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1. Bevezetés

Az eml6sok agydban taldlhaté neurdlis halézatot tobb milliard
idegsejt alkotja, melyek k6z6tt az informacié atadasa, az idegsejtek
kommunikacidja szinapszisok segitségével valdsul meg. A szinaptikus
kapcsolatok kialakulasa és fenntartasa, valamint a szinaptikus
plaszticitds alapvet6 tényez6k a normalis agym(ikodés és a
homeosztazis szempontjdbdl (Grabrucker et al.,, 2011). A
posztszinaptkus denzitds feladata a szomszédos idegsejtekbdl
neurotranszmittereken keresztiil érkezd jel fogaddsa és tovabbitasa
a mélyebb rétegek felé (Suzuki et al., 2018). Szerepe van a szinaptikus
szerkezet fenntartasaban, és atrendez6désével kulcsszerepet tolt be
a tanulas és a memdaria molekuldris szintl folyamataiban. A legtjabb
kutatasok szerint egy korilbeliil 30-50 nm vastag és 300-400 nm
széles lemez alaku 1.1 +/- 0.36 GDa tomeg(i fehérjehaldzatrdl van sz6
(Boeckers, 2006) (Suzuki et al., 2018) (Feng & Zhang, 2009) (Chen et
al., 2005). Ennek mérete és Gsszetétele azonban nem allandé, attdl
figgben dinamikusan vdltozhat, hogy mely agyterileten taldlhaté
meg, milyen a szinaptikus aktivitas, illetve kilonb6z6 fajoknal is
eltéré méreteket mutat (Sheng & Hoogenraad, 2007). Az elsé réteg a
PSD-ben az ugynevezett ‘core’ réteg, 30-50 nm-re taldlhaté a
plazmamembrantdl, itt lelhet§ fel az allvanyfehérjéknek a nagy része
(Suzuki et al., 2018). Az allvanyfehérjék hidként miikédnek a PSD-

ben, a fels6bb szinteken elhelyezkedd glutamatreceptorokat kotik
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Ossze az als6bb szinteken megtaldlhatd jeltovabbitdé komplexszel és
a citplazmatikus vazzal. A MAGUK (membran asszocialt guanilat
kinaz) fehérjék is az allvanyfehérjék kozé tartoznak, ezek alkotjak a
PSD legnagyobb csoportjat eml8s organizmusok esetében, kozéjik
tartozik példaul a PSD-95 fehérje (mas néven DLG4, disk large
homolog 4). A ‘core’ réteg alatt taldlhaté meg a ’pallium’ réteg, 50-
60 nm-re a plazmamembrdantdl, ahol az altalam vizsgalt Homer és
Shank fehérjék is el6fordulnak (Suzuki et al., 2018) (Dosemeci et al.,
2016). A ’core’ és 'pallium’ réteg kozott a GKAP teremt kapcsolatot
azzal, hogy interakcidba |ép tobbek kozott a Shank fehérjével. A
Shank fehérje kapcsolatot alakit ki a Homer fehérjével. A PSD-95-
GKAP-Shank-Homer interakcié pedig a PSD egy fontos strukturalis
keretrendszerét alkotja (Hayashi et al., 2009) (Romorini et al., 2004)
(Shin et al., 2012).
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1. Abra: Az idegsejtek kommunikdciéja és posztszinaptikus
denzitdst felépitd fehérjék. A preszinaptikus idegsejt (axon)
és a posztszinaptikus idegsejt (dendrit) kézott kialakuld
kémiai szinapszis neurotranszmitterekkel, elsésorban
glutamadttal valdsul meg. A posztszinaptikus denzitds a
posztszinaptikus sejtmembrdn alatt taldlhato komplex
hdldzat, amelyet kiilonféle egymdssal interakcidban dllé
fehérjék alkotnak, kéztiik az dltalam is vizsgdlt Homerl,

Shank3 és GKAP fehérjék.

