DOI:10.15774/PPKE.ITK.2020.009

Lokalis kolcsonhatasok altal modulalt
bels6 dinamika mint biologiai szabalyozo

mechanizmus vizsgalata globularis

fehérjékben

Doktori1 értekezés

Kovacs Bertalan

2019

Pazmany Péter Katolikus Egyetem

Roska Tamas Miiszaki ¢s Természettudomanyi Doktori Iskola

Témavezetd: Dr. Gaspari Zoltan



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2020.009
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Utulie’n aure!

,,Am ekkor kialtas szallt fol, s ropiilt a szél szarnyan volgyrél volgyre, s a tindék meg az emberek
amulattal és 6rommel emelték f6l hangjukat. Mert kéretleniil és varatlanul Turgon megnyitotta
Gondolin koriil a zarat, s eldmasirozott tizezres serege fényes pancélban, landzsak erdejével. S amikor
Fingon meghallotta a tavolbol fivérének, Turgonnak a kiirtjét, elszallt szivérdl az arny€k, s hangosan
kialtotta:

— Utulie’n aure! Aiya Eldalie ar Atanari, utulie’'n aure! Eljott a nap! Nézzétek, eldak és emberek
atyainak népe, eljott a nap!”

J.R. R. Tolkien: A szilmarilok
Galvolgyi Judit forditasa
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Kivonat

A PSD-95 fehérje N-terminalis két PDZ doménje egy fliggetlen szerkezeti €s dinamikai egységet alkot,
amelyet PDZ tandemnek hivunk. A PDZ domén az idegsejtekben igen gyakran eléforduld fehérje-
fehérje kdlcsonhatasi alegység: szerepet jatszik a membranreceptorok klaszterezésében és a szinaptikus
plaszticitas szabalyozasaban. A PSD-95 PDZ1-2 tandemjének szamtalan bizonyitott kdtSpartnere van,
amely igen nehézz¢ teszi egy atomi szintli szerkezeti-dinamikai modell megalkotasat. Az elérhetd
kisérletes szerkezetek egymasnak ellentmondanak a PDZ1-2 tandem szupramoduléris szerkezetét
illetden, valamint az is bebizonyosodott, hogy a kotdpartnerrel kialakitott kolcsonhatéds szignifikans
interdomén reorientaciot indukal a fehérjében.

A parvulinok a peptidil-prolil cisz-transz izomeraz (PP14z) vagy rotamdz enzimek egyik csaladja.
A PPlazok a prolint megel6z6 peptidkotés cisz-transz izomerizacidjat katalizaljak, és szinte mindegyik
sejtalkotoban megtalalhatok. Szerepet jatszanak tobbek kozott a sejtciklus szabalyozasaban, az
immunvalaszban és a génexpresszioban is. Bar altalanosan elfogadott, hogy a reakcid a peptidkotés
felszakadasa nélkiil, egy csavart amid atmeneti allapoton keresztiil jatszodik le, a katalizis pontos
mechanizmusa nem tisztazott. Felderitetlen tovabba a parvulinokban talalhaté két konzervalt hisztidin,
egy 5 aminosavbol allé hidrogénkotés-halozat, valamint a bizonyos parvulinokban jelen 1évé N-
terminalis WW domén szerepe a fehérje biologiai funkcidjaban.

Azért, hogy pontosabb képet kapjak e két fehérje belsé dinamikéaja és bioldgiai funkcidja kdzotti
kiilonbségrdl, dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagokat allitottam eld kiilsé kényszerfeltételekkel
megkotott molekuladinamikai szimulaciokkal. Az értekezésben bemutatom a PSD-95 fehérje PDZ1-2
tandemjérol késziilt szerkezeti sokasagok eldallitasat és elemzését, valamint harom parvulin-tipusu
rotamaz, a SaPrsA, a TbPinl és a CsPinA fehérjékrol korabban eldallitott sokasag elemzését.

A molekuladinamikai szimulaciokhoz kisérletesen meghatarozott S* rendparamétereket és 'H-"H
NOE tévolsag-megkotéseket alkalmaztam kiilsé kényszerfeltételként, amelyek a fehérje gyors, ps-ns
iddskalan torténd mozgasait tiikkrozik. A PDZ tandem esetén a kényszerfeltételeket lokalis illesztési
algoritmussal csak az intradomén mozgasok megkotésére alkalmaztam. A leghangsulyosabb belso
mozgéasokat fokomponens-analizissel vizsgaltam, és a szerkezeti sokasagokat Osszevetettem a
nyilvanosan elérhetd adatbazisban 1évo kisérletes szerkezetekkel.

Az eldallitott sokasdgok elemzése soran kideriilt, hogy a kotézseb kinyilo-becsukodo
mozgasanak modulacidja egy altalanos szabalyozd mechanizmus lehet a vizsgalt fehérjékben. A PDZ1-
2 tandemben a kotOpartner jelenléte megvaltoztatja a flexibilis B2- B3 hurok dinamikajat, amely pedig
jelentds részben az interdomén orientacio6 szabalyozasaért is felel. A parvulinokban ezzel szemben mind
a hidrogénkotés protonaltsagi allapota, mind pedig a WW domén és a kdtézseb mozgasat lehetévé tevo
konyokrégio kozotti kolesonhatas modulalja a kinyilo-becsukddd mozgast. A kiilonb6zé parvulinok

eltérd biologiai aktivitasa részben megmagyarazhatoé e mozgas eltéré mértékével.

II
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Abstract

The two N-terminal PDZ domains of the postsynaptic density protein 95 (PSD-95) constitute an
independent structural and dynamical unit termed PDZ tandem. The PDZ domain is a frequently
occurring protein-protein interaction subunit in nerve cells. It plays a key role in clustering membrane
receptors and regulating synaptic plasticity. The PDZ1-2 tandem of PSD-95 has several proven binding
partners, therefore creating an atomic-level structural-dynamical model of it remains a challenging task.
The available experimental structures of PDZ1-2 tandem contradict each other in terms of its
supramodular conformation. Furthermore, ligand binding was shown to induce significant interdomain
reorientation.

Parvulins are a family of the peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase) or rotamase enzymes.
PPlases, being present in practically all subcellular components, catalyze the cis-trans isomerization of
the peptide bond preceding proline residues. They are involved, among other functions, in cell-cycle
regulation, immune response and gene expression. Even though the catalyzed reaction is generally
accepted to occur through a twisted amide transition state, without breaking and reforming the peptide
bond, the exact catalytic mechanism remains elusive. Also, it is unknown how the two conserved
histidines, the 5-residue hydrogen-bonding network and the N-terminal WW domain, if present, are
involved in the parvulins’ biological function.

To uncover the connection between the internal motions and the biological function of these two
systems, | generated dynamic structural ensembles with externally restrained molecular dynamics
simulations. Hereby I present the generation and analysis of structural ensembles of the PDZ1-2 tandem
of PSD-95 and the analysis of previously generated ensembles of the parvulin-type SaPrsA, TbPinl and
CsPinA rotamase enzymes.

In the molecular dynamics simulations, I used experimental S? order parameters and 'H-"H NOE
distances as external restraints, which reflect motions on the fast, ps-ns time scale. In case of the PDZ
tandem, only the intradomain motions were restrained by applying a local fitting algorithm. The most
predominant internal motions were analyzed with principal component analysis, and the generated
structural ensembles were compared to publicly available experimental structures.

When analyzing the generated structural ensembles, the opening-closing motion of the ligand
binding site emerged as a possible general regulation mechanism in the investigated proteins. In the
PDZ1-2 tandem, the binding partner alters the dynamics of the flexible f2- B3 loop, which in turn is
partially responsible for regulating the interdomain orientation. In parvulins, on the other hand, both the
protonation state of the hydrogen-bonding network and the interaction between the WW domain and
the hinge region allowing for the fluctuation of the binding site are modulating the opening-closing
motion. The different biological activity of the distinct parvulin subtypes might be explained with their

differences in the extent of this motion.

v
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Abrajegyzék

Abrak
1. abra: Fehérjekomplexek szervezddése a PSD-ben (Neff et al., 2009), reprodukalva: (W. Feng & Zhang,
2009).

2. ébra: A néhany legfontosabb, PDZ domént tartalmazoé fehérje felépitése (H.-J. Lee & Zheng, 2010).

3. abra: A PDZ domén szerkezete és kolcsonhatdsa a ligandummal. A: a PDZ domén a PSD-95 PDZ1 példajan
bemutatva. A hidrofob zsebhez tartoz6 aminosavak explicit modon vannak jelolve. A GLGF motivum 4
aminosavja sotétkékkel van kiemelve. A ligandum C-terminals aminosavjai pirossal vannak szinezve. B: a
C-terminalis ligandum és a PDZ domén ko6z6tti kolesonhatas. A ligandum atomjai pirossal vannak
szinezve. A GLGF motivum aminosavjai csillaggal vannak jel6lve. A ligandum és a domén kozotti
hidrogénkotések kék, a hidrofob kdlesonhatasok zold szaggatott vonallal vannak jelolve. Reprodukalva
Doyle és mtsai. alapjan (Doyle et al., 1996).

4. dbra: A PSD-95 PDZ1-2 tandemjérdl késziilt elérhetd kisérletes szerkezetek. Az interdomén orientacid
Osszehasonlithatosaga érdekében a szerkezetek kdzos PDZ1 templatra illeszkednek. A 3ZRT (Bach et al.,
2012), 3GSL (Sainlos et al., 2010), valamint a 6SPV és 6SPZ (Ahmad Rodzli et al., 2019)
kristalyszerkezetek szabadon elérhet6k a PDB adatbazisban (rcsb.org). A FRET-szerkezetet (J. J. J.
McCann et al., 2011), valamint az abbdl szarmazo nyitott és zart szerkezetet (Yanez Orozco et al., 2018) a
tanulmany szerz6i személyes iton rendelkezésiinkre bocsatottak.

5. abra: A peptidil-prolil cisz-transz izomerazok altal katalizalt reakcio.

6. abra: A PPIazok harom csaladjanak egy-egy képvisel6je (folsé sor) és kompetitiv inhibitoraik (alsé sor), a
parvulinok képviseldjének, a Pinl-nek a szerkezete részletesen bemutatva. A: Ciklofilin A (PDB kod:
IM9Y). B: FKBP12, (PDB kod: 1B6C). C: Pinl, egy parvulin (PDB kod: 1PIN). Az abran el6l a
katalitikus domén lathato, hattérben sziirkével a WW domén. Kiilon jeldlve vannak a doménszerkezet f6bb
részei, valamint a hidrogénkdtés-halozatot kialakité aminosavak, beleértve a két konzervalt hisztidint. D: a
cyclosporin A, a ciklofilinek inhibitora. E: az FK506, az FKBP-k inhibitora. F: a juglone, a parvulinok
inhibitora.

7. dbra: A peptidkotés két hatarszerkezete. A Ci-Ni+ kotés kettdskotés jellege miatt Cai - Ci - Ni+q - Cair
atomok egy sikba kényszeriilnek.

8. abra: Enzimreakciok lehetséges mechanizmusanak sematikus abrazolasa. A: Az Emil Fischer-féle kulcs-zar
modell. B: Indukalt illeszkedés. C: Konformerszelekcio.

9. dbra: Az amid N-H kotésvektorok gyors dinamikéaja az altalanos rendparaméterekkel (S?) kifejezve: S? = 1
esetén egyaltalan nincs belsd mozgas, mig S? = 0 esetén a kdtésvektor egyforma valdszinliséggel mutat a
tér barmely iranyaba.

10. abra: A MUMO-algoritmus (minimal under-restraining, minimal over-restraining) lényegének sematikus
abrazolasa. Az algoritmus soran tobb, kényszerfetlételekkel megkotdtt parhuzamos replikat futtatunk. A S?
rendparaméter-megkotéseket mindegyik replikara egyforman alkalmazzuk, még az NOE tavolsag-
kényszerfeltételeket parosaval atlagolva olyan moédon, hogy minden egyes replikara a két-két
szomszédjaval vett atlagot hatarozzuk meg (Richter et al., 2007).

11. abra: A PSD-95 fehérje PDZ1 és PDZ2 doménjének szekvencia- és szerkezetillesztése. A: a PDZ1 és PDZ2
domén szekvenciaillesztése. A PDZ2 N-terminalisa (linker régi6) és farokrégioja dolt betiivel van jeldlve.
A GLGF motivumhoz tartozé aminosavak aldhtizassal vannak kiemelve. A hidroféb kotézseb aminosavjai
félkovérrel vannak szedve. Alul a 2KA9 PDB szerkezetben 1€v6 cypin ligandum C-terminalis szekvencidja
lathato. B: A PDZ1 és PDZ2 domén szerkezetillesztése.
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12. ébra: Intradomén tavolsag-kényszerfeltételekkel (NOE) megkotott és megkotések nélkiil futtatott PDZ1-2
tandem tesztszimulaciok 6sszehasonlitsa. A kiilonb6z6 szinek a parhuzamos trajektoriakat reprezentljak. A
nem megkotott sokasag 4, a megkotott sokasag 8 parhuzamos replikabol késziilt. A megkotott
sokasagokban az NOE kényszerfeltételeket parosaval alkalmaztam (1d. 10. dbra.) A szimulaciok 20 ns-ig
futottak, a kiértékeléskor az els6 2 ns elhagyasaval. A fékomponenseket a sziikitett doménhatarokra (4-88,
illetve 99-183 aminosav) hataroztam meg.

13. dbra: A PDZ1 és PDZ2 domén belsé mozgasainak Osszevetése. A: A teljes sokasagban szerepld PDZ1 és
PDZ2 doménrdl késziilt fékomponens-analizis. B: Az egymasra illesztett atlagos PDZ1 és PDZ2
szerkezetek (csak a Ca atomok). C-D: Az els6 két fékomponensbdl szamolt atomi elmozdulasok
amplitiddja az aminosav sorszam fiiggvényében abrazolva a PDZ1, illetve PDZ2 doménre.

14. ébra: Intradomén mozgasok vizsgalata a PDZ1-2 tandemben. A fékomponens elemzést a sziikitett PDZ1
doménre (4-88 aminosav), illetve a sziikitett PDZ2 doménre (99-183 aminosav) végeztem el, ez utdbbibodl
kihagyva a flexibilis hurokrégiokat (105-109 és 117-127 aminosav). A kdtézseb nyitottsagat a Leu77 és
Phel7, valamint a Leul72 és Phel 12 aminosavak Ca atomjai kozotti tavolsaggal mértem. A,C: A szabad
¢és a komplex sokasag eloszlasa az elsé fokomponens és a kotdzseb nyitottsag mentén, feltiintetve a
korrelaciot. B,D: Az els6 fékomponens altal reprezentalt mozgas két extrém konformacioja, a legjobban
elmozduld régiok jelolésével. A ligandumot fekete szalag jeldli.

15. abra: A szabad (A,C) és a complex (B,D) sokasag fékomponenseinek atfedése a teljes sokasag
fokomponenseivel. A fékomponens-analizist az intradomén mozgasokra, a szlikitett doménhatarokat (4-88,
illetve 99-183 aminosav) felhasznalva hataroztam meg.

16 abra: Mindharom generalt PDZ1-2 tandem sokasag, egy k6z6s PDZ1 templatra illesztve. Az rajzolészoftver
szamitasi kapacitasanak végessége miatt az abran csak minden tizedik replika szerepel.

17. abra: A: A PDZ1 domének kdz6s templatra valo illesztését kovetd, PDZ2 domének roviditett szakaszan (99-
183 aminosav) elvégzett fokomponens-elemzés abrazolasa az elsé két fokomponens mentén. B: A
pontokra legjobban illeszked6 kor sugaranak 0,8, illetve 1,1-szeres nagyitasa 16 ekvidisztans pontban
mintavételezve, a mintavételezési pontokhoz legkdzelebb esd6 PCA-pontok kiemelésével. C, D: A kiemelt
PCA-pontoknak megfelelé PDZ szerkezetek Ca atomjainak tomegkdzéppontja térben abrazolva, és az
azokra illesztett haromdimenzios kor.

18. ébra: interdomén szogek abrazolas a PDZ1-2 tandemben. A: az interdomén sz6g meghatarozasa
szemléletesen abrazolva (1d. YYY fejezet). B: az itt bemutatott (o), valamint a Wang és mtsai. altal
publikalt (®) modszerrel szamolt interdomén szégek korrelacidja az altalunk eldallitott sokasagra
meghatarozva.

19. abra: PDZ1-2 tandem szerkezetek kategorizalasa az interdomén kontaktusok €s tavolsag szerint. Az dbrak az
interdomén fékomponensek szerint vannak abrazolva (1d. szoveg), as a D panel kivételével a teljes
sokasagot tartalmazzak. A: a teljes sokasag, az interdomén tavolsag szerint szinezve. B: Szoros és laza
szerkezetek eloszlasa az interdomén PCA-abran. C: A teljes sokasag, az atom-atom kontaktusok szama
szerint szinezve. D: A szoros szerkezetekbdl eldallitott klaszterek.

20. abra: PDZ1-2 tandem klaszterek jellemzése az interdomén interfész szempontjabol. A: Az egyes klaszterek
reprezentativ szerkezetei, k6z6s PDZ1 templatra illesztve. B: A PDZ domén feliiletének felosztasa 6t
kiilonb6z6 régiora. C: A PDZ domén feliiletének 6t kiilonbozo régidja az aminosavszam fiiggvényében
abrazolva. Kiilon jeldlve vannak a PDZ domének masodlagos szerkezeti elemei. D: Az interdomén
interfész kialakuldsa az egyes klaszterekben, az imént definialt régiok szerint szinezve. Az abran szerepel a
szabad és komplex szerkezetek aranya az egyes klaszterekben, illetve a két ligandum egymashoz
viszonyitott orientacioja.

21. abra: Atomi szintli interdomén kdlcsonhatasok az 5. klaszter példajan bemutatva. A: Az interdomén
hidrogénkotések (kék) és hidrofob kdlesonhatasok (piros), kiemelve az azokat kialakité aminosavakat. B:
Az interdomén kolcsonhatési hajlandosag (1d. szoveg) az aminosavszam fiiggvényében abrazolva. Kiilon
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jeloltiik azokat a PDZ régiokat, amelyek az 5. klaszterben az interfész kialakitasaban részt vesznek (1d. 20.
abra).

abra: Az elérhet6 kisérletes PDZ1-2 tandem szerkezetek és az altalunk el6allitott klaszterek k6zos
interdomén PCA-abran abrazolva.

abra: Az altalunk eldallitott teljes sokasag €s a kisérletes FRET adatok kozotti korrelacio. Az altalunk
eléallitott sokasag egyes szerkezeteibdl visszaszamoltam azt a 10 interdomén atom-atom tavolsagot,
amelyek a FRET-mérések soran adédtak (Yanez Orozco 2018), és meghataroztam az adatpontok

crer

abra: Az intra- és interdomén mozgasok kozotti osszefliggés vizsgalata a PDZ1-2 tandemben. Az abran az
altalunk eléallitott klaszterek adatpontjai vannak abrazolva a PDZ1- és PDZ2-intradomén mozgasaira
meghatarozott fékomponensek szerint, valamint az egyes klaszterek eloszlasa az els6é fékomponens
mentén.

abra: Az elemzéshez felhasznalt SaPrsA, TbPinl és CsPinA parvulin-tipusu cisz-transz izomerazok
egymashoz illesztett szerkezete és szekvenciaja. Az illesztés a MAMMOTH-MULT (Lupyan et al 2005)
programmal késziilt. A: A harom fehérje reprezentativ szerkezete a C, atomok pozicidja szerint egymashoz
illesztve. A szerkezetek csak a konszenzus aminosavakat tartalmazzak. B: A hidrogénkotés-halozatot
alkot6 5 aminosav elhelyezkedése a TbPinl szerkezetén bemutatva. A foszfatkdtd hurok kiilon van jelolve
ezen az abran, ugyanis ezt a régiot a harom abrazolt fehérje koziil csak a TbPinl tartalmazza. C: A harom
fehérje szekvencia-illesztése, kiilon kiemelve a hidrogénkdtés-haldzatot alkoté aminosavakat.

abra: A harom vizsgalt fehérjébdl késziilt sokasagok egymasra illesztve (felsé sor), illetve a megkotott, nem
megkotott és az eredeti sokasagokat tartalmazo 6sszevont sokasagokon elvégzett fokomponens-elemzés
abrazolasa. Kiilon abrak mutatjak a teljes fehérjéken (kozEépso sor), illetve csak a konszenzus
szekvenciakon elvégzett (also sor) foékomponens-elemzés eredményeit.

abra: A harom kiilonbz6 parvulin fehérjét tartalmazo egyesitett sokasagok, és az azokra elvégzet
fékomponens-analizis eredménye. Az elemzéshez csak a konszenzus szekvencia aminosavjait hasznaltuk
fel (1d. 25. abra). A fékomponens-elemzést elvégeztiik csak a megkotott, csak a nem megkdtott, valamint a
megkdtott és nem megkdtott sokasagokbol allé kombinalt sokasagra.

abra: A megkotott parvulin-sokasagokra meghatarozott elsé fékomponens €s a kdtozseb nyitottsaga kozotti
Osszefliggés. A: A megkotott és nem megkotott sokasagok elsé 6t fokomponense kozotti atfedés, kiilon
feltiintetve az egyik kiugrd értéket. B: Az elsé fokomponens altal reprezentalt leghangsulyosabb mozgas.
A két szerkezet a két extrém konformacionak felel meg. Piros szinnel van jelolve az a két aminosav,

s

kotdzseb nyitottsaga és az elsé fokomponens szerint, feltiintetve a korrelaciot is.

abra: A harom altalunk eléallitott megkotott sokasagbol, valamint a 100 kisérletes rotamaz doménbdl allo
szerkezet 53 aminosavat tartalmazo sziikitett konszenzus régidjanak abrazolésa és az igy 1étrejott
sokasagon végzett fokomponens-elemzése. Az abran kiilon szinnel vannak jelolve azon fehérjékbol
szarmazo rotamaz domének, amelyek pontosan egy rotamaz, két rotamaz, vagy pedig egy rotamaz és egy
WW domént tartalmaznak. A: Az adatpontok abrazolasa az els6 két fékomponens mentén. B: A harom
altalunk eléallitott sokasag és a 100 kisérletes rotamaz egymadsra illesztett sziikitett konszenzus régioja. C:
A 100 kisérletes rotamaz egymasra illesztett sziikitett konszenzus régidja.

abra: Az els6 két fokomponens négyzetes fluktuacioja a szlikitett konszenzus aminosavszam fiiggvényében.
A fékomponens-elemzést a harom altalunk eldallitott megkotott sokasagbol, valamint a 100 kisérletes
jobb oldali abran a Pinl fehérje azon régioi vannak jeldlve, amelyek az els6 két fokomponens altal
reprezentalt belsd mozgasban a legnagyobb fluktuaciot mutatjak.

abra: A két konzervalt hisztidin orientacioja és pKa értéke. Az abrazolt adatpontok a harom vizsgalt
fehérjére eldallitott megkdtott sokasagokhoz tartoznak. A: A hisztidin aminosav oldallancanak orientacioja
x1 és x2 torzids szogekkel definidlva. B: A két hisztidinhez tartozo y; €s y, torzids szogek kozotti
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kiilonbségek abszolut értékei, egymas fiiggvényében abrazolva. C: A két hisztidin pKa értéke, egymas
fliggvényében abrazolva. A predikcio a PropKa programmal késziilt.

32. abra: A harom vizsgalt fehérjéhez tartozo kiindulasi szerkezetekben talalhatd két konzervalt hisztidin
protonaltsagi allapota, és a protonaltsagi allapot fiiggvényében 1étrejovo hidrogénkotés-halozat a nagy
lebeny 5 érintett aminosav-oldallanca kozott (1d. 25. abra).

33. 4bra: A hidrogkénkdotés-halozatban érintett 5 aminosavra elvégzett fokomponens-elemzés. Az érintett
aminosavak a konszenzus-szekvencia szerint: His9, Cys/Asp40, Ser42, Thr/Ser79 és His84 (1d. 25. 4bra).
Az abrazolt adatpontok a harom vizsgalt fehérjére eldallitott megkdtott sokasagokhoz tartoznak. A: Az
adatpontok eloszlasa az 5, hidrogénko6tés-halozatban érintett aminosavra meghatarozott elsé és masodik
fokomponens mentén. B: A hidrogénkotés-halozatra meghatarozott elsé fékomponens és a harom
megkotott sokasagra meghatarozott elsé fokomponens egymas fiiggvényében abrazolva, a korrelacio
feltiintetésével.

Tablazatok

1. tablazat: A huméan membran-asszocialt guanilat-kinaz (MAGUK) fehérjecsalad tagjai. A leggyakrabban
hasznalt elnevezések dolttel vannak szedve (Kim & Sheng, 2004; Kwan et al., 2016; Sheng & Sala, 2001).

2. tablazat: Egy fehérjemolekula jellegzetes belsd mozgasai €s az azokhoz tartozo belsé korrelacios idok (t.)
id6skalaja. A tablazat tartalmazza a fehérjemolekulak (mérettdl fliggd) rotacios korrelacios idejének
jellemzd nagysagrendjét (t.) (Gaspari & Perczel, 2010).

3. tblazat: A 2K A9 szerkezethez tartozo sztereoszimmetrizalt "H-'H tdvolsag-kényszerfeltételek megoszlasa a
PDZ domének, valamint a ligandumok ko6z6tt.

4. tablazat: A harom eldallitott PDZ tandem-sokasag (oszlopok), valamint az azok kombinaci6javal alkotott
tovabbi sokasagok (sorok), és ezek elnevezése.

5. tablazat: Az eléallitott PDZ1-2 tandem sokasagok validacioja a kisérletes paramétereknek valdé megfeleléssel.
Az RMSD értékeket a kiindulasi szerkezet (PDB: 2KA9) szdmozasa szerinti 1-91 és 96-186 aminosavakra
hataroztuk meg a PDZ1 és a PDZ2 domén esetén, csak a peptidgerinc Ca, N és C atomjait felhasznalva. A
korrelaciot a visszaszamolt kémiai eltolodassal és S? rendparaméterekkel 4.2. fejezetben bemutatottak
szerint végeztem.

6. tablazat: Az el6allitott parvulin-sokasagok gerinc RMSD-je és megfelelése a kisérletes paramétereknek. Az
eredeti sokasagok a 2JZV, 2L.J4 és 2RQS PDB koddal jelolt szerkezetek voltak sorrendben az SaPrsA,
TbPinl és CsPinA fehérjékre. Az RMSD értékek meghatarozasakor a peptidgerinc mindegyik atomjat
figyelembe vettiik. A merev régidkra meghatarozott RMSD értékek szamolasakor elhagytuk a fehérjék
aminosavakat tartalmaztak sorrendben az SaPrsA, TbPinl €s CsPinA fehérjékre. Az RMSD értékeket a
MOLMOL programmal, a kémiaieltolodas- és S>-korrelaciokat a CONSEnsX programmal szdmoltuk. *A
CsPinA fehérje esetén a Gly97 aminosavra visszaszamolt S? értéket elhagytuk a korrelacio szamoldsakor.

Fiiggelékek

F1. tablazat: A PSD-t felépito fehérjék kategoriai és legfontosabb képviseldik. A masodik oszlop az egyes
kategoriak szdzalékos el6fordulasi aranyat tartalmazza, a harmadik oszlopban pedig a nagyobb, jol
mérhetd szamban fellelhetd fehérjék neve mellett 1év6 szam azok abszolut gyakorisagat jelzi egy atlagos
méretli PSD-ben (Sheng & Hoogenraad, 2007; Sheng & Kim, 2011).

F2. ébra: A: Lokalis RMSD-k az aminosav sorszam fiiggvényében, az eredeti PDB sokaséagra, valamint az
altalunk eléallitott szabad, komplex és megkotott komplex sokasagra. A lokalis RMSD szdmolasahoz a
peptidgerinc N, C és Ca atomjait vettem figyelembe (1d. 4.3.1 fejezet). B: Tavoli NOE tavolsag-
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kényszerfeltételek szama aminosavanként. Azon aminosavak kozotti NOE-kényszerfeltételeket tekintettem
tavolinka, amelyek legalabb 2 tavolsagra vannak egymastol a szekvenciaban.

tablazat: A PSD-95 fehérje felépitése. A doménhatarok kijelolése a BLAST (Altschul et al., 1990)
keresdalgoritmus altal is hasznalt SMART (Letunic & Bork, 2018) adatbazis alapjan tortént.

abra: Az egérbdl, patkanybdl és emberbdl szarmazd PSD-95 teljes szekvencia-illesztése a Clustal Omega
programmal. Kiilon jeldlve vannak a doménhatarok, valamint azok az aminosavak, amelyekben
kiilénbozik a szekvencia.

tablazat: A PSD-95 fehérje PDZ1 és PDZ2 doménjérdl késziilt, PDB adatbazisban elérhet6 kisérletes
szerekezetek, valamint a hozzaférheté NMR-s kisérletes adatok (kémiai eltolodas: 'H, 3C,N,
rendparaméter: S?, valamint "H-'"H NOE-k). A nyilvdnosan nem elérhet6 adatok zarojelben szerepelnek.

abra: A megkotott komplex, és a nem megkotott komplex sokasag intradomén mozgasainak
Osszehasonlitasa a PDZ1 és PDZ2 doménekben. A: A PDZ1 és PDZ2 doménekre elvégzett fékomponens-
analizis abrazolasa. B: A nem megkotott és a megkotott komplex sokasag interdomén fokomponenseinek
atfedése. C: A megkotott komplex és a nem megkotott komplex sokasag elsé két fokomponense altal
reprezentalt négyzetes fluktuaciok az aminosav sorszdm fliggvényében.

abra: A harom eldallitott PDZ1-2 tandem sokasagra elvégzett interdomén fokomponens-analizis (I1d. 5.2.3.
fejezet).

tablazat: A PDZ1-2 tandemrdl készitett klaszterek mérete (konformerek szama), a visszaszamolt kémiai
eltolodasok korrelacidja és a globalis RMSD értékek a peptidgerinc atomjaira meghatarozva.

tablazat: A PDZ1-2 tandemrdl készitett klaszterek mérete (konformerek szama), a komplex forma aranya, az
interfészt kialakitd régiok (Id 20.B abra), valamint a ligandumok pozicidja: orientacidja egymashoz, illetve
az interdomén tengelyhez viszonyitva, és elhelyezkedésiik (Id. F11. abra).

. abra: A lehetésges ligandum-oreintaciok eloszlasa a PDZ1-2 tandemben az interdomén PCA-abran. A
ligandum-orientaciokat a —2 aminosav Ca atomjabol a 0 aminosav Ca atomjaba mutatd vektorok altal
bezart szog alapjan definialtam, a kovetkezo elv szerint. <45°: parallel, >45°¢s <135°: mer6leges, >135°:
antiparallel.

abra: A PDZ1-2 tandemrdl készitett klaszterek abrazolasai. Font: az interdomén kélcsdnhatasi hajlanddsag
minden egyes aminosavra (1d. 5.2.5. fejezet). A hidrogénkotések kék, a hidrofob kdlcsdnhatasok piros
szinnel vannak jelolve. K6zépen: minden egyes klaszter reprezentativ szerkezete, kiilon jelolve az
interdomén hidrogénkotéseket kékkel, valamint az interdomén hidrofob koélcsonhatasokat pirossal. Alul:
minden egyes klaszter reprezentativ szerkezete, a ligandum 4 C-terminalis aminosavjat pirossal jelolve.
Mindegyik abran a PDZ1 domén bal, a PDZ2 domén jobb oldalon van.

tablazat: Az interdomén hidrogénkdtések és hidrofob kolesonhatasok eléfordulési aranya az egyes PDZ1-2
tandem klaszterekben. A legalabb 10%-os el6fordulasi aranyok zold hattérrel vannak kiemelve. Csak olyan
kdlesonhatasok vannak feltiintetve a tablazatban, amelyek valamelyik klaszterben legalabb 10%-ban
megjelennek.

tablazat: A PDZ domén is a ligandum kozott 1étrejovo hidrogénkotések az egyes klaszterekben.

tablazat: Egyedi konformerek és a kisérletes FRET-adatok kozotti korrelacio. Az egyes konformerek a 7
klaszter reprezentativ szerkezetei, valamint a kisérletes szerkezete. A FRET-adatsorok 10-10 interdomén
atom-atom tavolsagot tartalmaznak (Yanez Orozco et al., 2018) (I1d. 5.2.6. fejezet).

abra: Az egyes parvulin-tipusu fehérjékbol késziilt megkotott sokasagok leghangstlyosabb belsd
mozgéasainak atfedése a mindharom sokasagot tartalmaz6, kombinalt sokasag mozgésaival. A
fékomponens-elemzést a konszenzus szekvencia aminosavjaira végeztiik el.

tablazat: A kisérletes parvulin-tipust rotamaz-doméneket tartalmazo teljes fehérjék listaja. A tablazatban
kiilon szerepel az egyes fehérjék egyedi Uniprot (uniprot.org) azonositdja, teljese neve, valamint hogy a
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teljes fehérje dsszesen egy (rot) vagy két (rot + rot) rotamaz domént, illetve egy rotamaz és egy WW
domént (rot + WW) tartalmaz.

F17. tablazat: Az elemzéshez felhasznalt, parvulin-tipust rotamaz doméneket tartalmazo kisérletes szerkezetek
PDB kddjai. A szerkezetek mellet fel van tiintetve, hogy a teljes fehérje 6sszesen egy (rot) vagy két (rot +
rot) rotamdz domént, illetve egy rotamdz és egy WW domént (rot + WW) tartalmaz.

F18. abra: Az elemzéshez felhasznalt 100 darab, parvulin-tipusu rotamaz doméneket tartalmazo kisérletes
szerkezet tobbszords szekvencia-illesztése. Az illesztés a MAMMOTH-Mult programcsomaggal késziilt.
A konszenzus szekvencia 53 aminosavat tartalmaz.
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Roviditések listaja

Rovidités

AMPA

CaMKII

CASK

CDK
CS
DHR
DLG
DMD
ePSD
EPSP

FCS

FKBP

FRET

GK
GKAP
GPCR

hPTP1E
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LTD
LTP

MAGUK

MAPK
NMDA
NMR

Magyar kifejezés
2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2-0xazol-4-

il)propansav

Ca*"/kalmodulin-fiiggé proteinkinaz-1I

Ca2+/kalmodulin-fiiggd szerin proteinkinaz

ciklin-dependens kinaz
kémiai eltolodés

diszkrét molekuladinamika
serkent6 posztszinaptikus denzités

serkentd posztszinaptikus potencial
fluoreszcencia-korrelacios spektroszkopia
FK506 koto fehérje

Forster-féle rezonancia-energiaatadas /

fluoreszcens rezonans energiadtadas

guanilat-kinaz
guanialtkinaz-asszocialt fehérje

G-fehérje-kapcsolt receptor
human protein-tirozin-foszfataz 1E

gatld posztszinaptikus potencial
izotermalis titracios kalorimetria
hossztava depresszio

hossztava potenciacio
membran-asszocialt guanilat kinaz

mitogén-aktivalt proteinkinaz
N-metil-D-aszparaginat

magneses magrezonancia

XII

Angol kifejezés
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid
Ca’"/calmodulin-dependent protein
kinase II
Ca*'/calmodulin-dependent serine
protein kinase

cyclin-dependent kinase

chemical shift

discs-large homology region
discs large

discrete molecular dynamics
excitatory postsynaptic density
excitatory postsynaptic potential
fluorescence correlation
spectropscopy

FK506 binding protein

Forster resonance energy transfer /
fluorescence resonance energy
transfer

guanylate kinase

guanylate kinase associated protein
G protein-coupled receptor
human protein tyrosine
phosphatase 1E

inhibitory postsynaptic potential
isothermal titration calorimetry
long term depression

long term potentiation

membrane associated guanylate
kinase

mitogen-activated protein kinase
N-Methyl-D-aspartate

nuclear magnetic resonanca



nNOS
NOE
PCA

PDB
PKA/PKC
PPIlaz
PSD
PSD-95

RMSD

SPAR

SynGAP
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neuralis nitrogén-monoxid-szintaz
nukledris Overhauser-effektus
fékomponens-elemzés

fehérje-adatbazis
proteinkinaz-A/proteinkinaz-C
peptidil-prolil izomeraz

posztszinaptikus denzitas
posztszinaptikus denzitas fehérje-95
rezidualis dipolaris csatolas

az atlagos négyzetes eltérés négyzetgyoke
gerincvel6-asszocialt Rap GTPaz-aktivalo

fehérje

szinaptikus Ras GTPaz-aktivalo fehérje

XIII

neural nitric oxide synthase
Nuclear Overhauser Effect
principal component analysis
Protein Data Bank

protein kinase A / protein kinase C
peptidyl-prolyl isomerase (PPlase)
postsynaptic density

postsynaptic density protein 95
residual dipolar coupling

root mean square deviation
spine-associated Rap GTPase
activating protein

synaptic Ras GTPase-activating

protein
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1 Bevezetés

Az elmult két évtizedben egyre inkabb tért hoditott, s végiil altalanosan elfogadotta valt a szerkezeti
bioldgiaban az a szemléletmdd, amely szerint a fehérjék biologiai funkcidjaban meghatarozd szerepet
jatszik azok dinamikus volta. A fehérjemolekuldkat merev, haromdimenzios szerkezettel jellemzd
modelleket sz€ép lassan kiegészitették, sot felvaltottak az olyan leirdsok, amelyek szamot vetnek a belsd
mozgasokkal. Ebben a szemléletformalasban meghatarozoak voltak bizonyos elméleti meggondolasok
(példaul a belsdleg rendezetlen fehérjék bioldgiai funkcidjanak felismerése vagy épp az allosztérikus
szabalyozas leirasa a fehérjemolekula konformacios valtozasaival) €s a technologiai fejlédés is, mind a
fehérjemozgasok vizsgalatara alkalmas kisérleti eljarasok, mind a modellezéshez sziikséges szamitasi
kapacitas teriiletén.

A korabbi felfogassal szemben egy fehérjemolekula nem egyetlen stabil szerkezettel rendelkezik,
hanem a termalis fluktuacié eredményeképpen szamtalan lehetséges konformacioja van egymassal
dinamikus egyensulyban, amelyek a potencialisenergia-felilleten egy-egy lokalis minimumot
képviselnek, egymastol kisebb vagy nagyobb potencialgattal elvalasztva. A bels6 mozgasok igy
lehetdséget biztositanak tobb lehetséges konformacid felvételére, amelyek akar kiilonb6z6 biologiai
funkcioval is rendelkezhetnek (példaul nyilt és zart forma). A belsé mozgasok, illetve azok
megvaltozdsa ezenkiviil jelentdés entropikus hozzajarulassal birhatnak a kdotOpartnerrel valo
kolesonhatas energetikajaban.

A kisérleti fehérjeszerkezet-kutat6 eljarasok koziil egyik sem ad kozvetlen képet a fehérje belsod
modellalkotasi folyamatnak az eredménye. Maguk a mérési koriilmények is meghatarozzak, mely belsé
mozgasok vizsgalhatok az adott kisérlettel. A rontgenkrisztallografidban példaul a molekulakat
kristalyos allapotban vizsgaljuk. Ez a fehérjemolekuldk esetében azt jelenti, hogy egy adott szerkezet
kimerevitett allapotat térképezziik fel. Az atomi mozgastényezok, azaz B-faktorok a hurokrégiok
fluktuaciojarol és az oldallancok gyors reorientacidjardl szolgaltatnak némi kozvetett informaciot, de
ezektol eltekintve nem tudjuk megfigyelni a molekula kiilonb6z6 konformacioit, illetve az azok kozotti
atmeneteket.

Az atomi felbontast szerkezetvizsgald modszerek koziil a magneses magrenzonancia (NMR)
spektroszkopia a legszélesebb korben alkalmazott eljards a fehérjemolekula kiilonb6z6 idéskalan
torténd bels6 mozgasainak vizsgalatara. A mérés maga oldatfazisban torténik, ami lehetdséget biztosit
a fehérjének a nativ kdrnyezetéhez leginkabb hasonld, fiziologias kozegben torténé megfigyelésére. Bar
a haromdimenzios szerkezet NMR-rel tortén6 meghatarozasa kis és kdzepes méretii fehérjék esetén mar
legalabb rutinszerii, de sok esetben automatizalhatd, a belsé mozgasok vizsgalatardl ez kozel sem
mondhat6 el. A kiilonb6z6 idéskalan torténd mozgasokhoz kiilonb6zé NMR-kisérleteket terveznek, és

a kozvetleniil mérheté informaciokbol attételesen kovetkeztetnek a fehérjedinamikara. Kiilon
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megneheziti a helyzetet, hogy a mérés idéskalajanal gyorsabb mozgasok kiatlagolddnak, és az
eredmények értelmezésekor figyelembe kell venniink, hogy a kozvetleniil mérheté mennyiségek tobb
lehetséges szerkezet hozzajarulasaval jottek 1étre.

Mind a fehérjemolekula mérete és bonyolultsaga, mind az NMR-rel kozvetleniil mérhetd
dinamikai paraméterek nehéz interpretalhatosaga sziikségessé teszi, hogy a kisérleti eredményeket
szdmitogépes modellekkel és szimulacidkkal egészitsiik ki ahhoz, hogy képet kapjunk a fehérje belsd
mozgasairdl. Ebben nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a molekuladinamikai (MD) szimul4cid, melynek
hasznéalata mar az NMR-rel torténd fehérjeszerkezet-meghatirozashoz is sziikséges. A szamitasi
kapacitas novekedése és az atomi szintli kdlcsonhatasokat leird eréterek fejlodése mara mar az NMR-
es mérések allando tarsava tették az MD szimulaciot mint eszkozt. Lehetdségilink van az NMR-rel mért
informacidkat mint kiilsé kényszerfeltételeket figyelembe venni a szimulacié soran: ilyen modon a
szimulalt rendszert mintegy rakényszeritjiik, hogy visszatiikr6zze a kémcsoben kozvetleniil megfigyelt
paramétereket.

