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1. Bevezeto

A fehérjék a legfontosabb biomolekuldk kozé tartoznak. Meghatarozzak
a sejtek alakjat és mozgésat, katalizaljak az élethez legfontosabb reakciékat,
lehetévé teszik az anyagtranszportot a sejtek és kornyezetiik kozott, és még
szamos mas molekuldris folyamat meghatarozé szerepldi. Miikodéstiik pon-
tos leirasa elengedhetetlen az életfolyamatok megértéséhez és az azokba va-
16 — pl. orvosi céli — beavatkozasok tervezéséhez.

A fehérjék szerkezetileg négy nagy csoportra oszthaték: globuldris, fib-
rillaris, transzmembrén és rendezetlen fehérjékre. Az elsé harom csoport-
ba jol meghatdrozott, id6ben 4lland6 haromdimenzids szerkezettel rendel-
kez6 fehérjék tartoznak. A globularis fehérjék lokalis, in. masodlagos szer-
kezete véltozatos, tobb a-helikdlis és/vagy f-szélas régiot tartalmaznak, és
alakjuk megkozelitéen gomb alakd. A fibrillaris tipusba a jellemzéen hosszi
fonalszert alakkal rendelkezé fehérjék tartoznak. A transzmembran fehér-
jék sok szempontb6l tobbnyire a globuléris fehérjékhez hasonlitanak, de jel-
lemz6jiik, hogy atnytlnak a biol6giai membranokon. A funkcionalisan ren-
dezetlen fehérjék az el6z6 harom csoporttal ellentétben nem rendelkeznek
egyetlen jellemz6 szerkezettel, hanem nagyfoki belsé mozgékonysdguk mi-
att szamos konformacié kozotti folyamatos dtrendezédésben vannak.

A fehérjék alakjanak valtozatossdga dont6 fontossdgi szertedgazé bio-
l6giai szerepiik meghatarozdsaban. Ma mar jol ismert, hogy minden fehérje,
nem csupan a rendezetlenek, dinamikus objektum, és bels6 mozgésai a szer-
kezettel egylitt szervesen hozzdjarulnak a molekuldris funkcio betoltéséhez.
Szerkezetiikr6l atomi képet el6szor a rontgenkrisztallogréafia adott, mely egy
statikus, kristalyos dllapotban 1év6 szerkezetet irt le. Kés6bb azonban egyéb
kisérleti médszerekkel is lehetett vizsgalni a fehérjéket, péld4ul oldott fazisu
NMR mérésekkel. E kisérletek sordn sokkal t6bb és részletesebb informéci-
6t kaphatunk a fehérjék bels6é dinamikajarél, mozgdasairol, t6bb idéskalat is
lefedve. Ezt a dinamikat szerkezeti sokasdgmodellel is le tudjuk irni.

Mivel a fehérjék szerkezetének és belsé6 dinamikdjanak kisérletes felfe-
dezése id6- és pénzigényes, egyre inkdbb teret héditanak az in silico fehér-
jeszerkezeti és dinamikai szamitdsok. Ezeknél azonban nem szerencsés, ha
egydltalan nem kapcsolédnak a kisérleti adatokhoz, mivel nehézzé vélik a
modellek pontossdgdnak, azaz a val6sdggal valé6 megfelelésiiknek a bizto-
sitdsa és annak ellenGrzése is. Jelenleg igen hangstlyos irdnyzat emiatt az
in silico modellezés a kisérleti adatokkal val6 kombinéldsa. A modellek se-
gitenek megérteni, pontositani a kisérleti adatokat, a kisérleti adatok pedig
realisztikusabb4 teszik a modelleket. Ezt a kisérleti modelleket felhaszndlé
szamit6gépes atomi fehérje szerkezet modellezést, mint korszer(i médszert
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elterjedten hasznéljak mar évek 6ta. Megjegyezhetd, hogy valéjdban a kon-
cepci6 nem Uj abban az értelemben, hogy a hagyomanyos fehérjeszerkezet-
meghatdroz6 médszerek adatszegények, azaz a meghatarozandé térbeli ko-
ordinatdk szama lényegesen meghaladja a kisérletileg mért paramétereket,
emiatt nagy mértékben tdmaszkodnak a priori ismertnek vett, elsGsorban
geometriai (kotéshosszak, kotésszogek stb.) adatokra, melyeket a modelle-
zési eljarasokkal rokon médon épitenek be a protokollokba. Ez leginkdbb az
NMR-spektroszképidval nyert adatokbdl torténd szerkezetszamoldsi 1épés
sordn érhetd tetten. A jelenleg egyre inkdbb terjedében 1év6 "hibrid" elja-
rasok sajatossaga, hogy a kisérleti paraméterek és a modellezésben hasznélt
erdtér stlya ut6bbi felé jobban eltolddik, hangsilyosabbéa téve annak sze-
repét, a hasznalt kisérleti paraméterek pedig leginkdbb mar rendelkezésre
all6 szerkezetek esetében értelmezhetéek. Erre példa az S? rendparaméter,
vagy fehérjekomplexek felépitéséhez haszndlt dokkoldsi eljardsokban alkal-
mazott kisérleti kényszerfeltételek.

