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1 Bevezetés

1.1 A PSD-95 fehérje N-terminalis PDZ1-2 tandemje

A PSD-95 fehérje igen sokrétli biologiai funkciot lat el: szerepet jatszik a
posztszinaptikus denzitasban talalhatdé membranreceptorok klaszterezésében, a
jelatviteli folyamatokban adaptorfehérjeként viselkedik, valamint szabalyozza
a hosszitavli  potenciacid és  depresszid  kivaltasdhoz  sziikséges
kiiszobpotencialt (Kim & Sheng, 2004; Lee & Zheng, 2010; Sheng & Sala,
2001). Az N-terminalis két PDZ doménje egy fiiggetlen szerkezeti és dinamikai
alegységet alkot, amit PDZ tandemnek hivunk.

A PSD-95 kotdpartnereinek sokfélesége zavarba ejtd. Nem vilagos, hogy
milyen mddon diszkriminal a lehetséges ligandumok kozott és hogy hogyan
szabalyozodik a PDZ1-2 tandem szupramoduléris reorientacidja, amely
lehetové teszi, hogy a posztszinaptikus denzitds kiilonb6z6 rétegeiben
lokalizal6do partnerekkel alakitson ki kdlcsonhatast.

Mindemellett egyre részletesebb képiink alakult ki a PDZ domén
ligandumspecificitasarol. Vilagossa valt, hogy a kanonikus, hagyomanyosan
harom osztalyba sorolhatd kotési mdd nem magyarazza kelld részletességgel
sok PDZ domén finomhangolt affinitisat a tobbféle lehetséges ligandum felé.
A GLGF-k&étdmotivumon ¢€s a C-terminalis hidrofob aminosavat (legtobbszor
valint) stabilizal6 hidroféb zseben kiviil egyre nagyobb jelentdséget
tulajdonitanak a 2-p3 huroknak, amely a ligandum fels6bb aminosavjaival
alakit ki kolcsonhatast (Mostarda et al., 2012). Err6l a régiorol az is
bebizonyosodott, hogy mind a gyors, mind a lasst idéskalan lecs6kken a belsd
dinamikaja a ligandumkotés hatasara (Fuentes et al., 2004).

Altalanossagban igaz, hogy a PDZ tandem funkcioja eltér az azt alkot6
domének funkcidjanak egyszerii 6sszegétdl, de a PSD-95 PDZ1-2 tandemje
esetén a két domén kolcsonhatasanak mértéke, amely a koztiik 1évo szinergiara
utalna, alig detektalhatd. NMR-es kisérletekkel megallapitottak, hogy a
komplexalt PDZ1-2 tandem sokkal nagyobb interdomén dinamikat mutat, mint
a szabad forma (Wang et al., 2009). Ezenkiviil tobb tanulmany igyekezte
meghatarozni a PDZI1-2 tandem szupramodularis szerkezetét, am ezek
egymasnak részben ellentmondo kovetkeztetésekre jutottak mind a két domén
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lehetséges elhelyezkedését tekintve. Mindezek alapjan nyitott kérdés marad,
hogy melyek a szupramodularis szerkezetet stabilizalé, meghatarozé
interdomén kolcsOnhatasok, és ezek milyen Osszefiiggésben vannak a
kotopartner jelenlétével.

1.2 A parvulin-tipusa peptidil-prolil cisz-transz izomerazok

A peptidil-prolil cisz-transz izomerazok (PPlazok) vagy rotamazok a
peptidlancban egy prolin el6tti peptidkotés cisz-transz  izomerizaciojat
katalizaljak (Hanes, 2015). A PPIaz enzimek minden egyes sejtalkotoban jelen
vannak és igen sokféle biologiai folyamatban vesznek részt: példaul a
fehérjefeltekeredésben, a sejtciklus szabalyozasaban, az apoptdzisban vagy a
transzkripcidban. Szamos betegség kezeléséhez terapias célpontot jelenthetnek,
ugyanis sok korosan elvaltozott sejtben tulexpresszalodnak, akar olyannyira,
hogy a betegség markerének tekinthetok. Mindezek a bioldgiai funkciok a
PPIaz enzimeket a sejtbiologia egyik kdzponti szerepldjéve teszik (Gothel &
Marahiel, 1999; Lu et al., 2007).