A mérések és szamolasok eredményeképpen a fehérjét merevnek tekinté hiaromdimenzids
szerkezetet egy olyan modellre cserélhetjiik le, amely jobban tiikrozi a molekula dinamikus voltat: ez a
dinamikus fehérjeszerkezeti sokasag. Ez 6sszhangban van azzal a feltételezésiinkkel, amely szerint a
fehérje szamtalan konformacié sokasagaként jelenik meg, és a mérés soran e lehetséges szerkezetek
idéatlagat figyeljik meg. A szerkezeti sokasag alapvetden kiilonbozik az NMR-rel rutinszinten
meghatarozott szerkezetek sorozatatol, amelyekkel nyilvanos szerkezeti adatbazisokban talalkozunk.
Ez utobbiakban ugyanis minden egyes szerkezett6l azt varjuk, hogy megfeleljen a mérési
eredményeknek, mig a sokasaggal kapcsolatban nem éliink ilyen elvarassal: ott az 6sszes szerkezetbdl
visszaszamolt szerkezeti €s dinamikai paraméterek atlagat hozzuk Osszefiiggésbe a mérési
eredményekkel.

Doktori értekezésemben kétféle fehérje (az idegsejtekben talalhatdo PSD-95, valamint a parvulin-
tipusu peptidil-prolil cisz-transz izomerazok csaladja) példajan bemutatom azt a folyamatot, amely
sordn a nyers NMR-es mérési eredményeket egy kiilsé kényszerfeltételekkel megkotott
molekuladinamikai szimuldciéban felhasznalva olyan modellt — dinamikus fehérjeszerkezeti
sokasagokat — hozunk létre, amelyek pontosabb képet adnak a fehérjének egy bizonyos idéskalan (ps-
ns) torténd mozgasairol, mint a nyilvanos adatbazisban elérheté haromdimenzios szerkezetek. Mindkét
fehérje esetén egy olyan, a dinamika modulalasaval megvalositott szabalyozdé mechanizmust
valoszintsitettiink, amely lokalis kolcsonhatasok altal valosul meg. A 1étrehozott sokasagok elemzése
olyan Osszefliggésekre vilagit ra e két fehérje belsé mozgasai és biologiai funkcidja kozott, amelyre a
kisérletes dinamikai paraméterek és a szamitogépes szimulacio integralasa nélkiil nem lett volna
lehet6ség.

Kiilonosen is kihivast jelent a tobbdoménes fehérjék belsé dinamikajanak leirasa. A bevett nyelvi
eszkoztarunk a szerkezet-funkcio paradigma mentén torténé gondolkodasmodot tiikkr6zi: a harmadlagos

szerkezet fogalma egy stabil, feltekeredett domént, mig a negyedleges szerkezet t6bb ilyen alegység
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egymashoz torténd — szintén merev — kapcsolodasat jeloli. Az utdbbi években tért hoditott
“szuperharmadlagos” vagy “szupramodularis” szerkezet €s dinamika fogalma ezzel szemben feltételezi
annak lehetéségét, hogy egy adott polipeptidlancon beliil el6fordulé domének egymashoz viszonyitott
orientdcidja nem rogzitett, hanem egy adott konformaciods sokasaggal irhatd le (Tompa, 2012a). A
tobbdoménes fehérjék szupramodularis dinamikajanak mind a kisérletes vizsgalata, mind a
modellszintli leirdsa ujfajta megkdzelitést igényel, melyet a PSD-95 fehérje PDZ12 tandemjérdl

eldallitott szerkezeti sokasdgok elemzésén keresztiil mutatok be.
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2 Irodalmi attekintés

2.1 A PSD-95 N-terminalis PDZ1-2 tandemjének szerkezete €s belsd

dinamikéja

2.1.1 A serkent0 posztszinaptikus denzitas (PSD)

Mind a kdzponti, mind a kdrnyéki idegrendszer miikddése az egymassal szinaptikus kapcsolatban 1évo
idegsejtek kozotti jelatvitelre épiil. Gerincesekben ennek legelterjedtebb forméja a kémiai szinapszis.
Ennek soran az ingeriilet hatasara a preszinaptikus idegsejtben felszabadulnak a szinaptikus
vezikulakban tarolt neurotranszmitterek, melyek a membranhoz valé dokkolast és fuziot kdvetden
exocitozissal tavoznak a két idegsejt kozotti szinaptikus résbe, majd a posztszinaptikus sejt membranjan
talalhat6 receptorokhoz kotddve valamilyen valaszt valtanak ki.

A posztszinaptikus denzitds (PSD) a posztszinaptikus sejt membranjahoz kotédd stird
fehérjehalozat, amely az elektronmikroszkopos felvételeken szembetiing, lemez alaku sotét foltként
jelenik meg (M. B. Kennedy, 2000; Sheng & Hoogenraad, 2007; Ziff, 1997). Valojaban egy rendkiviil
Osszetett jelatviteli komplexrél van sz, amely méreténél €s jelentdségénél fogva a neuronokra
specifikus sejtszervecskének tekintheté (W. Feng & Zhang, 2009; Sheng & Hoogenraad, 2007; Sheng
& Sala, 2001).

A PSD egyarant megtalalhato a serkentd és gatld szinapszisokban is, am ezek mind kémiailag,
mind morfoldgiailag kiillonboznek egymastol. A serkentd szinapszisra jellemz6k a nagyobb, gomb
alaku szinaptikus vezikulak A gatlo szinapszis esetén joval vékonyabb a PSD, és a szinaptikus vezikuldk
is kisebbek és laposak. A serkentd szinapszisok legnagyobb részt axo-dendritikusak, vagyis a
preszinaptikus vezikulak egy axonvégzddésben talalhatok, a posztszinaptikus sejt pedig egy jellegzetes
alakt kitliremkedéssel, un. szinaptikus tiiskével kapcsolodik az axonhoz. Gatloé szinapszisok nem
jellemzoek szinaptikus tliskéken: gyakrabban alakulnak ki a dendritek nyelénél, a szomanal, illetve az
axonok kezdeti szakaszan (Sheng & Kim 2011). Gyakori el6fordulasa és jellegzetes morfologiaja miatt
sokkal behatobban tanulmanyoztak a serkenté PSD-t, és a szakirodalom is részletesebben targyalja (Z.
Feng et al., 2019; Sheng & Kim, 2011; Ziff, 1997). A tovabbiakban a szakirodalmi gyakorlatnak
megfeleléen a PSD kifejezésen — ezzel ellentétes utalas hidnyaban — a serkentd posztszinaptikus
denzitast (excitatory postsynaptic density - ePSD) értem.

A kémiai szinapszisra jellemz6 a szinaptikus plaszticitas, amely soran megvaltozik a két idegsejt
kozott szinaptikus er0sség, azaz hogy egyetlen jelatviteli folyamat mekkora potencialvaltozast okoz a
posztszinaptikus sejt membranjan. Ez a PSD méretével, kiilondsen is a receptorok szamaval fiigg 0ssze.

Serkent6 szinapszisokra jellemz6 a hosszutavu potenciacio (long-term potentiation - LTP). Ennek soran

crer
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szamos, rovid- és hosszatavu biokémiai valasz kivaltdsa mellett — megnovelik az sejtmembranba
agyazodott AMPA-receptorok szamat, és ilyen modon ndvelik meg a szinaptikus erdsséget. Ellenkez6
iranyu folyamat a hosszatavi depresszié (long-term depression - LTD), amely soran kitartd ingeriilet
hianyéaban lecsokken az AMPA-receptorok szama, és ezaltal a szinaptikus erdsség.

A PSD legfontosabb biologiai funkcidoja az idegsejtek kozotti kommunikacioért felelds
membran-asszocialt molekuldris gépezet milkddtetése és finomhangolasa. A PSD felel a
membranfehérjék trafficking folyamatanak és klaszterezésének szabalyozasaért, valamint a jelatviteli
fehérjekomplex felépitéséért. Szamos jel arra utal, hogy a szinaptikus plaszticitds szabalyozasan
keresztiil a PSD kozponti szerepet jatszik a tanulasban és az emlékezésben, ugyanakkor e szabalyozo
folyamatnak a pontos molekularis mechanizmusa egyelére nagyrészt tisztazatlan (M. B. Kennedy,
2000; Kim & Sheng, 2004; Ziff, 1997). Az mindenesetre nagy bizonyossaggal elmondhatd, hogy a PSD
patologias fejlédése vagy mitkddése hozzajarul bizonyos neuropszichiatriai és neurodegenerativ
betegségek (pl. skizofrénia, autizmus, valamint az Alzheimer-kor vagy a széliités) kialakulasdhoz
(Coley & Gao, 2018; Gardoni et al., 2009; Lau & Zukin, 2007; Sheng & Hoogenraad, 2007; Sheng &
Kim, 2011).

A PSD az egymastol 1-10 um tavolsagra 1évo, 0,5-2 um hosszi dendritikus tliskék csucsan
lokalizalodik (Sheng & Hoogenraad, 2007). Mérete tag hatarok kdzott valtozik, mivel korrelal mind a
tiiskék hosszaval, mind az aktiv zona nagysagaval: szélessége 200-800 nm-re, vastagsaga 30-50 nm-re
teheté (W. Feng & Zhang, 2009; Sheng & Hoogenraad, 2007; Sheng & Sala, 2001). Egy atlagos, kb.
360 nm atmérdji PSD molekulatomege 1,10 £+ 0,36 GDa-nak adodik (Sheng & Hoogenraad, 2007).

Az analitikai kémiai mddszerek fejlédésével sorra jelentek meg a PSD kvalitativ és kvantitativ
molekularis Osszetételét taglald kutatasi eredmények. Bar az azonositott fehérjék szama mara mar tobb
mint ezerre rag (Collins et al., 2006), pontosabb képiink mégis csak azokrol a PSD-komponensekrol
van, amelyek a legnagyobb aranyban alkotjdk azt, és ezért a kutatas torténete soran mar viszonylag
hamar azonositottak.

Az F1. tdblazat a PSD-t alkoto fehérjék egy lehetséges kategorizalasat, valamint az egyes
kategoridkba tartozo fehérjék széazalékos eloszlasat tartalmazza. A leggyakrabban el6fordulo, igy
viszonylag konnyen azonosithat6 és mérhetd fehérjék neve mellett az abszolut gyakorisaguk is szerepel
egy atlagos méretli PSD-re vetitve. A PSD legfontosabb fehérjéinek molekularis felépitését az 1. abra
mutatja be. A vazfehérjék elrendezddése ¢€s egymassal kialakitott kolcsonhatasa biztositja a PSD
fehérjehalozatanak megfeleld szervezodését. A vazfehérjék altal alkotott fehérjehdlozat harom
jelentésebb rétegre kiilonithetd el (W. Feng & Zhang, 2009). Az els6 réteget alkotjak a
membranreceptorok, ioncsatornak és a transzmembran sejtadhézioés molekulak. Hozzajuk kapcsolddnak
a masodik réteget alkotd vazfehérjék, a membran-asszocialt guanilat kinaz (MAGUK) fehérjecsalad,
melynek legfontosabb képviseléje a PSD-95. Ezek a fehérjék a sejtmembranra merdlegesen
helyezkednek el, és az N-terminalisukkal kapcsolddnak a membranhoz vagy a membrafehérjékhez. A

harmadik rétegben tovabbi vazfehérjék talalhatok, mint példaul a guanilat-kinaz asszocialt fehérjék
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(GKAP), melyek a MAGUK fehérjék C-termindlis SH3-GK doménjéhez kapcsolodnak, a Shank
fehérjék, melyek a GKAP-hoz kotédnek, valamint a Homer, amelynek dimerjei egyfelél az mGlu-
receptorokhoz, masfeldl a Shank fehérjéhez kotédnek (W. Feng & Zhang, 2009; Z. Feng et al., 2019).
A sejtmembran harmadik rétegének fehérjéi parhuzamosan szervezddnek, és szintén kotddnek a
citoszkeleton tovabbi intracellularis fehérjéihez, példaul az aktinhoz (W. Feng & Zhang, 2009; Z. Feng
et al.,, 2019). A Homer kolcsonhat a sima felszinti endoplazmatikus retikulumban (SER) taldlhato
inozitol-1,3,5-trifoszfat receptorral is, tehat adapterként viselkedik a szignaltranszdukcid folyamataban

(Sheng, 2001).
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1. abra: Fehérjekomplexek szervezddése a PSD-ben (Neff et al., 2009), reprodukalva: (W. Feng & Zhang, 2009).

Mind a PSD szervezddésében, mint a szinaptikus plaszticitas szabalyozasaban kulcsszerepet
jatszik a folyadék-folyadék fazisszeparacio, amely 1ényegében a vazfehérjék kozotti rendkiviil 6sszetett
¢és finomhangolt kolcsonhatasokkal van dsszefiiggésben. A PSD-t nem hatarolja sejtmembran, igy az
azt alkotd fehérjekomplex Onszervezddését sokaig nem tudtak mivel magyarazni. Az elmult évtizedben
azonban egyre tobb kutatdsi eredmény igazolja, hogy a PSD leggyakoribb vazfehérjéi az egymassal
kialakitott szelektiv kdlcsonhatasoknal fogva asszocidciora képesek és gyakorlatilag egy kiilon fazist
alkotd kondenzatumot hoznak létre (Z. Feng et al., 2019; Zeng et al., 2016). Erre a kondenzaciéra mar
a négy leggyakrabban el6forduld vazfehérje is képes: a PSD-95, a Shank, a GKAP és a Homer (Zeng
et al., 2018). Az ilyen kondenzatumok klaszterezik a glutamat receptorokat, megnovelik a szinaptikus

c ey

fehérjéket, mint példaul gephyrin vazfehérjét (Zeng et al., 2018).
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A PSD molekularis mechanizmusanak motorjai a szabalyozo- és jelzofehérjék. A szinaptikus Ras
GTPaz aktivalo fehérje (SynGAP), illetve a Rap GTPaz aktivalo fehérje (SPAR) az egyik legfontosabb
utvonalban vesznek részt: a Ras/Rap jelatviteli utvonal szabalyozasaban jatszanak szerepet a Ras, illetve
a Rap enzimek GTPaz aktivitdsanak megndvelésével (M. B. Kennedy, 2000). A neuralis nitrogén-
monoxid-szintdz (nNOS) az NMDA receptorok altal medialt Ca®'-koncentracio novekedése altal
aktivalodik, és nitrogén-monoxidot termel, ami szintén egy fontos médsodlagos jelzdmolekula a serkentd
szinapszisokban. A Ca?"/kalmodulin-fiiggd proteinkindz (CaMKII) az NMDA receptorok
szabalyozéasaért felelds, amit az NR2A és NR2B alegységeikhez valo kotodéssel és foszforilaciojaval
ér el (M. B. Kennedy, 2000; Mary B. Kennedy, 1997). Bar nem szinapszis-specifikusak, de mégis a
legfontosabb szabalyozo6 fehérjék kozé tartoznak, ezért fontos megemliteni a proteinkindz A (PKA) és
proteinkinaz C (PKC), a protein foszfatdz-1 (PP1) és a Ca2+/kalmodulin-fiiggd szerin proteinkindz
(CASK) fehérjéket.

2.1.2 A PSD-95 és a MAGUK fehérjecsalad

A posztszinaptikus allvanyfehérjék kozott kiilonds jelentésége van a membran-asszocidlt guanilat-
kindzoknak (MAGUK), és koziilik is kiemelkedik a PSD-ben egyik leggyakrabban el6fordulo
MAGUK, a PSD-95. E fehérjecsalad elsé tagjat, a tumorszupresszor discs large (DLG) fehérjét a
Drosophila melanogaster-ben azonositottak, és megallapitottak, hogy a hamsejtek polaritdsanak
szabalyozasaban jatszik szerepet (Roberts et al., 2012). Human homologjainak listajat az 1. tablazat
tartalmazza. Torténelmi okokbol tobb kiilonbozé elnevezésiik is elterjedt, mieldtt egyértelmil

bizonyitast nyert volna rokonsaguk.

A DLG humin homoldgjai | Tovabbi elnevezések
DLGI SAP97, hDlg

DLG2 PSD-93, chapsyn-110
DLG3 SAP102

DLG4 PSD-95, SAP90
DLGS -

1. tablazat: A human membran-asszocialt guanilat-kindz (MAGUK) fehérjecsaldd tagjai. A leggyakrabban
hasznalt elnevezések dolttel vannak szedve (Kim & Sheng, 2004, Kwan et al., 2016; Sheng & Sala, 2001).

srer

N-terminalis PDZ domént, valamint egy SH3 és egy guanilat-kinaz (GK) domént tartalmaz — a SAP97
kivételével, amelyhez az imént felsoroltakon kiviil egy L27 domén is tartozik (Kim & Sheng, 2004;
Sheng & Kim, 2011; Sheng & Sala, 2001). Az els6 két PDZ domén, valamint a C-terminalis SH3 és
GK domén egy-egy szupramodult alkot (W. Feng & Zhang, 2009). A PDZ és SH3 domének mas
fehérjékben is gyakran el6forduld fehérje-fehérje kdlesonhatasi alegységek. Kiilondsen érdekes, hogy
a MAGUK fehérjék C-terminalis doménje bar szerkezetileg homoldg a GK doménnel, nem mutat kinaz

aktivitast, ugyanis az ATP-ko6téhelyén talalhaté aminosavak nem konzervaltak (Craven & Bredt, 1998).
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Ez is azt jelzi, hogy a MAGUK fehérjék elsddleges szerepe nem az enzimatikus folyamatokban, hanem
a molekularis allvanyzat kialakitasaban van.

A PSD-95 egy atlagos PSD-ben mintegy 300 példanyban fordul elé6 (Sheng & Hoogenraad,
2007), ezzel megeldzve a tobbi MAGUK fehérjét, de még az NMDA- és AMPA-receptoroknal is egy
nagysagrenddel gyakoribb. Emiatt mar harom évtizede komoly érdeklddés oOvezi, és biologiai
funkciojaval szamos publikacié foglalkozik. A PSD-95 minden jel szerint joval fontosabb feladatokat
is ellat a PSD molekularis architektirdjdnak fenntartasanal, am tekintve természetes kotdpartnereinek
szédmat, pontos miikddése maig nem teljesen felderitett.

A MAGUK fehérjék tobb PDZ domént is tartalmaznak, ami lehet6vé teszi, hogy a PSD-95 is
fontos szerepet jatsszon a membranfehérjék klaszterezésében (J. F. Long et al., 2003). Ez a K,1.4
fesziiltségfiiggd K'-csatorna esetén bizonyitast nyert (Imamura et al., 2002), ugyanakkor a PSD-95
kititése nem okozott kiillondsebb eltérést az NMDA-receptorok elhelyezkedésénél - bar ez akar azzal is
magyarazhatd, hogy a kiilonb6z6 MAGUK fehérjék részben atfedd bioldgiai funkcioval rendelkeznek,
¢és igy masok vették at a PSD-95 feladatat (Sheng & Sala, 2001).

A PSD-95 az adapterfehérje szerepet is betolt, ugyanis kapcsolatot teremt a membranreceptorok
¢s a jelatviteli kaszkad tovabbi intracellularis fehérjéi kozott. Erre jo példa a NMDA-receptor-PSD-95-
nNOS komplex (Kim & Sheng, 2004; Sheng & Sala, 2001).

Szamos jel utal arra, hogy a hosszatavi potencidcioban és depresszidban (LTP, LTD), melyek a
tanulas és a memoria mogott rejlo sejtszintli kulcsfolyamatok, szintén szabalyozo szerepet tolt be a
PSD-95 (Sheng & Sala, 2001). Az AMPA-receptorok alegységei nem tartoznak a PSD-95 kétopartnerei
kozé, am mivel az LTP-t az NMDA-receptorok kitarté stimuldcidja valtja ki, aminek egyik
adapterfehérjéje a PSD-95, feltételezhetd, hogy a PSD-95 valamilyen mddon szabalyozza az LTP és
LTD indukciojahoz sziikséges kiiszobértéket (Kim & Sheng, 2004; Sheng & Sala, 2001). Szamos
kisérlet igazolta, hogy a PSD-95 kilitése dramaian lecsdkkenti az LTP mértékét a hippokampuszban
(Migaud et al., 1998).

Mindezeken feliil a legfontosabb bizonyiték a PSD-95 kozponti szerepére a kotdpartnereinek
szama (Kim & Sheng, 2004, 2009). A membranfehérjék kozil kotddik NMDA-receptorhoz,
kainatreceptorhoz, G-fehérje kapcsolt receptorhoz (GPCR), acetilkolin-receptorhoz és befelé iranyito
és fesziiltségfiiggd K'-ioncsatornakhoz. Kotédik a neuroliginhez, amely egy jellemzé sejtadhézios
membrafehérje. Az intracelluléris jelzo- €s szabalyozo fehérjék koziil kdlcsonhatasba lép az nNOS-sel,
a SynGap-pal, SPAR-ral, Src-homolog kindzokkal vagy nem receptor tirozinkinazokkal, csak hogy a
legfontosabbakat emlitsiik. A vazfehérjék koziil kotodik GKAP-hoz, AKAP79-hez, CRIPT-hez és a
cypin-hez.

Tobb neurologiai rendellenesség molekularis mechanizmusarol is bebizonyosodott, hogy vagy
Osszefiiggésben van a PSD-95 hibas miikddésével, vagy épp e rendellenességek kezelésében

eredményesnek mutatkoztak olyan gyogyszerek, amelyek célpontja a PSD-95 volt. Ezek k6z¢é tartoznak
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bizonyos neurodegenerativ betegségek (Alzheimer-koér és Parkinson-kor), a sztrok, a neuropatias

fajdalom, a skizofrénia és az autizmus (Coley & Gao, 2018; Gardoni et al., 2009).

2.1.3 PDZ domén szerkezete €s belsé dinamikaja

A PDZ domén olyan gyakran fordul el a posztszinaptikus fehérjékben, hogy akar a PSD
két(’ianyagainak is tekinthet6 (Fanning & Anderson, 1999). Elsédleges funkci()jét tekintve egy fehérje-
szerepel. Valdjaban a PSD oriasi molekularis komplexeinek megfelelo szervezOdését iranyitd
legalapvetdbb egység nem mas, mint maga a PDZ domén (Craven & Bredt, 1998; Kim & Sheng, 2004).

A PDZ domén ugyanakkor nem korlatozodik a szinaptikus fehérjékre: szamos olyan fehérjének
is alkotoeleme, amelyek nem specifikusak a PSD-re (2. abra). A teljes human proteomban nagyjabol
270 példanyban fordul elé mintegy 150 fehérjében (Ernst et al., 2014; Luck et al., 2012). Szintén
szerepet tolt be a szoros csomodpontok létrehozasaban, a hdmsejtek polaritdsanak fenntartasaban és
jelutvonalak szabalyozasaban is (Harris & Lim, 2001; Hung & Sheng, 2002; Luck et al., 2012; Nourry
et al., 2003).
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2. abra: A néhany legfontosabb, PDZ domént tartalmazo fehérje felépitése (H.-J. Lee & Zheng, 2010).

Felfedezése kiillonb6zo fehérjék szekvencia-azonossaganak elemzéséhez kothetd. Tobb csoport
egymastol fiiggetleniil egy 0j, fliggetlen szerkezeti alegységre bukkant, am a rokonsag ebben a fazisban
még nem volt bizonyitott. (Cho et al., 1992; Woods & Bryant, 1991). Az elnevezés egységesitésére
eloszor 1995-ben érkezett javaslat: a harom olyan fehérje kezddbetiijét Osszevonva nevezték el,
amelyben legel0szor azonositottak. Ezek a PSD-95, DIgA (szoros csomopontokért felelos fehérje
Drosophildban) és a ZO-1 (hamsejtek szoros illeszkedéséért felelds fehérje gerincesekben). Torténelmi

okokbol néhany helyen DHR doménként (discs-large homology region) és GLGF ismétlodésként is
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hivatkoznak ra — ez utébbi név a domén ligandumkotd zsebében talalhaté magasan konzervalt négy
aminosavra utal.

A kanonikus PDZ-fold nagyjabol 90 aminosav hosszu, 6 B-redobdl all, melyek egy félig nyitott
horddba rendezddnek, és ezt kétoldalrol egy-egy a-hélix fogja kozre (3.A abra) (Doyle et al., 1996;
Morais Cabral et al., 1996). A ligandum a B-hordo kiterjesztéseként kotdédik a doménhez, egy extra
antiparallel B-szalat alkotva a B2 szal mellett.

A PDZ domének tilnyomo tobbsége rovid, C-termindlis szekvencidkat ismer fel, amelyek utolso
aminosavja szinte minden esetben apolaris (Doyle et al., 1996). Epp ezért van nagy jelentésége a
konzervalt GLGF motivumnak, amelyet karboxilat-kotézsebnek is szoktak hivni. Ezenkiviil szintén
fontos szerep jut a f2-szalban és a2-hélixben talalhat6 apolaris aminosavaknak, amelyek a ligandum C-

termindlis aminosavjanak apolaris oldallancat stabilizaljak (3. abra).
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3. abra: A PDZ domén szerkezete és kolcsonhatasa a ligandummal. A: a PDZ domén a PSD-95 PDZI példajan
bemutatva. A hidrofob zsebhez tartozo aminosavak explicit médon vannak jelolve. A GLGF motivum 4 aminosavja
sotétkékkel van kiemelve. A ligandum C-terminals aminosavjai pirossal vannak szinezve. B: a C-termindlis
ligandum és a PDZ domén kozotti kolcsonhatas. A ligandum atomjai pirossal vannak szinezve. A GLGF motivum
aminosavjai csillaggal vannak jelolve. A ligandum és a domén kozétti hidrogenkotések kek, a hidrofob
kolcsonhatasok zold szaggatott vonallal vannak jelolve. Reprodukdalva Doyle és mtsai. alapjan (Doyle et al.,

1996).

Kevésbé tipikus ugyan, de a PDZ domén képes a C-terminalis motivumokon kiviil mas
kotopartnerekkel is kolcsonhatasba 1épni. Ilyenek a foszfatidilinozitol-lipidek, amelyekhez a PDZ
domén N-terminalisan keresztiil kotodik, és igy fontos szerepet jatszanak a membran-asszocialt PDZ-
fehérjék rogzitésében a lipid kettdsréteghez (Nourry et al., 2003). Szintén ritkasagszamba mend kotési

mod a belso szekvenciakkal kialakitott kapcsolat. Erre példa a PSD-95 PDZ2 doménje, amely a nNOS
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PDZ2-nek egy P-hajtéi motivumat ismeri fel (Harris & Lim, 2001; N. X. Wang et al., 2008). Es végiil
meg kell emliteni a PDZ domének dimerizacigjat, amelyre a késdbbiekben részletesen is kitériink.

Hagyomanyosan a PDZ doméneket harom osztalyba szokas sorolni a kotépartnereik C-
terminalisan talalhato 4 aminosav alapjan (Hung & Sheng, 2002). Az L., II. és II1. osztalyba tartoz6 PDZ
domének kotési motivumai rendre -X-[S/T]-X-®, -X-O-X-O, ¢s -X-[D/E]-X-®, ahol @ apolaris
aminosavat, X pedig tetszéleges aminosavat jelol. Ahogy a 3.B abrdn is latszik, a kolcsonhatés
szempontjabdl fontos oldallancok a ligandum C-termindlis és -2 aminosavjahoz tartoznak, és ez a
megallapitas Osszhangban van az imént bemutatott k6tési motivumokkal is. A III. osztdlyba tartozo
PDZ domének tovabba egy fontos szerkezeti kiilonbséget mutatnak: 6 aminosavval rovidebb B2-B3
hurokkal rendelkeznek (Imamura et al., 2002; Luck et al., 2012).

A ligandumkotés vizsgélata soran azonban belattdk, hogy nagyon valdsziniitlen, hogy a PDZ
domének rendkiviil finomhangolt specificitasat egyediil a ligandum -2 aminosavja hatirozza meg.
Egyre részletesebb PDZ-csaladfak sziilettek, amelyek a GLGF-motivumon és a hidroféb zseben kiviili
kontextust is figyelembe veszik a PDZ domének ligandumaffinitdsanak és -specificitasanak
magyarazatakor (Ernst et al., 2014; Luck et al., 2012). Fontos megemliteni azokat az egyre szaporodo
kisérleti megfigyeléseket, amelyek a f2-f3 hurok és a ligandum felsd (-3-t6l -7-ig) aminosavjai kdzotti
kapcsolat jelentoségét igazoljak (Mostarda et al., 2012; Tonikian et al., 2008). Késobb is latni fogjuk,
hogy a f2-B3 huroknak dont6 szerep jut mind a ligandumspecificitas finomhangolasaban, mind a PDZ
domén belsé dinamikajanak szabalyozasaban.

Tobb magneses magrezonancia kisérlet eredménye is arra enged kdvetkeztetni, hogy a PDZ
domének belsé mozgasai a biologiai funkcid integrans részét képezik. Az elsd, oldatfazisban
meghatarozott PDZ szerkezetb6l (a PSD-95 PDZ2 doménjérdl), illetve a kisérleti adatokon elvégzett,
modellfiiggetlen elemzésbol ugy tlint, hogy a GLGF-motivumon kiviil a fehérje gerince merev
szerkezetli (Tochio et al., 2000). Ennek némileg ellentmondani latszik egy késébbi tanulmany,
amelyben jelentds Rex értékeket (kémiai kicserélddésbdl — chemical exchange — adddd relaxacios
allandot) mértek a P2-B3 hurokrégiora, amely annak lassu, ps-ms skalaji mozgasara enged
kovetkeztetni (Fuentes et al., 2004). Mindemellett azt talaltak, hogy a ligandum k&tésekor a $2-f3 hurok
megmerevedése figyelheté meg, azaz mind a gyors, mind a lassu id6skalan lecsokkennek a bels
mozgasok.

A PDZ doménben bizonyos aminosavak egy dinamikus héalozatot alkotnak. A humén protein-
tirozin-foszfataz 1E (hPTP1E) PDZ2 doménjén mért oldallanc S?-adatokbdl arra kovetkeztettek, hogy
a fehérjének a kot6zsebtdl tavoli, és azzal latszdlag Gsszekottetésben nem 1€vo két régid aminosavijai a
ligandumkotéskor szisztematikus oldallanc-S*-novekedést mutatnak, azaz a gyors mozgasok
intenzitasanak csdokkenése torténik (Fuentes et al., 2004, 2006). A kisérletes S*>-paramétereket kiilsé
kényszerfeltételekként felhasznalva egy kutatdcsoport megkotott molekuladinamikai  (MD)

szimulaciokat végzett, és igy egészen konkrétan is azonositani tudtak, mely aminosavak tartoznak az
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elso, illetve a masodik halézathoz (Dhulesia et al., 2008). Ezeknek az eredményeknek a segitségével az
is kideriilt, hogy a dinamikusan csatolt aminosavak tobbnyire statisztikailag is csatoltak, azaz a fehérje-
evoluciod soran egyszerre konzervalodnak vagy mutalodnak (Dhulesia et al., 2008; Fuentes et al., 2004).

A bels6 dinamika szintén meghatarozé szerepet tolt be a PSD-95 fehérje PDZ3 doménjének a
ligandumaival kialakitott kdlcsonhatas szabalyozasaban. Ebben a doménben egy extra C-terminalis
hélix talalhat6, amely nem tartozik hozza a kanonikus PDZ foldhoz, és nem is alakit ki kézvetlen
kolesonhatast sem a ligandummal, sem a kotézsebbel. Ennek ellenére a mesterségesen csonkitott PDZ3
varians, amely nem tartalmazza ezt a hélixet, 21-szeres csokkenést mutat a kotési affinitasban (Petit et
al., 2009). Az oldallanc-S>-értékek ebben az esetben is azt bizonyitottdk, hogy a hélix szabalyozo
szerepe egyfajta delokalizalt entropikus mechanizmussal mikddik: a hélix hianydban nagyobbak az
oldallancok belsé mozgésai, ami csokkenti a ligandumkéotéskor 1étrejévé entropianyereséget (Petit et
al., 2009). Ezt az oldallanc-S*-értékekkel megko6tott MD szimulacio is megerdsitette (Mostarda et al.,
2012). A C-termindalis hélix dinamikaja €és a ligandumkdtési affinitds kozotti dsszefiiggés arra is
magyarazatot ad, hogy miért szabalyozhat6 a PSD-95 fehérje PDZ3 doménje a hélix foszforilaciojaval.

Mind a hPTP1E PDZ2 doménjének, mind a PSD-95 PDZ3 doménjének esete jo példat mutat
arra, hogy a fehérje belsd dinamikajanak tanulmanyozasa ligandumkotés Uj mechanizmusait is
feltarhatja, amelyben a kot6zsebtol tavoli régiok gyors mozgasai lehetnek a meghatarozoak. Kiilon
figyelmet érdemel, hogy mindkét esetben pusztan az oldallancok dinamik4janak a valtozasa
detektalhato, amely a fehérje szerkezetét vagy a gerinckonformacio valtozasait nem érinti.

A belsé mozgasokkal kapcsolatos tanulmanyok jelentds része bizonyitja, de legalabbis utal ra,
hogy a B2-B3 hurokrégio fontos szerepet tolt be a ligandum kotésekor: ezt vagy a ligandum felso
aminosavjaival val6 kozvetlen kdlcsonhatassal (sohid, hidrogénkdtések vagy apolaris kolesonhatasok),
vagy pedig a belsé dinamikaban betoltott szabalyozd szerepével éri el (Fuentes et al., 2004; Mostarda
et al., 2012; Tochio et al., 2000). Ez nem is meglepd annak fényében, hogy a kiilonb6z6 2-B3 hurokkal
rendelkez6 PDZ izoformak kiilonb6z6 kotési affinitdsokat mutatnak ugyanazok ligandumok felé

(Kozlov et al., 2002).

2.1.4 PDZ domének alkotta szupramodularis szerkezetek €és dinamikajuk

A szekvencidban egymashoz kozel elhelyezkedé PDZ domének olykor egy fiiggetlen szerkezeti és
funkcionalis szupramodularis egységet alkotnak, melyet PDZ tandemnek hivunk (W. Feng & Zhang,
2009). A domének ezekben az esetekben nem tekinthetok ugy, mint a gyongyok egy fiizéren, amihez
gyakran hasonlitjak a tobbdoménes vazfehérjéket: a PDZ tandem bioldgiai funkcidja jellemzden tobb
vagy mas, mint a két domén funkcidjanak az 6sszege (Ye & Zhang, 2013). Tobb esetben is a domének
kozotti linker mesterséges meghosszabbitasakor a PDZ tandem funkcidjanak a csdkkenése, széls6séges

esetben teljes megsziinése tapasztalhato (J. F. Long et al., 2003).
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A kiilonbozé PDZ tandemekben viszonylag széles skalan mozog a két domén kozotti
kolcsonhatas eréssége (W. Feng & Zhang, 2009; Ye & Zhang, 2013). A GRIP fehérjék PDZ1-2 és
PDZ4-5 tandemje is olyan példa, amelyben az egyik PDZ domén funkcidja egyfajta intramolekularis
chaperon-effektus, azaz a masik PDZ domén megfeleld szerkezetének biztositasa. A PDZ4-5 tandem
példaul csak 1:1 sztdchiometridval képes kotddni a GluR2/3 receptor-alegységhez, ami azt sugallja,
hogy a két domén kdzott csak az egyik vesz részt a kdlcsonhatasban (W. Feng et al., 2003; Q. Zhang et
al., 2001). Azonban a doméneket kiilon-kiilon vizsgalva azt talaltak, hogy egyediil egyikiik sem képes
a ligandumkotésre. A PDZ4-nek torz az a2-B2 hurokrégidja, ami a kotdzsebet is érinti, a PDZS pedig
oldatban teljesen rendezetlen. Erdekes modon csak akkor stabil mindkét domén, ha kovalensen
kapcsolodnak egyméshoz, és a PDZ4 N-terminalis kiterjesztése, amely kolcsonhatasba 1ép a kovalens
linkerrel, szintén sértetlen. Hasonl6an viselkedik a PDZ1-2 tandem: a kristalyszerkezet alapjan PDZ2
kotozsebét teljesen elfoglalja az interdomén interfész, igy a ligandum csak a PDZ1-hez kotédhet (J.
Long et al., 2008). Ugyanakkor a PDZ1 oldatban rendezetlen, és szintén kovalens kotésre van sziiksége
a megfeleld bioldgiai funkcidhoz.

Az X11 és a human syntenin fehérjék PDZ1 és PDZ2 doménje szintén egy-egy tandemet alkot.
Ezek oldatban kiilon-kiilon is stabil domének, am a tandem a kanonikustol eltér6 kotési modot mutat.
A syntenin esetében azt talaltak, hogy bizonyos ligandumok 2:1 szdchiometriaval kétddnek az izolalt
tandemhez, am 1:1 sztéchiometriaval a teljes fehérjéhez, sot, bizonyos ligandumok egyaltalan nem
kotédnek az izolalt PDZ doménekhez, csak a tandemhez vagy a teljes fehérjéhez (Cierpicki et al., 2005;
Kang et al., 2003). E jelenség oka, hogy a tandemhez tartozo N-terminus a kdtéskor szabalyozo szerepet
tolt be. Nagyon hasonldé a helyezt az X11 PDZ1-2 tandemjében, ahol a C-terminalis farokrégio
foszforilacioja szabalyozza a két domén ligandumkétését (J.-F. Long et al., 2005).

Az INAD a drosophila fotoreceptoraiban talalhatdo vazfehérje, amely a jelatvitelben tolt be
szerepet. Ennek a fehérjének a PDZ4 és PDZ5 doménje is tandemet alkot. A fény erdsségétol fliggden
a PDZ5-ben talalhato egyik diszulfid hid valt redukalt és oxidalt allapotai kozott. Azt talaltak, hogy ezt
az adtmenetet allosztérikusan szabdlyozza a PDZ4 domén: az izolalt PDZ5 az oxidalt allapotaban stabil,
am a PDZ45 szupramodul a redukalt allapotba kényszeriti a diszulfid hidat (Liu et al., 2011). A fény
val6jaban, egy attételes biokémiai kaszkad soran, a két domén kozotti kdlcsohatast gyengiti meg.

Talan a legérdekesebb PDZ szupramodul a PSD-95 PDZ1-2 tandemje. Mindeddig egymasnak
részben ellentmondo6 eredmények sziilettek mind a szerkezetét, mind a dinamikéajat illetéen (4. abra).
Az elso kristalyszerkezetet k6zI6 tanulmany szerzoi egy olyan szupramodularis szerkezetet javasoltak,
amelyben a két PDZ domén kiterjesztett konformacioban van, és a kotdzsebeik egy iranyba allnak (J.
F. Long et al., 2003). Ezt a megfigyelést 0sszhangba hoztak a PSD-95 membranreceptor-klaszterezd
képességével, igy ugyanis a két PDZ domén olyan orientacioban lenne, amely lehetdvé teszi két
membranreceptor egyidejli kotését.

Ugyanebben a tanulmanyban beszamolnak oldatfazisi NMR kisérletekr6l is (J. F. Long et al.,

2003). Az eredményekbdl arra kdvetkeztetnek, hogy a szupramodularis szerkezet nem képes lényeges
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konformacids valtozasokra. Ezt azzal indokoltak, hogy a linker régiora mért 'H-"N heteronuklearis
NOE-k (az NMR-aktiv atommagok csatolasabol adodo értékek) joval magasabbak, mint a rendezetlen
régiora vart értékek. Ugyanakkor a két domén kdzott nincsen mérhetd tavolsag-kényszerfeltétel, és a
tandem HSQC (az amid N és H atomok csatolasait tartalmazo) spektruma csak igen kevéssé tér el a két
izolalt domén spektrumatol, ami azt jelenti, hogy a két domén kozott csak nagyon csekély kdlcsdnhatas

figyelhetd meg.

FRET
nyitott

4. abra: A PSD-95 PDZI-2 tandemjérdl késziilt elérheto kisérletes szerkezetek. Az interdomén orientdcio
osszehasonlithatosaga érdekében a szerkezetek kozos PDZ1 templatra illeszkednek. A 3ZRT (Bach et al., 2012),
3GSL (Sainlos et al., 2010), valamint a 6SPV és 6SPZ (Ahmad Rodzli et al., 2019) kristalyszerkezetek szabadon
elérhetok a PDB adatbazisban (rcsb.org). A FRET-szerkezetet (J. J. J. McCann et al., 2011), valamint az abbol
szarmazo nyitott és zart szerkezetet (Yanez Orozco et al, 2018) a tanulmdny szerzdi személyes uton
rendelkezésiinkre bocsatottdk.

A késObbiekben harom tovabbi kristalyszerkezet késziilt el a PSD-95 PDZ1-2 tandemjére. Ezek
PDB kédja 3ZRT (Bach et al., 2012), 3GSL (Sainlos et al., 2010), 6SPV a szabad, valamint 6SPZ a
komplexalt allapotra (Ahmad Rodzli et al., 2019). Ezekben a szerkezetekben mind kiilonb6zo
interdomén orientaciot figyeltek meg (sot, a 3GSL kristalyszerkezetben az asszimmetrikus egységben
1év6 két PDZ tandem molekula egymastol is eltér), amelynek eredményeképpen nem azonos sem a
ligandum orientacioja, sem a két domén kozotti kolesonhatasi interfész.

Egy oldatfazist NMR-rel végzett kisérlet soran azt vizsgaltdk, milyen szerkezetet és
szupramodularis dinamikat mutat a PSD-95 PDZ1-2 tandemje szabad, illetve komplex allapotaban (W.
Wang et al., 2009). Ehhez a mért 'H és N relaxéacios id6kbol a Lipari-Szabo-féle modellfiiggetlen
elemzés segitségével oldallanc S? adatokat szamoltak. Azt talaltak, hogy a szabad éallapotaban a tandem
merev, am a ligandumkotés jelentds interdomén-reorientaciot indukal. Abbol a megfigyelésbol jutottak
erre a kdvetkeztetésre, hogy a komplex forméaban a két doménre kiilon-kiilon meghatarozott t. rotacios-

korrelacios idok egymastol valamelyest eltérnek (14,4 ms, ill. 12,5 ms). Abban az esetben, ha a tandem
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teljesen merev lenne, illetve ha a két domén teljesen szabadon mozogna, mint egymastol fiiggetlen
“gyongyok egy fliizéren”, akkor azonos rotacios korrelacios idoket mértek volna.

