanyfehérjék, egyebek mellett a Shank és a GKAP fehérjék lokalizalédnak.
Oldaliranyban ezek a komplexek folyadék-folyadék fazisszeparaciéval 1n.
nanodoménekbe tomoriilnek, kb ~80 nm atmérdjd kondenzatumokba, ahol tobbszoros
toménységben talalunk PSD allvany- és jelatviteli fehérjéket mint ezeken a
térrészeken Kkivil a posztszinaptikus dendritekben. In wvitro mar sikerilt
reprodukalni a PSD fazisszeparaciot, tisztitott PSD-95, GKAP, Shank3 és Homer3
fehérjét kevertek oOssze fiziologias koncentracidban, ami folyadékszerl
kondenzatumok kialakuldasahoz vezetett. Ezek a szereplck mind multimodalis
allvanyfehérjék, amik 6nmagukkal vagy egymassal oligomereket és multimereket
képezhetnek az ismétl6dd koté motivumoknak készonhetden. A PSD allvanyfehérjék
multivalencigja és konformacids flexibilitasa kedvez a nagy fehérje-fehérje
interakcidos halbézatok kialakulasanak és ezaltal a fazisszeparalt bioldgiai
kondenzitumok 1étrejéttének [30,32,33]. A PSD szervezddésének illusztracidja az 1.
abran lathaté [33].
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1. abra: A PSD szervezodése, az allvanyfehérjek egymashoz kapcsoloddasa. Az abra
Feng és mtsai kézleményébdl szarmazik [33].

1.3 A GKAP posztszinaptikus allvanyfehérjecsalad

A GKAP (guanilat-kin4z asszocialt fehérje) a PSD egyik jelentds szerepléje. Tobbféle
néven ismert, ugyanezt a fehérjét jelsli a DLGAP1 (Disks large-associated protein 1,
Discs large asszocialt fehérje 1), és a SAPAP1 (SAP90 asszocialt fehérje 1) rovidités
is. Ezekbdl az elnevezésekbdl is kitlinik, hogy ezt a fehérjét minden alkalommal
amikor azonositottak, egy masik szerepl6h6z kapcsoldédva irtak le. Ez a masik
szerepl6 a GKAP legjobban dokumentalt és talan legjelentdsebb kétGpartnere, a PSD-
95 (mas néven DLG4, Disks large homolog 4 vagy SAP90, synapse-associated protein
90). Ez a posztszinaptikus allvanyfehérje a MAGUK (membran asszocidlt guanilét
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kindz) csalddba tartozik, és kritikus szerepet tolt be a szinaptogenezisben és az
NMDA receptor jelatvitelhez kapcsolédé szinaptikus plaszticitdsban [30]. A guanilt
kinaz domén maga is egy fehérjekotd motivum. A PSD-95 kozvetleniil kapesolddik az
NMDA receptorok és kalium csatornak citoplazmatikus oldalahoz, a GKAP pedig a
PSD-95-hoz kotve csatlakozik ehhez a halézathoz. A PSD-95 fokozott vagy
csOkkentett expresszidja megvaltoztatja a serkentd és gatlé szinapszisok aranyat a
hippokampusz neuronjaiban [34,35].

A GKAP az 6t tagd DLGAP fehérjecsalad egyik tagja. A DLGAP1 molekulara gyakran
szokds GKAP néven hivatkozni a szakirodalomban. A DLGAP1-4 fehérjék fontos
szerepet toltenek be a szinaptikus jelatvitelben, a DLGAP5 fehérjét viszont
daganatos betegségekkel Osszefiiggésben irtak le. A DLGAP1-4 fehérjék fGleg
felépitésiiket, funkcionalis szakaszaikat tekintve, de szekvenciajukban is viszonylag
nagy konzervaltsagot mutatnak kiilonbozé fajok kozott, ami alatamasztja, hogy
kozponti szerepet toltenek be ezen organizmusok neuralis funkciéiban [36]. A DLGAP
fehérjecsalad tagjainak doménszerkezete a 2. abran lathat6. A DLGAP fehérjecsalad
tagjainak funkcidkiesését leirtak mar sokféle kognitiv zavarral és neuroldgiai
betegséggel Osszefiiggésben, tobbek kozott OCD (obsessive compulsive disorder,
kényszerbetegség), skizofrénia, Alzheimer kér, Parkinson kér és autizmus spektrum
zavar kapcsan is [32,36,37].

DLGAP1iso a&c, DLGAP2isoa &b

1420,

N - U e I
DLGAP4isoa

5 -] = e DL e ¢
DLGAP3isoa

N 4 t—4- « - <

DLGAP1iso b &c¢-i

e e G ©

DLGAP4isob &c

e DA e R ¢

2. abra: A DLGAPI1-4 fehérjéek doménszerkezete piktogramon. A DLGAPI-4
fehérjéknek van egy 14 aminosavas ismétlodésekbol allo szakasza 0-5 1smétlodéssel
izoformatol fiiggden, egy DLC (dinein kénnyi linc) kété doménje, és egy GKAP
homologia doménje (GH1). Az dbra Rasmussen és mtsai. kozleményébdl szarmazik

[36].
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A DLGAP1-4 fehérjék mindegyike (minden kanonikus és nemkanonikus
transzkripciés valtozat) hordoz hérom kiilénb6z8 funkciondlis régiét: egy 14
aminosavas ismétlddéseket tartalmazd szakaszt, egy dinein konnyd lanc kotd
szakaszt és a GH1 domént. A GH1 (GKAP homolégia 1) domén a DLGAP
fehérjecsaladra jellemz6; a DLGAP1-4 fehérjék korében 61-75% homoldgiat mutat.
Ezek mellett a C-terminalis 40 aminosav is nagyfoku hasonlésaggal jellemezhet6 a
DLGAP fehérjecsaldadban [36]. A DLGAP fehérjék C termindlisdnak és GH1
doménjének szekvenciaillesztése a 3. abran lathato.

GH1 domain

oAy lic REEQ A lllulc'c QOuEREEREN NEP RraNcsAQRE ungrgg ‘cllulml?u HeRPYSOBEA 571
DLCAP2 lcs KEEH ARTERVECHC NEVEREAEES DES llc # RSANCSAQEE w5 COONVBPSA MPRPTSQDEA s6e

DLGAP3 mllm P“: II!C QOuEREAEDN ll'n l HE RSANCSTQEE NsSOR g:l EcoasvirrA EPNPYNGDEA 573
DLGAZ4 RRERG A CHC COVBRETREN NESEERECRE ESaNCSAQRE vSOREQ SCHQRENPEA NPRPTAGHEA 579
Conservation Llumelllmm e I M UGG e e R R A X T E G 1 P o T AR T B 6 R0 2 M s Y
GH1 domain

oicie: CRBQLSY EBNuAREY '“’Im%" s rRn- IE ek oRCRRETY BECERond NOEARNRL: oo

DLGAP3 E.Iglg l ='III QOER = l BHCRCNPEE ERSEDSNODRG WA 949
DIGA%4 G OISI BONSVENORE HHEEANS ] "Illl I"" PII PAISIPAI IIASIA shka IOIAIIIIIA 959

Conservation g £ tal |1 Rar

OLCA?) A“AAS!IQH sulnls!l ¥ Aori‘ 977

oLGAs2 ARBAASERON SASERADS AQT 975
ocar: ARBAASEEHS SAT SAls AQTRE 979
owcazs ARNAASHRON SATESADSHE BRUPEAQTRE 9589

Conservanon [TETIIATinm S EnntINT]  Filed S unrnn]

3. abra: A DLGAP fehérjecsalad C termindlisanak szekvenciaillesztése. Az dbra
Rasmussen és mtsai. kézleményébdl szarmazik [36].

A human GKAP fehérje szekvenciaja erésen konzervalt, 98%-ban azonos példaul a
patkdny (Rattus norvegicus) ortoléggal (Genbank azonosité kédjaik: U67987 és
U67988) [38]. A human GKAP 1-es izoforma 977, a patkidny 1l-es izoforma 992
aminosav hosszu. A legelséként leirt GKAP szekvenciat GKAPla kéddal jelolték
(azéta a frissitett besoroldsnak megfelelden ez a Rattus 3-as izoforma), ami egy 666
aminosav hosszisagu transzKkripcidés varians; szinte teljes egészében megfelel egy
olyan teljes hossztsagu 1-es izoformanak, amirél az elsé ~300 aminosav hianyzik.
AIUPred predikcié alapjan a GKAP kézel 1000 aminosavas hosszanak nagy része
funkcionalisan rendezetlen. A GKAP fehérje szakirodalomban leirt régidi és
AIUPreddel meghatarozott rendezetlenségi predikci6ja a 4. abran lathatéak
[36,39,40].
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501 PARSENEESQ) DDECVSLRSS SPPRTTTTVR TIQSSTGVIK LSSAVEVSSC ITTYKKTPPP VPPRTTTKPF ISITAQSSTE SAQDAYMDGQ GQRGDMISQS
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4. dbra’ A teljes hossziisdgii GKAP fehérje (1-es izoforma, UniProt azonosito:
P97836-1) rendezetlenségi  predikcicja AIUPred szoftverrel [41], a
szakirodalomban leirt régiol és interakcios partnerei sematikus abran, illetve
fehérje a teljes szekvencidjin jelolve (egymasnak megfeleltethetd szinkodoldssal).

Az elsé jelentds, jol definialt szegmens a GBR (GK-binding repea?) régi6: a 347-508
pozicidk kozott 6t egymas utan ismétl6dé 14 aminosav hosszisagu szekvenciat
talalunk, melyek a PSD-95 GK doménjéhez tudnak kapcsolédni [40]. A DLGAP1
fehérjében 5 ismétldds szakaszt taldlunk [42], ehhez képest a DLGAP csalad tobbi
tagjaban néhany ismétléds egység hianyzik. Példaul a DLGAP4 varians hosszi
izoform4ja nem tartalmazza a 3-as szdmu ismétléds szakaszt (lasd a 2. 4bran). Ezek
a kiilonbozoségek feltehet6en hozzajarulnak a DLGAP1-4 izoformak egyedi
funkci6jahoz és eltérs PSD-95 kot8dési affinitdsdhoz [36].

Ennek az 6t ismétl6ds szekvencianak mas fehérjével valé kapcsolédasban is leirtak a
szerepét. Egy tanulmdany alapjan az Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated
protein) fehérjével kialakulé interakciéban az el6z6 bekezdésben emlitett 14
aminosavas ismétl6dé szakaszok kozvetlen kozelében levs, N-termindalis iranya
szomszédos régidinak van jelentdsége. Az 6t ismétlodés kozil kettét azonositottak,
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ami ITC és rontgenkrisztallografias szerkezetvizsgalat alapjan képes az Arc
fehérjével komplexet kialakitani [43].

A dinein kénny( lanc kété régié (DYL vagy DLC, dynein light chain binding region)
két LC8-kot6 motivumot foglal magaba a 665-672 és a 690-697 aminosavak kozott,
amelyekkel a GKAP a dinein kénnyd lanchoz képes kapcsoldodni. Az LC8 a dinein
motorfehérje komplex egyik eleme, igy ezen az interakcion keresztil a GKAP
osszekapcsolhatja a PSD fehérje komplexeket a motor komplexekkel, a
mikrotubulusok dinamik4jaban, a centroszéma pozicionalasban és a sejtpolaritasban
is szerepet jatszva [44,45].

A 807-916 aminosavak kozott talalhaté GH1 az egyetlen olyan jol definialhaté6 domén
a GKAP fehérje szegmensei kozott, amely globularis, aminek masodlagos és
harmadlagos szerkezetét ismerjiik. Maltézkots fehérjével (maltose binding protein,
MBP) fazionilt, és egyéb tekintetben is moédositott konstrukciét hasznélva,
rontgenkrisztallografiaval Tong és mtsai. megallapitottak, hogy harom egymassal
kapcsol6dé a-hélix alakitja ki a harmadlagos szerkezetét [46]. Szerkezetpredikcid
alapjan egy negyedik, kiillonall6 hélix szintén kialakul, ami a kisérletek alapjan lazan
kapcsolodik a harom hélixbél allo szerkezethez. Ennek a doménnek egyelGre
ismeretlen a funkciéja, annak ellenére, hogy konzervalt a DLGAP fehérjecsalad
tagjaiban.

A GKAP C-terminélisadn egy négy aminosavas SLiM szakasszal (QTRL) egy maésik
fontos PSD allvanyfehérjéhez, a Shank fehérje PDZ doménjéhez képes kapcsolodni
[36]. A Shank fehérje is egy jelent8s posztszinaptikus allvanyfehérje, in. ,mester
irdnyité” (master organizer) allvinyfehérje, aminek szdmos mutdciéjat leirtak
autizmus spektrum zavarral 6sszefliggésben; potencialisan monogénes okozdja lehet
a betegségnek [47].

1.4 A GKAP interakcios partnerei, ismert GKAP komplexek
szerkezete

1.4.1 PSD-95 interakci6 1smétlodé motivumokkal

Az els6 kapcesolédasi pont a GKAP (avagy DLGAP1, avagy SAPAP1) fehérjén a GBR
(GK-binding region, GK-kot8 régié), amely a PSD-95 fehérjével valé interakcidért
felel.

A DLGAP fehérjecsalad korében a GBR szekvenciak analizise alapjan az o6t, 14
aminosavas ismétl6dé szekvencia a kovetkezd konzervalt motivummal irhatd le:
RxxSYxxA, ahol az x barmilyen aminosav lehet. A DLGAP1 masodik ismétl6do
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szakaszaval (pSAPAP1-R2) és a DLGAP3 els6 ismétléds szakaszaval (pSAPAP3-R1)
szdzad pnM-s (0,08 pM és 0,07 pM) erdsségli, nagy affinitdst interakciét irtak le,
szintetikus, szerin-foszforilalt peptidekkel végzett ITC kisérletben [40]. Az interakcié
részletei, a PSD-95 és a GKAP domén szerkezete, az i1smétlodé SLiM szekvenciak
konzervaltsaga, és a két interakcid kalorimetrias gorbéje az 5. abran lathatéok. Nem
foszforilalt peptidekkel az interakcié nem volt kimutathaté6. A foszforilalt GKAP-R2
peptid + PSD-95 GK domén kristalyszerkezetét leiré tanulmanyban a peptid egy
rovid hélix szerkezetet vesz fel, ami illeszkedik a GK domén kanonikus foszfopeptid
kotbzsebébe (PDB: 5YPO), 1lasd a 6. 4bran. A tanulményban leirt minden szerkezeti
adat rovid peptidekkel végzett vizsgilatokra vonatkozik (a teljes hosszisigu
SAPAPS3 fehérjével koimmunoprecipitaciés mérést végeztek a szerzdk).
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5. dbra: A PSD-95 és a SAPAP fehérjék interakcicja. (A) A két partnerfehérje
doménszerkezete és a GKAP-on levo 1smétlodo szakaszok szekvenciaillesztése,
konzerviltsdga. (B) A foszforildlt SAPAPI1-R2 és SAPAP3-R3 interakcidjdnak
kalorimetrias mérési gorbéje a PSD-95 GK doménnel. Az abra Zhu és mtsal.
kézleményébdl szarmazik [40].

A negyedik és 6todik ismétlodé szakaszt megel6z6 8-8 aminosavas motivumok
esetében Hallin és mtsai. igazolak, hogy az Arc fehérjével képesek interakciot
kialakitani (PDB: 6TNQ, 6TQ0). A k6t6 motivum a kivetkezd kifejezéssel irhaté le:
PxF/Y vagy P(G)xF/Y. Az Arc fehérje kozponti szerepet tolt be az idegi
plaszticitdsban [48,49]. A GKAP-Arc interakcié funkcibéja egyelére ismeretlen, de
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feltételezhetGen kozvetleniil hatassal van a GKAP - PSD-95 komplexre. A szerkezeti
adatok nem zarjak ki, hogy a GKAP egyszerre képes kot6dni az Arc fehérjéhez és a
PSD-95-héz is, emellett pedig a PSD-95-tel kialakulé interakcié szabalyozasaban
befoly4solé tényezé lehet az Arc oligomerizéciéja is [43].

6. abra: A GKAP GBR domén masodik, 14 aminosavas ismétlodo szakasza
foszforilalt allapotban a PSD-95 GK doménnel komplexben helikalis szerkezetbe
rendezédik. Az abra Zhu és mtsai. munkdja [40/.

1.4.2 LLC8 hub kotés két SLiM-en keresztiil

A dinein konnyd lanc fehérje, az LC8 egy kozponti szereppel bird, jol definialt 3D
szerkezettel rendelkezd globularis fehérje ami multivalens komplexet tud képezni
szamos IDR/IDP partnerrel [20]. Az eml8sékben ismert két paralég a DLC1
(DYNLL1) és DLC2 (DYNLL2), mindketts LC8 néven is ismeretes, a 89-bdl csupan 6
aminosavban kiilénbdznek, és ortolégjai nagy mértékben konzervaltak [50,51]. Az
LCS8 fehérjét eredetileg a sok alegységbdl allé dinein motor komplex egyik elemeként
azonositottak, de azéta leirtdk mar sok mas partnerrel interakciéban valtozatos
sejten beliili lokalizaciékban. Az LC8 fehérje egy csoméponti fehérje (in. Aub protein),
ami sokféle folyamatban télt be jelentds szerepet a sejtben, és extrém sok (t6bb, mint
100) kiilénbo6z8 partnerhez képes kotddni (https:/Ilc8hub.cgrb.oregonstate.edu/, [52—
54], 1d. a Fiiggelék 1. tablazatidban). Sok LC8 partner IDR/IDP [20], vagyis ez a
kozponti molekula kitling példa az olyan multivalens globularis fehérjékre, amelyek
esetében a multispecificitas a rendezetlen fehérjepartnerek preferalasanak

koszonhetSen lehetséges [55].
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Az LC8 komplexei valtozatos sejtes lokalizacioban és funkciéban megtalalhatéak
[20], de a komplexképzddés alapvets szerkezeti mechanizmusa minden esetben
azonos [56]. Erds LC8 homodimerizacié (Kqa ~ 60 nM [50,57—59]) sziikséges ahhoz,
hogy feladatat elathassa, mert mindkét alegység részt vesz a kotdzseb
kialakitasaban. Rendezetlen partnerer SLiM-eken keresztiill kapcsolodnak. A
preferalt kétémotivumokat jellemezték a szakirodalomban [60—63]; ez alapjan két
lazan értelmezett konszenzus motivumot definidlhatunk: [K/R]-3X->T-1Q0T1 és G-21-
100V1D2, ahol a leginkdbb konzervalt glutamin (Qo) a 0O sorszdmmal jelslt
referenciapont. Minden ismert LC8 partner B-szal szerkezetet vesz fel amikor kot az
LC8 homodimer kétézsebéhez [64]. Az LC8 kiétézseb egy 5 B szal 4ltal kialakitott B
lemezbdl all, (B1, B4, B5, B2 az egyik alegységtél, B3 a masik alegységtdl szarmazik),
amihez hatodikként csatlakozik B augmentaciéval a koétSpartner [54,65]. A
struktarat két o hélix stabilizalja a kiilsé feliileten (al and a2). Mindemellett az LC8
fehérje szimmetrikus, igy két tokéletesen egyforma kotézsebhez két ligandum tud
egyidejlileg kotddni, az LC8 homodimer két ellentétes oldalan. Az LC8 dimer
szerkezete a 7. abran lathato.

%0°

A Cal

PDB ID: 2XQQ  Peptid (=/(5) Lc38 ()

7. abra: Az LCS dimer szerkezeti abrdja ligandumkétott dllapotban (révid peptiddel
kélcsélhatdsban). Az dbra a PDB: 2XQ@Q szerkezet alapjan késziilt, az A és C linc
zold és kék szinnel dabrdzolva az LC8 egy-egy monomer egysége, az K és G lanc
pedig egy rovid peptid két példinya (Ac-SRGTQTE) sdrga és narancssdrga szinnel
jelélve [63]. Az dbra munkatdrsam, Kilmdn Zséfia E. munkdja, ChimeraX szoftver
haszndlatdval késziilt [66].
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Mind a DLC1, mind a DLC2 molekula interakcidit részletekbe menden leirtak mar
az irodalomban, nagyrészt olyan felallasban amiben az LC8 dimer komplexet képez
egy kis peptiddel. Az ismert szerkezeti leirasok nagy része egyetlen LC8 dimert
tartalmaz, csak néhany magasabb elemszamu rendszert irtak le eddig (1d. a Fiiggelék
1. tablazatat és a 11. 4brat, aldbb). A PDB adatbézisban néhany olyan szerkezetet
talalhatunk, amely esetében a dinein konnyld lanc dimerek egy-egy
bivalens/multivalens  kotOpartnerrel komplexben — szerepelnek. Ezeket a
szerkezeteket mind rontgenkrisztallografiaval oldottak meg, ami azt jelenti, hogy
esetiikben a kiilonb6z6 molekularészletek kozott elkertilhetetlentil kialakulnak olyan
kristalykontaktusok, amelyek stabilizalhatjak az interakciékat és limitaljak a
komplex lehetséges geometriai paramétereit. Az egyetlen kivétel a S. Clark és mtsai.
altal bemutatott analizis a Chica fehérjérsl (BMRB ID: 26684 [67]), ugyanakkor 6k
az NMR (nukledris magneses magrezonancia) vizsgalatokat csak a szabad allapotd
Chica fehérjével végezték el, a komplex-szel nem végeztek NMR kisérleteket (Id. a
Fiiggelék 1. tablazatat). Ezek alapjan a multivalens LC8 komplexek dinamikéja és
flexibilitasa nagyrészt feltérképezésre var.

A GKAP-LC8 interakci6 feltételezések szerint az NMDA receptor komplex
szervezbdésében latja el funkciéjat [68]. Ez az interakcié a PSD-95 koré szervezdds
jelatviteli komplex motorfehérjék altal medialt transzportjaban, osszeallitasaban és
lokalizaciéjaban jatszik szerepet [45,68]. A GKAP mint allvanyfehérje a un. ,core
complex’ (PSD-95/GKAP/Shank) tagja, ami a PSD-ben a glutamat receptorok
szervezését/rendezését/rendszerezését végzi [40,68]. A GKAP fizikai kapcsolatot
létesit az NMDA receptorok, a kornyez6 allvanyfehérjék, valamint a citoszkeleton
motormolekuléi kozott [46,68].

A GKAP:LCS interakcié kialakuldsat mar szdmos tanulmény igazolta [45,60,69,70].
A kot6 motivumokat kiilonb6zd biokémiai és fizikokémiai modszerek segitségével
azonositottak és validaltak, els6ként egy éleszté két-hibrid rendszerben [45], majd
pepscan technikaval [60,70,71] illetve koimmunoprecipitaciéval [45,69,72].
Kisérletesen igazoltak az interakciot in vivo, sejtekben is fluoreszcens fluktuacios
mikroszképpal (két-foton szkennel§ szdm és intenzitds technikaval, ¢wo-photon
scanning number and brightness, sSN&B) [72] és é16 sejtes konfok4lis képalkotdssal
[44]. Habar a DLC1 és DLC2 paralégok nagyfokti hasonlésidgot mutatnak, nagyon
hasonl6 biokémiai aktivitassal birnak, mégis az élesztGben végzett kisérletek alapjan
a GKAP a DLC2 partnert preferalja a DLC1-gyel szemben [45].
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A GKAP szekvencian két rovid, LC8-koto linearis motivumot talalunk, ezek azonban
nem a leggyakoribb, kanonikus LC8-ko6t6 régidk kozé tartoznak. Mindkét motivumbol
hidnyzik a klasszikus TQT aminosavkombinécié a kdzponti poziciékbédl [53], és a
kornyezd aminosavak is atipikusnak mondhaték. A motivumok a 8. abran lathatéak.

88 88 8 — 8 »

RiCKDFI{KNRCi- SIGIQVDDAEESEKMAESKTS SKFlQ SVGVQVEE EKCFRRFTRSNSV
—

655 s b ’ N 711
s N y \
P \
\

LSIGIQVD QSVGVQVE

-5-4-3-2-1 0 -5-4-3-2-1
8. dbra: A teljes hossziisagi (I1-es izoforma) GKAP fehérién a 655-711 kozétti
aminosavak lefedik mindkét dinein kéonnyi lanc koto motivumot. A két motivum
kiemelve ldthato, alatta a relativ aminosav szamozassal, amit az LC8 kot
motivumok esetében szokas alkalmazni, aminek a kozpontjaban a core Q aminosav

all

Az 9. abran szerepld szekvencialogd a TQT motivum el6fordulasi gyakorisagat,
valamint a tébbi pozicidban tapasztalhaté diverzitast szemlélteti. Ugyanakkor az
LCS8 dimer konzervalt partnerkétési mechanizmusa (8 augmentéciéval, 1d. a 7. 4bran)
azt valoszindsiti, hogy a GKAP partnerhez is igen hasonlé médon képes kapcsolddni.
A GKAP két LC8 dimer kotésére képes, egy LC8 dimer pedig szintén két GKAP
ligandumot tud kotni, ebbdl kovetkezben felmeril hetero-oligomer, polibivalens
molekularis allvanyzat kialakulasanak a lehetdsége, ideértve akar nem kotott
sztochiometriaja, lancolatszerl asszociatumok képzodését is.
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9. dbra: Az LC8 hub adatbazis (https/lcShub.cerb.oregonstate.edu/) és a Friggelék
1. tabldzataban Idthato LC8 partnerek szekvencidibdl (Osszesen 117 szekvenciabol)
készitett szekvencialogé (https-/weblogo.berkeley.edu/ eszkézzel késziilt [73]),
alatta kiemelve a GKAP fehérjében talalhato ket kotohely szekvencidja olvashato.