Egy modellnek két f6 ismérve van: a pontossaga (accuracy) és a precizi-
tdsa (precision). A pontosséga fejezi ki azt, hogy mennyire felel meg a val6-
sagnak, a precizitdsa pedig azt tiikrozi, hogy a felhasznalt kisérleti adatok
mennyire pontosak (kisérleti hiba). Egy pontos, de nem preciz modellnél
nagy a szérasa az adatoknak, de azok 4tlaga megfelel a val6sagnak. Egy pre-
ciz, de nem pontos modellnél kicsi a sz6rés, de az dtlag messze jar a valds
értéktdl. A két eset koziil a pontos, de preciz modell limitdltan még hasznal-
hat6, de anem pontos, &mde preciz modell sajnos hasznélhatatlan. Egy mo-
dell szabatosségat tigy tudjuk ellendrizni, ha példaul tobbféle kisérleti mod-
szer adatait hasznaljuk fel, hiszen annak kicsi az esélye, hogy ugyanazt a hi-
bat tobb kisérletnél is elkovetik. Emellett felmeriilhet az is, hogy a kisérleti
adatokat a modelliink felépitésekor tévesen értelmezziik, vagy rosszul dol-
gozzuk fel. Ez a hiba észrevehet6 péld4aul akkor, ha az egyik kisérletbdl szar-
maz6 adatoknak megfelel a modelliink, de egy masik kisérletbdl szairmazé
adatoknak nem felel meg, ez esetben gond van a modelliink pontossdgaval
[1].

A dolgozatban harom kiilonb6z6 fehérjetipus szerkezeti sokagdinak el6-
allitasat és elemzését mutatom be: a globuldris fehérjék csoportjat a gaszt-
rotropin fehérje képviseli, a fibrillaris csoportot a miozin VI molekula ma-
ganyos a-helikdlis (SAH) doménje, a CD3e citoplazmikus doménje pedig a
funkciondlkisan rendezetlen fehérjék kozé tartozik. A gastrotropin esetében
megkotéseket tartalmazé molekuladinamikai szimulédciékat futtattam, mig
amasik két fehérje esetében egy el6zetes konformerkonyvtarat hoztam létre,
melybdl szelekciéval éllitottam eld a kisérleti paramétereknek megfeleltet-
hetd sokasagokat. A konformerkonyvtarak el6allitasat az altalam fejlesztett
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DIPEND (DIsordered Protein Ensembles from Neighbor-dependent Distri-
butions) programsor segitségével valésitottam meg. Mindegyik fehérjénél a
fehérjesokaség kisérleti paramétereknek valé megfelelésének vizsgdlatahoz
felhasznéltam a kutatécsoport més tagjai éltal fejlesztett CONSEnsX* prog-
ramot.