Részben azért, hogy ezeket az ellentmondasokat feloldjak, részben pedig, hogy azonositsak a
szupramodularis orientaciot szabalyozo interdomén kolcsonhatasokat, megvizsgaltadk a PSD-95
fehérjék, és a kiilon annak PDZ1-2 tandemjét is a Forster-féle rezonancia-energiaatadas (FRET)
modszerével is (J. J. J. McCann et al., 2011). Ezekkel a kisérletekkel egyrészt bebizonyitottak, hogy
barmilyen orientacidt, illetve interdomén dinamikat mutat az izolalt PDZ1-2 tandem, ezt a teljes
fehérjében is megtartja. S6t, arra jutottak, hogy a teljes PSD-95 fehérje valojaban két szupramodulbol,
a PDZ1-2 tandembdl és a PDZ3-SH3-GK-szupramodulbdl all (J. J. McCann et al., 2012).
Fluoreszcencia-korrelacios spektroszkopiaval (FCS) azt is megmutattak, hogy ténylegesen torténik
szupramodularis reorientiacid6 a PDZI-2 tandemben, mégpedig a 10° s-os (lasst) iddskalan.
Megallapitottak, hogy a linker mutdns formai nem befolyasoljak a reorientacidt. Ugyanakkor az
izotermalis titracids kalorimetria (ITC) nem mutatott ki mérhetd kolcsonhatési energiat a két izolalt
PDZ domén kozott, tehat ha van is ilyen kolcsonhatés, akkor az rendkiviil csekély, “ultra-gyenge”, a
szerzOk kifejezését hasznalva.

A FRET-mérések eredményeképpen egy tjabb PDZ1-2 tandem szerkezet sziiletett, amely
azonban tovabbra sem volt sszhangban a kristaly és NMR-szerkezetekkel (J. J. J. McCann et al., 2011).
Ezért késébb ezt a szerkezetet a kisérleti FRET-adatokbol kiindulva diszkrét molekuladinamikai
szimulacioval (DMD) modellezték (Yanez Orozco et al., 2018). Ennek soran kiilonb6z6 interdomén
konformaciok egész sorozatat kaptak, amelybdl két energiaminimum bontakozott ki. A két szerkezetet,
amely ehhez a két minimumhoz tartozik, “nyitott” és “zart” szerkezetnek hivtak, az interdomén interfész
nagysaga alapjan megkiilonboztetve dket (440 A% valamint 701 A?). Ez a két forma, bar nem fedik le
a teljes interdomén konformacids teret, jol példazza a szupramodularis atrendez6dés mukodését,
ugyanis azonosithatok benniik azok a tranziens, ultra-gyenge kolcsonhatasok, amely stabilizaljak a PDZ
tandemet az egyes energiaminimumokban. Ezek nyitott konformacid esetében foleg sohidak, a zart
konforméacio esetében hidrofob kolesonhatasok.

Osszefoglalasként a PSD-95 PDZ12 tandemjérél alljon itt egy idézet Mark Bowen

kutatocsoportjanak 2011-es publikacidjabol, amely jol illusztralja az eddigi ismereteink toredezettségét:

“At mature excitatory synapses, PSD-95 controls localization of three different glutamate
receptor subtypes, all have been shown to be dependent on an interaction with the PDZ tandem.
How PSD-95 selects between ligands and recruits the appropriate signaling machinery remains

a mystery.” (J. J. J. McCann et al., 2011)
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2.2 A peptidil-prolil izomerazok

2.2.1 A peptidil-prolil izomerazok sejtbiologiai szerepe

A peptidil-prolil izomerazok (PPlazok) vagy rotamazok (EC 5.2.1.8) olyan enzimek, amelyek
egy fehérjében vagy polipeptid lancban egy adott prolin N-terminalis peptidkotésének cisz-transz
izomerizaciojat katalizaljak (5. abra) (Hanes, 2015). A spontan izomerizaci6 id6allanddja a 10-100 s-
os id6skalara tehetd, igy ez a fehérjefeltekeredés sebességmeghatarozé 1épése (Alderson et al., 2018;
Matena et al., 2018; Nguyen et al., 2010; Schmid et al., 1986). A PPlaz enzimek kb. 8 kcal/mol-lak
csokkentik az izomerizacio aktivalasi energiajat, és igy annak sebeségét akar 3-6 nagysagrenddel is

megnovelhetik (Eberhardt et al., 1992; Hanes, 2015; Kofron et al., 1991).

—_—
M = M
)\ ’ /& ’
o * * 0
transz-peptidil-prolil cisz-peptidil-prolil

5. abra: A peptidil-prolil cisz-transz izomerazok dltal katalizalt reakcio.

A PPIazok csoportjaba harom nem homolog fehérjecsalad tartozik: a ciklofilinek, az FK506-k6t6
fehérjék vagy FKBP-k és a parvulinok (6. abra). Az archeaktol kezdve a féemlosokig szinte minden
¢lélényben megtalalhatok, és az eukariota sejten beliil is mindegyik sejtalkotoban jelen vannak, ideértve
a citoplazmat, az endoplazmatikus retikulumot, a mitokondirumot, a nukleuszt és a nukleoluszt. A
human genomban valészintisithetden 20 ciklofilint, 15 FKBP-t és 3 parvulint kodol6 gén talalhat6 (Nath
& Isakov, 2015).

A peptidil-prolil cisz-transz izomerazok az 1984-es felfedezésiiket kovetden hamar az érdeklddés
kozéppontjaba keriiltek, ugyanis bebizonyosodott roluk, hogy komplexet képeznek olyan
immunoszupresszans kismolekulakkal, amelyeket a gydgyaszatban transzplantacid utan alkalmaznak a
kilokédés megel6zése céljabol (G Fischer et al., 1984; Gunter Fischer et al., 1998; Lang et al., 1987;
Rahfeld, Riicknagel, et al., 1994; Rahfeld, Schierhorn, et al., 1994). A PPlazok két csaladjat a
kompetitiv inhibitoraikrol nevezték el: a ciklofilinek a ciklosporin A-val, az FKBP-k pedig az FK506-
tal és a rampamicynnel alakitanak ki komplexet, és az immunvalaszban betdltott szerepiik alapjan
Osszefoglald néven immunofilinekként is hivatkoznak rajuk.

A parvulinokat csak kés6bb azonositottak olyan enzimként, amelyeknek szintén van peptidil-
prolil izomeraz aktivitasuk, am az elobbi két csoporttol eltérden nem kdtnek immunoszupresszans
molekulakat (Rahfeld, Riicknagel, et al., 1994; Rahfeld, Schierhorn, et al., 1994). Az elnevezés az elso,
E. coli baktériumbol izolalt parvulinmolekulanak a masik két csalad tagjaihoz viszonyitott kicsi

méretére utal (parvulus - kicsi): a parvulinok mindossze kb. 10 kDa molekulatomegtiek, szemben a kb.
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18 kDa molekulatomegii FKBP-kkel és a kb. 12 kDa molekulatomegi ciklofilinekkel. A parvulinok
inhibitora az 5-hidroxi-1,4-naftaléndion, hétkoznapi nevén juglone (Gothel & Marahiel, 1999). Az
elsdként azonositott human parvulin-tipust enzim a Pinl, amelyrdl bebizonyosodott, hogy az aktivitasa
foszforilacio-fiiggd: olyan peptidkdtések izomerizaciojat katalizalja, amelyekben a prolint megel6z6

aminosav foszfo-szerin vagy foszfo-treonin.

C  Foszfitkots

Kotozseb Nagy lebeny
N Thris2

xd-

OH O

6. abra: A PPldzok harom csalddjanak egy-egy képviseldje (folsé sor) és kompetitiv inhibitoraik (also sor), a
parvulinok képviseldjének, a Pinl-nek a szerkezete részletesen bemutatva. A: Ciklofilin A (PDB kod: 1M9Y). B:
FKBP12, (PDB kod: 1B6C). C: Pinl, egy parvulin (PDB kod: 1PIN). Az abran el6l a katalitikus domén lathato,
hattérben sziirkével a WW domén. Kiilon jelolve vannak a doménszerkezet f6bb részei, valamint a hidrogénkotés-
halozatot kialakito aminosavak, beleértve a két konzervalt hisztidint. D: a cyclosporin A, a ciklofilinek inhibitora.
E: az FK506, az FKBP-k inhibitora. F: a juglone, a parvulinok inhibitora.

A PPlazok ko6zé tartozo harom csalad nem mutat olyan szintii szekvenciaazonossagot, amelybdl
evolucids rokonsagra lehetne kovetkeztetni. A harmadlagos szerkezeteik meghatarozasat kdvetéen
azonban talaltak hasonl6 elemeket a feltekeredési mintazatokban, ami felveti mind a konvergens
evolucios fejlédés, mind egy kozos katalitikus mechanizmus lehetdségét (Nath & Isakov, 2015). A
ciklofilinek egy 8 antiparallel $-szalbol all6 B-hordét alkotnak, amelyet harom a-hélix és hurkok kdtnek
Ossze (Davis et al., 2010; Gothel & Marahiel, 1999; Ke, 1992). Az FKBP-k 5 antiparallel $-szalbol és
egy a-hélixbdl, mig a parvulinok 4 antiparallel B-szalbol és 4 a-hélixbol allnak (Gothel & Marahiel,
1999; Matena et al., 2018; Somarelli et al., 2008). Hasonlosagot talaltak a ciklofilinek és az FKBP-k
aktiv helyében: mindkét régio tartalmaz példaul két konzervalt triptofant, amelyek mindkét csalad
katalitikus aktivitasdhoz sziikségesek (Denesyuk et al., 1993; Nath & Isakov, 2015). Ezenkiviil a
parvulinok és FKBP-k topologidja nagyon sok hasonlo elemet tartalmaz, amire tobb helyen FKBP
superfoldként is hivatkoznak (G. Fischer & Aumiiller, 2003; Sekerina et al., 2000).

A szuperharmadlagos szerkezet kapcsan mindharom PPIaz csaladrol elmondhato, hogy egyarant

eléfordulnak egydoménes és tobbdoménes formaban (Hanes, 2015). A katalitikus domén mellett
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megjelend tobbi domén altalaban a kdotOpartnerrel vald kolcsonhatas kialakulasat segiti. Kiilon
figyelemre mélto, hogy szamos parvulinban, koztiik a Pinl-ben is a C-terminalis katalitikus domén
mellett megjelenik egy N-terminalis WW-domén, amirdl sokaig azt feltételezték, hogy a foszforilalt
pSer/Thr-Pro motivumok felismerésében €s kitésében jatszik szerepet (Hanes, 2015; Ranganathan et
al., 1997). Ez alapjan megkiilonboztetiink foszforilaciofiiggd Pinl-tipusu, és foszforilaciofiiggetlen nem
Pinl-tipust parvulinokat. Erdekes modon elfordulnak olyan Pinl-tipust parvulinok, amelyek nem
tartalmaznak WW-domént (Sun et al., 2012; Yao et al., 2001).

Mivel a prolin N-amidkoétésének cisz-transz izomerizacidja a fehérjelanc konformacios
mozgasaihoz képest lassu folyamat, ezért a PPIaz molekuldkat legeldszor a fehérjefeltekeredésben
betoltott segitd funkcidval hoztak kapesolatba (G. Fischer & Aumiiller, 2003; Wedemeyer et al., 2002).
A fehérjék megfeleld feltekeredéséhez sziikséges, hogy a peptidlancban 1évé Osszes prolin a nativ
konformdcioba keriiljon. Egy tanulmany a ribonukleaz A fehérje példajan mutatta be a kiilonbséget az
esszencialis €s nem esszencialis prolinok kozott: az elébbiek nem nativ konformacioja drasztikus
torzulast tud okozni a fehérje harmadlagos szerkezetében (Wedemeyer et al., 2002). A PPIaz katalitikus
hatasa sziikségessé valik a megfeleld feltekeredési utvonal bejarasahoz. Ugyanakkor tobb PPlaz
enzimrdl bebizonyosodott, hogy nem 6nmagaban katalizalja a feltekeredést, hanem egyiittmiikodve mas
dajkafehérjékkel (Un. chaperonokkal), vagy éppen maga a PPIaz enzim tartalmaz egyuttal chaperon
domént is. Az el6bbi kategoriaba tartozik az FKBP51, FKBPS52 és ciklofilin 40, amelyek kozvetleniil a
hsp90 (heat shock protein) chaperon fehérjéhez kotddnek (Schiene-Fischer & Yu, 2001), az utébbiba
pedig a trigger factor fehérje, SlyD (sensitive to lysis D) fehérje vagy az FkpA (Jakob et al., 2009).
Bizonyos PPIazok a sajat feltekeredésiiket katalizaljak (autokatalizis) (Gothel & Marahiel, 1999).

Egy-egy enzim aktiv centrumaban talalhato pre-prolin peptidkotésének izomerizacioja az adott
enzim részleges le- és feltekeredését, ezaltal pedig ki- és bekapcsolasat eredményezheti. A pre-prolin
amidkotés cisz-transz oszcillacidja kielégiti azokat a feltételeket, amelyek alapjan molekularis
kapcsoloként tud mitkddni: (i) két allapota lehetséges, (ii) ellendll a véletlenszer(i atkapcsolasnak az
izomerizacid magas aktivalasi energiaja miatt, (iii) a kapcsold tovabbi jelek felerdsitésére képes
(emelorud-effektus) és (iv) egyéb enzimek (jelen esetben a PPlazok) in vivo szabalyozzak a kapcsolo
allapotat. Mindezek alapjan a PPlaz enzimek szerepet jatszanak a sejtciklus szabalyozasaban, a
jelutakban, a génexpresszidban, az immunvalaszban, neuronalis folyamatokban és tobb esetben a
fertézésben is (Gothel & Marahiel, 1999; K. P. Lu et al., 2007).

A PPIazok mint molekularis id6zitOk szerepet jatszhatnak a sejtfolyamatok hossziisaganak és
amplitadojanak szabalyozasaban. A sejtciklus szabalyozdsa egyes enzimek foszforilacidjaval,
defoszforilacigjaval vagy ubiquitinacidjaval (a degradaciora valo elOkészitésével), illetve az enzim
szerkezetének ezaltal torténd modositasaval torténik. A PPlaz enzimek tobbek kozott ezekben a
folyamatokban toltenek be iranyito szerepet (Gothel & Marahiel, 1999; K. P. Lu et al., 2007). A Pinl-
nek példaul fontos szerep jut a sejtciklus soran a G2/M mitotikus atmenet szabalyozasaban (Gothel &

Marahiel, 1999; K. P. Lu et al., 2007). A mitotikus fazisok id6zitését a ciklin-dependens kinaz (CDK)
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enzimek aktivaldodasa €s inaktivalodasa hatarozza meg. A Pinl kolcsOnhat szamos mitdzis-specifikus
foszfofehérjével, példaul a Cdc25C foszfatazzal, ami a CDKI1 defoszforilaciojaval a mitozis
metafazisanak beinditasat szabalyozza. Néhany ujabb eredmény szerint a Pinl a ciklin D1 aktivalasaval
szerepet jatszik a GO/G1 és S fazis kozti atmenet iranyitasaban is (K. P. Lu et al., 2007). A Pinl tovabba
a Raf-Ras-MAPK kaszkad tobb szintjén is beavatkozik a jelut szabalyozasaba a foszforilacio-fiiggd

A PPIlaz enzimek sokrétii médon befolyésoljak a génexpresszid folyamatat (Gothel & Marahiel,
1999; Hanes, 2015; K. P. Lu et al., 2007; Shaw, 2002). Mindharom PPI4z csalad valamilyen mddon
Osszefiiggésbe hozhat6 a génexpresszio valamely fazisaval: (i) szabalyozzak a transzkripcios faktorok
lokalizaciojat, stabilitasat, valamint kotodését a DNS-hez, (ii) szintén szabalyozzak az RNS-polimeraz
mukodését, és (iii) modositjak a kromatin szerkezetét (K. P. Lu et al., 2007). Mivel a Pin1 altal kotott
motivumok kdnnyen azonosithatok (pThr/Ser-Pro), és ezeknek az aminosavaknak a foszforilacidjat a
mindeniitt jelenlévo ciklin-dependens (CDK) és mitogén-aktivalt kindzok (MAPK) végzik, szamos, a
transzkripcio folyamataban résztvevo fehérjérdl bebizonyitottak, hogy kdlcsonhatasba 1ép a Pinl-gyel.
A Pinl tobbek kozott modulalja a B-katenin, a NF-kB és a c-Myc transzkripcids faktorok stabilitasat,
promotalja a ciklin-D nuklearis lokalizacidjat, valamint kotédik az RNS-polimeraz legnagyobb
alegységének C-terminalis doménjéhez (CTD) (K. P. Lu et al., 2007). A foszforilaciofiiggetlen peptidil-
prolil izomerizacio is szabalyozza a génexpressziot. A ciklofilinek és az FKBP-k is kdlcsonhatasba
1épnek transzkripcids faktorokkal, de a legmeghatarozobb szerepiik a hiszton modositasaban van. Az
Fpr4 példaul, egy FKBP, a H3 és H4 hisztonokhoz k&tédik, €s kozvetleniil izomerizal két adott prolin
elotti peptidkotést (K. P. Lu et al., 2007). Emellett szerepet jatszanak hiszton-chaperonként is, és
iranyitjak a hiszton médositd és kromatin ujramodellez6 fehérjék miikodését (Hanes, 2015).

A ciklofilinek és az FKBP-k szerepét az immunvalasz kialakitasaban nagyon hamar felfedezték,
mivel ezek a PPlazok komplexet képeznek bizonyos immunoszupresszor molekulakkal. Meglepd
modon késobb bebizonyosodott, hogy a gydgyszerek immunoszupressziv hatisa nem a PPlazok
inhibici6jahoz kothetd. Eppen ellenkezéleg: bizonyos esetekben a PPIaz kélcsonhatasa a ligandummal
az enzimatikus aktivitas gatlasa mellett akar a fehérje egyéb biologiai funkcidjanak novekedését is
eredményezheti. A ciklofilin A-ciklosporin A, valamint az FKBK12-FK506 komplexek példaul gatlo
hatast fejtenek ki a kalcineurin foszfatdz enzimre, amely alapesetben aktivalna az NF-AT transzkripcios
faktort és ezzel promotalnd a T-sejtek aktivalodasat (Hanes, 2015; K. P. Lu et al., 2007).

A PPlaz enzimeket — kiilondsen a Pinl-et — a sejtfolyamatokban jatszott sokrétli szerepiiknél
fogva szamos rendellenességgel is 0sszefiiggésbe hoztak, mint példaul az Alzheimer-kor, a Parkinson-
koér, a rak szamos fajtaja és az Oregedés (Ayala et al., 2003; Balastik et al., 2007; Bao et al., 2004;
Butterfield et al., 2006; T. H. Lee et al., 2011; K. P. Lu et al., 2007; M. Lu et al., 2006; Rudrabhatla et
al., 2008; Ryo et al., 2006; Wulf et al., 2001). Egéren végzett vizsgalatok megmutattak, hogy a Pinl
kiiitése megnoveli a korfiiggd amiloid neurodegenerativ betegség kialakulasat, ami a human Alzheimer-

koér analogja (T. H. Lee et al., 2011; K. P. Lu et al., 2007). Néhany tanulmany arra mutatott ra, hogy a
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Pinl talszabalyozodik a koros idegsejtekben és nagy aranyban lokalizalodik az abnormalisan
feltekeredett fehérjeaggregatumokbol létrejove Lewy-testekben, amelyek a Parkinson-koér soran
keletkeznek (Ghosh et al., 2013; T. H. Lee et al., 2011; Ryo et al., 2006).

Mivel a Pinl inhibici6oja mitotikus leallast €s apoptozist eredményez, a Pinl szabalyozasat a
rakterapidban is célravezetonek tartjak (Gothel & Marahiel, 1999). Valdban: szamos raktipusrol
bebizonyosodott, hogy a Pinl tulexpresszalddott a koros sejtekben, egészen annyira, hogy a
megnodvekedett koncentracidja akar a tumor markerének is haszndlhaté (Ayala et al., 2003; K. P. Lu et
al., 2006; Z. Lu & Hunter, 2014; Theuerkorn et al., 2011).

Amint latjuk, a PPIaz enzimek szdmos sejtfolyamattal és rendellenességgel hozhatok
Osszefiiggésbe, €s sok esetben igéretes terapias célpontnak is mutatkoznak. Annak érdekében azonban,
hogy mélységében megértsiik a PPlazok szerepén a molekularis biologidban, sziikség van azok

szerkezetének és katalitikus mechanizmusanak a behat6 tanulmanyozasara is.

2.2.2 A peptidil-prolil izomerazok szerkezete, dinamikaja €s mechanizmusa

Annak ellenére, hogy a PPlaz enzimek egy viszonylag egyszeri reakcio, a peptidil-prolil amidkdtések
cisz-transz izomerizacidjanak katalizatorai, a mai napig nem sikeriilt egyértelmiien megallapitani a
katalitikus mechanizmusukat, és az sem vilagos, hogy a kiilonb6z6 csalddba tartozé PPlazok azonos
mechanizmus szerint miikddnek-e. Bar az elmult két évtizedben jonéhany alternativ javaslat sziiletett,
mara mar nagyjabol elfogadotta valt, hogy a reakcidban nem szakad fel a peptidkotés, hanem egy
csavart amid atmeneti allapoton keresztiil valosul meg az izomerizacié (Tork Ladani et al., 2015).
Szintén egyre inkabb eldtérbe keriilnek azok az eredmények, amelyek arra utalnak, hogy a katalitikus
mechanizmus kozvetlen 6sszefliggésben van a PPIaz enzimek belsé mozgasaival (Eisenmesser et al.,
2005).

A rezonanciaelmélet alapjan a peptidkotésnek két hatarszerkezete lehetséges, igy egy polipeptid
lancban az C; és Niy; atomok kozott a kovalens kotésnek mintegy 40%-ban kettdskotés jellege van (7.
abra) (Matena et al., 2018). Az sp? hibridallapotban 1év8 atomok kozotti kovalens kotés mentén gatolt
a rotacio, és a hozzajuk kapcsolodo atomok sziikségszeriien egy sikban vannak. Ennek kdvetkezménye,
hogy a peptidkotés az olefinekre jellemz6 cisz-transz izomériat mutat, €s a Ca; - C; - Niy1 - Cair1 atomok
altal definialt o torzids szog egyensulyi allapotban 0° (cisz) és 180° (transz) értékeket vehet fel.

A prolin kivételével mindegyik aminosav altal kialakitott peptidkotés esetében a transz
konforméci6 energetikailag joval kedvezObb. Ennek oka az O; és Ci+ atomok kozott fellépd
elektrosztatikus kolcsonhatas, valamint a Cai és Cairi atomok kozotti sztérikus taszitds a cisz
konforméci6é esetén (Wedemeyer et al., 2002). A két konformer kozotti energiakiilonbség N-
metilacetamidra 2,5 kcal/mol-nak, az allapotok kozotti energiagat pedig 20 kcal/mol-nak adodott, amely
alapjan a cisz konformer 1,5%-o0s eléfordulasi aranya josolhat6 (Pal & Chakrabarti, 1999). Ez a szam

joval nagyobb, mint a nemredundans adathalmazon végzett statisztikai elemzés, amely azt talalta, hogy
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a nem prolin aminosavak k6zotti peptidkdtések mindossze 0,03%-a volt cisz konformacioban (Craveur
et al., 2013; Weiss et al., 1998). Ugyanakkor az N-metilacetamid — egy egyszeri dipeptid — cisz-transz
preferencigjat arnyaljak azok az eredmények, amelyek a szomszédos aminosavak hatasat, az
oldoszerhatast, valamint a fehérje feltekeredésekor 1étrejovo extra sztérikus feltételeket is figyelembe

veszik (Alderson et al., 2018; Eberhardt et al., 1992; Reimer et al., 1998).

* Ca * N Ca
-, "T( N o N Tv 2
A A

Ry H Rq H
60% 40%

* *

7. abra: A peptidkétes két hatarszerkezete. A Ci-Niv; kotés kettoskités jellege miatt Ca; - C; - Nivj - Caivg
atomok egy sikba kényszeriilnek.

A prolin elotti peptidkotések joval csekélyebb preferenciat mutatnak a transz konformaciod
iranyéba, ugyanis a Ca; és a Ca;+1 atomok sztérikus hatdsa kozott kisebb a kiilonbség, valamint a O; és
Ci+1 atomok kozotti elektrosztatikus kolcsonhatas mértéke is lecsokken (Wedemeyer et al., 2002). Itt a
két konformer kozotti energiakiilonbség mindossze 0,5 kcal/mol, €s az energiagat is valamivel
(Pal & Chakrabarti, 1999). Ez kevésbé tér el a nemredundans adatkészleten megfigyelt aranytol (5,2%),
mint a nem prolin aminosavak esetén, ugyanakkor tovabbi megfigyelések szerint a random coil
polipeptidekben a cisz konformacié eléfordulasa 5-30% kozott mozog (Craveur et al., 2013; Weiss et
al., 1998).

A peptidkotés cisz-transz izomerizacidjanak sebességére hatassal vannak nem-enzimatikus
effektusok is, amelyek tanulmanyozasa fontos hozzajarulast ad az enzimkatalizis mechanizmusanak
megértéséhez. Mivel a peptidkotés toltésszeparacidja nagyobb az egyensulyi sik allapotokban (@ = 0°
vagy o = 180°), mint az ortogonalis atmeneti allapotokban, ami a csavart amid szerkezetet jellemzi (®
= £90°), ezért a kevésbé polaris oldoszerek megndvelik az izomerizacid sebességét (Fanghidnel &
Fischer, 2004). Hasonlé megfontolassal belathato, hogy hidrogénkotés donalasa a karbonil oxigénre
vagy elektron donalasa az amid nitrogénre csokkenti, mig hidrogénkotés donalasa a nitrogénre vagy
elektron dondldsa az oxigénre megndveli az energiagatat, ez pedig az izomerizacid sebességét is
befolyasolja (Fanghénel & Fischer, 2004).

Az enzimatikus katalizis mechanizmusara kezdetben tobb alternativ javaslat sziiletett. Ezek koziil
a legfontosabbak (i) a szubsztrat deszolvatacido (a karbonil oxigén altal kialakitott hidrogénkdtés
stabilizalja az amidsikot), (ii) a szubsztrat autokatalizis (amelyben a prolint kovetdé aminosav amid
hidrogénje kolcsonhat a prolin amid nitrogénjével), (iii) a nukleofil tdmadas a prolin karbonil szenére

¢s (iv) a csavart amid atmenet stabilizalasa (S. Fischer et al., 1993; K. P. Lu et al., 2007). Az elmult
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harom évtizedben gyijtott kisérleti eredmények a csavart amid elméletet erdsitették meg és
egyértelmiien cafoltak a tobbi lehetséges mechanizmust.

Mind a szubsztrat deszolvatacio, mind a szubsztrat autokatalizis mechanizmusat cafolni latszanak
a masodlagos kinetikus izotopeffektus és oldoszer kinetikus izotopeftektus kisérletek, amelyek alapjan
a reakcioban nem vesz részt kicserélodésre képes proton (Mercedes-Camacho et al., 2013).

Tobb PPIaz esetében is azt feltételezték, hogy a katalitikus mechanizmust egy, az aktiv
centrumhoz koézeli konzervalt cisztein (Pinl-ben Cys133) tiol oldallancanak nukleofil timadasa inditja
be (Bailey et al., 2008; Fanghénel & Fischer, 2004; K. P. Lu et al., 2007; Ranganathan et al., 1997). Ezt
kovetden a karbonil szén sp? hibridallapota sp’-m4 alakul, amely megsziinteti a szén-nitrogén kotés
mentén torténd rotacio gatlasat. Ezt a feltételezést is tobb kisérleti eredmény megcafolta. Bizonyos
parvulinoknak mar a vad tipusdban is aszparaginsav helyettesiti ezt a ciszteint, és ezek a fehérjék is
rendelkeznek PPlaz aktivitassal. Mutagenezis kisérletek tobb ciklofilin és parvulin esetén azt igazoljak,
hogy a ciszteint nem tartalmazé mutdns is megtartja enzimatikus aktivitdsat (Bailey et al., 2008;
Fanghénel & Fischer, 2004; Mueller et al., 2011; Zydowsky et al., 1992). Tovabba mind C'* NMR
kisérletek, mind masodlagos kinetikus izotopeffektus kisérletek egyértelmiien kizartak, hogy a karbonil
szén tetraéderes atmeneti allapotot képezne a reakcid soran (Barman & Hamelberg, 2014; Mercedes-
Camacho et al., 2013; Rosen et al., 1990).

Az alternativ mechanizmusok kizarasan kiviil egyes bizonyitékok kozvetleniil is alatamasztjak a
csavart amid mechanizmust. Mar 1990-ben észrevették, hogy az FK506 molekula — az FKBP-k
kotopartnere — szerkezetileg hasonlit a csavart amidra (Rosen et al., 1990). Késébb megmutattak, hogy
a PPIaz enzimek nagyobb affinitassal kotik peptidil-prolil peptidkdtés atmeneti allapotat, mint akar a
cisz, akar a transz konformaciot (S. Fischer et al., 1993; Tork Ladani et al., 2015). Ezt a jelenséget
preferalt atmenetiallapot-kotésnek nevezték. A csavart atmeneti allapot megvaldsulhat az N-, illetve C-
terminalis aminosav roticidja a valosziniibb, és ez a feltételezés Osszhangban van mind a
rontgenkrisztallografiai, mind az NMR spektroszkopiai megfigyelésekkel (Trzesniak & van Gunsteren,
2006). Szintén molekuladinamikai szimulaciokkal, valamint elméleti kémiai szamitdsokkal azt is
megmutattak, hogy a ciklofilin A enzim kotézsebe elektrosztatikus kolcsonhatasokkal stabilizalja az
atmeneti allapotot (Camilloni et al., 2014), és az ebbdl adodé mechanizmusnak az elektrosztatikus
fogantyu elnevezést javasoltak.

A parvulinokban talalhatdé két konzervalt hisztidinr6l (Pinl-ben H59 és H157) sokaig azt
feltételeztek, hogy szerepet jatszanak a katalitikus mechanizmusban (6.C abra). Kideriilt azonban, hogy
a H59L/H158L kettés mutans bioldgiailag aktiv és igy a mutans enzimet hordozo éleszto is életképes
kovetkeztetést vontak le, hogy mind a ciszteinnek, mind hisztidineknek inkabb szerkezeti, semmit
katalitikus szerepet tulajdonithatd. Ezt igazolja a hParl4 human parvulinnal végzett NMR kisérlet is,

amelyben a ligandummal vald kdlcsonhataskor a hisztidinek kémiai eltolodasa csak igen csekély
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mértékben valtozott meg, vagyis egyik hisztidin sem Iép kdzvetlen kolcsonhatasba a ligandummal
(Terada et al., 2001).

A parvulin fehérjecsaladban 6t konzervalt aminosavbol 4lld6 hidrogénkotés-halozatot
azonositottak az aktiv centrum kozelében, amelynek pontos szerepe a katalizisben nem tisztazott
(Barman & Hamelberg, 2014; Mueller et al., 2011; Ranganathan et al., 1997). E hal6zat részét képezik
a korabban katalitikusan funkcindlisnak gondolt hisztidin és cisztein aminosavak is (H-C/D-S-S/T-H)
(6.C abra). A hidrogénkoétés-halozatot kialakitd aminosavak mutacidja bizonyos esetekben, de nem
torvényszerien csokkenti az enzim katalitikus aktivitdsat, am egyik sem 1ép kozvetlen kolcsonhatdsba
a ligandummal. Ugyanakkor észrevették, hogy Pinl-ben a cisztein protonaltsagi allapota modulalja a
Mindez azt valésziniisiti, hogy ezeknek az aminosavaknak a szerkezet stabilizalasaban, valamint a
fehérje dinamikéjanak szabalyozdsaban van fontos szerepe.

A PPIazok bels6 dinamikéja szoros dsszefliggésben van a mechanizmussal. A ciklofilin A és a
Pinl enzimeken végzett NMR relaxacios kisérletekkel megmutattak, hogy a katalizis kdzben
megfigyelhetd bels6 mozgasok mar a szabad fehérjében is jelen vannak, és a konformacios kicserél6dés
idéskalaja (R20s = 1200 s!) egy nagysagrendbe esik a mért katalitikus sebességi allandoval (Kea = 3300
s (Eisenmesser et al., 2005; Labeikovsky et al., 2007). Ez arra utal, hogy a konformécios fluktuicio
olyan jellemzdje a fehérjének, amely nélkiil annak katalitikus aktivitdsa nem magyarazhato.

A PPlaz enzimek belsé dinamikajanak vizsgalatakor kiilonds figyelem iranyult a Pinl-ben
talalhat6 katalitikus PP1dz domén és az N-terminalis WW domén ko6zotti kdlesonhatasra, ugyanis a WW
domén jelenléte sziikséges a Pinl biologiai aktivitasahoz (P. J. Lu et al., 1999). Szamos arra utalo jelet
talaltak, hogy a WW domén nem pusztan a kotdpartner felismerésében jatszik szerepet, ahogy azt
korabban feltételezték, hanem allosztérikus mdédon képes szabalyozni a katalitikus domén dinamikajat,
¢s ezaltal magat a katalizist is (Olsson et al., 2016). A Pinl 128A mutacidja anélkiil, hogy befolyasolna
a két domén szerkezetét, gatolja az interdomén kolcsonhatast, és ezaltal megvaltoztatja mindkét domén
konformereloszlasat és egyuttal a teljes enzim biologiai aktivitasat is (Wilson et al., 2013).

Az interdomén kolcsonhatas erdsddése pozitivan szabalyozza a katalitikus domén kotési
affinitasat. FErdekes modon bizonyos eredmények azt tamasztjdk ala, hogy a WW domén
ligandumkotése megndveli az interdomén dinamikat, lecsokkenti a két domén kozotti kolcsonhatas
mértékét és ezaltal negativan szabalyozza a katalitikus domén aktivitasat (X. Wang et al., 2015). Mas
eredmények szerint viszont ennek az ellenkezdje torténik: a ligandum kotédése a WW doménhez
megnoveli a domének kozotti kdlcsonhatast és igy a katalitikus aktivitast is (Namanja et al., 2011). Ezt
az ellentmondast Cavalli és munkatarsai azzal a megfigyeléssel tudtak feloldani, amely szerint a WW
doménnek két allapota — egy alapallapota és egy gerjesztett allapota — létezik, és a kiilonbozo
ligandumok kiilonboz6 allapothoz kotédnek nagyobb affinitassal, ezaltal pedig mas allosztérikus

szabalyoz6 mechanizmust tudnak kivaltani (Olsson et al., 2016).
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Peng ¢s munkatarsai a Pinl oldallancainak gyors (ps-ns idoskalaju) dinamikajat vizsgalva egy
hidrofob vezetéket azonositottak, amely 6sszekoti a kotdzsebet az interdomén interfésszel (Namanja et
al., 2007). A vezeték mentén talalhato hidrofob oldallancok flexibilitasa a ligandumkotéskor lecsokken.
Késobb azt is felismerték, hogy a transz konforméacioju inhibitor gyengébb valaszt valt ki a vezetékben,
mint a cisz konformer, vagyis a dinamikaban megfigyelhetd valtozas sztereoszelektiv (Namanja et al.,
2011). Zhou és munkatarsai ezeket az eredményeket felhasznalva és tovabb vizsgalva arra jutottak,
hogy az allosztérikus interdomén szabalyozasban valojaban két utvonal vesz részt, amely koziil az egyik
mar az apo fehérjében is milkddik, &m a masodik csak azutan kapcsol be, hogy a ligandum
hozzak6t6dott a WW doménhez (Guo et al., 2015). A masodik Gitvonal egyiranyt: a valaszt csak a WW
domén allapotanak megvaltozdsa valtja ki, és a katalitikus domén kotézsebének atrendezddéséhez
vezet.

Az eddig felsorolt eredmények alapjan kirajzolodo 6sszkép szerint a parvulin-tipust peptidil-
prolil cisz-transz izomerazok katalitikus mechanizmuséban az egész fehérje belsé dinamikaja szerepet
jatszik. A katalizist szdmos hatas befolydsolja egyszerre: a hidrogénkotés-halozat, a konzervalt
hisztidinek, valamint az N-terminalis WW doménnel valé kdlcsonhatas. Ugyanakkor ezeknek a

hatasoknak a pontos szerepe, illetve egymasra gyakorolt hatdsa nem tisztazott.
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2.3 A fehérjemozgasok jellemzése

2.3.1 A fehérjék belsé dinamikdja

A fehérjék biologiai miikodésének sokaig uralkodd magyarazata volt a szekvencia-szerkezet-funkcio
paradigma, amely szerint egy fehérje szekvencidja meghatarozza a haromdimenzids szerkezetét,
szerkezete pedig meghatarozza a funkcidjat. Szemléletesen fejezi ki e paradigmat az Emil Fischer-féle
kulcs-zar modell: a fehérje csak azzal a kotépartnerrel képes kdlesonhatast kialakitani, amely pontosan
beleillik a kotézsebébe, akar a kulcs a zarba (8. abra). Ha pedig egy fehérje elvesziti nativ harmadlagos
szerkezetét, akkor sziikségszerlien “elromlik”, azaz megsziinik megfelelden ellatni bioldgiai funkciojat.
Ennek tipikus példaja a fehérjeaggregécid, amikor vizoldhatatlan fibrillumok keletkeznek, de a
természetes szerkezettdl vald ennél joval kisebb eltérés is végzetes lehet a fehérje miikddésére nézve.
Az elmult néhany évtizedben altalanosan elfogadotta valt, hogy a fehérjék dinamikus molekulak
¢és belsdé mozgasaik sok esetben meghatarozo szerepet jatszanak biologiai funkcidjukban is. Ennek
egyik legaltaldnosabb esete az allosztérikus szabalyozas, amelynek soran valamilyen kiils6 hatasra —
legtobbszor egy ligandum kotddésekor — megvaltozik a fehérje konformacidja, ami a kétézsebtol tavol
1év0 pozicidban is valtozast idézhet eld €s igy szabalyozni tudja a tovabbi kotdpartnerekkel kialakitott
kolcsonhatds meértékét. Ez a jelenség azonban konnyen megmagyarazhaté a szerkezet-funkciod
paradigma egyszeri kiterjesztésével: mindossze annyit kell feltételezniink, hogy egy adott fehérjéhez

nem csak egy, hanem néhany konformaécio tartozik.

@ G
C— G & €
€€ @ € -

Enzim Szubsztrat Produktum
8. dabra: Enzimreakciok lehetséges mechanizmusdnak sematikus dbrazolasa. A: Az Emil Fischer-féle kulcs-zar
modell. B: Indukalt illeszkedés. C: Konformerszelekcio.

A rendezetlen fehérjék vizsgalata azonban gydkeresen atalakitotta a bioldgiai funkciorol valo
felfogasunkat (Tompa, 2012b). Ezek a molekuldk egyaltalan nem rendelkeznek stabil haromdimenzios

szerkezettel, és ez a hagyomanyos kulcs-zar modell alapjan kizarna, hogy stabil kolcsonhatast
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alakitsanak ki. A tapasztalat ezzel szemben azt mutatja, hogy a rendezetlen fehérjék az esetek tulnyomo
tobbségében fontos biologiai funkciot latnak el.

A szerkezet és a dinamika szoros Osszefiiggésben van egy fehérjemolekula konformacios
energiafeliiletével. A hagyomanyos képnek egy tdlcsérszerii energiafeliilet felel meg, amelynek
egyetlen, jol definialt minimumpontja van, vagy esetleg tovabbi néhany, amelyek a hibas
feltekeredéshez tartoznak, és amelyeket a nativ koriilmények kozott a fehérjemolekula elkeriil a
feltekeredés soran (Boehr et al., 2009). A dinamikus fehérjék energiafeliiletének azonban szamos lokalis
minimuma van, amelyek energiaszintje egymassal 6sszemérhetd, és az dket elvalaszto potencialgat sem
tul nagy ahhoz, hogy a termalis fluktuacio ne tegye lehetdvé a dinamikus egyensuly 1étrejottét.

A dinamikus fehérjék ligandumkétésének magyarazatara is Gj modellt kellett bevezetni, amelyek
a kulcs-zdr modell kiegészitései. A fehérjét nem egy stabil konformacid, hanem lehetséges
konformdaciok adott eloszlasa jellemzi, igy a ligandummal val6 koélcsonhatdskor sem az “egyetlen”,
stabil konformacidban torténik valtozas, hanem a konformerek eloszlasaban. Ez kétféle mechanizmus
szerint torténhet. A konformerszelekcio esetén a ligandum a mar meglévo, valamilyen ardnyban jelen
1év6 konformerek koziil valasztja ki azt, amelyikkel energetikailag a legkedvez6bb kdlcsonhatast tudja
kialakitani. Ezzel szemben az indukalt illeszkedés soran a konformacids valtozast, illetve a
konformereloszlas megvaltozasat maga a ligandum kotédése valtja ki (8.B-C abra) (Boehr et al., 2009).
Szamos konkrét esetben a fehérje-ligandum kolesonhatast e két mechanizmusbél kiindulva, vagy ezek
Otvozésével lehet megmagyarazni.

A fehérjék nativ biologiai funkciojat sok esetben nem pusztan a lehetséges konformerek kozotti
dinamikus egyensuly fenntartdsa biztositja, hanem maguk a belsé mozgasok. Még ha a fehérje
ténylegesen jellemezhetd is egy stabil szerkezettel, az atlagszerkezet koriili fluktuacionak meghatarozo
szerepe lehet. A ligandummal valo kélesonhatas soran megvaltozhat egy-egy, a kotdzsebtdl akar tavoli
régid dinamikaja, ami kozvetlen hatassal lehet a kotési entropiara, és ezaltal magara a szelektivitasra
vagy az affinitasra (Kay, 1998). A fehérjék belsd dinamikéja tehat alapvetden meghatarozza azok

biologiai funkciojat.

2.3.2 NMR-rel mérhetd, gyors dinamikat tiikr6z6 paraméterek

A fehérjeszerkezet-vizsgélati modszerek kozil kiemelkedik a magneses magrezonancia (NMR)
spektroszkopia, amely egyfeldl oldatfazisban, azaz a nativhoz kellden kozel 1év6 koriilmények kozott
tudja mérni a molekulékat, emellett pedig széleskorli szerkezeti és dinamikai informaciot szolgéltat.
Ugyanakkor az NMR-rel megfigyelhet6 és kozvetleniil mérheté informaciokbol kozel sem trivialis
olyan paramétereket kinyerniink, amelyek szemléletes képet adnak a fehérje bels6 dinamikajarol. Ebben

A fehérjék bels6 mozgasaira szandékosan szokas tobbes szamban hivatkozni, ugyanis a

fehérjemolekula kiilonbdz6 részei mas-mas iddskalan mutatnak dinamikat. Ezek mintegy 14
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nagysagrendet fednek le, és a kiilonb6z6 mozgasokra jellemzo idéskalak sok esetben (legalabb részben)

atfednek egymassal (2. tablazat).