A Homer fehérjecsalad, vagy mas néven Vesl, Cupidin vagy PSD-Zip45
a posztszinaptikus allvanyfehérjék egyik kulcsfontossagu tagja, a
szinapszis szervezésében van fontos szerepe. Ezen kivil a szinaptikus
aktivitas altal kivaltott plaszticitasban is részt vesz (Hayashi et al.,
2006). igy a tanulds és memoria kialakuldsanak molekuldris
mechanizmusdban is szerepe van. A Homer fehérjecsalddnak harom
tagja ismert (Homerl, Homer2 és Homer3), melyeket harom gén
kodol (Feng et al., 2002). Mind a révid, mind a hosszd Homer fehérjék
megtalalhatéak a PSD-ben, ahol szerepet jatszanak a jelatvitelben,
illetve célfehérjék lokalizaciéjat szabalyozzak (Luo et al., 2011). A
Homer fehérje hosszl izoformajanak (példdul Homerlc, Homer2a,
Homer2b, Homer3a, Homer3b) amino-termindlis végén taldlhatd
meg az EVH1/WH1 (Enabled/vazodilatator-stimulalt foszfofehérje
(Ena/VASP) homology 1) domén, ami ligandumkété funkcidval bir. Az

N-termindlis EVH1 domén kb. ~110 aminosava 80% szekvencia


https://www.zotero.org/google-docs/?AyL3Wh
https://www.zotero.org/google-docs/?AyL3Wh
https://www.zotero.org/google-docs/?K8iEuu
https://www.zotero.org/google-docs/?cKdxOW

azonossagot mutat a Homer csalddon belul. a Homerl fehérje a PSD
vaz egy kulcsfontossagu alkotdja, az egyik legtdbbet tanulmanyozott
Homer fehérje(Luo et al., 2012). A Homer1 hosszu izoforma szerepet
jatszik abban, hogy a PSD membranfehérjéi és a citoszkeleton
mélyebb rétegeinek dsszekottetése megvaldsuljon. A révid izoforma,
a Homerla rendelkezik egy EVH1 doménnel és egy rovid rendezetlen
C-terminadlis résszel. A hosszu izoforma (Homerlb és Homerlc)
esetében megfigyelhetiink egy EVH1 domént, ami a hosszu C-

termindlis végi coiled coilhoz kapcsolddik.

az EVH1 doménben 7 antiparallel B redd és egy C-termindlis végen
taladlhatd a-hélix talalhato. llletve azt is kimutattak, hogy az EVH1
kétépartnere egy erésen konzervilt, prolingazdag linearis motivum
(short linear motifs, SLiM), melynek konszenzus szekvencidja PPxxF
vagy FPxoP (ahol az x barmilyen, o pedig hidroféb aminosavat jelent).
Az EVH1 domén az ilyen motivumokat felismerve teremt kapcsolatot
tobbek kozo6tt az mGIuR1, IP3R, Shank, Drebrin, Dynamin3 vagy épp
a Ryanodin receptor fehérjékkel (Ball et al., 2002) (Feng et al., 2002)
(Shiraishi-Yamaguchi & Furuichi, 2007) (Beneken et al., 2000).
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2. Abra: Az ébra az EVH1 domén szerkezetében az M65I (z6ld)
és S97L (sdrga) mutdcio helyeit, valamint a Shank3 peptid

kétéhelyét (narancssdrga) mutatja.

A Shank (masnéven ProSAP, SSTRIP, Synamon, CortBP vagy Spank)
fehérjecsaldd a kozponti idegrendszerben taldlhaté PSD
vazszerkezetének kialakitdsaban jatszik szerepet. Az allvanyfehérjék
kozé tartozik (Dosemeci et al.,, 2016) (Luo et al., 2011), a
posztszinaptikus membran receptor komplexeit koti Gssze a
citoszkeletdlis elemekkel, ezzel a létrehozva a PSD alapvetd
szerkezetét (Grabrucker et al., 2011). A szinapszisok kialakuldsaban,

fejlédésében és miikodésében jatszik szerepet (Sala et al., 2015).

