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1. fejezet

Bevezetd

1.1. A maganyos o-hélixek

A totltéssel rendelkezs, maganyos a-hélix egy ritka szerkezeti motivum, melynek
egyik f6 tulajdonsiga, hogy habar altalaban az egyszali a-hélixek 6nmagukban nem
stabilak, specifikus aminosav szekvencidk megléte esetén (pl. négy glutaminsav (E)
és négy pozitiv toltési aminosav, az arginin (R) és lizin (K) valtakozo ismétlsdése)
oldatfazisban stabilak, a harmadlagos-negyedleges szerkezet stabilizalé hatésa nél-
kiil. Ez az ER/K motivum szamos élglény szamos, kiilonboz6 funkciokat betoltd
megtalaldsat neheziti, hogy az algoritmusok &altal keresett toltéssel rendelkezd ré-
giok a szuperhélixekben is megtalalhatoak, bar a toltéssel rendelkezé aminosavak
ardnya a SAH doménekben magasabb. Emiatt az algoritmusok altal detektalt szu-
perhélixek egy része vélhetGen SAH domén, de ezek egyértemd megallapitdsahoz
tovabbi vizsgéalatok sziikségesek [9]. A SAH domén kialakulésa akkor valoszintsit-
hetd, ha negativ és a pozitiv toltéstd aminosavak is nagy szdmban vannak jelen,
viszont hidnyzik a hidrofob varrat (a szuperhélixek esetén a szuperhélixet alkoto
o-hélixek atlapolodasi helyei), valamint minél tobb hélixen beliili E-K, R-K inter-
akci6 jon létre.

Habar a SAH domének sokkal elterjedtebbek, mint amilyennek a felfedezésiik-
kor velték Gket, a domének pontos szerepe nem tisztézott, viszont a jelenlétiik
tobb esetben jol valoszintsithetd fizikai jelentGsséggel birhat. Ezen funkcidk egyike
a miozin molekula karjanak meghosszabbitdsa, mely megnoveli az egy erdkifej-
tés/fordulat alatt a miozin molekula aktin szélon megtett tavolsagat. Mérésekkel
igazoltak, hogy a miozin egyes fajtaiban taldlhato SAH domének elég merevek ezen

kar-meghosszabito funkcio betoltéséhez. [1]



1.2. A PDZ domének

A PDZ domének a fehérje-fehérje felismerésben és interakcioban vesznek részt,
mellyel hozzajarulnak tobbek kozt a jel-/ingeriiletatviteli ttvonalakhoz nélkiiloz-
hetetlen fehérje komplexumok létrehozasahoz. A koriilbeliil 90 aminosavbol allo
szekvencia igen elterjedt, megtalalhato tébbek kozott a muslica (Drosophila) fo-
toreceptoraiban és az emlsok szinapszisaiban, és a megszekvenélt genomokban
az egyik leggyakrabban el6forduld domén [6]. Maga az elnevezés egy mozaikszo,
amely abbol a harom fehérje nevébdl all 6ssze, melyekben el@szor kimutattak a
PDZ domént, ezek a posztszinaptikus PSD-95, a muslicdban talalhaté szoros cso-
mopontokban (tight junction) 1évé Discs-large és a ZO-1 fehérjék.

A fehérje-fehérje kolesonhatasokban betoltott szerepe a fehérje szerkezeti adott-
sagaira vezethets vissza. A peptid ligandumok kétShelye 32 redd és az o2 hé-
lix hatarolta kot6zseb, melyben a koté fehérje B-redGje hozzaadddik a kotézseb
B-reddjéhez [5]. A kotés soran a kis kotGzsebbe a ligandum peptid koriilbelil 5
aminosav hosszusagu C-terminéalisa ékel6dik be, a zseb toltottsége a hidroféb ami-
nosavakkal (valin, izoleucin, leucin) végzddd szekvencidk kotGdésének kedvez. A
C-terminalisokon kiviil az ehhez hasonld bels6 motivumok is részt vehetnek a PDZ
doménnel kialakitott kotésben.

