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Kivonat

A fehérjék nagyon fontos biomolekuldk, hiszen az életfolyamatok nagyrésze a fehérjék
létén, mozgasin és egymassal valé kolcsonhatésén alapszik. Nem statikus objektumok,
hanem allandd mozgasban vannak, belsé dinamikajuk van. Szerkezetiiket ezért leginkabb
atomi szerkezeti sokasagokkal lehet jellemezni. A munka soréan harom fajta fehérjét model-
leztem masok altal kozzétett kisérleti adatok alapjén: a globularis gasztrotropin fehérje, a
fibrillaris miozin VI SAH doménje és a rendezetlen CD3e fehérje citoplazmikus doménje.

A gasztrotropin fehérje epesavakat kot és azok szallitdsaban vesz részt. Ligandumko-
tésének atomi szintd részletei a sokrétt NMR mérések ellenére nem teljesen tisztazottak.
mutattak, mely hasonlit a holo 4llapothoz. A mérés sordn |Aw(1°N)| paramétereket is
meghataroztak.

Kutatasom soran olyan molekuladinamikai szimulacidkat végeztem az apo és a holo
NMR-rel Téke Orsolya kutatocsoportja altal meghatarozott atomi szerkezeteken, me-
lyekben az altaluk végzett NMR mérésekbdl szarmazé NOE és S? paramétereket épi-
tettem bele a Minimal Under-restraining Minimal Over-restraining protokollt hasznéalva.
Az ebbdl szarmazd szerkezeti sokasagok megfelelGen visszaadjak az altaluk mért kémiai
eltolodési paramétereket. Megkotés nélkiili molekuladinamikai szimulaciokbol egy nagy-
méreti sokasidgot nyertem, melyet alkoté minden egyes szerkezetnél egyenként az apo
allapot kémiai eltolodasaihoz képesti 1N kémiai eltolodasok kiilonbségeit osszehasonli-
tottam a Toke Orsola csoportja altal mért |Aw(15N| értékekkel. Sikeriilt néhany olyan
konformert azonositani, melyek nagy korrelaciét és kis RMSD-t eredményeztek ezekkel
a paraméterekkel osszehasonlitva. Ezek egy részénél a helikalis sapka és a C/D hurok
részben kitekeredik. Az eredmények alapjan a ligandumkdtésben a "portéal hipotézissel"
Osszhangban ennek a részleges kitekeredésnek szerepe van.

Kutatasom soran egy olyan programot fejlesztettem, mely gy prediktalja 100 amino-
savnal rovidebb rendezetlen fehérjeszakaszok atomi szinti szerkezeti modelljeit, hogy a
Dunbrack labor altal meghatarozott valdszintiségek alapjan véletlenszertien valaszt torzi-
0s szogeket a szekvencidlis szomszédokat figyelembe véve. Emellett a valoszintiségi eloszlés
kombinalhato egy a felhasznalo altal megadott eloszléssal aminosavanként, igy méar ismert
a priori szerkezeti preferencidk is modellezhetéek. A human Cd3e rendezetlen szakaszan
és a miozin fehérje SAH doménjén mutattam be az eljaras hasznalatat. A generalt szerke-
zetek j6 megfelelést mutatnak az e szakaszokra meghatarozott NMR, kisérleti adatokkal.

Fehérjeszerkezetek szekvencia és a priori szerkezeti preferencidk alapjan végbemend

atomi szintd modellezése remélhetSleg kozelebb viszi a tudoményos kozosséget a fehérjék
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funkci6janak és miikodésének és ezen keresztiil sok biologiai folyamat jobb megértéséhez.

Abstract

Proteins are important biomolecules, becuase a lot of biological processes are based on the
existence and dynamics of proteins and their interaction. Proteins are no static molecules,
they are constantly in motion, they have internal dynamics. Therefore their structure can
best be modelled with an ensemble of atomic level structures. In the course of this work,
three kinds of proteins were modelled based on experimental data published by others: the
globular protein gastrotropin, the fibrillar myosin VI SAH domain and the intrinsically
disordered Cd3e cytosolic domain.

The protein gastrotropin binds bile acids and plays a role in their circulation. The
atomic level details of its ligand binding is still not entirely elucidated in spite of several
NMR measurements. These experiments revealed a high energy state of the protein, which
is in slow exchange with the apo state and which is similar to the holo state. In these
measurements |Aw('°N)| parameters were also determined.

On the course of my research I performed molecular dynamics simulations on the apo
and on the holo state on atomic structure models determined by others with NMR mea-
surements. These simulations incorporate NOE and S? parameters published by others.
The simulations use the a Minimal Under-restraining Minimal Over-restraining proto-
col. The ensembles derived from these simulations have a good correspondence with the
chemical shift parameters determined by the group of Orsolya Tdke. I also generated
a large pool of conformers with unrestrained simulations. I compared the >N chemical
shift differences of the conformers compared to the apo structures. These differences we-
re compared with the |Aw(!°N)| parameters. I successfully identified a few conformers,
which have a good correlation and small RMSD with these parameters. In some of these
conformers the helical cap and the C/D loop is partially unfolded. The results point to
the role of this unfolding in the ligand-binding of the protein in accordance with the
"portal hypothesis".

In the course of my research I developed a program which predicts the atomic level
structure of protein segments shorter than 100 amino acids using probabilities derived by
the Dunbrack lab and chooses dihedral angles randomly based on these probabilities. The
program can combine this distribution with a user defined distribution residue by residue,
therefore being able to model already known a priori structural preferences. The working
of the program has been demonstrated with an intrinsically disordered segment of the
human Cd3e and the helical part of the porcine myosin VI protein. NMR experimental
parameters are available in the scientific literature for these segments. The generated
structures show good correlation with these parameters.

The atomic level modelling of protein segments based on sequence and a priori struc-
tural preferences hopefully brings the scientific community closer to the understanding

of the function and working and hence the understanding of many biological processes.
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Bevezetd

A fehérjék a legfontosabb biomolekulék kézé tartoznak. Meghatarozzéak a sejtek alakjat és
mozgasat, katalizaljak az élethez legfontosabb reakcidkat, lehetévé teszik az anyagtransz-
portot a sejtek és kornyezetiik kdzott és még szdmos mas molekularis folyamat meghata-
rozé szerepléi. Miikodésiik pontos leirdsa elengedhetetlen az életfolyamatok megértéséhez
és az azokba vald — pl. orvosi céla — beavatkozasok tervezéséhez.

A fehérjék szerkezetileg négy nagy csoportra oszthatok: globularis, fibrillaris, transz-

membran és rendezetlen fehérjékre (1. abra).

Fehérjék 3D szerkezete
N
/ ot % s
J
Feltekeredés J &0 z
Transzmembran §
O
Fehérjék jol meghatarozott 3D szerkezettel > F:n;
[
D
. =
Rendezetlen fehérjék
(IDPs): nincs jol
meghatarozott 3D
szerkezetiik

Rosszul feltekeredés

(misfolding) \. s

Ujonnan szintetizalt
fehérje

J/

Fehérje aggregatumok (a
legtobb fehérjénél ez
nem mukddo format
jelent)

1. Abra. A fehérjefeltekeredés kiilonbézé fazisai és lehetéségei. Lila téglalappal vannak jeldlve
azok a fajta fehérjeszerkezetek, melyek tanulmdnyozdisa e munka része. Dobson és
munkatdrsai [Dobson, 2003] cikke alapjin rajzolva.

Az els6 harom csoportba jol meghatarozott, idében alland6é haromdimenzids szerkezet-
tel rendelkezé fehérjék tartoznak. A globularis fehérjék lokalis, tin. méasodlagos szerkezete
valtozatos, tobb a-helikilis és/vagy [-szalas régiot tartalmaznak, és alakjuk megkozeli-
t6en gomb alaku. A fibrillaris tipusba a jellemz&en hosszu fonalszert alakkal rendelkezd
fehérjék tartoznak. A transzmembran fehérjék sok szempontbol tobbnyire a globularis
fehérjékhez hasonlitanak, de jellemz&jiik, hogy atnyulnak a bioldégiai membranokon. A
funkcionélisan rendezetlen fehérjék az el6zé harom csoporttal ellentétben nem rendelkez-
nek egyetlen jellemzs szerkezettel, hanem nagyfoku belsé mozgékonysdguk miatt szamos

konformaéci6 kozotti folyamatos atrendez6désben vannak.
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A fehérjék alakjanak valtozatossidga donté fontossagu szertedgazod biologiai szerepiik
meghatarozasaban. Ma mar jol ismert, hogy minden fehérje, nem csupén a rendezetlenek,
dinamikus objektum, és bels6 mozgésai a szerkezettel egyiitt szervesen hozzajarulnak a
molekuléris funkcié betoltéséhez. Szerkezetiikrsl atomi képet elGszor a rontgenkrisztallog-
rafia adott, mely egy statikus, kristalyos allapotban 1év§ szerkezetet irt le. Kés6bb azon-
ban egyéb kisérleti modszerekkel is lehetett vizsgélni a fehérjéket, példaul oldott faziso
NMR mérésekkel. E kisérletek soran sokkal tobb és részletesebb informaciot kaphatunk
a fehérjék bels6 dinamikajarol, mozgasairdl, tobb idéskalat is lefedve. Ezt a dinamikat
szerkezeti sokasdgmodellel is le tudjuk irni.

Mivel a fehérjék szerkezetének és belsé dinamikéjanak kisérletes felfedezése id6- és
pénzigényes, egyre inkabb teret hoditanak az in silico fehérjeszerkezeti és dinamikai sza-
mitasok. Ezeknél azonban nem szerencsés, ha egyaltalan nem kapcsoldodnak a kisérleti
adatokhoz, mivel nehézzé valik a modellek pontossaganak, azaz a valésaggal vald megfe-
lelésiiknek a biztositasa és annak ellenérzése is. Jelenleg igen hangsilyos iranyzat emiatt
az in silico modellezés kisérleti adatokkal valé kombinal4dsa. A modellek segitenek meg-
érteni, pontositani a kisérleti adatokat, a kisérleti adatok pedig realisztikusabbéa teszik
a modelleket. Ezt a kisérleti modelleket felhasznalé szamitdégépes atomi fehérje szerke-
zet modellezést mint korszerd modszert elterjedten hasznaljak méar évek dta. Megjegyez-
hetd, hogy val6jaban a koncepcié nem 1j abban az értelemben, hogy a hagyoméanyos
fehérjeszerkezet-meghatéroz6 modszerek adatszegények, azaz a meghatarozandé térbeli
koordinatak szama lényegesen meghaladja a kisérletileg mért paramétereket, emiatt nagy
mértékben tamaszkodnak a priori ismertnek vett, elsGsorban geometriai (kotéshosszak,
kotésszogek stb.) adatokra, melyeket a modellezési eljarasokkal rokon médon épitenek be
a protokollokba. Fz leginkabb az NMR-spektroszkopidval nyert adatokbol torténd szerke-
zetszamolasi 1épés soran érhetd tetten. A jelenleg egyre inkdbb terjedében 1évé "hibrid"
eljarasok sajatossaga, hogy a kisérleti paraméterek és a modellezésben hasznalt erGtér sa-
lya utobbi felé jobban eltolédik, hangsilyosabbéa téve annak szerepét, a hasznalt kisérleti
paraméterek pedig leginkdbb mar rendelkezésre all6 szerkezetek esetében értelmezhetek.
Erre példa a dologzatban késébb bemutatandé S? rendparaméter, vagy fehérjekomplexek
felépitéséhez hasznalt dokkolési eljardsokban alkalmazott kisérleti kényszerfeltételek.

Egy modellnek két {6 ismérve van: a pontossaga (accuracy) és a precizitasa (precision).
A pontossaga fejezi ki azt, hogy mennyire felel meg a valosagnak, 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 atlaga megfelel a
valésadgnak. Egy preciz, de nem pontos modellnél kicsi a széras, de az atlag messze jar a
valos értéktsl. A két eset koziil a pontos, de preciz modell limitaltan még hasznalhato,
de a nem pontos, amde preciz modell sajnos hasznéalhatatlan. Egy modell pontossagat
agy tudjuk ellendrizni, ha példaul tobbféle kisérleti modszer adatait hasznaljuk fel, hiszen
annak kicsi az esélye, hogy ugyanazt a hibat tobb kisérletnél is elkdvetik. Emellett fel-
merilhet az is, hogy a kisérleti adatokat a modelliink felépitésekor tévesen értelmezziik,
vagy rosszul dolgozzuk fel. Ez a hiba észrevehets példaul akkor, ha az egyik kisérletbdl

szarmaz6 adatoknak megfelel a modelliink, de egy mésik kisérletb&l szarmazé adatoknak
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nem felel meg, ez esetben gond van a modelliink pontosséagaval [Jenny Gu (Editor), 2009)].

A dolgozatban harom kiilonbo6z6 fehérjetipus szerkezeti sokagéainak elGallitasat és elem-
zését mutatom be: a globuléris fehérjék csoportjat a gasztrotropin fehérje képviseli, a
fibrillaris csoportot a miozin VI molekula maganyos a-helikalis (SAH) doménje, a CD3e
citoplazmikus doménje pedig a funkcionalkisan rendezetlen fehérjék kozé tartozik. A ga-
strotropin esetében megkotéseket tartalmazd molekuladinamikai szimulaciokat futtattam,
mig a mésik két fehérje esetében egy elézetes konformerkonyvtarat hoztam létre, mely-
bol szelekcioval allitottam el§ a kisérleti paramétereknek megfeleltethets sokaségokat.
A konformerkonyvtarak elsallitasat az altalam fejlesztett DIPEND (DIsordered Prote-
in Ensembles from Neighbor-dependent Distributions) program segitségével valositottam
meg. Mindegyik fehérjénél a fehérjesokasag kisérleti paramétereknek valé megfelelésé-
nek vizsgalatdhoz felhasznaltam a kutatocsoport mas tagjai altal fejlesztett CoNSEnsX ™+
programot.

A fehérjeszerkezet-modellezés azon moédjanak, melyet a miozin és a CD3e fehérje ese-
tében alkalmazunk, két 1épése van. Az els6ben egy nagyszamu szerkezetbdl allo, diverz
konformécios teret lefeds sokasagot hozunk létre a DIPEND programmal. Ennek egyenle-
tesen le kell fednie a fehérje konformacios terének minél nagyobb részét. A méasodik lépés-
ben ebbdl valasztunk a CoONSEnsX ™ program segitségével egy alsokasagot, mely megfelel
a kisérleti adatoknak. A két lépés kiillonvalasztésa azért elényds, mert igy mindkét 1épés
tetszés szerint alakithato az adott fehérje sajatossagait figyelembe véve.

A fentebb leirtakkal 6sszehangban a munka soran a szerkezeti modellek validalasdban

szakirodalmi adatokbol szarmazo kisérleti adatokat hasznélunk fel.
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1. fejezet

Szakirodalmi attekintés

Minden fehérjeszerkezet modellnek tekinthets, barmennyire kisérleti adatokon is alapul
a szerkezet létrehozasa, hiszen ez a teljes fehérje miikodésének csak néhany aspektusat
tudja leirni. Ezeket a modelleket kiilonb6z8 megkozelitéssel, moédszerrel lehet létrehozni.
Vannak olyan modszerek, melyek az adott fehérjére nem hasznalnak kisérleti adatokat,
hanem rokon fehérjékre vagy fehérjékre altalanossagban vonatkozé &altalanos adatokat
hasznalnak fel, ilyenek a szerkezet predikcidobol szérmazo modellek.

Vannak tn. kisérleti szerkezetmeghatarozasbol szarmazé modellek, ahol az adott fe-
hérjébdl szarmazoé kisérleti adatokat hasznélnak fel a modellépitéshez, de itt is sziikséges
altalanos adatok felhasznalasa, ez torténik példaul egy molekuladinamikai szimulacional
az erGtér hasznalatanal, hiszen annak adatai nem az adott fehérjére vonatkoznak. Van
olyan szerkezeti modellezés is, mely e ketts kozott helyezkedik el, azaz kisérleti paramé-
terekkel megkotott molekuladinamikai szimulacidokbol szarmazoé szerkezeti sokasag mint
szerkezeti modell jon létre vagy egy generalt szerkezeti sokasagbol kisérleti adatok segit-

ségével valasztott alsokasag lesz a szerkezeti modell.

Kiindulasi szerkezet

Konformaciés konyvtar létrehozasa
Kényszerfeltételekkel kombinalt,

sokasdag-alapt molekuladinamika

N\

A mért paramétereknek megfelelé
sokasag kivalasztasa szelekciés

eljarassal
) ) / Barmilyen, a
A kényszerfeltételeket szerkezetbdl
leird plusz visszaszamolhato
energiatag legyen paraméterre
differencialhato Dinamikat tiikroz6 sokasag alkalmazhaté

1.1. Abra. Egy szerkezetsokasdg generdldsdnak kétféle mdodja

Az 1.1. abran osszefoglaltam a kétféle szerkezeti modell generalésat: a kisérleti ada-
tokkal megkotott molekuladinamikai szimulaciok és a nagyszami konformerbdl kisérleti

adatok alapjan torténd szerkezeti sokasag valasztésat.
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1.1. Fehérjeszerkezetek predikcioja és modellezése

Az elmult évtizedekben nagyon sok fehérje szekvencidjat hataroztik meg, azonban atomi
szerkezete csak joval kevesebb fehérjének ismert. A PDB adatbazisban [Berman et al., 2000]
fellelhets szerkezetek szama legalabb harom nagysagrenddel kisebb, mint a UniProt adat-
béazisban [UniProt, 2020] fellelhetd szekvenciak szama [Pakhrin et al., 2021]. A fehérjék
szerkezetének kisérleti meghatarozasa sok id6t és pénzt emészt fel, ezért egyre népszerib-
bek az in silico predikcios eljarasok. A fehérjeszerkezetek predikcioja soran sok fehérje
szerkezetébdl szarmazé Osszesitett adatokat épitenek be a predikcidés moédszerbe, mely
ezen adatok alapjan hatéroz meg egy lehetséges fehérjeszerkezetet vagy szerkezeti so-
kasdgot, azonban az adott fehérjér6l, mint rendszerrsl nem épit be semmilyen adatot
a modelljébe, vagyis nem rendszerspecifikus. Még mindig sok a megvalaszolatlan kér-
dés a megdobbentden jo eredményeket produkalé modszerek, mint pl. az AlphaFold2
[Pakhrin et al., 2021] megjelenése ellenére. Az AlphaFold2 a fehérje szekvencidjahoz meg-
keresi a rokon szekvencidkat, majd ezeket egyméshoz illesztve megkeresi a konzervalt
és kevésbé konzervalt aminosavakat. Ezt az informaciot és az esetleg elérhetd templat
szekvencidkbol az aminosavak kozotti tavolsdginforméciokat felhasznalva aminosavan-
ként meghatérozza, hogy melyek vannak kozel egyméshoz, és melyek vannak tavolabb
egyméstol. Az AlphaFold2 ezt és a lokélis szerkezetre vonatkozd informéciot egységben
kezeli, és a mély neurélis halézaton tobbszor is atfuttatja ezeket az adatakat, végiil egy
rovid optimalizacid utan a predikalt szerkezetet ad ki, mely egydoménes fehérjék esetében
igen pontosnak bizonyul [Pakhrin et al., 2021|. Lényeges aspektusa azonban a modszer-
nek, hogy bar a becsiilt josidgi paraméter az egyes régiok esetében Osszefiiggésben van
a bels§ dinamikaval, igy pl. az AlphaFold2 a rendezetlenség becslésére is hasznélhato,
az egyetlen szerkezet, amelyet kiad, onmagéban nem képes a fehérje bels§ mozgésénak,
belsé dinamikajanak modellezésére, ami példéul rendezetlen fehérjék esetében kiilonésen
is fontos.