E. Moutin és mtsai. kétféle lehetséges elrendezést vazoltak fel a GKAP:LC8 komplex
esetében. Ok is megerdsitették a komplex kialakuldsat in vivo [72], de a pontos
sztochimetria és az atomi szerkezet leirdsa még varat magara. Az ¢ hipotézisik
szerint a komplex legnagyobb valdszinliség szerint 2:2 sztéchiometriaval alakul ki
(azaz 2 GKAP monomer és 2 LC8 dimer interakciéjaval). A lehetséges
elrendezddéseket a 10. abran illusztraltam.

10. abra: A GKAP:LC8 komplex Ilehetséges elrendezédéser 2:2 vagy 11
sztéchiometridval (azaz 2 GKAP @ 2 LC8 dimer vagy 1 GKAP : 1 LC8 dimer). Az
dbra sajat készitést, E. Moutin és mtsai munkdja inspirdlta [68], Kdlmédn Zsofia E.
molekuladinamikai futtatdsait, ChimeraX [66] és Microsoft Powerpoint szoftvert
hasznaltam hozza.
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Szisztematikus, szekvencia alapi keresésem alapjan jelenleg 6t olyan szerkezet
érhetd el a PDB adatbazisban, ami két LC8 dimer és egy hosszabb (27-33 aminosavas)
multivalens (t6bb kiilonallé LC8 koétShelyet hordozé) partner Aaltal kialakitott
komplexet mutat be (11. 4bra). Ezek koziil kett§ (PDB: 3FM7 [74] és PDB: 2PG1 [75])
egy DLC1 dimer + egy un. Tctex tipusti DLC dimer komplex a hosszabb multivalens,
két kotohelyet tartalmazdé kotOpartnerrel, ami egy dinein Intermediate chain
molekula. A PDB: 3GLW szerkezet egy kvazi-hexamer amit transzlacios és rotacios
transzformaciéval hoztak létre egy DLC1 és egy intermediate chain partner peptid
egységbdl [74]. A negyedik szerkezet két DLC1 dimer és a Panoramix nev(i fehérje
komplexe (PDB: 7K3J [76]), az 6todik pedig egy DLC1-SAO-1 komplex (PDB: 7YSW
[77]). Ezek a szerkezetek mind réntgenkrisztallografids mérések alapjan késziiltek,
és mindegyik szabdlyos, nyjtott alakkal jellemezhetd, paralel (vagy més néven ,,in-
register’) topolégidval, azaz egy adott LC8 dimer vagy két N-termindlis kotd
motivumhoz, vagy két C-terminalis k6t6 motivumhoz kapcsolddik, ahogy a 11. dbran
lathato.

2PG1
Tctex-type LC8 C8 (DLC1)

dinein intermedier lanc

3GLW dinein intermedier lanc

LC8 (DLC1)

dinein intermedier lanc

7K3J
S
\ - - ( —’7/ .
\.., \y‘g/\’gé>\
n ’\A)

z\ - ' !"—ﬂ’( Panoramix

11. abra: A PDB adatbazisban elérheto szerkezetek, amelyekben dinein konnyi
linc dimerek kapcsolodnak bivalens partnerhez [74-77] Az dbra a PDB
adatbazisban elérhetd szerkezetek alapjan késziilt ChimeraX szoftverrel.
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Az alternativa egy ,eltolt” (,off*register’) szerkezeti felallas volna, ahol egy LC8 dimer
egyik kot6helyéhez egy N-terminalis, masik kétShelyéhez egy ugyanolyan partner C-
terminalis kot6helye kapcsolédik (amely esetben felmeriilne a magasabb rendd
oligomerizacié, komplex halézatos elrendezés kialakuldsanak lehetdsége). Ez a
szcenario egyetlen ismert szerkezet esetében sem lathato, ezt az elméleti lehetdséget
még nem mutattak ki kisérletes modszerrel.

A leirt réntgenkrisztallografids szerkezeteben az 6sszekétd (,/inker’) régi6 a két LCS
kotomotivum kozott nydjtott konformacioba rendez6dik, és a partnerhez kapcsolodott
két LC8 dimer egyméssal nem alakit ki kontaktust (leszdmitva a kristalyositasbél
adédé kiilonbozé hexamerek kozotti kristdlykontaktusokat). Felmeriil a lehetdség,
hogy ezek a jellemzdk csak a kristalyok pakoltsaga miatt alakulnak ki, és ezen
szerkezeti leirasok alapjan nem itélhet6 meg a vizsgalt szegmensek valds
rugalmassaga és dinamikaja.

1.4.3 A DLGAP fehérjecsalad kozos pontja: a GH1 domén

Tong és mtsai. sikeresen kristalyositottak a Rattus norvegicus GKAP GH1 domént
matéz kot fehérjével (MBP, maltose binding protein) fazionaltatva (PDB: 4R0Y). A
szerkezet a 12. abran lathato. Predikcidik alapjan a régié négy hélixbdl épiil fel, ennek
vizsgalatara olyan konstrukciot alakitottak ki a szerz6k, amiben a becstilt harmas és
a négyes hélix k6zotti hosszabb 6sszekoto szakaszon lokalizalédoé prolingazdag régiot
kivagtak a jobb kristalyosithatésag és a proteolizis megakadalyozasa érdekében. Az
els6 harom a hélix tisztan kivehetd volt az elektronsiriliség térképeken, de a negyedik
nem, feltehet6en annak mozgékonysaga miatt. Az els6 harom a hélixet kiterjedt
hidroféb és sok elektrosztatikus interakcié tartja oOssze. A predikcidk szerinti
negyedik hélix nagyrészt hidrofil aminosavakbél all, tobb toltéssel rendelkezd
aminosav ebben a régiéban felveti a lehetGséget, hogy elektrosztatikus
kolcsénhatasok ezt a szakaszt is a harmadik hélixhez kapcsoljak. A szerzék ITC
méréssel kimutattak és igazoltak, hogy gyenge kélesonhatassal, de kot egymashoz a
GH1 régio els6 harom a helikalis szakasza és a becsiilt negyedik hélix. A DLGAP
csalad fehérjéi kozott megfigyelheté magas fokd GH1 domén konzervaltsag és az
enzimatikus aktivitashoz sziikséges katalitikus aktiv hely hianya arra utalhat, hogy
feltételezhet6en a GH1 domén is fehérje-fehérje interakciés modulként funkcional a
szinaptikus jelatvitelben [46].

22



PDZ binding motif
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12. abra: A GHI domén szerkezete maltéz koté fehérjével fiiziondltatva (PDB: 4R0Y
[46]), valamint a GKAP C termindlis 6 aminosavas szakasza Shankl PDZ
doménnel interakciohan (PDB: 1Q3P [78]). A kisérletesen igazolt szerkezeti elemek
zold szinnel, a becstilt szerkezettel rendelkezo szakaszok sziirke szinnel vannak
jelolve. Az dbra Tong és mtsal. cikkébdl szarmazik [46].

1.4.4 A GKAP C-terminalisa és a Shank allvanyfehérje kapcsolata

A GKAP C-terminalis régidja a Shank fehérje PDZ doménjéhez két6dik. A Shank1
egy masik posztszinaptikus allvanyfehérjékbdl allé csalad, a Shank egyik tagja, ami
szintén nagymértékd rendezetlenséget mutat a szekvenciaja mentén. A PDZ domén
kiemelten gyakran el6fordulé szerkezeti elem [79], igen sok fehérje-fehérje interakcié
kozvetitGje. Jol definialt globularis szerkezetd, helikalis és nyujtott masodlagos
szerkezeti elemeket is tartalmazé molekularész. A PDZ doménekhez a ligandumjai
B-augmentéciéval kétnek egy rovid linedris motivumon (SLiM-en) keresztiil. Az
archetipikus PDZ ligand egy C-terminalis peptid, de mar leirtak nagy szamban
internalis PDZ-koté SLiM-eket, illetve PDZ-ko6t6 lipideket is.

A Shank1 PDZ doménnek szamos interakcids partnerét ismerjik, ligandumjai k6zott
C-terminalis és internalis két6motivumokat is leirtak. A C-terminalis Shankl
konszenzus koté motivum a xTx (L/F)-COOH regularis kifejezéssel adhaté meg, a
jellemz§ internalis motivum pedig a xTxFx, ahol x barmilyen aminosav [80]. Tébb C-

terminalis k6t6 motivum alapjan generalt szekvencialog6 a 13. abran lathato.
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13. abra’ C-terminalis PDZ koto motivumok alapjan eloallitott szekvencialogo. Az
dbra Ali és mtsai kéziratabol szarmazik [80].

A Shank1:GKAP kristalyszerkezete elérhet6, ahol a Shankl PDZ dimer, a GKAP
fehérjébdl pedig a C-termindlis 6 aminosavas peptid szakasz kétédése lathaté (PDB:
1Q3P [78]). A szerkezet a 12. 4bran lathaté. Egy mésik kristalyszerkezetben (PDB:
7A00) a GKAP C-termindlisdnak médositott verziéjat hasznaltédk, a C-terminuson L
helyett F aminosavval (EAQTRF szekvencidaval) [81]. Egy harmadik
kristalyszerkezetben (PDB: 50VC) egy 7 aminosavas GKAP peptidet hasznaltak a
Shank3 PDZ doménnel komplexben, ebben a szerkezetben a Shank3 PDZ monomer
form4ban van jelen [82]. Ugyanakkor a PDZ dimerizaciét egy mésik kristilyositdsi
kisérletben is leirtak, Zeng és mtsai. (PDB: 5IZU, [83]), ahol a Shank3 fehérje egy
hosszabb szakaszat vizsgaltak a SAPAPS fehérje (a GKAP, azaz SAPAP1 fehérje egy
rokondnak) egy hosszabb, 15 aminosavas A C-termindlisaval komplexben. Ez a 15
aminosavas SAPAP3 peptid majdnem 100%-ban megegyezik a GKAP C-
terminalisival (csak egyetlen eltérés van, a -13-as poziciéban D helyett E). Ezen a
kristalyszerkezeten lathat6, hogy nem csak az utolsé 6 aminosav (szigortian véve a
kétémotivum), hanem a teljes 15 aminosavas szegmens részt vesz a B
augmentaciéban, s6t, ez a szegmens a Shank lanc két tavoli B szalanak
dimerizaciéjaban is részt vesz [83]. Ugyanakkor ezen szerkezetek esetében nem
teljesen egyértelmd, hogy a megfigyelt interakciok oldatfazisban is lejatszodnak-e,
vagy a kristalyositasi koriilmények kozott alakulnak ki. Utébbi természetesen nem
zarja ki teljesen a fiziolégiai relevanciat sem, amennyiben pl. tomény,
fazisszeparacioval kialakulé kondenzalt fazisban jon létre a kolesonhatas a PSD-n
beliil [84-86]. Emiatt ez az aspektus mindenképpen tovabbi, részletes vizsgalatokat
1gényel.

Habar a peptid:PDZ interakciok elsédleges specificitasa egy rovid szegmensre
korlatozédik, a C-terminélis 4 aminosavra (p-4 — po ko6z6tt), szdmos jel utal arra, hogy
a tdgabb szekvencidlis kontextus is szerepet jatszik (minimum p-10-ig) [87]. Ez lathaté
a PDB: 51ZU szerkezeten is [83]. Sok egyéb tanulmény, szdmos méas domén:motivum
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kolcsonhatasvizsgalatanak eredményébdl is kovetkeztethetliink arra, hogy a hatarold
(flanking) aminosavaknak, akar a kézponti (core) motivumtél szamitott 10-15, vagy
20 pozicié tavolsdgban levé aminosavaknak is jelentds funkcionélis szerepe lehet [88—
90]. PDZ domének esetében az ilyen interakcidkra a rendelkezésre all6 NMR
szerkezetekb6l kovetkeztethetliink, amelyek PDZ:peptid komplexekkel végzett
kisérletekb8l szarmaznak (PDB: 2M3M, 2KOH, 2K20 [91,92]. A HPV51 E6
onkoprotein C-terminalis szegmensét NMR-rel vizsgaltak, egy hosszabb
konstrukciéval, amelynek része a PDZ-k6t6 C-terminus elétti Zn-két8 domén is (PDB:
2M3L). Ez a domén kompakt szerkezetet vesz fel, aminek része egy C-termindlis
hélix. Ezt egy Un. bidendate H hid stabilizalja, ami az Arg guanidin csoportja és a
Gln illetve Ser aminosavak oldalldncain levd oxigének kozott alakul ki [91]. Ez a hélix
kozvetlentil a C-terminalis 7 aminosav el6tt lokalizalodik, ami nagyrészt rendezetlen
és az elsddleges PDZ kotésért felelGs.

Az RSK1 kinaz C-terminalis PDZ ko6t6 motivuma el6tt egy viszonylag hosszua, ~40
aminosavas rendezetlen régié lokalizalédik, ami egy autoinhibiciés szakaszt és egy
MAPK-ko6t6 helyet is tartalmaz. A PDZ-vel interakcidoba keril6 aminosavakat
megel6z6 szakaszrol kimutattak, hogy oldatfazisban helikalis szerekezti hajlammal
rendelkezik. Az E6-tal ellentétben az RSK1 fehérje esetében semmilyen tovabbi
kolesonhatast nem mutattak ki a MAGI1 fehérje PDZ2 domén és a 6 C-terminalis
aminosav kozott, sem kristdlyszerkezetben (PDB: 5N5F [93]), sem NMR
spektroszkopiaval, még egy hossza, 49 aminosavas C-terminalis RSK1 konstrukcid
hasznalataval sem [94].

Az E6 fehérjével ellentétben, de bizonyos szempontbél az RSK1-hez hasonléan, a
GKAP fehérje C-terminusa predikcidok szerint egy hosszabb, 40 aminosavas
rendezetlen régi6. A szakirodalmi adatok alapjan nem ismeriink mas becsilt
kotohelyet ebben a régidoban, valamint ennek a szakasznak az aminosav-osszetétele
lényegesen eltér az RSK1-t6l. Néhany ismert Shankl, valamint az analég Shank3
kristalyszerkezet a PDZ domén dimerizaciéjat mutatja be, GKAP-pal vagy
valamilyen més partnerrel komplexben (PDB: 1Q3P, 5IZU, 3QJN, 3L4F, 7A9B
[78,80,83,95,96]), ugyanakkor méas kisérletek, egyebek mellett a sajat NMR
eredményeink is hatarozottan azt tamasztjak ala, hogy a Shank1 PDZ monomer oldat
fazisban (PDB: 50VC [82,97]).

Ezen egymasnak ellentmondé adatok alapjan szilikséges egy részletes elemzés
aminek a Shank1:GKAP interakcié és komplexiik all a kozéppontjaban. A GKAP
fehérje C-terminalis PDZ koét6 motivumot megel6z6 hossza rendezetlen régidjanak
funkcionalis és szerkezeti vizsgalata varat magara. Az AlphaFold2 predikcidja
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alapjan nem csak a mar jél ismert GH1 domén (PDB: 4R0Y, [46]) esetében fordulhat
el a helikalis szerkezeti preferencia.

1.5 Rendezetlen fehérjék szerkezetvizsgalata NMR
spektroszkopiaval

A funkcionalisan rendezetlen fehérjék vagy fehérjerégiok nem vesznek fel egy jol
definialhat6 3D szerkezetet, hanem nagyfoku szerkezeti variabilitast mutatnak, és
konformacios sokasaggal reprezentalhatok.

A nagymértékben flexibilis makromolekulak szerkezetvizsgalata soran csak
korlatozottan hagyatkozhatunk csupan statikus, rigid, kevéssé dinamikus
szerkezetmeghatarozé modszerekre, amik egy-egy pillanatképet rogzitenek a vizsgalt
struktararol.

A jelenleg elérhet6 atomi felbontast szerkezetvizsgalé modszerek kozé a
rontgenkrisztallografia, a krioelektronmikroszképia és az NMR spektroszkopia
tartozik. Ezek kozil el6ébbi két modszer alkalmazasahoz sziikség van a mintak
fixalasara, vagyis ezen modszerekkel csak ,alloképeket” készithetiink a vizsgalt
makromolekulakrol, illetve ezek els6sorban a globularis, jol definialhato
haromdimenzids szerkezettel biré molekulak és komplexeik esetében alkalmazhatok.
Az NMR (nukledris mdagneses magrezonancia) spektroszképia segitségével az
elébbiekhez hasonléan atomi felbontast informaéacié nyerhetd egy-egy molekula
haromdimenzids szerkezetérdl, s6t, mozgékony, oldat fazisban folyamatosan valtozo
szerkezetd molekulak vizsgalata is lehetséges. Ilyen moédon részletes adatokat
nyerhetink akar 1igen valtozatos konformaciés sokasaggal jellemezhetd
fehérjemolekulakrol is. NMR spektroszkopia segitségével kozvetlen dinamikai
adatokat is nyerhetiink, vagyis képet kaphatunk nem csupan adott fehérjék
szerkezeti preferenciairdl, hanem a konkrétan bekoévetkezd konformaciovaltozasok
1ddskalajardl és jellegérdl is. Mindezen felil az NMR-spektroszképia alkalmas arra
1s, hogy részletes informaciét kapjuk egy interakcié soran az asszociacié-disszociacid
pontos 1épéseirdl és atomi/aminosav szintd eseményeirdl.

Az NMR spektroszképia az atommagok magneses tulajdonsagat hasznalja ahhoz,
hogy informaciot szolgaltasson réoluk. Szamos kiilonb6zé mérés végezheto, melyekkel
megallapithato, mely atomok vannak egymassal kovalens kapcsolatban, vagy térben
kozel a fehérje feltekeredésnek koszonhetéen. NMR technikaval azok az atommagok
vizsgalhatok, amelyeknek spinje nem zérus, ilyenek példaul a gyakran vizsgalt, %
spind tH, 13C, 15N izotopok. Az 1H kivételével ezen izotopok természetes gyakorisaga
tal alacsony ahhoz hogy a biomolekulak vizsgalata soran alkalmazhat6
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koncentraciok mellett hatékonyan mérhetd legyen. Emiatt a vizsgalt mintat
1zotopjelolt formaban kell elgallitani; fehérjék esetében 13C és 15N jelolést szokas
alkalmazni. Az NMR spektrumokbél kinyerhet6 egyik legalapvetébb informacié a
kémiai eltolédas. Egy-egy atommag kémiai eltolodas értéke elsGsorban az atom
fajtajatol, kotésrendszerétdl, és térbeli molekularis kornyezetétol fligg. Egy fehérje
esetében a kémiai eltolodas rendkivil gazdag informaciéforras, érzékeny a lokalis és
globalis szerkezetre, protonaltsagi allapotra, eltemetettségre, stb. Az egyediségre
jellemzd, hogy az 'H-15N korrelaciés spektrumokat, melyekben elsé kozelitasben
minden jel egy f6lanc amid NH csoportnak feleltethet6 meg, a fehérjék ujjlenyomat-
spektrumanak is szokas tekinteni. A szerkezet alapjan az egyes atomok kémiai

eltolédésa jo kozelitéssel becsiilhetd (pl. a ShiftX nevi szoftverrel) [98].

A fehérjékben jellemzd kémiai eltolodas-tartomanyok: 'H atommagok esetében
leggyakrabban 2-10 ppm, ritkdn akar -4-15 ppm (standardhoz viszonyitott érték,
mértékegysége ppm, pars per million), 13C atommagok esetében 0-190 ppm, 15N
atommagok, f6lanc amid N atomok esetében 100-140 ppm kozott. A mérések
kiértékelése soran gondot kell forditani a kémiai eltolédasok pontos leolvasasara,
melynek feltétele a megfelel6 referencia beallitasa, ez a vizes oldatban toérténd
mérések esetében a DSS molekula metilcsoportjainak segitségével torténik, ebben az
1H és 13C atomok eltolodasa megallapodas szerint 0 ppm. A gyakorlatban az 'H
eltolodasok esetében a referencia beallitasa kozvetleniil, a 13C és N magok esetében
un. indirekt modszerrel torténik. Ennek kiilénésen nagy jelentésége van a

rendezetlen fehérjék esetében, ahol a masodlagos kémiai eltolédasok tipikusan kicsik
(14sd alabb).

Az egyes atommagokhoz tartozé6 kémiai eltolodasokat a jelhozzarendelés
(asszignacib) soran hatdrozzuk meg. Ehhez olyan spektrumokat kell felvenniink,
amelyeken végigkovethet6ek az egyes atomok kémiai kapcsolatai aminosavakon
beliil, valamint a szomszédos aminosavak kozétt. Duplan (15N és 13C izotéppal) jelélt
fehérjékbdl tipikusan Un. tripla-rezonancia spektrumokat szokas felvenni. Ezek
jellemzden 3 dimenzidsak, a jelek egy H, egy 13C és egy 15N tengely mentén oszlanak
el, és a jelek mintazata az adott mérésre (pulzusszekvenciara) jellemzd médon jelenik
meg és ad informaciét az egyes atomok kozotti kapcsolatokrol.

Félanc asszignacié soran az egyes aminosavak amid N és H, karbonil C, és Ca
atomjanak a kémiai eltolédasat azonositjuk, a gyakorlatban kiegészitve a CB és
gyakran a Ha, HB eltolédasokkal is. A CB eltolédasokat tartalmazé spektrumok
felvétele és elemzése kulcsfontossagu az egyes aminosavak tipusanak besorolasahoz
a CB atom jellegzetes, oldallancfiiggd kémiai eltolédasa miatt.
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A jelhozzarendelés gyakorlati elvégezhet6sége nagyban fligg a jelek eloszlasatol,
lehetséges atfedéseitl, ami elsGsorban a fehérje szerkezeti-dinamikai tulajdonsagain
mulik. Mig a globularis fehérjék esetében altalaban a jelek széles tartomanyban
oszlanak el és gyakorlatilag minden aminosav esetében egyedi, jellemzé értéket
mutatnak, a funkcionalisan rendezetlen fehérjék a mozgasok miatt kiatlagolodo, és
a hasonlé kémiai kornyezet miatt gyakran egymashoz kozeli kémiai eltolédasokkal
jellemezhetbek. A jelatfedések feloldasa ilyen esetekben sziikségessé teheti nagyobb
dimenziés (4D, 5D) vagy specidlis spektrumok felvételét [99,100].

A kémiai eltolodasok szerkezetfiiggésének egyik aspektusa, hogy informaciét adnak
a vizsgalt fehérje masodlagos szerkezeti preferenciairol. Az in. masodlagos kémiai
eltolédasokat (secondary chemical shifts, SCS) gy kaphatjuk meg, hogy a mért
értékekbol kivonjuk az adott aminosav adott atomjara jellemz6 ,,atlagos” értéket. A
kapott masodlagos eltolédas elGjele — atomtipusra jellemz6 médon — és nagysaga utal
az adott aminosav helikalis vagy nyujtott jellegére, illetve az ahhoz tartozo szerkezeti
preferencia mértékére. Nagy abszolut értékli masodlagos eltolodasok tipikusan
stabil, j61 meghatarozott masodlagos szerkezeti elemek jelenlétére utalnak, mig a
funkcionalisan rendezetlen fehérjék jellemzbéen kicsi, az atlagos értékhez kozeli
értékeket mutatnak. Az irodalomban tébbféle ,atlagos” (Gn. random coil) értékeket
tartalmazo leiras/lista talalhatd, ami jol mutatja ezen értékek meghatarozasanak
nehézségét. A rendezetlen fehérjék gyenge szerkezetei preferenciainak
megallapitasahoz a random coil értékekhez kozeli eltolodasok miatt kiemelten fontos
a referencia megfeleld bedllitasa [101].

NMR segitségével kovetett titralasi mérésekkel egy fehérje partnerkotésének
folyamata is kovethet6. Az egyes partnereket kiilonb6zd aranyban tartalmazo
mintakbdl mért spektrumokban azt vizsgaljuk, hogy a szabad és a komplex allapotu
fehérje egyes aminoavai, illetve azok atomjai milyen valtozason mennek keresztiil a
kotodés hatasara. Ehhez egy mérési sorozatbdl nyerhetiink kémiai eltolodas
perturbacié (chemical shift perturbation, CSP) adatokat. Amelyik régiéban nagy
amplitidéju CSP értékeket kapunk, az a szegmens feltehetéen kozvetlentl érintett a
kotédésben (atom-atom kontaktusokat alakit ki, rigidebbé valik, ,eltemet8dik”).
Ugyanakkor, f6leg globularis fehérjék esetében, az eltolédasok valtozasa a kozvetlen
kotohelytsl tavolabbi régiokban is megjelenhet, ha azok szerkezeti-dinamikai
valtozason esnek at a kdolesonhatas soran.

