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Bevezetés

Az eredend8en rendezetlen fehérjék (intrinsically disordered protein/region,
IDP/IDR) nem egy stabil 3D szerkezettel, hanem véaltozatos, egymésba atalakulni
képes konformerek sokasdgival (szerkezeti sokasiggal) jellemezhetSek. Ennek a
nagyfoku plaszticitasnak koszonhetéen rendkiviil valtozatos feladatokat képesek
ellatni az é16 sejtekben. Jellemzdjiik, hogy révid linearis motivumokkal (short linear
motif, SLiM) kapcsolédnak partnereikhez, ezéaltal kifinomult szabdalyozasi,

modulalasi lehet6ségeket kinalnak.

A memoria, tanulas és szinaptikus plaszticitas hatterében komplex és valtozatos
molekularis mechanizmusok allnak. A serkentd szinapszisok fogadé oldalan levd
neuronok dendrittiiskéinél a membran citoplazma fel6li oldalan kialakulé strd,
szovevényes, mikroszkoppal jol lathaté komplex fehérjehaldzatot posztszinaptikus
denzitdsnak (PSD-nek) nevezziik. A PSD elengedhetetlen eleme a szinaptikus
jelatvitelnek. Neurotranszmitter receptorok, allvanyfehérjék, citoszkeletalis
fehérjék, jelatviteli molekulak alkotjak. Mlkodésében minden tényez6 relevans: a
halézat kialakitasaban résztvevé komponensek egymashoz kapcsolédasa, komplexek
és szuperkomplexek kialakulasa, valamint ezek valtozatos eloszlasa kiilonbo6zo
tipust neuronokban és kiilonbozd agyi régidokban [11, [2], [3], [4], [5], [6], [7], [8], [9],
[10], [11]. Barmilyen zavar ebben a komplex halézatban suilyos funkcionélis és
szerkezeti rendellenességekhez vezethet az érintett neuronokban. Sok PSD fehérje
modosulatait, mutaciéit leirtak mar neurodegenerativ kérképekkel 6sszefiiggésben
[12], [13], [14], [15], [16]. Az egyes fehérjék szerkezeti jellemz8inek aminosavszint(
feltérképezésével, valamint a komponensek egymashoz kapcsolédasanak
részleteinek megismerésével olyan mélységben irhatunk le egy-egy folyamatot,

aminek kozvetlen terapias vagy diagnosztikai jelentdsége lehet.

Az allvanyfehérjék, amik a posztszinaptikus denzitas vazat felépitik és
fenntartjak, négy csaladba sorolhatok, ezek: a MAGUK, a GKAP, a SHANK és a
HOMER fehérjecsaladok. A MAGUK fehérjecsalad enzimatikusan inaktiv guanilat



kindz (GK) doménje képes kétddni a SAPAP (vagy mas néven GKAP, azaz GK-
asszocialt protein, vagy DLGAP1, Discs large-associated protein) fehérjék GK-kots
régidjahoz, ami aztan C terminalis révid motivumon keresztil kotédik a SHANK
csalad PDZ doménjéhez. A kialakul6 szuperkomplexek lapos rétegszeri struktaraba
rendezddnek, ami lehet6vé teszi, hogy bazisként szolgaljanak a kapcsolodo receptorok

és downstream jelatviteli molekuldk horgonyzasahoz [17], [18], [19].

A GKAP fehérje a SAPAP o6ttagi fehérjecsalad egyik tagja. Predikcié alapjan
szinte teljes hosszidban rendezetlen (Id. 1. 4bra). Szekvenciijan tobb SLiM-et
ismeriink, igy 1ép interakciéba a PSD95 GK doménjével (elnevezése is innen
szarmazik, GK-asszocialt protein), a Shank fehérje PDZ doménjével, illetve a dinein
koénnyt lanc (DLC, dynein light chain, vagy LC8) fehérjével is. Az ismert régidk koziil
tobb bivalens/multivalens, vagyis egyidejlileg tobb partnermolekula kotésére is
képes. Ilyen a GK-kot6 szegmens, ami 6t 14 aminosavas ismétl6dé motivumot foglal
magaba, illetve a DLC-k6t6 domén, amiben két kétomotivum ismétlédik. A Shank1
PDZ kot8 domén egy C termindlis motivum [20], [21]. A GKAP fehérje funkcionélis

egységeit 1d. az 1. abran.