Bels6 mozgas Belso korrelacios ido (te)
Oldallanc rotécio 0,1 ps-10 ps
Gerincdinamika 1 ps-10ns

Rotacios korrelacios id6 (t.) 1 ns-10ns

Katalizis 1 us-1ms

Hurok- és hajtii régiok zarodasa 0,1 ps - 10 ms
Misodlagos szerkezeti elemek kialakuldsa 10 ns - 1 ms
Fehérjefeltekeredés Ims-1h
Fehérjeaggregacio Is-1¢év

2. tablazat: Egy fehérjemolekula jellegzetes belsé mozgdsai és az azokhoz tartozo belsé korrelacios idok (z.)
iddskalaja. A tablazat tartalmazza a fehérjemolekulak (mérettdl fiiggs) rotacios korrelacios idejének jellemzd
nagysagrendjét (t.) (Gaspari & Perczel, 2010).

A bels6 mozgasok vizsgalatahoz fontos referenciapont a fehérjemolekulara jellemzo 7. rotacios
korrelacids id6, amely azt az id6t jelzi, amig a fehérje 1 radiant elfordul (Géaspari & Perczel, 2010). Ez
fiigg a fehérje méretétdl, de a kiilsé koriilményektdl is, mint példaul a hdmérséklet, a pH és az oldat
viszkozitasa, de altalaban ns-os nagysagrendbe esik. A fehérjék belsé mozgasait jellemzéen gyors (ps-
ns) és lassii (us-ms) mozgasokra szokas kategorizalni aszerint, hogy a rotaciés korrelacids idénél
gyorsabb vagy lassabb id6skalan torténnek.

A gyors mozgasok kozé tartozik az oldallancok rotacidja és a gerincdinamika. Ezek kozvetett
megfigyelésére a legelterjedtebb megoldas az amid nitrogénekhez tartozo transzverzalis és
longitudinalis 'N-relaxacios id6k (7, T>), valamint a heteronuklearis ('H-'*N) NOE-k (nukleéris
Overhauser-effektus) mérése. A lassi mozgasok megfigyelésére leggyakrabban rezidualis dipolaris
csatolast (RDC) vagy a relaxacios diszperzidt szokas mérni (Lange et al., 2008; Markwick et al., 2008).

E dolgozat fokuszaban a fehérjék gyors dinamikaja all. Anélkiil, hogy kiilon kitérnénk az erre
alkalmas NMR-kisérletek technikai magvalositasara, attekintjiik, hogy a kozvetlen kisérleti adatokbol
miként lehet a gyors fehérjemozgasokra vonatkozo szemléletes informaciot kinyerni.

A relaxécios adatokbol dinamikai informaciok kinyerésére alkalmas, leggyakrabban hasznalt
eljaras a Lipari-Szabo-féle modellfiiggetlen formalizmus (Chen et al., 2007; Gaspari & Perczel, 2010;
Lipari & Szabo, 1982; J. W. Peng, 2012; L. Zhang et al., 2012). Az elnevezés arra utal, hogy a modszer
nem ¢l semmilyen eldfeltevéssel a rotacids-diffiizidos tenzorban talalhatd relaxacios vektorok
orientacigjat illetéen. A relaxacids vektornak molekularis bukdacsolasbol (molecular tumbling) adodo
kifejezi, hogy a vektor orientacidja 0 és ¢ iddpillanatban mennyire korrelal egymdassal — alakja
ennélfogva valamilyen lecseng6 gorbét vesz fel.

A Libari-Szabd formalizmus alapfeltevése, hogy a gyors és lassi mozgasok fliggetlenek
egymastol. Igy a korrelacios fliggvény két tényez6re bonthato:

C(t) = Co(D)Ce (1) (1
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ahol
Co(t) = et/ @)
fejezi ki a teljes (overall) molekula lassu, rotacios-diffiizidos mozgasat (7. a rotacids korrelacios ido),
valamint
Co(t) =S5%+ (1 —5%) et/ 3)
pedig a bels6 mozgasokat fejezi ki (Lipari & Szabo, 1982). Itt 7, az effektiv belsé mozgasok korrelacios
idejét jeloli, S° pedig az Uin. 4ltalanos rendparamétert, amelyre késobb részletesen is kitériink. A fenti
két egyenletbdl kovetkezik, hogy
=11+ 4)
ahol 7 az adott relaxacios vektor altal ténylegesen érzékelt korrelacios ido.

A korrelacios fliggvény Fourier-transzformaltja az Gn. spektralis stiriiségfiiggvény:

2 c 2 Sz, 1-52
) =) - 250) g

5\1 + (wt,)? 5\1+ (wt.)? 1+ (w1)?
amely kifejezi, hogy mekkora valdsziniiséggel taldlunk a molekulaban w frekvenciaval fluktualo
elemet. A spektralis stirliség leképezés (spectral density mapping) modszere Osszefiiggést teremt a mért
relaxécios idok, valamint a spektralis striiségfliggvény kozott (Jeffrey W. Peng & Wagner, 1992).
Valojaban a relaxacios idok a kovetkezo frekvenciakon mintavételezik a spektralis stirliségfliggvényt:
0, wy, Wy, Wy + wy és wy — wy, ahol wyés wyaz amid nitrogén- és hidrogénatomok Larmor-
frekvenciaja az egyes aminosavakban.

A Lipari-Szabo-formalizmus soran 0sszességében a mért relaxacids-idoket illesztik a spektralis-
stiriségfiiggvény egyenletére. A modszer eredménye a teljes molekulara vett rotacios-korrelacios ido
(Te), valamint annak amplitadojat kifejezd altalanos rendparaméter (S?). Ez fejezi ki, hogy a relaxacios
vektor mozgésa mennyire korlatozott, vagy szemléletes képpel élve: mekkora az amid N-H kotésvektor
altal bejart kip szélessége. S* = 1 esetén egyaltalan nincs belsé mozgas, mig S? = 0 esetén a kotésvektor

egyforma valoszinliséggel mutat a tér barmely iranyaba (9. abra).

9. dbra: Az amid N-H kétésvektorok gyors dinamikdja az dltaldnos rendparaméterekkel (S°) kifejezve: §° = 1
esetén egydltaldn nincs belsé mozgds, mig S? = 0 esetén a kitésvektor egyforma valészintiséggel mutat a tér
barmely iranyaba.
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Szamos valtozata létezik a Lipari-Szabo-formalizmusnak (Gaspari & Perczel, 2010). A 13C
relaxacios idok mérésével példaul hasonld informaciohoz lehet jutni a metil oldallancokra vonatkozo
gyors dinamikat illetden. Ezenkiviil bizonyos esetekben a mérési adatok megfeleld illesztéséhez a
modell kiterjesztésére is sziikség van, amelyben tovabbi paramétercket vezetnek be: példaul a lasst
idéskalan torténé konformacios kicserélddést leird Re.-et. De lehetdségilink nyilik arra is, hogy a bels6
mozgasokat tovabb szeparaljuk jellemz6 iddskalajuk szerint >100 ps és <100 ps mozgasokra. Ezeket a
Sf (fast) és S? (slow) rendparaméterek irjak le (az elnevezés megtévesztd, ugyanis mindkét mozgas
gyorsabb a rotacios korrelacios idonél). Ezek az altalanos rendparaméterrel az alabbi dsszefliggésben
allnak:

§% = SfS? (6)

Mint lattuk, a Lipari-Szabd-formalizmus altal nyert altalanos rendparaméterek kozvetlen és
szemléletes képet adnak a fehérjegerinc vagy -oldallincok gyors mozgésair6l. Anélkiil, hogy
részletesen kitérnénk rajuk, emlitést érdemelnek azonban tovabbi NMR-kisérletek, amelyek kiilonb6zo
iddskalaji belsé mozgasokrol szolgaltatnak informaciot. Ide tartoznak a rezidualis dipolaris csatolas
(RDC) (ps-us), a J-csatolas elemzése (us-s), H/D kicserélddés (ms-s) vagy a relaxacios diszperziot mérd
modszerek, példaul a CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) mddszer (us-ms) (Gaspari & Perczel, 2010;
J. W. Peng, 2012; L. Zhang et al., 2012).

Mindezek mellett pedig azokat az informacidkat, amelyeket hagyomanyosan a fehérje
szerkezetére vonatkoztattak (pl. kémiai eltolédas, homonuklearis NOE-k), szintén fel lehet hasznalni
olyan szerkezeti sokasagok Ilétrehozasara, amelyek tiikkrozik a fehérje bels6 dinamikajat. Erre

részletesen a kovetkez6 fejezetben tériink ki.

2.3.3 Dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok

A fehérjék dinamikus volta sziikségessé teszi, hogy finomitsuk a roluk alkotott modelljeinket. A
szerkezet-funkcioé paradigmat kielégitden tiikrozi egy statikus modell, amely a fehérjemolekula minden
atomjanak haromdimenzios koordinatajat tartalmazza. Ilyen szerkezetek vannak a fehérje-adatbazisban
(PDB) is, amely a legszélesebb korben ismert és hasznalt, kisérletesen meghatarozott
fehérjeszerkezeteket tartalmazo nyilvanos adatbazis (Berman et al., 2000).

Fontos hangstlyozni, hogy a merev fehérjeszerkezeteket tartalmazo modellek nem “rosszak”,
hiszen mindegyik modell csak annyira lehet jo vagy rossz, amennyire eszkozként tudjuk hasznalni a
kisérleti tapasztalatok megmagyarazasara vagy egy elmélet szemléletes illusztralasara. Az teszi
sziikségessé egy ) modell bevezetését, hogy a meglévé mar nem képes megmagyarazni bizonyos
kisérleti megfigyeléseket. Azonban még ilyenkor sem a teljes régi modell elvetése a megfeleld eljaras,
hanem annak kiegészitése, hogy igy 6sszhangban legyen az ujabb kisérleti eredmények magyarazatara

alkotott elmélettel.
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Egy merev fehérjeszerkezeti modell onmagaban nem tiikkr6z semmiféle bels6 mozgast: nem
olvashat6 ki bel6le sem a fehérjemolekulanak az atlagszerkezet koriili fluktuacidja, sem pedig a bejart
konformacios tér. A PDB-szerkezetek adatai kozott némi kivételt képez a rontgenkrisztallografiaval
meghatarozott kristalyszerkezeteben talalhato B-faktor, ami az egyes atomi pozicidok bizonytalansagat
tiikrozi, és ez legaldbb részben Osszefiiggésbe hozhatd az atomi fluktuaciokkal. Am a
kristalyszerkezetek eleve nem nativ koriilmények kozott késziilnek, és ezért nem varhatjuk el, hogy a
kimerevitett allapotba kényszeritett fehérjemolekula a természetes belsé dinamikéja szerint viselkedjen.

Ezzel szemben egy NMR-kisérlet elvégzésekor mintegy 10'°-10'7 fehérjemolekula talalhaté a
mintacsdben, amelyek az oldatfazisban eleve belsé dinamikat mutatnak (Gaspari & Perczel, 2010).
Ennek megfeleléen az NMR-rel megmért paraméterek egyszerre tiikroznek sokasag- és iddatlagot. Sét,
valojaban minden kisérletes NMR-paraméter sziikségszeriien dinamikai informaciot is hordoz a
fehérjérdl — még akkor is, ha az elvégzett kisérletek tobbségénél nem ezt az informaciot keressiik, €s
ezért kihasznalatlanul maradnak.

A hagyomanyos szerkezetmeghatirozas sordn egy olyan stabil, hiromdimenzids
fehérjeszerkezetet kereslink, amely megfelel a kisérletesen megmért paramétereknek. Az NMR
esetében leginkabb a homonuklearis '"H-'H NOE-kat szoktdk hasznalni, amelynek a magok kozotti
tavolsagtol valo jol ismert fliggése praktikus eszkdzzé teszi a fehérjék haromdimenzios szerkezetének
meghatarozasahoz. A “egyedi szerkezetfinomitas” (single structure refinement) néven ismert eljaras
soran egy molekuladinamikai szimulacié segitségével a fehérjemolekulat egy olyan konformacidba
igyeksziink hozni, amely egyszerre felel meg a fehérjeszerkezetekrdl (kotéshosszakrol, kotésszogekrol,
amidsikokrol, stb.) vald a-priori ismereteinknek, valamint a kisérletesen meghatarozott 'H-'H
tavolsagoknak. Az esetek tulnyomo részében azonban ilyen szerkezet nem létezik.

Altaldnos tapasztalat az NMR-rel foglalkozo fehérjeszerkezet-kutatok korében, hogy a végsé
szerkezet nagyon gyakran nem felel meg az Osszes kisérletes NOE-nak. A ma mar gyakorlatilag fekete
dobozként hasznalt szerkezetfinomito szoftverek fel vannak késziilve arra, hogy a bemenetként hasznalt
'H-"H tavolsagokat nem tudjak mind rakényszeriteni a szerkezetre, ezért valamilyen algoritmus szerint
ezek koziil néhanyat a szimulacio soran szép lassan elhagynak, hogy a tobbi teljesiilhessen. Az szamit
jo NMR-szerkezetnek, amelyben a leheto legkevesebb kisérletes NOE sériil.

A PDB-ben 1évé NMR-szerkezetek is tobb konformert tartalmaznak, am ezek nem szerkezeti
sokasagok. Az NMR-es szerkezetfinomitas soran ugyanis minden egyes szerkezetre rakényszeritjiik az
sszes mért paramétert. Altalaban az eljaras soran szamos szerkezet hoznak létre, és az adatbazisba csak
a legjobb néhanyat toltik fel, vagyis azokat, amelyekben a legkevesebb kisérletes paraméter sériil — am
ez a bizonyos “legkevesebb” még a legjobb NMR-szerkezetek esetén sem nulla.

A fehérjeszerkezeti sokasagok nem egy, hanem szamos haromdimenzids szerkezetet
tartalmaznak. Kiilon-kiilon egyik szerkezett6l sem varjuk el, hogy megfeleljen a kisérletes
paramétereknek, hanem az egész sokasag kell, hogy tiikrozze azokat. Ezt a legtobb — bar nem mindegyik

— paraméter esetén Ugy alkalmazzuk, hogy a sokasagban 1évé egyes szerkezetekre visszaszamolt
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paraméterek atlagat igyeksziink megfeleltetni a kisérletes értékeknek, ezzel is tikkrozve, hogy a mért

értékek minden esetben sokasag- és iddatlagra vonatkoznak.

2.3.4 A szerkezeti sokasagok eldallitdsa mint matematikai probléma

A kisérletes paramétereknek megfeleld szerkezeti sokasdgok generalasa matematikailag egy
alulhatarozott probléma: egyrészt a rendszernek sokkal tobb szabadsagi foka van, mint a mért
paraméterek szdma, masrészt pedig — a sokasdg méretére tett megkotés hidnyaban — elméletileg is
végtelen sok olyan szerkezeti sokasag l1étezik, amelyek megfelelnek a kisérleti paramétereknek, és még
ha létezik is ilyen megkdtés, gyakorlatilag akkor is végtelen szamu sokasagot el6 lehet allitani.

Masrészt amiatt is gyakran kritizaljak szerkezeti sokasagok eléallitasanak modszereit —
kiilondsen a kiilsé kényszerfeltételekkel megkotott MD szimulaciot —, hogy egy mesterséges erdhatast
visz be a modellbe. Ahogy barmely modell, gy a molekuladinamikai szimulaciokhoz felhasznalt —
nem mellesleg az idovel egyre szofisztikaltabb — eréterek célja, hogy minél pontosabban leirjak a
modellezett molekulak valdsdgos viselkedését. Igy a kritikusok szerint a kiilsé kényszerfeltételek
sziikségessége valojaban a rendelkezésiinkre allo erdterek hianyossaganak burkolt beismerése.

Az egyik elvardas, amit a szerkezeti sokasagokat generald6 modszerek matematikai
szabatossagaval kapcsolatban tdmasztani lehet, hogy feleljenek meg az entrépiamaximum elvének: a
lehetséges, a-priori adatokat tartalmazo valdszinliségi eloszlasok koziil az a legjobb, amelyben
maximalis a rendszer altal hordozott informacids entropia (Shannon-entropia) (Jaynes, 1957a, 1957b).
Ez az elv a fizika torténetében el0szor kapcsolatot teremt a statisztikus mechanika és az
informacidelmélet kozott: korabban ugyanis az entropiat pusztan a termodinamikai elméletek
validaciojara hasznaltdk, ezutan viszont az entropiamaximum elve az 01j elméletek kiindulési pontjava
valt (Cesari et al., 2018).

A szerkezeti sokasagokkal foglalkozé kutatok komoly erdfeszitéseket tettek annak érdekében,
hogy a sokasdgok eldallitasa megfeleljen az entrépiamaximum elvének. A legmegfelel6bb
valoszinliségi eloszlast keres6 sokasageldallito-eljarasok esetén ez egy gyakorlatilag megkeriilhetetlen
elv, és tobb tanulmany is bemutatott olyan algoritmust, ahol megfeleléen teljesiil (Bonomi et al., 2015;
Hummer & Kofinger, 2015). Az egyik tanulmany f6 konkluzidja, hogy az alkalmazott kiilsd
paraméterek szama linedrisan kell, hogy skalazodjon a sokasag méretével (Hummer & Kofinger, 2015).
Masok a konformerszelekcidos algoritmusokrdl bizonyitottdk be, hogy megfelelnek az
entropiamaximum elvének (Beauchamp et al., 2014; Berlin et al., 2013; Bonomi et al., 2015; Leung et

al., 2016; Sanchez-Martinez & Crehuet, 2014).
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2.4 A molekuladinamikai szimulacio

A szimulacié mint tudomanyos modszer hidat képez kisérlet és elmélet kozott (Michael P. Allen, 2004).
A szamitasi kapacitas ugrasszeri novekedésének hala, a szamitogép mara egy virtualis laboratoriumma
novekedett, amelyben a szimulaciok futtatasakor a sz6 legszorosabb értelmében vett kisérleteket
végzink.

A fizikai torvények elegans, zart egyenlet formajaban torténd kifejezése gyakran analitikusan
nem megoldhat6 matematikai problémakhoz vezet (Rapaport, 2004). Ilyenkor elkeriilhetetlen, hogy egy
elmélet alkalmazhatosaga érdekében az egyenletek analitikus megoldasat numerikus modszerekkel
helyettesitsiik.

Molekularis rendszerek modellezésének két legelterjedtebb modszere a Monte-Carlo- és a
molekuladinamikai (MD) szimuléci6. Az elébbi egy sztochasztikus eljards, melynek sordn a szimulécio
minden egyes 1épését egy véletlenszdm hatdrozza meg: Iényegében egy halmaz (pl. lehetséges
molekuldris konformaciok) véletlenszerli mintavételezésérél van sz6. Az MD ezzel szemben
determinisztikus, amelynek elméleti alapjat a newtoni soktest-probléma csatolt differencialegyenlet-
rendszerének analitikus megoldéasa adja. Mindkét modszer széles korben alkalmazott fehérjék belso
dinamikajanak vizsgalatara.

Az MD egy klasszikus fizikai megkozelités: a molekuldk atomjait toltéssel rendelkezo
tomegpontoknak tekintjik, melyeket az elektrosztatikus potencialb6l, valamint a molekula
szerkezetébOl szarmazo er6k mozgatnak. Nem vesszik figyelembe a molekula szubatomi részeit
(elektronok, atompalyak, molekulapalyak), €s az elemi részecskék kvantumos viselkedését is figyelmen
kiviil hagyjuk. A kvantummechanikai megkdzelitést klasszikus fizikai leirassal felvaltva “durvabb”,
kevésbé szofisztikalt képet kapunk a vizsgalt rendszerrdl, azonban az elméleti kémiai mdodszerek igen
magas szamitasi igénye praktikusan lehetetlenné teszi, hogy akar egy kisebb méretii fehérjemolekulat
is a kvantummechanika eszkdztaraval modellezziink.

Az MD szimulacidoban barmely m; tomegii r; atom mozgasanak alapegyenlete:

mt; = fi )
Az atomra hato f; erdt a potencialis energia parcidlis differencialasaval szdmitjuk ki:
0
fi=- or; U (8)

ahol U(rM) a potencialisenergia-fiiggvény, és 1V = (rq,1y,...7y) jeloli az Osszes, 3N atomi
koordinatat (N az atomok szama).

A potencialis energiat empirikus megkozelitéssel irjuk le, melyre tobb kiilonb6z6 modell is
létezik. A legelterjedtebb gyakorlat szerint a kdlcsonhatasokat intramolekularis és téren at hato
kolesonhatasok Osszegére bontjuk:

U = Uintramot + Uter )
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Az intramolekularis kdlcsonhatasok a kotéshosszak nyujtasabol, a kotésszogek hajlitasabol és a

torzios szogek valtozasabol szarmaznak:

1 2 1 2
Uintramot = E Z k{j(rij - Teq) + E z kiejk(gijk - Heq)

kotések kotésszogek

1 om
+ > Z Z kijkl (14 cos (mcbijkl —Ym))

torzids szogek m

(10)

ahol r;; = |ri - r]-| két atom kozotti aktualis tavolsag, melynek egyensulyi értéke 7,,. Hasonloan, 6
harom atom altal bezart szog, 0., egyensulyi értékkel, valamint @, j;; négy atom daltal meghatarozott
torzids szog, melynek viszonyitasi értéke y,,. k-val jeldljik az egyes intramolekularis kolcsonhatasok
sulyfaktorat.

A téren at hatd kolcsonhatdsokat, kiilsé elektromos tér hianyaban az egyes, egymastol r
tavolsagra 1évo atomparok kozotti kdlcsonhatassal szokas kozeliteni:

Utér — Z uCoulomb (T) + uL] (T) (1 1)
Lj
Toltések vagy parcialis toltések esetén elektrosztatikus kdlcsonhatés 1ép fel, melyet a Coulomb-

potencial ir le:

010,
Coulomb —
) = Grerr (12)

u
ahol Q; és @, az atomok parcialis toltése, €, pedig a vakuum permittivitasa. Atomparok kozott fellép a
van der Waals-kolcsOnhatas, amelyet leggyakrabban a Lenard-Jones-potenciallal szokas kdzeliteni:

w) = 4e|(2) - ()] (13

r

amelynek paraméterei ¢, a potenciadlgddor mélysége, valamint o, a kdlcsonhatas hatotavolsaga.

Az atomok mozgasat tehat egy differencialegyenlet-rendszer irja le, melynek nincs analitikus
megoldasa. Szamos numerikus megoldas 1étezik azonban, és ezek kdzott maig a legnépszeriibbek az
els6k kozott megjelent sebesség-Verlet-algoritmus (velocity Verlet algorithm), illetve az azzal
algebrailag ekvivalens leapfrog-algorimtus. Az elnevezés (leapfrog = bakugras) arra utal, hogy az
algoritmus a hely- és sebesség-adatokat egymashoz képest fél idolépésnyivel (At) eltolva adja meg.

A sebesség-Verlet-modszer alapegyenletei:

X(t+ At) = X(t) + v(t)At + %a(t)mz
(14)

alt) +a(t + At
®) 2( )At

ahol X(t), v(t) és d(t) az atom pozicidja, sebessége és gyorsuldsa az adott idSpillanatban, mig a

v(t+ At) = v(t) +

leapfrog-modszer egyenletei:

i+5

v, ; = vi_% + q;At (15)
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Xiv1 = X; + vi+1At
2

de a pozicid és sebesség itt is kifejezhetdk az idlépés egész szam tobbszorosének pillanataiban:

Xip1 = X; + VAt + %aiAtZ
1 (16)
Vitr = Vi + 5 (@ + a40)At
ahol x;, x, 1 €sx;,1 az atomi pozici6 az i-edik, i és feledik és az i+1-edik idSlepésben, hasonlo jeloléssel
a sebességré és a gyorsulasra.

A molekuladinamikai szimulacidk soran, kiilondsen a biomolekulak modellezésekor indokolt a
kotéstavolsagok allandd értéken tartdsa, ugyanis a kovalens kotések vibracios frekvenciaja joval
gyorsabb iddskalan mérhetd, mint a molekula egyéb konformacios valtozasai. A kotéshosszakat az
empirikusan meghatarozott értékre kényszeritjiilk. Ezt algebrai eljarassal, az esetek tobbségében a
Lagrange-multiplikatorok modszerével hajtjuk végre. igy lecsokkentjiik a molekula belsd szabadsagi
fokainak a szamat, és gyakorlatilag a potencialisenergia-fliggvény valtozoinak a szamat is. A
kotéshosszakra alkalmazott kényszerfeltételekre kifejlesztett els6 algoritmus a SHAKE volt (Ryckaert
et al., 1977), melyet kovetett a valamivel gyorsabb LINCS (Hess et al., 1997).

Fontos kiemelni, hogy bar magyarul ezeket a megkdtéseket is szokas “kényszerfeltételnek”
nevezni, mégsem azonos mddon alkalmazzuk Oket, mint a szintén kényszerfeltételként hivatkozott
kisérleti paramétereket. Az el6bbieket ugyanis algebrai modszerekkel kezeljiik és a valtozok szamat
csokkentjiik, mig az utdbbiakat egy kiilsé potencial segitségével kényszeritjiik ra a molekulara, de
elviekben nem sziintetjiik meg a molekula szabadsagi fokat. Az eredeti, angol nyelvi kifejezés jobban
tiikrozi ezt a kiilonbséget: az elébbieket constraint, az utdbbiakat restraint néven hivatkozzak.

Hogy az amugy sem csekély szamitasi igényt csokkentsiik, a szimulaciok soran tavolsag-limitet
(cutoff) alkalmazunk a kolcsonhatasok kezelésére. Az egymastol ennél nagyobb tavolsagra 1évé
atomparok kozotti kdlcsonhatasi energiat elhanyagoljuk.

A szimulaciok egy fontos kérdése a szimulacios doboz mérete, ez hatarozza meg ugyanis a doboz
falaval kolcsonhaté molekulak szamat, ami egy mesterséges hatasként jelentkezik. A szamitasi idével
torténd takarékossag ugyanakkor azt diktalja, hogy minél kisebb szimulacios dobozt valasszunk,
amelybe kevesebb oldoszermolekula fér. Azonban még ha nagyon sok, akar 10° atomot szimulélunk is,
a feliilettel érintkezd atomok ardnya eléri a 6%-ot, ami egy szdmottevd faktort jelent. E probléma
kezelésére alkalmazzak a periodikus hatarfeltételeket. Ennek soran a szimulacios doboznak 1ényegében
nincsen fala: amelyik molekula transzlacidos mozgassal kilép a dobozbol, az a masik, szemkozti oldalon
belép. Ugyanez a megfontolas alkalmazhaté kolcsonhatdsokra is, ez azonban biomolekulak esetén
sziikségessé teszi a doboz méretének gondos megvalasztasat, hogy a szimulalt részecske elég tavol
legyen a doboz barmely falatol, ezzel kizarva, hogy onmagaval alakitson ki kdlcsonhatast. A
térkihasznalast novelendd, a kocka vagy téglatest alaki szimulacios dobozok helyett szokas

rombododekaédert vagy csonkolt oktaédert is alkalmazni.
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14 * 144 4
3 Ceélkitlizes
Munkam célja a PSD-95 fehérje N-terminalis PDZ1-2 tandemje, valamint a parvulin-tipusti PPlaz
fehérjék belsd dinamikéja és bioldgiai funkcioja kdzotti 6sszefiiggés jobb megértése volt. A parvulinok
vizsgalatanak megkezdésekor mar rendelkezésemre alltak a laboratériumunkban korébban létrehozott
dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok. Ezért az elsd, célként kitlizott feladat csak a PDZ tandemre

vonatkozott:

Olyan dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagok eldadllitasa kisérletes kiilsé paraméterekkel
megkotott molekuladinamikai szimuldacioval, amelyek tiikrozik a vizsgalt fehérje gyors (ps-ns)

idoskalan torténd belsé mozgasait.

Az altalam, illetve a korabban eléallitott szerkezeti sokasagok elemzésével elérendd célt a kovetkezo

két pont foglalja Ossze:
A leghangsulyosabb gyors belsd mozgdsok azonositasa fokomponens elemzéssel.

Atomi szintili modell megalkotasa a vizsgalt fehérjéek biologiai szerepe és belsé mozgasai kozotti

osszefiiggeés magyardzatara.

A két vizsgalt fehérjecsalad biologiai funkcidja kapcsan az alabbi célokat fogalmaztam meg:

A ligandummal valo kolcsonhatas és a szupramodularis dinamika kozotti osszefiiggés

vizsgadlata PDZ tandemben.

Az intradomén belso mozgasok és a szupramodularis dinamika kozotti osszefliggés vizsgalata

PDZ tandemben.

A vizsgalt parvulin-tipusu rotamdazok dinamikai viselkedésének 6sszehasonlitasa, és a

kiilonbségeket okozo faktorok azonositdsa.
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4 Alkalmazott modszerek

4.1 Kiilso kényszerfeltételekkel megkotott molekuladinamikai

szimulacio

4.1.1 Kényszerfeltételként alkalmazott kisérletes paraméterek

Munkéam soran haromféle kisérletes paraméteret alkalmaztam: a sokasagok el8allitasahoz "H-"H NOE-
kat és S? rendparamétereket, a sokasagok validacidjahoz pedig S rendparamétereket és kémiai
eltolodasokat.

A szerkezeti sokasagok létrehozasa soran adott egy sor kisérletesen meghatarozott paraméter
(esetemben 'H-"H NOE-k és S? rendparaméterek), és keressiik azt a sokasagot, amelyik a legjobban
tiikrozi a mért értékeket. Ehhez 1éteznie kell egy olyan

Xare = X (%) (17)
fiiggvénynek, amely kapcsolatot teremt egy fehérjeszerkezetben 1évo k-adik atom vagy aminosav adott
atomjainak (pl. amid N és H) r* pozicioi és az un. visszaszamolt (back-calculated) XX, paraméter
kozott. Sokasagok esetén ez a fliggvény értelemszeriien az Osszes szerkezet atomi koordinatajatol fiigg:

Xeate = X(r1,1%,...1R) (18)
ahol r'l‘, r'z‘, .- r',f, rendre a k-adik atom vagy aminosav atomjainak az 1., 2., ... N-edik replikaban 1év6
pozicioit jeloli (N a sokasdg mérete). Altalaban (bar nem mindig) ez nem més, mint az egyes replikakra

visszaszamolt paraméter atlaga:

N
1
Xbue =5 ) X@) (19)
i=1

A kovetkezokben bemutatom a harom — a szimulaciok vagy a validalas soran — felhasznalt paraméter
alkalmazasat.

1. '"H-'H homonuklearis NOE-k. A homonuklearis NOE-k mérése az NMR-rel torténd
szerkezetmeghatdrozas rutin eljarasa. Egymastol 5-6 A tdvolsagra 1évé protonok adnak a
spektrumban detektalhatoé keresztcsucsot, amelybdl a kalibracid utan proton-proton tavolsag
adatokat nyerhetiink. Bar a fenti megkozelitésbol az kovetkezne, hogy a kisérletes NOE-knak
valdo megfelelést egyszerlien két atomi pozicid kozotti tavolsaggal lehet ellendrizni, ennek
ellenére kozel sem egyértelmili azok alkalmazédsa sem a szerkezetmeghatarozasban, sem pedig
szerkezeti sokasagok generalasaban vagy validélasaban (Angyan & Gaspari, 2013).

A keresztcsucs intenzitasa a két atommag kozotti tavolsadg negativ hatodik hatvanyaval
aranyos. A fehérjemolekula fluktuacidja miatt szinte lehetetlen egyetlen olyan szerkezetet talalni,

amelyben mindegyik kisérletesen meghatdrozott NOE teljesiil. Belsé dinamikat tiikr6zo
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szerkezeti sokasagok esetén ezért a visszaszamolt proton-proton tavolsagot a negativ hatodik

hatvanyok szerint atlagoljak
== 16 (20)

ahol N a sokasag méretét jeloli. Az ilyen modon eldallitott és validalt sokasagokban tobbnyire
drasztikusan lecsokken a nem teljesiil6 kisérletes NOE-k szama.

Az NOE-kbol szarmaztatott tavolsagok voltak a legeldszor alkalmazott kiilsé
kényszerfeltételek MD szimulaciok soran: mind az id6-, mind a sokasagatlagolas igen elterjed
modszer (Bonvin et al., 1994; Torda et al.,, 1990). Az elébbi esetben a szimulacid minden
1épésekor egy bizonyos idéablakban megjelend szerkezetekre atlagoljak a proton-proton
tavolsagokat, az utobbi esetben pedig tobb, parhuzamos replikat szimulalnak. En az itt bemutatott
szimulaciok mindegyikében sokasagatlagolast alkalmaztam.

. Az §” értékek olyan kisérletes paraméterek, amelyeket nem lehet egyedi replikdkra alkalmazni,
hiszen szemléletesen egy kotésvektor (pl. amid N-H vagy oldallanc Ca-Cp vektor) széttartasat
irjak le, és ezt csak sokasagalapu reprezentacioval lehet tiikkrozni. A szerkezeti sokasagbol a
kovetkezo képlettel lehet visszaszamolni a rendparamétert (Best & Vendruscolo, 2004; Chen et

al., 2007):
2 _ 310202 4 (0202 4 (5212 S RY: S5 \2 o 52y L
Sij = E((xij) + (I + (25" + 2R 9i)° + 2(i;2i5)° + 2(Rij245) )_E 21
ahol X;;, ¥;; €s Z;; i és j atom kozotti egységvektor komponensei, a (J?izj) jelolés pedig a

mennyiségek atlagat jelenti. Sok esetben, pl. molekuladinamikai szimuldcidk soran a

kotéshosszakat allando értéken tartjuk, igy a fenti kifejezés a kdvetkezo alakra egyszertisodik:

1
St = W((xi2j>2 + (V) (25 + 205y15)? + 2(yi52i)? + 2(x35245)?) — 5 (22)
i

ahol x;;, y;; €s z;; i és j atom kozotti kotésvektor komponensei, r{j”i" pedig a kotéshossz.
. Kémiai eltolodas (chemical shift - CS). A kémiai eltolodas elviekben megfeleld informaciot
hordoz, hogy beldle a harmadlagos szerkezetet rekonstrualni lehessen (Shen et al., 2008), de ez
gyakorlatban nem egy trivialis feladat. A SHIFTX, és a kés6bbi SHIFTX2 programcsomagok
egy olyan algoritmust implementalnak, amellyel fehérjék szerkezetébdl lehet visszaszamolni a
kémiai eltolodasaikat (Han et al., 2011; Neal et al., 2003), am ezek az algoritmusok sokaig nem
voltak alkalmazhatoak MD szimulaciokban, mert a formula nem differencialhat6. Nem sokkal
késobb kifejlesztettek differencialhaté kémiaieltolodas-kifejezéseket, amelyek lehetové tették,
hogy az MD programcsomagok azokat is implementaljak (Camilloni et al., 2013; Robustelli et
al., 2010).

En az itt bemutatott elemzésekben csak a sokasagok validaciéra hasznaltam a kisérletes

kémiai eltolodasokat. Altalaban egy adott atomtipusra (pl. Ca, N, NH, C) visszaszamolt kémiai

crcr
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képest. Szerkezeti sokasag esetén a kémiai eltolodasok adott atomra vett atlagat szokas megadni
a 19. egyenlet szerint — én magam is ezt a modszert valasztottam. Altalanos tapasztalat, hogy az
ilyen modon meghatarozott, atlagos kémiai eltolodasok korrelacioja magasabb értéket ér el, mint
az egyes replikakra szamolt korrelaciok atlaga — ez szintén szemléletes bizonyitéka a

sokasagalapu megkozelités hatékonysaganak.

4.1.2 A kényszerfeltételek alkalmazasa

A legtobb molekuladinamikai programcsomagnak részét képezi szamos kisérletes paraméter kiilsd
kényszerfeltételként torténd alkalmazhatdsaga. Az NOE-k és S? rendparaméterek egyiittes alkalmazasa
soran felmeriild nehézségek kezelésére a GROMACS 4.5.5 molekuladinamikai programcsomagnak
(Hess et al., 2008) a laboratoriumunkban fejlesztett kiterjesztését hasznaltuk (Fizil et al., 2015).

A szerkezeti sokasagok generalasahoz sziikség van egy energiafiiggvényre, amelynek értéke a
visszaszamolt és a kisérletes paraméterek kozotti eltérés nagysagatol fligg. Molekuladinamikai
szimulacioban van egy tovabbi feltétel: az energiafiiggvénynek derivalhatonak kell lennie az atomi
koordinatak szerint, ugyanis igy lehet kiszdmolni a szimulacio soran az egyes atomokra hato erdt.

Energiafiiggvényként egy tn. félharmonikus potencialt alkalmaztam (Best & Vendruscolo 2004,
Angyan & Gaspari 2013):

- { aM(p — ppin)? P > Pmin 23)
0 P = Pmin
ahol o egy megfelelden megvalasztott sulyfaktort, M pedig a sokasag méretét jeloli. p az alabbi

képlettel definialt, un. elérehaladasi valtozo:
1 2
p= NZ(X]:(alc - Xécxp) (24)
K

Pmin 2z elorehaladasi valtozonak a szimulacid soran aktualisan elért legalacsonyabb értéke.
A kényszerfeltételekkel megkotott molekuladinamikai szimuldcio soran az erétérbdl szarmazo
energiafiiggvényt (Err, 1d. 9. egyenlet) kiegészitjiik az imént bemutatott biintetd energiataggal (Eesir):
Etor = Epp + Erestr (25)
¢s az igy kapott potencialis energiabol szamitjuk ki a szimulacié minden egyes lépésekor az atomokra

esoO er6t (Cavalli et al., 2013; Lange et al., 2008; Lindorff-Larsen et al., 2005).

4.1.3 A MUMO-protokoll

Kiilsé kényszerfeltételekkel megkotott MD szimulacio soran az NOE-k és az S? rendparaméterek
egylittes alkalmazasa nem trivialis, melynek megoldasaira a MUMO (minimal under-restraining,
minimal over-restraining) algoritmust hasznaltam.

E két paraméter kiilon-kiilon torténé alkalmazasa mar bevett gyakorlat volt (Best & Vendruscolo,

2004; Bonvin et al., 1994), amikor Vendruscolo és munkatarsai megmutattak, hogy az alul- és
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tulillesztés elkeriilésé¢hez idedlis replikak szaima nem azonos a két esetben: az NOE-kat parosaval, a
rendparamétereket pedig nagyobb, tipikusan 8 replikat tartalmazé alsokasagokra érdemes atlagolni. A
MUMO protokollban (Richter et al., 2007) ezért a rendparamétereket a teljes alsokasagra, az NOE-kat
pedig parosaval atlagoljak, de minden replika fele-fele aranyban két parnak is tagja (10. abra).

+ S’ rendparaméter | NOE
o' S

Y
&

\’; )
&

10. dbra: A MUMO-algoritmus (minimal under-restraining, minimal over-restraining) lényegének sematikus
abrazoldsa. Az algoritmus sordn t6bb, kényszerfetlételekkel megkitott parhuzamos replikat futtatunk. A S?
rendparaméter-megkotéseket mindegyik replikara egyforman alkalmazzuk, még az NOE tavolsdag-
kényszerfeltételeket parosaval atlagolva olyan modon, hogy minden egyes replikara a két-két szomszédjaval vett
atlagot hatarozzuk meg (Richter et al., 2007).

4.1.4 Lokalis illesztés

Tobbdoménes fehérjék belsé dinamikaja tobb, kiillonbozo idéskalan torténik: rendszerint a doméneken
beliili gyors gerincmozgasok fiiggetlennek tekintheték a domének egymashoz viszonyitott, lassu
elmozdulasatol (1d. 2.3.2. fejezet). Ezt feltétleniil figyelembe kell venni az S? rendparaméterek kiilsd
kényszerfeltételként torténd alkalmazasanal, mivel ezek minden esetben csak a gyors, ps-ns idoskalaju
belsé mozgasokat tiikrozik. Az S>-megkotéseket tartalmazd MD szimulaciok eredeti algoritmusa erre
nem alkalmas, mivel abban minden egyes szimulacio 1épés soran a parhuzamosan szimulalt replikakat
egy kozos referencia-szerkezetre illesztjiik (Best & Vendruscolo, 2004).

Hogy figyelembe vegyiik a domének kozotti lasst elmozdulast, un. lokalis illesztést kell
alkalmaznunk. Ennek soran az egyes doménekre kiilon-kiilon meghatarozunk egy-egy referencia-
szerkezetet, és a szimuldcio soran az illesztést, valamint a domének gerincdinamiké&jabol szarmazo S*-
értékek visszaszamolasat és az ebbol szarmazo erbhatas szamitasat is kiilon végezziik el a doménekre.
Ez az eljaras dsszhangban van a PSD-95 fehérje PDZ1-2 tandemjére mért S? értékekkel, ahol a két

crer

et al., 2009) (1d. 2.1.4. fejezet)
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A lokalis illesztési algoritmust Zajacz-Epresi Nora implementalta a GROMACS
molekuladinamikai programcsomagnak a laboratériumunkban fejlesztett kiegészitésébe, és az e
dolgozat alapjaul szolgald tanulmanyban keriilt elészor publikalasra a PSD-95 fehérje PDZ1-2
egyes S? paraméter esetében kiilon meghatarozzuk azt az atomcsoportot, amelyhez torténd illesztéssel
az S paraméterck szerkezetbdl vald visszaszamolasa torténik. A doménekre torténd alkalmazasnal
értelemszertien az 1. domén minden aminosavja esetében az S? értékhez rendelt atomcsoport az 1.
domén, mig a 2. domén S? értékei esetében a 2. domén gerincatomjai. Az S? értékek és az atomcsoportok

megadasa a topoldgia fajlban (.top) lehetséges.

4.1.5 A szimuléacidk felparaméterezése

A PDZ tandemrdl késziilt szerkezeti sokasagok eldallitasathoz a MUMO protokollt hasznaltam,
az S? paraméterek lokalis illesztésével kiegészitve: a rendparamétereket 8 parhuzamos replikdra
alkalmaztam, a tavolsag-kényszerfeltételeket pedig pérosaval (10. é&bra). A tavolsag- és S*-
kényszerfeltételek erballandoit — szamos el6zetes futtatas tapasztalatai alapjan — rendre 8-10%-re és 10%-
ra allitottam (1d. 23. egyenlet). A molekuladinamikai szimulaci6 természeténél fogva determinisztikus,
ezért hogy a 8 parhuzamos szimuldcid egymastol kiilonbozo trajektdriat jarjon be, a kezdeti
sebességeket véletlenszeriien rendeltem hozza az atomokhoz.