Bar egy viszonylag egyszeri kémiai atalakulast katalizalnak, az enzim
miikodésének pontos mechanizmusa nem ismert. Altaldnosan elfogadott, hogy
a katalizis sordn nem bomlik fel a peptidkotés, hanem a reakcio egy csavart
atmeneti allapoton keresztiil jatszodik le.

A ligandumkoté zsebet a parvulin-tipust rotamazokban a kis és nagy
lebeny fogja kozre. Szamos jel arra utal, hogy a nagy lebenyben talalhato két
konzervalt hisztidin, illetve az 6t aminosav altal — beleértve e két hisztidint,
tovabba két szerint és egy ciszteint is — kialakitott hidrogénkdtés-haldzatnak
fontos szerep jut a katalizisben. Kideriilt azonban, hogy a kettds hisztidin-
mutans és a cisztein pontmutans is katalitikusan aktiv marad, valamint hogy a
ligandumkoétéskor a hisztidinek kémiai eltolédasa csak minimalisan valtozik
meg, tehat nem Iépnek kozvetlen kdlcsonhatasba a ligandummal (Bailey et al.,
2008; Terada et al., 2001). Ezek az eredmények azt sejtetik, hogy mind a
konzervalt hisztidineknek, mind pedig a hidrogénkdtés-halozatot kialakitd
aminosavaknak inkabb szerkezeti és dinamika szerepiik van, és nem vesznek
részt kozvetleniil a katalitikus mechanizmusban.

A Pinl-tipust parvulinok foszforilaciofiiggé mechanizmust kdvetnek: a
prolin el6tti aminosav csak foszforilalt treonin vagy szerin lehet. Ezek a

parvulinok a katalitikus domén mellett tartalmaznak egy N-termindlis WW
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domént, amelynek szerepe szintén nem teljesen felderitett. Mivel azok a
pontmutansok, amelyekben a mutacid6 megbontja a két domén kozotti
kolesonhatast, inaktivak, arra kovetkeztettek, hogy a WW domén allosztérikus
modon szabalyozza a katalitikus domén dinamikajat (Olsson et al., 2016).

1.3 Dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok

Az elmult két évtizedben egyre inkabb tért hoditott, s végiil altaldnosan
elfogadotta valt a szerkezeti biologidban az a szemléletmod, amely szerint a
fehérjék biologiai funkcidjaban meghatarozd szerepet jatszik azok dinamikus
volta.

Az atomi felbontasu szerkezetvizsgald modszerek koziil a magneses
magrezonancia (NMR) spektroszkopia a legszélesebb korben alkalmazott
eljaras a fehérjemolekula kiilonboz6 idoskalan torténd belsé mozgasainak
vizsgalatara. A gyors (ps-ns) mozgasok kozé tartozik az oldallancok rotacioja
¢s a gerincdinamika. Ezek kozvetett megfigyelésére a legelterjedtebb megoldas
az amid ®N-relaxacios id6k mérése. A relaxacios adatokbdl a Lipari-Szabd
modellfiiggetlen formalizmus segitségével meghatarozhaté az 4ltalanos
rendparaméter (S?). Ez fejezi ki, hogy a relaxacioés vektor mozgisa mennyire
korlatozott, vagy szemléletes képpel élve: mekkora az amid N-H kotésvektor
altal bejart kiip szélessége. S? = 1 esetén egyaltalan nincs belsd mozgas, mig
S§2 =0 esetén a kotésvektor egyforma valdsziniiséggel mutat a tér barmely
iranyaba.