A fehérjeszerkezetek kisérleti adatok alapjan valdé modellezése és fehérjék szerkezetének
meghatarozésa hasonléak abban, hogy mindkett§ esetben kisérleti adatokat, valamint a
szerkezet predikcidkban is hasznalt a priori adatokat is hasznélunk. Ezek példaul a ko-
téshosszak, kotésszogek és torzids szogek, vagyis olyan adatok, melyeket egy molekularis
dinamikai erétér is definial. A kisérleti adatok pedig példaul NMR mérésekbdl szarmazo
paraméterek is lehetnek. A kiilonbség a szerkezet meghatarozas és modellezés kozott, hogy
a modellezésnél kevesebb kisérleti adatot hasznélunk, mint a szerkezetmeghatarozasnal,
valamint a modellezésnél el6feltételezésekkel is éliink, melyek altalaban szerkezet meg-
hatarozasnal nem &allnak rendelkezésre. A fehérjeszerkezetek predikcioja pedig egyaltalan
nem hasznal fel kisérleti adatokat, melyek az adott fehérjére vonatkoznak. A tudoméa-
nyos kozosség nagyaranyu eréfeszitése ellenére sok fehérje esetében a belsé dinamika még
mindig tisztézatlan. Egy peptidlanc torzids szdgei nagyon sok kombinaciét alkothatnak,
ahogyan ezt Levinthal is mar évtizedekkel ezel6tt megirta [Levinthal, Cyrus, 1968]. A
rendezetlen fehérjeszakaszok esetében, ahol kevés az a-helikilis illetve [-szélas masodla-
gos szerkezeti szakaszok aranya, még inkabb béviil a lehet&ségek tarhaza, hiszen még az

a-helikalis és (-szélhoz tarozd szogtartomény-megkotések sem érvényesek. Amikor egy
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fehérje kezdd szerkezeti sokaségat épitjiik fel, mindenképpen le kell sztikiteni egy heurisz-
tikdval a lehetGségeket. Az egyik lehet&ség erre a modell alulrél felfelé megépitése, ahol a

lokalis kolcsonhatasokra épitiink, vagyis a szekvencialis szomszédok egyméssal valo kol-

csonhatéaséra.
RENDSZER MODSZER
Globularis
domének \

Sokasag
megkdtés

Rendezetlen

fehérjek
‘\ Konformer
generalds
és szelekcio
Tobbdoménes 3
fehérjék

1.2. abra. A kiilénbéz6 rendszerek, és sokasdg-modellezésiikhéz ill6 mdédszerek, adaptdlva ku-
tatdcsoportunk 2013-ban megjelent cikkébsl [F. Angydn and Gdspdri, 2013]

Az egyik legjobb modszer rendezetlen fehérjék szerkezeti modellezésére egy diverz,
nagyszamu szerkezeti sokasag generéalasa, majd abbol NMR és SAXS (Small-angle X-ray
Scattering) mérésekbdl szamitott kisérleti paraméterek alapjan egy alsokasag kivalasz-
tasa (1.2. abra) [F. Angyan and Gaspari, 2013]. E paraméterek a fehérje mozgéasainak
sokaséig- és idGatlagat irjak le, emiatt e paramétereknek csak egy szerkezeti modellekbsl
all6 sokasag tud megfelelni, nem varhaté el, hogy egyetlen szerkezet teljesitse ezt a meg-
felelést, ezért beszéliink alsokasagrol, a rongtenkrisztallografidban megszokott egyetlen
szerkezeti modell helyett. E sokasigok tarolasara jott létre a Protein Ensemble Database
[Lazar et al., 2021],[Quaglia et al., 2021].

A rendezetlen fehérjeszakaszok modellezésére tobb program is rendezkezésre all. Az
egyik az ENSEMBLE |Krzeminski et al., 2013|, amely kisérleti adatokkal dolgozik, pél-
daul kémiai eltolédasokkal, és olyan modellsokasagot épit a Trades program segitségé-
vel [Feldman and Hogue, 2002|, mely megfelel ezen adatoknak. Sajnos a programot nem
tudtam hasznalni, mert a mai Linux rendszerekkel méar nem kompatibilis a nyilvanosan
elérhetd verzio.

Egy maésik ilyen program a Flexible Meccano [Ozenne et al., 2012|, amely fehérje kris-
talyszerkezetek rendezetlen (nem a-helikélis és nem [-szalas) szakaszaibdl vett fragmen-
sekbdl szamol valoszintiségi eloszlast a torzids szogekre, és igy épit fel szerkezeti sokasa-
gokat. Ezt a programot sem sikeriilt mtikddésre birnom a program altal hasznalt elavult

Java verzi6 miatt.
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Egy méar meglévs szerkezetsokasaghol kisérleti adatok alapjan valo valasztashoz tobb
szoftver &ll rendelkezésre. A kutatocsoportunk altal fejlesztett CoNSEnsX™ webserver
[Angyén et al., 2010] 1j verzi6ja [Dudola et al., 2017] moédositott "moho szelekcié" elja-
rassal képes alsokasagot szelektalni, mely alsokasag a bemeneti konformerek segitségével
elérhetd legjobb megfelelés — a felhasznald altal beallitott silyozas melletti — alsé becslé-
sének tekinthets. Emellett a webszerver tdmogatja a BME (Bayesian Maximum Entropy)
eljarast oly moédon, hogy az annak hasznalatdhoz sziikséges bemeneti allomanyokat els-
allitja, illetve a BME kimeneteként kapott stilyozast felhasznalja a megfelelés szamitéasa-
hoz és megjelenitéséhez [Bottaro et al., 2020|, [Daniel Dudola, 2020]. Sanches-Martinez
és Crehuet altal irt maximum entropia alapjan RDC adatokat felhasznéalva vélaszt also-
kasagot [Sanchez-Martinez and Crehuet, 2014].

Ez a fajta modellezés hasonlit az NMR, adatok alapjan 1év§ szerkezetmeghatérozas
elvére, mivel mindkett6ben alulhatarozott a probléma, azaz joval kevesebb kisérleti pa-

raméter all rendelkezésre, mint a rendszer szabadséagi fokai.

1.2. Fehérjék bels6 dinamikaja

Vibracid, libracid, Ligandumkétés, katalizis,
oldallanc forgas feltekeredés, allosztérikus szabalyozas
ps ns us ms S
Ry, Ry, ssNOE CPMG CEST
—_— —
R 77 kicserélédés
1p
Adiabatikus

relaxacids szérodas

1.3. abra. Idéskdldk, melyeken fehérje belsédinamikai mozgdsok végbemennek, és az ket vizs-
gdlé kisérleti mddszerek, adaptdilva Chao és Byrd cikkébsl [Chao and Byrd, 2020].

A fehérjék bels6 mozgasai kiillonboz6 iddskilakat olelnek fel, e mozgéasok jellemzGen
mas-mas tipust biologiai funkciokkal hozhatoak Osszefiiggésbe (1.3. abra). A ps-ns skalan
a fehérjék kotéseinek vibracidja, oldallancainak mozgasa torténik, a us-t6l mésodperces
idGskaldig lejatszodd mozgasok pedig a ligandum kotés, katalizis, feltekeredés, allosz-
térikus szabélyozas [Chao and Byrd, 2020]. A gyors mozgasok a fehérjék konformacios

entropidjanak is lényeges meghatérozoi lehetnek.
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1.2.1. Magneses magrezonancia (Nuclear Magnetic Resonance, NMR)
spektroszkopiai mérések

A magneses margrezonancia a magnesesen aktiv atommagok gerjesztésén alapulé mod-
szer, oldat- és szilard fazisban is alkalmazhaté. Munkam soran oldatfazisi vizsgalatok
eredményeit hasznaltam fel. Ennek soran a (citoplazmikus vagy extracellularis) fehérjé-
ket természetes kornyezetiikhoz nagyon hasonlé koriilmények kozott vizsgaljuk egy minta-
cs6ben. Az erGs magneses térbe helyezett atommagokat in. radidfrekvencids sugéirzassal
gerjesztve és az ebbdl szarmazo jeleket detektalva és feldolgozva — itt tovabb nem részlete-
zett moédon — a fehérje térszerkezetének és belsé dinamikajéanak kiilonbozé aspektusaibe
nyerhetiink betekintést, ahogy ez az 1.3. abran is latszik. Az NMR-spektroszkdpia két
nagyon fontos aspektusa az atomi szinti felbontas, azaz hogy az egyes aminosavak adott
atomjairol egyedileg kaphatunk informaciot, illetve a kiilonféle mérések altal felolelt, igen

tag idoskala.

1.2.2. NMR paraméterek

A kémiai eltolodas paraméterek fontos informéaciot adnak a fehérje szerkezetérdl és belsé
dinamikajarol. A kémiai eltolédés — némileg leegyszertsitve — az adott atomra egyedileg
jellemz§ rezonanciafrekvencia, mely fiigg az atom kémiai tipusatol és a koriilotte 1évd
elektronstirtiségtsl, melyet a kémiai kotéseken kiviil a térben kozel 1év6 csoportok is befo-
lyasolnak. Ezaltal a fehérjemolekulék esetében a kémiai eltol6édasok szorosan Osszefliggnek
a masodlagos és harmadlagos szerkezettel.

A CA és a HA kémiai eltolodéasok arrdl tudositanak, hogy a peptidlancnak milyen a
lokalis konformacioja. Titrélasi kisérletekben a kémiai eltolodasok véaltozasainak kvetése
informaciot adhat a kotShelyrsl, a kolcsonhatéas soran bekovetkezd szerkezeti-dinamikai
valtozasokrol és a kotési allandorol is [Géaspari and Perczel, 2010].

Az S? altalanos rendparaméter az amid N-H kétés mozgékonysagarol ad informaciot!.
Ertéke 0 és 1 kozott van. A 0 értéknél a kotés teljes konformacios szabadsagot élvez,
1-nél teljesen megkotott a mozgasa, vagyis csak a fehérjemolekulaval egyiitt mozog a
kotés |Gaspari and Perczel, 2010]. Definicioja mindig egy sokaségra vonatkozik, hiszen
egy szerkezetre értéke mindig 1. Kiszamolasa el6tt a sokasig szerkezeteinek illesztése
sziikséges. [F. Angyan and Géspari, 2013]. E paraméter NMR relaxaciés adatokbol valo
szarmaztatasanak modjat Lipari és Szabo dolgozta ki [Lipari and Szabo, 1982].

Az NOE (Nuclear Overhauser Effect) paraméterek atomok tavolsagarol adnak informé-
ciot, igy a fehérjék atomi szinti szerkezetmeghatarozasahoz hasznalhatéak. Legtobbszor
a hidrogénatomok kozotti tavolsagat hasznaljuk. Ezek a tévolsagok a fehérjék folytonos
mozgasai miatt nem egzaktak, hanem tavolsagsdvok hatarozhatok meg. Két kozel, 1&vs,
de egymassal 4t nem lapolo hidrogén atom tavolsaga 1.8 A. A sévok tipikusan 1.8-2.5,
1.8-3.5 illetve 1.8-5.0 A tavolsag értékekbe esnek. Amennyiben nagyon flexibilis a fehérje,
akkor csak a szekvenciaban egymés melletti aminosavak hidrogénjei vagy egy aminosavon

beliili hidrogének tavolsagarol kapunk informéciot [Gaspari and Perczel, 2010]. Sokaség-

1Létezik metilcsoportra vonatkoztatott valtozata is, az jelen dolgozat szempontjabol nem relevans
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atlagolasuk dgy torténik, hogy egy azonos atomcsoport tavolsidgainak a -6. hatvanyét
vessziik (r~%), majd Osszegzés utan ennek megfelels fokt gyokot vonunk. Kényszerfel-
tételéként valo alkalmazésuk multireplika szimulaciok esetében ideélisan szerkezetparok
kozott torténik a tulillesztés elkeriilése végett, ahogyan ezt a MUMO (minimal under-
restraining minimal over-restraining) megkozelités is teszi |Richter et al., 2007|, ugyanis
ez az atlagolasi modszer ketténél tobb molekula esetére alkalmazva akar nagyon nagy

egyedi eltéréseket is megengedhet.

1.4. dbra. A MUMO (Minimal Under-restraining Minimal Over-restraining) mddszer dbrdja,
Richter és munkatdrsai cikke [Richter et al., 2007] alapjdn rajzolva.

Az RDC (residual dipolar coupling, maradvany diopolaris csatolas) paraméterek sokat
elarulnak a fehérjék szerkezetérdl és belsé dinamikajarol, egészen a us-os mozgéastarto-
ményig [F. Angyan and Gaspari, 2013|. Az atommagok kozotti vektorok relativ orien-
tacidjat és dinamikijat irjak le. AlapvetSen az adott atomok kozotti vektor és a kiilsg
magneses tér kolesonos irdnyultsagatol fiiggenek, ezért a hagyomanyos oldatfazisit mé-
résekben, vagyis izotrop esetben kiadtlagolédnak a fehérje forgd mozgasa miatt, mert a
két atom altal a méasneses térhez képest meghatarozott vektor egyenletes valdszintiséggel
veszi fel a lehetséges térbeli irdnyokat. Azokban az esetekben tudjék Sket mérni, ahol e
vektor irdnya nem véletlenszerti. Ennek eléréséhez a fehérjéket olyan tn. rendezett ko-
zegbe (oriented medium) teszik, mely felhigitott kristalyszerd szerkezettel rendelkezik,
ilyenek a bicellak és a bakteriofagok. Jo esetben ez a kisérleti elrendezés nem valtoztat-
ja meg a fehérjék dinamikajat [Gaspari and Perczel, 2010|. Kiértékeléséhez sziikség van
a molekula méagneses térhez képest val6d orientacidjanak megbecsiilésére, amely orienté-
ci6 egy sokasig tagjainal kiilonboz§ lehet, szerkezetrdl szerkezetre valtozhat sztérikus és

elektrosztatikus okok miatt is [F. Angyan and Gaspari, 2013]. Megjegyzendd, hogy iga-
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zén részletes dinamikai informéacié kinyeréséhez tobbféle kozegben mért, egymastol li-
nearisan fiiggetlen RDC paraméterkészletek sziikségesek, és ezek kinyerése messze nem
trivialis [Higman et al., 2011].

Mivel e paraméterek mindegyike mas-méas aspektuasat emeli ki a szerkezeti model-
leknek, tobb paraméter egyidejii beépitése a modellalkotédsba néveli annak pontossagat.
Az egyik ilyen modszer a MUMO (Minimal Under-restraining Minimal Over-restraining)
[Richter et al., 2007] (1.4. abra), melynek soran tobb (altalaban 8) parhuzamos moleku-
ladinamikai szimulaciot (replikat) futtatunk, ahol egy-egy idépillanatban a 8 replika S?
paraméter atlaganak meg kell felelnie egy adott értéknek minden aminosavra, a NOE
megfeleléseknek pedig szerkezetparonként kell teljesiilnie. Ehhez némileg hasonlé mod-
szert hasznaltak tobbek kozott az ubikvitin fehérje gyors idéskalaju belsé dinamikijanak
feltérképezésére [Lindorff-Larsen et al., 2005].

1.2.3. A ligandumkotés modelljei

Fehérjék ligandumkotésének magyarizatara az évtizedek soran tobb elmélet is sziiletett.
A Fischer-féle kulcs-zar modell a legegyszertibb koziiliik: itt a fehérje és a ligandum is
statikus, és megtalalva egymast pontosan egymaésba illenek (1.5. A abra). Ez az elmélet
igen fontos mérfoldkove volt a molekularis komplementaritas felismerésének, és megter-
mékenyitSleg hatott a fehérje-ligandum kolcsonhatéast vizsgalé kutatasokra, azonban mi-
vel a partner molekulakat inherens médon statikusnak kezeli, a biomolekulédk dinamikus
mivoltédnak felismerésével pontositasra szorult. Jelenleg két masik fajta elmélet 1étezik: a
Koshland-féle indukalt illeszkedés modell, mely szerint a ligandumko6tés indukal a fehérjén
egy olyan konformaéciévaltozéast, melynek kévetkeztében a fehérje felveszi a ligandumko-

tott konformaciot, mely mar jobban illeszkedik a ligandum szerkezetéhez (1.5. B abra).

A
+ W = [N
B
< = | <
C
f + 4 = |4

1.5. abra. A ligandumkotés hdaromféle elmélete (A) Fischer-féle kulcs zdr modell (B) Indu-
kalt illeszkedés (C) Konformdcids szelekcio. Boehr és munkatdrsai cikke alapjdn
rajzolva [Boehr et al., 2009]

A masik elmélet a konforméciés szelekci6é elmélete. Ez szerves kapcsolatban van a fe-

hérje konforméciés tajkép elméletével, mely szerint egy fehérje nagyon sok kiilénbo6zd,
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hasonl6 energiaszinti konforméaciét felvehet, melyek kozott ott vannak azok a valami-
vel magasabb energiaji konforméciok is, melyek a kotott allapothoz nagyon hasonloak,
csak ligandum nélkiiliek (1.5. C &bra). E konformaciok 6sszessége, ha az energiaszinteket
abrazoljuk, egy hegyes-volgyes tajképhez hasonlit. Az alacsonyabb energiszinti konfor-
maciok, azaz a volgyek jobban populaltak, vagyis tobb van bel6liikk, mint a t6bbibdl.
A konformécids szelekcié elmélete szerint a ligandum megjelenése ezt a tajképet ala-
kitja at gy, hogy a magasabb energiaji, a kotott allapothoz hasonlé konformaciokbol
tobb legyen, melyekbe a ligandum be is kot. Boehr és munkatarsai mindezekrél leirjak
[Boehr et al., 2009]|, hogy a fehérjék ligandumkotésében, vagy akar fehérje-fehérje koleson-
hatasokban, s6t RNS-fehérje kélcsonhatasokban is a konformécios szelekcid és az indukalt
illeszkedés is szerephez jut. A ligandum a konformécios szelekcio szerint valasztja ki a neki
megfelel§ konforméciot, azonban az oldallancok és a f6lanc kélesonhatasanak optimaliza-
ci6jaban az indukalt illeszkedés jatszik szerepet, vagyis a ligandum kotése alakitja ki az ol-
dallancok és a f6lanc viszonyanak kotott allapotra jellemz6 formajat [Boehr et al., 2009).
E szerz6k szerint az, hogy a két mechanizmus koziil melyik jut érvényre, attol fiigg, hogy
a fehérje és a ligandum ko6zott eleve milyen erds az interakcié. Ha erds, akkor az indu-
kalt illeszkedés jut nagyobb szerephez, ha gyengébb, akkor a konformaécids szelekcioé lesz
dominéns [Boehr et al., 2009].