A fehérjeszerkezet-modellezés azon mddjanak, melyet a miozin és a
CD3e fehérje esetében alkalmazunk két 1épése van. Az els6ben egy nagy-
szamu szerkezetbdl 4ll6, diverz konformaécids teret lefedd sokasagot hozunk
létre a DIPEND programsorral. Ennek egyenletesen le kell fednie a fehérje
konformaciés terének minél nagyobb részét. A masodik 1épésben ebbdl va-
lasztunk a CONSEnsX* program segitségével egy alsokasdgot, mely megfe-
lel a kisérleti adatoknak. A két 1épés kiilonvalasztasa azért elényos, mert igy
mindkét 1épés tetszés szerint alakithaté az adott fehérje sajatossédgait figye-
lembe véve.

A fentebb leirtakkal 6sszehangban a munka sordn a szerkezeti modellek
validdlasédban szakirodalmi adatokbdl szarmazé kisérleti adatokat haszna-
lunk fel.

2. Modszerek

2.1. ADIPEND program alkot6elemei

A programot tdlnyomoérészt Python 3-ban irtam. A Guido van
Rossum dltal a nyolcvanas évek végén megalkotott programnyelv
(https://www.python.org/doc/) interpretalt, magasszintli és nagyon nép-
szerd. Objektumorientélt, de mas programozasi stilusokat is tdmogat. J6l
olvashato6, atlathat6 és fejlesztheté kédot eredményez. Kiilonleges ismer-
tetdjele, hogy a programblokkokat zaré6jelek helyett a behtizds mértékével
vélasztjuk el.

Az UCSF egyetemen fejlesztett Chimera molekulanézeget6
és molekulamodellez6 program [2] 4j véltozata, a ChimeraX [3]
(https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/download.html) egy j6l karban-
tartott, folyamatosan fejlesztett, regisztracié fejében szabadon elérhetd,
sokrétli program, mely kittinéen alkalmas molekula modellezésre. Nagy
elénye a programom szempontjab6l, hogy meghivhaté parancssorbdl is
paraméterekkel felhasznél6i kozbeavatkozds nélkiill. A DIPEND program
a ChimeraX-nek a szekvencia alapjan megadott torziés szogekkel torténd
fehérjemodell-épitd, az adott torzids szogeket bedllité illetve a sztérikus
titkozés ellen6rzo funkcidjat hivja meg.
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A Dunbrack labor 4ltal fejlesztett SCWRL4 program [4]
(http://dunbrack.fccc.edu/SCWRL3.php/) licensz ellenében szabadon
felhaszndlhat6. Egy fix f6lancra fehérje oldalldncok atomi modelljeinek
sztérikus titk6zés nélkiili optimalis felépitését teszi lehetévé. Parancssorban
meghivhat6, gyors, és egy pdb féjlt haszndl bemenetnek, és ugyanugy
egy pdb fjlt ad ki kimenetnek, megtartva a ldnc- és aminosav szdmo-
zést. Félancfliggd rotamer konyvtarat haszndl, melyekre energidt szdmol
ki gyakorisdguk és a tobbi oldaldnccal val6 kozelség alapjan. A sztérikus
utkozéseket k-diszkrét politopokkal, azaz 3-dimenziés formdk alkalmaza-
saval kiiszoboli ki. A sok lehetéség koziil egy sajat graf fa-dekompozicios
modszerrel valaszt és a vélasztdst heurisztikdval gyorsitja meg, mely min-
dig hamar ad eredményt, noha nem biztos, hogy megtaldlja a minimalis
energidji konformert.

2.2. Molekuladinamikai szimulaciok

A molekuladinamikai szimuldci6kat a GROMACS program 4.5.5-0s ver-
zi6janak [5],[6] Gaspdri Zoltan altal médositott valtozataval futtattuk. Ez a
véltozat képes kezelni az S? rendparamétereket és dtlagolja az NOE para-
métereket minden replikdn [7], vagyis a MUMO (Minimal Under-restraining
Minimal Over-restraining) megkozelitést alkalmazza [8]. Az OPLS-AA er6te-
ret [9] és a TIP3P vizmodellt [10] alkalmaztam ezekben a szimuldciékban.