A fehérjemolekuldkat merev, haromdimenzids szerkezettel jellemzo
modelleket szép lassan kiegészitették, s6t felvaltottak a dinamikus
fehérjeszerkezeti sokasagok, melyek szamot vetnek a bels0 mozgasaival.
Kiilon-kiilon egyik szerkezettol sem varjuk el, hogy megfeleljen a kisérletes
paramétereknek, hanem az egész sokasag kell, hogy tiikkr6zze azokat. Ezt a
legtobb — bar nem mindegyik — paraméter esetén ugy alkalmazzuk, hogy a
sokasagban 1évé egyes szerkezetekre visszaszamolt paraméterek atlagat
igyeksziink megfeleltetni a kisérletes értékeknek, ezzel is tiikrozve, hogy a mért
értékek minden esetben sokasag- és idGatlagra vonatkoznak. Ennek
megfeleléen a relaxdcios id6kbdl kinyert S? rendparamétereken thl
gyakorlatilag barmely mért NMR-es paramétert lehet sokasag-alapon
értelmezni.



2 Alkalmazott modszerek

A Kkisérletes paraméterekkel jO egyezést mutatd szerkezeti sokasagok

létrehozasara kiilsé kényszerfeltételekkel megkotott molekuladinamikai (MD)

szimulaciot hasznaltam. Ennek soran a vizsgalt molekuldkat egy extra

energiataggal rakényszeritjiik, hogy tiikr6zzék a megfigyelt paramétereket:
Etot = Erp + Evestr

ahol Erg az er6térbdl, E,.q pedig a kényszerfeltételekbol szarmazo biintetd
energia.

Az MD szimulaci6 soran *H-'H NOE tavolsag- és S?-kényszerfeltételeket
alkalmaztam a MUMO (minimal under-restraining, minimal over-restraining)
algoritmus alapjan (Best & Vendruscolo, 2004; Richter et al., 2007). Ennek
soran a tulillesztés elkeriilése érdekében a rendparamétereket a teljes sokasagra,
az NOE-kat pedig parosaval atlagoljuk. A kisérletes kémiai eltolodasokat a
szimulacioban nem, csak a szerkezeti sokasagok validaciojahoz hasznaltam.
intradomén gyors mozgasokra jelentettek megkotést. Ezért az S?>-megkdtéseket
lokalis illesztési algoritmussal alkalmaztam az egyes doménekre, ami nem
'H NOE-kényszerfeltételek sem tartalmaztak interdomén tavolsagot.

A parvulin-tipust cisz-transz izomerazok vizsgalatahoz harom parvulin
(SaPrsA, a TbPinl és a CsPinA) fehérjérél a MUMO algoritmussal, *H-'H NOE
tavolsag- és S>kényszerfeltételek alkalmazasaval kordbban elkészitett
szerkezeti sokasagok elemzését végeztem el.

A leghangsulyosabb bels0 mozgasok azonositasat fokomponens-
elemzéssel (PCA) végeztem. A parvulinok esetén ehhez a harom vizsgalt
fehérje 89 aminosavbol alld6 konszenzus szekvenciajat, valamint a késobbi
elemzés soran a kisérletes szerkezetek illesztésekor adodo 53 aminosavbol allo
konszenzus szekvenciat hasznaltam. A PDZ1-2 tandemben elvégeztem egy-
egye fékomponens-elemzést az doménhatarokon beliil es6 régidkra, valamint a
teljes sokasagnak egy kozos PDZ1 templatra valo illesztését kovetden a PDZ2
doménre. Ez utdbbi elemzés a két domén relativ mozgasardl ad informaciot.



3 Uj tudoméanyos eredmények
3.1 Elso téziscsoport: a PDZ1-2 tandem vizsgalata

1.1. tézis: Eloallitottam a PSD-95 PDZ1-2 tandemjének kisérletileg mert
dinamikai viselkedését tiikrozo szerkezeti sokasdgot.

A PDZ1-2 tandemrdl harom sokasagot allitottam el6: egyet a szabad és kettot a
komplex formarol (1. tablazat). Mindharom sokasag eldallitasakor NOE
kényszerfeltételeket hasznaltam az intradomén *H-'H tavolsagok megkotésére,
¢s az egyik komplex sokasagnal lokalis illesztéssel az intradomén mozgasokra
vonatkozo S%-megkotéseket is alkalmaztam. Az eldéllitott sokasigokat
Osszevetettem az eredeti, PDB sokasaggal.

1. tablazat: az eléallitott PDZ1-2 tandem sokasagokbol visszaszamolt paraméterek korreldcioja
a kisérletes értékekkel, valamint a sokasdgokban taldlhaté PDZ domének intradomén gerinc
RMSD-je.