Végezetil meg kell emliteni az NMR-spektroszképia korlatait. Mérési oldalrdl fizikai
korlatot jelent a vizsgalhaté molekulatéomeg [102,103]: a kériilbeliill 45 kDa-nal
nagyobb méreti molekuldk rotaciés diffiziés (tumbling) mozgisa oldatfazisban tul
lasst ahhoz (a mérendd jelek tul gyorsan csengenek le), hogy a spektrumon lathaté
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csucsot adjanak. A masik korldt az Un. ,koéztes csere” (intermediate exchange)
jelensége: a tipikusan a ns-ps tartomanyba esl, az érintett atomok kémiai
eltolodasanak megvaltozasaval jaré kémiai vagy konformaciés atrendezddések az
érintett jelek kiszélesedése miatt nem vagy csak nehézségek aran vizsgalhatoak.

A gyakorlatban ezek mellett az egyik legfontosabb limitalé tényez6 a minta
eléallithatésaga: NMR mérésre alkalmas pufferben, megfelel6 tisztasagban és
toménységben, aggregaci6 nélkial oldat fazisban maradé izotép jeldlt
fehérjeszegmensekre van szlikség, melyek létrehozasa szamos esetben tébb honapos,
vagy akar tobb éves mintaoptimalizalast kévetel meg, és nem is mindig vihet6
sikerre.
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2 Célkitlizések

Doktori munkam megkezdése el6tt a GKAP posztszinaptikus denzitasbeli
allvanyfehérje szerkezetérél minden ismeretiink csak révid peptidekkel végzett
vizsgalatokra korlatozodott. Rontgenkrisztallografias technikaval leirt szerkezeti
képet ismeriink egy 15 aminosavas szegmensrél (a GBR szakasz masodik ismétléds
motivumarél) a PSD95 GK doménjével komplexben, illetve a C-terminilis
hexapeptidrél a Shankl PDZ doménnel komplexben. Munkam soran a GKAP
hosszabb szakaszainak vizsgalatat tiztem ki célul; mivel predikcié alapjan nagyrészt
rendezetlen fehérje, ezért szerkezeti jellemzésére az NMR spektroszkopiat
valasztottam. NMR mérésekkel funkcionalis egységrol funkcionalis egységre haladva
képet kaphatunk az egyes régidok globalis, valamint aminosavszintd
jellegzetességeirdl is. Az NMR spektrumok sajatossaga, hogy csak az izotop jelolt
molekularészekrdl nyerhetiink informaciét, mi pedig fontosnak tartottuk a kialakuld
komplexek mindkét résztvevdjének szerkezeti jellegzetességeit megvizsgalni, ezért
kétszer megismételtiik a komplex NMR vizsgalatat: az els6 mérési sorozatban 5N,
13C-jelolt GKAP-DYL molekulat titraltunk jeldletlen LC8 molekulaval, a masodik
mérés soran pedig 15N, 13C-jel6lt LC8 molekulat jeléletlen GKAP-DYL fehérjével.. Az
NMR vizsgalatokat kiegészitettem molekuladinamikai szamitasos modszerekkel,
illetve egyéb biokémiai vizsgalé modszerekkel, hogy a GKAP szegmenseit és
komplexeiket atfogban jellemezzem.

Doktori munkam soran célul tiztem kai:

e a GKAP posztszinaptikus allvanyfehérje rendezetlen régidit, a dinein koté
szakaszt és a C-terminalis PDZ domént kot6 szakaszt elGallitani és tisztitani
tovabbi analitikai célra.

e az elGallitott rendezetlen szakaszokat tobbféle biokémiai vizsgalati
technikaval jellemezni, kiilonos figyelemmel a méretiikkre, tomegiikre,
hidrodinamikai atmérdgjikre.

e az alkalmas tisztasagban és toménységben elgallitott konstrukciokat NMR
spektroszkopiaval részletes szerkezeti vizsgalatnak alavetni, tekintettel a
globalis és lokalis, aminosav szintd jellegzetességekre is.

e a szoban forgd fehérjerégiokat partnereikkel komplexben vizsgalni, kotddési
kinetikajukat jellemezni, illetve részletes szerkezeti elemzést késziteni NMR
spekroszkopias mérések alapjan, molekuladinamikai szamitasos
modszerekkel kiegészitve.
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3 Modszerek

3.1 Rekombinans fehérje termelésére alkalmas F.coli sejtek
létrehozasa, klonozas

NMR méréssel az ~1000 aminosavas fehérjelancokrél nem lehet egyszerien,
egyértelmien kiértékelhetd spektrumot késziteni. Rendezetlen fehérjék esetében
tovabb szlkiti a lehet6ségeket a nagy aranyu jelatfedés. Emiatt a 992 aminosavas
teljes hosszusagi GKAP fehérjét egyben vizsgalni nem érdemes, de még a révidebb
666 aminosavas izoforma vizsgalata sem célszerd. Illetve mivel a GKAP-nak tébb
partnere van, az egyes partnereihez valé kapcsolodasrdl Ggy nyerhetiink preciz
kisérleti adatokat, ha a fehérjét csak részleteiben vizsgaljuk. Munkam soran
ugyanakkor fontos szempont volt, hogy ne csak a kézvetlen két6 régiokat, hanem azok
tagabb kontextusat is vizsgaljam. A csoportunk szamos kiilonb6z6 konstrukeiot
tervezett, amik a fehérje kilonbozé szakaszait fedik le. Ezek az 1. tablazatban
lathaték. A GK-kot8 régié (GKAP-GBR) ismétléds szekvencidit magaba foglalé hdrom
konstrukcioét, valamint az GKAP-DYL+CC régioét lefed6 konstrukeiot én terveztem.

Konstrukeid Kezdé Utols6é | Konstrukeié | Vektor (expressziés cimke)
elnevezése pozicié | pozicidé | hossza

GKAP-GBR1-3 338 430 93 pEV (6xHis-tag)
GKAP-GBR4-5 425 510 86 pEV (6xHis-tag)
GKAP-GBR1-5 338 513 176 pEV (6xHis-tag)
GKAP-DYL (vagy | 655 711 61 pEV (6xHis-tag)
GKAP-DYL2)

GKAP-DYL-CC 655 736 82 pEV (6xHis-tag)
GKAP-GH1 807 992 186 pEV (6xHis-tag)
GKAP-Ct43 950 992 43 pEV (6xHis-tag)
GKAP-C12 peptid | 981 992 12 peptidszintézissel gyartva

1. tablazat: A csoportunkban létrehozott, a GKAP fehérje kiilonbozo szakaszait lefedo
konstrukcick. A dolgozat tovabbi részében a GKAP-DYL (GKAP-DYL2) és a GKAP-

Ct43 konstruciokkal végzett munkamat mutatom be részletesen, ezért ezeket
kiemeltem a tablazatban.
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Az alabbiakban részletesen ismertetem a klonozas, fehérjetermeltetés és -tisztitas
lépéseit azon fehérjék esetében, amelyekkel NMR mérést végeztem, a dolgozat
tovabbi részében ezek relevansak.

A Kklénozashoz rendelkezésiinkre all6 templat cDNS szekvencia Enora Moutin
feljanlasabél a “GKAP1a” Rattus norvegicus GKAP 3-as izoforma (UniProt: P97836-
5) kédolé szakasza volt. Ez egy teljes hosszisagti GKAP ¢cDNS, complementary DNS
szekvencia, ami RNS-rdl reverz transzkripcioval késziilt, csak a fehérjét kodolo DNS
szakaszokat tartalmazza, intron szekvencidkat nem. A PCR reakcithoz megfelel
forward és reverse primerparok tervezése sziikséges, igy jelolhetjiik ki a szamunkra
relevans kodolo szakaszt, és bevihetjiik a restrikciés endonukleazok felismerd helyeit
1s. Az optimalizalt primerparok nem kotédnek aspecifikusan a templat
szekvenciahoz, illetve olvadaspontjuk megfelel az optimalis PCR beallitasahoz.

A templat cDNS szekvenciardl tehat PCR reakciéval felsokszoroztuk a kivalasztott
szakaszokat, illetve a megfelel6en megtervezett primerpar segitségével a szakaszok
végén restrikciés endonukledz (Ndel és Xhol) hasité helyeket alakitottunk ki. Ezutan
az enzimatikus emésztés soran a PCR terméket és a célvektort is ugyanazokkal a
restrikciés endonukleazokkal hasitottuk, ennek eredményeképp egymassal
hibridizalni képes rovid szakaszok, “ragadds végek” alakultak ki az inszert és az
emésztéssel linearizalt vektor DNS szalakon is, amelyek egymdassal hibridizalni
képesek. FastAP kezelést (amivel a szabad poszfat csoportok eltavolithatéak az
inszert végér6l), valamint hibridizaciét kovetSen ligdldssal kovalensen
osszekapcsoltuk a cukor-fosztfat lanc megfelel6 elemeit, igy az inszertet beépitettiik
a cél vektorba. A hasznalt pEV plazmid egy médositott pET-15b vektor, ami a klénozé
hely kozvetlen kozelében N-terminélis 6xHis taget és tobacco etch virus (TEV) hasité
helyet kédol. Az igy eldallitott fehérjekonstrukciok N-terminalisan, TEV hasitast
koévetSen négy extra aminosav marad (GSHM).

e

Az eléallitott pEV plazmidok tartalmaznak két tovabbi lényeges elemet, ami a fehérje
eléallitasahoz sziikséges (1d. a 14. 4bran): (1) egy ampicillin rezisztenciat kédol6 gént,
amivel a sikeresen transzformalt baktérium klénok szelekciéja valik lehetové
ampicillin antibiotikumot tartalmazé taptalajon vagy folyékony tapoldatban, (2) egy
promotert, esetiinkben lac promoétert, amivel a rekombinans fehérje transzkripcidja
indukalhaté (bekapcsolhaté) a vektor DNS-rél.
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94...111 6xHis tag
133...153 TEV cleavage site

/ 157...336 rGKAP-DYL2

N

PEV-rGKAP-DYL2

+

14. dabra: A GKAP-DYL konstrukcio expresszaltatasara szolgdalo pEV vektor
felépitése.

Az altalunk megkonstrualt GKAP-DYL kédolé plazmid mind a két LC8 kotd
motivumot magaba foglalja, valamint tovabbi 10, illetve 14 aminosavat N illetve C-
termindlis irdnyban, ez a templaton (UniProt: P97836-5) a 655-711 aminosavak
kozotti szakasznak felel meg (1d. 8. abra).

A Rattus norvegicus DYNLLZ2 gént kédol6 (UniProt: Q78P75, 100%-ban megegyezik
a human ortoléggal, UniProt: Q96FJ2), LCS8 fehérje elgallitdsara alkalmas plazmid
konstrukciét Prof. Nyitray Laszlé bocsatotta rendelkezésiinkre. Ez a cDNS szintén
pEV vektorba van klénozva, igy szintén N-terminalis 6xHis taget tartalmaz, TEV
prote4z hasitéhelyet és négy aminosavat (GSHM) az N-terminuson az expresszids
cimke maradvanyaként.

Szintén a Rattus norvegicus GKAP (UniProt: P97836) C-termindlis 43 aminosavas
szakaszat vizsgaltuk, azaz a 950-992 poziciok kozti szakaszt, ami 100%-ban
megegyezik a human homolég DLGAP1 fehérje megfelel§ szakaszaval (UniProt:
014490, 935-977 aminosavak kozott). Az altalunk hasznalt, GKAP-Ct43 elnevezésd
konstrukcié lefedi a C-terminalis PDZ-k6t6 EAQTRL motivumot és a tagan
értelmezett szomszédos szakaszat, tovabbi 37 aminosavat, ami predikcié alapjan
részben rendezetlen.

A Rattus norvegicus Shank1-PDZ (UniProt: Q9WV48, 654-768 aminosav pozicidk,
ami 100%-ban azonos a human ortolég UniProt: Q9Y566, 654-768 pozicidk kozti
szakasszal) el6allitdsat és tisztitdsat szintén az alabb részletesen leirt protokoll
szerint végeztik [97].
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3.2 Transzformalas, rekombinans fehérje termelése és
tisztitasa

A ligalt rekombindns DNS vektort transzformaldssal vittem be E. coli BL21 (DE3)

vagy Dhba baktérium térzsekbe. Utdbbi torzs kloramfenikol kezelés hatasara magas

kopiaszamban replikalja a transzformalt plazmidot, igy plazmid preparaciéval

tisztithato beldle vektor DNS. Az igy eldallitott plazmid DNS-t Sanger szekvenalassal

ellendriztettiik, hogy a létrehozott szekvencia valéban a megtervezett fehérjét
kédolja.

A plazmiddal transzformalt BLL.21 F.coli klonokat felszaporitottam, agar taptalajon
vagy tapoldatban tenyésztettem, tovabbi felhasznélas fiiggvényében LB (Low salt
Broth) vagy hazilag készitett M9 minim4al médiumban (ennek sszetétele: 22 mM
KH2POy4, 50,6 mM NasHPO4, 8,6 mM NaCl, vitamin mix, 2 mM MgSO4, nyomelem
mix, 4 g/l glikéz, 2,5 g/l NH4Cl), 37°C-on. Utébbihoz 13C-jelslt D-gliikdzt, illetve 15N-
jelolt NH4Cl-t adtam, mint egyediili C illetve N forras, hogy izotép jelolt fehérjét
allitsak el6. 6 MFU (MacFarland unit) denzitdst kultirdban 1 mM IPTG-vel
(izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid) indukaltam a fehérje expressziét, 20°C-on 16
oran keresztiil. A centrifugalt pelleteket -20°C-on taroltam tovabbi felhasznalasig.

A termelt fehérjék adatai a Fiiggelék 2. tdblazatdban olvashatéak (molekulatémeg,
becstilt izoelektromos pont, extinkciés koefficiens, stb.).

3.2.1 Affinitas kromatografia rendezett és rendezetlen fehérjék
esetében

A tisztitds els 1épéseként jégen lizispufferben (50 mM NaPi, 300 mM NaCl, pH 7,4),
ultrahangos szonikaldssal homogenizaltam a sejteket (a sejtpelletet 10% pufferben
feloldva: 1 g pellethez 10 ml puffert adva), majd centrifugalassal (11 000 rpm, 30 perc,
4°C) iilepitettem a szildrd fazisu sejttérmeléket.

Hagyomanyos affinitas cimkés kromatografias tisztitds soran a feliluszoval
dolgozunk tovabb, amely tartalmazza a célfehérjét és a baktériumok altal megtermelt
0sszes tobbi fehérjét is. Ebbdl az oldatbdl a plazmid altal kodolt affinitas cimke
segitségével tudjuk “kihorgaszni” a kivant fehérjét. Példaul a 6xHis tag affinitas
cimke oldallancai nikkel ionokkal kelatot képeznek, igy olyan affinitas
kromatografids oszloppal tisztithaték (IMAC, Immobilized Metal ion Affinity
Chromatography), amelyen a toltethez Ni2+ ionok kapcsolédnak. Affinitds
kromatografias oszlophoz val6 kotddés utan a célfehérje olyan molekula segitségével
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elualhaté (oldhaté le az oszloprél), ami el8sebben kétddik az oszlop téltethez, mint a
cimke. 6xHis-tag cimke esetében ez az imidazol.

A rekombinins fehérjék olykor oldhatatlan (inszolubilis) formaban termel8dnek
E.coli sejtekben, Un. inkliziés testekbe (zarvanytestekbe) kiiloniti el Sket a
baktérium. Rendezetlen fehérjék esetében ez gyakran el6fordul. Ebben az esetben
sejtlizist és centrifugalast kovetéen a fehérje a pelletbe keril, onnan
denaturalészerrel oldhaté be: 6 M ureaval vagy 6 M guanidin-hidrokloriddal (Gdn
HCl). Denaturaciét kévetSen renaturacié sziikséges, vissza kell allitani a nativ
kornyezetet, amiben a fehérje funkcidképes. Az erre szolgalé lényegi lépés a
puffercsere, ami megvaldsithaté higitassal, dializissel, vagy affinitas kromatografias
oszlophoz kotott allapotban. A GKAP-DYL konstrukcié esetében ez utébbi eljarast
alkalmaztam:® a 6xHis-GKAP-DYL molekula denaturalé pufferrel (6 M Gdn HCI, 50
mM NaPi) szolubilizalt oldatdt 5 ml-s Bio-Rad EconoFit NuviaTM IMAC oszlopra
toltve elvalasztottam a baktérium fehérjéktsl, majd nativ pufferrel (50 mM NaPi, 300
mM NaCl, pH 7,4) az oszlophoz kotott allapotban renaturaltam a fehérjét, majd egy
mosési 1épést kdvetSen (50 mM imidazollal) nativ 4llapotban tudtam eludlni magas
koncentraciéji imidazolos eltciés pufferrel (50 mM NaPi, 300 mM NaCl, 250 mM
imidazol). Minden tisztitdsi 1épéshez a Bio-Rad FPLC (fast protein Iliquid
chromatography, gyors fehérje folyadékkromatografias) rendszerét hasznaltam.

Az LC8 dimer, GKAP-Ct43 és a Shank-PDZ konstrukciok esetében nincs sziikség
denaturaciora, ezek a fehérjék jol oldhatdak, nativ IMAC tisztitassal kinyerheté a
fehérje, ennek megfeleléen az ultrahangos lizist koévetden a feliltszé oldatot
kozvetlentil az oszlopra téltottem, majd elualtam a fehérjét.

3.2.2 His tag hasitasa

Az affinitas kromatografias tisztitasi lépést kovetéen a TEV hasitas kovetkezett. A
TEV proteaz enzimet a laboratériumban allitottuk eld ugyanazzal a klénozasi
eljarassal, amit fentebb ismertettem. 5 mg fehérjéhez adtam 0,5 mg TEV proteazt, és
a konstrukeciot 16 6ras inkubaciéval emésztettem 10°C-on.

TEV hasitast kovetfen beiktathatdé egy reverz IMAC tisztitasi 1épés, amellyel a
levagott His tag darabokat, az el nem hasitott rekombinans fehérjemolekulakat és a
TEV proteaz molekulakat lehet eltavolitani az oldatbdl. Ezt a 1épést a Shank1-PDZ
domén tisztitasahoz alkalmaztam, mert ott mar nem Kkerilt sor az utolso
méretkizarasos kromatografias tisztitasi 1épésre. Ehhez Ni2+ ionnal boritott IMAC
gyongyoket (Bio-Rad NuviaTM IMAC Ni-affinitdsd gydngyoket) adtam a
reakcidelegyhez, majd centrifugalast kovetben a feliilliszoval dolgoztam tovabb.

35



3.2.3 Puffercsere, ioncsere kromatografia

Minden fehérjemolekuldnak az izoelektromos pont (pI) fiiggvényében adott pH-n
adott értékd pozitiv vagy negativ toltése van, ez az aminosaviosszetétel alapjan a
szekvencia ismeretében kiszamithaté. Ennek megfeleléen a kilonbozo toltésd
molekuldk elvilaszthatéak egymastél: az alacsony pH-n (pH 6,0) pozitiv ssztoltéssel
rendelkez6 molekulak a pozitiv toltetd Q oszlopon az atfoly6 frakcidéba keriilnek, mig
a negativ toltésd szennyezd nukleinsavak kétédnek az oszlophoz.

A GKAP-DYL, LC8, GKAP-Ct43 és Shank1-PDZ fehérjének is pozitiv toltése van pH
6,0 kornyezetben. A pl (izoelektromos pont) értékek becsléséhez a Protein Calculator
v3.4 eszkozt hasznaltam (https:/protcalc.sourceforge.net/). Az egyes konstrukecidk
adatail a Fuggelék 2. tablazataban olvashatok.

Az ioncsere kromatografiahoz sziikséges pH és alacsony sékoncentracié beallitasa
puffercserével lehetséges, amihez puffercsere oszlop vagy dializis alkalmazhato.
El6bbi hasznalatahoz toményitésre van szlikség, mert egy 5 ml térfogatu puffercsere
oszlopon csak 1,5 ml minta sdmentesithet§ precizen, kevés anyagveszteség mellett
(az IMAC tisztitasi 1épésben pedig rendszerint nagyobb mennyiségii, akar 8-12 ml
higabb, szennyezetteb fehérjeoldatot kapunk). A fehérjemintakat Amicon® Ultra-15
ultracel'3K (3 kDa MWCO (molecular weight cutoff)) centrifugasz(irével
toményitettem, majd Cytiva HiTrapTM Desalting 5 ml-s puffercsere oszloppal
eltavolitottam az imidazolt a pufferbdl (a puffercserét kovetden a mintdk 50 mM
NaPi, 20 mM NaCl, pH 6,0 pufferbe Kkeriiltek). Ezt LkovetSen ioncsere
kromatografiaval tisztitottam tovabb, 5 ml-s Bio-Rad EconoFit Macro-Prep High Q
oszloppal, a rekombinans fehérjéket az atfolyéban begydjtve.

3.2.4 Méretkizarasos kromatografia

Még egy toményitési lépést kovetéen az utolsé tisztitasi lépés méretkizarasos
kromatografiaval (size exclusion chromatography, SEC) toértént egy Cytiva
Superdex™ 75 Increase 10/300 GL oszlop segitségével. Ennek a kromatografias
technikanak az alapjat a specialis porusos gyongy toltet adja, ami a viszonylag nagy,
24 ml-es oszlopban talalhaté. A nagyobb molekulak nem jutnak be a gyéngyok
belsejébe, a kisebb molekulak viszont igen, igy nagyobb utat jarnak be az oszlop
belsejében, emiatt lassabban eludlédnak. Az elicié “idépontja” (ami megfeleltethetd
az atfolyt térfogatnak) tehat aranyos a molekula hidrodinamikai paramétereivel.
Retenciods térfogatnak nevezziik azt a térfogatot, ahol az adott fehérje elualodik az
oszloprél (ez minden fehérje egyedi tulajdonsigaitél fiigg). Ennek alapjan a
méretkizarasos kromatografia nem csak preparativ, hanem analitikai médszerként
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is alkalmazhat6: a retenciés térfogat logaritmusa és a molekula hidrodinamikai
radiusza (mérete/molekulatomege) egyenesen aranyosak (figyelembe véve a
molekula rendezetlenségét is) — ez alapjan ismeretlen molekuldk radiusza, illetve
kompaktsaga becstilhetd.

Tisztitasi lépésként alkalmazva a maradvany szennyezodéseket,
baktériumfehérjéket, el nem tavolitott TEV proteaz enzim molekulakat tartalmazo
oldatb6l nagy tisztasaggal elkiilonithet6 a rekombinans fehérje, valamint egy
lépésben az is elérhet6, hogy az NMR méréshez sziikséges nagy tisztasagu, szlrt
pufferbe keriiljon az el6allitott makromolekula.

A fehérjemintakat 500 pl térfogatban injektaltam az oszlopra, 0,8-1 ml/min aramlasi
sebességet alkalmaztam. A GKAP-DYL és LC8 mintak végleges puffere 50 mM NaPi,
20 mM NacCl, pH 6,0 volt, a kovetkez6 adalékanyagokkal: 0,02% NaN3 és 5 mM TCEP
(trisz(2-karboxietil)foszfin); a GKAP-Ct43 és Shank1-PDZ mintak esetében a TCEP
adalékanyagot elhagytam. Az LC8 esetében a béta-merkaptoetanol és a DTT nem
hasznalhaté, mivel ezek a redukaldészerek rakapcsolédnak a molekula egy
hozzaférhet6 cisztein oldallancara, emiatt a TCEP tiolmentes redukaldszer
alkalmazasara volt sziikség.

3.2.5 Toményités, mintatarolas, szallitas

A titralasi partnerek (LCS8, Shankl1-PDZ) esetében méretkizardsos kromatografia
utan még egy toményitési 1épést alkalmaztam, hogy a partnerhez viszonyitva minél
nagyobb toménységi oldatot kapjak, hogy a tiralasi lépésekkel elérhetd legyen a
szaturaci6. A GKAP-DYL konstrukcié esetében a toményitési lépések
minimalizalasara torekedtem, mert ez a konstrukcié hajlamos a toményitoé szlir6hoz
hozzatapadni, ezért egy-egy toményitési 1épés jelentds anyagveszteséggel jart. Ezzel
a konstrukciéval a legmagasabb koncentracié, amit el tudtam érni, 0,5 mg/ml volt.

Az eloallitott fehérjemintakat folyékony N2 oldatban lefagyasztottam, majd
vakuumban fagyasztva szaritassal liofilizaltam, igy htités nélkil hosszabb tavon
(néhany hénapig) tarolhatéva, illetve szallithatéva valtak.
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3.3 Fehérjemintak altalanos jellemzése fizikokémiai
technikakkal

3.3.1 Koncentraciomérés abszorbancia alapn, illetve alternativ
modszerekkel

A 6xHis-GKAP-DYL, LC8, GKAP-Ct43 és Shank1-PDZ konstrukciok esetében a
koncentracié meghatarozasa a 280 nm-en mért abszorbanciajuk alapjan tortént, egy
NanoDrop2000 fotométer segitségével. Az abszorpcids koefficiensek becsléséhez a
Protein Calculator v3.4 eszkozt hasznédltam (https:/protcalc.sourceforge.net/), az
egyes konstrukciok adatai a Fuggelék 2. tablazataban olvashatok. A GKAP-DYL
konstrukecié esetében Qubit™ Protein Assay Kit-et hasznaltam a gyartd protokollja
szerint. A leolvasashoz Dr. Garay Tamas és kutatocsoportjanak tagjai biztositottak
szamomra a fluorométer késziiléket.