Az apo szerkezet modellezéséhez a Protein Data Bank (PDB) adatba-
zis 101U azonositéju szerkezetének 7. modelljét [11] valasztottam, mert
annak volt az 6sszes modell koziil a legnagyobb PRIDE-NMR pontszé-
ma [12]. A PRIDE NMR egy a kutat6csoportunk altal még 2007-ben ki-
fejlesztett modszer [12], mely egy sokasiagbol kivélasztja a legjobb NOE
megfeleléstit Ggy, hogy az atomtavolsagok eloszlasat 6sszehasonlitja kon-
tingencia analizissel a NOE adatokkal. Igy képez egy pontszamot, mely
a pride score, ami egy 0 és 1 kozott, hasonldosagi valdoszintliség. A ki-
sérleti paraméterek eloszldsat figyelembe veszi és tapasztalataink alap-
jan megbizhatéan kivélasztja azt a kezdé modellt, mely a legjobban
tiikrozi a kisérleti adatokat. A holo szerkezet modellezéséhez a 2MM3
azonositéji PDB adatbézisbeli szerkezet elsé modelljét valasztottuk. A
ligandumok topolégidjat a TopolGen szkript segitségével épitettiik fel
(http://www.mdtutorials.com/gmx/complex/02_topology.html). A ligandu-
mok glikokélsav (GCA, PDB ligand ID: GCH), valamint glikokenodezoxikél-
sav (GCDA, PDB ligand ID: CHO) elnevezést kaptak. A hidrogén atomok tol-
téseinek nehézatomokhoz valé igazitdsdhoz egy Perl scriptet hasznéltunk,
illetve egy-egy atom tipusat manunadlisan is atirtuk, ha az sziikségesnek lat-
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szott.

NOE kényszerfeltételek csak a holo 2MM3 azonositéju szerkezethez vol-
tak elérhetéek, igy az apo formahoz azokat haszndltuk, melyek a CoONSEnsX™*
webszerver szerint megfeleltek ennek a szerkezetnek. A kényszerfeltétellistat
modositottuk gy, hogy 1 A széles tartomdnyokat alakitottunk ki 4-t61 10 A
tavolsagig, emellett a sztereospecificitast is eltavolitottuk, vagyis szimmet-
rizaltuk a tdvolsdgokat tigy, hogy mindegyik ugyanazon sztereocentrumhoz
tartoz6 atomnal a legnagyobb tdvolsagot vettiik figyelembe.

Az apo szerkezethez a kémiai eltoléddsok a BMRB [13] adatbazisb6l az
19843 azonosit6ja adatsorbdl szarmaznak, a holo szerkezethez pedig ma-
guktél a szerzéktdl. Az S? rendparamétereket négy hémérséklet (283, 291,
298, és 313 K) értékre Horvath Gergely és munkatdrsai [14] munkdjabol vet-
tuk at.

Miutdn az OPLS-AA er6térrel és a TIP3P vizmodellel legyartottuk a to-
polégiat, egy kocka alakt dobozba tettiik a molekulamodellt, majd energia-
minimalizalast végeztiink a konjugat gradiens maédszerrel 5000 iteracioig.
A maximalis er6t 200 kJmol ' nm™! értékre 4llottuk. A kovetkezd lépésben
vizzel vettiik koriil a molekulamodellt és az egyik vizmolekulat kicseréltiik
egy nétrium ionra, hogy a rendszer 6ssztoltése semleges legyen. Ezutdn egy
Gjabb energiaminimalizalast végeztiink ugyanezekkel a paraméterekkel, de
immadr a vizet és az iont is belevéve. Végiil egy révid molekuladinamikai szi-
muldcidt végeztiink gy, hogy a nehézatomok pozicidja lehet6leg ne valtoz-
zon, azaz egy 1000 kJ mol~! nm™2 értékii kényszerfeltétellel (position restra-
int) tartottuk ezeket az atomokat a helyiikon. Ez a szimuléci6 2500 db 2 fs
hosszti 1épést tartalmazott a kotéshosszak megkotésére a LINCS algoritmust
hasznalva [15].