Sokasag | Méret | Kémiai eltolédas S? korrel. RMSD
korrel.
N H PDZz1 PDZz2
Eredeti (PDB) 20 0,83 0,41 0,10 0,57 £0,01 0,62 + 0,04
Szabad 1448 0,85 0,55 0,22 0,73 £ 0,01 0,66 0,01
Komplex 1448 0,85 0,55 0,16 0,75+0,02 | 0,58+0,01
Meghkotor (59) | 1448 0,85 0,55 088 | 0,672001 | 0,63=0,02

Az S%-megkotések alkalmazasaval a kisérletes paramétereknek vald
megfelelés ugrasszerli ndvekedését sikeriilt elérni anélkiil, hogy ekdzben az
amid N és H kémiai eltolodasoknak valdo megfelelés romlott volna az eredeti
sokasaghoz képest. A sokasagokra meghatarozott intradomén globalis RMSD
értékek megfelelnek egy globularis, megfeleléen feltekeredett fehérjétdl
elvarhatoknak.



1.2. tézis: Fokomponens elemzés segitségével megallapitottam, hogy a
ligandumkotés hatasara megvaltozik a PDZ domén kétozsebének kinyilo-
becsukédo mozgasa.
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1. dbra: intradomén mozgasok vizsgalata a PDZ1-2 tandemben. A kézdzseb nyitottsagat a Leu77
és Phel7, valamint a Leul 72 és Phel 12 aminosavak Ca atomjai kozétti tavolsaggal mértem. A,C:
a szabad és a komplex sokasag eloszlasa az elso fokomponens és a kétézseb nyitottsag mentén,
feltiintetve a korrelaciot. B,D: az elsé fékomponens dltal reprezentdlt mozgds két extrém
konformdcioja, a legjobban elmozdulo régiok jelolésével.



Az intradomén mozgasok fékomponens-elemzése soran bebizonyosodott, hogy
a ligandummal kialakitott kolcsonhatas befolyasolja a sokasag eloszlasat az els6é
fokomponens mentén, amely mindkét doménben a hidroféb kdotozseb
kinyilasat-becsukodasat és a f1-p2 hurok mozgasat, a PDZ1 doménben pedig
ezenkivill a B2-B3 hurok mozgasat reprezentalja (1. abra). Ez a mozgas
egyforman jelen van a szabad és a komplexalt PDZ doménekben, de a komplex
sokasag szignifikdnsan kisebb régiot jar be e mozgds mentén, mint a szabad
sokasag. Az effektus valamivel hangsulyosabban van jelen a PDZI1, mint a
PDZ2 doménben. Ez az eredmény Osszhangban van azzal a megallapitassal,
amely szerint ligandumkétéskor a $2-B3 hurok megmerevedése figyelhetd meg
mind a gyors, mind a lassu id6skalan (Fuentes et al., 2004).

1.3. tézis: Az dltalam eléallitott PDZ1-2 sokasagok lefedik a teljes
szupramoduladris konformdcios teret, amelyben a komplexdlt forma
korlatozott dinamikdra képes a szabad formahoz képest. A lehetséges
szoros illeszkedésti  szupramodularis orientaciokat 7 klaszterre
osztottam, amelyek egyedi interdomén interfészt alakitanak ki.

A kozos PDZ1 templatra illesztett sokasag PDZ2 doménjén elvégzett
fékomponens-elemzés informaciot ad a két domén relativ mozgasairdl. Az elsd
két fokomponens atszamithatd polarkoordinatakka, amelynek szogkomponense
az interdomén torzids szdgnek, sugarkomponense a két domén tavolsaganak
feleltethetd meg.

A ligandum jelenléte jelentésen megnéveli a sokasag altal bejart
interdomén konformacids teret, ezzel gyakorlatilag lehetéséget adva egy
nagyobb amplitidoju szupramodularis atrendez6désre (2.A abra). Ezzel
lényegében sikeriilt egy atomi szinti modellt alkotnom az elemzés
kiindulépontjaul szolgalo6 kisérletes megfigyelés magyarazatara, amely szerint
a komplexalt PDZ1-2 tandem jelentésen megnovekedett interdomén dinamikat
mutat a szabad formahoz képest.