3.3.2 Tisztasag ellenorzése, molekulatomeg meghatarozasa SDS-PAGE
és MS technikaval

A rekombinans fehérjék tisztasagat és pontos molekulatomegét SDS-PAGE
(natrium-dodecil szulfat poliakrilamid gélelektroforézis) és LC-MS
(folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria) vizsgalatokkal igazoltam.
Elébbihez el6ére 6ntott, Bio-Rad gyartmanyu 10%-os SDS-PAGE gélt hasznaltam, a
gélképeket pedig a GelAnalyzer nevii szoftverrel értékeltem ki (GelAnalyzer 23.1.1,
available at www.gelanalyzer.com, by Istvan Lazar Jr., PhD and Istvan Lazar Sr.,
PhD, CSc). Az LC-MS méréseket Schlosser Gitta végezte az ELTE TTK-n.

3.3.3 Hidrodinamikai radiusz becslése analitikai méretkizarasos
kromatografiaval

Minden molekula retenciés térfogata (az a térfogat, ahol elualédik a méretkizarasos
kromatografids oszloprél) a hidrodinamikai sugaratél fiigg. Ez a globuldris fehérjék
esetében a molekulatémeggel (annak logaritmusaval is) ardnyosnak tekinthetd,
ezaltal abbdl jol becsiilhets. Rendezetlen fehérjék esetében azonban a nagyobb
konformaciés szabadsag miatti kisebb kompaktsaghbdél adédéan a hidrodinamikai
radiusz tipikusan nagyobb, mint amit a molekulatomeg alapjan varnank.

Az analitikai SEC mérések lényege, hogy egy standard, ismert molekulatomegd
sorozattal kalibraciés gorbét hatarozunk meg, amihez a becsiilni kivant molekula
méretét viszonyitjuk. A kalibraciés gorbéhez a kovetkezd fehérjéket hasznaltam:
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BSA, mioglobin, RNaz A, B12 vitamin. Ezeket ugyanabban a pufferbe beoldottam,
amiben a GKAP-DYL és az LC8 konstrukciét (50 mM NaPi, 20 mM NaCl, pH 6,0, 5
mM TCEP), és ugyanolyan térfogatban, 500 pl-ben injektdltam &ket a Cytiva
Superdex™ 75 Increase 10/300 GL oszlopra, mint a GKAP-DYL és LC8 fehérjéket.
Az aramlasi sebesség 0,8-1 ml/min volt. A kalibraciés goérbéhez hasznalt fehéjék
adatai a 2. tablazatban lathatok.

Koncentracié | Molekulatomeg | Retencids
(mM) (kDa) térfogat
BSA 0,2 66,4 9,65
mioglobin 2,5 17 13,55
RNaz A 3 13,7 14,3
B12 vitamin 0,3 1,3 19,37

2. tablazat: Az analitikai méretkizardasos kromatografiahoz hasznalt standard sor
elemeinek adatai.

A kalibracids gorbe meghatarozasahoz a retenciés térfogat logaritmusat vettem, azt
abrazoltam, majd kiszamitottam a retencids térfogattal mért és a valds, ismert tomeg
aranyat. Amennyiben ez az arany ~1, akkor a vizsgalt fehérje globularis, ha >1,5
akkor rendezetlen [104].

3.3.4 Hidrodinamikai paraméterek vizsgalata dinamikus fényszorassal

A dinamikus fényszéras (dynamic light scattering, DLS) méréseket a HUN-REN
TTK-n végeztem Dr. Juhasz Tunde segitségével. Ez a mddszer makromolekulak
méretének becslésére hasznalatos. A GKAP-DYL, az LLC8, és kettejiik komplexének
részecskeméret-meghatarozasa 20 °C-on tortént egy W1301 DLS eszkozzel didda
l1ézerrel (660 nm) és fotodidéda detektorral. 80 pl mintat mértiink kis térfogatd egyszer
hasznalatos, 1 cm Uthosszisagu kuvettakkal. Az 1d6fliggd autokorrelaciés fiiggvényt
10 masodperes, 10 ismétléses mérésekkel hataroztuk meg. Az analizishez i-Size 3.0
szoftvert hasznaltunk.
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3.3.5 Masodlagos szerkezeti elemek vizsgalata ECD spektroszkopiaval

Az elektronikus cirkularis dikroizmus (ECD, vagy réviden CD) spektroszképia a
fehérjék kiralitasat hasznalja ki, azt, hogy a korkorosen polarizalt fény abszorpcidja
kiilonb6z6 az 6ramutatd jarasaval megegyezd, illetve azzal ellentétes iranya fény
esetén. A tavoli UV CD spektroszkopia a fehérjék masodlagos szerkezeti elemeinek,
1lletve azok stabilitasanak vizsgalatara hasznalatos, a kézeli UV tartomany pedig az
aromas oldallancokrol ad informaciot.

Az ECD spektroszkopias méréseket Farkas Viktor tamogatasaval végeztiik az ELTE
TTK-n. A fehérjemintak CD spektrumat JASCO J-1500 spektrométeren mértem 20
°C-on, egy 0,1 cm uthossztsagu J/21 kvarc kuvettaval, 300 ul térfogatban, a
kovetkezd beallitasokkal: 195-260 nm spektrum, 50 nm/min szkennelési sebesség, 1
nm savszélesség, 0,2 nm lépéskoz, 0,5 mp valaszadasi 1d6 és 3 akkumulalt szken,
alapvonal korrekcioval. A GKAP-DYL konstrukcié spektruma 6,5 uM, az LC8 fehérje
11,25 pM (monomer) koncentricién keriilt felvételre. A komplex spektrumét
ugyanezeken a molaris koncentraciéértékeken mértem (azaz 6,5 uM GKAP + 11,25
uM LC8). Ez alapjan a molekuldk nagy tobbsége komplexalt 4llapotban van az
oldatban, igy a spektrumok Gsszehasonlitasa azzal a feltételezéssel tortént, hogy a
mért spektrum a komplexet reprezentalja.

3.4 Fehérje-fehérje interakcio vizsgalata BLI mddszerrel

A bioréteg interferometria (biolayer interferometry, BLI) médszer 1ényege, hogy egy
szenzor felilletéhez hozzakétjik a két partnermolekula egyikét (ellemzden
valamilyen erre alkalmas molekularészlet, cimke (fag) segitségével, ami lehet
példaul az altalunk hasznalt 6xHis tag cimke, ami a szenzoron levé Ni2+ ionokhoz
kot), majd a masik molekulat is hozzdadjuk. A felkétott molekuldt a kénnyebb
érthet8ség kedvéért gyakran “csali” (bait), a partnert “préda” (prey) kifejezéssel
illetjiik. A szenzor feliiletén levo réteg vastagodasa mérhetd, els6 1épésben a csali
altali vastagodas, majd interakcié esetén a masodik 1épésben a préda kotése altal
okozott vastagodas. Preciz koncentracidértékekkel, megfeleld alapvonal és negativ
kontroll mérésekkel az interakecié disszocidciés allandéja (Kd) meghatdrozhaté.

A BLI méréseket egy FortéBio BLItz™ Protein Detection System eszkozzel végeztem.
A mérések soran a fehérje- és puffermintakat 250 ul térfogatban, fekete fala, 0,5 ml-
es csovekben adagoltam a szenzorokhoz. A kiesérletek el6tt minden Sartorius Ni-
NTA bioszenzort kinetikai pufferben hidrataltam (50 mM NaPi, 20 mM NaCl, pH 6,0
+ 20 mM imidazol, 0,1% BSA, 0,02% Tween 20, 0,02% NaN3) 25°C-on 10 percig. A
puffereket, a csali- és a ligandumoldatokat a mérések el6tt szobahdmérsékletre
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ekvilibraltam. A 6xHis-GKAP-DYL fehérjét immobilizaltam a bioszenzor feliiletére 5
pug/ml koncentraciéban, kinetikai pufferben 90 masodpercig. Ezutan hatteret vettem
fel kinetikai pufferben, 30 masodpercig. Az LLC8 dimerek asszociacios és disszociacios
szenzorgramjat 3,125 uM és 50 uM kozotti koncentracid értékekkel vettem fel,
kinetikai pufferben, mindegyiket 90 masodperces inkubalasi idovel. A Kd értéket
(egyensulyi disszocidciés allandét) a mért gorbék alapjan az eszkoézhodz tartozéd
analizis szoftver segitségével hataroztam meg, globalis illesztéssel. A gorbéket
negativ kontroll mérésekkel korrigdltam (0 mM hozzdadott ligandummal). Az
aspecifikus kotodés ellen6rzéséhez ugyanezeket a lépéseket végeztem az elsé
kivételével: nem adtam hozza a csali 6xHis-GKAP-DYL fehérjét az immobilizalas
lépésekor. Az aspecifikus kotddéshez tartozé negativ kontroll mérést tires kinetikai
pufferrel végeztem.

GKAP-Ct43 és Shank1-PDZ esetén Jessica Amy Li és Varga Soma végezték a
méréseket, a fent leirt protokollhoz hasonlé eljarassal.

A GKAP-Ct43 fehérjemolekulakat His-tag cimkével 200 nM koncentraciéban
rogzitették az NTA-érzékel6khoz csalinak, és a Shank1-PDZ konstukeiét 4, 2, 1 és 0,5
uM koncentraciéban ligandumként adtak hozza. A kinetikai mérések protokollja a
kovetkez8 volt: 30 mésodperc alapvonal felvétel, 120 mésodperc loading (a csali
fehérje szenzorhoz kétése), 30 masodperc alapvonal mérés, 60 masodperc asszociacio,
végil 60 masodperc disszociacid. A kinetikai puffer 6sszetétele 50 mM NaPi, pH 7,4,
20 mM NaCl, 20 mM imidazol, 0,1% BSA és 0,02% Tween20 volt. A puffereket, a
csali- és a ligandumoldatokat a mérések elott szobahémérsékletre ekvilibraltak.
Fontos megjegyezni, hogy a BLItz miszer homérséklet-szabalyozasa nem lehetséges,
ezért a kiillonb6zd mérések kozott maximum 3 °C hémérsékletkilonbség 1éphet fel.
Kontrollmérések a kovetkezSk voltak: (1) a Joading soran csali helyett kinetikai
puffert adtak hozza, majd megmérték az asszociaciét a Shankl-PDZ-vel, hogy
megfigyeljék a Shank nem specifikus kot6dését a szenzorhoz; (2) kinetikus puffert
alkalmaztak az asszociaciés fazisban (Shank-PDZ fehérje nélkiil), hogy az
alapvonalat felvehessék. Az adatok értékelése soran a hattérgorbét kivontak a mért
gorbékbsl. A disszocidciés 4llandét (Kd) hérom fiiggetlen mérés Aatlagaként
szamitottak, amelyeket a BLI kinetikai gérbékbdl hataroztak meg az eszkoz kezelo
szoftverének globalis illesztési modszerével.
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3.5 Fehérjék szerkezetvizsgalata NMR méréssel, szabad és
kotott formaban

Az NMR méréseket a GKAP-DYL konstrukcié esetében 0,06-0,5 mM toménységi, a
GKAP-Ct43 konstrukcié esetében 0,3 mM toménységd 15N, 13C izotoppal jelolt
fehérjemintaval végeztiik 2/98% D20O/H20 oldatban, pH 6,0-n. A kémiai eltolodasok
méréséhez bels§ referenciaként DSS-t (4,4-dimetil-4-szilapentdn-1-szulfonsav)
hasznaltunk. Minden spektrumot 298,15 K fokon mértiink egy TCI 1H/13C/15N Z-
gradiens kriogenikus méréfejjel felszerelt Bruker AVANCE III HD 800 MHz
spektrométeren, Prof. Perttu Permi segitségével a finnorszagi dJyvéaskyla-i
Egyetemen. Az adatokat a TopSpin szoftver 3.5.7-es verzidjaval gydjtottik és
processzaltuk.

A kovetkezd spektrumokat rogzitettiik és hasznaltuk fel a jelhozzarendeléshez
(asszignéciéhoz) a GKAP-DYL és a GKAP-Ct43 konstrukcié esetében: 1H-15N HSQC,
konstans-ideji 1H-13C HSQC-alifas, konstans-ideji 1H-13C HSQC-aromas, HNCACB,
HN(CO)CACB, HNCO, HBHA(CO)NH, (H)CC(CO)NH, H(CCCO)NH [105,106] és
i(HCA)CO(CANH [107]. A GEKAP-DYL és a GKAP-Ct43 konstrukcidk
asszignacidjahoz hasznalt NMR mérések adatai a Fiiggelék 3.A és 3.B tablazataiban
olvashatok.

Az L.C8 esetében a tH-15N HSQC spektrum részleges f6lanc asszignacidja nagyrészt
a BMRB: 15076 adatainak felhasznaldsaval tortént, HNCACB és HN(CO)CACB
spektrumok megeréGsitésével. Erre azért volt szlikség, hogy a 1H-1N HSQC titralasi
spektrumot kiértékelhessem, pontosabban azonositani tudjam a komplexképzddés
soran eltling, illetve nem modosult cstcsokat, amik a szabad LC8 molekuldhoz
tartoznak, illetve amik részt vesznek az interakcié kialakitasaban. Az irodalomban
leirt asszignacié mellett az ] mérésekre az eltérd koriilmények (TCEP tartalmu
puffer) volt sziikség, ugyanis a HSQC spektrumok nem egyeztek meg az egyérteélmi
azonositashoz szlikséges mértékben az irodalomban elérhetével.

Az NMR titralasi méréseket két 1H-15N HSQC mérési sorozattal végeztik el; els6
esetben a GKAP-DYL volt jelen a komplexben izotép jelolt formaban (,forward’
titralas), masodik esetben az LC8 (reverz’ titralas). A GKAP-Ct43 konstrukcié
esetében a forward titrdlasi mérési sorozatot mutatom be a dolgozatban (ahol a
GKAP-Ct43 szakasz izotép jelolt és a Shankl PDZ domén jeldletlen). A reverz
titralast Santa Anna kollégam végezte el, ahol a GKAP molekula jeléletlen, viszont a
Shank1-PDZ izotdp jeldlt, ezeket az eredményeket 6 ismerteti szakmai cikkeiben és
a doktori disszertaciéjaban. A titralasi NMR spektrumok adatai a Fuiggelék 4.A, 4.B
és 4.C tablazataiban lathatok.
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A kémiai eltolédas asszignaciohoz a CCPNmr Analysis v3.1 szoftvert, a
kiértékeléshez pedig Microsoft Excel programot hasznaltam.

A masodlagos kémiai eltolodasi értékek kiszamitasahoz sokféle random coil kémiai
eltolodas lista elérhetd a szakirodalomban, melyek mas eredményt adhatnak ezaltal
eltérd masodlagos szerkezeti preferencidkra utalhatnak [101,108]. A modernebb
adathalmazokban (melyeket az elmult 20 évben publikaltak) korrigalt értékek
szerepelnek, szekvencidra (szomszédsagi adatokra), h6mérsékletre és/vagy pH-ra
korrigalva kérhetiink le szamitott random coil kémiai eltolodas adatsorokat. A
dolgozat készitésének idején nem volt elérhetd az ncIDP és a Prosecco adathalmaz
[109,110], igy az ncIDP frissebb verziéjat, a POTENCI-t és a mésik elérhetd,
rendezetlen fehérjékre alkalmazhaté adatsort hasznaltam fel, amit Kjaergaard és
Poulsen kozolt le [111,112]. A lehetdségek koziil rendezetlen fehérjék esetében
leginkabb ajanlott a szekvencialis szomszédsag-, homérséklet- és pH-korrigalt
random coil kémiai eltolédasokat tartalmazé POTENCI listaja [111].

Szintén masodlagos szerkezeti preferencidk elemzéséhez hasznalatm a CheSPI [113]
szoftvert, a C’, Ca, CB, N és HN kémaiai eltolédasokat alapul véve.

A kémiai eltolodas perturbacié szamitasokhoz a kovetkezd képletet hasznaltam:

Appm = /(ASyp)? + (ASy X a)?

ahol a=0,14 [114].

3.6 Szamitasos és szoftveres modszerek alkalmazasa

A szamitogépes modszerekkel végzett szamitasokat Dr. Kalman Zsoéfia E., Dr.
Gaspari Zoltan és Dr. Dobson Laszlé végezte. Az eredmények ismertetése és a
diszkusszié szempontjabdl relevans szamitasos eljarasokat mutatom be. A szévegben
T/1 megfogalmazassal jelzem, amely 1épések kivitelezésében én is részt vettem.

A kezdeti modellépitéshez a PDB: 2XQQ kédd LC8 dimer szerkezet [63] szolgalt
templatként. A hosszi rendezetlen szakaszokat DIPEND [115] és MODELLER
[116,117] segitségével modellezték (Chimera programbél meghivva). A
molekuladinamikai (MD) szimulacié el6tt a szerkezeteket a FoldX programmal tették
teljesé (pl. hiAnyzé atomok pétlasara volt sziikség).

A szamitasokat a Komondor szuperszamitogépen végezték. A modelleket GROMACS
[118,119] segitségével szimulaltak, explicit oldészerben (spc216.gro oldszer modellel)
végzett klasszikus molekuladinamikai szamitasokkal. Az AMBER99SB-ILDN
fehérje erdteret hasznaltak; a szimulaciés doboz beallitdsahoz a molekulatol vett
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minimalis tavolsag 1 nm volt. A kezdeti modellbdl kiindulva a konformacios tér jobb
feltérképezéséhez o6t parhuzamos 200 ns futtatast hajtottak végre, -eltéro
véletlenszer(i kezdeti sebességeloszlasbél inditva (md_200_1, md_200_2, md_200_3,
md_200_4, md_200_5).

A Colabfold komplex modellez6 beallitasaval, az AlphaFold2 segitségével
elgallitottunk tovabbi 6t modellt [120]. A generalt modellekre szintén 200 ns
molekuladinamikai szimul4ciét futtatak a fenti beallitasokkal (AF1, AF2, AF3, AF4,
AF5). igy Osszesen tiz, egyenként 200 ns hosszu futast készitettek, ezekbol 10 x 20
000 szerkezeti modellt elemeztiink.

Az MD altal generalt modellek elemzése soran a masodlagos szerkezetet a DSSP,
illetve a DSSPcont program segitségével josoltdk meg [121-123]. Az egyes
aminosavakhoz tartoz6 oldészer altal hozzaférhetd felszint is a DSSP kimenetek
alapjan szamitottdk ki. A giraciés sugarat (radius of gyration) egy sajat Python
nyelvl szkript segitségével szamitottak ki. A @/ szogeket minden modell esetében
az UCSF Chimera phipsi.py szkriptjével szamitottak ki, majd egy sajat szkript
segitségével elemezték. Minden egyéb szamitashoz és fajlformazashoz a csoportunk
altal irt Python 3 koédokat hasznaltak. A coiled coil predikciot a wagga-wagga
webszerver [124] segitségével végezték. A legreprezentativabb peptidet (,mean
structure’) a Molmol program [125] segitségével konstrudltak meg.

Az aminosav-aminosav interakciékat a Voronota eljaras [126] segitségével
elemezték, amelybdl megkaptak az atlagos aminosavtavolsagokat. Vizualizaciéhoz a
ChimeraX, a Weblogo és a Jalview [66,73,127] programokat hasznaltuk.
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4 Eredmeények

Munkam soran sikeresen elGallitottam a posztszinaptikus denzitasban részt veve
GKAP két kiilonalls, predikcié alapjan rendezetlen szegmensét (GKAP-DYL és
GKAP-Ct43), nem csak jeloletlen formaban, hanem NMR mérés elvégzéséhez
sziikséges tisztasagban és toménységben, 13C-, >N-izotéppal jel6lt formaban is.
Ahhoz, hogy szabad és komplexalt formaban is vizsgalatokat végezhessek,
elgallitottam a partner fehérjékeket is, a dinein kénnyd lanc (LC8) fehérjét, valamint
a Shank1 fehérje PDZ doménjét, elébbit 13C-, 15N-1zotoppal jelolt formaban is. Az
eloallitott fehérjeszakaszok funkcionalitasat tobbféle biokémiai modszerrel
jellemeztem, de munkam f6 fokuszaban mindvégig a szerkezeti karakterizalas allt,
elsGsorban NMR spektroszkopias mérésekkel, kiegészitve molekuladinamikai
szamitasokkal. Az alabbi fejezetekben 1épésr6l lépésre bemutatom az elért
eredményeimet, amiket két folyéirat cikkben tettem kozzé [128,129].

4.1 GKAP-DYL eloallitasa és tisztitasa

Kidolgoztam és optimalizaltam a GKAP fehérje dinein koté régidjanak tisztitasi
protokolljat, hogy a minta tulajdonsagai minél jobb jel/zaj arany elérését tegyék
lehet6vé magasabb dimenziojd NMR mérések soran. Rendezetlen fehérjék NMR
mérésre vald eldallitasa sok optimalizalast igényld, hosszadalmas folyamat. Egyedi
jellegzetességek (hatranyok, de olykor elnydk is lehetnek) példaul az IDP-k kiilé6nos
érzékenysége proteolitikus hasitasra, denaturalé korualmények hasznalatanak
lehet8sége (a refolding, azaz helyes feltekeredés nem olyan komplex feladat, mint
globuldris fehérjék esetén), vagy az IDP-k kvantifikdldsanak problematikéja.

Onmagéban kihivast jelent az NMR minték el§allitdsa soran a megfelel§ mennyiségii
fehérje termeltetése F. coliban, hiszen az NMR-hez sziikséges, megkozelitGleg 100%-
os 1zotop jelolést M9 minimal médiumban, kizardlagos 15N-1zotép jelolt nitrogénforras
hasznalataval lehet elérni. M9 minimal médiumban viszont a sejtek vitalitasa nem
ugyanolyan j6, mint LB médiumban, emiatt lassabban osztédnak, ugyanolyan
térfogatu kulturaval kisebb sejtszamu populacié tenyészthetd, és indukeiét kovetden
a fehérjetermelés hozama is jelent6sen alacsonyabb lesz, mint jeloletlen kultura
esetén. Az NMR spektroszkopia viszonylag alacsony érzékenységi eljaras, ami azt
jelenti, hogy relativ nagy mennyiségli, milligram/tized milligram nagysagrendl
fehérje eloallitasara van sziikség, amihez viszonylag nagy térfogatu jel6lt minimal
médiumos kultaraval kell dolgozni.
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Az IDP/IDR szekvenciak nagyobb hajlamot mutatnak proteazok altali emésztésre,
mint a globularis fehérjék. Tobbféle megkozelitést leirtak mar a szakirodalomban,
amivel ez a nehézség kikiiszobolhetd [130—132]. Az altalam alkalmazott tisztitasi
protokoll lényeges eleme, hogy szonikalas wutan azonnal kovetkezik a
denaturaldszerrel valé szolubilizalas, illetve hogy jégen dolgoztam, aminek
koszonhetden a bakterialis proteazok mikodoképessége jelentésen mérséklodik.

Rekombinans IDP/IDR szakaszok expressziéja soran a sejtek gyakran
zarvanytestekbe (inclusion body, inkliziés test) zarjak a fehérjéket [133—135], hiszen
az eukariota fehérjék idegenek a prokariéta citoplazmatikus kornyezetben. Emellett
sok fehérje hajlamos aggregédciéra [136]. Bar kontraintuitivnak tlinhet, hogy a
tipikusan polaris vagy toltéssel rendelkezd fehérjeszakaszok hajlamosak vizben
oldhatatlan aggregatumokat képezni, mégis leirtak ezt a jelenséget, ami az IDP-k
fehérje-fehérje  interakciéra valdé  megnoévekedett  hajlandésagaval  van
osszefliggésben. Sok IDP konnyen alakit ki hidrogénkotéseket, és a toltéssel
rendelkezd oldallancok hozzajarulhatnak elektrosztatikus interakciok
kialakuldsahoz, valamint az entropikus hatasok is hozzajarulhatnak a gyakori IDP
aggregaciéhoz [136—-138]. Ebben az esetben oldékonysagot nével§ adalékanyagok
alkalmazasa segithet Gjra oldatba vinni a fehérjéket, valamint feloldani az inklaziés
testeket. A guanidin hidroklorid (Gdn HC)) idedlis denaturalé dgens, amivel nekem
1s sikerilt oldatba vinni a zarvanytestekb6l a GKAP-DYL konstrukciét. Minimalis
mértékben 1ép interakciora barmilyen fehérjével, és kompatibilis a fémion-affinitas
kromatografias moédszerekkel, példaul az IMAC Ni-ion affinitas kromatografiaval is,
amit én hasznaltam a 6xHis-taggel jelslt konstrukci6 esetében [134]. A Gdn HCl
hasznalatanak hatranya, hogy nem kompatibilis SDS-PAGE futtatassal, igy azokat
a mintakat csak korlatozottan tudtam ellenérizni gélelektroforézissel, amelyeket 6 M
Gdn HCI oldattal denaturaltam. Bar rendezetlen fehérjék esetében abban az
értelemben nincs sziikség szerkezetet helyredllité (refolding, feltekeredés) 1épésre,
mint a globularis fehérjék esetében lenne, mégis a nativ korilmények
helyreallitasara sziikség van; egyrészt azért, hogy a fiziologias korilményeknek
megfeleld kornyezetben vizsgaljuk az adott IDP-t is, masrészt pedig mert a GKAP
partnerei globularisak, az LC8 dimer és a Shank1-PDZ domén is nativ kériilmények
kozott, denaturalészermentes pufferben tudja ellatni funkecidjat.