Annak kideritésére, hogy a fehérje végteleniil sok konformécios lehetGsége koziil melyek
azok, amelyek gyakran megjelennek, és melyek azok, amelyek hasonloak a ligandumko-
totthoz, a kutatok kisérleti modszereket alkalmaznak. Ilyenek a rontgenkrisztallografia,
a kisszogi rontgenszoras (SAXS), a méagneses magrezonancia (NMR) meérések és egyéb
fehérjeszerkezet meghatarozo modszerek. Jelen munka soran NMR mérések adataival fog-
lalkozunk, ezek koziil is kiilonosképpen az S2, NOE, kémiai eltolodas és RDC paraméte-
rekkel.

1.2.4. Rendezetlen fehérjék és sokasagaik

Vannak olyan fehérjék, amelyekben nincs vagy nagyon kevés az olyan szakasz, amelynek
stabil térszerkezete lenne. Ezek a fehérjék kiilonosen sok konformaciot felvehetnek, igy
nagyon diverz dinamikéaval és szerkezettel rendelkeznek. Sok biologiai folyamatban részt
vesznek, példaul a sejtfolyamatok transzkripcio és transzlacié altali szabalyozésiban, a
fehérjék feltekeredésében mint chaperon fehérjék, a DNS kondenzalasdban, az mRNS
érésében és splicingjaban, a fehérjék szallitasdban, stb. A rendezetlen fehérjék meghi-
basodasa a homeosztazis felbomlésahoz vezet, példaul neurodegenerativ betegségekhez,
rakhoz, cukorbetegséghez, sziv- és érrendszeri betegségekhez. Aggregalodasuk un. prion
betegségekhez is vezet. Emellett korokozok, példalul virusok rendezetlen fehérjéket hasz-
nalnak arra, hogy a gazdasejt jelatvitelét megzavarjak. Ezért is 6vezi érdeklfdés ezen
fehérjéket, mint gyogyszercélpontokat [Dunker et al., 2001|, [Tompa, 2012].

A mér emlitett jelenség, hogy a fehérjék allandéan mozgésban vannak, azaz sok kon-
former alland6 kicserél6désében, még hangsiilyosabb a rendezetlen fehérjék esetében. A
legtobb kisérleti paraméter, mint példaul az NMR kisérletekbdl szarmazoak e konforme-

rek atlagat irjak le [F. Angyan and Gaspari, 2013]. Ezért eredményezheti a dinamika és
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a szerkezet jobb jellemzését a rendezetlen fehérjék sokasag modellezése egy-egy statikus

szerkezeti modellhez képest.

1.3. A munkadm soran vizsgalt fehérjék attekintése

1.3.1. A gasztrotropin fehérje

A gasztrotropin, més néven I-BABP vagy FABP6 az epesavak majbol vald transzportja-

ban jatszik szerepet [Smathers and Petersen, 2011|. Az epesavak a majban szintetizalod-

nak koleszterinb@l, majd a proximaélis vékonybélbe szekretdlédnak az epébdl, majd tjra-
hasznosulnak a vérkeringésen keresztiil [Zwicker and Agellon, 2013|, [Trauner and Boyer, 2003].
Ez az ujrahasznositas biztositja azt, hogy csak egy kis részét kell az epesavaknak szin-
tetizdlni. A gasztrotropin fehérje ebben az Gjrahasznositasi folyamatban jatszik szerepet

a disztalis vékonybél felszivodasban szerepet jatszé nyalkahartyasejtjeiben 1évd kotési
kolesonhatéasok utjan [Horvath et al., 2012] [Lin et al., 1990], emellett a koleszterin haz-
tartasban is részt vesz [Smathers and Petersen, 2011], [Alrefai and Gill, 2007].

[l-es hélix

G-H régio E-F régid

1.6. Abra. Az apo humdn gasztrotropin (piros, PDB azonosité 101U 7-es modell) és a holo
gaszrotropin (kék, PDB azonosité 2MM3 1-es modell). UCSF Chimeraval késziilt
a kép [Pettersen et al., 2004].

A gasztrotropin az intracellularis lipidkotd fehérjék (iLBP) csaladjanak tagja, mely
15-kDa méretii fehérjékbdsl all. Ezek zsirsavakat, retinoidokat, koleszterint, és epesavakat
kotnek [Veerkamp and Maatman, 1995|. Emellett kimutattak, hogy ezek a fehérjék szere-
pet jatszanak a sejtmagi hormonreceptorok transzkripcios aktivitasanak stimulalasidban
is [Sessler and Noy, 2005] [Ayers et al., 2007] [Nakahara et al., 2005]. Ebben a fehérjecsa-
ladban a gasztrotropin alcsaladja kiilonleges abban a tekintetben, hogy ezek a fehérjék
két ligandumot [Tochtrop et al., 2002] [Eliseo et al., 2007] vagy esetleg harmat is tudnak
egyszerre kotni [Turpin et al., 2013] [Kouvatsos et al., 2007]. A PDB adatbézisban 101U
azonositoval talalhatod a gasztrotropin fehérje ligandum nélkiili (apo) szerkezeti modellje,
melyet Kurz és munkatarsai hataroztak meg. A koliltaurin kotott format NMR (Nuclear
Magnetic Resonance) spektroszkopiaval szintén Kurz és munkatarsai hataroztdk meg, és

101V azonositoval talalhaté meg [Kurz et al., 2003]. Azota a humén gasztrotropin fehér-
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jének egy olyan formajat is meghataroztdk NMR spektroszkopiaval, ahol ligandumként a
glikokolsav és a glikokenodezoxikolsav is jelen van [Horvath et al., 2016]. Rokonaihoz ha-
sonldéan a gasztrotropin fehérje is S-hord6 forméaja, 10 antiparallel S-szalbol all, melyeket
A-t6l J-ig jeloliink, és két a-hélixbdl, melyeket I és II szamokkal jeloliink. A S-hordén be-
liil egy koriilbeliil 1000 A3 mérett kotszseb foglal helyet [Banaszak et al., 1994|. A fehérje
ligandumkétése pozitiv kooperativitast mutat [Tochtrop et al., 2002], mely a megkotott
epesavak hidroxilaltsagi mintézata altal vezérelt [Tochtrop et al., 2003|. Ennek megfelels-
en a hidrogénkotések halozata fontos kozvetits szerepet jatszik a ligandumkotés koopera-
tivitasaban [Toke et al., 2006]. Amellett, hogy kommunikacié van a két kotShely kozott,
a di- és trihidroxi epesavak preferenciat mutatnak a kdotés helyét tekintve egymas jelenlé-
tében [Tochtrop et al., 2004]. A ligandum nélkiili (apo) és a ligandumkotott (holo) forma
Osszehasonlitdsabol nyilvanvald, hogy az epesav kotés agy jon létre, hogy nagy konforma-
cios valtozas torténik az E-F és a G-H régiokban, valamit a C/D hurokban, és a kozelebbi
helikalis sapkaban [Horvath et al., 2012] [Turpin et al., 2013] (1.6. abra). NMR mérések
azt mutatjak, hogy az apo forma lasst kicserél6désben van egy rejtett, kis populaciéban
jelen levs konforméacioval, amely bizonyos szerkezeti elemekben a holo formahoz hasonlo
[Horvéth et al., 2014]. Erdekes médon azok az aminosavak, amelyek konformécios fluk-
tuaciot mutatnak a ps-ms idgskalan, két csoportba oszthatok, egy "lassi" és egy "gyors"
csoportba, melyek térben ugy tiinik, elkiloniilnek. Mig a "lassu" csoport a helikalis régio
egy részét, a C/D hurkot és a B és D [-szalakat foglalja magaban a fehérje N terminalis
részén, vagyis szekvencidlisan a fehérje elsé részén, a "gyorsabb" csoport az EFGH fehér-
jerészben és szekvencialisan a fehérje C terminalis felében talalhato [Horvath et al., 2014].
Fontos annak a tanulméanyozéasa, hogy a ligandumok hogyan jutnak be a fehérje belse-
jébe, hiszen ott vannak a ligandum kotShelyek. A leginkabb elfogadott magyarazat erre
a "portal hipotézis", mely szerint a C/D és az E/F hurkok és a Il-es hélix egyiittese
teszi lehet6vé a ligandumok bejutasat [Hodsdon and Cistola, 1997| [Jenkins et al., 2002]
[Ragona et al., 2014]. NMR szerkezeti és dinamikai kisérletek arra mutatnak, hogy egy
konformaécio szelekciés mechanizmus érvényesiil a ligandumkotésben, mely magaban foglal
egy zart és egy nyitott konformacio kozotti kicserélddést a human [Horvath et al., 2016]
és a csirke méjbeli BABP fehérjerokonokban [Cogliati et al., 2010]. A fehérje bels6 moz-
gasat feltérképezé NMR mérések mellett molekuladinamikai szimuléciok is alatamasztjak
korrelalt mozgasok jelenlétét a huméan gasztrotropin fehérjében és az apo formaban az
E-F régio részleges kitekeredésére is ramutatnak [Horvath et al., 2017].

Egy tanulmanyban [Horvath et al., 2019] a fehérjében el6forduléd hisztidin aminosavak
hatasat vizsgaltak a fehérje bels6 dinamikajara. Termodinamikai és kinetikai mérésekkel
kimutattak, hogy a hisztidinek protonalt forméaja kedvez a ligandumok kotésének. Mole-
kuladinamikai szimulaciokat is végeztek, és ezek kimutattédk, hogy protonalt hisztidinek
esetén a fehérje szerkezete stabilabb. Tanulmanyukban azt a kovetkeztetést vonték le,
hogy a ligandum belépése és kilépése allosztérikusan van szabélyozva, mely pH fiiggé.
Ezzel az e munkaban felvazolt eredményeket kiegészitették a pH valtozésra vonatkozé

informéacidkkal.
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Fehérje Domén BMRB Szekvencia

neve azonosito

CD3e citoplazmikus | 18889 SLKNRKAKAKPVTRGAGAGGRQRGQNKERPPPVPNPDYEP
IRKGQRDLYSGLNQRRI

Miozin VI | SAH 30591 KQQEEEAERLRRIQEEMEKERKRREEDEQRRRKEEEERRM
KLEMEAKRKQEEEERKKREDDEKRIQAE

1.1. tablazat. A vizsgdlt CDSE és Miozin VI fehérje domének BMRB azonositdi és szekvencidi

1.3.2. A miozin VI fehérje SAH doménje

A maganyos a-hélix (SAH) domének ritkan fordulnak els, mert énmagukban az a-hélixek
nagyon instabilak, mivel hidrogénkotésekért a viz oldoszer, illetve a fehérje f6lanc hidro-
génkotései versenyeznek. Néhany fehérjénél azonban egy kiilonleges mintazat segitségével
meégis stabil tud maradni egy ilyen domén. Ebben a mintazatban altalaban négy negativ
toltésti aminosav, példaul a glutaminsav, és utana négy pozitiv téltésti aminosav, példaul
a lizin és az arginin valtjak egymaést, ezt hivjdk ER/K mintazatnak. Ez a domén egyfajta
konzolgerenda (cantilever arm) szerepet tolt be a fehérje miikodésében, hidat képezve
a domének kozott [Sivaramakrishnan et al., 2008|. Ahhoz, hogy olyan fehérjeszegmenst
modellezziink, mely a priori ismert szerkezeti preferenciaval rendelkezik, a miozin VI
fehérje a-helikalis SAH doménje tokéletes tesztalany. Ez a helikélis rész a miozin mo-
torfehérje emelSkarjanak része. Ez a fehérje az izmok G6sszehtuzédasaban jatszik szerepet.
A 60BI PDB azonositoval rendelkez6 szerkezetet véilasztottuk referencianak, mely az el-
s6 olyan NMR szerkezet, ami SAH domént tartalmaz. A hozzatartozd kémiai eltoldédas
adatok BMRB azonositoja 30591 [Barnes et al., 2019], szekvencidja az 1.1 tablazatban
olvashat6. Barnes és munkatarsai e szerkezet meghatarozasdhoz tobbféle NMR paramé-
tert mértek, példaul PN, BC és ' H kémiai eltolodasokat, 3Jgnma skalaris csatolasokat
é6s N — H,2C" — H, illetve !N — ¢’ RDC (reziduélis dipolaris csatolasokat).

1.3.3. A Cd3c fehérje

Az immunrendszer tanulméanyozéasa szempontjabol fontos a T sejtek aktivalasanak fo-
lyamatat megérteni, hiszen igy tudjuk a koérokozok elleni védekezést segiteni, illetve az
autoimmun betegségeket kezelni. A Cd3e (T cell antigen Receptor TCR) fehérje a Major
Histocompatibility Complex (MHC) része, mely egy T sejt renceptor komplex. Egy kor-
okoz6bol szarmazo peptidszakasz aktivalja ezt a komplexet, melyhez egy antigén bemuta-
t0 sejt hozza a peptidet. Ez tobb esemény megtorténtét okozza, tobb jelatviteli titvonalon
hatva (példaul a RAS, P53 és az NFAT utvonalakon). Ez végiil a T limfociték és végss so-
ron az immunrendszer aktivalasahoz vezet, ami effektor T sejtek generélasét jelenti. Emel-
lett ez a fehérje még a kalcium jelatvitelben is szerepet jatszik [Huang and Wange, 2004].
Citoplazmatikus doménje nagyrészt rendezetlen, azonban NMR-rel vizsgalhato. Az Cd3e
fehérje 153-207 aminosavainak kémiai eltoloédésait tartalmazéd adatsor BMRB azonositoja
18889 [Isaksson et al., 2013], szekvencidja az 1.1 tablazatban olvashato.
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2. fejezet
Célkittizések

Munkam soran célul tiztem ki egyes kivalasztott fehérjék dinamikus szerkezeti sokasaga-
inak elGallitassat és jellemzését azok belsé dinamikaja funkcionélis szerepének megértése
céljabol. A vizsgalt rendszerek kozé a globularis, S-hordo szerkezetii gasztrotropin, a mi-
ozin VI fibrillaris magényos a-helikalis nyaki régioja, valamint a CD3e funkcionélisan
rendezetlen citoplazmikus szakasza tartoztak. A csoportunk korabban adaptalta a globu-
laris fehérjék ps-ns idéskalajia mozgasait jellemzs S? rendparamatétereket beépiteni képes
MUMO protokollt a nyilt forraskdédia GROMACS molekuladinamkai programcsomagba.
Ezen kiviil rendelkezésemre allt a Dudola Daniel altal tovabbfejlesztett CoNSEnsX™ el-
jaras, mely alkalmas az elGallitott sokasagok elemzésére és a szelekcioval adott paraméte-
reknek jobban megfelel§ alsokasag kivalasztdsara. Nem allt ugyanakkor rendelkezésiinkre
olyan, nyilt forraskéda és rugalmasan modosithato eljaras, mely fibrillaris és rendezet-
len fehérjék sokasagainak modellezésére alkalmas lehetett volna. Ezért ezen rendszerek
vizsgalatahoz 4j eljaras kidolgozasa is sziikségessé valt.

A doktori munkam soran specifikusan kittizétt céljaim:

1. A gasztrotropin fehérje jellemz§ bels6 mozgasainak leirasa és azok biologiai jelen-

t&ségének elemzése, ezen beliil specifikusan:

(a) a fehérje apo és holo allapotat modellezs szerkezeti sokasagainak elsallitasaval,
amelyek megfelelnek mind a felhasznalt, mind fiiggetlen kisérleti adatoknak

(b) a gasztrotropin fehérje bels6 mozgasai szerepének vizsgalata a fehérje ligan-
dumkotésében széles konformacios teret bejaro sokasagok és azok kisérleti ada-

tokkal vald Gsszevetésének vizsgalataval

(c) a ligandumkotésre vonatkozo portal hipotézis cafolata vagy megerdsitése, il-

letve a ligandumkotés egyéb jellemzGinek felderitése

2. Rendezetlen és fibrillaris fehérjék szerkezeti sokasagainak elGéllitasara alkalmas el-

jaras kifejlesztése és ennek segitségével konkrét modellrendszerek vizsgélata:

(a) a program alkalmazasa a CD3e fehérje funkcionalisan rendezetlen citoplazmi-
kus doménje belsé dinamikajit reprezentalod sokasag elGallitaséra és funkcio-

néalis relevanciajanak vizsgalatara
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(b) a miozin VI fehérje SAH doménje szerkezeti valtozatassaganak vizsgalata az
egyenes, "radszerd" szerkezettdl valo eltérések mértékének modellezése célja-
bol.
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3. fejezet

Mobdszerek

3.1. A GROMACS program

Ezt a hasznos és eszencialis eszkdzt, melynek neve a Groningen M Achine for Chemical Si-
mulation roviditése (https://manual.gromacs.org/documentation/) a 90-es évek elején
kezdték el fejleszteni ANSI C-ben [Van Der Spoel et al., 2005]. Molekuladinamikai sza-
mitasokat végez, modellezve a fehérjeatomokra hatd ersket. Kompatibilis tébbféle mésok
altal kifejlesztett erétérrel, azaz erGparaméterezésekkel. Jol parhuzamosithato és nagyon
jol dokumentélt. Emellett nyilt forraskédi és szabadon beleépithetSk sajat rutinok, mo-
dulok. Gasztrotropinnal kapcsolatos szamitésainkhoz a 4.5-0s verziot [Pronk et al., 2013]
hasznaltuk, melyet Gaspéari Zoltan évekkel ezeltt kiegészitett egy az S? paraméterek
sokasdgatlagat kényszerfeltételként hasznalhaté modullal. Mas szimulaciokhoz pedig a
2020-as verziot hasznaltuk [Abraham et al., 2015].