A kotéshosszak allando értéken tartasdhoz a LINCS algoritmust hasznaltam (Hess et al., 1997).
A szimulaciokat 300 K hémérsékleten futtattam, a Berendsen-termosztat alkalmazasaval (Berendsen et
al., 1984). A fehérjemolekuldkra optimalizalt AMBER99SB-ILDN erdteret alkalmaztam (Lindorff-
Larsen et al., 2010). A téglatest alakt szimulacios doboz mérete tigy lett megvalasztva, hogy a kiindulasi
fehérjeszerkezet — amelyben a két domén egymastol tavol, kinyujtott interdomén orientdcidban
helyezkedik el — barmely atomja legalabb 15 A tavolsigra legyen a doboz szé1ét8l. Explicit oldoszerként
a TIP3P (Jorgensen et al., 1983), implicit oldoszerként pedig a GBSA (Genheden & Ryde, 2015)
oldészermodellt hasznaltam. Explicit oldoszer hasznalata esetén a szimulacios dobozba pontosan annyi
iont (Na* kationt vagy Cl aniont) helyeztem, hogy rendszer semleges legyen: ez mind a szabad, mind
a komplex forma esetén 4 kationt jelentett. A szimulaciokat 20 ns-ig futtattam 1 fs id6lépésekkel. A
trajektoriat minden 100 ps-ban mintavételeztem, am az elsé 2000 ps mintavételeit a hdmérséklet €s
nyomas ekvilibracio céljabol elhagytam. Mivel minden szimuldcidban 8 parhuzamos replikat
alkalmaztam és mintavételeztem, igy ez a protokoll sokasagonként 1448 replikat eredményezett.

A szimulaciok futtatasat harom 1épés elézte meg: enerigaminimalizacid, és az NVT-, valamint
NPT-ekvilibracié. Az energiaminimalizacié konjugalt gradiens modszerrel tortént, 0,01 nm-es
1épéstavolsaggal, minden 200. 1épésben egy gradiens modszer 1épés beiktatasaval, 200 kJ/mol/nm
legnagyobb er6hatésig. Explicit oldoszerben az energiaminimalizaciét megismételtem a doboz
oldoszerrel torténd feltdltése utan is, am ebben az esetben a legnagyobb erd 2000 kJ/mol/nm volt, és a

200 lépésenként beiktatott gradiens modszert elhagytam. Az oldoszer NVT- és NPT-ekvilibracidja a
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fehérje atomjainak rogzitése mellett tortént, 500-500 ps-ig, 1 fs-os iddlépéssel. Mindkét esetben a
Berendsen-termosztatot (Berendsen et al., 1984), az NPT ekvilibracio esetén pedig Parrinello-Rahman-

barosztatot (Parrinello & Rahman, 1980) is alkalmaztam.

4.2 Dinamikus szerkezeti sokasagok validalasa

Az eloallitott szerkezeti sokasag validaciojahoz be kell vezetniink egy josagi mérdszamot, amely
kifejezi az Gsszes kisérletes X é‘xpés visszaszamolt XX, - paraméter kozotti eltérés mértékét. Az Gsszes

paraméterre hasznalhatd, és gyakran alkalmazott mérdszam a Pearson-féle korrelacios koefficiens, mely

egy adott szerkezetre vagy a sokasag adott replikajara a kdvetkezo képlettel fejezhetd ki:
Rz — Zk(Xécalc - X?alc)(ngp - ngp)
_ 2 = 2
\/Zk(Xfalc - Xé(alc) \/(ngp - ngp)

ahol X%, és X%, a k-adik aminosavra meghatarozott visszaszamolt és kisérletes paraméter,

(26)

Xk cés X é‘xp pedig ugyanezen paraméterek atlagos értékeik. A szummazas az aminosavakra torténik.

A korrelacids koefficiens szignifikanciajat Student-féle t-probastatisztika elvégzésével igazoljuk:
R

- me-2)

ahol R a Pearson-féle korrelacios egylitthato, n pedig a mintaclemszam. A t érték Student-féle t-eloszlast

27

kovet, melynek adott p szignifikancia szintre meghatarozott t, értékeit tabldzatok tartalmazzak a
mintaelemszam fliggvényében. Tetszolegesen valasztott p szignifikancia annak valdszintiségét fejezi
ki, hogy t,, > t, ahol ¢ a probastatisztika elvégzésével adodo értek. Szemléletes képpel kifejezve p annak
valoészintisége, hogy tévediink, ha elutasitjuk a nullhipotézist, vagyis azt a feltevést, hogy a két valtozo
eloszlasa fliggetlen egymastol. Altaldnosan igaz, hogy nagyobb mintaelemszdmmal konnyebb
bizonyitani a két valtozé kozotti szignifikans korrelaciot.

A kémiai eltolodasok visszaszamolasdhoz a SHIFTX2 programcsomagot hasznaltam (Han et al.,
2011), amely szerkezeti sokasagokra is hasznalhat6: atlagolja az egyedi replikékra szamolt értékeket.
Az S? rendparamétereket a parvulinok vizsgalata soran a CONSEnsX szerverrel (Dudola et al., 2017), a
PDZ tandem vizsgalata soran pedig a kovetkezd fejezetben bemutatott ProDitor, sajat fejlesztési
programcsomaggal szamoltam. Mind a Pearson-korrelacios egyiitthatd, mind pedig a t-probabol adodo
t-érték és p szignifikancia szint kiszamolasdhoz az Apache Commons! java kdnyvtarat hasznaltam,

melyet szintén a ProDitor programcsomagban implementaltam.

1 https://commons.apache.org/proper/commons-math/
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4.3 Fehérjeszerkezeti adatfajlok elemzése a ProDitor sajat fejlesztésii

programcsomaggal

Fehérjeszerkezeti — PDB — fajlok szerkesztésére €s vizualizacidjara szamos szoftver all rendelkezésre,
am gyakran eld6fordul, hogy ezek dokumentacioja pontatlan vagy nem teljes, illetve az alkalmazott
algoritmusok nem modosithatdoak vagy nem lehetséges a paraméterek felhasznaloi beallitasa. Az
alkalmazott modszerek reprodukalhatosaganak érdekében egy sajat programcsomagot fejlesztettem a
fehérjeszerkezeti sokasagokat tartalmazo PDB fajlok beolvasasara, szerkesztésére és alapvetd elemzési
miiveletek elvégzésére, melyet ProDitor (Protein Editor) néven kereszteltem el?. A ProDitor program
sajat miveletek elvégzésén kiviil interfészt képez egy sor tovabbi, az elemzés soran alkalmazott
szoftverhez is, melyeknek megérti és szerkeszteni képes kimeneti €s bemeneti fajljait, és bizonyos
esetben ezeket képes a hattérben futtatni. Ezek k6zé tartozik a GROMACS 4.5.5, a DSSP, a SHIFTX2,
a ProDy és a gnuplot.

4.3.1 RMSD-szamolas

Egy szerkezeti sokasag adott részének vagy egészének konformacios kompaktsagat a globalis és lokalis
RMSD-értékekkel jellemeztem. Két, azonos atomokat tartalmazé 7 és J szerkezet kozotti RMSD-t a

kovetkezo egyenlettel szamoljuk ki:

n
1 2
RMSD,; = |~ |1~ 7] (28)
k=1

ahol 1} és ri a k-adik atom poziciodja I és J szerkezetekben, n pedig a szamolédshoz felhasznalt atomok
szama. Fehérjékre legtobbszor gerinckonformacid diverzitasat szokas meghatarozni, ezért az RMSD
szamolasakor — ellenkezd értelmii utalas hidnyaban — minden esetben csak a peptidgerinc N, Ca és C
atomjait vettem figyelembe.

Egy szerkezeti sokasag globalis RMSD értéke nem mads, mint az 0sszes szerkezetnek az atlagos

atomi poziciokat tartalmazo szerkezethez viszonyitott RMSD értékeinek atlaga:

(29)

ahol N a sokasag mérete, 1} a k-adik atom pozicidja az i-edik replikaban, 7}, pedig a k-adik atom atlagos

pozicidja.

2 A ProDitor teljes forraskddja elérhetd a kovetkezd linken: http://users.itk.ppke.hu/~kovbel4/downloads/
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jellemzbéen egy-egy aminosavra meghatirozott RMSD. En az aminosavakra vett lokalis RMSD
szamolasakor minden esetben az adott aminosavnak az N, Ca ¢és C atomjait hasznaltam fel.
Mind a globalis, mind a lokalis RMSD szamolast megelézi a szerkezetek illesztése, ami

garantalja az algoritmus reprodukalhatosagat.

4.3.2 Sokasagok illesztese

Két, azonos atomokat tartalmazo fehérjeszerkezet dsszehasonlitdsakor elengedhetetlen a szerkezetek
hasznalja fel (Kabsch, 1976b, 1976a). Ennek sordn azt a rotacids matrixot keressiik, amely egy adott
ponthalmazt egy masik ponthalmazhoz képest olyan orientacioba forgat, hogy igy a két ponthalmaz
kozotti RMSD minimalis legyen.

Els6 [épésként mindkét ponthalmaz geometriai kozéppontjat az origdoba mozgatjuk. Ezt kovetden
felirjuk a két ponthalmaz koordinatait tartalmazd N x 3 méretii P és O matrixokat, ahol N a ponthalmaz

mérete. Ezekbol definidljuk a H kovariancia matrixot:

H=PTQ (30)
Az R optimalis rotacios matrix végiil a kovetkez6é formulabol adodik:
1 0 0
R=V<O 1 0>UT (31)
0 0 d
ahol V' és U matrixok H szingularis érték felbontasaval (SVD — singular value decomposition) jonnek
1étre:
H=USVT (32)
d pedig a kovetkez6 matrix determinansa:
d = det(VUT) (33)

Egy sokasag illesztésekor a ProDitor programcsomag eldszor kiszamolja minden atom atlagos

crer

sokasag RMSD-jét. Ezt a ciklust iterativan addig folytatja, amig az RMSD mar nem valtozik

szamottevoen.

4.4 A leghangsulyosabb bels6 mozgasok azonositasa fokomponens
analizissel

Egy globularis fehérjérdl késziilt dinamikus fehérjeszerkezeti sokasag legtobbszor az atlagos
konforméacié koriili fluktuaciot reprezentdlja, ez a dinamika azonban szamos belsd mozgas
kombinacidjaként adodik. Ezek azonositasa és dekompozicidja igen hasznos a dinamikat alapvetoen

meghatarozo atomi szintli kdlcsonhatasok azonositasakor.
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Egy N atomot tartalmazoé fehérjét felfoghatjuk a 3NV dimenzios tér egy pontjanak, amennyiben a
teljes szerkezetét az atomjainak Descartes-koordinatajaval hatarozzuk meg. Ilyen értelemben a belsd
mozgasok egy 3N dimenzids vektor mentén torténd elmozdulasok lennének. Ez a reprezentacioé azonban
indokolatlanul bonyolult, hiszen a tapasztalat szerint legtobbszor egy-egy jol definialt régio, akar
néhany atom korrelalt elmozdulésa is értelmes informacidt hordoz szerkezeti biologiai szempontbol.
Ezért rendkiviil hasznosak a dimenzidcsokkentd algoritmusok, amelyek koziil fehérjeszerkezeti
sokasagok elemzésekor a leginkabb bevett modszer a fékomponens-elemzés (PCA) (Amadei et al.,
1993; A. Bakan & Bahar, 2009; Kitao & Go, 1999).

A fékomponens-elemzés sordn a leghangstlyosabb bels6é mozgasok és amplitudojuk a C,
kovarianciamatrix sajatvektoraiként és sajatértékeiként adodnak. Az A kovarianciamatrix elemei

Apj = ((ri(®) =) (r;(®) — ;) (34)
ahol 7;(t) és 1j(t) az idofiiggd atomi Descartes-koordinatak, 7; és T; pedig i és j atomok
id6atlagolt Descartes-koordinatai. A kovarianciamatrix sajatvektorait f6komponenseknek (PC) hivjuk,
¢s fontos jellemzdjiik, hogy egymasra ortogonalisak. Ennek praktikus kdvetkezménye, hogy az igy
azonositott bels6 mozgasok sziikségszertien egymassal nem korreldld6 mozgasok lehetnek. A
fékomponensek a 3N dimenzios tér vektorai, amelyek koordinataira vetitve a fehérje atomjainak atlagos

Az algoritmus egy masik fontos jellemzdje, hogy a fékomponensek a sajatértékek szerinti
csokkend sorrendben adddnak, vagyis az els6é fékomponens reprezentalja a fehérje leghangstlyosabb
belsé mozgasat, €s igy tovabb. Tapasztalat szerint az elsé néhany, legfeljebb 10 fékomponens magaban
foglalja a szerkezetileg relevans Osszes bels6 mozgast. A sajatértékek négyzetének szazalékos
megoszlasaval konnyen kifejezhetd, hogy egy adott belsé mozgas a teljes variancia mekkora hanyadat
teszi ki.

Bizonyos esetekben relevansak lehetnek az oldallincok mozgasai is, az itt bemutatott
fékomponens-elemzések mindegyikénél csak a peptidgerinc dinamikajat vizsgaltuk. Tekintettel arra,
hogy az amidkotésre szigori geometriai feltételek vonatkoznak, esetiinkben elegendd, ha a
fokomponens-elemzéskor csak az aminosavak C, atomjait vessziik figyelembe. Ezen az elven miikddik

a munkam soran hasznalt ProDy programcsomag (Ahmet Bakan et al., 2011, 2014).

4.5 Kisérletes "H-"H NOE-kbol szarmazé tavolsag-kényszerfeltételek
sztereoszimmetrizalasa

Altalanos tapasztalat, hogy a NOESY spektrumok asszignacidja soran a geminalis hidrogénekhez
tartozo kémiai eltolodasokat konnyt felcserélni. Mivel az ezekbdl szarmazé tavolsag-kényszerfeltételek

tobbnyire sztereospecifikusak, a hordozott informacié gyakran hamissé vagy megbizhatatlann4 valik.
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Alapelvként az r® Aatlagolast hasznaltam (20. egyenlet), és minden kényszerfeltétel
sztereospecifikus jellegét megsziintettem. Ezaltal a lista redundanciaja néhet, igy ezt a redundanciat is
megsziintettem. Példaul ha egy adott aminosav HB1 ¢s HB2 atomja és egy X atom kozott két kiilon
kényszerfeltétel volt az eredeti listaban, ezeket én a (HB1 vagy HB2) — X kényszerfeltétellel
helyettesitettem, a két eredeti tavolsag koziill a nagyobbikat felhasznalva. Az eljaras célja
természetszerlileg az esetlegesen hibas sztereokémidju, pl. HB1 — X helyett HB2 — X formaban
megadott kényszerfeltételek felhasznalhatdsdganak javitdsa. Az emlitett 1épéseket a csoportunkban

kidolgozott Perl szkriptekkel valdsitottam meg.

4.6 Felhasznalt szoftverek

Munkam sordn harmadik f€l 4ltal fejlesztett és publikalt szoftvereket is felhasznaltam, amelyeket rovid
magyarazattal ellatva felsorolok.

Fehérjeszerkezetekrodl késziilt abrakhoz a Chimera és a ChimeraX programokat (Goddard et al.,
2018; Pettersen et al., 2004), kémiai képletek rajzolasahoz a MarvinSketch programcsomagot
(https://www.chemaxon.com), grafikonok ¢s diagramok 1étrehozasdhoz a gnuplot programot, valamint
a fokomponensek dinamikus vizualizaciéjahoz a VMD programot (Humphrey et al., 1996) hasznaltam.
A fékomponens-elemzést a ProDy-val végeztem (Ahmet Bakan et al., 2011, 2014). A szimulacidkat a
GROMACS 4.5.5-tel futtattam (Hess et al., 2008), a kémiai eltolodasokat a SHIFTX2-vel hataroztam
meg (Han et al., 2011) az eldallitott sokasagokbol. A kisérletes szekvenciakhoz az UniProt-ban
(Bateman, 2019), a kisérletes szerkezetekhez pedig a PDB-ben (Berman et al., 2000) fértem hozza. A
tobbszoros szerkezetillesztést a Mammoth-MULT-tal (Lupyan et al, 2005), a tobbszoros
szekvenciaillesztést a Clustal Omega-val (Sievers et al., 2011), a domének azonositasat a BLAST
(Altschul et al., 1990) és a SMART (Letunic & Bork, 2018) algoritmusaival végeztem el. A szerkezeti
sokasagok validaciojahoz a CONSEnsX" webservert hasznaltam (Dudola et al., 2017). A pKa értékek
predikcidjat a PropKa programmal végeztem (Sendergaard et al., 2011).
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5 A PSD-95 PDZ1-2 tandemjének ligandumfiiggd

intra- ¢s interdomén dinamikai vizsgalata

5.1 A szerkezeti sokasdgok eldallitasa

5.1.1 Kiindulasi adatok elokészitése

A vad-tipusu PSD-95 fehérje 724 aminosavbdl all és 5 domént tartalmaz: 3 PDZ domént, egy SH3 és
egy GK domént (F3. tdblazat). Megjegyzendd, hogy a pontos doménhatarok megallapitasa kiilonbozo
algoritmusok alapjan torténhet, ezért az egyes adatbazisban eltér6 lehet. En a BLAST keresémotorja
mogott miikodé SMART adatbazis fehérjedoménekre vonatkozo adatait vettem iranyadonak.

A manualisan kurdlt UniProt adatbazisban fellelheté informaciok alapjan a PSD-95 fehérje
harom homoldgjanak szekvenciaja all rendelkezésiinkre, melyek emberbdl, patkdnybdl és egérbol
szarmaznak. E harom homolog teljes szekvencia-illesztését az F4. abra tartalmazza, a doménhataroknak
az UniProtban szerepld feltiintetésével. Az eltérés minimalis: a human PSD-95 harom aminosavban tér
el az egérben talalhatd homologtol, és egyetlen aminosavban a patkanyban talalhatdo homologtol. Ez az
utobbi eltérés csak az SH3 domént érinti. Az egérbdl szarmazo PSD-95-r6] nincsen elérhetd kisérletes
szerkezeti informacio (F5. tablazat), és a patkany, illetve human PDZ1-2 tandem szekvenciaja nem
kiilonbozik, tehat ezek koziil barmely szerkezet felhasznalhato tovabbi vizsgalathoz.

A kiindulasi szerkezet kivalasztasahoz Osszegyiijtottem a PDB-ben fellelhetd kisérletesen
meghatarozott szerkezeteket a PDZ1 és a PDZ2 doménrél (F5. tablazat). Molekuladinamikai
szimulaciokban torténé felhasznalhatosag szempontjabdl elényben részesitjik az NMR-es
szerkezeteket, és azok koziil is azokat, amelyek a teljes PDZ1-2 tandemet tartalmazzak és a lehetd
legtobb, dinamikai informaciét hordozé6 NMR-es paraméterrel rendelkeznek. Ez alapjan magatol
értet6dd a Wang és mtsai (W. Wang et al., 2009) altal meghatarozott, 2KA9 PDB koddal jelolt szerkezet
kivalasztasa. Ez a szerkezet tartalmazza az F3. tdblazatban bemutatott szamozas szerinti teljes PDZ1-2
tandemet, egy 3 aminosav hosszl, PDZ2-hoz tartoz6 farokrégiot (vagyis az eredeti szdmozas szerinti
61-249. aminosavakat), valamint ligandumként a két PDZ domén egyik kotOpartnerének: a cypin-nek
9 C-terminalis aminosavjat. A PDB fajl 20 modellt tartalmaz, melyek sem az interdomén orientacioban,
sem az intradomén konformacioban nem térnek el jelentdsen egymastol. Kiindulasi szerkezetnek a
szerzOk altal reprezentativnak megjelolt 1. konformert hasznaltam. A tovabbiakban atveszem a 2KA9-
es PDB szerkezetben hasznalt aminosav-szamozast, amely a PDZ1 domén elsé aminosavjat jeloli meg

1-esként. Ez alapjan a doménhatarok: 1-91 a PDZ1, és 91-186 a PDZ2 doménre.
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A PSD-95 fehérje PDZ1 és PDZ2 doménje 52%-0s szekvencia-azonossagot mutat egymassal,
szerkezetileg pedig teljesen homologok: az dket felépitd aminosavak és a masodlagos szerkezeti elemek

kozott kolesondsen egyértelmi megfelelés mutatkozik (11. abra).

1 11 21 31 41
B1 kot6zseb B2 B2-B3 hurok B3
GNSGLGFSIAGGTDNPHIGDDPSIFITKIIPG
JHIPGDNSIYVTKIIEG

Cypin

11. abra: A PSD-95 fehérje PDZI1 és PDZ2 doménjének szekvencia- és szerkezetillesztése. A: a PDZI és PDZ2
domén szekvenciaillesztése. A PDZ2 N-termindlisa (linker régio) és farokrégioja dolt betiivel van jelolve. A GLGF
motivumhoz tartozo aminosavak aldhuzassal vannak kiemelve. A hidrofob kotézseb aminosavjai félkéveérrel
vannak szedve. Alul a 2KA9 PDB szerkezetben lévé cypin ligandum C-termindlis szekvencidja lathato. B: A PDZ1
és PDZ2 domén szerkezetillesztése.

A 2KA9 szerkezethez tartozo kisérletes adatok koziil a 'H-'H NOE-k letdltheték a PDB
adatbazisbol. A  jobb reprodukalhatdésag érdekében a  sztereospecifikus  tavolsagokat
sztereoszimmetrizaltam, és az igy keletkez6 duplikatumokat eltavolitottam. E miivel végén 3169
tavolsag-kényszerfeltétel maradt a szerkezethez tartozo eredeti 3281 'H-"H NOE-bol. Ahogy az a 3.
tablazatban is lathatd, ezeknek a legnagyobb részét a PDZI, illetve a PDZ2 doménhez tartozo
intradomén kényszerfeltételek teszik ki. Kiilon figyelmet érdemel, hogy a listdban egyetlen interdomén
"H-"H NOE sem szerepel: ez 6sszhangban van a cikk szerz6inek azon megallapitdsaval, amely szerint
a komplexalt PDZ1-2 tandemben jelentésen megndvekedett interdomén dinamika figyelheté meg. A
PDZ domének és a ligandumok kozotti NOE-kat leszamitva a listaban 1148 aminosavon beliili, 742

szomszédos aminosavak kozotti és 1256, szekvanciaban egymastol tavol 1évé aminosav kozotti NOE

talalhato.
PDZ1 | linker | PDZ2 | farokrégié | liganduml | ligandum?2
1. PDZ1 1455
2. linker 9 34
3.PDZ2 0 7 1602
4. farokrégio 0 4 17 18
5. ligandum1 11 0 0 0 0
6. ligandum2 0 0 12 0 0 0

3. tabldzat: A 2KA9 szerkezethez tartozé sztereoszimmetrizalt ' H-'H tdvolsag-kényszerfeltételek megoszidsa a
PDZ domének, valamint a ligandumok kézott.

A sztereoszimmetrizalt NOE-kat megvizsgaltam a PDB-ben elérhetd 20 szerkezetre, és azt
taldltam, hogy minddssze 3 tavolsag-kényszerfeltétel sériil, legfeljebb 0.67 A-mel. (Megjegyzendd,

hogy a sztereoszimmetrizalast kovetd, sokasag-alapu atlagolasnak joval tagabb a rossz mindségii NOE-
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kal szemben mutatott tiir6képessége, mint a replika-alapt tavolsag-megkotésnek, ahogy azt az imént
emlitett fejezetben mar részletesen is kifejtettem.) Ezek koziil egy a PDZ1 domén B1 és B6 szalai kozott,
egy masik szintén a PDZ1 domén a2 hélixében, egy pedig a PDZ2 domén a1 hélixében talalhato. Alapos
szemrevételezés és megfontolas utan ugy dontéttem, ezeknek az NOE-sériiléseknek az alacsony szédma,
csekély mértéke és elhelyezkedése a fehérjében nem indokolja, hogy kihagyjam 6ket a szimulaciobol.
A tanulméanyban publikalt 'H és N kémiai eltolodasokat, valamint az S?, azaz az amid N-H
altalanos rendparamétereket a szerz6k személyes kérésre a rendelkezésemre bocsatottak (W. Wang et
al., 2009). A rendparamétereket 2 frekvencian, 600 MHz-en és 800 MHz-en is meghataroztdk. Az
adatsorok teljességét figyelembe véve a 600 MHz-en felvett adatokbdl szarmazé amid rendparaméterek
hasznalata mellett dontSttem. Ebbdl 0sszesen 159 allt rendelkezésre, amelyekbdl azonban az 4.1.4.
fejezetben bemutatott lokalis illesztési algoritmus miikddésénél fogva csak azokat hasznalhattam fel,
amelyek a doménhatarokon beliili aminosavakhoz tartoznak: igy 6sszesen a PDZ1 és a PDZ2 doménre
rendre 79, illetve 80 S? maradt. A szerzok altal elkiilddtt adatsor tartalmazott tovabba 170 amid N és H
kémiai eltolodast, melyeket kényszerfeltételként nem, hanem csak az eldallitott sokasagok

validaciojahoz hasznaltam fel.

5.1.2 A molekuladinamikai szimulaciok futtatasa

A szerkezeti sokasag eldallitasat tobb tesztszimulacid elézte meg. Ezek soran meggy6zoédtem arrol,
hogy a kiindulasi szerkezet ép és valoban energiaminimalizalhaté. Ellenériztem, hogy a megfigyelhetd
mennyiségek — a hémérséklet, a nyomas, az energia, a kényszerfeltételekbdl szarmazé erdhatasok —
realis értékeket vesznek fel, és a kezdeti szakaszt leszamitva a fluktuacidjuk nagyjabol egyenletes. Cél
volt, hogy a kényszerfeltételek eréallandojat olyan magasra tudjam allitani, amely még nem torzitja el
a szerkezetet, am kellé erével kényszeriti a molekulat a kisérletes paramétereknek megfeleld
dinamikara. Rendre azt tapasztaltam, hogy a LINCS algoritmus elég érzékeny ahhoz, hogy a
kényszerfeltételekhez beallitott irrealisan magas erballandok esetén figyelmeztet vagy hibaiizenetet ad,
mert ilyenkor tobbnyire eléfordul, hogy valamely torzids szog kiugroan magas sebességgel kezd
rotalodni. Az implicit oldészermodellben futtatott szimulaciok nagyjabol egy nagysagrenddel
gyorsabbak, mint az explicit olddszermodellben futtatottak, ezért kivaléan alkalmasak voltak
probaszimulaciok végzésére ¢és az eldzetes eredmények kiértékelésére. Implicit olddszerben
lehetéségem volt a tobbinél joval hosszabb, 100 ns-os probaszimulacio futtatasara is, amely soran
meggy6zodtem arrol, hogy a fehérjemolekula altal tdbb révid szimulacio soran lefedett konformacios
tér nem kiilonbdzik 1ényegesen egyetlen hossza szimulaciotol.

A tesztszimuldciok ravilagitottak a tavolsag-kényszerfeltételek hasznalatanak sziikségességére.
A tapasztalat alapjan ugyanis azok a parhuzamos trajektoridk, amelyek szimulacioikor nem hasznaltam

tavolsag-kényszerfeltételeket, latszolag divergaltak egymastol, és egy-egy olyan konformacio koriil
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koncentralodtak, amelyek egymastol jol elkiiloniilnek a kétdimenzios PCA abrazolason. Téavolsag-
kényszerfeltételek alkalmazasa soran ez az effektus megsziint (12. abra).

Bar a szimulaciok soran a cél az adott rendszer megfigyelt allapotanak lehet6 leghitelesebb
reprodukcidja, az elérhetd kisérletes paraméterek sziikds szama olykor kompromisszumokra
kényszeritheti a szamitégépes biologust. Wang és mtsai. példdul a PDZ1-2 tandemnek csak a
komplexalt allapotara vonatkozo eredményeit publikaltak: a szabad fehérjérdl nem sikertilt elég adatot
gyljteniiik a “gyenge jelhomogenitds és az amidjelek jelentds részének eltiinése” miatt (W. Wang et
al., 2009). Azonban azért, hogy a ligandum kotddésének a fehérje belsé dinamikéjara gyakorolt hatasat
vizsgalni tudjam, tigy dontdttem, a kisérletes adatok egy részét a szabad forma eldallitasakor és
validalasakor is felhaszndlom. Az NOE-kra vonatkozo, imént felvazolt effektus indokoltta tette, hogy
ugyanazokat az intradomén NOE-kat alkalmazzam tavolsag-kényszerfeltételként a szabad formara,
amelyeket a komplex allapotban mértek meg, ugyanis ezek a PDZ domének szerkezeti stabilitasat
szolgaljak. Hasonloan elfogadhatonak lattam, hogy a kémiai eltolodés adatokat egyarant felhasznéljam
a szabad és komplex formardl késziilt szerkezeti sokasadg validaciojadhoz, ugyanis a peptiddel vald
titralaskor tapasztalt szerkezeti valtozas elhanyagolhatonak, a kémiaieltolodas-valtozas pedig
minimalisnak mutatkozott (W. Wang et al., 2009). (Megjegyzendd, hogy — amint azt a kovetkezo

fejezetben szamszeriien is bemutatom — ezt a dontés a sokasagok validaciodja is igazolta utdlag.)
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12. abra: Intradomén tavolsag-kényszerfeltételekkel (NOE) megkotott és megkotések nélkiil futtatott PDZI-2
tandem tesztszimuldciok ésszehasonlitsa. A kiilonbozo szinek a parhuzamos trajektoriakat reprezentljak. A nem
megkotott sokasag 4, a megkétott sokasag 8 parhuzamos replikabol késziilt. A megkotott sokasagokban az NOE
kenyszerfeltételeket parosaval alkalmaztam (Id. 10. abra.) A szimuldciok 20 ns-ig futottak, a kiértékeléskor az elsé
2 ns elhagyadsaval. A fékomponenseket a sziikitett doménhatarokra (4-88, illetve 99-183 aminosav) hataroztam
meg.

Az alkalmazott rendparaméterek — kiilondsen a korabban targyalt lokalis illesztési algoritmussal

alkalmazva — csak az intradomén gyors mozgasokra hatnak kényszerfeltételként: a két domén relativ

crer
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bels6 dinamikara gyakorolt hatasat szerettem volna vizsgalni, a szabad allapotra nem alkalmaztam az —
amugy komplexalt formara meghatarozott — rendparamétereket.

Az elvégzett tesztszimulaciok eredményeképpen harom, explicit oldoszermodellben eldallitott
sokasagot valasztottam ki, melyeket tovabbi, részletes analizisnek vetettem ala: egyet a szabad, kett6t
pedig a komplex formardl. Mindharom sokasag el6allitasakor alkalmaztam a kisérletes '"H-"H NOE-kat
tavolsag-kényszerfeltételként, tovabba az egyik komplexalt sokasag eldallitasanal a lokalisan illesztett
S? paramétereket is felhasznéltam. Az egyszerliség kedvéért ezekre a sokasagra a tovabbiakban szabad,
komplex és megkotott komplex formaként fogok hivatkozni, ahol a megkotottség az  S?
kényszerfeltételek alkalmazasara vonatkozik. A harom sokasag unidjara mint feljes sokasag, valamint
a két nem megkotott sokasag, illetve a két komplex sokasag unidjara mint nem megkétott sokasag,

illetve egyesitett komplex sokasag fogok hivatkozni (4. tablazat).

Szabad sokasag | Komplex sokasag | Megkotott komplex sokasag
Osszevont
sokasagok:
Teljes sokasag X X X
Nem megkotott X X
sokasag
Egyesitett komplex X X
sokasag

4. tablazat: A harom eldallitott PDZ tandem-sokasag (oszlopok), valamint az azok kombindacidjaval alkotott
tovabbi sokasdagok (sorok), és ezek elnevezése.
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5.2 A szerkezeti sokasagok elemzése

5.2.1 A szerkezeti sokasagok validalasa

Az eldallitott sokasagokbol kivagtam a PDZ1 és PDZ2 domént, és a fehérjegerinc N, Ca és C atomjaira
meghataroztam a globalis RMSD értékeket (5. tablazat). Ezek azt igazoljak, hogy mindkét domén stabil
haromdimenziés szerkezettel rendelkezik. A lokalis RMSD értékek mutatnak némi fluktuaciot a
szekvencia mentén: az N- és C-terminalis farokrégiokra, valamint a f1-p2 és a f2-f3 hurokrégiokban
magasabbak. Ez azonban 0Osszefligg az egyes aminosavakra alkalmazott tavoli tavolsag-
kényszerfeltételek szamaval (F2. 4bra). Epp emiatt elfogadott, hogy a lokalis RMSD értékekbdl nem

szabad a fehérje egyes régiodinak belsdé dinamikajara kovetkeztetni.

Sokasag | Sokasag | Kémiai eltolédas korrel. | S? korrel. RMSD (A)
mérete N H PDZ1 PDZ2
Eredeti PDB 20 0,83 0,41 0,10 0,57+ 0,01 | 0,62+0,04
Szabad 1448 0,85 0,55 0,22 0,73+ 0,01 | 0,66 £0,01
Komplex 1448 0,85 0,55 0,16 0,75+ 0,02 | 0,58 +0,01
Megkotott 1448 0,85 0,55 0,88 0,67+0,01 | 0,63+0,02
komplex

5. tablazat: Az eléallitott PDZ1-2 tandem sokasagok validdcidja a kisérletes paramétereknek valo megfeleléssel.
Az RMSD értékeket a kiinduldsi szerkezet (PDB: 2KA9) szamozdsa szervinti 1-91 és 96-186 aminosavakra
hataroztuk meg a PDZ1 és a PDZ2 domeén esetén, csak a peptidgerinc Ca, N és C atomjait felhasznalva. A
korreldciot a visszaszamolt kémiai eltoléddssal és S? rendparaméterekkel 4.2. fejezetben bemutatottak szerint
végeztem.

Meghataroztam a harom szerkezeti sokasagbol visszaszamolt amid N és H kémiai eltolodasok
nem hasznaltam fel a sokasagok eldallitasa soran, a jelentOs javulas a H kémiai eltolodasban, valamint
az enyhe javulds a N kémiai eltolodasaban az eredeti PDB sokasaghoz képest arra utal, hogy a
l1étrehozott sokasagok elfogadhatodan tiikrozik a kisérletes értékeket.

A visszaszamolt rendparamétereket — a lokalis illesztés elvének megfeleléen — kiilon-kiilon
hataroztam meg a PDZ1 és a PDZ2 doménekre, majd az igy kapott értékeket egy adathalmazként
kezeltem. Az igy visszaszamolt S? értékek korrelacidja ugrasszerlien megnovekszik a megkotott
komplex sokasagban, ami érthetd, hiszen csak ebben a sokasidgban alkalmaztam azokat
kényszerfeltételként. Ugyanakkor figyelemre méltd, hogy az S’-kényszerfeltételek alkalmazasa nem

rontotta el a kémiai eltolodasoknak valo megfelelést.

5.2.2 Ligandumfiiggd intradomén mozgasok

A leghangstlyosabb intradomén mozgasok meghatarozasat fokomponens-analizissel végeztem el.
Mindkét domén N- és C-terminalis farokrégidja jelentds fluktuaciot mutat, amely azonban nem relevans

az intradomén dinamika szempontjabol, ezért a domének 3-3 terminalis aminosavjat ebbdl az
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elemzésbdl elhagytam. Igy a roviditett doménhatérok a kovetkezok szerint alakultak: 4-88 a PDZI, és
99-183 a PDZ2 doménre (doménenként 85 aminosav).

Bar a két PDZ domén nagyfokil szerkezeti és szekvencialis hasonlosagot mutat, a belso
dinamikajuk jelentdsen eltér egymastol. Ezt a legjobban a teljes sokasagbol szarmazé PDZ1 és PDZ2
doméneken elvégzett fokomponens-elemzés mutatja be: a két domén adatpontjai jol lathatéan elvalnak
egymastdl az elsd fokomponens mentén (13.A &bra). A teljes sokasdgra atlagolt, Ca atomokat
tartalmazo PDZ1 és PDZ2 szerkezetek egymasra illesztésekor egyértelmiien latszik, hogy maga az
atlagos szerkezet, amely koriil a gyors mozgasok fluktudlnak, kis mértékben eltér a hurokrégiokban
(13.B ébra). Emellett az is igaz, hogy maguk a belsé mozgasok is eltérnek, mint irAnyukra, mind
amplitadojukra nézve (13.C,D éabra).
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13. abra: A PDZI és PDZ2 domén belsé mozgdsainak dsszevetése. A: A teljes sokasagban szerepld PDZI és
PDZ2 domeénrdl késziilt fokomponens-analizis. B: Az egymasra illesztett atlagos PDZ1 és PDZ?2 szerkezetek (csak
a Ca atomok). C-D: Az elsd két fokomponensbol szamolt atomi elmozdulasok amplitudoja az aminosav sorszam
fliggvényében dabrazolva a PDZ1, illetve PDZ2 doménre.

Annak ellenére, hogy az S>kényszerfeltételek alkalmazasa ugrasszerli korrelaciot
eredményezett, a megkotott sokasagban az intradomén valtozasok nem mutattak latvanyos valtozast a
nem megkotott sokasagokhoz képest (F6. abra). A PCA-dbran lathato, hogy a megkotott és nem
megkotott komplex sokasagok nagyjabol azonos régiot fednek le mind az els6, mind a masodik
fokomponens mentén, valamint a leghangsulyosabb fokomponensek kozotti atfedés is viszonylag

magas.
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A PDZ1 domén els6 és masodik fokomponense egyarant a flexibilis B1-2 és f2-B3 hurokrégio,
valamint az a2 hélix elmozdulasat reprezentalja, azonban nem azonos iranyban. Az elsd
fokomponensben az a2 hélix eltavolodik a Bl szaltol. Ennek jelentdsége abban all, hogy a Bl szal
tovében talalhatd a PDZ domének karakterisztikus GLGF-motivuma, valamint a karboxilat-k6t6zseb.
Az els6 fokomponens tehat a kotdzseb nyilasat és becsukodasat reprezentalja. Ennek szamszer(sitésére
alkalmas a PDZ1-ben a Leu77 és a Phel7, PDZ2-ben pedig a Leul 72 és Phel12 aminosavak Ca atomjai
kozotti tavolsag, amelyek a kotdzsebet egy-egy oldalrol koriilvevd, a2 hélixben és B1 szalban talalhatok,
¢s a C-terminalis valin hidrofob oldallancanak ko6tésében jatszanak szerepet.

Az els6 fokomponens a PDZ1-ben szignifikans korrelaciot mutat a kdtdzseb nyitottsagaval (R =
0,78, p <0,0001). Ugyanakkor szembetiind, hogy a szabad és a komplex szerkezetek mas régiot fednek
le (14. abra): a komplex allapotban a kotézseb inkabb nyitottabb, a szabad allapotban zartabb. Ez a
megfigyelés egyfeldl 6sszhangban van azzal az intuitiv képpel, amely szerint a ligandum csak a nyitott
kotézsebbel tud kdlcsonhatést kialakitani, masrészt pedig fontos bizonyitéka annak a feltételezések,
hogy ligandumkdtéskor megvaltozik PDZ domén konformacios eloszlasa. Megjegyzendd, hogy a
kinyilo-becsukddd mozgas a komplex sokasagban is megjelenik, de kevésbé hangsulyos: mig a szabad
sokasagban az elsd, a komplex sokasagban csak a masodik fékomponens mutat magas atfedést a teljes
sokasag els6 fokomponensével (15. abra). Emellett a komplex sokasag masodik fokomponense nem is
mutat olyan magas korrelaciot a kotézseb nyitottsagaval (R = 0,39). A magas atfedés sokkal inkabb
tulajdonithat6 a laza f1-p2 és p2-B3 hurokrégiok elmozdulasanak.

Az imént bemutatott jelenség a PDZ2 doménben is megfigyelhetd, de kevésbé hangsilyos. A
teljes sokasag els6 fokomponense csak kdzepes korrelaciot mutat a PDZ2 kétézsebének a nyitottsdgaval
(R =0,41), ugyanis az els6 két fékomponensben a B1-f2 és p2-B3 hurokrégiok (105-109 és 117-127
aminosavak) mozgasa dominal. A fékomponens-analizis megismétlése e régiok kizarasa utan tovabbra
sem til magas, de valamivel jobb korrelaciot eredményezett (R = -0,47), am a szignifikancia szint
(» < 0,0001) meggy6zoen a PDZ2 domén esetén is meggy6zden igazolja a elsd fokomponens és a
kotozseb nyitottsaga kozotti Osszefiiggést. A PDZ1-hez hasonld a sokasagok eloszlasa: a komplex
szerkezetek a nyitottabb allapot koril stirtisodnek (14. abra). A PDZ2 doménre szamolt atfedések az

egyes sokasagok fokomponensi kdzott szintén 6sszhangban van ezzel a konklazioval (15. abra).
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14. abra: Intradomén mozgadsok vizsgalata a PDZI-2 tandemben. A fokomponens elemzést a sziikitett PDZ1
doménre (4-88 aminosav), illetve a sziikitett PDZ2 doménre (99-183 aminosav) végeztem el, ez utobbibol kihagyva
a flexibilis hurokrégiokat (105-109 és 117-127 aminosav). A kotézseb nyitottsagat a Leu77 és Phel7, valamint a
Leul72 és Phell2 aminosavak Co atomjai kozotti tavolsaggal mértem. A,C: A szabad és a komplex sokasag
eloszlasa az elsé fékomponens és a kotozseb nyitottsag mentén, feltiintetve a korrelaciot. B,D: Az elsé
f6komponens dltal reprezentdlt mozgas két extrém konformdcioja, a legjobban elmozdulo régiok jeldlésével. A
ligandumot fekete szalag jeloli.
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15. abra: A szabad (A,C) és a complex (B,D) sokasig fékomponenseinek dtfedése a teljes sokasag
fékomponenseivel. A fokomponens-analizist az intradomén mozgasokra, a sziikitett doménhatarokat (4-88, illetve
99-183 aminosav) felhasznalva hataroztam meg.