A GKAP (guanildt kinaz-asszocidlt fehérje) vagy masnéven SAPAP
(SAP90/PSD-95-associated protein) vagy DLGAP (Dlg-associated
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protein), egy a PSD core régidjaban viszonylag nagy mennyiségben
el6fordulé vazfehérje (Verpelli et al., 2012). A GKAP egy majdnem
teljes egészében funkciondlisan rendezetlen fehérje, kdtéhelyein is
szerkezeti flexibilitdst mutat (Droogers & MacGillavry, 2023). A
rendezetlen fehérjék, vagy angolul intrinsically disordered proteins
olyan teljes fehérjék vagy szakaszok, melyek fizioldgias kérilmények
kozott nem rendelkeznek stabil, j6l meghatarozott térszerkezettel.
Rendezetlenségiikb6l adododan tébb fehérjével is képesek interakciot

kialakitani és igy mas-mas funkciot ellatni.

2. Célkittizés

Munkdm soran célul tliztem ki a posztszinaptikus Homerl fehérje
EVH1 doménjének és a GKAP fehérje GBR régidjanak szerkezeti,

dinamikai és partnerkotési vizsgalatait.

-A Homer EVH1 oldatfazisu szerkezetének véglegesitése és

osszehasonlito szerkezeti-dinamikai elemzése

Célul tliztem ki az szerkezetmeghatarozas utolso |épések elvégzését,
ehhez kapcsoléddéan a dinamikai mérések kiértékelésének
véglegesitését, valamint a kapott eredmények Gsszehasonlitd

elemzését és funkcionalis értelmezését.
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-A Homer EVH1 doménben el6fordulé két pontmutacié szerkezeti

hatasanak vizsgalata NMR spektroszkopiaval

Célom volt az M65l1 és az S97L pontmutdns EVH1 domének
expresszaldsa, tisztitdsa, NMR mérésekre alkalmas egyszeresen (*°N)
és dupldn izotdpjeldlt (*°N és 13C) minték elSéllitdsa. Az NMR mérés
soran keletkezett spektrumok kiértékelése, ezen belil a
jelhozzarendelés elvégzése, illetve a bels6 dinamika jellemzésére
alkalmas mérések feldolgozasa és kiértékelése. A globalis szerkezet
jellemzésére alkalmas SAXS és CD mérések elvézése, a kapott
eredmények Osszevetése a vad tipussal és egymassal, illetve a
kisérletes eredmények szamitogépes Osszehasonlitd és dinamikai

elemzésekkel torténd kiegészitése

-A két pontmutacié funkciondlis hatasanak vizsgalata Shank3

interakcids mérésekkel, illetve NMR titralasokkal

Célom volt, hogy megvizsgaljam az egyes pontmutaciok hatasat az
EVH1 domén Shank3 peptiddel torténd interakcidja tekintetében.
NMR mérésekre alkalmas, izotépjelolt mintdkat, masrészt Biolayer
interferometria és kisszogl rontgenszoras (SAXS) mérésekhez
alkalmas, izotdpjeldlés nélkili mintdkat kivantam el&allitani, majd a
kapott adatokat kiértékelni. A domének és komplexeik héstabiltasat

is vizsgalni kivantam.

-A  GBR1-3 fehérje tisztitasi protokolljanak beallitasa,

optimalizalasa, a fehérje NMR vizsgalata



Célom volt tovabbd a GKAP fehérje funkcionalisan rendezetlen, az
irodalom alapjan korabban ilyen formaban nem elGallitott és
jelemzett GBR1-3 régidja termelési és tisztitdsi protokolljanak
kidolgozasa és optimalizaldsa, valamint NMR vizsgalatra alkalmas
minta el6allitasa. Célom volt tovabba a GBR1-3 fehérje NMR mérése,
majd a kapott spektrumok kiértékelése, a jelhozzarendelés
elvégzése, a fehérje rendezetlen jellegének részletes jellemzése

céljabol.

3. Mddszerek

A kisérletekhez rekombinans posztszinaptikus fehérjéket és azok
mutans valtozatait allitottam el& bakterialis expresszids rendszerben.
A fehérjéket affinitdskromatografidval, ioncserekromatografidval,
majd méretkizarasos kromatografiaval tisztitottam, és
homogenitasukat, tisztasagukat SDS—-PAGE segitségével

ellendriztem.