3.2. A CoNSEnsX-+ webszerver

Ezt a programot kutatécsoportunk implementalta. Ebben személy szerint nem vettem
részt, csupan felhasznaltam a programot a generalt sokasagok elemzésére. A webszerver
(github.com/PPKEBioinf/consensx.itk.ppke.hu) [Angyan et al., 2010] [Dudola et al., 2017
egy t6bb modellbdl 4ll6 PDB szerkezetet var bemenetként és egy paraméterfajlt, mely le-
het egy NOE tavolsagokat tartalmazdé NMR-star formatumau fajl, és egy masik NMR-star
forméatumau fajl, melyben kiilonb6z6 NMR, paraméterek vannak megadva. Ezek a PDB
vagy a BMRB adatbazisbol letolthetek. A kétféle paraméterfalj egyszerre is alkalmzhato.
A webszerver kiilonb6z8 masok altal fejlesztett programokat (SHIFTX [Neal et al., 2003]
és PALES [Zweckstetter and Bax, 2000]) felhasznalva visszaszamolja a szerkezeti sokaség-
bol az NMR paramétereket, majd ezeket Gsszehasonlitja a beadott paraméterekkel. Egy
1j fejlesztés nyoméan masodlagos kémiai eltolodasokkal is tud szamolni a webszerver szek-
vencialis aminosavszomszédokkal korrigalt random coil értékekbdl [Tamiola et al., 2010].
A skalaris csatolasokat (J couplings) az alapbeallitasban szereplé Karplus paraméterekkel
szamoltuk ki [Wang and Bax, 1996]. A CoNSEnsX* RMSD, vagy Pearson korrelacio ér-
tékeket szamol ki a beadott és sokasagbol visszaszamolt értékek kozott. RDC paraméterek

esetén pedig ugyanezt () faktorral is megteszi. Ezeket a megfelelési paramétereket kiilon-
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féle modon j6 minGséghben abrazolja is. Mindemellett egy alsokaségot is ki tud vélasztani
a kezdeti sokasidgbol egy moho algoritmus hasznélatéval a konforméciok kombinacioinak
kisérleti adatokkal valoé Osszevetése alapjan, vagyis kevés szerkezettel indulva akkor all
meg a kivilasztassal, ha Gjabb szerkezetek hozzdadasa mér nem javit a sokasig kisérleti
paramétereknek val6 megfelelésén. Az RMSD vagy Pearson korrelacié vagy RDC ese-
tén Q faktor koziil egyet optimalizal, vagyis a visszaadott alsokasag jobb lesz ebben a
paraméterben, mint a kezdeti sokasig. A kiilénbézd NMR, paraméterek sulyozhatok is a
kivalasztéas szempontjabol, azaz egyméshoz képesti fontossaguk, esetleg megbizhatosaguk,
vagy az, hogy mennyire akarjuk az adott paramétert a szerkezeti modellben felhasznalni,
szamszertleg is megadhatd. Vagyis példaul egy elemzésnél RMSD-re optimalizalva a CA
kémiai eltolodasokat 10-es sullyal, mig a CB kémiai eltolodasokat 5-0s stullyal, a tébbi
kémiai eltolodast figyelmen kiviil hagyva is képes alsokasagot kivéilasztani.

Ezt a webszervert hasznaltuk a szerkezeti sokasagok S?, RDC és kémiai eltolodas ada-
toknak valé megfelelésének vizsgalatdra. Az NOE megfelelések vizsgalatara emellett Perl
szkripteket is hasznaltunk. Ez utébbiakat a sokasagokban 76 atlagolassal szamoltuk ki

intramolekularisan és a sokasagon beliil is.

3.3. A f6lanc torzios szogek hierarchikus Dirichlet modellje

Ting és munkatarsai [Ting et al., 2010| egy olyan modszert fejlesztettek ki, amellyel a kii-
16nb6z8 ¢ és ¥ szogek valoszintiségét tudtak kiszamolni egy bizonyos aminosavra, melynek
egy bizonyos bal (N terminalis felsli) és jobb (C terminalis feldli) szomszédja van. Ehhez
hierarchikus Dirichlet modellt hasznéltak, mely egy matematikai modell. Csak két egy-
mas utani aminosavval dolgoztak, mivel hirom egymaéas utani aminosav tal sok esetet,
vagyis tul sok alcsoportot eredményezne. Adataikat 21 nagy csoportra bontottak, a 20
aminosavra és a prolinra, amelynek cisz és transz allapotat is megkiilonboztették. Ezeket
a csoportokat 20-20 alcsoportra bontottuk a szerint, hogy melyik a szomszéd aminosav.

A kiszamolt valoszintiségek Gauss eloszlasok kevert Gsszegei.

3.4. A DIPEND program alkotéelemei

3.4.1. A Python3 kornyezet

A programot tulnyomorészt Python 3-ban irtam. A Guido van Rossum éaltal a nyolcva-
nas évek végén megalkotott programnyelv (https://www.python.org/doc/) interpretélt,
magasszint és nagyon népszerd. Objektumorientalt, de mas programozasi stilusokat is
tamogat. Jol olvashato, atlathato és fejleszthets kodot eredményez. Kiilonleges ismerte-

t6jele, hogy a programblokkokat zérojelek helyett a behtuzas mértékével valasztjuk el.

3.4.2. A ChimeraX program

Az UCSF egyetemen fejlesztett Chimera molekulanézegets és molekulamodellezd prog-

ram [Pettersen et al., 2004] 1j valtozata, a ChimeraX [Pettersen et al., 2021] (https:

//www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/download.html) egy jol karbantartott, folyamatosan fej-
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lesztett, regisztricio fejében szabadon elérhetd, sokrét program, mely kittinGen alkalmas
molekula modellezésre. Nagy elénye a programom szempontjabol, hogy meghivhatéd pa-
rancssorbol is paraméterekkel felhasznaloi kdzbeavatkozas nélkiill. A DIPEND program
a ChimeraX-nek a szekvencia alapjan megadott torzids szogekkel torténd fehérjemodell-
épits, az adott torzids szogeket beallitod illetve a sztérikus titkozés ellendrzé funkcidjat

hivja meg.

3.4.3. Az SCWRL4 program

A Dunbrack labor altal fejlesztett SCWRL4 program [Krivov et al., 2009] (http://dunbrack.
fccc.edu/SCWRL3.php/) licensz ellenében szabadon felhasznalhat6. Egy fix f6lancra fe-
hérje oldallancok atomi modelljeinek sztérikus {itk6zés nélkiili optimalis felépitését te-
szi lehetévé. Parancssorban meghivhato, gyors, és egy pdb fajlt hasznal bemenetnek, és
ugyanigy egy pdb fajlt ad ki kimenetnek, megtartva a lanc- és aminosav szamozést.
Félancfiiggs rotamer konyvtarat hasznal, melyekre energiat szamol ki gyakorisaguk és a
tobbi oldalanccal vald kozelség alapjan. A sztérikus tlitkozéseket k-diszkrét politépokkal,
azaz 3-dimenzids formak alkalmazaséaval kiiszoboli ki. A sok lehetSség koziil egy sajat graf
fa-dekompoziciés modszerrel vélaszt és a valasztast heurisztikdval gyorsitja meg, mely
mindig hamar ad eredményt, noha nem biztos, hogy megtaldlja a minimalis energidja

konformert.

3.5. A MUMO (Minimal Under-restraining Minimal Over-

restraining) modszer

A tulillesztés és az alulillesztés elkeriilése végett egy tébb replikdval rendelkezd moleku-
ladinamikai szimulacional az S? rendparamétereket és az NOE paramétereket érdemes
més szamu replikdkon abrazolni. A MUMO (Minimal Under-restraining Minimal Over-
restraining) modszer [Richter et al., 2007], ahol 8 replikat alkalmazva az S? rendparamé-
terek mind a 8 replikén atlagoldodnak, azonban az NOE paraméterek csak két replikdnként
parosaval atlagolédnak, ahogy az 1.4. 4bran is lathatd. Ahogyan ezt Richter és munka-
tarsai is leirtak [Richter et al., 2007], az NOE paramétereket tulillesztjiik akkor, ha két
replikanal tobbre atlagoljuk Sket, az S? paramétereknél azonban sziikséges a 8 replikara

atlagolas az alulillesztés elkeriilése végett.

3.6. Molekuladinamikai szimulaciok

A molekuladinamikai szimulaciokat a GROMACS program 4.5.5-6s verziojanak [Pronk et al., 2013|
Gaspari Zoltan altal modositott valtozataval futtattuk. Ez a véltozat képes kezelni az S?
rendparamétereket és atlagolja az NOE paramétereket minden replikan [Fizil et al., 2015],
vagyis a MUMO (Minimal Under-restraining Minimal Over-restraining) megkozelitést
alkalmazza [Richter et al., 2007]. Az OPLS-AA eréteret [Kony et al., 2002] és a TIP3P

vizmodellt [Jorgensen et al., 1983] alkalmaztuk ezekben a szimulaciokban.
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Az apo szerkezet modellezéséhez a Protein Data Bank (PDB) adatbazis 101U azo-
nositoju szerkezetének 7. modelljét [Kurz et al., 2003] valasztottam, mert annak volt az
Osszes modell koziil a legnagyobb PRIDE-NMR pontszama. A PRIDE NMR egy a ku-
tatocsoportunk altal még 2007-ben kifejlesztett modszer [Angyan et al., 2010], mely egy
sokasaghol kivalasztja a legjobb NOE megfeleléstit tgy, hogy az atomtéavolsagok eloszlasét
osszehasonlitja kontingencia analizissel a NOE adatokkal. Igy képez egy pontszamot, mely
a pride score, ami egy 0 és 1 kozott, hasonlosagi valoszintiség. A kisérleti paraméterek el-
oszlasat figyelembe veszi és tapasztalataink alapjan megbizhatoan kivalasztja azt a kezdd
modellt, mely a legjobban tiikrozi a kisérleti adatokat. A holo szerkezet modellezéséhez
a 2MM3 azonositoji PDB adatbazisbeli szerkezet els6 modelljét valasztottuk.

A ligendumok topologidjat a TopolGen szkript segitségével épitettiik fel (http://www.
mdtutorials.com/gmx/complex/@2_topology.html). A ligandumok glikokolsav (GCA, PDB
ligand ID: GCH), valamint glikokenodezoxikolsav (GCDA, PDB ligand ID: CHO) elne-
vezést kaptak. A hidrogén atomok toltéseinek nehézatomokhoz valé igazitasdhoz egy Perl
szkriptet hasznaltunk, illetve egy-egy atom tipusat maunélisan is atirtuk, ha az sziiksé-
gesnek latszott.

NOE kényszerfeltételek csak a holo 2MM3 azonosit6ja szerkezethez voltak elérhetsek,
igy az apo forméhoz azokat hasznaltuk, melyek a ConsensX™ webszerver szerint megfe-
leltek ennek a szerkezetnek. A kényszerfeltétellistat modositottuk tgy, hogy 1 A széles
tartomanyokat alakitottunk ki 4-t61 10 A tavolsagig, emellett a sztereospecificitast is
eltavolitottuk, vagyis szimmetrizaltuk a tavolsdgokat tgy, hogy mindegyik ugyanazon
sztereocentrumhoz tartoz6 atomnél a legnagyobb tévolsdgot vettiik figyelembe.

Az apo szerkezethez a kémiai eltolodasok a BMRB [Ulrich et al., 2007] adatbazisbol
az 19843 azonositdji adatsorbol szarmaznak, a holo szerkezethez pedig maguktol a szer-
z6kt6l. Az S? rendparamétereket négy hémérséklet értékre: 283, 291, 298, és 313 K fokra
Horvath Gergely és munkatarsai [Horvath et al., 2014] munkajabol vettiik at.

Miutan az OPLS-AA erétérrel és a TIP3P vizmodellel legyartottuk a topologiit, egy
kocka alaktu dobozba tettiik a molekulamodellt, majd energiaminimalizalast végeztiink a
konjugét gradiens modszerrel 5000 iteraciéig. A maximalis erét 200 kJmol ~'nm~! értékre
allitottuk. A kovetkezd 1épésben vizzel vettiik koriil a molekulamodellt és az egyik vizmo-
lekulét kicseréltiik egy natrium ionra, hogy a rendszer 6ssztoltése semleges legyen. Ezutan
egy Ujabb energiaminimalizalast végeztiink ugyanezekkel a paraméterekkel, de immaéar a
vizet és az iont is belevéve. Végiil egy révid molekuladinamikai szimulaciét végeztiink
gy, hogy a nehézatomok pozicidja lehetéleg ne véltozzon, azaz egy 1000 kJmol 'nm =2
érteki kényszerfeltétellel (position restraint) tartottuk ezeket az atomokat a helyiikon.
Ez a szimulacio 2500 db 2 fs hossza 1épést tartalmazott a kotéshosszak megkotésére a
LINCS algoritmust hasznélva [Hess et al., 1997].

Az ezutan kévetkezd f6szimulacional 8 replikat futtattunk parhuzamosan az OpenMPI
kornyezetet hasznalva [Gabriel et al., 2004]. Az S? kényszerfeltételeket a 8 replikira atlag-
ként alkalmaztuk, az NOE kényszerfeltételeket pedig szomszéd replikanként, azaz paron-
ként vettiik figyelembe a MUMO (Minimal Under-restraining, Minimal Over-restraining)
protokoll szerint [Richter et al., 2007]. A szimulaciokat 283, 291, 298, és 313 K hémérsék-
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leteken az adott hémérsékleteken mért S? rendparaméterekkel végeztiik. A kotéshosszakat
a LINCS algoritmussal kétottiik meg, 2 fs 1épéskozzel 2 ns és 6 ns idGtartamig futottak, a 8
replikat kombinalva ezek Osszesen 16 és 48 ns id6t tesznek ki. Ugyanezen paraméterekkel,
de kényszerfeltételek nélkiili kontroll szimulacidkat is végeztiink.

A konforméaciés tér nagyobb mintavételezése érdekében tovabbi szimulacidkat végez-
tiink: olyanokat, melyekben csak S? vagy csak NOE kényszerfeltételek szerepeltek. Gyor-
sitott molekuladinamikai szimulaciokat (AMD) és révid (500 ps) targetéalt molekuladina-
mikai szimulaciokat is futtattunk az apo szerkezeten a holo szerkezet kémiai eltolodésait
hasznélva, és forditva, hogy a kett& kozti atmenetet el tudjuk érni.

A CDa3e fehérjeszerkezeten egy explicit vizes kdzegben futtatott hagyomanyos szimulé-
ciot is elvégeztiink, 1 pus hosszan AMBER99SB-ILDN erétérrel SPC/E explicit vizmodellel
a GROMACS 2020-a verzidjaval. Neutralizacio és egy révid energiaminimalizélas utan 1
ns NVT és NPT ekvilibralast végeztiink. A szimulacié 300 K hémérsékleten folyt, GPU
gyorsitassal. A sokasédgot tgy generdltuk, hogy minden 50 ps-nél belevettiik az adott
szerkezetet, igy a sokasag 20001 konformerbdl all. Minden szerkezetet belevettiink, hogy

a kezdeti nyujtott szerkezetek is reprezentélva legyenek.

3.7. Fé6komponens-analizis

A fékomponens-analizis egy kivalo modszer arra, hogy egy adatsor dimenzidit lecstkent-
siik, igy nyerve ki a legfontosabb tendencidkat bel6liik. Fehérjeszerkezet-konforméaciokra
alkalmazva a kiindulasi dimenziénk Descartes-koordinatarendszerbeli pontok nagy halma-
za, amik bizonyos mozgésok iranyaban 1évé dimenziok mentén vetitédnek le e modszert
hasznélva. Ez egy korrelacidés matrix segitségével torténik. Ezen 6j iranyok a sajatvekto-
rok. Igy a modszer a szerkezet kiilonb6z6, egymaéssal linearisan nem 6sszefiiggd mozgasait
rangsorolja amplitudo, vagyis a variancia adott modusa altal lefedett hanyada szerint
[David and Jacobs, 2014].

A modszer soran egy C matrix késziil, mely a CA atomok koordinatait tartalmazza. A
sajatérték-dekompoziciobol sajatvektorok és sajatértékek jonnek ki. Ezeket a sajatértéke-
ket a modus szama fiiggvényében abrazolva egy konyokplotot kapunk, ahol rendszerint az
els6 néhany modus értéke nagyon magas a tobbihez képest, és ezek az értékek szigortian
monoton csokkennek. Annél a pontnél, amettdl nagyrészt csokken a meredekség, vagy-
is a konyokpontnal van az utolsé olyan moéddus, amit figyelembe vesziink. Ezen modok
varianciaosszegének el kell érnie legalabb a 80%-at a teljes variancidnak. A vizsgalatnal
osszesen 20 mod béven elég nagy fehérjékre is [David and Jacobs, 2014]. A fehérjék szer-
kezetére szamolt PCA-ra épiil6 modszer az eszenciélis dinamika (ED), mely az eszenciélis
mozgasokra derit fényt. A kis és nagy mozgasok koziil leginkabb csak a nagy mozgésok
elemezhet6k ezzel a modszerrel, de biolégiai jelentdségiik is nagyobb, mint a kis mozga-
soké. Kis mozgasokhoz a PCA egy-egy fehérjeszakaszra valo alkalmazasa javasolt. Mivel
a PCA egy lineéris modszer, a nemlinearis komponenseket nem biztos, hogy jol meg tud-
ja jeleniteni. A PCA-nak hatréanya, hogy a moédus iranyok nem teljesen pontosak mivel
véges a mintavételezése. Emellett néhény kiugr6é adat is félre tudja vinni az eredményt,

f6leg az els6 néhany moédus irdnyat, ezért fokozottan kell figyelniink erre a biologiailag
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relevans mozgésok elemzésénél. Ez azzal is biztosithatd, ha nem egy-egy modusra kon-
centralunk az eredmények értékelésénél [David and Jacobs, 2014]. Fehérjék esetében még
az is fontos szempont, hogy a szerkezet funkcionalisan relevans részeinek elmozdulasait
vizsgaljuk, mert a szokdsosan mozgékony N- és C-terminélis régidok konnyen dominal-
hatjak a szerkezetek variancidjat, mikézben szamos esetben ezek bioldgiai relevanciaja
korlatozott.

A PCA analizis el6tt a szerkezeteket illeszteni kell egyméshoz. A PCA modusok alkal-
masak lehetnek arra, hogy egy fehérje két allapota kozotti kiilonbséget és a ketts kozotti
utat feltérképezzék. Az elmozdulas vektorokat a modusok (példaul az els§ két modus)
altal kifeszitett altérbe levetitve meg lehet vizsgalni, hogy a konforméciés teret hogyan
mintavételzik a kiilonb6z6 konformaciok [David and Jacobs, 2014].

A fékomponens-analizist a ProDy [Bakan et al., 2011 nevii Python modullal végeztiik,
a molekulédk mozgasait pedig a VMD molekulamodellezs program [Humphrey et al., 1996]
NMWiz moduljaval jelenitettiik meg.

3.8. A gastrotropin S? adatainak és hidrogénkotéseinek elem-

zése

Az S? rendparaméterek esetében Gsszehasonlitottuk az eredeti PDB-beli sokasagokét a
molekuladinamikai szimulaciéval MUMO modszerrel nyert sokasdgokéval. Azokat a pon-
tokat, ahol 0.2-nél nagyobb eltérés mutatkozott, a tovabbi elemzésnél elhagytuk. A MU-
MO szimulaciok esetében ez maximum 5 pontot jelent.