Mivel a PDZ domén révid, flexibilis C-terminélisokat és az ehhez hasonl6 szer-
kezetl belsé motivumokat kot, ezért gyakorlatilag szinte minden fehérjével képes
kotést kialakitani, kiilondsen a membran fehérjék irant mutat nagyobb affinitést,
mint példaul az ion csatornék, amik jellemzgen révid C-terminélissal rendelkeznek.
A kotés a ligandum tekintetében is "kimélg", a kotott ligandum szerkezete nem
modosul a szabad allapothoz képest [6], a tranziens két6dés miatt az egyensuly
gyorsan és konnyen atrendezdédik.

A kotott helyzetben a B-redék stabilizaljdk a ligandum helyzetét, melyben a
ligandum kotésben részt vevs oldallanca egyenesen a PDZ domén kotézsebe felé
mutat. Igy a ligandum B-redGjének és a polarizalt oldallanc helyzetére vezethets
vissza a domén kotési specifitasa.

A révid C-terminalisokra vonatkozo kotési affinitds mellett a PDZ domén képes
felismerni belsé fehérje motivumokat is, amennyiben azok térszerkezeti szempont-
bol hasonloak a lanc végzédéshez. A kotés ezen fajtaja jellemzGen csak akkor jon
létre, ha a ligandum peptid C-terminélisa a ligandum szerkezetébdl kifolyolag nehe-
zen elérhetd, térbeli helyzete megneheziti vagy ellehetetleniti a kotés kialakitasat.
A domén kotési specifitdsa miatt ilyen, a ligandum belsé motivumaval kialakitott
kotés vélhetGen ritkabban jon létre, mivel a domén kotési helyének geometriaja és

polarizaltsdga kiemelked&en specifikus.



1.3. Dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok elemzése

A fehérjék szerkezeteinek és funcidinak tanulmanyozasa soran egyre nagyobb sze-
repet kapnak a szerkezetek dinamikai tulajdonsigai, mivel felismerésre keriilt a
szerkezetek belsd mozgésainak funkcionalis szerepe. A szerkezetmeghatarozashoz
hasznalt kisérleti modszerek régebben nem tették lehetévé a szerkezetek mozga-
sainak részletes megfigyelését, amibdl az a téves kovetkeztetés sziiletett, hogy a
fehérjék egy jol koriilhatarolhato, rigid szerkezettel rendelkeznek. Az egyik elsd
szerkezetmeghatéarozasra hasznalt kisérleti modszer a rontgen krisztallografia, ami
— ahogy a modszer nevében is megjelenik — egy fehérje egykristaly diffrakcios vizs-
galata. A kristalyositott — meglehet&sen életszertitlen — allapotban a fehérjék eleve
képtelenek a mozgasra, igy a szerkezetek dinamikai tulajdonsagaira csak vonatkoz-
tatni lehet.

A mégneses magrezonancia spektroszkopia (nuclear magnetic resonance spectros-
copy - NMR) az els6 kisérletes modszer, amivel a szerkezetek atomi szint megha-
tarozasa mellett azok dinamikai tulajdonsigairol is informéacié nyerhets. A fehérje-
szerkezetek dinamikus szerepe a fehérjék modellezésében is megjelent a dinamikus
fehérjeszerkezeti sokasagok formajaban, mivel egy modellel nem irhaté le a szer-
kezet altal bejart konformacios tér. Ebben a konformécios térbeli allapotok kozott
egy dinamikus egyensuly figyelhetd meg, mely egyensiily eltolodasa is hatassal lehet
a fehérje biologiai tulajdonsagaira.

A fehérjeszerkezetek sokasagként vald reprezentaldsa mellett szol az is, hogy
egyes rendszerek esetében az egy konformerre épiilé modellek nem reprezentéljak
jol az adott fehérje tényleges strukturajat. Jo példat adnak erre a rendezetlen fehér-
jék (intrinsically disordered proteins — IDPs), melyeknek a globuléris fehérjékhez
viszonyitott nagyfokii hajlékonysaga hamar ravilagitott a tényre, hogy az ilyen
szerkezeteket csak sokasdgként lehet jellemezni. Az ilyen fehérjeszerkezetek erésen
dinamikus szerkezete sok, eddig ismeretlen biokémiai mechanizmus felfedezésében
segitett, bar ezek atomi szinti jellemzése gyakran nehézkes.