Azok a szupramodularis konformerek, amelyek kozott jelentbs
interdomén kolcsonhatas alakul ki (szoros illeszkedésii szerkezetek), 7
klaszterre oszthatok, amelyek egymastol jol elkiiloniilo régiot fednek le az els6
két interdomén fékomponens mentén (2.B abra). Mivel ezekben mas a két
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domén egymashoz viszonyitott orientacidja, ezért mas az interdomén
kolesonhatasi interfész is. A PDZ1 doménnek 3, a PDZ2 doménnek 4 régidja
vesz részt a kolcsonhatds kialakitasaban a kiilonbozé klaszterekben (2.C,D
abra). A matematikailag lehetséges interfész-kombinacioknak csak egy része
valosulhat meg a — részben a linker rovidségébdl adodod — sztérikus és
geometriai megkdtések miatt.
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2. dbra: interdomén mozgdsok vizsgdlata a PDZ1-2 tandemben. A: a PDZI domének kizos
templatra valo illesztését kovets, PDZ2 doméneken elvégzett fokomponens-elemzés abrazolasa
az elsé két fékomponens mentén. B: a szoros szerkezetekbdl eldallitott klaszterek. C: a PDZ
domen feliiletének felosztasa ot kiilonbozé régiora. D: az interdomén interfész kialakulasa az
egyes klaszterekben, valamint a ligandumok egymdshoz viszonyitott orientdacioja.
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1.4. tezis: Az eloallitott sokasdagot Osszevetettem a nyilvanos
adatbazisban  elérhetd  kisérletesen — meghatarozott ~ PDZI-2
szerkezetekkel. A lefedett konformdcios tér magaban foglalja a kisérletes
szerkezeteket. Az szoros illeszkedésii konformerekbol késziilt klaszterek
valoszinisitik a még nem megfigyelt, de geometriai szempontbol
lehetséges szupramodularis szerkezetek létezését.

Olyan sokasagot hoztam létre, amely magéaba foglalja a kordbbi, egymasnak
latszolag ellentmondé szerkezetek szinte mindegyikét: a FRET-szerkezet
kivételével (amelyen egy késobbi tanulmanyban tovabbi finomitasokat
végeztek) mindegyik kisérletes szerkezetet tartalmazza a sokasdgaink altal
bejart interdomén konfromacios tér, valamint a szoros illeszkedésti kisérletes
szerkezetek mindegyike hozzarendelhet az altalunk meghatarozott 7 klaszter
valamelyikéhez (3. abra).
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4. Klaszter 3GSL.B A 6SPZ
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3. abra: az elérhetd kiserletes PDZ1-2 tandem szerkezetek és az dltalunk eléallitott klaszterek

kozos interdomén PCA-abran abrazolva.

Kiilonos figyelmet érdemel az egyik kisérletes PDZ1-2 kristalyszerkezet,

amely az itt bemutatott elemzés publikalasa utan sziiletett meg (PDB: 6SPV a
szabad, 6SPZ a komplex formara). Bar az altala felvett szupramodularis
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konformaci6é nem egyezett meg semelyik korabban megfigyelt szerkezettel, az
altalam eldallitott sokasagnak mégis megfelelt: mind az interdomén orientécio,
mind az interdomén interfész alapjan a 6. klaszter tagjai lett. Hasonlo
megfontolassal valosziniisithetd, hogy a PDZI1-2 tandemnek mas elérhetd
szupramodularis szerkezetei is vannak, amelyeket a sokasagban tapasztalt
kisebb sulyuk miatt nehéz kisérletesen is megfigyelni (pl. 1. és 7. klaszter), am
a dinamikai egyensulyban bet6ltott szerepiiknél fogva biologiailag is relevans
formak lehetnek.