A ProDy programmal [Bakan et al., 2011] f6komponens-analizist is végeztiink, a vizu-
alizaciohoz pedig a VMD program NMWiz moduljat [Humphrey et al., 1996] hasznaltuk.
A szerkezetekbdl a Shiftx2 programmal [Han et al., 2011] szamoltuk vissza a kémiai el-

tolodas értékeket.

| Paraméter | Erték |
‘ A donor és akceptor atomok maximalis tavolsaga ‘ 39 A ‘
‘ Akceptor nehézatom és hidrogén atomok maximalis tavolsaga ‘ 2.5 A ‘
‘ A donor, a hidrogén és az akceptor atom kozotti miniméalis szog ‘ 90 fok ‘

A donor, az akceptor atom és az akceptorral 90 fok
kovalens kotésben 1év6 nehézatom kozotti minimaélis szog

‘ A hidrogén, a karbonil oxigén és a karbonil szén kozotti minimélis szog ‘ 90 fok ‘

3.1. tablazat. A hidrogénkétések detektdldsdnak kritérium paraméterei Xu és munkatdrsai
[Xu et al., 1997], illetve Baker és munkatdrsai [Baker and Hubbard, 1984] dltal
kiadott kozlemények alapjdn.

A hidrogénkdtések jelenlétét vagy épp hianyat egy Perl szkripttel vizsgaltuk meg, mely
a Baker és munkatérsai altal kozzétett [Baker and Hubbard, 1984| és Xu és munkatarsai
altal emlitett [Xu et al., 1997| tavolsag és szog alapt paramétereket hasznal, melyek a

3.1. tablazatban vannak feltiintetve.
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3.9. A gastrotropin szerkezetek amid kémiai eltolédas kii-

lonbségeinek vizsalata

A 5N kémiai eltolodasokat minden szerkezetbdl a Shiftx2 programmal [Han et al., 2011]
szamoltuk vissza. Az Gsszes konformécional kiszémoltuk az abszolutértékét a visszasza-
molt kémiai eltolodasoknak és az Gsszes apo szerkezet visszaszémolt kémiai eltolodéasai-
nak. Ezeket a kiilonbségeket osszehasonlitottuk a kisérletesen meghatarozott |Aw(*5N)|
értékekkel, melyeket CPMG relaxécios diszperzios NMR méréssel hataroztak meg minden
aminosavra, ahol ezt meg lehetett tenni [Horvath et al., 2014]. Miutén a kiilonbségeket
0 és 1 kozé normaéltuk, korrelacios és RMSD értékeket szamoltunk ki belsliik. A kisérleti
|Aw| értékek harom hémérsékletre vonatkozoan allnak rendelkezésre, a szimulaciok vi-
szont tobbféle hémérsékleten, igy a harom hémérséklet kiilonbségeinek az atlagat vettiik.

Azokat a szerkezeteket valasztottuk ki elemzésre, melyek a legnagyobb korrelaciot és a
legkisebb RMSD-t adték.

3.10. A gastrotropin fehérje ligandumkotésének vizsgalata dok-

kolassal

A GCA és GCDA dokkoléasat egyes kivalasztott gasztrotropin szerkezeteken Szabd Andras
Laszl6 végezte a Schrodinger Glide programmal [Friesner et al., 2006]. A 2MM3 PDB két
ligandumos szerkezet alapjan hatarozta meg a kotShelyeket. A szerkezetet a beolvasésa
utdn tobb molekulara osztotta. Ezutan a GCA vagy a GCDA ligandumokat olvasztot-
ta Ossze a fehérjével és 'Receptor Grid Generation Tool’ eszkozzel egy halot generalt a
ligandum koré alapbeallitdsokkal. Az adott ligandumok dokkolasat a ’Ligand docking’
eszkozzel végezte alapbeallitasokkal, viszont beéllitotta, hogy aminosavanként irjon ki
kolestnhatési pontszamokat. A masodik ligandum dokkolésahoz az els6 ligandum 2MM3
szerkezethez leghasonlobb pozicidja alapjan az els§ ligandumot Gsszeolvasztotta a fe-
hérjeszerkezettel, és a masodik ligandumhoz generalt négyzethalot. Az Gsszes lehetséges
allapothoz (csak GCA, csak GCDA, GCA+GCDA, GCDA+GCA) 32 kiilonb6z6 poziciot
generalt és értékelt ki. A MacroModel rutinnal hatarozta meg a pozicidk teljes energiajét

az OPLS3 erstérrel és a vizet mint oldoszert hasznalta.
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4. fejezet

Eredmények

4.1. A gasztrotropin fehérje vizsgalata

4.1.1. A molekuladinamikabdl szarmazé sokasagok megfelelnek a kisér-
leti paramétereknek

A varakozasokkal 6sszhangban a MUMO moédszerrel generalt szerkezeti sokasagok jobban
megfeleltek a kisérleti S? paramétereknek, mint a PDB adatbazisbol szarmazé szerkeze-
tek, vagy a megkotés nélkiili szimuldciobol szarmazé sokasagok (4.1. tablazat). Erdekes
moédon az apo MUMO az S? paraméterekkel szamolva 283 K hémeérsékleten, valamint
a holo az S? paraméterekkel szamolva 291 K hémérsékleten csak mérsékelten felel meg
ezeknek az adatoknak, mig a tobbi megkdtott sokasag jo megfelelést mutat. Ennek oka
nagyon alacsony, 0.3-nal kisebb S? értékek megjelenése, melyek leginkabb a hurokrégiok-
ban talalhatok, és a szimulaciokban nem jelennek meg. A visszaszamolt és a kisérleti S?
paramétereket a fliggelékekben elhelyezkedS dbrékon jelenitettiik meg.

A nem teljesiil6 NOE kényszerfeltételek szama 0.5 % alatt van az 6sszes MUMO sokasag
esetében annak ellenére, hogy nagyobb RMSD értékeik vannak, mint a PDB adatbazis-
ban fellelhetd szerkezeteknek. Az amid N és H kémiai eltolodasoknak valé megfelelések

ugyanabban a tartomanyban vannak a MUMO sokaség és a PDB adatbézis szerkezeteinél.

4.1.2. A gasztrotropin sokasagok a hordé kinyilasanak két kiilon modjat
mutatjak meg

A sokasagok fékomponens-elemzése (PCA) két meghatérozo modus jelenlétét mutatja,
mindketts a hordo kinyilasdnak felel meg (4.1. abra). A két moédus menti mozgas vég-
pontjai a 4.2. dbran lathatok. Ezeket 1. és II. tipusi kinyildsoknak neveztiik el. Az I.
kinyilas jol felismerhetGen elkiiloniti az apo és a holo szerkezeteket az 1-es mddus men-
tén, mely a hord6 kinyilasat jelenti az F és a G (-szdlak kozott. A szerkezetet a hélixek
fel6l nézve, az apo és a holo szerkezetek kozotti szerkezeti valtozas az E/F és a G/H
hurkok éramutato jarasaval megegyezd elfordulasa, melyhez a C/D hurok és a Il-es hélix
6ramutato jarasaval ellenkezd irdnyua kis amplitadoja mozgasa is tarsul. Ezek az E/F és
a G/H hurkok kozotti rés megjelenését eredményezik a hordo "tetején". Ezzel ellentétben

a II. tipust mozgas a 2-es modus mentén leginkabb csak az 1. hélixet és a C/D hurkot
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4.1. abra. A szimuldciobdl szdarmazo és a kisérletileg meghatdrozott szerkezetek fékomponens-
analizis (PCA) scatter plotja.

4.2. dbra. A két mddus mentén lévé mozgdsok végdllapotai I. mddus baloldal, II. mddus jobb-
oldal. A szinezés "hdmeérséklet" szerint tortént szindtmenetesen, ahol piros a leg-
mozgékonyabb, kék a legkevésbé mozgékony régidkat jeldls.
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érinti, leginkabb az interhelikalis rés szélesedését valamint a D és az E [-szalak kozotti
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4.3. abra. A sokasdgok fékomponens-analizis scatter plotjaibol szdrmaztatott hisztogramjai a
két mdodus mentén

Figyelemre mélto, hogy a II. tipusi mozgas az apo és a holo szerkezetkben is meg-
jelenik. Magasabb h&mérsékleten a konformécios tér mintavételezése is nagyobb a so-
kasagoknak, ahogyan ez a 4.3. dbran is latszik. A portal hipotézis szerint a maéasodik
hélix N terminalis része, a C-D és az E-F hurok egy portél régiot alkot, ennek kinyila-
sa és becsukoédasa, illetve a helikalis rész helicitasanak valtozasa szabalyozza azt, hogy
a fehérje mennyire elérhets a ligandumok szdmara. A II. tipust mozgas a portal hipo-
tézissel is Gsszeegyeztethets, melyet a huméan zsirsavkots fehérjékben részletesen leirtak
[Cai et al., 2012] |Liicke et al., 2000].

Ezek a szerkezeti valtozasok még részletesebben leirhatok a Ca (CA) atomok kozotti
téavolsagok abrazolasaval. A 4.4. abran a Ca tavolsdgok és a PCA mddusok korrelacidja
lathaté minden aminosavpéarra méatrixként. Ezen Ca-Ca tavolsagok korrelacidja alapjan
a fehérje legmozgékonyabb régioi az 1. tipusi mozgasnak megfelels régiok: a terminalisok
kozelében és a D/E régioban, az E (-szalat is magaban foglalva. A II. tipusi mozgast
figyelembe véve az 50. aminosav koriili régiok (C [-szal) és a 35. aminosav (az Gsszekots
rész a II. hélix és a B (-szal kozott) tiinnek a legjobban egyiitt mozgé régioknak.

Az 1. tipustt mozgassal a legjobb korrelaciot mutaté Ca-Ca tavolsagok a kévetkezd
34
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4.4. dbra. A: Ca atom tdvolsdgok korreldcidi az 1-es mddushoz képest (Gtlé folotti rész) és
a 2-es modushoz képest (dtlo alatti rész) minden aminosavra. A helikdlis részeket
bézs szind téglalapokkal, a B-szdl részeket pedig sziirke téglalapokkal jeloltem.

B: Az 1-es mddussal lévd korreldciok kozil legmagasabb (piros, barna vonalak) és
a legalacsonyabb (kék, sziirke vonalak) tdvolsdgok a szerkezeten dbrdzolva.

C: A 2-es médussal lévd korreldciok kozil a legalacsonyabb (kék, sziirke vonalak)
tdvolsdgokat a szerkezeten dbrdzoltam.

aminosavak kozott vannak: 47-69, 48-69, 60-69, 61-69, 62-69, 63-69 (korrelacio -0.96) és
66—70, 67-70 (korrelacio 0.96). A II. tipusu kinyilassal legjobban korrelal6 aminosavpéarok
16-58, 17-58 és 18-58 (korrelacio -0.92). Ezen aminosavparok szerkezetre vetitése lathato
a 4.4. abra B és C részén. Az eredmények azt mutatjak, hogy a C és az E illetve a D
és B [-szalak kozotti novekvd tavolsagok az 1. tipusd kinyilassal korreldlnak és az 1.
heélix eltavolodosa a hordo tetejétsl (a C/D hurok koriil) a II. tipusa kinyilassal korrelal.
Azt is érdemes megjegyezni, hogy azok az aminosavak, amelyek az atlagos szerkezettsl
a legnagyobb eltérést mutatjik nem esnek egybe azokkal, amelyek a legnagyobb atomok
kozotti tavolsagvaltozast mutatjak.

Mig az 101U PDB azonositéju kisérletesen meghatérozott apo szerkezet az apo soka-
saggal egy csoportba esik, a két kiilonozs ligandummal rendelkez6 NMR, szerkezet, mely-
nek 2MM3 a PDB azonositoja az apo és a holo MUMO sokaségok kozott helyezkedik el.
Ez azt mutatja, hogy a molekuladinamikabol szérmazé holo sokasagok az els f6kompo-
nens mentén nagyobb mozgist mutatnak, mint az NMR-rel meghatarozott szerkezetek.
Méshol is felmeriilt a jelenség, hogy kisérleti adatoknak megfelel6 sokasagok "felnagyit-
jak" a kiilonbségeket a kiilonboz6 allapotok kozott [Czajlik et al., 2017]. Ez a felnagyités
valoszintileg annak a kovetkezménye, hogy az NOE feltételeket a sokasdgra atlagoljuk,
nem koveteljiik meg minden szerkezettsl azok teljesitését, igy nagyobb konformacios teret
tudunk lefedni a konvencionalis szerkezetmeghatarozé modszerekhez képest. Egy masik
kiilonbség ezen modszerekhez képest, hogy itt méas az egyensily az er6térparaméterek és

a kisérleti paraméterek kozott.
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4.5. dbra. Az I. és II. tipusu mozgdsok leirdsa. (A) Hidrogénkotések, melyek a MUMO
sokasdgokban az apo és a holo szerkezetek kozott a legtobbszér megudltoznak. A
fekete szdmok az aminosav szdmok, a fekete betik az atomok jelei, zold betikkel a
mdsodlagos szerkezeti elemeket jeléltem. A piros vonalak a féleg az apo formdban
jellemzd hidrogénkdotéseket, mig a kék vonalak a féleg a holo formdban megjelend
hidrogénkotéseket, a ligandummal létrejott kotéseket pedig lila vonalak jelolik. A
78-as treonin kozponti szerepe figyelemre méltd. (B) Szerkezeti mozgds az elsé
mddus mentén: hords nyilds (C) szerkezeti mozgds a mdsodik médus mentén (D)
A Ca atomok négyzetes fluktudcidi az elsé modus mentén (1. tipusi mozgds, lila) és
a mdsodik médus mentén (I1. tipusi mozgds, narancssdrga). A mért key értékeket,
melyek két aminosav klasztert hatdroznak meg sziirke satirozdassal jeloltem a hdrom
hémérsékleten (283 K, 287 K, 291 K). Csak 30-40 aminosavndl van ms iddéskdldn
mérhetd kew érték [Horvdth et al., 2014/, az dtlithatésdg és a kilonbozd regiondlis
kiilonbségek hangsilyozdsdra vonalként rajzoltam fel ezeket az értékeket.]
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Kotés (aminosav szam és atomnév) ‘ Fehérjeallapot ‘ Donor régié ‘ Akceptor régio

64 N- 69 OG ‘ apo ‘ D-E ‘ E ‘
64 N- 70 OD1 | holo | D-E | E |
71 N-79 O apo E F

73 N- 73 OG1 holo E-F E-F
| 73N-770 | holo | E-F | E-F |
| 73 0G1-72 0 | apo | E-F | E |
‘ 81 N-69 O ‘ apo ‘ F ‘ E ‘
| 81N-790 | leginkabb holo | F | F |
‘ 90 N- 101 O ‘ leginkabb apo ‘ G ‘ H ‘

4.2. tablazat. A MUMO szimuldcick sordn legjelentésebben megudltozoé hidrogénkdtések listdja

Az apo és a holo allapotok a hidrogénkotésekben is kiilonboznek (4.5. B abra, 4.2.

tablazat). Ahogyan el6z6 munkakban is megmutattak, az -BABP fehérjében a hidrogén-
kotések kiterjedt halozatot alkotnak [Toke et al., 2006] [Horvath et al., 2014]. Szamitéasa-

ink szerint a hidrogénkotések megjelenésében a legnagyobb kiilonbség egy szalon beliili

hidrogénkotés megjelenésében, illetve kettd ilyen kotés elszakadésaban jelenik meg az

apo és a holo allapot kozotti atmenetben, mely az E és F szalak kozotti hordonyilassal

osszehangban torténik. Erdekes modon a ligandummal kialakitott hidrogénkotések csak

néhany szerkezetben vannak jelen (4.5. B &bra), ami egy lazabb ligandumkotést sugall,

mely dinamikusan valtoz6 hidrogénkotések eredménye. A 73-as treonin hidrogénkotései

kiilonosen is érdekesek, ahol a v1 OH csoport a holo allapotban egy aminosavon be-

lili hidrogénkotést alkot, mely az apo allapotban nem jelenik meg. Ez az aminosav az

E/F hurokban valoszintisithetGen kulcsszerepet jatszik a ligandumkotés konformacio sze-

lekciés mechanizmusaban az EFGH régi6 kozeli aminosavaival egyiitt a huméan I-BABP
fehérjében [Horvath et al., 2016].

4.1.3. A PCA elemzésben azonositott két mozgasban résztvevé amino-

savak nagymeértékben atfednek az NMR moédszerrel mért kiilon-
boz6 kicserélédési gyakorisagokat mutatdé mozgasokban érintett
aminosav csoportokkal

Osszehasonlitva a fehérjerészeket, melyek a konformacio kicserélédési NMR adatok szerin-

ti mozgasokban vesznek részt lathato, hogy az aminosav csoport, amely a PCA elemzés-

ben azonositott II. tipustt mozgasban leginkabb érintett, és az NMR mérésekbdl szarmazo

"lassu" mozgasban résztvevé N terminélison 1évé aminosavak csoportja nagymértékben

atfed [Horvath et al., 2016], (4.5. D abra). Noha a CPMG relaxécio diszperzios mérések-

bél szarmaztatott ke, paraméterek egy joval lassabb, us-ms idéskidlan mozognak a szimu-

lacivinkban hasznalt S? paraméterek altal mutatott idéskalahoz képest, ezek az adatok

azt mutatjak, hogy a megfigyelt II. tipust hord6 kinyilasanak kéze van az NMR relaxacio

diszperzids mérésekbdl szarmazo lassi konformacios kicserélédésekhez. Ugy gondoljuk,

hogy a gyors mozgasok elGkészitik a nagyobb amplitidoju lassabb mozgasokat a fehérjé-
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ben egy ugyanolyan jellegii kinyilas mentén. A kiillonb6z6 idgskalan végbemend konforméa-
cios valtozast az is alatdmasztja, hogy ezek a megfigyelt mozgésok hémérsékletfiiggsek,
vagyis a II. mozgas mentén a konformerek egyenletesebben oszlanak el magasabb hémér-
sékleten. Fontos még az is, hogy a II. tipusii mozgas jelen van az apo és a holo formaban

is, igy a ligandum felvételében és elengedésében is szerepe lehet.

4.1.4. Az apo formaban talalhato rejtett "holo-féle" konformacié rész-
ben kitekeredett

2
L i
g 0L 3 n
ELL £ .
$ 3 _
57
a 3 —
4 '
-4 6

HD5

4.6. Abra. Az apo MUMO (piros) és a holo MUMO (kék) sokasdgok PCA scat-
ter plotja, valamint a tébbi generdlt sokasdg (lila négyzetek), melyeket
a rejtett dllapotkonformdcick kivdlasztisdra haszndltam. A °N kémiai
eltoléddsok és a kisérletes |Aw(*°N)| értékek kozitti killonbségek kozotti 0.35 fo-
I6tti korreldcidt eléré konformereket fekete ponttal jeloltem baloldalt. Ugyanezen
kiilonbségbdl szamolt RMSD-knél a 0.00603 alatti konformereket zold ponttal je-
l6ltem a jobboldalon. A kivdlasztott konformereket HD1-HD5 megnevezéssel kis
szerkezetekkel rajzoltam fel és a hozzdjuk tartozé pontokat is jeléltem.