A manapsag leginkabb gylimolesozének tekintett megkozelités a kisérletek és
a szamitasok kombinacidja, ahol a mérésekbdl szarmazo paramétereket megfeleld
térbeli interpretacid segitségével kényszerfeltételként hasznaljuk fel molekuladina-
mikai szamitdsokban. Ez a megkdzelités nagyban hasonlit a hagyoményos szerke-
zetmeghatarozashoz, az eltérés a kisérleti eredmények felhasznaldsaban rejlik. A
dinamikat tiikroz6 sokasagok elgallitasa sordn ugyanis a paraméterek értelmezése
ténylegesen is sokasidgalapu, azaz ahelyett, hogy minden egyes konformertél elvér-
nank, hogy minden kisérleti adatnak megfeleljen, a megfelelést a teljes sokasagon

értelmezziik és varjuk el.



2. fejezet
Alkalmazott moédszerek

A SAH detelktélas céljabol késziilt SCAN4CSAH és az FT _CHARGE algorit-
musok megtervezésekor szempont volt, hogy az algoritmusok csak SAH domént
alkoto toltéssel rendelkez6 aminosavakat vegyék figyelembe. A hamis pozitiv tala-
latok csokkentése céljabol implementaltam egy helicitas sziir6t, amely a varhatéan
nem helikalis szerkezeteket eltavolitja a talalatok koziil.

A filter beallitasdhoz a nem-redundans PDB SELECT adatbazisban [4] talalha-
t6 szekvenciak DSSP annotéciojat [2] hasznaltam fel. Az itt talalhato, legalabb 15
aminosav hosszu alfa-hélixek esetében kiszamoltam az egy aminosavra juto atlagos
Chou-Fasman-féle Pa értéket. Ezen értékekre az R program [10] segitségével EVD
eloszlast illesztettem. Az ennek alapjan kapott valoszintiségi kiiszobérték meghaté-
rozésahoz a SwissProt adatbazis 2015 08 kiadésan prediktalt SAH szekvencidkat
vizsgaltam meg, és ennek alapjan a P értéket 0.5-nek valasztottuk, azaz csak az
ennél kisebb P-értékkel rendelkezé szekvencidkat vettem figyelembe.

A PDZ doménekkel folytatott munka soran a kibévitett PDZ sokasag 1étrehozé-
sahoz megszoritd paraméterek nélkiili molekuladinamikai szimulaciokat futtattam
a PDB adatbazisban megtalalhat6 PDZ sokasagokkal (2KPL, 2L.C6, 2LC7, 2LOB,
1GM1, 10ZI, 2KPK, 1VJ6, 1TUMT), amelyekhez kisérletileg elGallitott kémiai el-
tolodas értékek is rendelkezésre alltak. A szimulécioval elGallitott sokasédgok a ki-
sérletileg megéllapitott paraméterekkel torténd egyezését a CoNSEnsX-+ szerverrel
ellendriztem, valamint a CoNSEnsX+ szerver altalam hozzéadott 4j funkciojaval
a kémiai eltolodasokra torténd szelekcioval alsokasagokat hoztam létre. Az igy ké-
szitett sokasagokat egyéb, PDB-s PDZ modellekkel kiegészitve létrehoztam egy
"PDZ mag" sokasagot, ami a tovabbiakban az Osszehasonlito elemzés egyik alap-
jat képezte. A kiillonbo6z6 sokasédgok egy nagyobb sokasédgga torténd osszefiizése egy
valamennyi modellre alkalmazott MAMMOTH illesztéssel tortént.