Oldatfazisu szerkezetvizsgalata NMR spektroszkopiat alkalmaztam,
amely lehet6vé tette a mdsodlagos szerkezeti elemek és a dinamikai
tulajdonsdagok meghatarozasat. A kapott spektrumokat a CCPNMR
szoftverrel értékeltem ki, a dinamikai paramétereket a Tensor2

programmal illesztettem

A globadlis szerkezeti paraméterek és konformacids valtozasok

elemzésére kis sz0gl rontgenszdrast (SAXS) haszndltam.



A fehérje—fehérje  kolcsonhatasok  vizsgdlatdhoz  biolayer
interferometriat  (BLI) alkalmaztam, amely  segitségével
meghatdroztam a koétési affinitdst és a kinetikai paramétereket. A
koélcsdnhatas részketesebb jellemzésére NMR titralasra is sor kerdlt.
A domének és komplexeik hGstabilitasat un. thermal shift assay (TSA)

modszerrel vizsgdltam.

Az EVH1 doménre altalaban jellemzé dinamikat a Gaussian Network
Model eljaras ProDy programcsomagban implementalt verzidjaval

elemeztem.

7 .

4. A disszertacio tézisei

7 7

1 Sikeresen elGallitottam posztszinaptikus fehérjék szerkezeti

és funkciondlis vizsgdlatara alkalmas konstrukcioit.

1/a Az el&illitott Homerl EVH1 domén N-'3C jelolt formaban is
stabil, kicsapodasmentes marad, nagy toménységben is. - |/

Kézlemény, P3, 03

A  Homerl EVH1 fehérje expresszdlasa  E.Coli BL21
baktériumsejtekben jé hatasfokon tortént, amit az SDS-PAGE
vizsgdlat tdmasztott ald. A SAXS vizsgalathoz, BLI-hez és Thermal Shift

Assay-hez jeldletlen, NMR titrdldshoz >N jelsélt, NMR



jelhozzérendeléshez pedig 3C-1°N jelélt mintara volt sziikségem.
Minden esetben sikeriilt a Homerl EVH1 fehérje variansokat (vad
tipus, M65I és S97I) nagy tisztasdgban, stabil, kicsapoddastél mentes

formaban elSallitanom.

1/b Az eléallitott GKAP fehérje rendezetlen GBR1-3 régidja

kicsapddasra hajlamos. - 04, P4

A GKAP fehérje GBR1-3 régidjanak E.Coli BL2 baktériumban valé
termelése, majd tobb lépéses tisztitdsa megtortént. A rendezetlen
minta kicsapddasra hajlamos, guanidium hidroklorid jelenlétében
stabil. Ez azonban nem nativ allapotban tartja a fehérjét, igy
szerkezeti vizsgalatokra nem alkalmas. A fehérje tisztitasi protokoll
rengeteg optimalizalason ment keresztil, ami tobb puffer és adalék
hozzaadasat tartalmazta, igy sikerilt egy rovid ideig viszonylag stabil
mintat el§allitani. Készilt NMR mérés is, a spektrumok kiértékelése
is elindult, azonban ezek nem bizonyultak kell6en j6 min&séglinek
ahhoz, hogy egy teljes fehérje asszignacidjara alkalmasak legyenek.
igy a jovében majd tovabbi protokoll optimalizalasi |épésekre van

még szlikség.



2 A Homerl EVH1 domén oldatfazisi szerkezete
funkcionalisan fontos aspektusokra vilagit ra. - 1. K6zlemény, II.

Kézlemény, P1, 02

A Homerl fehérje EVH1 domén szerkezete alapvetd vonasaiban
megfelel az irodalomban kordabban leirtaknak, tartalmaz egy B-
szendvicset, 7 B-red6vel és egy C-terminalis végi hosszu a-hélixet (I.
kozlemény). Az elérhetd, rontgenkrisztallografidaval meghatarozott
szerkezetekhez képest azonban kisebb eltéréseket mutat, leginkabb
a ligandumkoété hely kozelében lévs, a 17-29, valamint a 40-43
aminosavak  kozotti  hurokrégidkban. A ligandumkotésben
kozvetlenlil érintett Trp24 aminosav indolgy(rlje is eltéré
orientaciot mutat, emiatt valdszin(Gsithets, hogy a ligandumkdtés
hatasdra a doménben kisebb szerkezeti-dinamikai dtrendez6dések
kovetkeznek be, ellentétben a korabban elérhet6 szerkezetek altal

sugallt teljesen merev konformacidval.