A human gasztrotropin fehérje NMR vizsgélatai megmutattdk egy olyan lathatatlan al-
lapot jelenlétét, amely lassu kicserélddésben van a lathato apo allapottal [Horvath et al., 2012].
Emellett a szerzék arra is kovetkeztettek, hogy ez az allapot hasonlit a holo allapothoz
[Horvath et al., 2016], [Horvath et al., 2014]. Ahhoz, hogy vizsgalni tudjuk ezt az allapo-
tot, egy sok konformaciobdl 4llo sokasagot gyartottunk, és azokbol kivalasztottuk azokat
meg, hogy az apo allapothoz képest szdmolt kémiaieltolodas-kiilonbségeket 6sszehasonli-

tottuk a kisérletesen mért az alapéllapot és a rejtett allapot kozotti eltérésekre jellemzé
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|Aw(PN)| értékekkel és ezekre szelektaltunk. A lathatatlan allapotra vonatkozé szerke-
zeti informaciok limitaltak, mivel csak a f6lanc N értékek allnak rendelkezésre.

Jol latszik, hogy ezek a kivalasztott konformerek, melyek legjobban megfelelnek ezen
kisérleti adatoknak, nagy konformacios teret olelnek fel (4.6. dbra). Kozos vonéasuk, hogy
kozelebb vannak a holo, mint az apo allapothoz, mely Osszecseng azzal, hogy a korabbi
potnal [Horvath et al., 2016]. Fontos még megjegyezni, hogy e konformerek némelyike
megfoghatobb II. tipusi mozgast mutat, mint a a MUMO sokaségok. A 4.6. dbra fékom-
ponensei nem ugyanazok, mint a 4.5. d4bran 1évék. A HD3 és a HD5 konformerek noha
kozel vannak a PCA abrén, a helikalis régi6jukban a II. tipusi mozgas mértéke mas.
Mindenesetre ezt az aspektust gondolom a leginkabb relevansnak, mivel a MUMO so-
kasdgban vildgosan megallipithato a II. tipust mozgas jelenléte, mig masfajta mozgésok

csak a megkotés nélkiili sokasagokban jelennek meg.

20 40 60 80 100 120 2 40 60 80 100 120 120
Aminosavszam Aminosavszam Aminosavszam

4.7. Abra. A szimuldciokbol szdrmazé konformdcick mdsodlagos szerkezetei. Min-
den oszlop egy aminosavat jelent. A [(-szdlak sdrgdval, az a-hélizek barndval, a
tobbi aminosavak feketével jelennek meg. (A) Minden konformdcic (B) A nagy
korreldciot mutato konformdcick (az A konformdcick részhalmaza) (C) A legki-
sebb RMSD-vel rendelkezé konformdcick (az A konformdcick részhalmaza). Az
elemzés a DSSPcont programmal készilt [Andersen et al., 2002]. Figyelemre mél-
tu a hélizek révidilése egyes konformdcickban, féleg a B és C panelen.

Ahogy azt a 4.7. dbra is mutatja, a szimulaciés sokasagok mésodlagos szerkezete sokszi-
ni az a-hélixek és a J-szalak hatarainal. Néhédny konformacional szinte az Gsszes a-hélix
és (-szal részben vagy egészben kitekeredik. A "holo-féle" apo konformerek kevés a-hélix
és (-szal régioval rendelkeznek. Az E-F régio a leghajlamosabb a kitekeredésre, ahogyan
azt a legijabb NMR vizsgalatok is mutatjak [Horvath et al., 2017]. Osszességében el-
mondhato, hogy az apo és a holo allapot kozotti atmenet nemcsak egy egyszert kinyilas
egy legrévidebb utat bejarva, hanem konformécios atrendezédések komplex egymasuta-
nisaga, melyben az intermedierek kitekeredett szerkezetek, mely f6leg a helikalis sapkat

és a C/D hurok régiot érinti és részben hasonlit a II. tipusi mozgésra.

4.1.5. A dokkolas eredménye

A ligandumkotés tovabbi leirasdhoz a szamitasainkbol szarmazo szerkezetek koziil néhany
kivalasztottal dokkoléasi szimulaciot végzett Szabd Andras Laszlo. A PCA elemzés alap-
jan két széls6 szerkezetet véilasztottunk ki, melyek a II. tipust mozgés végpontjai. Harom
olyan szerkezetet is kivalasztottunk, melyek a legjobban korreldlnak azok koziil a rejtett

szerkezetek koziil, melyek lasst kicseréldésben vannak az apo szerkezettel. Osszességé-
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4.8. Abra. A dokkolt gasztrotropin szerkezetek apo szerkezethez képesti relativ
energidja A kiinduld szerkezetek 2MM3 szerkezethez képesti kiilonbségei szines
vonalakkal vannak jeldlve. Fehér dobozok: csak GCDA, csikos fehér dobozok: GC-
DA eldszor, majd GCA, sziirke dobozok: csak GCA, csikos sziirke dobozok: GCA
el6szor, majd GCDA. HM a holo MUMO szerkezetekbdl eqy reprezentativ szerke-
zetet jelol, HN (holo narrow) és HW (holo wide) a holo MUMO szerkezetbél PCA
alapjan két extrém szerkezet, melyek a II. tipusi mozgds két végpontjai. A rejtett
konformerekbdl harom magas korreldcioval rendelekzd szerkezetet vdlasztottunk ki
(HD1, HD3 és HD5).

ben a legjobban azok a szimulaciok sikeriiltek, ahol GCA-t dokkolta elGszor, és a GCDA-t
méasodszor (4.8. abra). Ez csak a HD1 szerkezet esetében volt sikertelen, mely az I. tipusu
mozgas mentén egy ko6zépss szerkezetnek szamit. A ligandumkotés stabilizalja a félig ki-
tekeredett szerkezeteket, melyek a II. tipust mozgashoz hasonlo kinyilast irnak le. Az apo
szerkezetekhez képesti energiak, melyek az 4.8. dbran szines vonalakként vannak jelolve,
egy komplex energiaszint-mintézatot (energy landscape) rajzol ki, ahol a konforméacios
allapotok és a ligandumkotés egymastol fliggetleniil jarul hozza a stabilizalashoz. Ezek az
eredmények komptatibilisek azzal a képpel, hogy a félig kitekeredett szerkezetekbe megy
be a ligandum, melyet egy szerkezeti kompaktsignovekedés kovet, melyet egy 1. tipusu
mozgas mentén 1évs haladés ir le, mikézben II. tipusi kinyilas is torténik.

Itt megjegyezziik, hogy a kiszdmolt energidk abszolutértékeit nem tarjuk megbizhato-
nak, hanem egymassal 0sszehasonlitva adnak egy képet a ligandumkotés folyamatarol.

A kiilonboz6 ligandumpoziciok osszehasonlitasa (4.3. tablazat) és az energiak osszeha-
sonlitasa (4.8. 4bra) ahhoz a megallapitashoz vezet, hogy a nyitott gasztrotropin szerke-
zetek nagy strukturalis sokszintiséggel tudjak kétni a ligandumokat nagy affinitas mellett,
azonban ennek teljes megalapozasahoz tovabbi vizsgalatok kellenének. A fenti eredmé-
nyek azt sugalljak, hogy a ligandumok dinamikus athelyez6désen mennek &4t mind az 1,

mind a 2 ligandumot tartalmazé szerkezetekben.
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Szerkezet 14 Osszes
ajrafel- atom szt.

Bemeneti
parameé-
terek

épitése

[Sikertelen] [ Sikeres ]

Szerkezet titkozésekkel

. Minden
—" Minden Utkozs régioban a
itkdzés ﬁ‘f _ régiok legkdzelebbi
felismerése definialasa kontaktusok
Megvaltoztatott A megvil megtaldlasa
Ha iitkozésmentes torzidju )
szerkezetet talal- Ch\ szerkezetek toztatg}n ds
tunk, alljon meg, ~ — _kombina- torZIOE
ha egyik kombiné- \ cidinak felsi’izlg;ése
ci6 sem sikeres, a sziszte- ;
szerkezet elvetése matikus e’s me%—
generalasa szémolasa

Minden torzids szoget gy val-
toztatunk meg, hogy egy elére
definialt értéket adunk hozzéa
vagy vonunk ki a szogekbdl,
és minden ilyen kombin&ciot
legeneralunk. Mivel a szogek
szdma limitalt, hosszi szerke-
zeteknél ez gyorsabb, mint a
teljes szerkezet tjra generalasa.

Minden aminosavra a ¢ és a
1) szogek is megvaltoztathato,
kivéve a prolinoknal, ahol csak
a 1 szog valtozik. Ha a torzids
szogparok egy elére definialt
értéknél tobben vannak, a
kicsomozoddast nem probalja meg
a program (a szerkezetet elveti).

4.9. dbra. A) A DIPEND (DlIsordered Protein Ensembles from Neighbor-dependent Distri-
butions) eljdrds folyamatdbrdja B) A DIPEND program kicsomdzd részének fo-
lyamatabrdja
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Bemeneti Sikeres GC- | Sikeres Sikeres Sikeres GC-
szerkezet DA dokkola- | GCA dok- | GCA dok- | DA dokkola-
sok kolasok kolasok sok GCA +
GCDA + fehérjéhez
fehérjéhez
| HM | 32 (22) | 32 (24) | 32 (13) | 32 (25) |
| HW | 32 (9) | 30 (25) | 32 (14) | 32 (20) \
| HN | 32 (12) | 32 (29) | 32 (32) | 32 (23) |
| HD1 | 32 (23) | 30 (28) | 32 (0) | 0(0) |
| HD3 | 32 (13) | 32 (29) | 32 (21) | 32 (24) |
| HD5 | 32 (5) | 32 (30) | 32 (28) | 32 (7) |

4.3. tablazat. A dokkoldsi szimuldciok dsszefoglaldsa a specidlis szerkezeteken. A sikeres dokkoldsok
szama, zdrdjelben pedig a 2MM3 PDB azonositoju szerkezethez hasonld pozok szama.

4.2. A DIPEND eljaras

4.2.1. A program felépitése

A program nyilt forraskodu, és elérhets a githubon (https://github.com/PPKE-Bioinf/
DIPEND). Rendezetlen fehérjeszakaszok atomi szintii szerkezeti modelljeit épiti fel ugy,
hogy a Dunbrack labor altal meghatarozott, szomszédsagfiiggd Ramachandran-térképeket
felhasznalva [Ting et al., 2010] general torzios szogeket a szekvencia alapjan.

A program egy normal személyi szamitogépen, csak egy szalat hasznalva egy kb. 50
aminosav hosszi fehérjeszakasz esetében 1000 szerkezetet kb. 17 6ra alatt general. Egy
nagyjabol 100 aminosav hosszi szakasznal 1000 szerkezetnél ez mar 190 éra (nagyjabol
egy hét).

A f6bb 1épések a 4.9. folyamatabran lathatok. A modell felépitéséhez a ChimeraX
[Pettersen et al., 2021| programot hivja meg GUI és grafikus megjelenités nélkiil. A prog-
ram Linux operaciés rendszerben miikodik. Nagy része Python3-ban ir6édott, a memoria-
és segbességoptimalizalas érdekében egy lépést C++-ban oldottam meg. A szekvencia
alapjan egy hosszi S-szal (¢ = —65° és 1p = +135°) épiil fel atomi szinten a ChimeraX
program [Pettersen et al., 2021] segitségével. Ezutan a Dunbrack labor [Ting et al., 2010]
kumulativ valészintiségeit felhasznalva a program random valaszt ki egy-egy ¢ és 1) szdg-
part minden aminosavra. Példaul a LEFT médnal az adatsor egy adott aminosav adott
balszomszédja esetén 5 fokonként minden szogparra tartalmaz egy kumulativ valészin-
séget (-180;-180), (-180;-175), (-180;-170), ..., (-75;-35), (-75;-30), (-75;-25), ..., (10;35),
(10;40), ..., (175;175) monoton novs szogparokra. A kumulativ valoszintségek egy nagyon
kicsi szamtol monoton moédon nének, (175;175)-nél elérve az 1-et. Minden aminosavparra
kiilon adatsor all rendelkezésre. Az adatsorokat binaris fajlokban taroljuk a gyorsasag és
a helykimélés kedvéért.

A program egy véletlen szamot general 0 és 1 kozott. Megkeresi azt a szogpart, ami-
nek kumulativ valészintisége éppen csak egy kicsit magasabb a dobott szadmnal, vagyis
kivalasztja a megfelel§ kumulativ valoszintiséggel rendelkezs savot. Példaul ha 0.77-et

dobtunk és van egy 0.76-o0s és egy 0.78-as szogparunk, akkor a 0.78-ast valasztjuk. Az
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647117 I  -120 115
24 code: [0, 0] contacts: O 648118 R -125 -10
25Clash_report for the gmx optimize 649119 S -85 130
1Given parameters: 0 -1.0 1000.0 650120 A -120 140
angle to add: 31 26# Chosen angles for structure 1: 651121 A -105 160
3 base: test weighted left conly 271 T -110 150 652122 Q -135 5
4 cycle: 10 282 T -65 130 653Trying at 0
6 gronacs optimization: 1 e . o ue 054Trying at 1
7 mode: WEIGHTED LEFT g?g |I< gg 1‘510 ggglry}ng ai g
8 number of structures: 5 326 M 175 -15 rying a
9 proline phi rotation: @ 37 D -65 -155 657Trying at 4
10 remaining temporary files: 0 658Trying at 5
11 random addition: 6 348 P =550 659Trying at 6
12 unkot max: 7 359 G -60 -5 660Trving at 7
13 sequence: 3610 V. -125 85 ying
TTIKIMDPGVGDGATAAKSKRLFKEAPVVVSGPVIGE 3711 G -50 -10 661Trying at 8
14Proline res 8 phi is not rotated. 3812 D 60 30 662Renaming files based on success...
15Proline res 27 phi is not rotated. 3913 G -165 145 663Trying to rename structure 1 to structure 1
16Proline res 33 phi is not rotated. 4014 A 60 45 664Trying to rename structure 2 to structure 2
17Proline res 39 phi is not rotated. 4115 T  -110 -15 665Trying to rename structure 3 to structure 3
o ouine res o4 phi 1S not rotatec. 4216 A -70 150 666 Trying to rename structure 4 to structure 4
roline res 57 phi is not rotated. )
20Proline res 69 phi is not rotated. 4317 A -70 140 667Trying to rename structure 5 to structure 5
21Proline res 88 phi is not rotated. 4418 K  -75 130 668 Number of successfully optimized structures: 5
22i: 1, contacts: 1 4519 S -165 170 669 Cleaning up...
23angles_to_unknot: 2, max tries: 4 4620 K -110 95 670Time elapsed: 79.12

4.10. Abra. A DIPEND program log fdjljanak részletei

ehhez tartozo két szog lesz a fehérjeszakasz adott aminosavahoz tartozé torzids szogpar.
Ezt a fajta kivalasztast rulettkerék kivalasztasnak is hivjak.

A kovetkezs 1épésben ChimeraX-szel beéllitja a program mindegyik szogpart a kivalasz-
tott értékekre. Ezutan egy C+-+-ban implementalt szterikus titkdzés ellendrzés kovetkezik,
mely azt nézi meg, hogy vannak-e olyan CA atomok, amik nem szekvencialisan szomszé-
dok és kozelebb vannak, mint 4 A, ez ugyanis iitkozésnek szamit. Ha 4 aminosavnal
szekvencialisan kozelebb vannak, és mégis 20 A-nél tavolabb térben, akkor lancszakadas
van, melyet szintén kisz{r a program.

Ha van néhény iitkozés, de nem tal sok, akkor a program kicsomé6zd modulja 1ép mt-
kodésbe. Ez a modul megvizsgélja, hogy mely titkozések esnek egy régiéba. Ha e régiok
szama egy bizonyos hatar alatt van, melyet egy paraméterrel lehet szabalyozni, pl. keve-
sebb, mint 6, akkor a program minden régi6ban megkeresi az litkozések koziil a legkisebb
tavolsaggal rendelkezét és a két itk6z6 aminosav kézott szekvencialisan féluton 1év6 ami-
nosavat. Ezen félaton 1évé aminosavak torziés szogeihez egy bizonyos szoget hozzaad vagy
kivon beléliik kombinatorikusan, ezzel n {itkdzésre 2" szerkezetet hozva létre. Ha valame-
lyik szerkezetben igy mér nincs titkozés, befejezi a kicsomozéasi folyamatot. A kicsomozési
modul miikddése Gsszefoglalva a 4.9. B dbran lathato.

Ha nincs iitkozés vagy lancszakadéas, a SCWRIL4 [Krivov et al., 2009] program segitségével
az oldallancok optimalizélasa torténik. Ezutan a GROMACS [Van Der Spoel et al., 2005]
[Abraham et al., 2015| program segitségével a program révid energiaminimalizalast fut-
tat vakuumban, és figyeli, hogy sikeriilt-e.

Ha sikertilt, akkor a ChimeraX szterikus iitkozés ellenérzésével a program megnézi, van-e
béarmilyen iitkézés. Ha nincs, akkor sikeres a modell. A program tarolja, hogy melyik mo-
dell sikeres és melyik nem. Minden szerkezetre megismétlgdnek a 1épések a kezdeti (3-szél
felépitését kivéve, melyet elég csak egyszer elvégezni. Minden szerkezetet maximum egy
bizonyos szamszor probalja meg felépiteni. Példaul ha 10 modellt szeretnénk felépiteni és
30-szor probalkozunk, akkor egyszer megprobalja felépiteni mind a 10-et, majd még 30-

szor megnézi, hogy vannak-e sikertelenek, és ha vannak, azokat ujraprobélja. A legjobb
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esetben csak 10 felépités torténik, a legrosszabb esetben 310 felépités, 10 db sikertelen

modellel.

A program bemeneti paraméterei a kdzvetkezdk:

e A szekvencia (ez az egyetlen kitelezd paraméter)

e A generalandé modellek szama

e A felépités modja

LEFT: a torzios szogek kivalasztasanal csak a bal szekvencialis (azaz N termi-
nalis felsli) szomszédot veszi figyelembe

RIGHT: a torzios szogek kivalasztasanal csak a jobb szekvencialis (azaz C
termindlis felsli) szomszédot veszi figyelembe

TRIPLET: a torzits szogek kivalasztasanal mindkét szekvencidlis szomszédot

figyelembe veszi
WEIGHTED LEFT: egy a felhasznalo altal definidlt Gauss eloszlést lehet

aminosavanként a Dunbrack eloszlassal kombinalni

WEIGHTED RIGHT: egy a felhasznald altal definidlt Gauss eloszlast lehet

aminosavanként a Dunbrack eloszlassal kombinalni

WEIGHTED TRIPLET: egy a felhasznél6 altal definidlt Gauss eloszlast lehet

aminosavanként a Dunbrack adatokbol szarmaztatott eloszlassal kombinélni

A modellek fajlnév kezdete (példaul a bar 7 fajlnév kezdetként bar min 1.pdb,

bar _min_2.pdb, stb. fajlneveket ad eredményiil)

A hasznalt Dunbrack-féle adatkészlet (TCBIG vagy Coil only, 1d. [Ting et al., 2010])
A modellépitési probalkozasok maximaélis szama

Legyen-e GROMACS optimalizalas (ha esetleg a felhasznalonal nem fut a GRO-

MACS)

Meghagyja-e az ideiglenes fajlokat (diagnosztikai célra)

e A maximum kicsomoézando iitkozések szama (0, ha nem akarunk kicsomozodast)

e A kicsomozashoz hozzédadando vagy kivonando szogérték (alapértelmezetten 5 fok)

A program &ltal kimenetként adott logfajl részlete lathat6 a 4.10. 4bran.