3. fejezet

Uj tudomanyos eredmények

3.1. Els6 téziscsoport: A SAH domének vizsgalata

1. Beépitettem az FT CHARGE algoritmusba egy helicitas sziir6t, az
algoritmus altal detektalt, de varhatéan nem helikalis talalatok kisztiré-

sére.

A hélix kialakuldsdban (vagy a kialakuldasanak megakadalyozasaban) a toltéssel
rendelkez6 aminosavak megléte és sorrendje mellett szerepe van viszont a szekven-
tartalmi szekvenciak altalaban nem képeznek hélixet. Ezen probléma kikiiszobolé-
sére a dekektalt SAH doméneken még beépitettem egy helicitas filtert a munkame-
netbe a Chou-Fasman modszer alapjan. A webszerver késébbi fejlesztése sordan a
filtert tovabb finomitottam, mert észrevettem, hogy a hosszi, tobb szakaszbol allo
SAH szekvencidk esetében nem miikodik megbizhatéan. Ezért a filtert nem csupan
a teljes SAH szakaszokra, hanem — mivel az FT CHARGE az FFT eljaras miatt
adott ablakméretbe esd szegmenseket elemez — az FT CHARGE altal azonositott
minden egyes szegmensre alkalmazom, és csak a filteren ’atment’ szakaszokat hasz-
nalom fel a teljes SAH Osszerakasahoz. Ezzel biztosithato, hogy ne forduljon el§ az
a helyzet, hogy egy hossztit SAH a végss sztirén essen ki, hanem megtarthato a re-
levans, varhatéan valoban helikalis szakasza. Mindkét sztirési lépést a csahdetect.pl
szkriptbe épitettiik be, ez a szkript végzi az FT CHARGE altal talalt szakaszok
Osszeftizését, a SCANACSAH eljarassal valo konszenzus megallapitasat és igy a
végs6 kimenetként megadott SAH szakaszok pontos hatarainak megallapitasat [IT,

I11].



Javasolt Magas El6z6
3 ) SAH SAH araméterek | érzékenység | értékek
Nev UniProt 1D kezdete | vége i>:7 A=0.5 e A>=10
P<=0.05 P<=0.5 P<=0.01
174-316 1-36 178-312
Caldesmon | AOA1L1IRXH5 | 196 252 153-384
408-521 411-517
394-528
GCP60 Q9H3P7 183 238 | 158-274 158-283 158-268
INCENP P53352 503 715 | 502-679 484-769
MAP4K4 095819 417 480 | 374-503 355-533 386-500
MFAP1 P55081 267 344 | 225-259 173-273
. 765-880
Myosin 10 | Q9HD67 813 909 | 773-870 903-955
Myosin 7 P97479 866 935 | 848-929 829-939
. 889-923
Myosin 6 QIUMb4 915 980 | 932-995 939-995 932-994
Snu23 GOS6R0O 131 164 110-214

3.1. tablazat. Az FT CHARGE optimalizdlt paraméterezése a kisérletekbdl megdllapitott SAH
domének alapjan

2. Az eddig ismert, SAH domént tartalmazé fehérjék felhasznalasaval

javitottam az FT CHARGE paraméterezésén.

Az 1j, kisérletileg feltérképezett SAH domének megjelenése ravilagitott meglévs
algoritmusok gyengeségeire, miszerint az algoritmusok nem detektéltdk azokat a
SAH doméneket, melyen megléte kisérleti titon bizonyitasra keriilt, sziikségessé
téve az algoritmusok paraméterezésének feliilvizsgalatat [IT1].