5.2.3 Ligandumfiiggd interdomén mozgasok

Az interdomén mozgasok vizsgalatahoz mindegyik sokasdg PDZ1 doménjént egy kozos templatra
illesztettem, amelyek, tekintettel a domén stabil, globuldris szerkezetére, nagyon jol illeszkednek
egymashoz (Coa RMSD = 0,81 A). Ugyanakkor a PDZ2 domének ezaltal a térben nagyon szétszortan

helyezkednek el (Co RMSD = 22,93 A) (16. abra).

Szabad sokasag
Komplex sokasag
Megkotott sokasag

16 abra: Mindharom generalt PDZ1-2 tandem sokasag, egy kozos PDZI templatra illesztve. Az rajzoloszoftver
szamitasi kapacitasanak végessége miatt az abran csak minden tizedik replika szerepel.
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Mivel az interdomén mozgasok amplitidoja joval nagyobb, mint az intradomén mozgasoké, ez
fékomponens-analizist végeztem el a PDZ2 domén roviditett szakaszan (99-183 aminosav), amely
soran a teljes sokasag kozos PDZ1 templatra valo illesztése utan nem mozditottam el a szerkezeteket.
(Alapesetben a fékomponens-elemzés elsé 1épése a szerkezetek egymashoz torténd illesztése — most
azonban ezt a [épést elhagytam.) Az ilyen mdédon meghatarozott fékomponensek tehat a PDZ2 domén
elmozdulasat reprezentaljdk a PDZ1 doménhez képest. A tovabbiakban a teljes sokasadgnak az igy
elvégzett fokomponens-elemzésbdl kapott elsé két fokomponens mentén térténd abrazolasat
interdomén PCA-dbranak fogom hivni (17.A abra).

Szembetlind, hogy az interdomén PCA-abran a pontok nagyjabol egy kor mentén helyezkednek
el (17.A abra). Megallapitottam, hogy a koriv mentén torténd elmozdulas a haromdimenzids térben a
PDZ2 domén korkords elmozdulasanak felel meg a PDZ1 domén koriil, mig a sugariranyban torténd
elmozdulds a két domén egymashoz wvald kozeledését-tavolodasat reprezentdlja. Ennek
szdmszerisitésére a kovetkezd eljarast végeztem el. Meghataroztam a PCA-abra pontjaira legjobban
illeszkedo kor sugarat, és az abrara két kort rajzoltam ugyanazzal a kdzépponttal, am az eredeti sugar
0,8-, illetve 1,1-szeresével. Ezt a két kort 16 ekvidisztans pontban mintavételeztem, és megkerestem a
mintavételezési pontokhoz legkdzelebb esé pontot a PCA-abran (17.B abra). Végiil kiszamoltam az
ezeknek a pontoknak megfelelé PDZ2 domének Ca atomjainak tomegkozéppontjat, és ezekre a
pontokra is illesztettem egy-egy kort a haromdimenzids térben (17.C,D abra). igy gyakorlatilag
bebizonyitottam, hogy az interdomén PCA-abran mutatkozo kor megfeleltethetd egy komek a
haromdimenzids térben.

A PDZ2 domén korkoros mozgasa lehetdvé teszi az interdomén torzids szog értékének szamszerii
definicigjat. Ehhez a kétdimenziés PCA-abrara legjobban illeszked6 korbdl indultam ki. Ezt szintén 16
ponton mintavételeztem, és a mintavételi pontokhoz legkozelebb esé adatpontoknak megfeleld
szerkezetbdl ismét kiszamoltam a PDZ2 domén tomegkozéppontjat — az imént bemutatott modszerrel
—, majd pedig ezekre a pontokra is meghataroztam a legjobban illeszkedd kort a haromdimenzids térben.
E kor kdzéppontjat és normalvektorat kiszamoltam a PDZ1 domén atomjaihoz képest: egészen pontosan
a Phel7, Ile57 és Val84 Ca atomjai altal meghatarozott koordinata-rendszerben. Azért ezt a harom
atomot valasztottam, mert a masodlagos szerkezetnek robosztus épitdelemei (a 2, 3 €s B6 szal részei),
¢s alacsony a lokalis RMSD-jiik. Ezaltal lehetévé valik, hogy barmely tetszleges PDZ1 szerkezethez
hozzarendeljiink egy haromdimenzios kort, amely mentén a PDZ2 elmozdulasat varjuk. Az interdomén
torzios szog végiil a PDZ2 tomegkodzéppontjanak és a PDZ1 domén Phel7 aminosav Ca atomjanak a
korre vald projekcidjabdl, vagyis e két pontnak a kor kozéppontjaval bezart szogeként adodik (18.A

abra).
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17. abra: A: A PDZ1 domének kozds templatra valo illesztését kdvetd, PDZ2 domének roviditett szakaszdan (99-
183 aminosav) elvégzett fé6komponens-elemzés dbrdzolisa az elsé két fékomponens mentén. B: A pontokra
legjobban illeszkedd kor sugaranak 0,8, illetve 1,1-szeres nagyitisa 16 ekvidisztans pontban mintavételezve, a
mintavételezési pontokhoz legkozelebb es6é PCA-pontok kiemelésével. C, D: A kiemelt PCA-pontoknak megfeleld
PDZ szerkezetek Ca atomjainak tomegkozéppontja térben abrazolva, és az azokra illesztett haromdimenzios kor.

Az imént bemutatott modszerrel meghatarozott interdomén torzids szog nagyszertien korrelal a
kétdimenzidos PCA-abra pontjaibol meghatarozott polarkoordinatak széogkomponensével (R = 0,98),
ami szemléletesen bizonyitja kétdimenzids abran és a haromdimenziés térben megfigyelhetd korok
egymasnak valé megfelelését.

Az interdomén torzios szogre az eredeti tanulmany szerz6i, Wang és mtsai. is adtak egy definiciot
(W. Wang et al., 2009). Az 6 megkozelitésiikben ezt a szdget a két doménhez k6t6d6 ligandum 3 C-
terminalis aminosavjanak tomegkdzéppontja és a két PDZ domén tomegkdzéppontja hatarozza meg:
egészen pontosan a thkpiigi-tkprpzi-tkprpz2-tkpiig> pontok altal definialt torzios szogként adodik, ahol thpye
az ligandum atomjainak, tkpppz pedig a PDZ domén atomjainak a tdmegkozéppontja. Megallapitottam,

hogy az altalam definialt torzids szog (a), és a Wang €s mtsai. altali definiciobdl reprodukalt torzids
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sz0g (§) egy faziskorrekciot kovetden szintén nagyon jol korrelalnak egymassal (R = 0,85, p < 0,0001)
(18.B abra).

Szembet(ind, hogy a ligandum jelenléte milyen nagy mértékben befolyasolja az interdomén
mozgasokat: a PCA-abra tantisaga szerint a komplex sokasag altal lefedett konformacios tér joval
nagyobb, mint a szabad sokasag altal lefedett (17.A abra). Ugyanezt a kdvetkeztetést lehet levonni az
interdomén torzids szogekbdl: a komplex szerkezetek interdomén torzids szoge joval nagyobb
tartomanyban valtozik, mint a szabad szerkezeteké (18.B dbra). Ennek a felismerésnek igen nagy
jelentésége van. Azt bizonyitja ugyanis, hogy sikeriilt olyan szerkezeti sokasdgokat létrehoznom,

amelyek egyfeldl megfelelnek a kisérletes paramétereknek (5. tablazat), masfeldl viszont tiikrozik
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18. abra: interdomén szégek dbrazolas a PDZI-2 tandemben. A: az interdomén szog meghatdrozdsa
szemléletesen abrazolva (Id. YYY fejezet). B: az itt bemutatott (@), valamint a Wang és mtsai. altal publikalt (D)
modszerrel szamolt interdomén szégek korreldcioja az altalunk eléadllitott sokasdagra meghatarozva.

Ahogy azt az intradomén mozgasok esetén is megéllapitottuk, az S>-megkotéseknek nincs
szembetiind hatdsa az interdomén dinamikara. Az PCA-abran nincs olyan régi6, amelyet kizarolag a
megkotott sokasag fedne le (F7. dbra). Ellenkezdleg: a nem megkotott komplex sokasag mutat némi
eltérést a szabad ¢és a megkotott komplex sokasag altal bejart interdomén konformacios tértdl. Ez
felvethetné a kétséget a nem megkotott komplex sokasag hitelessége feldl, am ne felejtsiik el, hogy a
szabad szerkezetre nem  alltak rendelkezésre kisérletes rendparaméterek, amelyeket
kényszerfeltétleként alkalmazhattam volna, igy félrevezetd kizardlag valamely sokasag altal lefedett

vagy nem lefedett régio nagysagarol messzemend kdvetkeztetéseket levonni.
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5.2.4 Szoros illeszkedésu interdomén orientaciok klaszterezése

Ahogy azt az el6z0 fejezetben bemutattam, a PDZ1 domének k6zos templatra valo illesztését kovetden
a fékomponens-elemzést a PDZ2 doménen elvégezve képet kaphatunk a lehetséges interdomén
orientaciokrol és a két domén reorientacidja soran bejart konformacios térrél. A teljes sokasag egyes
replikait reprezentald pontok abrazolasa az els6 két fokomponens altal definialt kétdimenzids térben
egy nagyjabdl koralaku eloszlast eredményez (17. abra) (1d. 5.2.3. fejezet).

Szembetlind, hogy a teljes sokasdg pontjai nem egyenletesen oszlanak el a PCA-4brazolason
lathaté kor mentén: egy bizonyos interdomén torzidsszog-tartomany siiriibben lefedett. Megvizsgalva
a két PDZ domén tomegkozéppontja kdzotti tavolsagot, az is feltiinik, hogy éppen az a régio tartalmaz
tobb szerkezetet, amely a rovidebb domén-domén tavolsagot lehetdvé tevd interdomén orientaciot
tartalmazza (19.A abra). Ezzel 6sszefiiggésbe hozhato az a tény is, hogy a PDZ1 domén nem teljesen a
kozepén helyezkedik el az interdomén torzios szog definicigjahoz meghatarozott kdrnek, hanem enyhén
elhajlik az egyik iranyba (17.C abra). Ez az elhajlas kedvez az interdomén kdlcsonhatas kialakulasanak

is az adott tartomanyban.
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19. abra: PDZI-2 tandem szerkezetek kategorizdlasa az interdomén kontaktusok és tavolsag szerint. Az abrak az
interdomén fokomponensek szerint vannak abrazolva (ld. széveg), ds a D panel kivételével a teljes sokasagot
tartalmazzak. A: a teljes sokasag, az interdomeén tavolsag szerint szinezve. B: Szoros és laza szerkezetek eloszldsa
az interdomeén PCA-dbran. C: A teljes sokasdg, az atom-atom kontaktusok szama szerint szinezve. D: A szoros
szerkezetekbdl eldallitott klaszterek.
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Az interdomén atom-atom kontaktusok szamat azoknak a nehézatom-paroknak a szamaval
definidltam, amelyek legfeljebb 5 A tavolsagra vannak egymastol (19.C abra). Vildgosan latszik, hogy
a sok interdomén atom kontaktot lehetové tevd interdomén orientaciok éppen ugyanazok, amelyek
egyuttal a kozeli domén-domén tavolsagot is megengedték.

Hogy képet kapjak a két PDZ domén kozotti kdlesonhatas €s az interdomén dinamika kozotti
Osszefiiggésrol, kiilonvalasztottam azokat a szerkezeteket, amelyekben az interdomén kontaktusok
szédma legalabb 20 volt. Ezeket szoros szerkezeteknek, a tobbit laza szerkezetnek neveztem (19.B édbra).
A szoros szerkezetek ardnya teljes sokasagban 37%-nak, a szabad és a komplex sokasdgban pedig 32
¢s 40%-nak adodott.

Az szoros szerkezetek viszonylag jol elkiiloniilo szigeteket alkotnak a kétdimenzidos PCA-abran.
Felhasznalva a PCA-abrara illeszkedd korbdl meghatdrozott » és ¢ polarkoordinatakat, a szoros
szerkezeteket alavettettem a legtavolabbi szomszéd elvét kovetd, “teljes lancmoddszer” elnevezésii
(complete linkage) hierarchikus klaszterezési eljarasnak, melynek eredményeképpen ezek a szerkezetek
5 klaszterre kiiloniiltek el. Szemrevételezés utan ezek koziil 2 klasztert tovabbi két-két részre bontottam:
igy végiil 0sszesen 7 klaszter adodott (19.D abra). Néhany kiugré adatpontot manualisan eltavolitottam.
A klaszterek méretét, a doménekre lebontott globalis RMSD-értékeit és a kisérletes kémiai eltolddas
értékeknek valdo megfelelését az F8. tablazat tartalmazza.

Az igy létrehozott klaszterek egy-egy jol definialt szoros illeszkedésii interdomén-orientaciot
reprezentalnak. Minden klaszterb6l kivalasztottam a reprezentativ szerkezetet, vagyis amelynek a
legkisebb globalis RMSD-je volt az atlagos gerinckonformaciohoz képest (20.A abra). Hogy egyszerii
legyen meghatarozni az egyes klaszterek altal favorizalt interdomén-interfészt, a PDZ domén feliiletét
5 részre osztottam, melyeket a ligandumkot6 zseb helyzetéhez viszonyitva jobb és bal oldalnak, fejnek,
hatnak és also résznek neveztem el (20.B,C abra). A 20.D abran lathato, hogy a 7 klaszter mindegyike
egy-egy egyedi kombinacion keresztiil alakitja ki az interdomén-interfészt, ugyanakkor az interdomén-
orientaciora érvényes korlatozadsok miatt nem alakulhat ki barmilyen interfész-paros.

Mivel a PSD-95 egy membran-asszocialt fehérje, a PDZ1-2 tandem szupramodularis
szerekezetének jelentésége abban all, hogy a két domén orientacidja nagyban meghatarozza a lehetséges
kolcsonhato partnerek elhelyezkedését a sejten beliil. A PDZ1-2 tandem kisérletesen meghatarozott

szerkezetei e tekintetben egymassal legalabb részben ellentmondé eredményeket hoztak. Ezért

crcr

crcr

Szembetling, hogy a kiilonbdz6 interdomén-orientaciok egyuttal kiillonboz6 ligandum-orientaciot
tesznek lehetdové (20.D abra, F9. tablazat). Az egy iranyba mutatd ligandumok lehetévé tennék a
membranreceptorok szinergikus kotését, ahogy azt Long és mtsai. feltételezték az egyik elsé6 PDZ1-2
tandem szerkezet alapjan (J. F. Long et al., 2003). Azonban a két domén orientacidja az altalam
meghatarozott klaszterek egyikében sem parhuzamos egymassal, és egyuttal meréleges az interdomén

tengelyhez képest, ami lehet6vé tenné ezt a fajta kolcsonhatist. A legtobb klaszterben tapasztalt
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ligandum-orientaci6 inkabb egy olyan elrendezést preferal, amelyben az egyik domén
membranreceptorhoz, a masik pedig egy intracelluléris partnerhez kotédik. Ne felejtsiik azonban el,
hogy a klaszterek mind szoros szerkezetek tartalmaznak, amelyek a teljes interdomén konformacios
térnek csak egy részét fedik le. Ha figyelembe vessziik a teljes sokasag altal lehetové tett Gsszes
interdomén-orientaciot, sok olyat talalunk kozottik, amelyben a két domén egymassal nincs

kontaktusban, és a két ligandum parhuzamos egymassal (F10. dbra).
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20. abra: PDZI-2 tandem klaszterek jellemzése az interdomén interfész szempontjabol. A: Az egyes klaszterek
reprezentativ szerkezetei, kozés PDZI templatra illesztve. B: A PDZ domén feliiletének felosztasa 6t kiilonbozo
régiora. C: A PDZ domeén feliiletének 6t kiilonbozo régidja az aminosavszam fiiggvényében dbrazolva. Kiilon
jelolve vannak a PDZ domének masodlagos szerkezeti elemei. D: Az interdomén interfész kialakulasa az egyes
klaszterekben, az imént definialt régiok szerint szinezve. Az abran szerepel a szabad és komplex szerkezetek aranya
az egyes klaszterekben, illetve a két ligandum egymashoz viszonyitott orientdciodja.

5.2.5 Atomi szintl kolcsOnhatasok a szoros illeszkedésu klaszterekben

Az egyes klaszterek altal kialakitott interdomén-interfész szemléletes abrazolasan tul (20. abra)
tovabbi elemzéseket is elvégeztem a két PDZ domén, illetve az egyes PDZ domének és ligandumjaik

kozott 1étrejovo atom-atom kontaktusokrol. Kiilon vizsgaltam a hidrogénkotéseket és a hidrofob
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kolesonhatasokat. Eldbbicket a szog-tavolsag kritérium alapjan hataroztam meg (Baker & Hubbard,
1984; Xu et al., 1997), utobbiakat pedig az egymashoz kdzeli, legfeljebb 5 A tavolsagra 1év6 interdomén
atom-atom kontaktként azonositottam a kovetkez6 aminosavak oldallancanak barmely szénatomja
kozott: Ala, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Thr, Trp, Val, Arg, Lys, vagy a Gly Ca atomja. Meghataroztam azt
is, hogy a PDZ domének egyes aminosavjai mennyire hajlamosak részt venni valamilyen interdomén
kolesonhatasban: ezt az adott aminosav valamely atomja altal kialakitott interdomén hidrogénkotés
vagy interdomén hidrofob kolesonhatdsok szdmanak a sokasag vagy klaszter méretéhez viszonyitott
aranyaként definidltam, és interdomén kolcsonhatasi hajlandosdagnak neveztem. Megjegyzendd, hogy
az interdomén kolcsonhatasi hajlandosag 1-nél nagyobb értéket is felvehet egy klaszterben, ha az adott
aminosav egynél tobb atomja is gyakran alakit ki interdomén hidrogénkotést vagy hidrofob
kolesonhatast.

Az atomi szintli interdomén kdlcsonhatasokat az 5. klaszter péld4jan a 21. dbra mutatja be, de az
F11. é&bra tartalmazza az Osszes klaszterr6l hasonld koncepcioval késziilt abrazolast. Ahogy az
elvarhatd, az interdomén kolcsonhatast kialakité aminosavak beleesnek az el6zo fejezetben definialt
tartomanyokba, amelyek kozott 1étrejon az interdomén interfész. Az F12. tablazat azon interdomén
hidrogénkotések és hidrofob kolcsonhatasok teljes listajat tartalmazza, amelyek legalabb egy
klaszterben a szerkezetek legalabb 10%-aban megjelennek. Szembetiind, hogy a Iehetséges
kolesonhatasoknak mindegyik klaszter egy-egy teljesen egyedi kombinaciojat alakitja ki, és viszonylag
csekély azoknak a kolcsonhatasoknak a szama, amelyek egynél tobb klaszterben is szamottevd

aranyban megjelennek.
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21. abra: Atomi szintii interdomén kélcsonhatasok az 5. klaszter példajan bemutatva. A: Az interdomén
hidrogénkétések (kék) és hidrofob kolcsonhatasok (piros), kiemelve az azokat kialakito aminosavakat. B: Az
interdomén kolcsonhatadsi hajlandosag (ld. szoveg) az aminosavszam fiiggvényében abrazolva. Kiilon jeloltiik
azokat a PDZ régidkat, amelyek az 5. klaszterben az interfész kialakitasaban részt vesznek (ld. 20. dbra).

Szintén meghataroztam a két PDZ domén ¢és ligandumjai k6zott kialakulo hidrogénkotéseket, és
kiszamoltam ezek el6fordulési aranyat az egyes klaszterekben (F13. tablazat). A korabban publikalt
eredményekkel dsszhangban hadrom olyan hidrogénkotést talaltam, amelyek kiugréan magas aranyban

vannak jelen a szerkezetekben: ezek a hidrofob kotdzseb Phe és Ile aminosavjai, valamint a ligandum
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0 és -2 aminosavjai kdzott jonnek 1étre, és foszerepet jatszanak a ligandum stabilizalasaban (3. abra).
Ugyanakkor feltlind, hogy szamos mas, kisebb aranyban megjelend hidrogénkotés is kialakul, am ezek
el6fordulasa szintén klaszter-specifikus.

Ahogy azt a PDZ domén szakirodalménak attekintésekor bemutattam, tobb tanulmany is arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a PDZ domének ligandumspecificitasat nem lehet kizarolag a 0 és -2
aminosavak valtozatossagaval megmagyarazni: a PDZ doménnek a sziiken vett kdtézseben kiviili
régiodi, valamint a ligandum felsé aminosavjai kozotti kolecsonhatdsok meghatdrozo szerepet jatszhatnak
a ligandumspecificitas és a bels6 dinamika szabalyozasaban (Fuentes et al., 2004; Mostarda et al., 2012;
Tochio et al., 2000). Az imént bemutatott eredmények alatdmasztjak ezeket a feltételezéseket és
egyuttal arra engednek kovetkeztetni, hogy a ligandum-domén és domén-domén kdlcsonhatasok,
valamint az interdomén orientacié egymassal Osszefiiggésben vannak és minden bizonnyal kdlcsonds

szabalyozo szerepet toltenek be.

5.2.6 A klaszterekben talalhatd interdomén orientaciok osszevetése kisérletesen
meghatarozott szerkezetekkel

A PDZ1-2 tandem szupramoldularis szerkezetének meghatarozasara tett eréfeszitések tobb, egymasnak
részben ellentmondd kisérletes szerkezetet eredményeztek, melyeket az irodalmi bevezetésben
részletesen attekintettiink (4. abra). A 6 kiilonbség ezek kozott szerkezetek kozott a két PDZ domén
egymashoz viszonyitott orientaciodja, és ebbol kdvetkezden a két kotdpartner lehetséges elhelyezkedése
a posztszinaptikus sejtben a PDZ tandemhez képest.

Az elérhetd kisérletes szerkezeteket 0sszevetettem az altalam meghatdrozott klaszterekkel és a
5.2.3. fejezetben bemutatott interdomén fokomponens-elemzést is kiterjesztettem ezekre a
szerkezetekre. Ennek eredményét mutatja be a (22. abra).

Az 0Osszevetésbe bevett kisérletes szerkezetek a kovetkezok voltak. Négy kristalyszerkezet,
melyek PDB kodjai 3ZRT (Bach et al., 2012), 3GSL (Sainlos et al., 2010) és 6SPV a szabad, valamint
6SPZ a komplexalt allapotra (Ahmad Rodzli et al., 2019), (a 3GSL kdddal jelzett kristalyszerkezetben
két molekula talalhaté az aszimmetrikus egységben, melyeket a PDB-ben 1évo fehérjelancokra
alkalmazott nevezéktan szerint 3GSL:A és 3GSL:B-vel jeloltem), tovabba a Forster-féle rezonancia-
energiaatadas modszerével meghatarozott szerkezet (FRET) (J. J. J. McCann et al., 2011), valamint ez
utobbi szerkezet diszkrét molekuladinamikai szimulacioval (DMD) torténé modellezésébdl szarmazo
két tovabbi, nyitott és zart szerkezet (Yanez Orozco et al., 2018).

A kristalyszerkezetek koziil a 3GSL-hez tartozo két fehérjelanc a 3-as klaszter két, egymassal
szemkdzti sz€lén helyezkedik el. Ennek megfeleléen mindkét szerkezetben a 3-as klaszterre jellemzo
interdomén interfész alakul ki a PDZ1 jobb oldala és a PDZ2 feje kozott: a két PDZ domén szorosan
illeszkedik egymashoz. A 6SPV és a 6SPZ azonos korilmények kozott késziilt kristalyokbol
keletkeztek, am az elébbi a PDZ1-2 tandem szabad, az utdbbi pedig komplexalt formajarol.
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Szupramoduléris szerkezetiiket tekintve igen hasonloak egymashoz: mindkét forma a 6-os klaszter
részeét képezi, amit megerdsit a PDZ1 also része és a PDZ2 feje kozott kialakuld interfész. Itt is
megfigyelhetd a két domén szoros illeszkedése. Egészen mas a helyzet azonban a 3ZRT esetében: ez a
szerkezet nem tartozik egyik klaszterhez sem, ugyanis a két domén nem szorosan illeszkedik, hanem a
tandem sokkal inkabb egy kinyujtozott interdomén konforméaciot vesz fel. Megjegyzendd, hogy ennek
a szerkezetnek a mindsége a legrosszabb a kristalyszerkezetek koziil mind a felbontas (3,4 A), mind
pedig az elektronstiriiségi térképen nem lathaté atomok szamat illetéen. Azonban az aszimmetrikus

egysgében 1évo 4 fehérjelanc szupramoduldris szerkezete szinte teljesen pontosan megegyezik, és
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22. abra: Az elérheto kisérletes PDZ1-2 tandem szerkezetek és az altalunk eloallitott klaszterek kozos interdomén
PCA-abran abrazolva.

Figyelemre méltd, hogy a harom kiilonb6z6 modszerrel meghatarozott kristalyszerkezet
egymastol igen eltéré szupramodularis szerkezetet mutat. A 6SPV és a 6SPZ szerkezetek esetén még a
ligandum jelenléte sem eredményezett jelentds valtozast az interdomén orientacidban: az azonos
kristalyositasi koriilmények, illetve a szabad formabdl késziilt kristalyok hasznalata oltokristalyként a
komplex forma kristalyositisa soran szinte teljesen azonos interdomén konformaciot eredményezett.
Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy nem lehet egyetlen, stabil szerkezettel jellemezni a PDZ1-2
eloszlésa nagyban fiigg a koriilményektol.

Az interdomén PCA-dbra tantsaga szerint a FRET-szerkezet kiviil esik az itt lefedett

konformacios région: ez alapjan gy tlinik, hogy a mi sokasagaink nem tartalmazzak ezt a lehetséges
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interdomén orientacidt. Azonban ezt a szerkezetet némi tavolsagtartassal kezelhetjiik. Néhany évvel
kés6bb maguk a szerzok kezdtek el 0jra foglalkozni vele (Yanez Orozco et al., 2018), és a FRET kisérlet
soran gylijtott adatokat diszkrét molekuladinamikai szimulaciok segitségével ujra feldolgoztak, és nem
egyetlen szerkezetet, hanem lehetséges konformaciok sokasagat hataroztak meg. Ezek koziil két,
viszonylag stirin betoltdtt lokalis minimum bontakozott ki, melyeket nyitott és zart konformacionak
hivtak, és amelyeket mar tartalmazza a mi sokasagunk altal bejart konformdacios tér. Ahogy a neve is
mutatja, a nyitott konformerben nincs szamottevd interdomén kontaktus, ezért az egyik klaszterhez sem
tartozik. A zart szerkezet viszont mind a PCA-abra alapjan, mind pedig a két PDZ domén jobb oldala
kozott 1étrejovo interfész alapjan a 4. klaszter egyértelmt tagja.

A sokasagainkat Osszevetettem tovabba a FRET-elemzés soran kapott kisérletes adatokkal is. A
FRET kisérlet soran a két PDZ domén egyes aminosavjaihoz fluoreszcens csoportokat kotottek, és az
ezek kozotti energiatranszfert mérték, amely az elmélet értelmében Gsszefliggésben van a kdlesonhato
csoportok kozotti tdvolsaggal. A nyers mérési eredményekbdl egy matematikai modell segitségével
végiil Osszesen harom, egyenként 10-10 atlagos csoportkdzi tavolsdgot tartalmazo adatkészletet
hataroztak meg. Ezek koziil a két legnagyobb sullyal megjelend adatkészlet megfelel a nyitott és a zart
konformacionak, a harmadikrol pedig megallapitottak, hogy egy viszonylag nagy, jol lefedett
konformacios térnek megfeleld atlagos szerkezetet reprezental (Yanez Orozco et al., 2018).

Mindegyik szerkezetre kiszamoltam azt a 10 interdomén tavolsagot, amelyek a FRET-
kisérletbdl szarmaz6 adatokkal. Ezek a tavolsdgok nem lehetnek teljesen azonosak, én ugyanis az
¢érintett aminosavak Ca atomjai kozotti tavolsagot mértem, nem pedig az aminosavakhoz kotott
fluoreszcens csoportok kozotti tavolsagot, am a tendencidk még az igy kapott korrelaciokban is jol
latszanak. Megallapithato, hogy azok a régiok, amelyek a leginkabb korrelalnak az elsé, masodik és
harmadik atlagos csoportkozi tavolsagokat tartalmaz6 adatkészlettel, viszonylag jol elkiiloniilnek az

interdomén-PCA abran (23. dbra).
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23. abra: Az altalunk eléallitott teljes sokasdag és a kisérletes FRET adatok kozétti korrelacio. Az altalunk
eléallitott sokasag egyes szerkezeteibdl visszaszamoltam azt a 10 interdomén atom-atom tavolsagot, amelyek a

soran eldallt harom adatkészlettel (SRpa>1, <Rp4>2 és <Rps>3).

M¢ég szemléletesebb mutatja ezt be az egyes klaszterekre, valamint a kisérletes szerkezetekre

szamolt korrelacié a FRET adatokkal (F14. tablazat). A FRET-elemzés szerinti legnagyobb és masodik
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legnagyobb aranyban populalt allapot, azaz a nyitott és a zart konformacid, egyértelmiien
megfeleltethetd az altalunk létrehozott 3. és 4. klaszternek. Vegylik észre, hogy a mi elemzésiink alapjan
a nyitott allapot nem esik ugyan bele egyik klaszter altal lefedett konformacios térbe sem, am az
interdomén orientéacidja alapjan hatarozottan a 3. klaszterre hasonlit, amennyiben a PDZ1 domén jobb
oldala és a PDZ2 domén feje vannak egymashoz a legkdzelebb. Kiilonds figyelmet érdemel a FRET-
elemzés szerinti legkevésbé populalt allapot, amely a szerzOk allitdsa szerint nem feleltetheté meg
egyetlen stabil szerkezetnek, hanem lehetséges interdomén konforméciok eloszlasaként lehet
értelmezni. Ez az éallapot a 7. klaszterrel mutat valamekkora — hanem is kiugrd, de a tobbinél magasabb

srer

konformadcios tér viszonylag nagy részét lefedi.

5.2.7 Az intra- ¢és interdomén mozgasok 0sszefiiggésének vizsgalata

Az egyes PDZ doménekre elvégzett fékomponens-elemzéssel meghataroztam a leghangstulyosabb
intradomén mozgasokat (Id. 5.2.2. fejezet), az interdomén dinamika elemzése soran pedig 7 klaszterre
kiilonitettem el a lehetséges szoros illeszkedésili szerkezeteket (1d. 5.2.4. fejezet). Ha csak klasztereknek
megfeleld adatpontokat dbrazoljuk az elsé két intradomén fékomponens szerint, az tlinik fel, hogy az
egyes klaszterekhez tartozo szerkezetek eloszlasa nem egyenletes az elsé fokomponens mentén (24.
abra). A PDZ1 domén esetében az 1., a PDZ2 domén esetében pedig az 1. és a 7. klaszter szeparalodik

leginkabb a tobbi sokasagtol.

PDZ1 PDZ2
0008 T T T T T 0003 T T T T T
0.006 4 14 4 14
T By i 0.002 - x 5 .
0.004 - gt S q 12 112
o &L e 0.001 - 1
' », ) . ]
0.002 | ey .-"‘553.'{":,: 11 & 11 &
f {e .ﬂ'_. SR, N N
*; el Aatin g g 0L i g
o 0 iy Mo, ‘4 bl 308 S 0.8 ks
o R * 4 2P @] &
= o0002 "‘:-6:1 o ] £ % o001 | . 2
g o‘?”' d o:‘ 406 _% > 4 06 _%
-0.004 |- P Lo nARe 4 o 2
-
104 -0.002 - 104
-0.006 . '
_\‘ - — J / -
-0.01 S = ! 0 -0.004 1 = | 1 ; 0
— 0 D =+ [} (=] ol -+ O ==] — 0 D =+ ol o ol = O
S 288 8 8 g 8§ 8 8 S 8 8 8 8 s 35 8
S S o o S S o T o © S o (=TT
PC1 PC1
1. klaszter 5. klaszter 1. klaszter 5. klaszter
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24. abra: Az intra- és interdomén mozgasok kozotti osszefiiggés vizsgalata a PDZ1-2 tandemben. Az abran az
dltalunk eloallitott klaszterek adatpontjai vannak dbrdzolva a PDZI- és PDZ2-intradomén mozgdsaira
meghatadrozott fokomponensek szerint, valamint az egyes klaszterek eloszlasa az elsé fokomponens mentén.
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Ahogy a 5.2.2. fejezetben bemutattam, a PDZ1 doménben az els6 fokomponens mindkét
ligandum esetén a hidroféb kotézseb kinyilo-becsukodd mozgasat, valamint a B1-f2 és B2-B3
hurokrégiok elhajlasat reprezentalja. Ezzel szemben a PDZ2 doménben a kotézseb kinyilo-becsukddo
mozgasat elnyomja a 1-p2 hurokrégio mozgasa. Az 5.2.4. fejezetben definialt kategorizalas alapjan a
B1-B2 hurok a PDZ domén aljahoz, a 2-f3 pedig részben a PDZ domén fejéhez és jobb oldalahoz
tartozik. A 20.D abra alapjan ezeknek a régioknak valamelyike egy kivétellel mindegyik klaszterben
szerepet jatszik az interdomén interfész kialakitdsdban. Ez a megéallapitas azt bizonyitja, hogy az
intradomén mozgésok és az interdomén orientacio egymassal Osszefliggenek.

Az interdomén orientici6é alapjan eldallitott klaszterek egyarant tartalmazhatnak szabad és
komplex szerkezeteket is. A PDZ1 domén esetén az elsd fokomponenstdl elkiiloniilo klaszter csak
szabad szerkezeteket tartalmaz, a PDZ2 domén esetén szeparalodo két klaszter azonban —az 1. ésa 7.
— egyike kizarélag szabad, a masik pedig kizarélag komplex szerkezeteket tartalmaz.

A PDZ domének és a ligandumok kozott meghatarozott hidrogénkdtés-mintazatok arrol
tantskodnak, hogy szamos lehetséges hidrogénkotés johet létre a ligandum felsé aminosavjai és a PDZ
domén B2-B3 hurokrégidja kozott (F13. tablazat). Ezeknek a hidrogénkotéseknek azonban az egyes
klaszterenk esetében mas-mas eloszlasat figyelhetjiik meg.

Mindebb6l arra kovetkeztethetiink, hogy a PDZ domének ligandumkoétése, intradomén
dinamikéja és szupramodularis reorientacioja kozott egy rendkiviil Gsszetett, szamos apro atomi szintii
kolesonhatas altal modulalt szabalyozé mechanizmus all fenn. A ligandum megvaltoztatja a sokasag
els6 intradomén fokomponens mentén torténd eloszlasat, amely kozvetlen hatassal van a f1-p2 és a f2-
B3 hurokrégiok dinamikajara — az utobbira a kdzvetlen kodlcsonhatasok altal is. E hurokrégiok pedig,
amint lattuk, f6szerepet toltenek be a két domén kozotti interfész kialakitasaban, ezaltal szabalyozva a
lehetséges intradomén orientaciot. Ez a szabalyozo szerep az ellenkezd iranyban is megvaldsulhat:

bizonyos interdomén orientaciok a szabad, masok pedig a komplex allapotot favorizaljak.
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5.3 Diszkusszio — Els6 téziscsoport

A PSD-95 fehérje igen sokrétii biologiai funkciot 1at el: szerepet jatszik a posztszinaptikus denzitasban
talalhatd membranreceptorok klaszterezésében, a jelatviteli folyamatokban adapterfehérjeként
viselkedik, valamint szabalyozza a hosszatava potenciacio és depresszio kivaltasahoz sziikséges
kiiszobpotencialt (Kim & Sheng, 2004; H.-J. Lee & Zheng, 2010; Sheng & Sala, 2001). Ennek
megfeleléen szamos szinaptikus fehérjérdl bizonyosodott be, hogy a PSD-95 kdtopartnere, és ezek egy
jelentds része az N-terminalis PDZ1-2 tandemmel alakit ki kolcsonhatést.

A PSD-95 kotOpartnerek sokfélesége zavarba ejtd. Nem vilagos, hogy milyen moddon
diszkrimindl a lehetséges ligandumok kozott és hogy hogyan szabalyozddik a PDZ tandem
szupramodularis reorientdcidja, amely lehetdévé teszi, hogy a posztszinaptikus denzitas kiilonbozo
rétegeiben lokalizal6do partnerekkel alakitson ki kdlesonhatast.

Mindemellett egyre részletesebb képiink alakult ki a PDZ1-2 tandem ligandumspecificitasarol.
Vildgossa valt, hogy az eddig kanonikusnak vélt, harom osztalyba sorolhatd kdtési mod nem
magyarazza kell részletességgel sok PDZ domén finomhangolt affinitasat a tobbféle lehetséges
ligandum felé. A GLGF-ko6tomotivumon és a C-termindlis hidroféb aminosavat (legtobbszor valint)
stabilizal6 hidrofob zseben kiviil egyre nagyobb jelentdséget tulajdonitanak a f2-f3 huroknak, amely a
ligandum fels6bb aminosavjaival alakit ki kdlcsonhatast (Mostarda et al., 2012). Errdl a régiordl az is
bebizonyosodott, hogy mind a gyors, mind a lassi iddskalan lecsokken a belsé dinamikaja a
ligandumkotés hatasara (Fuentes et al., 2004).

Altalanossagban igaz, hogy a PDZ tandem funkcidja eltér az azt alkoté domének funkcidjanak
egyszerl 0sszegétdl, de a PSD-95 PDZ1-2 tandemje esetén a két domén kolcsonhatasanak mértéke,
amely a koztlik 1€v0 szinergiara utalna, alig detektalhat6. NMR-es kisérletekkel viszont megallapitottak,
hogy a komplexalt PDZ1-2 tandem sokkal nagyobb interdomén dinamikat mutat, mint a szabad forma
(W. Wang et al., 2009). Ezenkiviil tobb tanulmany igyekezte meghatarozni a PDZ1-2 tandem
szupramodularis szerkezetét, am ezek egymasnak részben ellentmondo kdvetkeztetésekre jutottak mind
elhelyezkedését tekintve. Mindezek alapjan nyitott kérdés marad, hogy melyek a szupramodularis
szerkezetet stabilizald, meghatirozo interdomén kolcsOnhatasok, és ezek milyen Osszefiiggésben
vannak a kotOpartner jelenlétével.

A munkam soran 'H-'H NOE tavolsag- és S* rendparaméter-kényszerfeltételekkel megkotott
molekuladinamikai szimulacidkat futtattam, hogy ezaltal a PDZ1-2 tandem kisérletesen megfigyelt
bels6é mozgasait tiikrozo szerkezeti sokasagot allitsak el6. Mind a tavolsag-, mind a rendparaméter-
kényszerfeltételek csak a gyors, ps-ns iddskalaji intradomén mozgasokra nézve jelentettek megkotést:
a két PDZ domén egymashoz képesti, lassabb iddskalan toérténé elmozdulasat semmi sem gatolta. Ezt
az S? rendparaméterek lokalis illesztési algoritmusa tette lehetévé, amelyben az egyes doménekhez

tartozo paramétereket mindegyik szimulacios 1épésben kiilon-kiilon kényszeritjiik ra a doménekre. A
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kisérletesen megmért adatok kozott sem szerepelt egyetlen interdomén 'H-'H NOE: a tavolsag-

kényszerfeltételek a szimulacié soran csupan a domének szerkezeti stabilitasat szolgaltak.

1.1. tézis: Eloallitottam a PSD-95 PDZ1-2 tandemjének kisérletileg mért dinamikai viselkedeését

tiikrozo szerkezeti sokasagot.

Az S’-megkotések alkalmazasaval a kisérletes paramétereknek vald megfelelés ugrasszerii
novekedését sikeriilt elérni anélkiil, hogy ekdzben az amid N és H kémiai eltolodasoknak valod
megfelelés romlott volna az eredeti sokasaghoz képest (5. tdblazat). A sokasdgokra meghatarozott
intradomén globalis RMSD értékek megfelelnek egy globularis, megfelelden feltekeredett fehérjétol
elvarhatoknak.

A felhasznalt kényszerfeltételek csak a domének bels6 mozgasara nézve jelentettek megkotést.
A két domén egymashoz képesti relativ elmozdulasat az alkalmazott lokalis illesztési algoritmus nem

korlatozza, ezéltal lehetdség nyilt a szupramodularis dinamika vizsgalatara is.

1.2. tézis: Fokomponens elemzés segitségével megallapitottam, hogy a ligandumkotés hatasara

megvaltozik a PDZ domén kétozsebének kinyilo-becsukodo mozgasa.

Az intradomén mozgasok vizsgalata soran bebizonyosodott, hogy a ligandum k&tése befolyasolja
a sokasag eloszlasat az els6 fokomponens mentén, amely mindkét doménben a hidrofob kotézseb
kinyilasat-becsukodasat és a f1-B2 hurok mozgasat, a PDZ1 doménben pedig ezenkiviil a f2-f3 hurok
mozgasat reprezentalja (14. abra). Ez a mozgas egyforman jelen van a szabad és a komplexalt PDZ
doménekben, de a komplex sokasag szignifikansan kisebb régiot jar be e mozgas mentén, mint a szabad
sokasag. Az effektus valamivel hangsulyosabban van jelen a PDZ1, mint a PDZ2 doménben. Ez az
eredmény Gsszhangban van azzal a megallapitassal, amely szerint ligandumkotéskor a f2-B3 hurok

megmerevedése figyelheté meg mind a gyors, mind a lassu id6skalan (Fuentes et al., 2004).

1.3. tézis: Az altalam eléallitott PDZ1-2 sokasagok lefedik a teljes szupramodularis konformacios
teret, amelyben a komplexalt forma korlatozott dinamikara képes a szabad formahoz képest. A
lehetséges szoros illeszkedésti szupramoduldris orientdciokat 7 klaszterre osztottam, amelyek egyedi

interdomen interfészt alakitanak ki.

A ko6z6s PDZ1 templatra illesztett sokasag PDZ2 doménje térben nagyon széttartova valik. Az
ilyen modon rogzitett PDZ2 sokasagon elvégzett fokomponens-elemzés informaciot ad a két domén
relativ. mozgasardl. Az els6 két fokomponens Aatszamithatdo polarkoordinatakka, amelynek
szogkomponense az interdomén torzids szognek, sugarkomponense a két domén tavolsaganak

feleltetheté meg (17. abra).