A kezdeti szerkezet

Legelst lépésként egy nyujtott konforméciét épitiink a megadott szekvenciaval a Chi-

meraX program segitségével [Pettersen et al., 2021|, ahol a torzios szogek ¢ = —65° és
1 = +135°.
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A modellfelépitési modok

A LEFT és a RIGHT mod a Dunbrack labor adataibol dolgozva a szekvencialis bal (N
terminalis felgli) illetve jobb (C terminalis fel6li) szomszédot veszi figyelembe. A TRIP-
LET mo6dnal szarmaztatott valészintiségekkel szamoltam, a honlapjukon 1év6 utasitéasok

segitségével. Példaul hogyha cisztein a balszomszéd és glicin a jobb szomszéd, akkor

eln(pet)+in(prg)—in(prau) —in(praut)
Ptm’plet - (41)

psum

ahol p.; a cisztein balszomszéd valdszintisége, p,4 a glicin jobbszomszéd valoszintisége, pian
az Osszes balszomszéd valOszintisége, prq az Osszes jobbszomszéd valdszintisége és pPsum
az adott tripletre vonatkozo Osszes szamlalo Osszege. Az ezzel vald osztas normalizalja az
eredményt.

Ezeket a valdszintiségeket minden szogparra kiszdmolva a szogparokon sorba haladva
Osszeadva és az eredményt normalizalva megkapjuk a kumulativ valoszintiségeket az adott
harmasra, melyeket a kivalasztasnél hasznaltam.

A WEIGHTED moédoknal minden aminosavra egy Gauss eloszlast lehet definilni.
A felhasznalé meg tudja hatérozni a centralis torzids szogeket és egy szorast, emellett
egy silyparamétert, mely 0 és 1 kozé esik. Ha 0 a suly, akkor ezt a Gauss eloszlast a
program nem veszi figyelembe, vagyis olyan eredményt ad, mintha a WEIGHTED médot
nem is hasznélnank, egységnyi stilynél pedig csak a felhasznal6é altal definialt eloszlast
veszi figyelembe az adott aminosavnél. Egy adott szogpéarra a kumulativ val6szintiség
meghatarozasa a kovetkezSképpen torténik: p = w * p, + (1 — w) * pg ahol w a felhasznélo
altal megadott suly, p, a felhasznalé altal megaodtt Gauss eloszlasbol szarmazo kumulativ
valoszintiség py pedig a Dunbrack adatbol szarmazé kumulativ valészintség.

A sulyozott modszerek tesztelésénél ¢ = -60 és ¢ = -40 torzids szogeket hasznaltunk

10 fok szorassal és 0.99-es sullyal.

A szterikus utkozések ellensSrzése

Miutan a fentebb leirt médon minden torzios szoget meghataroztunk, a ChimeraX [Pettersen et al., 2021|
programmal egyenként beallitodnak a program GUI és grafikus ablak nélkiili meghivésa-
val. A felépitett szerkezetnél ellendrizziik a C++-ban megirt programmal, hogy vannak-e
szterikus titkozések, illetve szakadésok a peptidlancban. Hogyha a szekvencidlisan nem
szomszédos CA atomok kozelebb vannak egymashoz, mint 4 A, akkor szterikus iitkozés
van, illetve ha 4 aminosavnyinal kozelebb van a szekvenciaban két CA atom, mégis tévo-
labb helyezkednek el egymastol, mint 20 A, akkor lancszakadas van. Ez utobbinek nem
szabadna megtorténnie, szterikus litkozések azonban gyakran elGfordulhatnak, f6leg ha

100 aminosavnal hosszabb szekvenciaval dolgozunk.

4.2.2. Alsokasagok kivalasztasa

A generalt sokasagokbol alsokasdgok szelekciojat a CoNSEnsX™ webszerver dockerizalt

lokélis valtozatéval végeztiik [Angyéan et al., 2010], [Dudola et al., 2017]. Ez a program
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egy moho algoritmussal kivalasztja azt az alsokasagot, amelyik a legjobban megfelel a
kisérleti adatoknak, mely esetiinkben legtobbszor kémiai eltolédas paramétereket jelent.
Ujonnan masodlagos kémiai eltolodasokkal is tud szamolni a program, ezeket is felhasz-

naltuk sokasdgaink elemzéséhez.

4.2.3. A programmal elSallitott szerkezeti sokasagok elemzése

A program tesztelésére két fehérjeszegmens szerkezeti sokasdgmodelljét allitottuk els a
programmal, melyeket aztan a CoNSEnsX ™ webszerverrel elemeztiink. A webszerver im-
méar mésodlagos kémiai eltolodasokat is vissza tud szamolni szerkezetekbdl, az els6dlege-
sek visszaszdmoléasat is megtartva. A méasodlagos kémiai eltolodasok visszaszamolasdhoz
a referenciaértékek Tamiola és munkatéarsaitol szarmaznak [Tamiola et al., 2010]. A web-
szerverrel alsokasdgokat is valasztottunk RMSD alapjan, mely ugyanaz elsGdleges és ma-
sodlagos kémiai eltolodésokra is. A masodlagos kémiai eltolodésok nagyon érzékenynek

bizonyultak a lokélis szerkezeti valtozésokra.

Az elsallitott Cd3e fehérjeszegmens sokasag megfelelése a kisérleti adatoknak
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4.11. abra. A Cd3e sokasdg dttekintése A) Az IUPred3 szerver dltal prediktdlt rendezetlen-
ségi pontszdam B) Mért és visszaszamolt CA mdsodlagos kémiai eltoléddsok C)
A sokasag mdsodlagos szerkezeti logdja a CA kémiai eltolddds alapjdin szelek-
tdalt alsokasdgra. A DSSPcont dllapotokat dtlagoltuk minden modellre. Az dbra a
Weblogo programmal késziilt.

Modszeriink teszteléséhez egy rendezetlen fejérjeszakaszt valasztottunk, olyant, amely-
hez tartozik kémiai eltolodéas kisérleti adat, melyet a Biological Magnetic Resonance Data
Bank (BMRB) adatbazisbol értem el [Ulrich et al., 2007]. A szerkezetet azok koziil a mo-
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4.12. abra. A Cd3e sokasdy dttekintésének folytatdsa A) A szimuldlt (szirke), generdlt (z26ld)
és szelektdlt (sotétsziirke és sotétzold) (al)sokasdgok PCA scatter plotja. A szél-
s6 PCA értékekhez hasonld egy-egy szerkezet szalagdbrdzoldsdval. B) Az ITAM1
(sotétzold) és az ITAMZ (lila) motivumokban lévé Gsszes aminosav Ramachand-
ran dbrdi a szelektdlt alsokasdg minden szerkezetére.

dellek koziil valasztottuk ki, melyek BMRB szekvenciain az [UPred2A [Mészaros et al., 2018|

rendezetlenség predikcids programot futtatva legalabb 50 aminosav hosszu, atlagosan leg-

alabb 0.5 pontot elérd szakaszok voltak.

Mivel az 57-es izoleucin mésodlagos kémiai eltolédasai kétszer olyan nagyok voltak,

mint barmely més aminosavé, ezt az aminosavat kihagytuk a szamitasokbol. A kisérleti

koriillmények, esetleges asszignacios hiba, vagy egyéb még fel nem deritett fizikai jelensé-

gek okan lehetnek olyan kisérleti kémiai eltolédas értékek, melyek ezen a legjellemz&bb

tartomanyon kiviil esnek. Ennél az 57-es izoleucinnal a kisérleti érték és a program altal

kiadott értékek nem bizonyulnanak Osszevethetének, ezért hagytuk ki ezt az értéket.

generalt CA + CB CA RMSD MD-bésl
5000 RMSD alapjan kivalasz-
alapjan kivalasztott tott  (CA
kivalasztott (45 model) RMSD, 20
(84 modell) modell)
RMSD corr. | RMSD corr. | RMSD  corr. | RMSD  corr.
teljes CA kém. elt. 0.996 0.999 1.000 0.997
maésodlagos CA kém. elt. 0.458 0.296 0-211 0.696 0.073 0.953 0-400 0.451
teljes CB kém. elt. 0.999 1.000 0.998 0.997
mésodlagos CB kém. elt. 0-550 0.233 0.137 0.764 0-601 0.322 0-831 0.301

4.4. tablazat. A Cd3e szegmens generdlt sokasdgok megfelelése (RMSD és korreldcid értékei) a vissza-
szamolt kémiat eltoloddsoknak
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Az el6z6 futtatasok alapjan a 25-35 aminosavakat magaba foglald szegmensnél hoz-
zdadtunk egy -120, 120 fokos torzids szdgekkel és 10 fokos szdréassal rendelkezd eloszlast
0.4-es sullyal. A nagyjabol random rendezetlen szerkezeti modellel egyez&en a kapott szer-
kezeti sokasag kémiai eltolodas RMSD-jei és korrelacioi jo megfelelést mutatnak, ahogy
ez a 4.4. tablazatbol és a 4.11. abrabol is latszik. Ami a méasodlagos kémiai eltolodasokat
illeti, a csak a CA értékekre vald szelektalas novelni tudja az azoknak valdé megfelelését.
Ez a CB kémiai eltolodas megfelelést csak kis mértékben javitja, még mindig nem j6 meg-
felelést eredményezve. A CA és CB kémiai eltolédésokat hasznélva egy nagyobb sokaség
szelektalodik, alacsonyabb, de még mindig elfogadhatd korrelacioval mindkét adatsorra,
mely azt jelenti, hogy a szekvencia mentén 1év§ lokalis konforméciok jol reprodukalhatok.

Szelekcidt végeztiink az explicit vizben 1 us hosszt molekuladinamikai szimulacioval
kapott sokasédgbdl is. Az ebbdl valasztott alsokasig megfelelése rosszabb, mint a DIPEND
programmal generalté. Az MD szimulacié soran a Cd3e fehérje gyorsan elér egy kompakt
szerkezetet. F6komponens-analizis alapjan az abboél kivalasztott alsokasig a kompakt &l-
lapotot és a kiindulasihoz kézeli nytjtott allapotot is mintavételezi. A DIPEND program
altal generalt szerkezetek ugyanakkor egyenletesebben és jobban mintavételezik a kon-
formacios teret (4.12. abra). A kisérleti adatoknak valo megfelelés teljes vizsgalatahoz
tovabbi fiiggetlen adatokra is sziikség lenne.

Mar korabban leirtédk, hogy az ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif)
valamennyire helikalis szerkezetet preferdl, mely a CA kémiai eltolodasokbol is latszik.
A sokasdgunk esetében ez nem eléggé erés ahhoz, hogy a DSSP barmely aminosavat
is helikélis szerkezetnek ismerje fel, csak a masodik motivumban észlelhets jelenléte a
"H" allapotnak (4.12. abra). A "T" allapot sem jelenik meg, hiszen ahhoz négy egymas
utani aminosavnak kellene helikalis konformécioét felvenni és a "H" allapothoz konzisztens
hidrogénkdtéseknek kellene létre jonniiik, ez viszont elég kicsi valdszintiséggel torténik meg
egy nagyon dinamikus, alacsony masodlagos kémiai eltolodasokkal rendelkezé sokasagban.
Az ITAM mintazatok 2x4 aminosavainak Ramachandran térképe sem mutat egyértelmii
preferenciat az a-helikalis torzids szogek irant, azonban a -54-es ¢ torzids szog kozelében

1év6 enyhe feldusulas tapasztalhato (lasd 4.12. abra).

A miozin VI maganyos alfa-helikalis (SAH) szegmense

A 30591 BMRB azonosit6jo paraméterfajlt kiegészitettiik a hozza tartozoé publikacid
[Barnes et al., 2019] mellékletében talalhato ' N — H, 2C" — H és ' N — C’ RDC adatokkal,
3 JunNHA skalaris csatolasokkal és S? rendparaméterekkel. A szelekciohoz mindig RMSD-t
hasznaltunk. Az RDC adatoknél a Q értékekkel vald 6sszehasonlitast nem tessziik meg,
mivel a mi szadmitasi modszeriink nem kozvetleniil 6sszevethetd a Barnes és munkatarsai
altal hasznalt eljaréssal. Egyrészt 6k merev szerkezetekkel szdmoltak, masrészt mi nem
hasznalunk univerzélis illesztési tenzort és minden szerkezetet egymaéstol fiiggetlennek
tekintiink, és mindegyiknél kiilon illesztiink, miel6tt a teljes sokasag RDC-it atlagoljuk.

Mivel egy erésen a-helikalis régiordl van szo, a Ramachandran térképen sziik teriiletet
kellene bejarnia a sokasignak, ezért indokolt olyan paraméterek véilasztasa, melyeknél kis

szorassal és nagy sullyal dolgozunk. Azonban a mésodlagos kémiai eltolodaskat tanul-
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4.13. dbra. Mért és visszaszdmolt NMR paraméterek és a szelektdlt SAH sokasdg szerkezeti
paraméterei A) A szelektdlt SAH sokasdg Mért (piros) és visszaszdmolt (kék)
NMR paraméter értékei. A szamolt értékeket a CoNSEnsX™ szerverrel kaptuk
meg. B) A MYO VI SAH domén kivdlasztott 87 konformerének szalag reprezen-
tdacidja a 28-42 aminosavak mentén illesztve. Szivdrvdny szinezés az N termi-
az UCSF Chimera programmal készilt. C) A
37 modellre datlagolt DSSP dllapot valdsziniségek mdsodlagos szerkezeti logdja.
Az dbra a Weblogo programmal készilt. D) PCA dbra az 1-2 médusok mentén
lévd generdlt 5000 szerkezetnek (narancssdrga), a kivdlasztott 37 szerkezetnek
(fekete) és a 10 PDB adatbdzisban taldlhatd 60BI azonositdju szerkezetnek (li-
szerkezetek két vége kozdtti tdvolsagnak felel

ndlistél a C termindlisig. Az dbra

la) eloszldsdrdl. Az 1-es mddus a
meg.
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ményozva a C terminalis szegmensben a helicitas csokkenése varhato. Ezért két eloszlast
adtunk a program alapbeéllitasahoz: egy -58, -47 torzids szdg centrumi, 10 fokos szoéras-
sal és 0.99 sillyal rendelkezd eloszlast az 1-55 aminosavakra, és ugyanezt 0.80-as sillyal

az 56-68 aminosavakra.

‘ 60BI (10 modell) ‘ generated 5000 | kivalasztott (37 modell) ‘

rmsd  corr. rmsd  corr. rmsd  corr.
N-H RDC 4.021  0.746 7.304 0.756 | 3.676  0.917
H-C RDC 1.709  0.456 1.440 0.671 1.058  0.807
N-C RDC 0.822 0.118 0.541 0.576 | 0.351  0.838
3JHNHA 0.602 0.789 0.765 0.625 0.518  0.903
masodlagos CA kém. elt. | 0.969 0.712 0.866 0.705 | 0.688 0.903
mésodlagos CB kém. elt. | 0.915  0.389 0.967 0.561 | 0.970  0.587
N-H S2 0.201  0.488 0.258  0.878

4.5. tablazat. RMSD és korreldcio értékek a MYO VI SAH sokasdg kivdlasztott és visszaszdmolt NMR
paramétereihez

Ezekkel a paraméterekkel 5000 szerkezetet generdltunk szamos probélkozéas utén és
kiilonbozé kivalasztasokkal kisérleteztiink a CoNSEnsX™t webszerverrel. A kivalasztott
végsG sokasagot a kovetkezs szelekcios bedllitasokkal kaptuk: RMSD alapjan a kévetkezd
relativ stlyokkal: CA kémiai eltolodas 10, 3Jgnma skalaris csatolasok 5, N-H, N-C és
C-H RDC-k (100 mM NaCl-ban mérve) 1. Ezek empirikusan valasztott stlyparaméterek,
melyek azt irjak le, hogy egy 1-t6l 10-ig terjedd skdlan mennyire vessziik figyelembe az
adott paramétert az alsokasag kivéilasztasakor.

Ahogy a 4.13. 4brabol és a 4.5. tablazatbdl is latszik, a szelekcié minden paraméterben
javulast eredményezett, még az itt nem abrazolt CB kémiai eltolédésokban is. Ahogy
varhaté volt, a sokasag eltérést mutat a teljesen egyenes a-hélixhez képest. A 4.13. dbran
a 28-42 aminosavakra illesztettiik a sokasdgot, mivel Barnes és munkatirsai NMR rela-
xacios adatok alapjan ezt a szegmenst irtak le a legmerevebbnek. Azt meg kell jegyezni,
hogy ilyen rid-szerd szerkezeteknél a szerkezetek megjelenitése nagyban fiigg attol, hogy
mely régiot illesztjiikk. A DSSPcont analizis azt mutatja, hogy konzisztensen helikalisak a
szerkezetek az egész szegmensben. Emellett egyes esetekben a "T", azaz kanyar allapot is
megjelenik, mutatva, hogy itt-ott megtorik a folyamatos helicitas, azaz a hidrogén-kotések
folytonosséga a sokasagban, a szerkezet meghajlasat eredményezve. Az 55. aminosavtol
csOkken a helicitas, mely megfelel a méasodlagos kémiai eltolodasoknak és az alkalmazott
beallitasainknak. A f6komponens-analizisbd6l az latszik, hogy a szelektalt alsokasag csak
viszonylag kis részét fedi le a felépitett modellek altal reprezentélt konformaciés térnek,
mely azt jelenti, hogy a kisérleti adatoknak megfelel6 sokasag generélasahoz valoban ér-
demes volt a lokalis preferencidkat igazitani, hiszen enélkiil feltehetGen még tobb, nem
relevans szerkezet is bekeriilne a kezdeti sokasigba.