Az ezutan kovetkez6 f6szimuladcional 8 replikat futtattunk parhuzamo-
san az OpenMPI kornyezetet hasznélva [16]. Az §2 kényszerfeltételeket a 8
replikara atlagként alkalmaztuk, az NOE kényszerfeltételeket pedig szom-
széd replikdnként, azaz pdronként vettiik figyelembe a MUMO (Minimal
Under-restraining, Minimal Over-restraining) protokoll szerint [8]. A szimu-
laciokat 283, 291, 298, és 313 K hémérsékleteken az adott hémérsékleteken
mért S? rendparaméterekkel végeztiik. A kotéshosszakat a LINCS algorit-
mussal kotottiik meg, 2 fs 1épéskodzzel 2 ns és 6 ns iddtartamig futottak, a
8 replikat kombinélva ezek dsszesen 16 és 48 ns id6t tesznek ki. Ugyanezen
paraméterekkel, de kényszerfeltételek nélkiili kontroll szimulaciékat is vé-
geztiink.

A konformdciés tér nagyobb mintavételezése érdekében tovabbi szimu-
laciékat végeztiink: olyanokat, melyekben csak S? vagy csak NOE kényszer-
feltételek szerepeltek. Gyorsitott molekuladinamikai szimuladciékat (AMD)
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és rovid (500 ps) targetélt molekuladinamikai szimulédcidkat is futtattunk az
apo szerkezeten a holo szerkezet kémiai eltol6désait hasznélva, és forditva,
hogy a kett6 kozti &tmenetet el tudjuk érni.

A CD3e fehérjeszerkezeten egy explicit vizes kdzegben futtatott hagyo-
manyos szimuléciot is elvégeztiink, 1 us hosszan AMBER99SB-ILDN er6tér-
rel SPC/E explicit vizmodellel a GROMACS 2020-as verzi6javal. Neutraliza-
ci6 és egy rovid energiaminimalizdlds utdn 1 ns NVT és NPT ekvilibralast
végeztiink. A szimulaci6 300 K h6mérsékleten folyt, GPU gyorsitassal. A so-
kaséagot ugy generaltuk, hogy minden 50 ns-nél belevettiik az adott szerke-
zetet, igy a sokasdg 20001 konformerbdl all. Minden szerkezetet belevettiink,
hogy a kezdeti nytjtott szerkezetek is reprezentdlva legyenek.

2.3. Fokomponens-analizis

A fé6komponens-analizist a ProDy [17] nevii Python modullal végeztiik,
a molekuldk mozgdasait pedig a VMD molekulamodellez6 program [18] NM-
Wiz moduljdval jelenitettiik meg.

2.4. A gastrotropin S2 adatainak és kémiai eltolas adatainak
elemzése

Az S? rendparaméterek esetében 6sszehasonlitottuk az eredeti PDB-beli
sokasdgokét a molekuladinamikai szimuldci6val MUMO médszerrel nyert
sokasdgokéval. Azokat a pontokat, ahol 0.2-nél nagyobb eltérés mutatkozott,
a tovabbi elemzésnél elhagytuk. A MUMO szimulé4ciék esetében ez maxi-
mum 5 pontot jelent.

A szerkezetekbdl a Shiftx2 programmal [19] szdmoltuk vissza a kémiai
eltolodas értékeket.