69



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2020.009

A ligandum jelenléte jelentdsen megnoveli a sokasag altal bejart interdomén konformacios teret
is, ezzel gyakorlatilag lehetdséget adva egy nagyobb amplitiddji szupramodularis atrendezddésre.
Ezzel 1ényegében sikeriilt egy atomi szintli modellt alkotnom az elemzés kiindulopontjaul szolgald
kisérletes megfigyelésnek, azaz hogy a komplexalt PDZ1-2 tandem jelentdsen megnodvekedett
interdomén dinamikat mutat a szabad formahoz képest.

Azok a szupramoduléris konformerek, amelyek kozott jelentds interdomén kolcsonhatés alakul
ki, 7 klaszterre oszthatok, amelyek egymastol jol elkiiloniilo régiot fednek le az elsd két interdomén
féokomponens mentén (19.D &bra). Mivel ezekben mas a két domén egymashoz viszonyitott
orientacidja, ezért mas az interdomén kolcsonhatédsi interfész is. A PDZ1 doménnek 3, a PDZ2
doménnek 4 régidja vesz részt a kolcsonhatas kialakitasaban a kiilonb6z6 klaszterekben (20. abra). A
matematikailag lehetséges interfész-kombinacioknak csak egy része valosulhat meg a — részben a linker
rovidségébdl adodo — sztérikus és geometriai megkdtések miatt.

Annak ellenére, hogy a rendparaméterek kényszerfeltételként torténd alkalmazasa ugrasszeri
novekedést eredményezett a kisérletes paramétereknek valé megfelelésben, meglepé6 moédon a
megkotott komplex sokasag sem az intardomén mozgasokban, sem a lehetséges interdomén
orientaciokban nem mutatott jelentdés Ujdonsdgot a nem megkdtott sokasagokhoz képest. Ez a
megallapitas arra késztet, hogy megvizsgaljuk a rendparaméter-megkotések hozzaadott értékét a
szimulacié soran.

M¢ég ha az intra- és interdomén mozgasok iranyan és amplitidojan nem is eredményeznek
szembeting valtozast a rendparaméter-megkotések, a sokasag eloszlasara azonban hatarozottan
befolyast gyakorol, ami pedig, ahogy az elemzés soran lattuk, a kiilonb6z6 idéskalaja belsé mozgasok
és a ligandumkdtés kdzotti finomhangolt szabalyozé mechanizmusnal fogva nagyon is jelentds hatassal
lehet a PDZ tandem viselkedésére. Vegyiik észre azt is, hogy az interdomén PCA-abra azon régioi,
melyeket nem fed le sem a szabad, sem a megkotott komplex sokasag, két klasztert is tartalmaznak, és
ezek koziil az egyikre kisérletes szerkezetek is vannak (F7. abra, 22. dbra). Es végezetiil azt se feledjiik,
hogy a szabad szerkezetre nincsenek elérhetd rendparaméterek, igy valojaban nem tudhatjuk, hogy egy

S%-megkotott szabad sokasag vajon mekkora interdomén konformacios teret jarna be.

1.4. tézis: Az eléallitott sokasagot Osszevetettem a nyilvanos adatbdzisban elérhetd kisérletesen
meghatarozott PDZI1-2 szerkezetekkel. A lefedett konformdcios tér magaban foglalja a kisérletes
szerkezeteket. Az szoros illeszkedésii konformerekbdl késziilt klaszterek valdsziniisitik a még nem

megfigyelt, de geometriai szempontbol lehetséges szupramodularis szerkezetek létezéset.

Barmely szimulécié hitelességének végsd probaja a kisérletesen igazolt eredményekkel vald
Osszevethetdség. Esetiinkben kifejezetten komoly jelentdsége van a modelljeink és az elérhet6 kisérletes
PDZ1-2 tandem szerkezetek kozotti megfelelésnek. ElImondhaté, hogy olyan sokasagot hoztam 1étre,

amely magaba foglalja a korabbi, egymasnak latszolag ellentmondo szerkezetek szinte mindegyikét: a
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FRET-szerkezet kivételével (amelyen egy késobbi tanulmanyban tovabbi finomitasokat végeztek)
mindegyik kisérletes szerkezetet tartalmazza a sokasagaink altal bejart interdomén konfromacios tér,
valamint a szoros illeszkedésii kisérletes szerkezetek mindegyike hozzarendelhetd az altalunk
meghatarozott 7 klaszter valamelyikéhez (22. abra).

Kiilonos figyelmet érdemel az egyik kisérletes PDZ1-2 kristalyszerkezet, amely az itt bemutatott
elemzés publikalasa utdn sziiletett meg (PDB: 6SPV a szabad, 6SPZ a komplex formara). Bar a
szupramodularis konformécidja nem egyezett meg semelyik kordbbi kisérletes szerkezettel, az
eldallitott sokasdgnak mégis megfelelt: mind az interdomén orientdci6, mind az interdomén interfész
alapjan a 6. klaszter tagjai lett. Hasonlé megfontoldssal valosziniisithetd, hogy a PDZ1-2 tandemnek
mas elérhetd szupramoduléris szerkezetei is vannak, amelyeket a sokasagban tapasztalt kisebb sulyuk
miatt nehéz kisérletesen is megfigyelni (pl. 1. és 7. klaszter), &m a dinamikai egyensulyban betoltott

szerepiiknél fogva biologiailag is relevans formak lehetnek.

1.5. tezis: A sokasag elemzésebdl levont kovetkeztetések alapjan javaslatot tettem a PDZI-2
tandem kétopartnereinek a szupramodularis dinamikara gyakorolt szabdalyozo mechanizmusara. A
kétopartnereknek a [2-B3 hurokrégioval kialakulo lokdlis kélcsonhatasok altal modulaljak az
interdomeén orientaciot, amely régio a lehetséges szupramodularis konformerek t6bbségében szerepet

jatszik az interdomén interfész kialakitasaban.

A PDZI1-2 tandem viselkedésével kapcsolatos legégetébb kérdés a két domén egymassal
kialakitott kdlcsonhatasa, a tandem szupramodularis szerkezete és a ligandumkotés kozotti 6sszefliggés
mechanizmusa. A sokasagok elemzésekor azonositottam a két PDZ domén azon régidit, amelyek a
leggyakrabban vesznek részt az interdomén interfész kialakitasaban. Szembetiing, hogy ezek jelentds
részben egybeesnek a fehérje azon régioival, amelyek belsd dinamikdjara leginkabb hatassal van a
ligandummal 1étrejovo kolcsonhatas: a f1-f2 és f2-B3 hurok a PDZ1, valamint a f1-2 hurok a PDZ2
doménben. Megvizsgalva a szoros illeszkedésti klasztereket, azt tapasztaljuk, hogy egy kivétellel
mindegyik klaszterben e régiok valamelyike részt vesz az interdomén interfész kialakitasaban.

Feltiing, hogy az interdomén ¢és intradomén fOkomponensek egymastol nem fiiggetlenek. A
szoros illeszkedésti klaszterek, amelyek implicit modon magukban hordozzék az interdomén
fékomponensektdl valo fliggést, nem egyenletesen oszlanak el az els6 intradomén fékomponens mentén
(24. abra).

Az egyes klaszterekben mas-mas hidrogénkotés-mintazat jon létre a ligandum felsé (-3 — -7)
aminosavjai és a PDZ domén B2-B3 hurokrégioja kozott (F13. tablazat). Mivel pedig a klaszterek
kiilonbdz6 interdomén-orientacidkat képviselnek, ezzel a megallapitassal Gsszefliggést teremtettem a
szupramodularis szerkezet és a ligandummal kilakitott kélcsonhatas kozott.

Tobb tanulmany alatamasztotta, hogy a kanonikus karboxilat kotézseben tal a B2-B3 hurok

komoly szerepet jatszik a ligandumspecificitas finomhangolasaban. Mivel a PDZ1-2 tandem biologiai
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szerepével kapcsolatos egyik legnagyobb kérdés, hogy hogyan tud diszkriminalni a kiilonb6z6, térben
is mashol elhelyezkedd kotOpartnerei kdzott, az itt bemutatott modell erre ismagyarazatul szolgalhat. A
sokasagainkbol levont kovetkeztetés alapjan ugyanis megallapithatd, hogy a ligandum jelenléte
modulalja az interdomén dinamikat. Ebbdl azonban indirekt modon arra is kdvetkeztethetiink, hogy a
domének orientacioja is — a f2-B3 hurokrégion keresztiil — modulalni tudja a ligandumaffinitast. Ez a
kép dsszhangban lenne azzal a felismeréssel is, amely szerint a PDZ1-2 tandem a PSD-95 fehérjén beliil
egy Onalld szerkezeti egységet alkot, és a PDZ2 és SH3 domén kozotti, kb. 60 aminosav hosszl
linkernek kdszonhetden fiiggetlen mozgasra képes (J. J. J. McCann et al., 2011).

A szimulaciokbdl természetesen csak dvatosan szabad kovetkeztetni a PSD-95 PDZ1-2 tandem
in vivo viselkedésére. Modelljeink egyrészt csak egy rovid, C-terminalis peptidszegmenst tartalmaztak
ligandumként, mig a PSD-95 valosdgos kotOpartnerei joval nagyobb fehérjék, és a méretiik komoly
sztérikus akadalyt jelenthet a PDZ tandem szupramoduldaris flexibilitdsadra nézve. Igaz, sok esetben
kotopartnerek C-terminélis a PDZ k6t6 motivumai gyakran egy rendezetlen rész végén helyezkednek
csak akkor érvényes, ha a terminalis rendezetlen régi6é nem tal rovid, illetve érvényét veszti azoknal a
kotopartnereknél, amelyekben a PDZ kot motivum nem terminalis, hanem belsé szekvencia.

Osszességében a modelljeink alapjan azt valosziniisithetjiik, hogy a ligandumkétés, a domének
kozotti kolesonhatas és a szupramodularis dinamika kozott egy Osszetett, szamos atomi kolcsonhatas
altal finomhangolt szabalyozé szerep all fenn. A ligandumszabalyozott szupramodularis flexibilitas
mindezek alapjan a PSD-95 fehérje biologiai funkciojanak integrans része, és a PDZ1-2 tandem példaja

kiindulépontul szolgalhat méas, hasonl6 rendszerek vizsgalatdhoz.
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6 A parvulin-tipusu cisz-transz 1zomerazok belso

mozgasainak vizsgalata

6.1 A felhasznalt szerkezeti sokasagok

A rotamazok belsd mozgésainak vizsgéalatdhoz szerzétdrsam, Dr. Czajlik Andras futtatott kiilsd
kényszerfeltételekkel megkdtott molekuladinamikai szimulacidkat, és az igy létrehozott sokasdgokon
én végeztem el a tovabbi elemzéseket (Czajlik et al., 2017). igy a munkafolyamat els6 fazisara — a
kiindulési szerkezetek és kényszerfeltételek kivalasztisara, valamint a szimuldciok futtatasara — csak
roviden térek ki, hogy aztan részletesen bemutassam a szerkezeti sokasdgok elemzését és az azokbol
levont kovetkeztetéseket.

Harom olyan parvulin-tipusu cisz-transz izomerazt valasztottunk ki, amelyekhez rendelkezésre
alltak 'H-'H NOE-k és az amidkotésekre mért S? 4ltalanos rendparaméterek: az SaPrsA-t a
Staphylococcus aureusbdl, a TbPinl-et a Trypanosoma bruceibdl és a CsPinA-t a Cenarchaeum
symbiosumbo6l (25. abra). E harom fehérjéhez tartozo, altalunk felhasznalt kisérletes szerkezet PDB
kédja rendre 2JZV (Heikkinen et al., 2009), 2L.J4 (Sun et al., 2012) és 2RQS (Jaremko et al., 2011). A
SaPrsA és a CsPinA nem Pinl-tipusu parvulinok, vagyis nem tartalmaznak WW-domént és a katalitikus
mechanizmusuk foszforilaciofiiggetlen. A TbPinl ezzel szemben azok k6z¢é a Pinl-tipusu parvulinok
kozé tartozik, amelyek mechanizmusa foszforilaciofiiggé ugyan, de a Pinl-gyel ellentétben nem
tartalmaznak WW-domént.

A vizsgaland6 parvulinok kivalasztdsanal két szempont jatszott szerepet. Egyrészt olyan
szerkezetet kerestiink, amelyekre rendelkezésre allnak j6 mindségli, megbizhat6 kisérletes dinamikai
paraméterek — konkrétan 'H-'"H NOE-k és gerinc S? rendparaméterek — masrészt pedig elvaras volt,
hogy a vizsgalt parvulinok viszonylag kiilonb6zdek legyenek, hogy az 6sszehasonlitd elemzés felderitse
az eltéro ligandumaffinitas és a bels6 dinamika kozotti 6sszefiiggéseket.

Az NOE-k mint tavolsag-kényszerfeltételek a PDB adatbazisban nyilvanosan hozzaférhetok, mig
a publikalt gerinc-rendparamétereket a szerzok személyesen bocsatottdk a rendelkezésiinkre. A
felhasznalt tavolsag-kényszerfeltételeket elosziirésnek vetettiik ala: a sztereospecifikus tavolsagokat
szimmetrizaltuk, ¢és az igy keletkez6 duplikdtumokat eltavolitottuk. Azokat a tavolsag-
kényszerfeltételeket, amelyek a kiindulasi PDB sokasagban legalabb 0,5 A-mel sériiltek, elhagytuk. Igy
végiil a 2JZV, 2LJ4 és 2RQS szerkezetre rendre 1398, 1458 és 1132 tavolsag-kényszerfeltételt
alkalmaztunk.

A tavolsag- és rendparaméter-kényszerfeltételeket egyiittesen a MUMO-protokollnak
megfelelden alkalmaztuk: a rendparamétercket 8 parhuzamos replikara, az NOE-kat pedig parosaval

atlagoltuk (10. abra). A szimulaciokhoz az AMBER99SB eréteret és a TIP3P explicit oldészermodellt
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hasznaltuk. 8 parhuzamos replikat 10 ns-ig szimulaltunk, és az els6 1 ns-ot elhagytuk a hdmérséklet- és
nyomas-ekvilibracio céljabol. A trajektoridkat minden 100 ps-ban mintavételeztiik: igy a létrejovo
szerkezeti sokasagok egyenként 728 replikabol alltak.

Mindharom szerkezetre Iétrehoztunk egy-egy kényszerfeltételekkel megkotott sokasagot,
valamint 0sszehasonlitasképpen egy-egy nem megkotott sokasagot is, amelyben pontosan ugyanazokat
a kiindulasi beallitasokat alkalmaztuk, de a rendparaméter- és tavolsdg-kényszerfeltételek erdallandoit

0-ra allitottuk.

Ligadnumkoto

zseb Thr107 e _ foszfatkoto

Nagy lebeny

Kis lebeny

SaPrsA TbPinl CsPinA

L

SaPrsA ——GPLGSDSKKASHILIKVKS ———————— KKSDKEGLDDKEAKQKAEEIQKEVSKDPSKE
ThPiml = e MSEKLRAAHLLVKFSGSRNPVSRRTGDSTADVTYEDATKELQKWSQRIASGEVSE
CsPinA GPMGSMADKIKCSHILV-—————————— L A KOGEALAVQERL-KAGEKEFE
SaPrsA GEIAKKESMDTGSAKKDGELGYVLKGQTDKDFEKALFKLKDGEVSEVVKSSFGYHTITKAD
TbPinl EEAASQRSDC-GSYASGGDLGFFSSGEMMKPFEDAVRALKIGDISPIVQTDSGLHIIKRL
CsPinA GKLAKELSIDGGSAKRDGSLGYFGRGKMVKPFEDAAFRLOQVGEVSEPVKSEFGYHVIKRL

25. abra: Az elemzéshez felhasznalt SaPrsA, TbPinl és CsPinA parvulin-tipusu cisz-transz izomerdzok egymashoz
illesztett szerkezete és szekvencidja. Az illesztés a MAMMOTH-MULT (Lupyan et al 2005) programmal késziilt.
A: A harom fehérje reprezentativ szerkezete a C, atomok pozicioja szerint egymashoz illesztve. A szerkezetek csak
a konszenzus aminosavakat tartalmazzak. B: A hidrogénkotés-halozatot alkoto 5 aminosav elhelyezkedése a
TbPinl szerkezetén bemutatva. A foszfatkéto hurok kiilon van jelolve ezen az abran, ugyanis ezt a régiot a harom
abrazolt fehérje koziil csak a ThbPinl tartalmazza. C: A harom fehérje szekvencia-illesztése, kiilon kiemelve a
hidrogénkatés-halozatot alkotéo aminosavakat.
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6.2 A szerkezeti sokasagok elemzése

6.2.1 A kisérleti adatoknak valo megfelelés

A szimulaciok eredményeképpen tehat a SaPrsA, TbPinl és CsPinA parvulin-tipusi cisz-transz
izomeraz fehérjékre egy-egy megkotott és nem megkotott sokasagot kaptunk, amelyeket 6sszevetettem
az eredeti, PDB-ben elérhetd kisérletes sokasaggal is.

A peptidgerincre meghatarozott globalis RMSD értékek arrol tantiskodnak, hogy mindegyik
fehérje kompakt, jol definialt globularis szerkezettel rendelkezik (6. tablazat). Feltiind tendencia, hogy
a flexibilis farokrégiok kizarasaval meghatarozott RMSD értékek mindegyik fehérje esetén az eredeti
sokasag, megkdotott sokasag és nem megkdtott sokasag sorrendjét kovetve novekszenek, amely egytittal
a konformacios flexibilitas tendencidzus novekedésére is utal. Ez nem meglepd, ismerve a sokasagok
eldallitasara hasznalt eljardsokat. Az eredeti, PDB-boOl nyert sokasag a single structure refinement
modszerével késziilt, amely soran mindegyik tavolsag-kényszerfeltételt rakényszeritik minden egyes
replikara. Ezzel szemben az altalunk eldallitott, megkotott sokasagban a valamivel megengeddbb,

sokasag-atlagolason alapuld megkotést alkalmaztuk.

, RMSD A S? korrel. | Kémiai eltolodas korrel.
Sokasag Solfasag Teljes o Teljes

merete molekula Merev régio molekula Ca Ha
SaPrsA
eredeti 25 2,01 £0,65 0,75+0,22 0,59 0,98 0,93
nem megkotott 728 2,09 £0,57 1,43 +£0,38 0,58 0,98 0,92
megkotott 728 1,89 + 0,65 1,12+ 0,20 0,93 0,99 0,94
TbPinl
eredeti 20 0,68 £0,18 0,43 £0,08 0,38 0,96 0,84
nem megkotott 728 2,12+ 0,49 1,93 £0,46 0,16 0,97 0,86
megkotott 728 1,71 £0,52 1,58 +£0,53 0,92 0,97 0,86
CsPinA
eredeti 20 2,16 £0,72 0,64 +0,17 0,11 0,97 0,66
nem megkotott 728 3,35+1,00 2,35+0,80 0,23 0,98 0,72
megkotott 728 2,44+ 0,72 1,21 £0,26 0,78* 0,98 0,75

6. tablazat: Az eléallitott parvulin-sokasdagok gerinc RMSD-je és megfelelése a kisérletes paramétereknek. Az
eredeti sokasagok a 2JZV, 2LJ4 és 2RQS PDB koddal jel6lt szerkezetek voltak sorrendben az SaPrsA, TbPinl és
CsPinA fehérjékre. Az RMSD értékek meghatarozasakor a peptidgerinc mindegyik atomjat figyelembe vettiik. A
merev régiokra meghatdarozott RMSD értékek szamoldsakor elhagytuk a fehérjék viszonylag nagy flexibilitdast

crer

SaPrsA, ThPinl és CsPinA fehérjékre. Az RMSD értékeket a MOLMOL programmal, a kémiaieltolédds- és S°-
korrelaciokat a CoNSEnsX programmal szamoltuk.
*4 CsPinA fehérje esetén a Gly97 aminosavra visszaszamolt S? értéket elhagytuk a korrelacié szamoldsakor.

A sokasagok hitelessége mellett szol, hogy bar kémiai eltolodasokat nem alkalmaztunk

kényszerfeltételként, a kémiaieltolodas-korrelaciok az altalunk eldallitott sokasagban nem rosszabbak,
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mint az eredeti sokasagban, s6t, a CsPinA esetében szignifikans javulast tapasztalhatunk. Az S
megkotések alkalmazasaval az S*-korrelaciok ugrasszerli novekedését tapasztalhatjuk. A CsPinA
esetében a Gly97 aminosavra visszaszamolt S*-értéket elhagytuk a korrelacid meghatarozasakor,
ugyanis ennél az aminosavnal egy konformacios elhajlast tapasztaltunk, ami két alternativ konformaciot
eredményezett a végsd sokasdgban. Azt valdsziniileg a legfeljebb 0,5 A-mel sériil6 NOE-megkdtések
szigoru alkalmazasa okozza: ezek elhagyésakor az effektus csokkenthetd. Mindenesetre, mivel ez az

aminosav nem szerepel a konszenzus szekvenciaban, az elemzéseink tovabbi részét nem érinti.

6.2.2 A leghangsulyosabb bels6 mozgasok

Annak érdekében, hogy 6ssze tudjam hasonlitani a hdrom vizsgalt fehérje bels6 mozgasait, egymashoz
illesztettem Oket a tObbszords szerkezetillesztés (multiple structure alignment) modszerrel, a
MAMMOTH-MULT programcsomagot hasznalva. A konszenzus szekvencia 89 aminosavat tartalmaz,
¢s magaba foglalja a kotozsebet és az azt koriilvevo lebenyek tulnyomo részét (25. abra).

Elséként elvégeztem egy-egy fokomponens-elemzést a hirom fehérjéhez tartozd eredeti,
megkotott €s nem megkdtott sokasag dsszevondsaval 1étrehozott sokasdgon (26. abra). Az adatpontok
elsd két fokomponens mentén torténd eloszlasabol megerdsithetjilk a globalis RMSD-kbdl levont
kovetkeztetést: a megkotott sokasagok szitkebb konformacios teret fednek le, mint a nem megkdtott
sokasagok. A fokomponens-abrakon az is latszik, hogy (CsPinA esetét kivéve) a nem megkotott
sokasagok altal lefedett konformacios tér tartalmazza a megkotott sokasagokat, amelyek pedig
tartalmazzak az eredeti sokasagokat. Ez a tendencia még feltiindbb a csak a konszenzus szekvencia
aminosavjaira elvégzett fokomponens-elemzés eredményét mutatd abrazolasokon.

A harom kiilonb6z6 parvulin belsé mozgasainak 0sszehasonlitasahoz a megkotott sokasagok
konszenzus szekvenciajahoz tartozé aminosavjain egy jabb fokomponens-elemzést végeztem el (27.
abra). A harom fehérje jol szeparalodik az els6 két fokomponens mentén, melyek a megkotott
sokasagok esetén a teljes variancia 44 és 25%-at, a nem megkotott sokasagok esetén pedig 36 és 24%-
at teszik ki.

A megkotott €s nem megkotott sokasagokbol szamolt fokomponensek egymassal alacsony
atfedést mutatnak, leszdmitva a megkdotott sokasag elsdé és a nem megkotott sokasag masodik
fokomponensét (28.A abra). Ez a fokomponens a kis és a nagy lebeny egymastol valo eltavolodasat és
kozeledését, egyfajta légzd mozgdst reprezental, amely valojaban éppen a kotézseb kinyildsanak és
becsukodésanak felel meg (28.B abra). A kotdzseb nyitottsdgat intuitivan a két lebeny tetején 1évo két
aminosav C, atomjanak tavolsagaval lehet szdmszertsiteni, amely a megkotott sokasagok esetén
figyelemreméltoan jol korrelal az els6 fokomponenssel (R = 0,82, p <0,0001). Vilagosan latszik, hogy
a harom fehérje mas-mas régiot fed le nemcsak az elsé fokomponens, hanem a kotézseb nyitottsdganak
megfeleld dimenzidban is: az SaPrsA a leginkabb zart, a CsPinA valamivel nyitottabb, és a TbPinl,
amelyik a legszélesebb tartomanyt Gleli at az abran, egytttal a legnyitottabb (28.C abra). A 1égz6
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mozgas tehat a TbPinl fehérjében a legdominansabb, és valamivel kisebb mértékben ugyan, de jelen

van a masik két fehérjében is.

Teljes fehérje
PC2
-

Konszenzus szekvencia
PC2

42 | 1 1 1 llii 1 a5 L 1m0 7\:7 1 I 1 1 1 15
-15 -1 -05 0 05 1 15 2 3 25 2 45 4 05 0 05 1 15 2 -7

PC1 PC1

Eredeti sokasag Megkitit sokasag

26. dbra: A harom vizsgalt fehérjébdl késziilt sokasagok egymasra illesztve (felsé sor), illetve a megkdtott, nem
megkotott és az eredeti sokasdgokat tartalmazé dsszevont sokasdgokon elvégzett fékomponens-elemzés
dbrazolasa. Kiilon abrdk mutatjak a teljes fehérjéken (kézépsd sor), illetve csak a konszenzus szekvencidkon
elvégzett (also sor) f6komponens-elemzés eredményeit.

Az altalanos rendparaméterek a fehérje gyors (ps-ns) mozgasait reprezentaljak. A létrehozott
sokasagoktol elvarhato, hogy egy, a nativ allapothoz kozeli, atlagos szerkezet koriili gyors fluktuaciot
tilkrozzenek, amelyrdl a fékomponens-elemzés ad szemléletes képet. Azonban TbPinl altal széles
tartomanyban mintavételezett 16gz6 mozgasatol azt varnank, hogy ennél valamivel lassabb id6skalan
torténik.

Ezt a latszolagos ellentmondast az a feltevés oldja fel, amely szerint az S?-kényszerfeltételek
els6sorban nem a mozgasok amplitiddjara, hanem azok iranyara jelentenek megkotést. Az RMSD-
értékek is azt mutatjak, hogy a TbPinl semmivel sem flexibilisebb a masik két fehérjénél (6. tablazat).

A fékomponens-elemzés eredményeit is figyelembe véve azt mondhatjuk, hogy a TbPinl-ben a
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konformacios fluktuacié a masik két fehérjéhez képest hasonlé mértékii, de mas irdnyban torténik, ami

mas fokomponenseket eredményez.

o . - " Megkotott +
Megkotott sokasagok Nem megkotott sokasagok g9 .
nem megkotott sokasagok
15 25 25 =
1+ : . %““:’
15 \ -
05 .'t
: :
3 o 05 ¥
3 :
0
0.5
05
-1
=]
15 = -15
2 145 14 05 0 05 1 15 2 25 3 5 1 3 -2 -1 0 1 2 15 -1 05 0 05 1 15 2

PC1 PC1 PC1

SaPrsA megkotott e
TbPin1 megkotatt .
CsPinA megkotétt e

SaPrsA nem megkotott a
TbPin1 nem megkététt e
CsPinA nem megkotott o

SaPrsA TbPinl CsPinA

27. dabra: A harom kiilonb6zo parvulin fehérjét tartalmazo egyesitett sokasagok, és az azokra elvégzet
fokomponens-analizis eredménye. Az elemzéshez csak a konszenzus szekvencia aminosavjait hasznaltuk fel (Id.
25. abra). A fokomponens-elemzést elvégeztiik csak a megkotétt, csak a nem megkotott, valamint a megkotott és
nem megkotott sokasagokbol allo kombinalt sokasdgra.

p -

0s |

PC1

R=0.82
t=67.12
p <0,0001

Newm megkétott sokasagok

SaPrsA megkotott  «
TbPin1 megkotott =
CsPinA megkatott -
A5 g& ok L L L L L

Meglotétt sokasagok 6 8 10 12 14 16 18 20 22 2

Kétdzseb nyitottsaga (A)

28. abra: A megkotott parvulin-sokasagokra meghatarozott elsé fokomponens és a kotozseb nyitottsaga kozotti
osszefiigges. A: A megkotott és nem megkotott sokasagok elsé ot fokomponense kozotti atfedés, kiilon feltiintetve
az egyik kiugro értéket. B: Az elso fokomponens dltal reprezentalt leghangsulyosabb mozgas. A két szerkezet a
két extrém konformacionak felel meg. Piros szinnel van jelolve az a két aminosav, amelyeket a kotozseb
nyitottsaganak definiciojahoz felhasznaltam. C: A harom sokasdg eloszlasa a kétozseb nyitottsaga és az elsé
fokomponens szerint, feltiintetve a korrelaciot is.

Ne felejtsiik el, hogy a 1€gz6 mozgast reprezentald, elsé fékomponens valdjaban a harom
megkotott sokasagot tartalmazo, kombinalt sokasag elsé fokomponenseként adddott, igy nem elvarhato,
hogy mindegyik fehérjében ez a bizonyos 1égz0 mozgas, még ha jelen is van, a leghangsulyosabb

mozgasok kozott legyen. Ezt igazoljak az egyes megkotott sokasagok fokomponensei és a kombinalt
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sokasag fokomponensei kozotti atfedések (28. B abra). A CsPinA-ban és a SaPrsA-ban a 16gz6 mozgas
nem jelenik meg észrevehetden az els6 négy fokomponens kozott. A TbPinl-ben is csak az elsd
fékomponenssel mutat némi atfedést, de ebbe a fokomponensbe mas mozgasok is belekeverednek.

A létrehozott sokasagok valojaban nem bizonyitjak, hogy a 1€gz0 mozgas ténylegesen, a
szimulacioban is mintavételezett gyors idéskalan torténik. Egy plauzibilis értelmezés, hogy a sokasagok
a gyors mozgasok altal lefedett konformdcios tér maximumat mintavételezik, de a lassi mozgasok
szerinti mas-mas éallapot koriil. Mindenesetre a kisérletes S*-eknek vald jo megfelelés mindenképp
megerdsiti azt a feltevést, hogy ezekben a fehérjékben jelen van a 1égz6 mozgas. A TbPinl raadasul
foszforilalt ligandumok izomerizacidjat katalizalja, ezért a kotozseb viszonylag nagy amplitadoji
kinyilo-becsukddd mozgésanak ténylegesen lehet szerkezeti biologiai relevanciaja. Ezt erdsiti az a

crer

kisérletekkel kémiai kicserélodést figyeltek meg, igaz, a lassabb idéskalan (Sun et al., 2012).

6.2.3 Osszevetés kisérletes parvulin szerkezetekkel

Az eldallitott sokasdgokat Osszevetettem szaz darab, PDB-bdl elérhetd kisérletes parvulin-tipusu
rotamaz-szerkezettel. A kivalasztott domének listaja tartalmazta a harom vizsgalt fehérje (SaPrsA,
TbPinl és CsPinA) rotaméaz doménjét is. Az elemzésbe bevett szerkezeteket harom csoportra osztottam
aszerint, hogy a teljes fehérje pontosan egy rotamaz, két rotamaz vagy pedig egy rotamaz és egy WW
domént tartalmaz. A felhasznalt szerkezetek koziil igy némelyek ugyanannak a fehérjelancnak részei,
masok pedig egy adott PDB-szerkezet kiilonb6z6 fehérjelancahoz tartoznak. Ilyen modon sszesen 16
fehérjérol késziilt 78 PDB-szerkezetet hasznaltam fel (F16. tablazat, F17. tablazat).

Els6 1épésként elvégeztem a szaz parvulin domén tobbszords (F18. abra). A konszenzus-
szekvencia 53 aminosavat tartalmaz, amelyet a tovabbiakban sziikitett konszenzusnak nevezek. Erdekes
modon ennek a listinak nem képezi részét az N-terminushoz kdzelebbi konzervalt hisztidin, annak
ellenére, hogy az irodalom szerkezetileg és funkcionalisan jelentGs szerepet tulajdonit neki.

Ezt kovetéen fokomponens-elemzést végeztem a harom altalunk eldallitott megkotott
sokasagbol, valamint a 100 kisérletes rotamdz doménbdl allo szerkezet 53 aminosavat tartalmazé
teret fednek le, mint a PDB-bdl nyert kisérletes szerkezetek. Ez els6 kdzelitésben meglepd lehet, hiszen
a mi sokasagaink minddssze harom kiilonb6z6 parvulin domént tartalmaznak, szemben a kisérletes
szerkezetek széles valtozatossagaval. Ugyanakkor a kristalyszerkezet zstfolt elrendezésbe kényszeriti
a molekulakat, ami némi magyarazattal szolgal a kisebb konformacios variabilitasra.

Az els6é fokomponens, akarcsak a megkotott sokasagokra elvégzett elemzés esetén, a kotdzseb
kinyilo-becsukddo mozgasanak felel meg. A kisérletes sokasagok koziil egyediil a két rotamédz domént
tartalmazo fehérjék szerkezetei mutatnak jelentds eloszlast e fokomponens mentén. Az egyetlen ilyen

fehérje, amelyr6l mindkét rotamaz domént tartalmazé kisérletes szerkezet késziilt, az 1IMSY, amely 4
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ekvivalens lancot tartalmaz. Az N-termindlis rotamaz domének mind pozitiv, a C-terminal domének
pedig mind negativ értéket vesznek fel az elsé fokomponens mentén. Erre az a magyarazat, hogy az N-
terminalis domént a nagy lebeny kiterjesztése veszi koriil, amely a kotdzsebet valamelyest nyitottabb

konformacioba kényszeriti.

PC2

SaPrsA
TbPinl 1 rotamaz domén
CsPinA

29. abra: A harom dltalunk eldallitott megkotott sokasdaghbol, valamint a 100 kisérletes rotamdz doménbdl allo
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veégzett fokomponens-elemzése. Az dbran kiilon szinnel vannak jelolve azon fehérjékbdl szarmazo rotamdz
domeének, amelyek pontosan egy rotamaz, két rotamaz, vagy pedig egy rotamaz és egy WW domént tartalmaznak.
A: Az adatpontok abrazolasa az elsé két fokomponens mentén. B: A harom altalunk eléallitott sokasag és a 100
kisérletes rotamadz egymasra illesztett sziikitett konszenzus régioja. C: A 100 kisérletes rotamadz egymasra illesztett
sziikitett konszenzus régioja.

Ebben az elemzésben az altalunk eldallitott megkotott sokasagok jelentds szeparacidt mutatnak
reprezentalja, ahol a kis és nagy lebeny kapcsolodik egymashoz. Ez valdjaban a 1égz6 mozgast lehetéveé
konyokrégio, hiszen ehhez kapcsolodva tud a két lebeny kozeledni egymashoz vagy tdvolodni
egymastol. A masodik fékomponens épp ott mutatja a maximalis fluktuaciot, ahol az elsé fékomponens
Gly114 aminosavnal, vagy a konszenzus szamozas szerinti 37. aminosavnal (30. abra).

A 29.A ébra tanusaga szerint a kisérletes rotamaz szerkezeteknek is viszonylag nagy az eloszlasa
a masodik fokomponens mentén. Ebbdl praktikusan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy ezek a
konforméciok egy lassabb iddskalan torténd mozgas mentén mintavételezett allapotot tiikroznek.
Ugyanakkor ebbdl az elemzésbdl nem allapithatd meg, hogy ez egy minden parvulin-tipust rotamazra
jellemzé mozgas-e, valamint hogy ténylegesen hattassal van-e a katalizisre.

Camilloni és Vendruscolo 2015-6s munkajabdol (Camilloni & Vendruscolo, 2015) kiindulva
meghataroztam a kiilonb6z6 parvulin-szerkezetekben az elektrosztatikus térnek a ligandum prolinjanak
amidsikjara meréleges komponensét. A tanulmany szerzoi arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ez az
elektrosztatikus erd fogantyuként stabilizalja a csavart amid atmeneti allapotot. En nem taldltam
korrelaciot a kotézseb nyitottsaga és az elektrosztatikus tér Z-komponense kozott a katalizalt prolin

amidsikjaban. Igaz, Camilloni és mtsai joval pontosabb, kvantumkémiai szamolasokkal hataroztak meg
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az eletromos tér nagysagat, én viszont minddssze klasszikus fizikai megkozelitést alkalmaztam, az

alkalmazott molekuladinamikai erdtér altal az atomokra helyezett parcialis toltéseket felhasznalva.

PC1 —

I3

acio

I3

Négyzetes fluktu

Aminosav
(illesztett szamozas)

30. abra: Az elsd két fokomponens négyzetes fluktuacioja a sziikitett konszenzus aminosavszam fiiggvényében. A
fokomponens-elemzést a harom altalunk eléallitott megkotott sokasagbol, valamint a 100 kisérletes rotamaz

crer

a Pinl fehérje azon régioi vannak jelolve, amelyek az elsé ket f6komponens dltal reprezentalt belsé mozgasban a
legnagyobb fluktudciot mutatjak.

A konyokrégio egyuttal az a része a parvulin doméneknek, amelyik kdzvetlen kapcsolatban van
a WW doménnel. A Pinl esetén példaul mind a WW domént nélkiil6z6 mutansok, mind pedig a WW
doménnel kolcsonhatast megakadalyozo pontmutansok szignifikansan mas aktivitast mutatnak, mint a
vadtipusu Pinl. Ezzel 6sszhangban van az is, hogy a mi elemzésiinkben is jol szeparalodnak a WW
domént tartalmazo, illetve nem tartalmazé fehérjék a masodik fokomponens mentén, és ez a modus
éppen a konyokrégid mozgasanak felel, amely kozvetlen kolcsonhatasban van a WW doménnel.
Ezekbdl az észrevételekbol azt a meggy6z6 kovetkeztetést lehet levonni, hogy a konyokrégio, akar
mutaciokon, akar a WW doménnel vald kolcsonhatasan keresztiil, modulalja a 1égzémozgas

amplitudojat, és ezaltal a fehérje enzimatikus aktivitasat is.

6.2.4 A konzervalt hisztidinek €s a hidrogénkotés-halozat vizsgalata

A parvulin-tipust rotamaz doménekben talalhato két konzervalt hisztidin, amelyek egy 5 aminosavbol
kialakitott hidrogénkotés-halozat részei (25.B abra). A katalizisben betoltott lehetséges szerepiik
vizsgalatanak céljabdl kiszamoltam e két hisztidin oldallancénak y; és yx, torzids szdgeit, valamint a
PropKa predikcios programmal meghataroztam az imidazol-gytirii pKa-értékeét.

Egymas fliggvényében abrazoltam két hisztidin y; €s 2 torzios szogei kozotti kiilonbség abszolut
értékét, valamint a két hisztidin pKa-értékeit (31. abra). Az oldallanc-orientaciok viszonylag magas
korrelaciot mutatnak (R = 0,64), a két hisztidin pKa értékei ennél joval alacsonyabbat (R = 0,28).
Azonban a meghatarozott Pearson-korrelacios koefficiens mindkét esetben szignifikans (p < 0,0001)

¢és ez kelld bizonyitékul szolgal arra, hogy a két hisztidin viselkedése Osszefligg egymassal. és az is
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valoszintisithetd, hogy a belsé dinamika és a katalizis szabalyozasaban is egymassal egyiittmiikddve
vesznek részt.

A 31.B ¢és 31.C abrakon azt is megfigyelhetjiik, hogy a harom vizsgalt fehérjébdl eldallitott
sokasag valamelyest elszeparalodik, akarcsak az elsé két fokomponens altal reprezentalt
leghangsulyosabb belsé mozgasok mentén. Jelen esetben ez azonban nem csak az eltérd kiindulési
konformdciéval magyarazhatd, hanem a vizsgalt hisztidinek protonaltsadgi allapotaval (32. abra). A
TbPinl és a CsPinA fehérjék kisérletes szerkezeteiben az imidazolgylirii teljesen protonalt allapotban
volt. Ezzel szemben a SaPrsA esetén a szerzok részletesen megvizsgaltdk a hisztidin protonaltsagat,

amelyet a PDB-be feltoltott kisérletes szerkezet is meg0Orzott.
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31. abra: A két konzervalt hisztidin orientacioja és pKa eértéke. Az abrazolt adatpontok a harom vizsgalt fehérjére
eloallitott megkotott sokasagokhoz tartoznak. A: A hisztidin aminosav oldallancanak orientacioja yl1 és y2 torzios
szogekkel definialva. B: A két hisztidinhez tartozo y és y» torzios szogek kozotti kiilonbségek abszolut értékei,
egymas fiiggvényében abrazolva. C: A két hisztidin pKa értéke, egymas fiiggvényében abrazolva. A predikcio a
PropKa programmal kesziilt.

Az eltéré protonaltsagi allapot mas-mas hidrogénkotés-mintazat kialakitasat teszi lehet6vé a
hisztidinek szamara, amely kdzvetlen hatassal van az oldallancok konformacios szabadsagara is. A
szimulaciokhoz felhasznalt kiinduldsi szerkezetek koziil egyediil a SaPrsA fehérjében volt teljes a
hidrogénkotés-halozat, a masik két esetben az N-terminalis hisztidin nem tud hidrogénkdtést
kialakitani. Ezzel 6sszhangban ebben a fehérjében a legkisebb a két hisztidin oldallanc-torzidsszogeinek
variabilitasa (31.B abra).

Hogy képet kapjak a hidrogénkotés-halozat hatasarol a fehérje belsé dinamikajara, elvégeztem
egy fékomponens-elemzést azon az 6t aminosavon, amely érintett a halozatban (33. abra). Figyelemre
méltd, hogy mind az 6t aminosav a nagy lebenyben van. Az elsé fékomponens a halézat két végén
talalhaté Ser/Thr és Cys/Asp relativ elmozdulasat, a masodik fokomponens pedig a két hisztidin
mutat (R = 0,61, p < 0,0001) az Osszes megkotott sokasagra elvégzett elemzésbol adodod elso
fokomponenssel, ami a [égzOmozgast reprezentalja (33.B abra). Ez nem meglep6 annak fényében, hogy

a hidrogénkdotés-haldzatot alkotd aminosavak a konszenzus-szekvencia részei, tehat valojaban a
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megkotott sokasagok részhalmazat képezik. Azonban az elsé fOkomponens altal reprezentalt
mozgasban a két lebeny relativ elmozdulasa dominal, mig a hidrogénkdtés-halozatra meghatarozott
fokomponensek a nagy lebeny belsd mozgasat reprezentaljak. Mindezen eredmények alapjan csabito
azzal a feltételezéssel élni, hogy a hidrogénkdtés dinamikus kialakulasa-felbomlasa modulalja a nagy

lebeny B-szalainak mozgasat, megakadalyozva a nagy amplitiddji konformacios atrendezddéseket.
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32. abra: A hdarom vizsgalt fehérjéhez tartozo kiinduldsi szerkezetekben taldlhato két konzervalt hisztidin
protonaltsagi allapota, és a protonaltsagi allapot fiiggvényében létrejové hidrogénkdtés-halozat a nagy lebeny 5
érintett aminosav-oldallanca kézétt (Id. 25. abra).
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33. abra: A hidrogkénkétés-halozatban érintett 5 aminosavra elvégzett fékomponens-elemzés. Az érintett
aminosavak a konszenzus-szekvencia szerint: His9, Cys/Asp40, Serd2, Thr/Ser79 és His84 (Id. 25. abra). Az
dbrazolt adatpontok a harom vizsgalt fehérjére eloallitott megkotott sokasagokhoz tartoznak. A: Az adatpontok
eloszlasa az 5, hidrogénkotés-hdlozatban érintett aminosavra meghatarozott elsé és masodik fékomponens
mentén. B: A hidrogénkotés-halozatra meghatdarozott elsd fokomponens és a hdrom megkotott sokasagra

meghatdrozott elsé fokomponens egymas fiiggvényében abrazolva, a korreldcio feltiintetésével.
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6.3 Diszkusszié — Masodik téziscsoport

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

Bar egy viszonylag egyszerti kémiai atalakuldst katalizalnak, az enzim miikddésének pontos
mechanizmusa nem ismert. Altalanosan elfogadott, hogy a katalizis soran nem bomlik fel a peptidkétés,
hanem a reakci6 egy csavart atmeneti allapoton keresztiil jatszodik le.