Az FT CHARGE algoritmus 1j paraméterezésének beéllitasdhoz 9, kisérletileg
igazolt SAH domént és az azokat tartalmazo fehérjéket, valamint negativ kontrollo-
kat hasznaltam fel. A beallitdshoz a paraméterek adott kombinécioival lefutattam
az FT _CHARGE eljarast a tesztben szerepls fehérjékre, és megvizsgaltam, hogy a
SAH szakaszokba es§ aminosavak mekkora hanyadat sikeriilt az egyes beallitasok-
kal azonositani a konszenzus (SCAN4CSAH + FT CHARGE) eljarassal, illetve
csak az FT CHARGE hasznalataval. A kapott eredmények vizsgalata alapjan a
javasolt 10 beéllitdsok: minimalis amplitadé 7, a hozzé tartozo P-érték pedig 0.05.
Fontos megjegyezni, hogy a pontos szakaszhatarok predikcioja/megallapitasa nem
realis, hiszen kisérletes oldalrél nem varhatd, hogy aminosavak egyenkénti hoz-
zdadésaval nagy szamua konstrukciot allitsanak el§ és elemezzenek, és varhatoan
még ebben az esetben sem lenne egyszeri és egyértelmid pl. CD-spektroszképiaval
ezekre kapott o-helikélis jelleg esetében az egyes konstrukciokra kapott értékek ko-
z6tt hatart vonni. Igy a pontos tol-ig pozicick meghatarozasa a SAH szegmensek
esetében nem feltétlentil életszert, az atmenet feltehetGen tobbé-kevésbé folytonos

rendezetlen és/vagy szuperhélix szakaszok felé a szekvencia mentén.



3. Az Gj paraméterekkel elemzett human proteomban tobb, eddig nem
ismert SAH-tartalmua fehérjét azonositottam, koztiik idegrendszeri jel-

atvitelben résztveviket is.

A konszenzus modszer 8 SAH domént tartalmazéd fehérjét prediktalt, melyek az
idegrendszeri jelatvitelben is szerepet jatszhatnak. A septin 7 fehérje a citoszekele-
talis fehérjék egy viszonylag tjjonnan azonositott csaladjaba, a septinek kozé tarto-
zik. A septinek szalakat és gytriiket képeznek, melyek allvanyzatként és difftzids
hataroloként miikodnek. Részt vesznek tobbek kozt a dendritikus tiiskék kifejls-
désében és a sejtosztodas folyamataban is. A citoszekeletalis (pl. CLIP2, miozin
6, caldesmon) és a sejtkéregben talalhato fehérjék (piccolo, drebrin) részt vesznek
a sejtfliiggelékek, mint példaul a dendritek fejlédésében és a szinaptikus vezikuldk
kibocsajtasiaban. A SAH domén keresés soran 17 olyan fehérjét talaltunk, amely
a SynaptomeDB-ben is megtalalhato, illetve 13 fehérje UniProt annotéacidja arra
enged kovetkeztetni, hogy ezek funkcidja is kapcsolatba hozhat6 a neuralis fejlédés-
sel. A PCLO (protein piccolo) fehérje a preszinaptikus aktiv zondkban talalhato és
a szinaptikus vezikulak széllitasaban vesz részt [3]. A drebrin egy posztszinaptikus
fehérje, melynek a dendritekben talalhato citoszeketalis allvanyzat formaldsaban
van szerepe és a hosszitava potenciacioé keretében torténd szinaptikus valtozasok-

kal, illetve az Alzheimer-korral hozhato Osszefiiggésbe [11].

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

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

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

ns activit | ss
y

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

3.1. abra. A konszenzus mddszer dltal prediktdlt, SAH domént tartal-
mazo humdn funkciondlis csoportok



3.2. Masodik téziscsoport: A CoNSEnsX szerver fejlesztése

1. Ujraimplementaltam és funkciokkal egészitettem ki a meglévé CoN-
SEnsX szervert, amit CoNSEnsX-+ néven publikaltunk.

A meglévs CoNSEnsX szervert a konnyebb fejleszthetéség és a fenntarthatosag
jegyében tjra implementaltam Python nyelvben, illetve létrehoztam a szerver és
az Gjonnan hozzatartozé adatbéazis Docker-es kornyezetét. Amennyiben a feladat
engedte, a legtobb funkcionalités implemetalésa soran standard kényvtarakat hasz-
naltam (PDB, STAR-NMR forméatumu fajlok kezelése, abrék készitése, f6kompo-
nens analizis). Implementaltam az RDC (residual dipolar couplings - maradvany
dipoléris csatolasok) visszaszamolas soran, hogy az egy mérésbdl szarmazo adat-
készleteket egyiitt kezelje és jelenitse meg a program, illetve az oldallanc rendpa-

raméterek visszaszamolasat és teljesen 1j grafikus feliilettel lattam el a szervert.