1.5. tézis: A sokasag elemzésébdl levont kovetkeztetések alapjan
javaslatot tettem a PDZ1-2 tandem kotopartnereinek a szupramoduldris
dinamikara gyakorolt szabalyozo mechanizmusara. A kétopartnereknek
a p2-3 hurokrégioval kialakulo lokalis kolcsonhatasok altal modulaljak
az interdomén orientdciot, amely régio a lehetséges szupramodularis
konformerek tobbségében szerepet jatszik az interdomén interfész
kialakitasaban.

A sokasagok elemzésekor azonositottam a két PDZ domén azon régioit,
amelyek a leggyakrabban vesznek részt az interdomén interfész kialakitasaban.
Szembetlind, hogy ezek jelentds részben egybeesnek a fehérje azon régiodival,
amelyek belsé dinamikajara leginkabb hatassal van a ligandummal [étrejovo
kolcsonhatés: a B1-B2 és f2-B3 hurok a PDZ1, valamint a f1-B2 hurok a PDZ2
doménben. Megvizsgalva a szoros illeszkedésii klasztereket, azt tapasztaltam,
hogy egy kivétellel mindegyik klaszterben e régiok valamelyike részt vesz az
interdomén interfész kialakitasaban.

Az interdomén ¢és intradomén fOékomponensek egymastél nem
fiiggetlenek. A szoros illeszkedésti klaszterek, amelyek implicit mddon
magukban hordozzdk az interdomén fokomponensek szerinti fliggést, nem
egyenletesen oszlanak el az els6 intradomén fékomponens mentén (4. abra).

Az egyes klaszterekben mas-mas hidrogénkotés-mintazat jon létre a
ligandum felsé (-3 — -7) aminosavjai és a PDZ domén B2-B3 hurokrégidja
kozott. Mivel pedig a klaszterek kiilonb6zo interdomén-orientaciokat
képviselnek, ezzel a megallapitdssal Osszefiiggést teremtettem a
szupramodularis dinamika és a ligandummal kialakitott kdlcsonhatas kozott.
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4. dbra: az intra- és interdomén mozgdsok kozotti osszefiiggés vizsgdlata a PDZI1-2 tandemben:
az altalam eléallitott klaszterek adatpontiai a PDZI- és PDZ2-intradomén mozgdsaira
meghatdarozott fokomponensek szerint, valamint az egyes klaszterek eloszlisa az elsé

fékomponens mentén.
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3.2 Masodik téziscsoport: a parvulin-tipust rotamazok vizsgalata

2.1. tezis: Fokomponens elemzés segitségével megallapitottam, hogy a
parvulin-tipusii rotamdzokra jellemzé a kétézseb kinyilo-becsukddo
mozgasa. E mozgas mentén a hdarom vizsgalt fehérje mas-mas allapotot
mintavételez.

A parvulin-sokasagok elemzésekor adodo elsé fékomponens altal reprezentalt
leghangsulyosabb belsé mozgas megfeleltethetd a kotdzseb kinyilo-becsukodo
mozgasanak, amelyet 1égz6 mozgasnak hivtam. A harom fehérjérdl eldallitott
sokasag mas-mas régiot fed le az elsé fokomponens mentén (5. abra).

A 1égz6 mozgas egyarant jelen van a nem megkotott sokasagokban is, &m
az eczeken végzett fOkomponens-elemzés alapjan ez csak a masodik
leghangsulyosabb bels6 mozgas (5.A abra).

A 1égz6 mozgéas csak a hidrom megkotott sokasag unidjabol adodo
sokasagban volt a leghangsulyosabb. Ez arra utal, hogy valdban jelen van a
parvulinokban, &m a gyors dinamikat tiikr6z6 sokasagok ezt a mozgast nem
tudjak 6nmagukban visszaadni, hanem a lassabb id6skalan varhato

1égz6mozgas szerinti mas-mas allapotot mintavételeznek.
A B C

- / Ser106
5] 0.9 ‘\ B .
0.8 3 X Y 4 .
0.7 - le 8 1 :
S 7/ Y/ <
0s 4
J 9= .8
= \\ — N a2 g R=082
04 \ ) '/ N 0 4 t=67.12
68 03 N—_— " < p <0,0001
¥ > Sl - N ‘ 05 .
02 > Sis N v g8
o - ik . SaPrsA megksttt e
TbPin1 megkdtott
S 2 3 4 5 o0 5 Rt CsPinA megkototlt o