Az IDP-k specifkus tulajdonsigaik miatt (nagy hidrodinamikai radiusz, specifikus
aminosav Osszetétel) a hasonlé méretli globuldris fehérjéktsl eltérd mobilit4st
mutatnak a méretkizarasos kromatografias oszlopon illetve az SDS gélelektroforézis
soran is. Ezek a jellegzetességek a tisztitasi protokollt is befolyasoljak, viszont mivel
a vizsgalt fehérjeszakaszok ezekbdl levonhaté tulajdonsagai az eredményeim részét
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képezik, ezért a SEC és SDS-PAGE kisérleti eredményeimet a kvetkezd fejezetekben
1smertetem.

Tovabbi jelentés kihivas a rendezetlen fehérjék kvantifikalasa. A leggyakrabban
alkalmazott fehérje mennyiségi meghatarozasra szolgald technika alapja az aromas
oldallancok jelenléte (ez a 280 nm abszorbancia alapti mérés), viszont az IDP-k
gyakran kevés aromas oldallanci aminosavat tartalmaznak, vagy akar egyet sem.
Emiatt az abszorpcié 214 vagy 220 nm-en monitorozhatd, ahol a peptidkotés jel
lathato, de ebben a tartomanyban ad jelet sokféle puffer adalékanyag is, igy az ezen
hullAimhosszon mért abszorpciéval nem adhaté meg megbizhatéan egy adott
fehérjeminta koncentraciéja [139]. M4&s bevett moédszerek egy-egy eldre
meghatarozott toménységl Un. standard sorhoz hasonlitjak a vizsgalt molekula
mennyiségét, viszont ezek a viszonyitasi alapul szolgalé standard-ek szinte minden
esetben globularis fehérjék, amik jelentos mértékben eltéréen viselkedhetnek, igy
nem hasznilhatéak megbizhatéan IDP-k/IDR-ek esetében (ilyenek a Bradford, BCA
vagy Lowry tesztek) [139,140].

Egy tanulmany szerz6i 6sszehasonlitottak a kiilonb6z6 moédszereket rendezett és
rendezetlen fehérjék esetében, és azt talaltak, hogy a Bradford és a BCA esszé a
globularis fehérjék korében 30% pontossagu, mig rendezetlen fehérjéknél 60, vagy
akar 80%-ban is eltérhet a vart értéktsl [137,140]. Munk4m soran a Qubit™ Protein
Assay kit-et valasztottam, aminek az el6bb emlitett tanulmany szerint megfelel6 a
reprodukahatésaga rendezetlen fehérjék esetén is.

Az NMR méréshez sziikséges magas koncentracioji GKAP-DYL fehérje oldat
el6allitasa nagy kihivast jelentett, ez a nehézség szintén gyakran felmeril az IDP-
k/IDR-ek esetén [141]. Dializissel nagy aggregaciés hajlamot mutatott ez a
konstrukecid, centrifuga szlirével pedig hajlamos volt kitapadni a sz(ir6hoz, igy ez az
eljaras nagy anyagveszteséget okozott. Mindenesetre sikeriilt 500 uM koncentracioja
mintat készitenem, ami alkalmasnak bizonyult a teljes f6lanc asszignacidhoz,

valamint a részleges oldallanc asszignaciéhoz sziikséges NMR mérések elvégzésére
[128].

47



4.2 A GKAP-DYL szegmens és az LC8 dimer funkcionalis
jellemzése szabad formaban: fizikokémiai vizsgalatok és
NMR spektroszkopia

4.2.1 Fizikokémiai vizsgalatok

A GKAP-DYL rekombinans fehérjekonstrukci6 egy tipikus funkcionalisan
rendezetlen fehérje tulajdonsagait mutatja, azaz relativ nagy hidrodinamikai
dimenzié és rendezett masodlagos szerkezeti elemek alacsony aranya jellemzi [128].

A konstrukecié aminosavszekvencia alapjan szamitott molekulatomege (M,) 7 kDa
(7014,88 Da). Denaturalt allapotban, SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE) futtatids soran a fehérje a vartnal lassabban migral a gélben, az ennek
megfelel6 latszolagos molekulatomege a kalibraciés sor alapjan 13 kDa-nak
becsiilhets (1d. 15.A 4bra).

Nativ koériilmények kozott az analitikai méretkizdrdsos kromatografidas (SEC)
oszlopon futtatas szintén megerdsitette, hogy a GKAP-DYL konstrukcié
hidrodinamikai dimenziéi nagyobbak, mint amit egy feltekeredett globularis fehérje
esetében varunk. A megfigyelt retencidés térfogat alapjan a mért és az elméleti
molekulatomeg egymashoz viszonyitott aranya 1,56, ami teljesen kitekeredett
allapotnak felel meg [104] (1d. 15.B 4bra).

A szabad formaju konstrukcié CD spektruma is megerdsitette, hogy rendezetlen: a
spektrumnak két minimuma van, 200 és 225 nm hullamhosszoknal, valamint nincs
pozitiv el§jeld része, ami rendezetlen fehérjékre jellemzd8 [142—144] (1d. 15.C abra).
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15.abra: A GKAP dinein koto régiojanak kisérletes jellemzése szabad formaban.
Mindegyik eredmény azt tamasztja ala, hogy a GKAP-DYL szakasz rendezetlen.
(A) SDS-PAGE futtatds, amin a GKAP-DYL lassabban migrdl a vdrtndl, 13 kDa
tomegiinek litszodik 7 kDa helyett. (B) Analitikai méretkizardsos kromatografids
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mérés soran a kromatogramon nagyobb hidrodinamikai dimenziojinak latszik a
GKAP-DYL mint egy hasonlé toémegt, globuliris fehérje esetében vdrndnk (mint
példiul az LC8). (C) A GKAP-DYL tavoli UV CD spektruma is megerdsiti, hogy a
fehérjeszakasz rendezetlen. (D) A GKAP-DYL szakasz 'H- "N HSQC spektrumédn
kis jeldiszperzio lathato. (K, F) A Ca-CB, illetve Ha masodlagos kémiai eltoléddsok
szintén a fehérje rendezeltenséget mutatjak, igen enyhe masodlagos szerkezeti
preferenciakkal A ket kotomotivumot vilagos sarga szinnel kiemeltem.

4.2.2 A GKAP-DYL szabad forma NMR eredményei

Elvégeztem a GKAP dinein koét6 régionak a teljes folanc és részleges oldallanc
asszignaciéjat (az N, HN, C’, Ca, CB, Ha és HB atomok 100%-4t, a Cy és Hy atomok
52% illetve 61%-at rendeltem hozz4 sikeresen) szabad forméaban (az adatsor BMRB
azonositéja: 52712) [128]. A szabad allapott fehérjében mindkét cisztein (C664 és
C701) CB kémiai eltolédasa 27,9 ppm volt, ami megfelel a TCEP hozzdadasaval
beallitott redukalé korilményeknek. Szabad formaban az 'H-15N HSQC spektrum
jeldiszperzidja ~1,2 ppm a 'H és ~13 ppm a 15N dimenziéban (1d. 15.D abra).

A szekvencialis szomszédsag-, homérséklet- és pH-korrigalt masodlagos kémiai
eltolodas értékek a Ca-CB atomokra -0,2 és +1,2 ppm, Ha atomokra -0,2 és +0,6 ppm
kozottiek. Ezek a megallapitasok megerdsitik, hogy a GKAP-DYL konstrukeié teljes
hosszusagaban funkcionalisan rendezetlen. A Ca-CB atomok masodlagos kémiai
eltolédasaban szamolt kiilonbség enyhe foku nyajtott konformaciés preferenciat
mutat az elsé koté motivum esetében (667-674 aminosavak), és valtozatos helikalis
szerkezeti preferenciat a kétd motivumok kérnyezs szakaszain (656-665, 675-688 és
696-704 aminosavak) (1d. 15.E,F 4bra).

A CheSPI szoftveres analizis szintén igazolja, hogy elsGsorban rendezetlen a
konstrukcié, nem mutat er6s preferenciat semelyik masodlagos szerkezeti elem
kialakuldsanak irdnyaba sem (C’, Ca, CB, N és HN kémiai eltolédasok alapjan).

4.2.3 Az LLC8 molekula el6allitasa és NMR vizsgalata 6nmagaban

Az LC8 dimer eldallitasa és tisztitasa soran nem volt sziikség hosszadalmas
optimalizalasra, egyrészt mert a protokoll mar rendelkezésemre allt, masrészt pedig
a globuldris, viszonylag kis méret{i (~ 10 kDa monomerként, ~ 20 kDa dimerként)
molekula kénnyen oldatban tarthato és j6l toményithets. Egy olyan tulajdonsaga van,
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amire kulonos tekintettel kellett lennem: a benne talalhaté ciszteinekhez kovalensen
tud kapcsolédni a béta-merkaptoetanol és a DTT redukaldészer is, ezért ezek
hasznalata nem megengedett — TCEP-et kellett tehat hasznalnom amikor a
fiziologiai relevanciaja redukaldé korilményeken szerettem volna elvégezni a
szerkezeti és funkcionalis vizsgalatokat.

Elvégeztem a dinein konnyd lanc fehérje részleges f6lanc asszignaciéjat redukald
kortilmények kozott. Bar a BMRB-ben tobb LC8 kémiai eltolédas adatsor is
rendelkezésre all, egyik mérés sem TCEP tartalmu pufferben tértént. Emiatt olyan
mértékd kiilonbozoségek lathatéak a spektrumok kozott, ami lehetetlenné tette a
titralasban érintett csticsok azonositasat. Ezért tehat asszignacidhoz sziikséges
HNCACB és HNCOCACB spektrumok felvételére is sor kerilt, ami alapjan
azonositani tudtam azon csucsok egy részét, amik a szakirodalmi jelhozzarendelésbdl
nem azonosithatok egyértelmiien. Az LC8 fehérje szabad formaban mért 'H-15N
HSQC spektruma a 16. abran lathato.
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16. abra: A szabad formdaju LC8 dimer 1H-N HSQC spektruma TCEP
redukdkoszer jelenlétében, részleges folanc asszigndcioval.
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4.3 A GKAP-DYL + LCS8 komplex jellemzése, szerkezeti
vizsgalata

4.3.1 A komplex jellemzése biokémiai modszerekkel

Bioréteg interferometria (BLI) méréssel igazoltam, hogy a GKAP fehérje dinein kots
régidjan egyidejlleg mindkét k6t6 motivumhoz képes LC8 partnerfehérje k6todni. A
GKAP-DYL és az LC8 kolcsonhatasa pszeudo-elsérendd kotddési kinetikat kovet,
egyetlen dtmenettel (Id. 17. 4bra). A Kq disszociaciés allandé 0,29 uM (R2= 0,9779).
Ez alapjan relativ er6s interakcio 1ép fel a két molekula kozott, 6sszevetve az LC8
dimer és az nNOS peptid kélesénhatdsaval (5,41+/- 0,15 pM ITC, izoterma4lis titralasi
kalorimetria médszerrel mérve), aminek szintén nem kanonikus LC8 kétémotivuma
van (IQV szekvencidval TQT koézponti motivum helyett). Az asszocidciés sebességi
konstans (ka) 8800 + 83 M'1s1, a disszociaciés sebességi konstans (kq) 2,5 *103 + 4,3 -
105 gL,

25,00 M

12,50 uM

6,25 UM

3,00 uM

1,50 pM
K,=0,29 uM

rétegvastagodas [nm]
= O = N W B O,

1$0 180 210 240 270 300 330
id6 [masodperc]

17. abra‘ Bioréteg interferometria kinetikai mérési eredmény a GKAP-DYL + LC8
Interakciorol.

A DLS mérési eredményeim megerositik, hogy egy nagyrészt homogén frakci6 alakul
ki a GKAP:LCS8 1:1 sztochimetriaju elegyében. A becsiilt hidrodinamikai atmér6 ~5
nm, nagyobb, mint a szabad formaju GKAP-DYL szegmens (~1-4 nm) és a ligandum
nélkiili LC8 dimer (~3-4 nm) DLS-sel becsiilt &tméréje. A becsiilt 5 nm-es 4tmérd
megfeleltethetd a 2 GKAP-DYL + 2 LC8 dimer 6sszekapcsolodasaval kialakuld, 56,6
kDa molekulasulyu vegyes hexamer atmerdgjének.
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A GKAP:LC8 komplex CD spektruma csak kis mértékben tér el az énalléan mért
egyedi spektrumok 0sszegétdl, ami azt jelzi, hogy az interakcié soran az LC8 dimer
szerkezete nem valtozik meg jelentds mértékben. A GKAP dinein ko6td régié és az LC8
fehérje komplexének kialakulasa soran a masodlagos szerkezeti elemek aranyaban
lényegi valtozas nem torténik — konzisztensen azzal, hogy az interakci6 kialakul, de
nem jar jelent8s fehérjeszerkezeti valtozassal (1d. 18. 4bra).
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18, abra: A dinein kénnyid lanc tavoli UV CD spektruma megfelel a
szakirodalomban leirt spektrumnak. A komplex spektruma és a két szabad forma
spektrumanak osszegspektruma kozott van eltérés, de nem jelentds, ami azt
mutatja hogy nagymértékii masodlagos szerkezeti dtrendezodés nem torténik.

4.3.2 GKAP-DYL szerkezeti modell szabad formaban és LLC8-cal
komplexben — NMR vizsgalati eredmények kiegészitve
molekuladinamikai szamitasokkal

A komplex NMR-spektroszkopiai vizsgalatat kétféle modon is elvégeztik. A
kozleménytinkben ,, forward’ titralasnak hivott elrendezésben a 13C, 15N-jelolt GKAP-
DYL molekulat jeloletlen LC8-cal titraltuk, mig a ,reverz”’ kisérletben duplan jelolt
LC8 molekulat és jeloletlen GKAP konstrukciét titraltunk. A forward titralas soran
bebizonyosodott, hogy mindkét kotGhely érintett az interakcié soran. A titralasi
pontokban 'H-1N HSQC méréseket végeztiink, ezekben a GKAP:LC8 molekulak
egymadshoz viszonyitott ardnya 1:%, 1:1, 1:2, 1:4 volt (ha az LC8 molekul4t dimernek
tekintjiik) (1d. 19. 4bra). Mind a két k6t6 motivumban taldlunk olyan aminosav
pozicidkat, amikhez a tartoz6 amid N-H cstucsok egyértelmiien eltlinnek a
spektrumrél a becsiilt 1:1 sztochimetridG higitdsi pontnal (amikor 2 GKAP
molekuldra jut 2 LC8 dimer), és a populdcié szintjén nincs nyoma heterogenitéasnak.
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Mas szavakkal, az LC8 latszélag egyforma affinitassal kotédik a két GKAP
kotShelyhez. A két utolsé titralasi pont (GKAP:LCS8 dimer 1:2 és 1:4 aranyban)
gyakorlatilag megkilonboztethetetlen, ami arra utal, hogy a szaturaciét elértik. A
cstcsok limitalt szamabol és a cstcsok pozicidjabdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
titralasi végpontban a minta homogén. A csticsok megfigyelt viselkedése kétféleképp
magyarazhato: vagy keletkezik az oldatban egy nagy molekulatomeg species, vagy
a nagymértékl jelkiszélesedés hatterében olyan kicserélodési események allnak,
amik a ps-ms idéskalan torténnek. Barmelyik eset is all fenn, a legkézenfekvGbb
magyarazat az, hogy az érintett aminosavak részt vesznek olyan kolcsonhatasokban,
amik LC8 hianyaban nincsenek jelen a vizsgalt rendszerben.
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19. abra: Jelolt GKAP-DYL + jeloletlen LC8 ,forward” titralas, 1H- >N HSQC
spektrumok.
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Nagyon hasonlé jelenség tapasztalhat6 a reverz titralasi mérések soran, amikor 15N,
13C-jelélt LC8 molekula titralasat végeztiik jeloletlen GKAP-DYL partnerrel (1d. a 20.
abran). Szaturaciénal jelent8s mértéki valtozasok lathatéak az LC8 1H-15N HSQC
spektrumaban: sok amid jel eltlinik a spektrumréol a GKAP koncentracid
novekedésével, ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy egy nagyméretd komplex alakul
ki az oldatban, ami az NMR spektrumon nem ad lathatoé jelet. Egyértelmiien
eltinnek olyan amid cstcsok a spektrumroél, amelyekhez tartozé aminosavak a
partnerkotésben vesznek részt: a K9, N10, E35, K36, N61, S64, Y65, F73 és Y77
aminosavak amid cstcsai [145]. 2:2 GKAP:LCS8 dimer aranynal, ahol hipotetikusan
az 6sszes LC8 dimer kotott formaban van, és minden tovabbi mérés esetében, ahol a
GKAP feleslegben van jelen a rendszerben, a legtébb amid jel eltinik, ami a szabad
LC8-hoz tartozik. Ezzel egyidejiileg azonban a spektrum kézépsé (\H 7,8 ppm — 8,5
ppm) régiéjaban sok 1Uj cstcs is megjelenik (Id. 20. 4bra). A rendszert tovabb
vizsgaltuk érzékeny, egy éjszakian &t tarté (overnighd) H, 15N spektrumok
rogzitésével, amelyekben mind a !»N-jelolt LC8-hoz, mind a jeléletlen GKAP-hoz
tartozé csicsok megfigyelhet6k voltak (I4sd a 21. dbran). Az utébbi csicsok olyan
pozicibkban talalhaték, amelyek megegyeznek a forward titralas maradék
csucsainak pozicidival, azaz a 15N-jelolt GKAP és a jeldletlen LC8 komplexének 1H-
15N HSQC spektrumaval. Ezenkivil a °N-sz{rt 1H spektrumok egyértelmuien jelzik,
hogy ezek a cstcsok a reverz titralasi kisérletekben a H, 14N csoportokbdl, azaz a
jeléletlen GKAP-bél szdrmaznak (ldsd a 22. 4bran). Ez megerdsiti az LC8 1H, 15N
csucsok tobbségének eltiinését.
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20. abra: Jelolt LC8 + jeloletlen GKAP-DYL .reverz” titralas, 1H-°N HSQC
spektrumok.
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21. dbra’ Nagy tranziens szammal futtatott (ns=128, kb. 10 ora hosszi) 'H- 15N
HSQC mérés, ahol a természetes 1zotop eloszlassal jelen léeve GKAP-DYL

keresztcsucsok is megjelennek.

szabad LC8
LC8 dimer + GKAP 1:
LC8 dimer + GKAP 1:1%
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e e
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22. abra’ 15N és 13C sziirt 1D 1H spektrumok a dupla jelolt LC8 + jeloletlen GKAP-
DYL titralasi pontokban. Ezek az 1D 1H spektrumok megerositik, hogy a HSQC
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spektrumon udjonnan megjelend csicsok, amik egybeesnek a dupla jelolt GKAP-
DYL HSQC spektruman latott csicsokkal, ezek valoban a jeloletlen GKAP-DYL
molekuldarol szarmaznak.

4.3.3 A GKAP-DYL+LC8 komplex szerkezeti modelljének elemzése
szamitasos modszerekkel, kisérletes adatokkal 6sszevetve

A kisérletes eredmények azt tamasztjak ala, hogy a kialakulé komplex egy jol
definialt hexamer negyedleges szerkezetet vesz fel, amiben két GKAP szegmens két
LC8 dimer molekuldahoz kapcsolédik. A komplex elemei nagy valszinlséggel a 10.
abran (illetve E. Moutin és mtsai 4ltal bemutatott 3C &bran [68]) lathaté
topolégianak megfeleld médon kapcsolodnak egymashoz, ami azt jelenti, hogy egy
LCS8 dimer a két GKAP partnernek ugyanazon kétéhelyével (két N-termindlis SLiM-
mel, vagy két C-termindlis SLiM-mel) alakit ki interakciét. A molekuladinamikai
modellezés igazolta, hogy a két LC8 kétShely kozotti 17 aminosavas ésszekots (linker)
szakasz megengedi két LC8 dimer egyideji kapcsolédasat az egyes GKAP
szegmensekhez, parhuzamos geometriai elrendezéssel. Az elGallitott hexamer
szerkezeti modellek szamolt mérete ugyanabba a mérettartomanyba esik, mint amit
kisérletesen (DLS méréssel) meghatdroztam. Az eredményeink alapjan az 1:1
sztochimetridju komplex kialakuldsanak lehet8ségét kizarhatjuk (ami az E. Moutin
és mtsai altal bemutatott 1DE 4dbran 2:1 sztéchiometridnak felel meg), ahol egy
GKAP molekula két kotomotivuma ugyanahhoz az LLC8 dimerhez kapcsolodik, és a
GKAP rendezetlen 6sszekot szakasza szorosan feltekeredik a dinein dimer molekula
koré.

Néhany csucs nagyjabél valtozatlannak mutatkozik az 1H-15N HSQC spektrumon, az
GKAP-DYL szegmens szabad és kotott allapotat oOsszehasonlitva. Ezeknek a
csucsoknak, kémiai eltolodasoknak a nagy része a két LC8 kotd motivum kozotti
aminosavakhoz tartozik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a polipeptidlanc ezen
szakasza nagyrészt megtartja rendezetlen jellegét még komplexalt formaban is (az N
és HN kémiai eltolédas perturbécié adatok a 23. dbran lathaték). Ennek alapjan a
két kotShely kozotti sszekotd (linker) régié megtartja flexibilitdsat, és kémiai
kornyezete nem valtozik meg jelentds mértékben a partnerkétés hatasara.
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23. abra’ Kemial eltolodas perturbacio adatok a forward titralasi mérésekben.

Az els6, N-terminalishoz koézelebb esé kot motivum kornyezetében minden amid
cstcs (H és NH jel) eltinik az eredeti pozicijabdl, a K-10-t6l az A4 pozicidéban levd
aminosavig, két kivétellel (ezek: N-s és D3) (a relativ aminosav szdmozast 1d. a 8.
abran). A méasodik, C-termindlis fel6li kot motivum koérnyezetében minden amid
csucs eltlinik az eredeti pozicidjabol, T-10-t6l Nia-ig, a kovetkezd kivételektdl
eltekintve: K-7, Q-s, F7, Ro. Habar intenziv jelatfedés és magas foku jelatfedés
jellemzé az 'H-13C HSQC spektrumra (1d. 24. 4bra), még igy is szdmos aminosavhoz
tartoz6 Ca-Ha illetve CB-HB jel eltlinése megerGsithetd. A kovetkez6 aminosavak

kémiai kornyezete olyan mértékben megvaltozik a kot6dés hatasara, hogy mind az
1H-15N HSQC, mind pedig az 'H-13C HSQC spektrumokrél eltlinnek (vagy

beazonosithatatlanul elmozdulnak) a hozzajuk tartozé H-NH, Ca-Ha illetve CB-HB
cstcsok: Cs (664), 1.5 (665), 1.5 (667), G-, (668), 1.1 (669), 0o (670), D>
(672) az elsd, F-¢ (689), G-, (693), v_1 (694), Qo (695), vi (696), E. (699), Cs
(701), Ro (704), T:: (706) pedig a masodik kété motivum kozelében. Ezek mellett
teljes bizonyossaggal kijelenthetd, hogy szamos N-terminalis kézeli aminosav, illetve
a kot motivumok kozotti linker régidban lokalizalodé aminosavak jelentds része
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nagyjabol ugyanolyan intenzitassal, ugyanabban a poziciéban ad jelet mind a szabad,
mind a kotott forma esetében (1d. 20., 23. és 24. abra).
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24. abra’ Forward titralas, a 1H-13C HSQC spektrumok részlete.

Molekularis dinamikai (MD) szimuléciék alapjan kotott 4llapotban bar mindkét LC8
kotShely B-szal szerkezetet alkot (B augmentaciéval kot), de kiilonbségek is lathatok
koztiik, kiillonosen ha a kérnyezd (Hanking) régidkat is figyelembe vessziik. A DSSP
eljaras [122] nem tud egyértelmiien szabalyos mésodlagos szerkezeti elemeket
hozzarendelni a kotérégion kivili aminosavak egy-egy definialhat szegmenséhez
(bizonyos aminosavak esetében hélixet rendel hozz4). A DSSPcont [121] eljarassal
végzett elemzés alapjan a Ilinker elsGsorban rendezetlen/flexibilis szakaszként
jellemezhet6, azonban néhany szimulaciéban enyhe helikalis preferencia figyelhetd
meg, ami 6sszhangban van a kisérleti eredményekkel (1d. 25. 4bra).
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25, abra: Az LC8 kotott GKAP-DYL tulajdonsdagainak elemzése a
molekuladinamikai futtatasok alapjan. Az abrat Dr. Kdlman Zsofia E. készitette.
A vildgossdrga hattér kiemeli a két LC8 koté motivumot (LSIGIQVD és QSVGVQVE)
az egész dbrdan. (A) Sematikus dbra az LCS és a GKAP koétésérél, nem
meéretardnyos. (B) DSSPCont futtatas eredményei egy futtatdson, a kotéhely eltérd
viselkedésének bemutatdsa (E nyujtott, S hurok (loop), T fordulat (turn)). (C) A
fbldnc ¢ és w torziés szogeinek rendezettségi paraméterei (AOP, angular order
parameter) egy kivdlaszott futtatis esetében. (D) A hozziférhetéség dtlaga az 5
altalunk épitett modell futtatasa esetében, DSSP-bol szamolva.