A legfontosabb kérdés az, hogy a szelektalt sokasagunk mennyire reprezentalja a miozin
VI fehérje SAH szegmensének bels§ mozgasait, kiilondsen is 6sszehasonlitva a PDB adat-
bézisba bekeriilt NMR, szerkezettel, melynek adatai atfednek a vizsgalatunkban szerepld

adatokkal. Arrol se feledkezziink el, hogy ennek a 6obi azonositoju szerkezetnek nem az
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a szerepe, hogy a szegmens bels§ dinamikijat tiikkrozze, ez az aspektus ott csak az RDC
adatok skaldzasidban jelenik meg. Ezen kiviil a mi sokasdgunkban nem hasznaltunk NOE
kényszerfeltételeket az RDC adatokon kiviil. A nem skéilazott RDC adatokkal dolgoztunk,
a szelekciot pedig masodlagos CA kémiai eltolodasokra és 3JuNHA skalaris csatolasokra
végeztiik. Raadéasul a kivélasztott sokasagunk 37 szerkezetet tartalmaz, szemben a 10
szerkezetet felvonultatdé 6obi PDB szerkezettel, és tobb szerkezetre atlagolva kénnyebb
elérni jobb megfelelést. Legérdekesebb megfigyelésiink az, hogy az S? paraméterek korre-
lacioit tekintve kivaldan megfelel a szelektélt sokasagunk, viszont a visszaszamolt értékek
lényegesen alacsonyabbak, mint a kisérletbdl szarmazok. Azt is meg kell jegyezniink, hogy
egy ilyen pélcaszerd szerkezetnél a rendparaméterek becslése nagyban fligg a szerkezetek
illesztési modjatol [Best and Vendruscolo, 2004]. Mi minden aminosavat felhasznaltunk
ehhez a szamolashoz. Osszefoglalasként tgy gondoljuk, hogy a szelektélt sokasagunk jol
tlikrozi a szegmens szerkezeti atrendezddésének természetét, mely azt jelenti, hogy a régio
nagy részében a helikalis szerkezet helyi megszakadasa torténik, itt-ott meghajlast okozva
a szerkezetben. A hélix kitekeredése csak a 10-15 aminosavbdl allo C terminélis részen
figyelheté meg. Barnes és munkatarsai azt a konklaziot vontak le, hogy az S? rendparamé-
terek és az RDC adatok ugyanolyan tipust bels§ mozgasokat irnak le, ami — ha elfogadjuk
az S? paraméterekkel valo korrelaciot — megjelenik a mi sokasagunkban is. Azonban ez
azt is jelenti, hogy a gyors mozgasok kisebb amplitadédval jelennek meg, mint a mi so-
kasagunkban, hiszen a kisérletbsl szarmazo S? rendparaméterek magasabbak, mint a mi

szerkezetiinkbdl visszaszamoltak.
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5. fejezet

Diszkusszi6 és tézisek

5.1. A gasztrotropin fehérje vizsgalata

A gasztrotropin fehérje tobbek kozott epesavak szallitasdban vesz részt. Ligandumkoté-
sének atomi szinti leirdsa még mindig nem teljes. E kérdést vizsgaltuk in silico modsze-
rekkel molekuladinamikai szimulaciokat végezve a masok altal kisérletesen meghatéirozott
szerkezeti modelleken a kisérleti adatokbol szarmazo S? és NOE paraméterek felhaszna-
lasaval, illetve azok nélkiil is.

Felmeriilhet az olvaséban a kérdés, hogy miért nem végeztiink hosszabb szimulacidkat
a gasztrotropin fehérje esetében. A MUMO protokoll alkalmazéasa nagyon kiilonleges al-
goritmust igényel, ami egészen méas, mint amilyen algoritmusokat a legtdbben hasznalnak
molekuladinamikai szimuléciéknél, és amelyekben az utébbi években drasztikus hard-
veres gyorsitas kovetkezett be, mint példaul a grafikus kartyak alkalmazhatosaga altal.
Sajnos a MUMO protokollra ezek nem alkalmazhatok, igy sokkal tobb id6t igényelnek,
ezért nem volt lehetfség még tobb szimuléacid elvégzésére. Fontos megjegyezni, hogy az
ezzel a modszerrel és programverziéval végzett szimulaciok sebessége nem vethets Gssze
a manapsag rutinszertden futtatott, GPU alapt gyorsitast hasznal6 szamitéasokkal. Ennek
tobb, technikai jellegii oka van. Egyrészt a jelenlegi GPU alapu gyorsitasok tipkusan ugy
miik6dnek, hogy egyetlen replika esetében adott tipusa szamitasokat végez a GPU. T6bb
replika szimulaciéja esetében parhzamosan tobb CPU sziikséges, és ebben az esetben nem
trivialis a megfelel részszamitasok GPU-ra val6 kihelyezése minden replika esetében, tu-
doméasunk szerint ezt a GROMACS sem tamogatja jelenleg. Ezen feliil az S? és NOE
megkotések szamitasa minden 1épésben intenziv kommunikaciot igényel az egyes szalak
a GROMACS fejlesztsi egyre kevéshé érdeklGdnek az NMR paraméterek beépitése irant,
mivel ezt tjabban a PLUMED modullal oldjak meg fliggetlen fejleszték, ami viszont nem
kezel S? paramétereket. Ezek miatt a korabbi S? implementacié 1j GROMACS verziokba
valo beépitése komoly plusz erdfeszitéseket igényelne, amelytsl a csoportunk inkabb elte-
kintett. Osszességében tehat a MUMO protokollal elvégzett szamitasok Gssz-szimulacios
ideje alatta marad a manapséig rutinnak mondhato, egyedi replikidkat hasznélé molekula-
dinamikai futasok szimulacids idejének. Ez a hatrany azonban csupan latszoélagos, hiszen

a kisérleti megkotéseket alkalmazd szimulaciok esetében a modellezett bels6 mozgasok
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jellemz§ idGskalajat nem a szimulacio ideje hatarozza meg elsGsorban, hanem az, hogy az
alkalmazott kisérleti paraméterek milyen id&skalaji mozgasokat reprezentalnak.

Felmerilt, hogy a ligandumkotés energiaszintjeinek még behatobb tanulmanyozasara
végezhettiink volna a kiilonb6z6 komplexeken szabadenergia szamolasokat [Abel et al., 2017]
vagy "eserny6 mintavételezést" (umbrella sampling) [You et al., 2019|, hogy megbizha-
tobb becslést kapjunk az energiakrol. Azonban ezek elvégzése a félig kitekeredett allapot
miatt egyaltalan nem trivialis, hiszen ezek a konformaciok eleve nem egyensiilyiak, igy
a modszer nem miikodott volna. Emellett a két ligandum miatt nagyon sok kombinaciot

kellett volna megvizsgalni, mely tulnyalt volna e munka keretein.

5.2. Els6 téziscsoport

1.1.A. Tézis:

Elsallitottam S? és NOE paraméterekkel végzett megkstétt molekuladina-
mikai szimulaciékkal a MUMO médszer segitségével a gasztrotropin fehérje
szerkezeti sokasagait négy hémérsékleten, mely sokasagok megfeleltek a mo-
dellbe nem beleépitett kémiai eltolodas paramétereknek.

A MUMO moédszerrel késziilt sokasagok kémiai eltolodésainak korrelacioi a modell-
be be nem épiett kémiai eltolodasokkal sokkal jobb korrelédciét mutattak, mint a PDB
adatbazisban fellelhet modellekbdl allo kis méretd sokasagok (4.1. tablazat).

1.1.B. Tézis:

Elgallitottam kiilonb6z6 molekuladinamikai szimulacidkkal egy sok elembdl
all6 szerkezeti sokasagot a gasztrotropin fehérje modellezésére. F6komponens
analizis segitségével megmutattam, hogy a sokasag nagy konformacios teret
jar be.

A 4.6. abran lathato, hogy ez a szerkezeti sokasag diverz és nagy konforméacios teret
olel fel.

1.2.A. Tézis:

Az elsallitott S? és NOE kényszerfeltételekkel megkstott sokasagokkal f6kom-
ponens analizis segitségével megmutattam, hogy a szabad és a ligandumko6tott
formaban is kétfajta mozgas dominal, mindketts a hordé kinyilasat eredmé-
nyezi.

E mozgasok a sokasagok f6komponens-analizisének (PCA) els§ két modusa mentén
torténnek, az els6ben f6ként az E-F és a G-H hurok vesz részt, mig a mésodikban a C-D

hurok és a két hélix mozdul el leginkabb.

1.2.B. Tézis:

Megmutattam, hogy az aminosavcsoport, amely az altalam generalt szerke-

zeti sokasagok PCA elemzése alapjan leirt masodik tipust mozgasban részt
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vesz, nagymértékben atfed a Téke Orsolya kutatécsoportja altal mért lassu
idéskalas mozgasban részt vevé aminosavcsoporttal.
T6ke Orsolya és munkatérsai nem minden aminosavra tudtak mérni az adatokat, igy

nem tudtuk minden aminosavra megvizsgalni ezt az Osszefliggést.

1.3. Tézis:

A ligandumok koétShelyekre valé bejutasara egy olyan mechanizmust hataroz-
tam meg, melynek soran a helikalis sapka félig kitekeredik.

A Té&ke Orsolya csoportja altal meghatarozott rejtett energiaédllapotot felvevs kevés
konformaécioval kémiai eltolodés kiilonbség korrelaciot tekintve a legmegfelel6bb szerke-
zetek félig kitekeredettek, f6leg a helikélis sapka részen. Ebben azonban az erétérnek is

szerepe lehet.

5.3. Fehérjeszerkezet modellezés a DIPEND program segit-
ségével

Rendezetlen fehérjék szerkezeti modellezésére fejleszettiik ki a DIPEND programot, mely
nyilt forraskoda, és maga is nyilt forraskoda programokra (vagyis a ChimeraX, SCWRL4
és GROMACS) épiil. Ez noveli a program atlathatosagat és miikodésének érthetdségét. A
nyilt forraskod azért is el6nyos, mert ezeket a programokat folyamatosan fejlesztik és barki
szabadon tehet hozzajuk Gjabb funkciokat vagy javithat ki hibakat. Ezen el6nyok nagyobb
sullyal esnek latba, mint a kiils§ programok hasznalatébol ereds futasidd névekedés.

A DIPEND program fontos sajatossaga, hogy csak a szerkezeti sokasag generalas lépést
teszi meg, a kisérleti adatok alapjan 1év6 szelekcio 1épését pedig a kutatécsoportunkban
fejlesztett CoNSEnsX™t webserver segitségét végzi, melynek fejlesztésében nem vettem
részt. A felhasznalo altal a szerkezetgeneralaskor megadhato szerkezeti preferencidk biz-
tositjak azt, hogy a generalas atlathato, nem fekete dobozként miikodik. A szerkezetge-
neralés és sokasagkiértékelés 1épések szétvilasztasa azt az elényt is magaban hordozza,
hogy igy tobbféle szerkezet generalasi modszerbdl szarmazoé sokasagokat is egyesiteni le-
het, példaul a DIPEND altal elgéllitott és molekuladinamikai szimulaciékbdl szarmazo
szerkezeteket. Raadasul igy a kisérleti adatoknak valé megfelelés vizsgalatdhoz is lehet
tobbféle modszerbsl vélasztani, vagy akir egyszerre tobbel megvizsgalni az eredményiil
kapott sokasdgot és konszenzust keresni kozottiik. Emellett a kiértékelési 1épés nagyon
fligg attol, hogy milyen célra készitjiik a sokasig szerkezeti modellt, vagy hogy egyaltalan
milyen kisérleti paraméterekkel dolgozunk. Gyengesége a programnak, hogy megbizhato-
an csak legfeljebb 100 aminosavas szerkezetekre tud miikodni a sztérikus iitkozések miatt
a kicsomoézasi modul miikddése nélkiil. Azonban a kicsomézasi modult érdemes hasznélni
mér 75 aminosav hosszu vagy annél hosszabb szakaszokon is, azonban annal révidebbek-
nél nem jelentds az elény, ha e modult hasznaljuk. Amennyiben til sok a prolin aminosav
a szekvencidban, akkor rovid szekvencia esetén is nagyobb valdszintiséggel fordulhatnak
el§ szterikus titkozések. E probléma megoldasa is egy lehetséges jovSbeli programfejlesz-

tési terv lehet. A késébbiekben cél lenne a futasidé csokkentése azaltal, hogy beleépitiink
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a programba egy parhuzamosito részt, mellyel tobb szerkezetet lehet egyazon id6ben ge-
nerélni és a felépités sikerességét vizsgalni. Természetesen ez "kézzel" ebben a forméban
is megoldhato, vagyis tobb kiilonb6z6 konyvtarban el lehet inditani a programot tobb, de
kisebb szamu sokasagot generalva. Emellett terveziink késziteni egy sajat scriptet, ami

Osszeftizi a sikeres szerkezeteket egy sokasagga.

5.4. Masodik téziscsoport

2.1. Tézis:

Létrehoztam a DIPEND nevii programot, ami alkalmas fehérjeszakaszok ato-
mi szintl szerkezeti sokasigainak felépitésére lokalis szerkezeti preferenciak
figyelembe vételével.

A program a szomszédsagi valdszintiségi modellt alkalmazva megoldja azt a proble-
matikat, hogy az adott fehérjeszerkezet bioldgiailag relevans konformacioi koriil egy jo
konformécios tér mintavételezést hajtson végre. A sullyal hozzaadhato plusz eloszlassal
pedig tiikrozhetSk az a priori ismert szerkezeti preferencidk. A program nagyjabol 100
aminosav hosszusagig tud megbizhatéan szerkezeteket felépiteni, ennél hosszabb szaka-
szoknal megnd a szerkezeti litkozések esélye. Ez az egyéni siilyozast hasznalé moédokkal és
a kicsomoézasi modullal kitolhat6é, amennyiben egy nyujtott szerkezetet eredményiil adéd
eloszlast ad be neki a felhasznalo. Ez azonban megnéveli a futéasi idst. Osszességében a
program egy jol hasznalhat6 kezdeti sokasdgot tud generalni, melybdl mas programokkal

lehet alsokasdgokat szelektalni kisérleti adatok alapjan.

2.2. Tézis:

A DIPEND programot a human Cd3e¢ fehérje rendezetlen szakaszara alkalmaz-
tam és megmutattam, hogy a DIPEND Aaltal generalt konformaciés sokasag
nagyobb konformacios teret jar be és beldle a kisérleti adatoknak jobban meg-
felels sokasag szelektalhatdé, mint az egyéb modszerrel generalt konformacios
kényvtarakbol.

A generalt sokasaghol szelektalt alsokasag jobban megfelelt a kisérleti adatoknak, mint

a molekuladinamikai szamitasbol szarmazoé sokaség.

2.3. Tézis:

A DIPEND programot a miozin VI fehérje SAH doménjére alkalmaztam és
megmutattam, hogy a DIPEND eljaras egy jol meghatarozott elére ismert
szerkezeti preferenciaval rendelkezé fehérje esetében is képes a konformacios
tér relevans részét mintavételezni és abbdl jol lehet egy kisérleti adatoknak
megfelel§ alsokasagot kivalasztani.

A generalt sokasagbol szelektélt alsokasag NMR adatoknak vald mefelelési korrelacidja

nagyobb, mint a PDB adatbézisbdl szarmazoé szerkezeteké.
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5.5. Kitekintés

Noha a célkitiizésben felvazolt feladatokat megoldottam, még jonéhany feladat, megva-
laszolatlan kérdés maradt a tertileten. Ilyenek a gasztrotropin fehérje ligandumkotésének
pontosabb energiaviszony feltérképezése. A CD3e fehérjénél tjabb kisérleti adatok beépi-
tésével még pontosabb modell felépitése, majd e sokasag Osszeillesztése a fehérje tobbi
részérsl mar elérhetd szerkezeti modellekkel, igy modellezve a teljes fehérjét. Hasonl6 fel-
adat meriil fel a miozin fehérje modellezésében is. Mindemellett nagyon sok olyan fehérje
van, amely szerkezeti modellépitésre var, hogy jobban megértsiik mitkodését. Ha pedig
egy adott teljes fehérje modellezése megtortént, akkor e fehérjemodellek egyméshoz valo
dokkolasaval fehérjekomplexek modellezhetSk, melyekbdl idGvel akar egy teljes sejt atomi
szintd modellje is felépithetévé valna, a dinamikat is figyelembe véve. A lehet&ségek ha-
tartalanok, azonban e lépték megvalésulédsa még valdsziniileg nagyon sokiig varat majd
magara.

A fehérjék atomi szerkezetének és bels§ dinamikajanak vizsgalata szerkezeti sokasigok
segitségével, vagyis a mozgas felvizolésa elkapott pillanatképekkel kézelebb visz a fehérjék
funkciéjanak jobb megértéséhez, mely a biologiai folyamatok molekuléris feltérképezésé-
hez visz kozelebb egy lépéssel. Fehérjék szerkezetének és bels6 dinamikajanak megértése
segithet abban is, hogy a késGbbiekben az adott fehérje gydgyszermolekuldkkal célozha-
t6 legyen. Egy maésik aspektusa a dolognak, hogy az atomi szinti szerkezet és dinamika
megértése bizonyos mutéicidk fehérjemiikodésre gyakorolt hatasat is feltérképezheti, mely

szintén egy érdekes tertilet.
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6. fejezet
Koszonetnyilvanitas

Munkam sorédn nagyon sokan segitettek abban, hogy eljussak idaig. Koszonet illeti a

kovetkezsket:

e LegelsGsorban témavezetémnek, Dr. Géaspari Zoltannak azért, hogy végtelen tiire-
lemmel vezette munkédmat, hogy mindig rendelkezésre allt, emellett megértéséért és

biztatasaért!

e KiOszondm az egylittmiikods partnereknek: Téke Orsolyanak, Szab6é Andrés Lasz-

lonak és Dudola Dénielnek sok-sok munkajukat és tdmogatasukat!

e A kutatdcsoporttarsak tamogatasat és segitségét is nagyon koszénom, kiillonosen is

Dudola Dénielnek és Kovacs Bertalannak!
o Koszonom Alessandro Bottaronak a BME program futtatasaban adott segitségét!

o Koszonom Reguly Istvannak, hogy hasznéalhattam a szamitogépklasztert és hathatos

segitségét is annak hasznalataban!

o Koszondém Vida Tivadarné Katinka néninek is az adminisztrativ iigyekben valé
segitségét és tamogatasat!

o Az Alapitvany a Magyar Peptid-és Fehérjekutatasért 6sztondija is eszencialis volt

ahhoz, hogy munkamat be tudjam fejezni, kdszondém anyagi tdmogatasukat!

e Koszonom a Doktori Iskolanak és a Pazmany Péter Katolikus Egyetem Informéacios
Technolégiai és Bionikai Karanak is, hogy lehet&séget kaptam a munkara és hogy

anyagilag és sok egyéb modon is tamogattak!

o Koszonom csalddomnak, kedvesemnek és barataimnak is, hogy mellettem alltak és
tamogattak, kiilonosen is Edesapamnak az élénk szakmai beszélgetéseket és kedve-

semnek, Szuromi Tamasnak a (nyelvi) lektoralast!

Emellett mindenki masnak is, akit esetleg nem emlitettem meg, nagyon kdszoném a

segitséget, tdmogatést!
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