Az LLC8 fehérjét els6ként a dinein motor komplex részeként azonositottak, de azoéta
rengeteg mas szerepben is leirtak; ez a dimer fehérje Uun. Aub, vagyis csomédponti
fehérje. Tobb, mint 100 kulénb6z6 partnerhez képes kotédni, sokféle kiilonbo6zd
sejtalkotoban lokalizalédik egyutt partnereivel. ElGsegiti rendezetlen monomer
partnereinek onmagukkal valo asszociacidjat (dimerizécidjat vagy
multimeriziciéjat), multivalens héilézatok kialakitdsat. Feltételezések szerint a
GKAP fehérjével valo asszociacidja soran is ilyen folyamatokban vesz részt, mikozben
kapcsolatot teremt a PSD allvanyfehérje komplexek és motor komplexek kozott, a

mikrotubulusok dinamikajaban, a centroszéma pozicionalasban és a sejtpolaritasban

is szerepet jatszva [22], [23].



A GKAP C terminalis régidja a Shank fehérje PDZ doménjéhez kotddik. A Shank1
egy masik posztszinaptikus allvanyfehérjékbol allo csalad, a SHANK csalad egyik

tagja, ami szintén nagymértékid rendezetlenséget mutat [24].

A jelenleg elérhetd atomi felbontasu szerkezetvizsgalé modszerek egyike az NMR
(nuklearis magneses magrezonancia) spektroszképia. Segitségével atomi felbontasu
informaci6 nyerhetd egy-egy molekula haromdimenziés szerkezetérdl, sot,
mozgékony, oldat fazisban folyamatosan valtozo szerkezetli molekulak vizsgalata is
lehetséges. Ilyen modon részletes adatokat nyerhetiink akar igen valtozatos
konformacios sokasaggal jellemezhetd fehérjemolekulakroél is. NMR spektroszkopia
segitségével nem csupan egy-egy mozgékony fehérjeszegmens szerkezeti
preferenciairél nyerhetiink informaciét, hanem képet kaphatunk a fehérje-fehérje
interakciokban érintett régiokrol és a kotodés hatasara bekovetkezo

konformaciévaltozasok jellegérdl is.
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1. dbra: A teljes hossziisagu Rattus norvegicus GKAP fehérje (1-es izoforma)
AIUPred rendezetlenségi predikcidja [26], illetve a szakirodalomban leirt régioi és

Interakcios partnerel.



Célkitlizések

Munkam soran a GKAP hosszabb szakaszainak funkcionalis és szerkezeti
vizsgalatat tztem ki célul; mivel predikcié alapjan nagyrészt rendezetlen fehérje,
ezért szerkezeti jellemzésére az NMR spektroszkopiat valasztottam. Fontosnak
tartottam mindkét iranybol megvizsgalni a kialakulé komplexek szerkezeti
jellegzetességeit, ezért kétféle felallasban, alternald izotéposan jelolt molekulakkal
végeztink NMR vizsgalatokat. Az NMR eredményeket kiegészitettem
molekuladinamikai szamitasos, illetve egyéb biokémiai vizsgalati moédszerekkel,

hogy a GKAP szegmenseit és komplexeiket atfogéan jellemezzem.
Doktori munkam soran célul tliztem ki:

= a GKAP posztszinaptikus allvanyfehérje rendezetlen régibit, a dinein kotd
szakaszt és a C terminalis PDZ domént kotd szakaszt elGallitani és tisztitani tovabbi
analitikai célra.

= az eloallitott rendezetlen szakaszokat tobbféle biokémiai vizsgalati
technikaval jellemezni, kiilonés figyelemmel a méretiikre, tomegiikre,
hidrodinamikai atmérdgjikre.

= az alkalmas tisztasagban és toménységben el6allitott konstrukciockat NMR
spektroszkopiaval részletes szerkezeti vizsgalatnak alavetni, tekintettel a globalis és
lokalis, aminosav szintl jellegzetességekre is.

= a szoban forgd fehérjerégiokat partnereikkel komplexben vizsgalni, kot6dési
kinetikajukat jellemezni, illetve részletes szerkezeti elemzést késziteni NMR

spekroszkopias mérések alapjan, molekuladinamikai szamitasos moddszerekkel

kiegészitve.