2. Az Gj CoNSEnsX+ szerverbe egy sokasag szelekcids algoritmust imp-

lementaltam.

A CoNSEnsX+ szerver egyik f6bb 14j funkcionalitasa a szelekcio, melyben a kivé-
lasztott megfelelési mérdszam (korrelécio, rmsd, g-érték) mentén a felhasznalo altal
megadott paraméterkészleteknek valdo megfelelést maximalizalom. A modszerrel a
megadott kisérleti paramétereknek jol/jobban megfelels, a kiindulasi sokasagnal
jellemzden sokkal kisebb alsokasagok allithatoak els. A sokasagok méretével csok-
ken az paramaéterek tulillesztettsége, illetve a feldolgozésuk szamitéasigénye is.

A szelekcid végeztével megjelenitésre keriilnek a szelektalt soksagra vonatkozd
mérdszamok és letolthetévé valik a szelektalt sokasag. Emellett a szelektalt sokasag
f6komponens analizissel is 6sszehasonlitasra keriil a kiindulasi sokasaggal, aminek

vizualizalasa a szelekcio utan lathatova valik.

3. Megmutattam, hogy az implementalt szelekcios eljaras képes biolo-
gialag relevans mozgasokat tiikrozé, tilillesztésmentes alsokasagok el6-
allitasara.

A CoNSEnsX+ szerverben implementalt szelekcios algoritmus biologiai relevanci-
ajat tobb, molekuladinamikai szimulacioval elGallitott sokasagon teszteltem, kii-
16nb6z6 sokasagokbol mintavételezett konformécios terek Osszehasonlitaséaval. A
kiindulasi és a szelektalt sokasdgok f6komponens elemzése alapjén elmondhato,
hogy a referencia sokasidgban megfigyelt mozgéasok kisebb sokasagokkal is jol rep-
rezentalhatoak, ami egyuttal a referencia sokasag tulillesztettségére is utal, tehat a
referencia konformacios teret magaban foglalé konformécios térbél szelekcidval el

lehet &llitani a referencia sokasaghoz hasonlé sokasagokat.
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Az algoritmust rendezetlen (IDP - intrinsically disordered protein) fehérjeszer-
kezetekkel valo mikodését a pE-DB [13] adatbazis 9AAC o-szinuklein sokasagéval
is teszteltiik. A kiindulasi és szelektalt sokasagok f6komponens anazizise itt is iga-
zolta, hogy a szelekcios algoritmus egy rendezetlen fehérjékbdl allo sokasag esetén

is képes a relevans tulajdonsigokat megérizve egy kisebb alsoksadgot elGallitani

3.3. Harmadik téziscsoport: A PDZ domének dinamikajanak

vizsgalata

1. Molekuladinamikai szimulacioval elgallitottam PDZ domének dinami-

kus szerkezeti sokasagait.

A vizsgalt sokasdgok elemzése soran felmeriilt az igény egy viszonyitési alapként
is hasznalhato, a PDZ domént altalanosasédgban reprezentalé nagyobb sokasagra.
Ennek 6sszeallitasahoz a mar meglévé NOE alaptd PSD-95 PDZ1 és PDZ2 sokaséa-
gokhoz |7] tovabbi sokasagokat kerestem, amelyekhez elérhetGek kisérletileg meg-
allapitott kémiai eltolodasok (2KPL, 2L.C6, 2LC7, 2LOB, 1GM1, 10ZI, 2KPK,
1VJ6, 1UMT). Az igy kivalasztott sokasdgokkal ezutan révid (20 ns), megszoritd
paraméterek nélkiili molekuladinamikai szimulaciokat futtattam, majd az igy ké-
sziilt sokasagokbol a CoNSEnsX™ szerver szelekcio funkciojaval a Ha és Car kémiai

eltolodéasoknak valdo megfelelést maximalizalva alsokasagokat.