MD-szimulacibink és az AlphaFold Multimer-alapt modellezéstink azt sugallja, hogy
a hexamer szerkezetben a két LC8-dimer relativ térbeli orientdaciéja nagyon
valtozatos lehet az altalunk feltételezett topolégia mellett is. Ez 6sszhangban van a
kotShelyek kozotti osszekotd (linker) régié flexibilitisdval (Id. 26. abra). A
szimulacidinkban gyakran el6fordulé forgatokonyv szerint a két LC8-dimer
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egymashoz kozeledik, létrejon koztiik kapcsolat, majd egymashoz viszonyitott
helyzetiik a ezutan mar csak minimalisan valtozik. Ebben a tekintetben mind ezek,
mind az AlphaFold Multimerrel kapott kulonb6z6 modellek inkabb statikus
pillanatfelvételeket mutatnak, mintsem kozvetlen betekintést nyuUjtanak a
dinamikus atrendezodésbe, amely a leginkabb jellemzi ezt a hexamert és
O0sszhangban all kisérleti megfigyeléseinkkel 1s. A komplex formara jellemzo
szerkezeti plaszticitast a GKAP konformerek gerincének o/y szogeire szamitott
rendezettségi paraméterek (angular order parameter) is megerdsitik (az MD
trajektéridkra szamitva). Az értékek a kot6 motivumokon kiviili szakaszokon
konzisztensen alacsonyabbak, ami nagyobb szerkezeti variabilitdsra utal (1d. 25.
abra).

90°

26. abra: A GKAP-DYL + LCS8 komplex flexibilitisa. Az abran az egyik
molekuladinamikai futtatas eredményébol nyert szerkezeti sokasag minden
ezredik elemét (Gsszesen 20 szerkezetet) illesztettem az egyik dimerre, illetve a
20 000-bol csak egyetlen GKAP-DYL ldncot dbrdazoltam, hogy az LC8 dimerek
valtozatos elrendezodése jobban lathato legyen, igy ezzel GKAP flexibilitasat
1llusztraljam.

Az NMR-adatok azt megerésitik, hogy mindkét LC8 kotéhely részt vesz az
interakcioban, azonban szerkezeti tulajdonsagaikban vannak eltérések. Mindkét
kotShely esetében a kémiai eltoldas perturbacié adatok arra utalnak, hogy a
kozvetlen kotdhelyen kiviili aminosavak is hozzajarulnak az interakciohoz, az N-
terminalis k6t6hely esetében egészen a -10 pozicidig, a C terminalis kotGhely esetében
pedig legalabb a +4 poziciéig. A kotShelyek melletti szakaszok kiilonb6z6 mdédon
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vesznek részt a szerkezet stabilizalasaban. Az ezeknek megfeleltethetd cstcsok
javarészt eltlinnek (2-4 kivétellel) az TH-15N HSQC titral4si spektrumokrdl (d. 23. és
25. 4bra), de a két SLIM esetében eltéré mintazatokkal. Erre a jelenségre két
magyarazat lehetséges: 1) vagy ezek az oldallancok az LC8 dimer koéré tekerednek,
elveszitve rugalmassagukat, vagy 2) az ezen aminosavakhoz tartozé atomok az n.
intermediate exchange (nagysagrendileg nsms) 1ddskalaju  kicserélédési
eseményekben vesznek részt.

A két kotShely szerkezeti flexibilitasa a DSSPCont szamitasok alapjan eltérd, de ez
csak néhany egyedi futdsban figyelhet meg. A ,,core’ (szliken értelmezett) motivum
egyes poziciol biztosabban azonosithatok B-szal szerkezetlinek, mig masok tobbféle
allapotot 1s felvehetnek. Az 0Osszes futtatas atlagat figyelembe véve ezek a
kiilonbségek csak kis mértékliek (Id. 25. abra). Az MD szimul4ciékban az N-
termindlis kétdmotivum -10 és -9 pozicidiban taldlhaté két lizin (K660 és K661) ugy
tinik, hogy képes kolcsonhatasba 1épni az LLC8-cal, de ezek nem stabil interakciok,
és nem lehetséges, hogy mindkét oldallanc egyidejlleg kotddjon. Feltételezéseink
szerint nincs olyan konformacid, ahol a f6lanc elhelyezkedése lehetévé tenné, hogy
mindkét oldallanc eltemetett (buried) allapotba keriiljon. Hipotézisiink szerint ezek
az interakciok  dinamikusan valtoznak, ami az NMR spektrumon a jelek
kiszélesedését okozza, igy a csucsok ,Jathatatlannd” valnak NMR vizsgalattal. Sem a
spektrumokban, sem az MD szimulacidkban nem figyelheté meg jellegzetes
kilonbség a core 1QV és VQV kotodési motivumok kozott: a hozzajuk tartozo jelek
elttinnek (a szomszédos aminosavakhoz tartozé jelekkel egyiitt), és a szimuldciok
soran sem valtoznak sokat az atom-atom kontaktusok. A k6zos jellemzd, hogy a -1 és
+1 pozicidk teljesen eltemetett allapotban vannak, és kontaktusokat alakitanak ki az
LC8 dimerek B3 és B4 szalait alkoté aminosavakkal.

A két kotShely esetében a -8, -7 és -5 pozicidban, bar kémiailag hasonlé aminosavakat
talalunk, azok mégis kiillonb6z6 mechanizmussal mikoédnek. Példaul az els6 kotShely
-7 pozicié esetében, az R663 amid jele teljesen eltlinik, mig az ennek megfeleltethetd
pozicidban a masodik kotéhely esetében a K688 aminosav amid jelnél csak részleges
elmozdulas torténik a spektrumban. A szimulacidk alapjan az elsé kotGhelynél ezek
a poziciok eltemetett allapotban vannak komplexalt formaban, és jelent6s atom-atom
kapcsolatokat létesitenek az LC8 dimerrel. Az elsé motivum N-terminalis kérnyezo
(flanking) régibdja lazan részt vesz az interakcié kialakitdsadban. A mésodik motivum
-6 pozicigjaban levé F689 meglep6 modon képes alternativ médon mindkét LCS8
dimerrel kontaktust kialakitani. A linker szakasz flexibilitasa arra utal, hogy ez a
fenilalanin oldallanc nem csupan egyféle orientaciéban képes rogziilni a komplexben,
hanem kotott és nem kotott dllapotok sokasagat veszi fel (Id. 27. 4bra). A sziiken vett
k6t6 motivum aminosavai kozott is felmeril egy gyors kicserél6dési jelenség
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lehet6sége az els6 motivum -4 pozicidjaban talalhat6 szerin esetében, habar ez nem
1igazolhaté minden kétséget kizaréan a komplexalt allapot teljes asszignacidjanak
hianyaban.

~ ,?_?‘,,
ics PO QOO cxair OO

27. dbra’ A linker szakasz olyan mértékben flexibilis, hogy a két LCS dimer
érintkezhet (A-B és C-D lincok). A GKAP fenilalanin oldallincai is képesek olyan
orientacioban elhelyezkedni, hogy a két GKAP lanc képes egymassal kontaktust
kialakitani (E és F ldncok). Az abrdt Dr. Kdlman Zsofia E. készitette.

A kilonbségek még szembetlinébbek a C-terminalis hatarol6 szakaszok esetében. Az
5-14 pozicibban 1év6 aminosavak csak a masodik, C-terminalis k6téd motivum
esetében érintettek, a tobbségiikhoz tartozoé amid jelek teljesen eltlinnek a titralasi
HSQC spektrumokrél (1d. 19., 23. és 24. dbra). Az els8, N-terminalis ko6t6 motivum
kornyezetében levs, megfeleltethetd poziciok a két kotShely kozti linkert, 6sszekotd
szakaszt adjak, és csak kisebb kiilonbségeket mutatnak a szabad és a kotott forma
kozott, ami egyértelmiien arra utal, hogy ez a szegmens nagyrészt rendezetlen
marad. Ezek a kilonboz6ségek ramutatnak arra, hogy fontos a hosszabb
konstrukciok vizsgalata, szemben azokkal a tanulmanyokkal, amelyek csak a
minimalis SLiM-ek vizsgalatara koncentralnak. MD-szamitasaink szerint ez a régio
lehet eltemetett (buried), és kozel keriilhet az LC8 dimerekhez, de esetében nem
lathato kovetkezetes mintazat, ami 6sszhangban van a régié kisérletileg igazolt
dinamikus jellegével. A két kotohely kozotti legjelentGsebb kiilonbség az, hogy a C-
terminalis kotGhely és annak C-terminalisan elhelyezked6 kornyez6 régidja
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valoszintileg tovabbi, masodlagos kontaktusok kialakitasa révén vesz részt a
komplexképzddésben.

Mig az N-terminalis kotomotivum esetében a minimalis SLiM utan kozvetlentl
kovetkezd aminosavak, a +3 poziciétdl kezdve — az A+4 kivételével — lathatdak
maradnak a komplex HSQC spektrumaban, addig a C-terminalis motivum utani
aminosavak NMR-rel nem detektalhatok. Ez a kiilonbség nem magyarazhato
kénnyen MD szimulacidinkkal, ahol mindkét szomszédos szegmens részben el van
temetve. Mas tanulmanyokban leirtak mar, hogy az LC8 molekula feliilete részben
pozitiv toltésd, ahol ezekkel az aminosavakkal potencialisan koélcsonhatasba tud
lépni [67,145], és igy hitelt érdemld az a feltételezés, hogy a negativ toltési
aminosavak eltéré eloszlasa, kiilonésen a C-terminalis koétGhely utan a +2 - +4
pozicibban talalhaté harom glutamat sorozata hozzajarulhat ezekhez a
kiilonbségekhez.

Tobb MD altal generalt szerkezetben lathatd, hogy a két GKAP szegmens hidrofob
kontaktust alakit ki egymassal a masodik kotShely utani C-terminalis régidban
talalhato6 két fenilalanin oldallanc, az F702 és az F705 segitségével. Ez arra utal, hogy
a két GKAP lanc kolesonhatast alakithat ki egymassal, amelyet az LC8 kotés elGsegit
(1d. 27. 4bra). Spekulécidink szerint ez az interakcié esetleg indukéilhat és
stabilizalhat egy egyébként gyenge és nem kanonikus coiled coil szegmenst a GKAP
fehérje C-terminalishoz kozelebb es6 szakaszain.

Az LC8 komplexalt formaja kapcsan altalanossagban kijelenthet6, hogy a
ligandumkotés nem valtoztatja meg jelentésen annak konformacidjat a szabad
allapothoz képest [56], ezt az MD szimul4ciénk és a CD spektroszképids mérés is
megerositi.

A reverz titralasi eredményeket i1s elemeztik a MD szimulacidok tiikrében. A
fennmaradé LC8 cstcsok kozott vannak olyanok, amelyek egyértelmten
hozzarendelheték a D3, R4, A6 és S88 aminosavak amid NH-jahoz. Néhany tovabbi
csucs 1s egyértelmlien az LC8 dimerhez tartozik, azonban a felvett spektrumok
alapjin ezeket nem lehetett teljes bizonyossidggal hozzarendelni (mivel a komplex 3D
kisérletei nem voltak kivitelezhet6k). Molekuladinamikai szamit4dsaink azt
mutatjak, hogy vannak olyan aminosavak, f6leg az al és a2 hélixekben, amelyek nem
vesznek részt sem a dimerizaciéban, sem a ligandumkotésben. Emellett az MD
szimulaciok arra is utalnak, hogy sokféle kolcsonhatas alakulhat ki a két kiilonb6zd
kotohelyhez kot6dd két LC8 dimer kozott. Ezekben kiilonbozd félanc és oldallanc
atomok 1is részt vehetnek az N-terminalison, az al és a2 hélixekben, a B1 szalban és
a hurok régiokban is. fgy valoszinl, hogy a ligandumkoétShelyen kiviili
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aminosavakhoz tartoz6 amid csucsok eltinése avagy jelentls elmozdulasa a két LC8
dimer kozotti kolesonhatasokkal magyarazhaté. Masrészt a titralas soran nem
valtozoé cstcsok jelenléte ismét csak a komplex allapotban is megmaradé flexibilitast
mutatja. Az egyik MD trajektoriaban az N-terminalishoz kozeli R4 és az N51
aminosavak (két kiilénb6zé LC8 dimerben) fizikai kontaktusba keriilnek egyméssal,
mivel az LC8 lancok N-terminalis régidja flexibilis marad, 6sszhangban a reverz
NMR titralas soran tapasztaltakkal.

4.4 GKAP-Ct43 és Shank1-PDZ eloallitasa és tisztitasa

A GKAP C-terminalis szegmensét és a Shankl fehérje PDZ doménjét is sikeresen
eléallitottam, elébbit jeléletlen és 13C, 15N izotép jelolt formaban is [129]. Ennek a
peptidszakasznak az NMR-re alkalmas formaban val6 el6allitasa kevesebb kihivast
okozott, mint a dinein kot6 szakaszé. A GKAP-Ct43 konstrukciéo megfelel6 hozammal
termeltethetd, nativ IMAC eljarassal tisztithaté, konnyen oldatban tarthatd és
toményithetd, illetve koncentraciomeghatarozasa is lehetséges volt 280 nm-en mért
abszorbancia érték alapjan, mert egy aromas tirozin oldallanc van a konstrukcid
szekvenciajaban. A Shank1-PDZ konstrukciot és tisztitasi protokolljat Santa Anna
tervezte meg és optimalizalta [97].

4.5 GKAP-Ct43 funkcionalis és szerkezeti jellemzése szabad
formaban és Shank1-PDZ-vel komplexben — NMR mérési
eredmények

L4

asszignaciéjat (N, H, C’, Ca, Ha, CB és HB atomok, BMRB azonosité: 53245). A GKAP-
Ct43 konstrukeciéo 1H-1N HSQC spektruméaban a jel diszperziéja ~0,6 ppm az 1H
dimenziéban, és ~18 ppm a >N dimenziéban (Id. 28. abra). Az N és HN atomok
jelhozzarendelését is elvégeztem Shankl1-PDZ fehérje partnerrel kotétt formaban
(tobb titralasi 1épésre), a titralasi spektrumok aldbb, a 30. 4bran lathaték [129].
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28. abra: A GKAP-Ct43 konstrukcio 1H-1N HSQC spektruma.

A POTENCI [111] eljards segitségével szamitott szekvencidlis szomszédsagi,
hémérsékleti és pH-korrigalt masodlagos kémiai eltolodasi értékek -1,12 és +2 ppm
kozott vannak a Ca-CB kémiai eltolédasok esetében, és -0,12 és +0,08 ppm kozott a
Ha atom kémiai eltoléddsok esetében (1d. 29. 4dbra). A Ca-CB kémiai eltolédasok
esetében Gsszehasonlitast is végeztem a Kjaergaard és Poulsen altal ajanlott random
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coil kémiai eltolédasokkal (Id. 30. 4bra), az igy kapott értékek dsszehangban vannak,
ez még erdsebb evidencia a 950-967 régiéban levd helikalis preferencidra [112].
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29. abra’ Ca-CB, illetve Ha masodlagos kémiai eltolodasok a GKAP-Ct43
konstrukcio NMR meérési eredményeibol szamitva. Sotétlila hattérrel jeloltem az
AlphaFold2 predikcidja szerinti a helikalis szegmenst.
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30. abra:’ A kétféle random coil kémiai eltolodassal szamitott masodlagos kémiai
eltolodas értékek dsszehasonlitasa. A kétféle adatsor alapjan kapott masodlagos
kémiai eltolodasok nagyon hasonlo mintdazatot mutatnak, mindkét esetben
igazolhato a helikalis preferencia a 950-967 aminosavak kozétt [108,111,112)].
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A kémiai eltolodasok elemzése azt mutatja, hogy a konstrukcié majdnem teljes
hosszaban rendezetlen. A Ca és CB masodlagos kémiai eltolédasok kozott szamitott
kilonbség enyhe helikalis preferenciat jelez a 950-967 poziciok kozott; alatamasztja
az AlphaFold2 szoftver altal becsiilt a helik4lis régi6 jelenlétét ezen a szakaszon (Id.
29. és 30. 4bra). A CheSPI-elemzés [113] alapjan szintén f6ként rendezetlen szerkezet
jellemzi ezt a szakaszt: nem mutat masodlagos szerkezeti preferenciat a PDZ-koto
motivumot kozvetleniil megel6z6 szegmens mentén (971-992. aminosav), de
egyértelmlen helikalis hajlamot mutat a kiterjesztett régiéban, a 950-970.
aminosavak kozott.

Megjegyzésre érdemes, hogy az 1985-P986 aminosavpar esetében egyedi masodlagos
kémiai eltoléd4si mintazat figyelhetd meg (1d. 29. és 30. abra). Az 1985 viszonylag
nagy negativ masodlagos Ca-CB eltolodasi kiilonbsége és a P986 nagy negativ Ha
masodlagos kémiai eltolédasa feltételezésliink szerint az aszimmetrikusan elagazo
1zoleucin oldallanc és a pirrolidin gylrd kozott létrejove egyedi sztérikus
kolesonhatasnak lehet betudhaté. Jelenlegi adataink alapjan nem hatarozhaté meg
egyértelmien, hogy a P986 cisz vagy transz izomerként van jelen, de a rendezetlen
szakaszokra sok esetben jellemz6 izomerizaciob6l eredd heterogenitasnak nem
lathatéak jelei [146,147]

Kollégaim, Varga Soma és Jessica Li Amy BLI mérése alapjan a Shank-1 PDZ és a
GKAP-Ct43 kozti interakeié Kd értéke 3,1+ 0,7 nM [129].

A kotott formaja C-terminalis szakasz 'H-1N HSQC spektruma jelentds részben
hasonlit a szabad allapotban mért spektrumhoz (Id. a 31. 4bran). A varakozasoknak
megfelelSen a szaturacié elérésekor (1:1 sztochiometria f6l6tt) elttinnek a
spektrumrol azok az amid NH jelek, amik az interakci6 kialakitasaban koézvetlentil
érintett aminosavakhoz tartoznak. Ennek tobbféle oka lehet, a legkézenfekvibb
magyarazat az, hogy kotott allapotban az érintett atomok rigidebb strukturaba
rendez6dnek és lassabb mozgasokat végeznek, aminek készonhetéen az NMR
spektrumon nem adnak lathaté jelet. Megjegyzendd, hogy nem feltétleniil kellene
ennek bekovetkeznie: amennyiben a PDZ domén monomer formaban marad, és a
kolesonhatas soran egy plusz B szallal lesz csak nagyobb, mig a GKAP-Ct43
konstrukecié tobbi része megtartja flexibilitasat, akkor a bekotott C-termindalissal
egyltt létrejovo komplex mérete 6nmagaban nem indokolja a jelek eltlinését, csupan
azok pozici6janak megvaltozasat. Ezek az eltlind jelek a 981-992 aminosavakhoz
tartoznak (IEIYIPEAQTRL szekvencia, a C-terminuson 12 aminosav), ami lényegesen
hosszabb, mint a kolcsonhatas 1étrejottéhez minimalisan sziikséges szakasz, ami kb.
5 aminosav (a kémiai eltolédds perturbaciét ldsd a 32. abran). Az érintett 12
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aminosav nagy részének esetében az 'H-13C HSQC spektrumon lathat6 Ca-Ha illetve
CB-HB jelek is eltlinnek, ezaltal megerdsitettem, hogy a f6lanc mellett az oldallanc
atomok 1s részt vesznek a kontaktusok kialakitasaban, és nem maradnak az oldat
altal hozzaférhetbek. A 981, 983-987, 989-989, 992 poziciokban 1év6 aminosavaknak
megfelel6 Ca-Ha illetve CB-HB jelek egyértelmiien eltiinnek a spektrumrol.
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31. abra: A GKAP-Ct43 1H- N HSQC spektrumai a Shank1-PDZ doménnel végzett
titralasi méerésekben.
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32 abra: A GKAP-Ct43 szakasz Shankl PDZ doménnel valo kolcsonhatds soran
észlelt kémiai eltolodas perturbacio értékel.

Ezzel szemben meglepé médon néhany tovabbi aminosavhoz tartozoé jel is eltlinik a
spektrumokrél, amik még tavolabb vannak a szigortan vett QTRL ko6td motivumtol:
az 1H-1N HSQC spektrumrol eltlinik az M961, szaturacié f6lott az A962 aminosav,
valamint az R970 pozicibhoz tartozé jel (lasd a 32. abran), az 'H-13C HSQC
spektrumrol pedig az L960 és az M961 aminosavak jelei. Ez felveti a lehetdséget,
hogy ezek a félanc és oldallanc atomok tovabbi kontaktusokat alakitanak ki a
Shank1-PDZ doménnel, ezaltal részt vesznek az interakci6 modulalasaban vagy
szabalyozasaban. Annak fényében, hogy egyes jelek teljesen eltlinnek, igen meglepd,
hogy a tobbi jel helyzete nem valtozik a titralas soran. Ezt a komplexet a dinein ko6td
régidhoz hasonléan vizsgalhatnank molekuladinamikai futtatassal, hogy azzal
kiegészitve pontosabb képet kaphassunk arrdl, hogy ezek az aminosavak hogyan
jarulnak hozza az interakciohoz.
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5 Diszkusszid

Rendezetlen fehérjék kisérletes szerkezetvizsgalata bar sok buktatét rejt magaban,
de elengedhetetlen ahhoz, hogy tébbet tudjunk ezeknek a molekulaknak a
miikddésérsl. Az AlphaFold2 (majd az AlphaFold3) szoftverek 1étezésével nagy 1épést
tettiink, hogy a fehérjeszerkezeteket megismerjik, de a globularis szerkezeti
elemekkel nem rendelkezd makromolekulak nem jellemezhetfek precizen ezekkel a
szamitégépes, predikciés médszerekkel [148,149].

Erdemes a rendezetlen fehérjék szerkezetét vizsgalni; mar csak 6nmagaban azért is,
hogy kisérleti uton igazoljuk, hogy egy adott fehérje (vagy annak egy részlete)
valoban funkcionalisan rendezelten, és pontosan mely szakaszain az. Emellett
viszont fontos azt is szem elGtt tartanunk, hogy jelenlegi becslések szerint a
magasabb rendd eukariétak proteomjanak tobb, mint 30%-a rendezetlen fehérjét
kédol [150], a humdan fehérjék esetében ez a 44%-a [7], mégis csupan az ismert
rendezetlen fehérjék toredékérdl van barmilyen szerkezeti informacionk. Van még
mit feltérképezniink ezen a teriileten ahhoz, hogy jobban megérthessiik az ilyen
tipusi molekuldk miiksdését [6].

Az eredményeim alapjan lathatd, hogy az NMR és a molekuladinamika egytittes
alkalmazasa informativ lehet Osszetett, de rugalmas rendszerek esetében. Az
eredményeim alapjan igazoldédott, hogy rendezetlen fehérjék és komplexeik
szerkezetvizsgalata soran relevans lehet nem csak a szilken értelmezett SLiM
motivumokat, hanem a kornyezd szakaszaikat is figyelembe venni, mert jelentls
szerepldi lehetnek egy-egy interakcionak.

s

Munkam soran sikeresen elGallitottam és NMR spektroszképiaval, illetve mas
kisérletes technikakkal vizsgaltam a GKAP posztszinaptikus denzitas allvanyfehérje
két kulonallé rendezetlen régidjat. Els6ként mutattam be kisérletes bizonyitékot
arra, hogy ez a két szegmens rendezetlen, valamint jellemeztem szerkezetiiket
[128,129].