6 8 10 12 14 16 18 20 2

PC1

Nem megké

Megkotott sokasagok
Kotézseb nyitottsaga (A)

5. abra: a megkotott parvulin-sokasagokra meghatarozott elsé fékomponens és a kotézseb
nyitottsaga kozotti dsszefiiggés. A: a harom sokasag eloszlasa a kotézseb nyitottsaga és az elsé
f6komponens szerint. B: az elsé fékomponens dltal reprezentalt leghangsilyosabb mozgas. A két
szerkezet a két extrém konformacionak felel meg. C: a megkotott és nem megkotott sokasagok
elsd ot fokomponense kézotti atfedés.
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2.2, tézis: Az eloallitott sokasagokat Osszevetettem nyilvanos
adatbazisban elérhetd  kisérletes szerkezetekkel. A  konszenzus
szekvencian elvegzett  fokomponens elemzés segitségével
megallapitottam, hogy a parvulin-tipusu rotamdazokra szintén jellemzé a
kis és nagy lebenyt 6sszekotd konyokrégio elmozdulasa, amely egyuttal a
WW doménnel rendelkezé parvulinokban a két domén kozotti
kélcsonhatasert felelos.

A sokasagainkat tobbszoros szerkezet-illesztéssel dsszevetettem tovabbi szdz,
kisérletes parvulin-szerkezettel és az igy létrej6vé kombinalt sokasagon
fékomponens-elemzést végeztem. Ennek sordn az deriilt ki, hogy a masodik
leghangsulyosabb belsé mozgas a 16gz6 mozgast lehetéveé tévo konydkrégid (a
nagy ¢és kis lebeny csatlakozasi pontjanak) elmozdulasat reprezentalja (6. abra).

A harom el6allitott sokasag az ilyen médon adodo masodik fokomponens
mentén is viszonylag jol szeparalodik, tehat nemcsak a 1égzémozgas, hanem a
konyokrégié elmozdulasa mentén is mas-mas allapotot mintavételeznek. Ebbol
az kovetkezik, hogy e két mozgas egymassal Osszefiiggésben van. A WW
domént tartalmaz6 és nem tartalmazo parvulinok valamelyest szeparalodnak a
konyokrégido mozgasat reprezentalé fokomponens mentén, azzal 6sszhangban,
hogy épp ez a régid alakit ki kozvetlen kolcsonhatast a szomszédos WW
doménnel.

©

PC1 —

- & ~ @

Négyzetes fluktuacio

o
o

°

°
3
8
8
&

Aminosav
(illesztett szamozas)

6. dbra: a vizsgalt sokasagokra, valamint 100 kisérletes rotamdz doménre végzett fokomponens-
elemzésbol adodo elsé két fokomponens négyzetes fluktudcioja a konszenzus aminosavszam
fliggvényében. A jobb oldali abran a Pinl fehérje azon régioi vannak jelolve, amelyek az elsd két
fékomponens altal reprezentalt belsé mozgasban a legnagyobb fluktudaciot mutatjak.
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2.3. teézis: Megallapitottam, hogy a hidrogénkétés-halozat protonaltsagi
dllapota befolydsolja nagy lebeny belsé dinamikajat a parvulin-tipusii
rotamdzokban.

A két konzervalt hisztidin, amely része a hidrogénkdtés-halozatnak, egymassal
valamelyest 6sszefiiggé modon reorientalodik, ahogy erre mind a prediktalt pKa
értékekbol, mind pedig az oldallanc-torzidsszogek valtozasabol kovetkeztettem
(7.A-B abra). Ezenkiviil észrevettem, hogy az 6t, hidrogénkotés-halozatot
kialakitd6 ~aminosavon elvégzett fOkomponens-elemzés sordan adddo
leghangsulyosabb bels6é mozgas korrelal a 1égzémozgassal (7.C abra). A
korrelaci6 Onmagaban nem jelent ok-okozati Osszefiiggést, azonban az
eléallitott sokasagok észrevehetéen szeparaldédnak mind e fékomponens
mentén, mind pedig a hisztidinek oldallanc-orientacidja szerint, amely
megmagyardzhatd az eltérd protonaltsagi allapotokkal. A SaPrsA fehérjében
1évo hisztidinek egyszeresen protonaltak, ami a teljes hidrogénkdtés-halozat
1étrejottét lehetove teszi, a masik két fehérjében azonban a hisztidinek kétszeres
protonacidja a haldzatnak csak részleges létrejottét engedi meg. Ezzel
Osszhangban a harom vizsgalt fehérje koziil a SaPrsA fehérjére meghatarozott
hisztidin oldallancok és az elsé fékomponens mutatja a legkisebb variabilitast.