A disszertacid tézisel

1. tézispont

NMR mérésre alkalmas tisztasagban és toménységben elGallitottam a
posztszinaptikus denzitasban résztveve GKAP két régidjat és a dinein kénnyl lanc
(LC8) fehérjét. A GKAP fehérje dinein koétd régidjanak elSallitiasi és tisztitési
protokolljat kidolgoztam és optimalizaltam, hogy a minta tulajdonsagai és
korilményel minél jobb jel/zaj arany elérését tegyék lehet6vé magasabb dimenzidja

NMR mérések soran.

A tézisponthoz kapcsolods kozlemény: [J1]
A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléaddsok és poszter prezentaciok: [02]-106], [P3]-
[P11]

2. tézispont

Elvégeztem a jelhozzdrendelést (kémiai eltolédds asszignaciét) olyan
fehérjeszakaszok esetében amiket korabban még nem vizsgaltak NMR moddszerrel,

illetve amelyeket az altalam alkamazottaktodl eltéré 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 hozza sikeresen, 1d. 2.d 4bra).
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2.b. Elvégeztem a dinein konnyt lanc fehérje részleges félanc asszignacidjat, mert
a BMRB adatbazisban nem érhetd el olyan kémiai eltolédas adatsor, ami hozzaadott

TCEP redukaldszer melletti mérés alapjan készult.

2.c. Elvégeztem a GKAP fehérje 43 aminosavas C terminalis régidjanak teljes

félanc, és részleges oldallanc asszignaciéjat (1d. 4. abra).

A tézisponthoz kapcsolodo kézlemények: [J1]-[J2]
A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléaddsok és poszter prezentaciok: [01]-/06], [P1]-
[P11]



3. tézispont

NMR méréssel, SDS-PAGE futtatassal, SEC analitikai géloszlopsziréssel és CD
spektroszkopiaval igazoltam, hogy a GKAP fehérje dineinkotd régidja teljes
hosszaban funkcionalisan rendezetlen. A Ca-CB masodlagos kémiai eltolodasok
elemzésével megallapitottam, hogy ez a régié az els6é kétodmotivum kornyékén enyhe
nydjtott konformacié preferenciaval jellemezhetd, mig a k6té motivumokon kiviili

szakaszokon valtozé mértékd helikélis hajlam figyelhet§ meg (1d. 2. 4bra).

A tézisponthoz kapcsolédo kézlemény: [J1]
A tézisponthoz kapcsolodo szébeli eléaddsok és poszter prezentaciok: [02]-106], [P3]-
[P11]
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2. dbra: A GKAP dinein kété régidjdnak kisérletes jellemzése szabad formdban. (A)
SDS-PAGE futtatas, amin a GKAP-DYL lassabban migrdal a vartnal, 13 kDa
tomegiinek latszodik 7 kDa helyett. (B) Analitikai méretkizardsos kromatografids
mérés soran nagyobb hidrodinamikai dimenziojunak latszik a GKAP-DYL mint egy
hasonlo témegt, globuldris fehérje esetében varndnk (mint példiul az LC8). (C) A
GKAP-DYL tavoli UV CD spektruma 1s megerositi, hogy a fehérjeszakasz
rendezetlen. (D) A GKAP-DYL szakasz 'H- 5N HSQC spektrumdn alacsony
jeldiszperzié Idthato. (E, F) A Ca-CB, illetve Ha médsodlagos kémiai eltolodisok
szintén a fehérje rendezetlenségét mutatjak, igen enyhe masodlagos szerkezeti

preferenciakkal A két kotomotivumot vilagos sarga szinnel kiemeltem.

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 eltlind
jelek, kiilonb6z6 jelsorozatok felbukkanasanak hidnya egy nagy molekulamérett
komplex kialakulasat bizonyitjak. Megmutattam, hogy a GKAP két kiilonbo6zo
kotémotivuma kilonbozdképpen alakit ki kotést az LLC8-cal, és hogy a motivum

kornyékén levé 10-14 aminosav is érintett az interakciéban (1d. 3. bra).