2.5. A gastrotropin szerkezetek amid kémiai eltolédas kii-
lonbségeinek vizsalata

A SN kémiai eltoloddsokat minden szerkezetbél a Shiftx2 programmal
[19] szdmoltuk vissza. Az 6sszes konforméciénal kiszamoltuk az abszolut-
értékét a visszaszdmolt kémiai eltoloddsoknak és az Osszes apo szerkezet
visszaszdmolt kémiai eltol6ddsainak. Ezeket a kiilonbségeket 6sszehasonli-
tottuk a kisérletesen meghatérozott |Aw(*°N)| értékekkel, melyeket CPMG
relaxaci6s diszperziés NMR méréssel hatdroztak meg minden aminosavra,
ahol ezt meg lehetett tenni [14]. Miutan a kiillénbségeket 0 és 1 k6zé normal-
tuk, korrelaciés és RMSD értékeket szamoltunk ki beldliik. A kisérleti |Aw|
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értékek harom hdmérsékletre vonatkozoan dllnak rendelkezésre, a szimu-
laci6k viszont tobbféle hémérsékleten, igy a harom hédmérséklet kiillonbsé-
geinek az atlagat vettiik. Azokat a szerkezeteket valasztottuk ki elemzésre,
melyek a legnagyobb korreldciot és a legkisebb RMSD-t adték.

3. Uj tudomdnyos eredmények

3.1. Els6 téziscsoport

PCA 1-es médus

s

/§//A\ N\

HD4 HD5

1. dbra. Az apo MUMO (piros) és a holo MUMO (kék) sokasiagok PCA
scatter plotja, valamint a tobbi generalt sokasag (lila négyzetek), melye-
ket a rejtett dllapotkonformaciék kivalasztasara hasznaltam. A N kémi-
ai eltolédasok és a kisérletes |Aw(°N)| értékek kozotti kiilonbségek kozotti
0.35 folotti korrelaciot eléré konformereket fekete ponttal jeldltem baloldalt.
Ugyanezen kiilonbségb6l szamolt RMSD-knél a 0.00603 alatti konformere-
ket zold ponttal jeldltem a jobboldalon. A kivélasztott konformereket HD1-
HD5 megnevezéssel kis szerkezetekkel rajzoltam fel és a hozzdjuk tartozé
pontokat is jeldltem.

1.1.A. Tézis:

Elé4llitottam S? és NOE paraméterekkel végzett megkotott molekula-
dinamikai szimuldciékkal a MUMO mddszer segitségével a gasztrotropin
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101U PDB
313 K holo [J 313 K apo OJ
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298 K holo~

0.5

0

PC2

-0.5

201 K holo”*[
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4291 K apo

2. dbra. A szimuldciébol szarmaz6 és a kisérletileg meghatarozott szerkeze-
tek f6komponens-analizis (PCA) scatter plotja.

fehérje szerkezeti sokasagait négy hdmérsékleten, mely sokasidgok megfe-
leltek a modellbe nem beleépitett kémiai eltol6d4s paramétereknek.

A MUMO moédszerrel késziilt sokasdgok kémiai eltoléddsainak korrela-
ci6i a modellbe be nem épiett kémiai eltol6dasokkal sokkal jobb korrelaciot
mutattak, mint a PDB adatbazisban fellelheté modellekbdl all6 kis méretti
sokasdgok (1. tédblazat).

1.1.B. Tézis:

Eldallitottam kiilonb6z6 molekuladinamikai szimuladciékkal egy sok
elembdl 4ll6 szerkezeti sokasagot a gasztrotropin fehérje modellezésére.
F6kpomponens analizis segitségével megmutattam, hogy a sokasag nagy
konformaiciés teret jar be.

A 1. dbréan lathat6, hogy ez a szerkezeti sokasdg diverz és nagy konforma-
ci6s teret olel fel.

1.2.A Tézis:

Az elédllitott S? és NOE kényszerfeltételekkel megkotott sokasdgokkal
megmutattam, hogy a szabad és a ligandumkotott forméban is kétfajta
mozgas domindl, mindkett6 a hordé6 kinyildsat eredményezi.