A mért NMR spektrumok kiértékelésével, molekuladinamikai futtatasok elemzésével
részletesen bemutattam a vizsgalt dinein koto régié és LC8 dimer molekula kozott
kialakul6 komplex globalis szerkezetét is, illetve aminosavszintd kontaktusait is.
Els6ként dokumentaltam a kotés kinetikdjanak disszociciés allandéjat (Kqa = 0,29
pM), ami osszevethetének bizonyult az irodalomban leirt, hasonlé szakaszok
disszociciés 4llandéjaval (a szintén IQV kézponti motivumti nNOS fehérje teljes kotd
szekvenciaja: EMKDTGIQVDRDL , disszociaciés allanddja: Kq = 5,4 pM, 1d. a Fiiggelék
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1. tablazatat [18]). Megallapitottam, hogy a két partner egyfajta elrendezédésben
képez komplexet, magasabb rend oligomerizacié lehetGsége az alkalmazott kisérleti
kortilmények kozott nem meriilt fel. Vizsgalataim csatlakoznak olyan kutatasi
eredmények sorahoz, amiben az LLC8 molekula és rendezetlen partnereinek hasonld
viselkedését irtak le: Barbar és kutatocsoportja leirasa szerint az LCS8 ,,in register’
koti a rendezetlen multivalens partnereit, a partner pedig komplexalt formaban is a
szabad formé&hoz hasonlithatéan flexibilis marad [151]. A GKAP dinein ko6td
szakaszanak nagyfoku rugalmassaga tokéletesen alkalmassa teszi, hogy az NMDA
receptorkomplex organizacidjat végezze a PSD-ben: fizikailag Gsszekosse a PSD
fontos jelatviteli fehérjéit, amik nagy része valtozatos orientaciéban van jelen a
térben, ezaltal a halézatot dinamikus de egymashoz stabilan kapcsol6dé formaban
fenntartsa. Az adataink és az LC8 kotédési mechanizmusardl leirt korabbi
eredmények felvetik a lehetdséget, hogy a GKAP LC8-hoz valé kotodése tovabbi
kapcsoldédast indukalhat GKAP monomerek kozott, akar egy rovid coiled coil
szegmens kialakitasaval. Ez a fajta interakcié két GKAP monomer kozott a kisérleti
eredményekbsl lathaté preferalt sztochiometriat és a hexamer elrendezbédést,
valamint a kot6dési kinetikat is megmagyaraznia. Ennek igazolasara tovabbi
kisérletekre van sziikség.

A C-terminalis régi6 vizsgalata soran nagyfoki rendezetlensége mellett azt is
1gazoltam, hogy az AlphaFold2 becslésének megfeleléen a GKAP 950-970 szakasza
helikalis hajlammal irhaté le. Ez a helikalis hajlam jelentds, de nem olyan mértékd,
mint a klasszikus a hélixek esetén, példdul a Drebrin SAH (egyszald a hélix)
régidban, ahol a masodlagos Ha eltolodasok abszolutértéke majdnem kétszer akkora
[100]. Bar a helikdlis szegmens megfeleltethetd az AlphaFold2 el6rejelzésének, de a
masodlagos eltolodasok alapjan szamolt hélix a C-terminus iranyaban révidebb, mint
a predikalt. A hélix N-terminalis régidéjaban tapasztalhato kiillonbség oka az, hogy a
konstrukcié csak az AlphaFold2 altal elére jelzett hélix N-terminalis vége utan
kezdodik. Ezt a szegmenst a GH1 kristalyszerkezetét leir6 tanulmanyban a negyedik
hélixként azonositottak. Bar a PDB adatbazisban levs szerkezeti modellben (PDB:
4R0Y) nem lathaté, ITC-mérésekkel kimutattdk, hogy gyenge kélesénhatds van a
hélixnek megfelel§ peptid (950-971 aminosavak) és az elsé hidrom hélix altal
meghatdrozott szerkezeti elem (807-911) kozott [46]. Eredményeink megerdsitik
ennek a régiénak az oldatbeli konformaciés preferenciait. A kozvetlenil a PDZ-ko6td
motivum elGtti YIPE aminosavak esetében valdszinileg egyetlen helikalis fordulatot
latunk. Ennek a szerkezeti elemnek a helyzete nagyjabdél egybeesik az E6
onkoprotein Zn-kétd doménjének C-termindlis spirdljanak helyével [91] és az RSK1-
ben megfigyelt spirdlis hajlammal [94]. Ennek a szegmensnek a pontos relevancisja
a GKAP-PDZ interakciéban még nem ismert. A jelolt GKAP-Ct43 konstrukciéval is
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jelent6s hozzaadott értéke lenne annak, ha a dinein k6t6 régiéhoz hasonléan részletes
molekuladinamikai futtatasokkal és kiértékeléssel elemeznénk a kotddés
aminosavszinti eseményeit, valamint kisérletes technikakkal vizsgalnank a
dimerizacio, illetve nagyobb komplexek kialakulasanak lehetoségét.

A posztszinaptikus denzitas alkotéelemeinek szerkezeti és funkcionalis vizsgalata
elengedhetetlen ahhoz, hogy olyan sejtszintd folyamatokat jobban megérthessiink,
mint példaul az agyi ingeriilet tovabbitasa. Ahhoz, hogy terapias eljarasokat vagy
hatéanyagokat fejleszthessiink neuroldgiai betegségek kezelésére, nem csupan egy-
egy fehérje szerkezetét kell minél részletesebben leirnunk, hanem az elemek
egymashoz kapcsolédasat és dinamikajat is. Az ilyen komplexek ismeretében jobban
megérthetjiik az olyan folyamatok molekularis, vagy akar atomi szintd hatterét, mint
a tanulds, meméria vagy az agyl plaszticitds [152-154]. A GKAP fehérje
aminosavszint(, illetve funkcionalis egységek szerinti vizsgalataval hozzajarultam
ahhoz, hogy jobban értsiik a posztszinaptikus denzitast felépit6é molekulak
mUkodését. Ilyen és ehhez hasonld kisérletekkel ismerhetjik meg molekularis
szinten agyunk mikodését, példaul a viselkedés, a tanulas vagy az emlékezés
képességét.

74



A disszertacid tézisel

1. tézispont

NMR mérésre alkalmas tisztasagban és toménységben elGallitottam a
poszszinaptikus denzitasban részt vevé GKAP két régidjat. A GKAP fehérje dinein

cr22 7

hogy a minta tulajdonsagai és koriilményei alkalmasabbak legyenek magasabb
dimenzi6ji NMR mérések elvégzésére.

A tézisponthoz kapcsolodo kézlemény: [J1]

A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléaddsok és poszter prezentécick: [02/-[06], [P3]-
[P11]

2. tézispont

Elvégeztem a jelhozzarendelést (kémiai eltolédds asszignaciét) olyan
fehérjeszakaszok esetében amiket korabban még nem vizsgaltak NMR modszerrel,
1lletve amelyeket az altalam alkamazottaktol eltérd korilmények kozott vizsgaltak.

2.a. Elvégeztem a GKAP dinein ko6td régionak a teljes f6lanc és részleges oldallanc
asszignaciéjat (az N, HN, C’, Ca, CB, Ha és HB atomok 100%-4t, a Cy és Hy atomok
52% illetve 61%-4t rendeltem hozz4 sikeresen).

2.b. Elvégeztem a dinein konny lanc fehérje részleges f6lanc asszignacidjat, mert
a BMRB adatbazisban nem érhet6 el olyan kémiai eltolédas adatsor, ami TCEP
redukaldszer hozzaadasa melletti mérés alapjan készilt.

2.c. Elvégeztem a GKAP fehérje 43 aminosavas C-terminalis régidjanak teljes
folanc és részleges oldallanc asszignaciojat.

A tézisponthoz kapcsolodo kéozlemények: [J1]-[J2]

A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléaddsok és poszter prezentéciok: [01/-[06], [P1]-
[P11]

3. tézispont

NMR méréssel, SDS-PAGE futtatassal, SEC analitikai géloszlopsziiréssel és CD
spektroszkoépiaval igazoltam, hogy a GKAP fehérje dineinkotd régidja teljes
hosszaban funkcionalisan rendezetlen. A Ca-CB masodlagos kémiai eltolodasok
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elemzésével megallapitottam, hogy ez a régié az els6 kotdmotivum kérnyékén enyhe
nyujtott konformacié preferenciaval jellemezhetd, mig a kété motivumokon kivili
szakaszokon valtoz6é mértékl helikalis hajlam figyelhet6 meg.

A tézisponthoz kapcsolods kézlemény: [J1]

A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléaddsok és poszter prezenticick: [02/-[06],
[P3[-[P11]

4. tézispont

NMR méréssel jellemeztem a GKAP-DYL+LC8 komplex szerkezetét.
Megallapitottam, hogy a GKAP bizonyos szakaszai kotott allapotban is megorzik
flexibilitasukat, ugyanakkor igazoltam, hogy egy j6l meghatarozott Osszetételld
komplex alakul ki, mivel nem jelenik meg tébb kiilénb6z6 jelsorozat a HSQC
spektrumon. Ugyanezt megmutattam az LC8 fehérje NMR mérésével is: az eltiing
jelek, kiilonbo6z6 jelsorozatok felbukkanasanak hianya egy nagy molekulaméretd
komplex kialakulasat bizonyitjak. Megmutattam, hogy a GKAP két kiilonb6zo
kotomotivuma kiilonbozoképpen alakit ki koétést az LLC8-cal, és hogy a motivum
kornyékén levs 10-14 aminosav is érintett az interakciéban.

NMR mellett mas kisérletes modszerekkel is jellemeztem a komplexet. CD
spektroszkopiaval igazoltam, hogy a GKAP dinein kots régié és az LC8 fehérje
komplexének kialakulasa soran a masodlagos szerkezeti elemek aranyaban lényegi
valtozas nem torténik. BLI méréssel igazoltam, hogy a GKAP fehérje dinein kéto
régidjan egyidejlleg mindkét kot motivumhoz képes LLC8 partnerfehérje kétédni.
Megallapitottam, hogy a komplex disszociacios allandéja Kd = 0,29 uM. DLS méréssel
megbecsiiltem a komplex méretét, ami megfelelt az el6zetesen szamitott értékeknek
(56 kDa).

A tézisponthoz kapcsolédo kézlemény: [J1]

A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléadisok és poszter prezenticick: [02]-[06],
[P3]-[P11]

76



5. tézispont

NMR spektroszkéopiaval igazoltam, hogy a GKAP C-terminalis régiéja majdnem
teljes hosszaban funkcionalisan rendezetlen. Az NMR mérések alapjan
megallapitottam, hogy az 950-970 aminosavak kozott enyhe helikalis szerkezeti
preferenciaval jellemezhets. Kozvetleniil a kétémotivum eltt egy kanyar (turn)
szerkezet talalhatd, melyhez hasonl6 elem észlelhetd egyes korabban leirt komplex
szerkezetekben is. Kisérleti eredményeim alapjan a GKAP C-terminalis régidja
partnerkoétés hatasara a varttél eltér6 modon viselkedik. Bar nagyrészt megérzi
rendezetlenségét, nem csupan a kotés kialakitasaért elsGsorban felel6s aminosavak,
hanem a C-terminalistdl tavolabbi pozicidk is jelentés mértékben érintettek. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a teljes hossziisagii molekulak k6zotti kélesonhatas
soran létrejové komplex nem modellezhetd csupan a kotés 1étrejottéhez elsédlegesen
sziikséges molekularészletekr6l megléve ismereteink alapjan.

A tézisponthoz kapcsolods kozlemény: [J2]

A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléaddsok és poszter prezenticick: [01], [P1]-[P2]

Kozlemények

A disszertacid alapjaul szolgald, téziseket alatamasztd
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[J1] Eszter Nagy-Kanta, Zséfia E. Kdlman, Helena Tossavainen, Tiinde Juhész,
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Gdaspari, Perttu Permi, & BA&lint Péterfia (2025). Residual flexibility in the
topologically constrained multivalent complex between the GKAP scaffold and LC8
hub proteins. The FEBS Journal. 2026 Jan;293(1):76-95. doi: 10.1111/febs.70219.

[J2] Eszter Nagy-Kanta, Anna Santa, Zséfia E. Kdlmén, Jessica Amy Li, Perttu
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10.1007/s12104-025-10253-2.
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prezentaciok
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Koszonetnyilvanitas

Els6sorban hatalmas nagy koszonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Gaspari
Zoltannak. Az 6 tamogatasat mar jéval a doktori tanulmanyaim megkezdése elGtt
megtapasztalhattam, és nagyon halas vagyok, hogy 6 kisért végig ezen az titon. Olyan
valésagos vezet6 volt, aki sose volt szamonkéré vagy tiirelmetlen az eredmények
tekintetében, viszont mindig végteleniil segit6kész volt és rendelkezésemre allt,
amikor sziikségem volt ra. Koszon6m minden belém vetett bizalmat.

Kilonleges helyen van a készonetnyilvanitasban és a szivemben Kalman Zsofia, aki
nélkil ez a dolgozat, de kiillénosen is az elsé cikkem nem olyan lenne amilyen lett
(vagy taldn nem is lenne egyaltalan). Koszéndék minden beszélgetést, biztatdst,
Iranymutatast és pettyességet. Remélem innen folytatjuk!

Nagyon koszonok mindent Péterfia Balintnak, a 324-es Molekularis Biolégiai
Laboratérium vezetGjének, aki, bar talan nem lett volna feladata, de kérdés nélkiil
minden alkalommal segitett és tamogatott a munkamban, sok értékes diszkussziot,
Otletet és nehézségeken vald atlendilést koszonhetek neki. Szinte mindent amit
tudok a fehérje expresszalasrol és tisztitasrol, azt téle tudom. Az elsé idGszakban
nagy segitségemre volt Hegedlis Jozsef, az § 6tleteibdl is nagyon sokat tanultam a
fehérjepreparalasrol. Hasonlé halaval vagyok a Molekularis Bioldgiai Labor és a
Gaspari csoport minden jelenlegi és egykori tagjanak, akikkel egytitt dolgozhattam,
akikkel osztoztunk nehézségeken és megoldasokon: Varga Somanak, Santa
Annanak, Farkas Fanninak, Stranerné Szabd Zsuzsannanak, és mindenki masnak
is. Orommel és szeretettel gondolok a Doktori Iskola minden tagjara, minden
baratomra/kollégamra, akikkel egyttt toltottiik ezeket a valéban atformalé éveket.

Halasan koszénom a k6zos munkat és a segitséget minden kiilsés kolléganak, akikkel
egyltt dolgozhattam, legels6 sorban a jyvaskyld-i NMR-es kollégaknak, Perttu
Perminek, Helena Tossavainennek, Maarit Hellmannak és Ilona Pitkdnennek, illetve
koszonok minden miszerhasznalati lehet8séget, tanitast, kiértékelésben nyujtott
segitséget Farkas Viktornak, Schlosser Gittanak, Straner Palnak, Juhasz Ttiindének,
Beke-Somfai Tamasnak és Dobson Laszlénak. Az ITK dolgozéi koziil nagyon
koszonom Garay Tamas, Ivan Kristof és Csikasz-Nagy Attila tamogatasat.

Koszonettel tartozom az I'TK-nak amiért biztositotta a szlikséges feltételeket doktori
tanulmanyaim soran, valamint Szolgay Péternek, Szederkényi Gabornak, Vida
Tivadarnénak, Pongor Sandornak és a Doktori Iskola minden képvisel6jének, akik
hozzajarultak a doktori fokozatom megszerzéséhez.

Szeretném a végtelen halamat kifejezni a csaladom felé: a sziileim és a testvérem
felé, akik életem elsé napjatol kezdve a legnagyobb drukkereim és mindig hittek
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bennem, a férjemnek pedig a toretlen bizodalmat, kitartasat, végtelen tirelmét és
tamogatd szeretetét amivel a végsdkig kitartott mellettem ezen a hosszu és
nehézségekkel teli iton, amig a végéhez elérkeztem. K6szonom, hogy vagytok. Illetve
koszondm a kisldnyaim szeretetét és (elen)létét is; eme mid harmadik
gyermekemként, egyértelmlen a legnehezebb sziilésként vonul be életem
torténetébe.
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Fiuggelék

1. tablazat: Az LC8 kot8 partnerek motivum szekvencidi és kétési allandéik (Ka)
2. tablazat: A hasznalt fehérjekonstrukciok adatai

3. A.tablazat: A GKAP-DYL fehérjeszakasz jelhozzarendeléséhez hasznalt NMR
spektrumok adatai.

B. tablazat: A GKAP-Ct43 fehérjeszakasz jelhozzarendeléséhez hasznalt NMR
spektrumok adatai.

4. A. tablazat: Az izotop jelolt GKAP-DYL molekula titralasa jeloletlen LC8
dimerrel; a kilonb6z6 sztochiometria mellett felvett spektrumsorozatok
adatai.

B. tablazat: Az izotop jelolt LC8 dimer molekula titralasa jeloletlen GKAP-DYL
konstrukciéval; a kiilonb6zd sztochiometria mellett felvett spektrumsorozatok
adatai.

C. tablazat: Az izotop jelolt GKAP-Ct43 molekula titralasa jeléletlen Shank1-

PDZ domén molekulaval; a kilonbozd sztochiometria mellett felvett 1H-15N
HSQC spektrumsorozat adatai.
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Fiiggelék 1. tablazat: Az LC8 k6t§ partnerek motivum szekvencii és kotési allandéik (K )

Konstr.
Partner mérete Multi- Kd
Partner |Uniprot [Motivum |[PDB [(amino- |valencia, |Kd (uM) + |mérési Megjegy-
név azonosité |szekvencia |ID savszam) |dimerizaci6|SE (uM)  |médszer |PMID zés
4QHT7_
ana2 Q9XZ31 |[ICAGTQTD |1 9|- 1.14+0.07 [ITC 24920673
4QHS8_
ana2 Q9XZ31 |STTGTQCD |1 9|- 12.8+1.5 [ITC 24920673
WWC1 |Q8IX03 |LDVSSQTD |- 8|- 0.45+0.03 |SPR 29240760
WWC1 |QS8IX03 |VDKETNTE |- 8- 4.00+0.50 |SPR 29240760
WWC2 |Q6AWC2|LDAGSQTS |- 8|- 32.7+2.97 |SPR 29240760
WWC2 |Q6AWC2|VDKETNTD |- 8- 17.6+0.54 |SPR 29240760
WWC3 |Q9ULEO |CDAGSQTD |- 8|- 5.34+0.18 |SPR 29240760
WWC3 |Q9ULEO |VDKETNTE |- 8|- 3.50+0.15 |SPR 29240760
AMOT [Q4VCS5 |RDCSTQTE |- 8- 1.20+0.04 |SPR 29240760
AMOTL
1 Q8IY63 |KDSSTQTD |[- 8- 1.55+0.04 |SPR 29240760
AMOTL
2 Q9Y2J4 |RDGSTQTE |[- 8- 1.98+0.19 |SPR 29240760
Bmf Q96LCY9 [DKATQTL |- 71 1.05+0.04 |[ITC 20889982
0.735+0.02
Bmf Q96LCY9 |DKATQTL |- 71 2 ITC 20889982
multi- 0.003+0.00
Bmf Q96LCY9 |dimer - -|valens 046 ITC 20889982
Bmf Q96LCY9 |DKATQTL |- 7\- 3.58+0.4 |SPR 20889982
Bmf Q96LCY9 [DKATQTL |- 7\- 110+20 SPR 20889982
nNOS |syntetic |DTGIQVD |- 71 7+0.23 ITC 20889982
nNOS |syntetic |[DTGIQVD |- 7|~ 5.41+0.15 |ITC 20889982
Myosin
Va Q9Y4I1-2[DKNTMTD |- 71 8.85+0.67 [ITC 20889982
ELESENKK
LKNELNEL
RKALSEKS
APEVTAPG
APAYRVLM
EQLTSVSE
ELDVRKEE
VLILRSQLV
SQKEAIQP
Myosin KDDKNTM multi- 0.037+0.00
Va Q9Y4I1-2|TDSTILLE |- 88|valens 5 ITC 20889982
dimeric 0.05+0.014
myoVa [Q9Y4I1-2|DKNTMTD |- 7\- 7 SPR 20889982
dimeric
myoVa [Q9Y4I1-2|DKNTMTD |- 71 2.69+0.86 |SPR 20889982
Pak1 Q13153 |[DVATSPI |- 7\- 42.7+5.3 |ITC 20889982
dyn Thermo-
inter- 2PG1_ dynamic
mediate [Q62871 |YTKETQTP |1 33|- analysis | 17551010
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dyn

inter- KETLVYTK |3FM7_
mediate [Q24246 |[QTQTT 3 13]- 8.0£1.5 ITC 19759397
J NLOSVYINVY
inter- ATNIPPKET
mediate LVYTKQTQ [3FM7_
chain |Q24246 |TT 3 28|- 0.5+0.06 |ITC 19759397
dyn NLVYTKQT
inter- QTTPPKET
mediate LVYTKQTQ |3GLW
chain Q24246 |TTST 1 28]~ 8.0+£2.1 ITC 19759397
TK3J_
protein 1,
panora- TK3K,
mix Q9W2H9 [KNAATQTE | 7K3L 8- 0.075 ITC 33574069
TK3J_
protein 1,
panora- TK3K,
mix Q9W2H9 [RDAGTQVR | 7K3L 8- 0.14 ITC 33574069
MQHANVAT [7Y8W_
SAO-1 [C6KRN1 |D 1 8- 0.5+0.07 |ITC 36323675
TY8SW_
SAO-1 |[C6KRN1 |MKSVECQTE |1 8- 0.5+0.07 |ITC 36323675
szinteti- Ac-
kus DKSTQTD |- 7|~ 5.6 ITC 21533121
szinteti- Ac-
kus GDKSTQTD |- 8- 0.56 ITC 21533121
szinteti- Ac-
kus VDKSTQTD |- 8- 0.07 ITC 21533121
szinteti- Ac- 2XQQ_
kus SRGTQTE |1 71 15.2 ITC 21533121
szinteti- Ac-
kus GSRGTQTE |- 8|- 1.64 ITC 21533121
dimeric-
szinteti- GSGDKSTQ
kus TD* - -|dimer <0.007 ITC 21533121
dimeric
szinteti- GSVDKSTQ
kus TD* - -|dimer <0.009 ITC 21533121
dimeric-
szinteti- GSGSRGTQ
kus TE* - -|dimer <0.003 ITC 21533121
dimeric-
szinteti- GSVSRGTQ
kus TE* - -|dimer <0.007 ITC 21533121
EML3 (Q32P44 |VSRGTQTE |- 86|- 0.05 ITC 21533121
INMIOWYWALAIWY
PKDDKNT
myosin MTDSTILL |[4D07_
Va Q9Y4I1 |E 1 25]- 9 STD 25312846
KAEMKDT [1CMI_ 10426949
NOS P29476 |GIQVDR 1 13]- [S1]
1F95_ BMRB:
BIM 043521 |MSCDKSTQT |1 9|- 11178896|4931
MEDTGIQV
DRDLDGKS [1F96_ BMRB:
nNOS |syntetic |[HK 1 18|- 11178896|4911
1C
chain KETLVYTK [2P2T_ BMRB:
DYN Q24246 |QTQTTSTG |1 16]- 17570393|15078
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MYHIRSAT [3E2B_
Swallow|P40688 [SAKATQTD |1 16|- 17570393
TPTRDVATS |[3DVP_
pakl |Q13153 |p 1 10|~ 18650427
MYHIRSAT |[3E2B_
Swallow|P40688 [SAKATQTD |1 16|- 18948118
3ZKE_
1, 0.16 (with
VGMHSKGT|3ZKF_ P-serine:
NEK9 (Q8TD19 [QTA 1 11]- 0.96) ITC 23482567
multi- BMRB:
chica Q9H4HS8 |multivalens |- 68|valens 0.4+0.1 |ITC 26652654|26684
chica EKAIDAAT [5EOL_ BMRB:
QT1p [Q9H4HS [QTE 1 11|~ 0.4+0.1 |ITC 26652654(26684
chica SVSEVTQT BMRB:
QT2p |[Q9H4HS |S - 9|- 6.3+04 [ITC 26652654(26684
chica TTACAGTQ BMRB:
QT3p |[Q9H4HS |[TA - 10|- nd ITC 26652654(26684
chica SYWSRSTT |5EO0M_ BMRB:
QT4p |Q9H4HS |TQTD 1 12|- 5.2+0.1 [ITC 26652654(26684
6GZJ_
1,
6GZL_ 30261098
L-MAG |P20917 |KDSYTLTE |1 54| 7.3 ITC [S2]
ISQEDRKAT
QTLSPASPS|7CNU 0.79 + 34462553
bmf Q96LCY |QGV 1 20[- 0.095 ITC [S3]
vp35 7D35_ 33630249
virus RNSQTQTD |1 8|- 3.91 ITC [S4]
vp35 KTRNSQTQT 33630249
virus D - 10[- 3.91 ITC [S4]
QTRSVQTQT 33630249
Bdbv D - 10[- 0.820 ITC [S4]
RKSDKQVQT 33630249
Sudv D - 10[- 6.45 ITC [S4]
RTRNTQTQT 33630249
Tafv D - 10[- 4.29 ITC [S4]
KRVDNDTQT 33630249
Bomv D - 10[- 27.9 ITC [S4]
33630249
Restv RTCTSSSQTE|- 10|- 62.1 ITC [S4]
QYLDVSSQT
Kibl  |Q8IX03 |D - 10|- 0.45 + 0.03|ITC 21621319
ATSAKATQT
Swa P40688 |D - 10|~ 0.62 + 0.04|ITC 21621319
LRKVDKETNT
Kib2 |Q9ULEO |E - 10|~ 40+0.5 [ITC 21621319
IC syntetic [IVYTKQTQTT|- 10]- 3.0£0.1 |[ITC 21621319
MSCDKSTQT
Bim syntetic |P - 10]- 0.52 £ 0.03|ITC 21621319
NUP15
9 P40477 |multivalens |- 53|dimer 1.9+0.03 [ITC 23223634
NUP15 multi-
9 P40477 |multivalens |- 65|valens 1.9+0.04 [ITC 23223634
NUP15 multi-
9 P40477 |multivalens |- 78|valens 2.8+0.02 |ITC 23223634
NUP15 multi-
9 P40477 |multivalens |- 90]|valens 3.8+ 0.10 |ITC 23223634
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NUP15 multi-
9 P40477 |multivalens 103|valens 4.8+ 0.04 |ITC 23223634
NUP15
9 P40477 |multivalens 56|dimer 2.0+0.01 |ITC 23223634
NUP15 ETCNFSVQ
9 P40477 |TF 44|- 1.0+ 0.01 [ITC 23223634
NUP15 multi-
9 P40477 |multivalens 373|valens 5.1+0.1 [ITC 23223634
multi- 29714690
ASCIZ |[043313 [multivalens 147|valens 1.4+0.1 |ITC [S5]
multi- 29714690
ASCIZ [043313 [multivalens 83|valens 2.4+0.1 |ITC [S5]
multi- 29714690
ASCIZ |[043313 [multivalens 70|valens 41+0.2 |[ITC [S5]
multi- 29714690
ASCIZ |[043313 [multivalens 55|valens 1.0+0.1 |ITC [S5]
multi- 29714690
ASCIZ |[043313 [multivalens 67|valens 1.6+0.4 |ITC [S5]
QKLDMETQT 29714690
ASCIZ [043313 |E 15|- 14+ 3.5 |ITC [S5]
29714690
ASCIZ |043313 |LLRDIETQTP|- 15|- 7+0.4 ITC [S5]
TRGDIGTMT 29714690
ASCIZ |043313 |D 15|- weak ITC [S5]
TSAHMYTQT 29714690
ASCIZ [043313 |c 14|- 15+0.8 |ITC [S5]
GLSHIQTQT 29714690
ASCIZ |043313 [H 14|- 11+ 0.6 |ITC [S5]
LYNTQHTQT 29714690
ASCIZ [043313 |c 15| 20+ 1.0 |ITC [S5]
NFQSTCTQT 29714690
ASCIZ |043313 |Rr 14|- 10+£0.5 |ITC [S5]
multi-
ASCIZ |Q9VZU1 |multivalens 70|valens 4.8+0.2 |ITC 36979339|QT 2-4
ASCIZ |Q9VZU1 [RDIETQTP 70]- 9.3+0.3 [ITC 36979339(QT2
ASCIZ [Q9VvZU1 |GDIGTMTD |- 70]- 36+ 2 ITC 36979339(QT3
ASCIZ |Q9VZU1 |[AHMYTQTC|- 70]- 15+ 1 ITC 36979339(QT4
multi-
valens,
ASCIZ |Q9VZU1 |multivalens 70|dimer 6.3+0.3 [ITC 36979339(QT2,3
multi-
valens,
ASCIZ |Q9VZU1 |multivalens 70|dimer 44+04 |ITC 36979339|QT3,4
multi-
valens,
ASCIZ [(Q9VZU1 |multivalens 70(dimer 1.8+0.1 [ITC 36979339|QT2,4
multi- 36335430
53BP1 [Q12888 |multivalens 85|valens 0.3+0.2 |ITC [S6] LBD
36335430
53BP1 [Q12888 |NNIGIQTM |- 7|- 52+0.9 [ITC [S6] QT1
36335430
53BP1 [Q12888 |VSAATQTI 7|- 0.62 + 0.06|ITC [S6] QT2
36335430
53BP1 [Q12888 |QDATVQTE |- 7|- 1+0.3 ITC [S6] QT3
0.18 36335430
53BP1 [Q12888 |multivalens 24|dimer 0.004 ITC [S6] QT12
0.19 = 36335430
53BP1 [Q12888 |multivalens 32|dimer 0.009 ITC [S6] QT23
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36114230