3 A vizsgalt mutaciok nem valtoztatjak meg érdemben az
EVH1 domén globalis és lokalis szerkezetét. - I. Kézlemény, I.

Kézlemény, P1, 02

Az M65] mutans HSQC spektrumat Osszevetve a vad tipuséval azt
lathatjuk, hogy lényegében az Gsszes kémiai eltolddas mashova esik,

a cstucsok nem fednek at. A csucsok egymashoz képest kozel



maradnak, de mégis eltolddva. Ezzel szemben az S97L pontmutdcid
alig okoz eltéréseket a vad tipus HSQC spektrumaval dsszevetve. A
megfigyeltek alapjan tehdat van kiilonbség a két mutacid kozott,
hatasuk alapvet6en kiilonbozik. A mutdnsok NMR jelhozzarendelését
elvégezve, annak alapjan a Ca és Ha kémiai eltoléddsokat elemezve
a masodlagos szerkezetben nem talaltam |ényeges eltérést a vad
tipushoz képest. Az elvégzett SAXS mérések alapjan a globalis
szerkezet is hasonld maradt a vad tipushoz mindkét mutans
esetében. Ugyanezt megerdsitik a CD mérések is, igy kijelenthetd,
hogy bar az 'H->°N HSQC spektrumok egyértelm(ien utalnak a két
mutacié eltéré hatdsara, azok egyike sem okoz komolyabb szerkezeti

atrendez6dést.

4 Az egyes variansok ligandumkotése minimalisan,
héstabilitasa nagyobb mértékben kiilonboézik. - 1. Kézlemény, II.

Kézlemény, P1, P2, 01, 02

A biolayer interferometria (BLI) vizsgalatok a a Shank3 PRO régiébdl
szarmazé  rovid, izotopjelolést nem  tartalmazé  peptid
(LVPPPEEFANG) hozzaadasaval torténtek. Az M65I varians esetében
a kotési erGsség kis mértékben gyengiilt, mig S97L esetében kis

mértékben ngtt a vad tipushoz képest.



NMR titradlasi kisérletek sordn a harom varians, a vad tipus, az M65lI
és az S97L mutansok esetében tobb csucs esetében is hasonlé tipusu
valtozdsokat észleltem, ami az eredmények megbizhatdsagat erdsiti.
Mindharom esetben az ismert szerkezetek alapjan a kotésben

kozvetlenil részt vevé régidk mutatjak a legnagyobb véltozasokat.

Hdstabilitasi vizsgalatok az S97L esetében részleges, enyhe stabilizalo
hatast, mig az M65I varidns esetében a domén destabilizaciojat
mutatjaék. A Shank3 peptiddel valé kot6dés egyik esetben sem

befolyasolta a denaturacios kinetikat.

5 Az EVH1 vizsgalt mutdciéi a domén belsé dinamikajanak

atrendez6dését okozzak - 1. Kézlemény, Il. Kézlemény, P1

A mutans valtozatok dinamikai elemzése kevés, de vélhet6en
relevans valtozasra mutatott ra a vad tipus viselkedéséhez képest. A
gyors (ps-ns) id8skalaju mozgasokra jellemz8 S? rendparaméterek
igen hasonléak mindhdrom varidns esetében. A lassabb, ps-ms
id6skdldju  elmozduldsokra utaldé Rex paraméterek eloszldsa
ugyanakkor jellegzetes kilonbségeket mutat. Az ezek mogotti
konformacids atrendezddések feltarasanak érdekében végzett CEST
méréseink azonban nem szolgaltattak eredményt, ami az érintett
mozgasok idGskalajanak  sziikebb  tartomanyba  tartozdasat

valdszin(siti. Az EVH1 doménen elvégzett Gaussian network model



(GNM) elemzésiink arra utal, hogy a doménben jelen vannak olyan
lassi idGskalaju  bels6 mozgasok, amelyeket a mutdcidk
befolydsolhatnak. Tobb, a feltételezheté mozgasokhoz tartozé csukld
aminosav vagy a kozvetlen kornyezete mutat ugyanis nagyobb
mérték(i valtozast a kémiai eltoléddsok és/vagy az Rex paraméterek
tekintetében. Az M65I mutacio altal érintett M65 aminosayv, illetve
kérnyezete pl. a két leginkabb dominans GNM maédusban is érintett,