E mozgdsok a sokasdgok f6komponens-analizisének (PCA) els6 két mo-
dusa mentén térténnek (2. dbra), az elsében féként az E-F és a G-H hurok
vesz részt, mig a masodikban a C-D hurok és a két hélix mozdul el leginkébb.
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101U pdb
apo MUMO
apo MUMO
apo MUMO
apo MUMO
apo nem megkotott
apo nem megkotott
apo nem megkotott
apo nem megkotott
2MMS3 pdb
holoMUMO
holo MUMO
holoMUMO
holoMUMO
holo nem megkotott
holo nem megkotott
holo nem megkotott
holo nem megkotott

Sokasag
méret

10
168
168
168
168
48
48
48
48
10
168
168
168
168
48
48
48
48

H6mér-
séklet (K)

305
283
291
298
313
283
291
298
313
293
283
291
298
313
283
291
298
313

Félanc
RMSD
&)
0.66+-0
1.01+-0.03
1.12+-0.04
1.27+-0.06
1.45+-0.04
1.46+-0.09
1.45+-0.05
1.53+-0.03
1.5+-0.07
0.52+-0
1.28+-0.03
1.31+-0.07
1.46+-0.15
1.5+-0.08
1.92+-0.64
2.34+-0.65
1.82+-0.07
2.59+-2.09

Félanc
S2 korre-
lacio
0.5024
0.675
0.8
0.797
0.963
0.307
0.351
0.301
0.6
0.297?
0.726
0.544
0.884
0.724
0.073
0.296
0.484
0.272

Korrigalt
félanc S
korrelacio
0.857
0.873
0.841
0.883

0.972

0.315
0.756
0.731
0.930
0.870

Nem teljesiilé
NOE feltételek (%)
(r=8>0.5A)
0.00
0.29
0.29
0.12

0.00
0.41
0.46
0.36
0.36

Amid N
kémiai
eltol6das
0.709
0.832
0.828
0.834
0.834
0.827
0.832
0.833
0.829
0.773
0.784
0.78
0.767
0.758
0.782
0.777
0.772
0.775

Amid H
kémiai
eltol6das
0.596
0.72
0.729
0.738
0.705
0.724
0.703
0.731
0.733
0.593,
0.548"
0.589
0.552
0.551
0.531
0.537
0.493
0.544

1. tabldzat. RMSD értékek, S2 paraméterek, NOE megfelelés, amid N és H kémiai eltol6dds korrelaciok




1.2.B. Tézis:

Megmutattam, hogy az aminosavcsoport, amely az altalam generalt
szerkezeti sokasagok PCA elemzése alapjan leirt masodik tipusti mozgas-
ban részt vesz, nagymértékben atfed a T6ke Orsolya kutatécsoportja altal
mért lassi idgskalds mozgasban részt vevé aminosavakkal

30

25 f

20 r

15 r

Neégyzetes fluktuaciok

0 20 40 60 80 100 120 140
[l-es tipusi
Aminosavszam

3. dbra. A Ca atomok négyzetes fluktuacio6i az els6 médus mentén (1. tipu-
st mozgds, lila) és a masodik médus mentén (II. tipusi mozgas, narancs-
sarga). A mért k., értékek, melyek két aminosav klasztert hatdroznak meg
sziirke satfrozdssal vannak jeldlve a harom hémérsékleten (283 K, 287 K, 291
K). Csak 30-40 aminosavnal van ms id6skalan mérhet6 k,x érték [14], az at-
lathat6sag és a kiilonbo6z6 regiondlis kiillonbségek hangstlyozasara folyama-
tosan vannak ezek az értékek felrajzolva.]

Lasd (3. dbra). T6ke Orsolya és munkatdrsai nem minden aminosavra
tudtak mérni az adatokat, igy nem tudtuk minden aminosavra megvizsgélni
ezt az Osszefiiggést.

1.3. Tézis:

A ligandumok koétShelyekre valé bejutdsara egy olyan mechanizmust
hatdroztam meg, melynek soran a helikalis sapka részlegesen kitekeredik.
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4. 4dbra. A szimul4ciékbél szarmazé6 konformaciék méasodlagos szerkeze-
tei. Minden oszlop egy aminosavat jelent. A 3-szdlak sargaval, az a-hélixek
barndval, a tobbi aminosavak feketével jelennek meg. (A) Minden konfor-
macio (B) A nagy korrel4ciot mutat6 konformdciok (az A konformaciok rész-
halmaza) (C) A legkisebb RMSD-vel rendelkez6 konforméciék (az A konfor-
macidk részhalmaza). Az elemzés a DSSPcont programmal késziilt [20]. Fi-
gyelemre mélta a hélixek rovidiilése egyes konforméaciékban, féleg a B és C
panelen.