NMR mellett mas kisérletes modszerekkel is jellemeztem a komplexet. CD
spektroszkopiaval igazoltam, hogy a GKAP dinein ko6td 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 kotd
régidjan egyidejlileg mindkét kot motivumhoz képes LC8 partnerfehérje kotédni.
Megallapitottam, hogy a komplex disszociaciés allanddja, Kq = 0,29 uM. DLS
méréssel megbecsiiltem a komplex méretét, ami megfelelt az elézetesen szamitott

értékeknek (56 kDa).
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3. abra’ Jelolt GKAP-DYL + jeloletlen LC8 ,forward” titralas, 'H- N HSQC
spektrumok, valamint jelolt LC8 + jeloletlen GKAP-DYL ,reverz” titralas, 1H-1>N
HSQC spektrumok.



A tézisponthoz kapcsolodo kézlemény: [J1]
A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléaddsok és poszter prezentaciok: [02]-/06], [P3/]-
[P11]

5. tézispont

NMR spektroszkopiaval igazoltam, hogy a GKAP C terminalis régidja majdnem teljes
hosszdban funkciondlisan rendezetlen (Id. 4. 4dbra). Az NMR mérések alapjan
megallapitottam, hogy az 950-970 aminosavak kozott enyhe helikalis szerkezeti
preferenciaval jellemezhetd. Kozvetleniil a kétémotivum elétt egy kanyar (turn)
szerkezet talalhatd, melyhez hasonlé elem észlelhet6 egyes korabban leirt komplex
szerkezetekben is. Kisérleti eredményeim alapjan a GKAP C-terminalis régidja
partnerkotés hatasara a varttél eltér6 modon viselkedik. Bar nagyrészt megorzi
rendezetlenségét, nem csupan a kotés kialakitasaért elsGsorban felelds aminosavak,
hanem a C-terminalistdl tavolabbi pozicidk is jelentés mértékben érintettek. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a teljes hossztisagi molekulak kozotti kolesonhatas
soran létrejové komplex nem modellezhetd csupan a kotés 1étrejottéhez elsédlegesen

szliikséges molekularészletekr6l megléve ismereteink alapjan.

A tézisponthoz kapcsolods kozlemény: [J2]
A tézisponthoz kapcsolodo szobeli eléadasok és poszter prezenticick: [01], [P1]-[P2]
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4. abra: A GKAP-Ct43 konstrukcio 1H- 15N HSQC spektruma.
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Diszkusszid

Munkam soran sikeresen eldallitottam és NMR spektroszkopiaval, illetve mas
kisérletes technikakkal vizsgaltam a GKAP posztszinaptikus denzitas allvanyfehérje
két kiilonallé rendezetlen régigjat. Els6ként mutattam be kisérletes bizonyitékot
arra, hogy ez a két szegmens rendezetlen, valamint jellemeztem szerkezetiiket.
Bemutattam, hogy az NMR és a molekuladinamika egyiittes alkalmazasa informativ
lehet Osszetett, de rugalmas rendszerek esetében. Az eredményeim alapjan
1gazolodott, hogy rendezetlen fehérjék és komplexeik szerkezetvizsgalata soran
relevans lehet nem csak a szliken értelmezett SLiM motivumokat, hanem a kérnyez6
szakaszaikat 1s figyelembe venni, mert jelentls szerepl6l lehetnek egy-egy
interakcionak. A mért NMR spektrumok kiértékelésével, molekuladinamikai
futtatasok elemzésével részletesen bemutattam a vizsgalt dinein két6 régié és LC8
dimer molekula kozott kialakulé komplex globalis szerkezetét 1is, 1illetve
aminosavszintli kontaktusait is. A C-terminalis régié vizsgalata soran nagyfoku
rendezetlensége mellett azt 1s igazoltam, hogy az AlphaFold2 becslésének
megfeleléen a GKAP 950-970 szakasza helikalis hajlammal irhaté le. Eredményeim

megeré6sitik ennek a régionak az oldatbeli konformaciés preferenciait.

A posztszinaptikus denzitas alkotéelemeinek szerkezeti és funkcionalis vizsgalata
elengedhetetlen ahhoz, hogy olyan sejtszintl 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
megérthetjik az olyan folyamatok molekularis szintd hatterét, mint a tanulés,
memoéria vagy az agyi plaszticitds [13]. A GKAP fehérje aminosavszintd, illetve
funkcionalis egységek szerinti vizsgalataval hozzajarultam ahhoz, hogy jobban
értsiik a posztszinaptikus denzitast felépité molekulak mitikodését, igy az agyunk

muikodésének hatterében allé6 molekularis folyamatokat.
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