PDB ID | Leirés | BMRB ID | Alsokasag méret
Rovid szimulaciok

2KPK MAGI-1 PDZ1 16558 11

2KPL MAGI-1 PDZ1 / E6CT 16559

1GM1 Second PDZ Domain (PDZ2) of PTP-BL 5131 9

PDZ2 from PTP-BL in complex with the

1VJ6 C-terminal ligand from the APC protein b131 12

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

2LCT Par-6 PDZ domain 17600 17

1071 The alternatively spliced PDZ2 5762 1

domain of PTP-BL

LUMT Solution structu.re of the th.u"d PDZ domain 11198 91
of synapse-associated protein 102

Hosszu szimulaciok

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

PDZ2 from PTP-BL in complex with the

1VJ6 C-terminal ligand from the APC protein

5131 29

3.2. tablazat. A molekuladinamikai szimuldcicval elddllitott sokasdgok és a beldlik szelektdlt
alsokasagok mérete



2. A PDZ domének mozgasainak Osszehasonlité elemzéséhez Osszealli-

tottam a "PDZ mag"-nak nevezett referencia sokasagot.

Az elgallitott sokasagok egy kozos soksagba torténd dsszeflizéséhez elGszor illeszteni
kellett azok szerkezeteit. A tobb szerkezetre alkalmazott illesztés a MAMMOTH-
Mult programmal késziilt [8]. Ehhez az egyes sokasagok els6 modelljeit, illetve a
tobb lancbol allo szerkezetek elsd lancait hasznaltuk fel. A tandem PDZ domé-
neket tartalmazo szerkezetek fel lettek darabolva dgy, hogy a PDZ doméneket
kiilon-kiilon is fel lehessen hasznélni. Mivel a MAMMOTH-Mult programmal nem
lehetett egyszerre mind a 152 szerkezetet illeszteni, ezért az illesztés tobb korben
tortént, az egyes illesztések eredményeit Osszefiiztiik, azokat a részeket megtartva,
amelyek valamennyi felhasznalt szerkezetben megtalalhatoak. Az igy kapott illesz-
tés felhasznalasdval minden felhasznalt PDB-s modellt és sokasagot redukaltam,
hogy csak az illesztés soran kapott, kozos aminosavakat tartalmazzak, ez lesz a

tovabbi Osszehasonlitasok egyik alapja, amit "PDZ mag"-nak neveztiink el.

3. A vizsgalt PDZ domének Gsszehasonlitdé elemzésével megmutattam,
hogy a ligandumkotés hatasara bekovetkezd dinamikai valtozasok do-

ménfiiggéek.

Viarakozasainkkal ellentétben a nyito-csukd mozgas mentén a szabad és kotott for-
mak eloszlasa nem egységes az egyes PDZ domének esetében. A PSD-95 PDZ1 és
PDZ2 esetében a szabad forma ezen mozgas mentén a teljes teret mintavételezi, a
akkor a PSD95 PDZ3 domén kotott formaja ezzel ellentétben a nyitott forméban
stabilizalodik a ligandum kotott allapotban. Ez a megfigyelés igaz marad akkor is,
ha az ezkehez a doménekhez tartozd, PDB-ben elérhets szerkezeteket vizsgaljuk,
bar ebben az esetben a kiilonbségek kevésbé latvanyosak, mivel ezek lényegesen
kisebb konformécios teret reprezentalnak. Ez a megfigyelés két mésik, kémiai elto-
lodasok alapjan szelektalt sokasagra is igaz, valamint az ezekhez hasznalt kiindulasi
PDB-s modellekrdl is elmondhaté. Az egyetlen kivétel az 1GM1-1VJ6 PDB azono-
sitoju sokasag par (a PTP-BL fehérje masodik PDZ doménje, szabad és kotésben
l1évé allapotban), ahol az eredeti sokasdgok elemei csak a harmadik f6komponens

mentén valnak el.
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