A To6ke Orsolya csoportja dltal meghatarozott rejtett energiadllapotot fel-
vevo kevés konforméciéval kémiai eltol6dés kiillonbség korreldciét tekintve
a legmegfelel6bb szerkezetek félig kitekeredettek, f6leg a helikalis sapka ré-
szen (4. dbra). Ebben azonban az er6térnek is szerepe lehet.

3.2. Masodik téziscsoport
2.1. Tézis:

Létrehoztam a DIPEND nevii programot, ami alkalmas fehérjeszaka-
szok atomi szintii szerkezeti sokasdgainak felépitésére lokalis szerkezeti
preferenciék figyelembe vételével.

A program a szomszédsdagi valészintiségi modellt alkalmazva megold-
ja azt a problematikét, hogy az adott fehérjeszerkezet bioldgiailag relevans
konformaci6i koriil egy j6 konformdciés tér mintavételezést hajtson vég-
re (5. dbra). A sillyal hozzdadhat6 plusz eloszldssal pedig tiikrozhet6k az
a priori ismert szerkezeti preferencidk. A program nagyjdbol 100 aminosav
hosszisagig tud megbizhatéan szerkezeteket felépiteni, ennél hosszabb sza-
kaszokndl megnd a szerkezeti {itkozések esélye. Ez az egyéni stilyozast hasz-
nal6 moédokkal és a kicsom6zdasi modullal kitolhatd, amennyiben egy nytj-
tott szerkezetet eredménytil ad6 eloszlast ad be neki a felhaszndalé. Ez azon-
ban megnéveli a futési idét. Osszességében a program egy jol hasznalhato
kezdeti sokasagot tud generdlni, melybdl més programokkal lehet alsokasa-
gokat szelektalni kisérleti adatok alapjan.
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Kezdeti
szer-
kezet

Torzios Torziés
szogek szogek

feléDi kiva- beél-
P lasztasa litasa
|
|
Osszes
Szerkeze atom

Gjrafel-
épitése

SZt.
litkozés?

para-
meéterek

5. dbra. A DIPEND (DIsordered Protein Ensembles from Neighbor-
dependent Distributions) eljaras folyamatébréja

CA masodlagos kémiai eltolodasok (ppm)

‘ ,
T Wx\ iy

0 20 30 40 50

Aminosavszam

6. dbra. Megfigyelt és visszaszamolt CA mdasodlagos kémiai eltoléddsok a
CD3 sokaséagban.
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N-H RDC paraméterek CA masodlagos kémiai eltolodédsok Félénc rendparaméterek

7. dbra. A szelektalt SAH sokasag Mért (piros) és visszaszdmolt (kék) NMR
paramétere értékei. A szamolt értékeket a CoNSensX* szerverrel kaptuk
meg.

2.2. Tézis:

A DIPEND programot a huméan CD3e fehérje rendezetlen szakaszara
alkalmaztam és megmutattam, hogy a DIPEND éltal generalt konforma-
ci6s sokasig nagyobb konformadciés teret jar be és beléle a kisérleti ada-
toknak jobban megfelel szerkezeti sokasag szelektalhat6, mint az egyéb
médszerrel generalt konyvtarakbol.

Ld 6. abra.

2.3. Tézis:

A DIPEND programot a miozin VI fehérje SAH doménjére alkalmaz-
tam és megmutattam, hogy a DIPEND eljaras egy j6l meghatéarozott el6-
re ismert szerkezeti preferencidval rendelkez6 fehérje esetében is képes a
konformadci6s tér relevans részét mintavételezni és abbdl j6 lehet egy ki-
sérleti adatoknak megfelel6 alsokasagot kivalasztani.

A generélt sokasagbdl szelektélt alsokasdg NMR adatoknak val6 mefele-
1ési korreldci6ja nagyobb, mint a PDB adatbézisbdl szdrmazé szerkezeteké
(7. 4bra).
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