R =064
t=38350
p = 0,0001

g
8
=
-
& 200 5 3 =05
| = &
> 150 1 as % ool
£ z :
100 X 4 2 508 R 061
35 _ I . 3
; S R=028 AL 135,96
50 35 . t=13.55 4 p < 0.,0001
i p = 0,0001
0 Al . . 3 N . St s
60 80 100 120 140 160 180 200 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 B85 2 45 4 05 0 05 1 15 2 25 3
1 A His1 pKa PC1 (megkdtdtt sokasagok)

SaPrsA  TbPinl CsPinA
7. abra: A: a két hisztidinhez tartozo y1 és y2 torzios szégek kézotti kiilonbségek abszolut értékei,
egymas fiiggvényében abrazolva. B: a két hisztidin pKa értéke, egymas fiiggvényében abrdzolva.
C: a hidrogénkétés-halozatra meghatarozott elsé f6komponens és a harom megkotétt sokasagra
meghatdrozott elsé fokomponens egymas fiiggvényében dabrdzolva.
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2.4. tézis: A szerkezeti sokasagok elemzésébdl levont kovetkezetesek
alapjan egy dltalanos modellt javasoltam a parvulin-tipusu rotamadzok
szabalyozasara. A kétozseb kinyilo-becsukodo mozgasanak dinamikajat
és amplitudojat egyrészt a hidrogénkotés-halozat protonaltsagi allapota,
mdsrészt a WW domén (amennyiben jelen van) a konyokrégio mozgasan
keresztiil modulalja. A kiilonbozé parvulinok kézotti eltéerd aktivitas a
kétozseb  eltéréen  modulalt  kinyilo-becsukodo  dinamikajaval
magyardzhato.

A bemutatott eredmények alapjan egy altalanos modellt javaslok a parvulin-
tipusu tipusu rotamazok miikodésére, amelyben a 1égz6 mozgéas amplitudoja és
dinamikéja hatarozza meg a ligandum-szelektivitast és szabalyozza a katalizist.
A légzomozgast két tovabbi faktor modulélja: nevezetesen a WW doménnel
valo kolcsonhatas a konyokrégié mozgasdnak szabalyozasan keresztiil, és a
nagy lebenyben talalhaté hidrogénkdtés-haldzat protonaltsagi allapota.

Ez a modell 6sszhangban van szdmos kordbbi eredménnyel. A Pinl
molekuladinamikai szimulacioi is azt mutattak, hogy a kotézsebet koriilvevo
hurkok mozgasa a katalitikus ¢s WW domén kozotti kdlcsonhatastol, valamint
a mind a katalitikus, mind a WW doménnek a ligandummal kialakitott
kolcsonhatasatol is fiigg (Guo et al., 2015; Olsson et al., 2016). A
hidrogénkotés-halozatrol tett megallapitasaink megfeleltethetok a Barman és
Hamelberg altal javasolt, a két konzervalt hisztidin kozott 1étrejové dinamikus
hidrogénkotésnek, amely a nagy lebeny dinamikajat modulalja (Barman &
Hamelberg, 2014). A miénkhez hasonl6 eredményekre jutottak az egyik FKBP-
tipust rotamdaz vizsgalatakor: a kotézseb dinamikéja itt is meghatarozo szerepet
tolt be a ligandumkotésben és a katalizisben (Quistgaard et al., 2016). Mindezek
alapjan valdszinisithetd, hogy ez egy altalanos mechanizmus a fehérjék
miikddésének finomhangolasara.
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