LCA5 |Q86VQ0 [CTKGVQTM|- 8|- 8.1 FP [S7]

36114230
LCA5 |Q86VQ0 |CTKGVQTM|- 8|- 2.6 ITC [S7]
36114230
LCA5 |Q86VQO0 |multivalens |- 22|dimer 0.76 +0.06 |ITC [S7]
36114230
LCA5 |Q86VQO0 |multivalens |- 22|dimer 0.68+0.08 |ITC [S7]
36114230

LCA5 |Q86VQO [multivalens |- 22|dimer 1.22+0.08 [ITC [S7]

Paclla |P40960 |multivalens |- 87|dimer 0.04 £ 0.01{ITC 26253171

Paclla |P40960 |multivalens |- 80|dimer 0.04+0.01{ITC 26253171

ATSAKATQT [3BRL_
Swa P40688 |D 1 -l- - - 19863079
personal
NRCLSIGIQ communi

GKAP [P97836 |VD - -|- 2.4 ITC - cation

multi- BMRB:

ASCIZ [|Q9VZU1 |multivalens |- 76|valens - - 3213951028033

synthet1 multi- 0.036+0.00 35245498

c - multivalens |- 66|valens 3 ITC [S8]

IQUB |Q8NA54 |HNAGTQTV|- 8|- 3.57+0.13 |SPR [S9]

MAP4 |[P27816 [GSKSTQTV |- 8|- 4.42+0.68 |SPR [S9] -

(o]

CFAP91|Q724T9 |[RDADVQTD |- 8l- 0.55:0.03 [SPR  |[S9] %

Te}

CEP152(094986 |LDCGSQTD |- 8|- 2.37+0.29 [SPR [S9] =

CDK5GR =

AP2  |Q96SN8 |KDASVQTV |- 8|- 12.46+3.88|FP [S9] g

AKAP9 [Q99996 |RNSSTQTQ |- 8l- 12.40+3.08|FP [s9] =

(e}

ALMS1 |Q8TCU4 [KDIGTQTN |- 8|- 19.20+5.50 | FP [S9] E]

KESCNMET 2
OFD1 |075665 |QTS - 11/ 12.5+1.3 |SPR  |[S9l <
KESCNMET kompeti- 'g

OFD1 |075665 |QTS - 11| 12.8¢1.7 [tivFP |[[S9] b=
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Figgelék - 2. tdblazat: A hasznalt fehérjekonstrukciok adatai

Molekulastly (Da)
3C-N- Becsiilt toltés adott
jeldletlen jelolt pH-n:

1zotopok 100% | Amino-

szerint 100% izotop sav- Becsiilt

atlagolt |jelolet-len| jelolt szAm pl pH7.4 | pH6.0
GKAP-DYL 7014.88] 7010.45| 7398.17 61 8.92 2.80 4.00
His-GKAP-DYL 9495.47| 9489.53| 10023.53 81 7.61 0.40 5.60
DYNLL2 10631.077] 10624.16] 11226.38 92 7.47 0.10 3.30
His-DYNLL2 13111.67| 13103.24| 13851.74 112 6.86 -2.3 4.90
2 GKAP + 4
DYNLL2 monomer 56,6 kDa 490
His-GKAP-CT43 7726.46] 7721.75| 8159.53 67 7.75 0.40 5.50
GKAP-CT43 5245.87| 5242.67| 5534.18 47 10.23 2.80 3.90
His-Shank-PDZ
(8757 15083.2]- 140 7.02 -1.4 5.2
Shank-PDZ (S757) 13151.13|- 119 8.5 1 3.6
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Figgelék - 2. tdblazat: A hasznalt fehérjekonstrukciok adatai

Extinkcids koefficiens 280 nm-en
(ng/mL)’ cm™

jeldletlen, izotépok szerint

130-15N-jelslt, 100% izotép

atlagolt jelolt
diszulfid diszulfid hid diszulfid diszulfid hid
hiddal nélkil hiddal nélkiil

GKAP-DYL 0.02 0.00 0.02 0.00
His-GKAP-DYL 0.28 0.27 0.27 0.26
DYNLI2 1.27 1.26 1.20 1.19
His-DYNLIL2 1.22 1.21 1.16 1.15
His-GKAP-CT43 0.50 0.50 0.47 0.47
GKAP-CT43 0.24 0.24 0.23 0.23
His-Shank-PDZ
(8757) 0.72
Shank-PDZ (S757) 0.66
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Figgelék - 2. tdblazat: A hasznalt fehérjekonstrukciok adatai

Rekombinéns
peptidszakasz Cimke szekvencia
GKAP-DYL TEV hasitéhely |(GSHM
6xHis cimke,
His-GKAP-DYL TEV hasitéhely |GHHHHHHDYDIPTTENLYFQGSHM
DYNLL2 TEV hasitéhely |[GSHM
6xHis cimke,
His-DYNLL2 TEV hasitéhely |GHHHHHHDYDIPTTENLYFQGSHM

His-GKAP-CT43

6xHis cimke,
TEV hasitohely

GHHHHHHDYDIPTTENLYFQGSHM

GKAP-CT43

TEV hasitohely

GSHM

His-Shank-PDZ
(8757)

6xHis cimke,
TEV hasitohely

MGHHHHHHDYDIPTTENLYFQGSHM

Shank-PDZ (S757)

TEV hasitohely

GSHM
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Figgelék - 2. tdblazat: A hasznalt fehérjekonstrukciok adatai

GKAP-DYL RETRSNSV

His-GKAP-DYL KTSSKEQSVGVQVEEEKCFRRFTRSNSV

A konstrukcié teljes szekvenciija
GSHMRKKDFKKNRCLSIGIQVDDAEESEKMAESKTSSKFQSVGVQVEEEKCFR

GHHHHHHDYDIPTTENLYFQGSHMRKKDFKKNRCLSIGIQVDDAEESEKMAES

GSHMSDRKAVIKNADMSEDMQODAVDCATQAMEKYNIEKDIAAY IKKEFDKKY

DYNLL2 NPTWHCIVGRNFGSYVTHETKHFIYFYLGQVAILLFKSG

His-DYNLIL2 LLFKSG

His-GKAP-CT43 ESIEIYIPEAQTRL

GHHHHHHDYDIPTTENLYFQGSHMSDRKAVIKNADMSEDMQODAVDCATQAME
KYNIEKDIAAYIKKEFDKKYNPTWHCIVGRNFGSYVTHETKHFIYFYLGOVAT

GHHHHHHDYDIPTTENLYFQGSHMSSQROQEARKRLMAAKRAASVRONSATESA

GKAP-CT43 GSHMSSQRQEARKRLMAAKRAASVRONSATESAESIEIYIPEAQTRL

. MG DYDIPTTENLYFQGSHMGSDYIIKEKTVLLQKKDSEGFGFVLRGA
His-Shank-PDZ KAQTPIEEFTPTPAFPALQYLESVDEGGVAWRAGLRMGDFLIEVNGONVVKVG
(S757) HRQVVNMIRQGGNTLMVKVVMVTRHPDMDEAVHK

Shank-PDZ (S757) |VTREPDMDEAVHK
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Fliggelék — 3.a tablazat: A GKAP-DYL fehérjeszakasz jelhozzarendeléséhez hasznalt
NMR spektrumok adatari.

TENGELYEK | H | N | C
1H Watergate (NS=8)
Adatpontok szama 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820
Spektralis tartomany [ppml] -3,2-12,8
1H-15N HSQC (NS=4)
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 2800
Spektralis tartomany [ppml] -3,2-12,8 100,9-135,4
konstans-idejti 1H-13C HSQC-alifas (NS 8)
Adatpontok szama 4096 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820 - 16077
Spektralis tartomany [ppm] -3,2-12,8 5,8-85,7
konstans-ideji 1H-13C HSQC-arom4&s (NS 16)
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 - 7042
Spektralis tartomany [ppml] -3,2-12,8 - 113-148
HNCACB (NS=24)
Adatpontok szama 512 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2790 1784 15015
Spektralis tartomany [ppml] 6,5-10 110,2-132,2 8,6-83,2
HN(CO)CACB (NS=24)
Adatpontok szama 512 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2790 1784 15015
Spektralis tartomany [ppml 6,5-10 110,2-132,2 8,6-83,2
HNCO (NS=4)
Adatpontok szama 512 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2790 1784 2800
Spektralis tartomany [ppml] 6,5-10 110,2-132,2 169,8-183,8
HBHA(CO)NH (NS=24)
Adatpontok szama 512 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2790 1784 8000
Spektralis tartomany [ppml] 5,6-9 110,2-132,2 -2,7-7,3
(H)CC(CO)NH (NS=8)
Adatpontok szama 512 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2790 1784 15015
Spektralis tartomany [ppml] 6,5-10 110,2-132,2 8,4-83

106




H(CCCO)NH (NS=8)

Adatpontok szama

512 256 256

Spektrumszélesség [Hz] 2790 1784 8000

Spektralis tartomany [ppml] 6,5-10 110,2-132,2 -2,7-7,3
i(HCA)CO(CA)NH (NS=32)

Adatpontok szama 400 256 256

Spektrumszélesség [Hz] 2180 1784 2818,5

Spektralis tartomany [ppml] 6,8-9,5 110,2-132,2 169,8-183,8
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Fliggelék — 3.b tablazat: A GKAP-Ct43 fehérjeszakasz jelhozzarendeléséhez hasznalt

NMR spektrumok adatari.
TENGELYEK | H | N C
1H Watergate (NS=16)
Adatpontok szama 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820
Spektralis tartomany [ppm] -3,2-12,8
1H-15N HSQC (NS=2)
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 4006 1784
Spektralis tartomany [ppm] 4,8-9,8 109,1-131,1
konstans-idejii 1H-13C HSQC-alifas (NS=4)
Adatpontok szama 4096 - 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppm] -3,2-12,8 - 5,8-85,7
konstans-idejt 'H-13C HSQC-aroméas (NS=4)
Adatpontok szama 1024 - 512
Spektrumszélesség [Hz] 4006 - 7042
Spektralis tartomany [ppm] 4,8-9,8 110,3-145,3
HNCACB (NS=8)
Adatpontok szama 704 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2754 1784 15015
Spektralis tartomany [ppml] 6,3-9,8 109,1-131,1 8,6-83,2
HN(CO)CACB (NS=8)
Adatpontok szama 704 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2754 1784 15015
Spektralis tartomany [ppml] 6,3-9,8 109,1-131,1 8,6-83,2
HNCO (NS=4)
Adatpontok szama 704 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2754 1784 2800
Spektralis tartomany [ppml 6,3-9,8 109,1-131,1 170-183,7
HBHA(CO)NH (NS=8)
Adatpontok szama 704 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2754 1784 8000
Spektralis tartomany [ppml] 5,6-9 110,2-132,2 -2,7-7,3
1(HCA)CO(CA)NH (NS=8)
Adatpontok szama 704 256 256
Spektrumszélesség [Hz] 2754 1784 2818,5
Spektralis tartomany [ppml] 6,3-9,8 109,1-131,1 170-183,7
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Fliggelék — 4.a tablazat: Izotop jelolt GKAP-DYL molekula titralasa jeloletlen LCS

dimerrel; a kiilonbozé sztochiometria mellett felvett spektrumok adatai.

TENGELYEK | H | N C
1H-15N HSQC (NS=4) szabad GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 1622
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 108-128
1H-15N HSQC (NS=4) szabad GKAP-DYL
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 19230 12987
Spektralis tartomany [ppml] -7,3-16,7 0-160
1H-13C HSQC-alifas (NS=4) szabad GKAP-DYL

Adatpontok szama 4096 - 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppm] -3,3-12,7 - 3-83

1H-13C HSQC-aromas (NS=16) szabad GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 - 107,5-142,5

1H-15N HSQC (NS=4) 1:% GKAP-DYL + L.C8 dimer
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 1622
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 108-128

1H-15N HSQC (NS=4) 1:% GKAP-DYL + L.C8 dimer
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hzl 19230 12987
Spektralis tartomany [ppml] -7,3-16,7 0-160

1H-13C HSQC-alifas (NS=4) 1:% GKAP-DYL + LC8 dimer
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7 - 3-83
1H-13C HSQC-aroméas (NS=16) 1:% GKAP-DYL + LC8 dimer

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 107,5-142,5
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1H-15N HSQC (N

S=4) 1:1 GKAP-DYL + L.C8 dimer

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 1622
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 108-128

1H-15N HSQC (NS=4) 1:1 GKAP-DYL + LCS8 dimer
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 19230 12987
Spektralis tartomany [ppm] -7,3-16,7 0-160

1H-15N HSQC (NS=8) 1:1 GKAP-DYL + LC8 dimer
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 1622
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 108-128

1H-13C HSQC-alifas (NS=4) 1:1 GKAP-DYL + LC8 dimer
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppm] -3,3-12,7 - 3-83
1H-13C HSQC-aroméas (NS=16) 1:1 GKAP-DYL + LC8 dimer

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 - 107,5-142,5

1H-15N HSQC (NS=4) 1:2 GKAP-DYL + LC8 dimer
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 1622
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 108-128

1H-15N HSQC (NS=8) 1:2 GKAP-DYL + LC8 dimer
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 19230 12987
Spektralis tartomany [ppml] -7,3-16,7 0-160

1H-15N HSQC (NS=16) 1:2 GKAP-DYL + LCS8 dimer
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 1622
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 108-128

1H-13C HSQC-alifas (NS=8) 1:2 GKAP-DYL + LC8 dimer

Adatpontok szama 4096 - 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7 3-83
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1H-13C HSQC-aromas (NS=32) 1:2 GKAP-DYL + LC8 dimer

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 - 107,5-142,5

1H-15N HSQC (NS=4) 1:4 GKAP-DYL + LC8 dimer
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 1622
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 108-128

1H-15N HSQC (NS=8) 1:4 GKAP-DYL + LC8 dimer
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 19230 12987
Spektralis tartomany [ppm] -7,3-16,7 0-160

1H-15N HSQC (NS=16) 1:4 GKAP-DYL + LCS8 dimer
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 1622
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 108-128

1H-13C HSQC-alifas (NS=8) 1:4 GKAP-DYL + LC8 dimer
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7 - 3-83
1H-13C HSQC-aromés (NS=32) 1:4 GKAP-DYL + LC8 dimer

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartoméany [ppml] 4,7-12,7 107,5-142,5
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Fliggelék — 4.b tablazat: Izotop jelolt LC8 dimer molekula titrdlasa jeloletlen GKAP-
DYL konstrukcioval; a kiilonbézo sztochiometria mellett felvett spektrumok adatai.

TENGELYEK | H | N | C

1H-15N HSQC (NS=2) szabad LC8
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 2798
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 100,8-135,3

1H Watergate (NS=24) szabad LC8
Adatpontok szama 2600 -
Spektrumszélesség [Hz] 16025,6
Spektralis tartomany [ppml] -5,3-14,7

1H-13C HSQC-alifds (NS=2) szabad LC8
Adatpontok szama 4096 - 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppm] -3,3-12,7 3-83
1H-13C HSQC-aromés (NS=8) szabad L.C8

Adatpontok szama 2048 - 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 107,5-142.5

1H-15N HSQC (NS=2) szabad L.C8

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 9615,4 12987
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-16,7 0-160

1H-15N HSQC (NS=2) szabad L.C8

Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 19230,8 12987
Spektralis tartomany [ppml] -7,3-16,7 90-250

1H-15N HSQC (NS=16) 1:% LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 2798
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 100,8-135,3

1H Watergate (INS=48) 1:% LC8

dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2600
Spektrumszélesség [Hz] 16025,6
Spektralis tartomany [ppml] -5,3-14,7
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1H-13C HSQC-alifds (NS=16) 1:% LC8 dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppm] -3,3-12,7 3-83

1H-13C HSQC-aromas

(NS=64) 1:% LC8 dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 107,5-142,5

1H-15N HSQC (NS=16) 1:% LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 9615,4 12987
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-16,7 0-160

1H-15N HSQC (NS=16) 1:% LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 19230,8 12987
Spektralis tartomany [ppml] -7,3-16,7 90-250

1H-15N HSQC (NS=16) 1:1 LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 2798
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 100,8-135,3

1H Watergate (NS=48) 1:1 LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 2600 -
Spektrumszélesség [Hz] 16025,6
Spektralis tartomany [ppml] -5,3-14,7

1H-13C HSQC-alifas (NS=16) 1:1 LC8 dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7 3-83

1H-13C HSQC-aromas

(NS=64) 1:1 L.C8 dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 107,5-142.,5

1H-15N HSQC (NS=16) 1:1 LC8

dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 9615,4 12987
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-16,7 0-160
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IH-15N HSQC (NS=16) 1:1 LC8 dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 19230,8 12987
Spektralis tartomény [ppm] -7,3-16,7 90-250
1H-15N HSQC (NS=16) 1:2 LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 2798
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 100,8-135,3

1H Watergate (NS=48) 1:2 LC8

dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2600
Spektrumszélesség [Hz] 16025,6
Spektralis tartomany [ppml] -5,3-14,7

1H-13C HSQC-alifas (NS=16) 1:2 LC8 dimer

+ GKAP-DYL

Adatpontok szama 4096 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7 3-83
1H-13C HSQC-aromés (NS=64) 1:2 LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 - 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 107,5-142,5

1H-15N HSQC (NS=16) 1:2 LC8

dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 9615,4 12987
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-16,7 0-160

1H-15N HSQC (NS=16) 1:2 LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 9615,4 12987
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-16,7 90-250

1H-15N HSQC (NS=64) 1:4 LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 2798
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-12,7 100,8-135,3

1H Watergate (NS=48) 1:4 LC8

dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2600
Spektrumszélesség [Hz] 16025,6
Spektralis tartomany [ppml] -5,3-14,7
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1H-13C HSQC-alifas (NS=64) 1:4 LC8 dimer + GKAP-DYL
Adatpontok szama 4096 - 1024
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppm] -3,3-12,7 3-83
1H-13C HSQC-aromés (NS=64) 1:4 LC8 dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2048 - 1024
Spektrumszélesség [Hz] 6410 7042
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-12,7 107,5-142,5

1H-15N HSQC (NS=64) 1:4 LC8

dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 9615,4 12987
Spektralis tartomany [ppml] 4,7-16,7 0-160

1H-15N HSQC (NS=64) 1:4 L.C8

dimer + GKAP-DYL

Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 9615,4 12987
Spektralis tartomany [ppm] 4,7-16,7 90-250
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Fliggelék — 4.c tablazat® Az izotop jelolt GKAP-Ct43 molekula titralasa jeloletlen
Shank1-PDZ domén molekulaval; a kiilonbozé sztochiometria mellett felvett
spektrumok adatai.

TENGELYEK | H | N | C
1H-15N HSQC (NS=2) szabad GKAP-Ct43
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 4006 1784
Spektralis tartomany [ppm] 4,8-9,8 109,1-131,1
1H Watergate (NS=32) szabad GKAP-Ct43
Adatpontok szama 2048 -
Spektrumszélesség [Hz] 12,820,5
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7 -
1H-13C HSQC-alifas (NS=2) szabad GKAP-Ct43

Adatpontok szama 4096 - 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820 - 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,2-12,8 - 5,8-85,7

1H-15N HSQC (NS=2) 1:%» GKAP-Ct43 + PDZ domén
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 4006 1784
Spektralis tartomany [ppml] 4,8-9.8 109,1-131,1

1H Watergate (NS=32) 1:% GKAP-Ct43 + PDZ domén
Adatpontok szama 2048 -
Spektrumszélesség [Hzl 12,820,5
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7 -

1H-13C HSQC-alifas (NS=2) 1:% GKAP-Ct43 + PDZ domén

Adatpontok szama 4096 - 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820 - 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,2-12,8 5,8-85,7

1H-15N HSQC (NS=2) 1:1 GKAP-Ct43 + PDZ domén
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 4006 1784
Spektralis tartomany [ppml] 4.8-9.8 109,1-131,1

1H Watergate (NS=32) 1:1 GKAP-Ct43 + PDZ domén
Adatpontok szama 2048 -
Spektrumszélesség [Hz] 12,820,5
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7
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1H-13C HSQC-alif4ds (NS=2) 1:1 GKAP-Ct43 + PDZ domén

Adatpontok szama 4096 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,2-12,8 - 5,8-85,7

1H-15N HSQC (NS=2) 1:2 GKAP-Ct43 + PDZ domén
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 4006 1784
Spektralis tartomany [ppm] 4,8-9,8 109,1-131,1

1H Watergate (NS=32) 1:2 GKAP-Ct43 + PDZ domén
Adatpontok szama 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12,820,5
Spektralis tartomany [ppm] -3,3-12,7 -

1H-13C HSQC-alifas (NS=2) 1:2 GKAP-Ct43 + PDZ domén

Adatpontok szama 4096 - 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,2-12,8 - 5,8-85,7

1H-15N HSQC (NS=2) 1:4 GKAP-Ct43 + PDZ domén
Adatpontok szama 2048 1024
Spektrumszélesség [Hz] 4006 1784
Spektralis tartomany [ppml] 4,8-9,8 109,1-131,1

1H Watergate (NS=32) 1:4 GKAP-Ct43 + PDZ domén
Adatpontok szama 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12,820,5
Spektralis tartomany [ppml] -3,3-12,7 -

1H-13C HSQC-alifds (NS=2) 1:4 GKAP-Ct43 + PDZ domén

Adatpontok szama 4096 - 2048
Spektrumszélesség [Hz] 12820 16077
Spektralis tartomany [ppml] -3,2-12,8 5,8-85,7
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