és az NMR-paraméterekben is valtozasokat mutat.
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3. Abra: A Ca poziciokhoz tartozé becsiilt elmozduldsok
(square fluctuations) az els6 és mdsodik mddusnak
megfeleléen sététzéld és kék vonalakkal dbrdzolva a
szekvencia mentén. A fliggéleges vonalak a mddokhoz
tartozd csukld aminosavakat jeldlik. A kérék a vad tipusu
doménhez képest jelentds kémiaieltolodds-vdltozdst mutato
aminosavakat jelélik, a gyémdnt a ligandum kétédéskor
bekévetkez6, a vad tipusu doménben észlelttel eltéré
vdltozdst mutatja. A hdromszégek olyan helyeket jeléinek,
ahol a Rex hozzdjdruldsok jelentds vdltozdst mutatnak a vad

tipushoz képest; lefelé mutatd szimbdlum a csékkenést,



felfelé mutatd a névekedést jelzi az Rex poraméterekben. A
feltiintetett poziciokban a vdltozds jelentls Rex-re (> 2,5 Hz)
torténd dtmenetet okoz, és maga a vdltozds meghaladja az

1 Hz-t. A szimbdlumok szine a mutdnsok szerint van jelélve.

5. Diszkusszio

Munkam soran meghataroztam a Homerl EVH1 domén oldatfazisu
szerkezetét, mely ismereteim szerint ezen domén els6 NMR-
szerkezete. A szerkezet a kot6hely mozgékony mivoltara utal, és ezt
a megfigyelést er@sitik az oldatfazisi dinamika vizsgalata soran
kapott eredményeim. A vad tipusu Homerl EVH1 domén az NMR
tanusaga szerint a ps-ns id6skaldan merev, de a kapott Rex
hozzajarulasok alapjan a ps-ms iddskalan feltételezhet6en
jelent6sebb bels6 mozgasokkal jellemezhetS6. Ezek a mozgdsok
érintik a ligandumkoté régid kornyékét, valamint az altalunk
azonositott, pozitiv toltésu felszini részhez kozeli hurokrégiokat is.
Ugyanezt a képet erdsitik a két vizsgalt mutans kapcsan kapott
eredményeim. A SAXS és a CD egyértelmden azt mutatjak, hogy sem
az S97L, sem az M65| mutans esetében nem valtozik meg érdemben
a domén térszerkezete. A rovid, szinte csak a minimalis kotd régiot
tartalmazé Shank3 peptiddel vald kdlcsonhatasban sem észlelhetd
érdemi valtozds a mutacidk hatasara. Ugyanakkor a dinamikai
jellemz6k elemzése egy jol definialt iddskalan markans

kiilonbségekre vilagit ra. Megjegyzend6, hogy a dinamikai



kilonbségek megléte megfelel6 magyarazattal szolgalhat az M65I
mutdns HSQC spektrumaban észlelt nagyobb mértékd valtozasra,
még ha ez meglepdnek is tlinhet, és kulcsot jelenthet a mutacidk
funkciondlis jelent8ségének megértéséhez is. A GKAP fehérje GK-
kotd régidjanak vizsgalata is célom volt, és bar értem el el6relépést,
ebben a projektben végil nem sikerllt olyan konstrukciot
elGallitanom, amely részletes funkciondlis vizsgalatra lett volna
alkalmas.

Eredményeim 0Osszességében megerGsitik a szerkezetvizsgalod
technikdk egymast kiegészité jellegét, ramutatva, hogy az oldatfazisu
NMR-vizsgalatok még egy jol jellemzettnek tekinthetd
molekulacsalad esetében is fontos Uj aspektusokkal gazdagithatjak

ismereteinket, elsGsorban a dinamikai viselkedés tekintetében.
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