Szamos jel arra utal, hogy a parvulin-tipust rotamazok szerkezetében talalhato két konzervalt
hisztidin, illetve az 6t aminosav altal — beleértve e két hisztidint, tovabba két szerint és egy ciszteint is
— kialakitott hidrogénkotés-halozatnak fontos szerep jut a katalizisben. Kideriilt azonban, hogy a kett6s
hisztidin-mutans és a cisztein pontmutins is katalitikusan aktiv marad, valamint hogy a
ligandumkotéskor a hisztidinek kémiai eltolédasa csak minimalisan valtozik meg, tehat nem Iépnek
kozvetlen kolcsonhatasba a ligandummal (Bailey et al., 2008; Terada et al., 2001). Ezek az eredmények
azt sejtetik, hogy mind a konzervalt hisztidineknek, mind pedig a hidrogénkotés-halozatot kialakito
aminosavaknak inkabb szerkezeti és dinamika szerepiik van, és nem vesznek részt kozvetleniil a
katalitikus mechanizmusban.

A Pinl-tipust parvulinok foszforilaciofiiggd mechanizmust kdvetnek: a prolin eldtti aminosav
csak foszforilalt treonin vagy szerin lehet. Ezek a parvulinok a katalitikus domén mellett tartalmaznak
egy N-terminalis WW domént, amelynek szerepe szintén nem teljesen felderitett. Mivel azok a
pontmutansok, amelyekben a mutacié megbontja a két domén kozotti kolesonhatast, inaktivak, arra
kovetkeztettek, hogy a WW domén allosztérikus modon szabalyozza a katalitikus domén dinamikajat
(Olsson et al., 2016).

Hogy felderitsiik a parvulin-tipusti cisz-transz izomerazok bels6 mozgasai és katalitikus
mechanizmusa kozotti lehetséges Osszefliggéseket, valamint a hidrogénkotés-halozat és a WW
doménnel kialakitott kolcsonhatas szerepét, dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagokat allitottunk el6 a
SaPrsA, TbPinl és a CsPinA fehérjékrol. A sokasagok eldallitaissthoz a MUMO-protokollnak
megfelelden kisérletes S? rendparaméter- és 'H-"H NOE tavolsag-megkotéseket alkalmaztunk kiilsd
kényszerfeltételként, de mindharom fehérjéhez eldallitottunk egy-egy nem megkotott sokasagot is.

Az sokasagok elemzésekor megallapitottam, hogy jo egyezést mutatnak a kisérletes dinamikai
paraméterekkel. Kiilon kiemelendd, hogy a kényszerfeltételek alkalmazasaval ugy tudtunk javulast
elérni a S? rendparamétereknek vald megfelelésben, hogy kozben nem rontottuk el a kémiai

eltolédasoknak vald megfelelést, amelyeket viszont nem hasznaltunk fel a sokasagok eldallitasahoz,
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csak a validaciojahoz. Ez alapjan elmondhato, hogy olyan szerkezeti sokasagokat sikeriilt el¢allitanunk,

amelyek jol tiikkrozik a gyors (ps-ns) idoskalan torténo belsé mozgasokat.

2.1. tezis: Fokomponens elemzés segitségével megallapitottam, hogy a parvulin-tipusi
rotamazokra jellemzé a kétozseb kinyilo-becsukodo mozgasa. E mozgas mentén a harom vizsgalt

fehérje mas-mads allapotot mintavételez.

A parvulin-sokasagok elemzésekor adodo elsé fokomponens altal reprezentalt leghangstlyosabb
belsd mozgas megfeleltethetd a kotdzseb kinyilo-becsukddd mozgasanak, amelyet 1€gz6 mozgasnak
hivtam. A harom fehérjérol eldallitott sokasag mas-mas régiot fed le az elsé fokomponens mentén (28.
abra).

A légzomozgas egyarant jelen van a nem megkdtott sokasagokban is, &m az ezeken végzett
fékomponens-elemzés alapjan ez csak a masodik leghangstlyosabb belsé mozgas.

A harom vizsgalt fehérje koziil a TbPin1 fedi le a legnagyobb régiot az elsé fokomponens mentén,
ami arra utal, hogy ez a mozgas leginkabb ebben a fehérjében van jelen. Figyelembe kell venniink
azonban, hogy a szimulaciok a fehérjék gyors bels6 mozgasait tudjak mintavételezni, ezenkiviil a
kényszerfeltételként alkalmazott S?>-megkotések is a gyors dinamikéra vonatkoznak. Ugyanakkor a
katalizis id6allandojaval egy nagysagrendbe esé konformacios kicserélddés ennél lassabb idéskalan
volt csak megfigyelhetd.

A 1égz6 mozgas csak a harom megkotott sokasag unidjabol adodd sokasagban volt a
leghangsulyosabb. Ez arra utal, hogy valdban jelen van a parvulinokban, am a gyors dinamikat tiikkr6z6
sokasagok ezt a mozgast nem tudjak dnmagukban tiikrozni, hanem a lasst 1égzOmozgas szerinti mas-

mas allapotot mintavételeznek.

2.2. teézis: Az eldallitott sokasagokat Osszevetettem nyilvanos adatbazisban elérheto kisérletes
szerkezetekkel. A konszenzus szekvencian elvégzett fokomponens elemzés segitségével megallapitottam,
hogy a parvulin-tipusu rotamdzokra szintén jellemzo a kis és nagy lebenyt 6sszekoté kényokrégio
elmozdulasa, amely egyuttal a WW doménnel rendelkezé parvulinokban a két domén kozotti

kélcsonhatasért felelos.

Az altalunk eldallitott sokasag és tovabbi 100, kisérletes rotamaz szerkezet Osszevondséval
késziilt sokasdg elemzésekor az deriilt ki, hogy a madasodik leghangsulyosabb bels6 mozgas a
1égzO6mozgast lehetdvé tévo konyokrégid (a nagy és kis lebeny csatlakozasi pontjanak) elmozdulasat
reprezentalja (29-30. abra). E felismerésnek jelentdsége, hogy épp ez a régid alakit ki kozvetlen
kolcsonhatast a szomszédos WW doménnel. Ezzel 6sszhangban van az a kisérletes megfigyelés, hogy
a Pinl esetén a konyokrégioban talalhato, I28A mutacio anélkiil csokkenti le az enzimatikus aktivitast,

hogy kdzben befolyasolna barmely domén szerkezetét (Wilson et al., 2013).
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A harom eldallitott sokasag az ilyen médon adod6 masodik fokomponens mentén is viszonylag
jol szeparalodik, tehat nemcsak a 1€gzOmozgas, hanem a konyokrégid elmozdulasa mentén is mas-mas
allapotot mintavételeznek. Ebbdl az kdvetkezik, hogy e két fontos mozgas egymassal 6sszefliggésben
van.

A WW domént tartalmazd és nem tartalmazé parvulinok valamelyest szeparalodnak a
konyokrégido mozgasat reprezentald fokomponens mentén. Ez a megfigyelés dsszhangban van azzal a
feltételezéssel, hogy a WW domén, amennyiben jelen van, allosztérikus mddon szabalyozza a
katalitikus domén dinamikdjat. Az itt elvégzett elemzések magyardzatot adnak a WW domén szerepére
a katalitikus mechanizmusban: a konyokrégio kontrollalasan keresztil moduldljdk a kotozseb

kinyilasat.

2.3. tezis: Megallapitottam, hogy a hidrogénkotés-halozat protondltsagi dllapota befolyasolja

nagy lebeny belsé dinamikdjat a parvulin-tipusu rotamazokban.

A két konzervalt hisztidin, amely része a hidrogénkotés-halozatnak, egymassal valamelyest
Osszefliggd modon reorientalodik, ahogy erre mind a prediktalt pKa értékekbol, mind pedig az
oldallanc-torziosszogek valtozasabol kovetkeztettem (31. abra). Ezenkiviil észrevettem, hogy az 6t,
hidrogénkotés-halozatot  kialakito aminosavon elvégzett fOkomponens-elemzés soran adodo
leghangsulyosabb belsé mozgas korrelal a 1égzémozgassal (33. abra). A korrelacio Onmagaban
természetesen nem jelent ok-okozati Osszefliggést. Azonban az altalunk eldallitott sokasagok
észrevehetden szeparalodnak mind e fékomponens mentén, mind pedig a hisztidinek oldallanc-
orientacidja szerint, amely megmagyarazhato az eltéro protonaltsagi allapotokkal. A SaPrsA fehérjében
a hisztidinek egyszeresen protonaltak, ami a teljes hidrogénkotés-halozat 1étrejottét lehetdvé teszi, a
masik két fehérjében azonban a hisztidinek kétszeres protonacidja a haloézatnak csak részletes 1étrejottét
engedi meg.

Az eredményeink publikalasat kdvetden megjelent egy tanulmany, amely NMR-relaxacios és
H/D kicserélddés kisérletekkel szintén arra a konkluziora jutott, hogy a hidrogénkotés-halozat allapota
modulalja a Pinl katalitikus aktivitasat. Ezek a kisérletes eredmények megerdsitik az altalunk eldallitott

sokasagok és az azokbol levont kovetkeztetések validitasat (J. Wang et al., 2017).

2.4. tézis: A szerkezeti sokasagok elemzésébdl levont kovetkezetesek alapjan egy dltalanos
modellt javasoltam a parvulin-tipusu rotamdzok szabalyozasara. A kotézseb kinyilo-becsukodo
mozgdsanak dinamikdjat és amplitudojat egyrészt a hidrogénkétés-halozat protondltsdagi allapota,
masreszt a WW domén (amennyiben jelen van) a kényokrégio mozgdsan keresztiil moduldlja. A
kiilonbozo parvulinok kozotti eltérd aktivitas a kotozseb eltérden modulalt kinyilo-becsukodo

dinamikajaval magyarazhato.
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A bemutatott eredmények a parvulin-tipusii rotamazokban a 1égz6é mozgas amplitidoja és
dinamikéja hatarozza meg a ligandum-szelektivitast és szabalyozza a katalizist. A 1€gz6 mozgast pedig
két tovabbi faktor dsszehangolt hatasa modulalja: nevezetesen a WW doménnel valé kdlcsonhatas és a
nagy lebenyben talalhaté hidrogénkdtés-halozat allapota. Elképzelhetd, hogy ez a két hatds nem
fiiggetlen egymastol, bar ennek teszteléséhez, valamint e szabalyozé mechanizmusoknak a Pinl-ben
azonositott hidroféb vezetékkel (Namanja et al., 2007) (I1d. 2.2.2. fejezet) vald Gsszefliggésének
vizsgalatahoz tovabbi, gondosan megtervezett in vitro kisérletekre van sziikség.

Ez a modell, bar sziikségszerli egyszertisitéseket tartalmaz, ezért 6vatosan szabad csak beldle
kovetkeztetéseket levonni, mégis mindenképpen biztatd abbol a szempontbol, hogy 6sszhangban van
szdmos korabbi eredménnyel. A Pinl molekuladinamikai szimulécioi is azt mutattak, hogy a kotézsebet
koriilvevé hurkok mozgasa a katalitikus ¢s WW domén kozotti kdlcsonhatastol, valamint a mind a
katalitikus, mind a WW doménnek a ligandummal kialakitott kdlcsonhatasatol is fiigg (Guo et al., 2015;
Olsson et al., 2016). A hidrogkénkotés-halozatrol tett megallapitasaink megfeleltethet6k a Barman and
Hamelberg altal javasolt dinamikus hidrogénkdtésnek, amely meghatarozza a nagy lebeny dinamikajat
(Barman & Hamelberg, 2014). A mienkéhez hasonlé eredményekre jutottak az egyik FKBP-tipusu
rotamaz vizsgalatakor: a kotézseb dinamikaja itt is meghatarozé szerepet tolt be a ligandumkotésben és
a katalizisben (Quistgaard et al., 2016). Mindezek alapjan valoszinisithetd, hogy ez egy altalanos

mechanizmus a fehérjék miikodésének finomhangolasara.
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7 Konkluzio és kitekintés

A szamitéasi kapacitas novekedésével, valamint az egyre szofisztikéltabb elméleti megkozelitések
folyamatos fejlodésével a szamitogépes szimulacid mint tudomanyos modszer mara a kisérletes
megfigyelés egyenrangu tarsava nétte ki magat. Ez kiilondsen igaz olyan bonyolult rendszerek
vizsgalatakor, mint egy fehérjemolekula, amelynek bels6 dinamikajat még az erre leginkabb alkalmas
NMR-es kisérletekkel is csak kozvetve lehet megfigyelni. Egy figyelmesen megtervezett és
felparaméterezett molekuladinamikai szimulacio gyakorlatilag egy 6nallo kisérletnek tekinthetd, amely
nélkiil igen nehéz még a legalapvetobb NMR-es mérési eredményeket is értelmezni. Ugyanakkor egy
szimulacio érvényességét és az abbol levont kovetkeztetések jogossagat csakis egy valos kisérlettel
lehet megerdsiteni. Mérés és szimulacio tehat egymast kiegészité eszkozok lehetnek egy valos rendszer
vizsgalatahoz, melyek kozott egy iterativan fejlesztett elméleti modell teremt kapcsolatot.

Azok a fehérjék, amelyek belsd dinamikaja meghatarozo szerepet tolt be a bioldgiai funkcidjuk
szabalyozasaban, csak sokasagalapti megkozelitéssel vizsgalhatok. A szamtalan, kiilonb6z6 idéskalan
torténd lokalis vagy globalis fluktuacio, az allosztérikus szabalyozas, a kdtOpartner hatasa a populécio
eloszlasara vagy egy bels6 mozgds amplitidojanak és irdnyanak megvaltozdsara: ezek mind olyan
jelenségek, amelyeket lehetetlen egyszerre figyelembe venni a hagyomanyos szerkezet-funkcio
paradigma keretein beliil. Ennek kdvetkezménye, hogy a dinamikus fehérjeszerkezeti sokasagokbol
levont kovetkeztetések a fehérje miikodésének atomi szintli mechanizmusara nézve sziikségszeriien mas
nyelvi eszkoztarral élnek. Konformacio, konformacios kicserélodés, egy-egy jol definialt kdlcsonhatas
kialakulasa és felbomldsa helyett eloszlasokrol, fluktuaciokrol, bels6 mozgasok amplitidojanak
megvaltozasarol kapunk informaciot.

Ebben a dolgozatban két olyan fehérjemolekula molekuladinamikai szimulacidval torténd
vizsgalatat mutattam be, amelyekre szamos kisérletesen meghatarozott paraméter all rendelkezésre, &m
dinamikus jellegiik miatt ezek dnmagukban nehezen értelmezhetdk. Az itt bemutatott eredmények jo
példat szolgaltatnak arra, hogy a szamitdgépes szimulacid tényleges tobbletinformaciot ad a rendszer
viselkedésérdl, a mérési eredményekbdl kozvetleniil levonhatd kdvetkeztetéseken tal.

Mind a PSD-95 N-terminalis PDZ1-2 tandemjének, mind a parvulin-tipusa peptidil-prolil cisz-
transz izomerazoknak vizsgalata soran kiilsé kényszerfeltételekkel megkdtott molekuladinamikai
szimulaciokkal allitottunk el6 dinamikus szerkezeti sokasagokat. Kényszerfeltételekként a
peptidgerincre meghatérozott S*> rendparamétereket, valamint 'H-'H NOE tavolsag-megkotéseket
alkalmaztunk, melyek a molekula gyors (ns-ps) mozgasait tiikrozik. A szimulacié soran a vizsgalt
molekuldkat mintegy rakényszeritjiik, hogy tiikkr6zzék a kisérletesen megfigyelt paramétereket. Ennek
eredménye azonban joval tobb annal, hogy az eléallitott sokasdg jo megfelelést mutat a felhasznalt
paramétereknek: az igy megjelend belsé mozgéasok vizsgalatakor alapvetd biologiai szabalyozo

mechanizmusokra bukkanhatunk.
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A két rendszer intradomén mozgasainak vizsgalata soran egy kozos elv latszik kibontakozni: a
fehérjemolekula leghangsulyosabb mozgasai k6zott mindkét esetben megjelenik egy olyan fluktuacio,
amely a ligandumkoto zseb kinyilasat és becsukodasat eredményezi, és amely mozgas természete (a
kolesonhatas soran. Ezenkiviil mindkét fehérje esetén azt lattuk, hogy ez a kinyilo-becsukédd mozgas
kozvetlen Osszefiiggésben van a molekula egyéb, biologiailag relevans szerkezeti vagy dinamikai
allapotaval. Az eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a kotézseb dinamikajanak
modulécioja altalanos szabalyozé mechanizmus lehet globularis fehérjékben.

A PDZ1-2 tandem bels6 dinamikaja magaban foglal egy eggyel magasabb szinten, és ennélfogva
mas iddskalan torténd fluktuaciot: a szupramoduldris reorientaciot. A molekuladinamikai szimulacio
ezért egy Ujfajta megkozelitéssel tortént: a gyors mozgasokra vonatkozod S*-megkotéseket lokalis
illesztési algoritmussal kiilon-kiilon alkalmaztuk az egyes doménekre, €s ezzel nem befolyasoltuk az
interdomén dinamikat. Az eldallitott szerkezeti sokasagokbol egyértelmii 6sszefliggést figyeltiink meg
az intra- és interdomén mozgasok kozott. A kotSpartnerrel kialakitott lokalis kdlcsonhatasok a kotozseb
szupramodularis dinamikara is. Ez a mechanzimus szintén altalanos modellként szolgalhat
tobbdoménes rendszerek bioldgiai funkcidjanak vizsgalatahoz.

A szamitdégépes szimulaciokbol levont kovetkeztetések, barmennyire is intuitivak, nem
nélkiilozhetik a kisérletes megfigyeléseknek valdo megfelelést. Ezért mindkét vizsgalt rendszerrdl
eléallitott sokasagot Osszevetettilk elérhetd kisérletes szerkezetekkel. Az eredményeink hitelességét
erdsiti, hogy a sokasagaink altal lefedett konformacios tér magaban foglalja ezeket a szerkezeteket. A
mar meglévo kisérletes szerkezetek eloszlasa és pontos elhelyezkedése a konformacios térben egy
észrevehetd mintazat mentén torténik: a parvulinok esetén ez a kotdzseb mozgasat lehetdové tevod
mutatkozik meg. Ezek a mintazatok arra is utalhatnak, hogy a sokasdgainknak prediktiv ereje van — bar
ennek a feltételezésnek az igazolasdhoz nagyobb mintan elvégzett vizsgalatok sziikségesek.
Kiemelend6 azonban, hogy mindkét munkank publikalasa utan sziilettek 0j kisérletes eredmények, és
ezek Osszhangban voltak az altalunk eldallitott sokasagokkal. Ezekben a tanulmanyokban bizonyitast
(J. Wang et al., 2017), valamint megjelent két 0j kisérletes PDZ tandem szerkezet (Ahmad Rodzli et al.,
2019), amelyeket korabban nem figyeltek meg, am amelyek 1étezését valosziniisiteni lehetett a szoros
illeszkedésii PDZ tandem sokasagaink alapjan.

A két vizsgalt rendszerrdl elGallitott szerkezeti sokasagok elemzése soran valdban olyan
kovetkeztetésekre jutottunk, amelyeket pusztan a mérési eredményekbdl nem lehetett volna levonni. Az
itt bemutatott kutatdsi modszer és az elért eredmények jo példai lehetnek a kiilonbozo

tudomanyteriiletek kozotti egymasra utaltsdganak, és az ebbdl fakado gylimolcsdzo egyiittmikodésnek.
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Fl. tablazat: A PSD-t felépito feheérjék kategoriai és legfontosabb képviselGik. A masodik oszlop az egyes
kategoriak szazalékos eldfordulasi aranyat tartalmazza, a harmadik oszlopban pedig a nagyobb, jol mérhetd
szamban fellelhetd fehérjék neve mellett 1évé szam azok abszolut gyakorisagat jelzi egy atlagos méretii PSD-ben
(Sheng & Hoogenraad, 2007; Sheng & Kim, 2011).

Kategoria funcki6 szerint

Eléfordulasi arany

Legfontosabb példak és
atlagos abszolit gyakorisaguk

membranreceptorok és
ioncsatornak

6%

AMPA-receptor (60)
NMDA-receptor (60)

mGluR1/5 receptor-alegységek
(20)

vazfehérjék

6%

GKAP (150)

Homer (60)

Lin-7

MAGUK (pl. PSD-95) (360)
Shank (150)

AKAP (20)

transzlacids molekularis gépezet

6%

sejtadhézios molekulak

7%

a-Catenin
B-Catenin (40)
6-Catenin
N-Cadherin (30)
Densin-180
NCAM-140
Neurofascin
Neuroligin

dajkafehérjék

2%

HSP40

citoszkeleton (aktin)

12%

Actin

o-Actinin
o-Adducin
Ankyrins
Arp2/3 complex
Contactin
Drebrin

LIM

Neurabin
a/B-Spectrins

citoszkeleton (egyéb)

4%

MAPIA
MAPIB
MAP2
Septin (100)
Tubulin

mitokondrium fehérjéi

6%

kinaz és foszfataz szabalyozo
fehérjék

11%

CaMKIIa/B/d (5600)
Casein kinase 2

PKCy (20)

Protein phosphatase PP1
Protein phosphatase PP2A

membran trafficking

5%

AP1
AP2
Clathrin
NSF
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SNAP-25 IP
Synapsin
Syntaxin BP

metabolikus fehérjék 7%

GTPaz szabalyoz6 fehérjek 8% ARF3

cAMP-GEFII (RapGEF)
GIT1 (ArfGAP)
Heterotrimeric G proteins
Kalirin (RhoGEF)
PIKE-L (ArfGAP)

Ras

SPAR (RapGAP)
SynGAP (RasGAP)

motorfehérjék 4% Dynein
Myosin [Ib
Myosin V
Myosin VI

egyéb 15%
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F2. abra: A: Lokalis RMSD-k az aminosav sorszam fiiggvényében, az eredeti PDB sokasdagra, valamint az
dltalunk eléallitott szabad, komplex és megkdtott komplex sokasagra. A lokalis RMSD szamoldsahoz a
peptidgerinc N, C és Ca atomjait vettem figyelembe (ld. 4.3.1 fejezet). B: Tavoli NOE tavolsag-
kényszerfeltételek szama aminosavankeént. Azon aminosavak kézotti NOE-kényszerfeltételeket tekintettem
tavolinka, amelyek legalabb 2 tavolsagra vannak egymdstol a szekvencidaban.
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F3. tablazat: A PSD-95 fehérje felépitése. A doménhatarok kijeldlése a BLAST (Altschul et al., 1990)
kereséalgoritmus altal is hasznalt SMART (Letunic & Bork, 2018) adatbdzis alapjan tortént.

Domén Hosszusag Doménhatarok
PDZ1 91 62-152

PDZ2 91 157-247

PDZ3 85 310-394

SH3 62 429-490

GK 167 544-710
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F4. abra: Az egérbdl, patkanybol és emberbdl szarmazo PSD-95 teljes szekvencia-illesztése a Clustal Omega
programmal. Kiilon jelélve vannak a doménhatarok, valamint azok az aminosavak, amelyekben kiilonbézik a
szekvencia.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

sp|0Q62108|DLG4 MOUSE MDCLCIVTTKKYRYQDEDTPPLEHSPAHLPNQANSPPVIVNTDTLEAPGYELQVNGTEGE 60
sp|P31016|DLG4 RAT MDCLCIVTTKKYRYQDEDTPPLEHSPAHLPNQANSPPVIVNTDTLEAPGYELQVNGTEGE 60
sp|P78352 | DLG4_HUMAN MDCLCIVTTKKYRYQDEDTPPLEHSPAHLPNQANSPPVIVNTDTLEAPGYELQVNGTEGE 60
KA A IR AF KA A KA A I AR AR AR A I A AT A AT A A A I AAF AR A AR A IR A AR A I A A AT AN KA A A K
PDZ1
sp| Q62108 |DLG4 MOUSE MEYEEITLERGNSGLGFSIAGGTDNPHIGDDPSIFITKIIPGGAAAQDGRLRVNDSILEV 120
sp|P31016|DLG4_RAT MEYEEITLERGNSGLGFSIAGGTDNPHIGDDPSIFITKIIPGGAAAQDGRLRVNDSILEV 120
sp|P78352|DLG4_HUMAN MEYEEITLERGNSGLGFSIAGGTDNPHIGDDPSIFITKIIPGGAAAQDGRLRVNDSILEV 120
LR EE R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEREEEEEEEREEEEEEEEEEEEEE LSS
PDZ2
sp|062108|DLG4 MOUSE NEVDVREVTHSAAVEALKEAGSIVRLYVMRRKPPAEKIIEIKLIKGPKGLGFSIAGGVGN 180
sp|P31016|DLG4_RAT NEVDVREVTHSAAVEALKEAGSIVRLYVMRRKPPAEKVME IKLIKGPKGLGFSIAGGVGN 180
sp|P78352 | DLG4_HUMAN NEVDVREVTHSAAVEALKEAGSIVRLYVMRRKPPAEKVME IKLIKGPKGLGEFSIAGGVGN 180
ok ok ok ko ok ok ok K ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok o ok K 3 g K sk kR ok ok ok ok ok kK sk ke ok
sp|Q62108|DLG4_MOUSE QHIPGDNSIYVTKIIEGGAAHKDGRLQIGDKILAVNSVGLEDVMHEDAVAALKNTYDVVY 240
sp|P31016|DLG4 RAT QHIPGDNSIYVTKITIEGGAAHKDGRLQIGDKILAVNSVGLEDVMHEDAVAALKNTYDVVY 240
sp|P78352|DLG4_HUMAN QHIPGDNSIYVTKIIEGGAAHKDGRLOIGDKILAVNSVGLEDVMHEDAVAALKNTYDVVY 240
TR T e A T T T B B T B T T T T T T T T B T B T B B B T T B T T B T T T T B T B B o A A 8
sp|Q62108|DLG4 MOUSE LKVAKPSNAYLSDSYAPPDITTSYSQHLDNEISHSSYLGTDYPTAMTPTSPRRYSPVAKD 300
sp|P31016|DLG4_RAT LKVAKPSNAYLSDSYAPPDITTSYSQHLDNEISHSSYLGTDYPTAMTPTSPRRYSPVAKD 300
sp|P78352|DLG4_HUMAN LKVAKPSNAYLSDSYAPPDITTSYSQHLDNEISHSSYLGTDYPTAMTPTSPRRYSPVAKD 300
F ok Kk k kK ok ok ok Kk k ks ke kK ok ok Kk ke ke gk ok Kk ke k ok ok ok ok Sk ko k k ok Sk R kK ok ok ok ok ke ke ok ok ok ok ke ke ok ke
PDZ3
spl 062108 |DLG4_MOUSE LLGEEDIPREPRRIVIHRGSTGLGFNIVGGEDGEGIFISFILAGGPADLSGELRKGDQIL 360
sp|P31016|DLG4 RAT LLGEEDIPREPRRIVIHRGSTGLGFNIVGGEDGEGIFISFILAGGPADLSGELRKGDQIL 360
sp|P78352 | DLG4 HUMAN LLGEEDIPREPRRIVIHRGSTGLGFNIVGGEDGEGIFISFILAGGPADLSGELRKGDQIL 360
B R I I B T B B B B B B B TR B B TR T B R T B T T B B B B B B B B B T B T B TR B B T T B B T B B SR R TS
sp Q62108 |DLG4_MOUSE SVNGVDLRNASHEQAATIALKNAGQTVTITAQYKPEEYSRFEAKIHDLREQLMNSSLGSGT 420
sp|P31016|DLG4 RAT SVNGVDLRNASHEQAATALKNAGQTVTITAQYKPEEYSRFEAKIHDLREQLMNSSLGSGT 420
sp|P78352|DLG4 HUMAN SVNGVDLRNASHEQAATIALKNAGOQTVTITIAQYKPEEYSRFEAKIHDLREQLMNSSLGSGT 420
TR T T TR TR T T TR T T T T T T T B T T S T T S S B TR T SR TR S S SR AL S e I S b e o b b e b b S g b b i i b o b i 2
SH3
sp 062108 |DLG4 MOUSE ASLRSNPKRGFYIRALFDYDKTKDCGFLSQALSFHFGDVLHVIDASDEEWWQARRVHSDS 480
sp|P31016|DLG4 RAT ASLRSNPKRGFYIRALFDYDKTKDCGFLSQALSFRFGDVLHVIDAGDEEWWQARRVHSDS 480
sp|P78352 | DLG4 HUMAN ASLRSNPKRGFYIRALFDYDKTKDCGFLSQALSFRFGDVLHVIDASDEEWWQARRVHSDS 480
KR KRR KRR h R KA KRR R KRR KR A RIR AR KRR KR h s kAR kR AR Rk | hhkhhoh ke kk ko kkx
GK
sp| Q62108 |DLG4_MOUSE ETDDIGFIPSKRRVERREWSRLKAKDWGSSSGSQGREDSVLSYETVTQMEVHYARPIIIL 540
sp|P31016|DLG4_RAT ETDDIGFIPSKRRVERREWSRLKAKDWGSSSGSQGREDSVLSYETVTOMEVHYARPIIIL 540
sp|P78352|DLG4 HUMAN ETDDIGFIPSKRRVERREWSRLKAKDWGSSSGSQGREDSVLSYETVTQMEVHYARPIIIL 540
LR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEELEEREEREERREEEEEEEEENEEEEEE]
sp|062108 |DLG4 MOUSE GPTKDRANDDLLSEFPDKFGSCVPHTTRPKREYEIDGRDYHFVSSREKMEKDIQAHKEFIE 600
sp|P31016|DLG4_RAT GPTKDRANDDLLSEFPDKFGSCVPHTTRPKREYEIDGRDYHFVSSREKMEKDIQAHKEFIE 600
sp|P78352 | DLG4_HUMAN GPTKDRANDDLLSEFPDKFGSCVPHTTRPKREYEIDGRDYHFVSSREKMEKDIQAHKEIE 600
KAk A IR AF KA A KA A I I A A AR A A I A AT R AT A A A I AA I AR A AR A IR A A KA A I I A AT A AR A A K
sp| Q62108 |DLG4 MOUSE AGQYNSHLYGTSVQSVREVAEQGKHCILDVSANAVRRLOAAHLHPIATFIRPRSLENVLE 660
sp|P31016|DLG4_RAT AGOYNSHLYGTSVQSVREVAEQGKHCILDVSANAVRRLOAAHLHPIAIFIRPRSLENVLE 660
sp| P78352 | DLG4 HUMAN AGQYNSHLYGTSVQSVREVAEQGKHCILDVSANAVRRLOAAHLHPIATIFIRPRSLENVLE 660
LR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEELEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S
sp|062108|DLG4 MOUSE INKRITEEQARKAFDRATKLEQEFTECFSAIVEGDSFEEIYHKVKRVIEDLSGPYIWVPA 720
sp|P31016|DLG4 RAT INKRITEEQARKAFDRATKLEQEFTECFSAIVEGDSFEEIYHKVKRVIEDLSGPY IWVPA 720
sp|P78352 | DLG4_HUMAN INKRITEEQARKAFDRATKLEQEFTECFSAIVEGDSFEEIYHKVKRVIEDLSGPYIWVPA 720

T T e e T e T T e e e e U T

sp| Q62108 |DLG4 MOUSE RERL 724
sp|P31016|DLG4 RAT RERL 724
sp|P78352 | DLG4 HUMAN RERL 724

* K Kk
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F5. tablazat: A PSD-95 fehérje PDZ1 és PDZ2 doménjérdl késziilt, PDB adatbazisban elérhetd kisérletes
szerekezetek, valamint a hozzdférheté NMR-s kisérletes adatok (kémiai eltolodds: 'H, '*C,!°N, rendparaméter:
S?, valamint 'H-'"H NOE-k). A nyilvénosan nem elérhetd adatok zardjelben szerepelnek.

PDB kéd Organizmus Médszer Felbontas Tartomany Forma Elérhet6 NMR-
es adatok

1KEF Homo sapiens NMR PDZ1 Szabad 'H, BC,"N

3ZRT Homo sapiens Rontgenkrisztallografia 3.40A PDZ1-2 Szabad

6SPV Homo sapiens Rontgenkrisztallografia 2.04 A PDZ1-2 Szabad

6SPZ Homo sapiens Rontgenkrisztallografia 2.08 A PDZ1-2 Komplex

11U0 Rattus NMR PDZ1 Szabad 'H, ¥C,"N
norvegicus

1102 Rattus NMR PDZ1 Szabad 'H, B¥C,"N
norvegicus

1QLC Rattus NMR PDZ2 Szabad "H-'H NOE
norvegicus

1RGR Rattus NMR PDZ1 Komplex | 'H, C,"N
norvegicus

2KA9 Rattus NMR PDZ1-2 Komplex | (*H, ®N), 'H-'H
norvegicus NOE, (S?)

2XKX Rattus Elektronmikroszkop 22.90 A Teljes fehérje | Szabad
norvegicus

3GSL Rattus Rontgenkrisztallografia 2.05A PDZ1-2 Szabad
norvegicus
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F6. abra: A megkdtott komplex, és a nem megkétott komplex sokasag intradomén mozgdsainak dsszehasonlitasa
a PDZ1 és PDZ2 doménekben. A: A PDZ1 és PDZ2 doménekre elvégzett f6komponens-analizis abrazoldasa. B:
A nem megkétott és a megkotott komplex sokasdg interdomén fokomponenseinek dtfedése. C: A megkétott
komplex és a nem megkotott komplex sokasag elso két fokomponense altal reprezentalt négyzetes fluktudciok az
aminosav sorszam fiiggvényében.
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o

F7. abra: A harom eléallitott PDZ1-2 tandem sokasagra elvégzett interdomén fé6komponens-analizis (Id. 5.2.3.
fejezet).
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F8. tablazat: A PDZ1-2 tandemrdl készitett klaszterek mérete (konformerek szama), a visszaszamolt kémiai

DOI:10.15774/PPKE.ITK.2020.009

eltolodasok korrelacidja és a globalis RMSD értékek a peptidgerinc atomjaira meghatdarozva.

Klaszter Meéret Kémiai eltolédas Korrel. RMSD (A)
N H PDZ1 PDZ2
1# 60 0,85 0,56 0,48 += 0,00 0,55+0,01
2# 15 0,85 0,55 0,72 +0,01 0,51 +0,01
3# 152 0,84 0,54 0,55+ 0,02 0,54 £ 0,01
4# 631 0,84 0,54 0,60 + 0,02 0,54 £ 0,01
S5# 131 0,84 0,55 0,67 £0,02 0,55+ 0,02
6# 250 0,84 0,55 0,79 + 0,02 0,63 +0,01
T# 317 0,84 0,53 0,68 + 0,02 0,61 £0,01
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F9. tablazat: A PDZ1-2 tandemrdl készitett klaszterek meérete (konformerek szama), a komplex forma aranya, az
interfészt kialakito régiok (20.B abra), valamint a ligandumok pozicidja. orientdcioja egymashoz, illetve az
interdomén tengelyhez viszonyitva, és elhelyezkedésiik (Id. F11. abra).

Klaszter | Méret | Komplex Interfész régio Ligandumok Ligandumok Ligandumok
forma orientaciéja | orientacidja az | elhelyezkedése
% egymishoz interdomén
) PDZ1 PDZ2 Vtigs};onyitva tengelyhez
viszonyitva
1# 100% Fej Fej Antiparallel Parallel Ellentétes oldal
2# 60 100% Fej Jobb oldal Merdleges - Azonos oldal
3# 15 100% Jobb oldal Fej Antiparallel Parallel Azonos oldal
4# 152 87% Jobb oldal Alsé rész Antiparallel Merdleges Azonos oldal
(Jobb oldal)
S# 631 100% Jobb oldal Hat Merdleges - Ellentétes oldal
6# 131 70% Alsé rész Alsé rész Merbleges - Ellentétes oldal
T# 250 4% Alsé rész Alsé rész Merbleges - Ellentétes oldal
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F10. abra: A lehetésges ligandum-oreintaciok eloszldsa a PDZ1-2 tandemben az interdomén PCA-dbran. A
ligandum-orientaciokat a —2 aminosav Ca atomjabol a 0 aminosav Co atomjaba mutato vektorok altal bezart
szog alapjan definidaltam, a kévetkezo elv szerint. <45°: parallel, >45°s <135°: merdleges, >135°:
antiparallel.
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Fl11. abra: A PDZI-2 tandemrdl készitett klaszterek dabrazoldsai. Font: az interdomén kélcsonhatasi
hajlandosag minden egyes aminosavra (Id. 5.2.5. fejezet). A hidrogénkotések kék, a hidrofob kélcsonhatasok
piros szinnel vannak jelolve. Kozépen: minden egyes klaszter reprezentativ szerkezete, kiilon jellve az
interdomén hidrogénkétéseket kékkel, valamint az interdomeén hidrofob kolcsénhatasokat pirossal. Alul: minden
egyes klaszter reprezentativ szerkezete, a ligandum 4 C-terminalis aminosavjat pirossal jelélve. Mindegyik
dbran a PDZ1 domén bal, a PDZ2 domén jobb oldalon van.
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Cluster 3 Cluster 4
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F12. tablazat: Az interdomen hidrogénkétések és hidrofob kélesonhatasok eléfordulasi aranya az egyes PDZ1-2
tandem klaszterekben. A legalabb 10%-os el6forduldsi aranyok zold hattérrel vannak kiemelve. Csak olyan
kolcsonhatasok vannak feltiintetve a tabldazatban, amelyek valamelyik klaszterben legalabb 10%-ban

megjelennek.

Hidrogénkotések

PDZ1 atom PDZ2 atom cll cl2 cl3 cld cl5 cl6 17

ASN12@N GLU136@0OE2 0% 0% 0% 0% 0% 0% 12%
HIS27@ND1 HIS141@NE2 0% 0% 0% 26% 0% 0% 0%
HIS27@NE2 GLN121QOE1 0% 0% 26% 0% 0% 0% 0%
HIS27Q@NE2 ILE123@0 0% 0% 50% 0% 0% 0% 0%
HIS27Q@0 ARG145@NH1 0% 0% 0% 38% 0% 0% 0%
ASP30@OD1 LYS133@NZ 0% 13% 2% 0% 0% 0% 0%
ASP30@OD1 LYS182@NZ 20% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
ASP30@OD2 LYS133@NZ 0% 80% 7% 0% 0% 0% 0%
ASP30@OD2 LYS182@NZ 15% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
THR37Q@0 LYS182@NZ 0% 0% 0% 0% 17% 0% 0%
LYS38@NZ GLU100@OE1 0% 0% 0% 1% 45% 0% 0%
LYS38@NZ GLU100QOE2 0% 0% 0% 0% 47% 0% 0%
LYS38@NZ ILE134@0 0% 0% 0% 55% 0% 0% 0%
LYS38@NZ GLU136@0OE1 0% 0% 0% 39% 0% 0% 0%
LYS38@NZ GLU136@0OE2 0% 0% 0% 40% 0% 0% 0%
GLY43Q0 HIS141@NE2 0% 0% 0% 0% 0% 8% 19%
ALA46@O0 HIS141@NE2 0% 0% 0% 0% 0% 0% 24%
GLN47Q@NE2 ILE134@0 0% 0% 0% 0% 0% 6% 51%
GLN47Q0 ASN127@ND2 0% 0% 0% 0% 0% 14% 1%
GLN47@0 ILE148@N 0% 0% 0% 0% 0% 1% 16%
ASP48Q0O ILE148@N 0% 0% 0% 0% 0% 0% 16%
ASP48QOD2 ILE134Q@N 0% 0% 0% 0% 0% 0% 12%
ARG52@NE PR0O124@0 0% 0% 0% 0% 0% 11% 0%
ARG52@NH1 GLN147@0OE1l 0% 0% 0% 0% 0% 2% 19%
ARG52@NH2 GLN147QOE1 0% 0% 0% 1% 0% 4% 34%
ASN54@ND2 GLN147@OE1 0% 0% 0% 25% 0% 0% 0%
ARG66@NH1 GLU161@OE1L 45% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
ARG66QNH1 GLU161@QOE2 2% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
ARG66QNH2 GLU161QOE1 32% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
ARG66@NH2 GLU161@OE2 35% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
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TYR87QOH

GLUSG@OE1

GLUSG@OEZ2

PDZ1 atom

ILE28@ECB

ILE28@CG1l

ILE28@CG2

PHE35@CB

PHE35@CB

PHE35@CD1

PHE35@CD1

PHE35@CD1

PHE35@CD2

PHE35@CD2

PHE35@CD2

PHE35QCEL

PHE35@QCE1L

PHE35@QCE1L

PHE35@CE2

PHE35@CE2

PHE35@QCE2

PHE35QCG

PHE35QCG

PHE35QCG

PHE35@CZ

PHE35QCZ

PHE35QCZ

THR37Q@CG2

THR37Q@CG2

THR37Q@CG2

THR37Q@CG2

THR37Q@CG2

LYS38@CB

PR0O124@0

LYS133@NZ

LYS133@NZ
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17% 0% 0% 0% 0%

0% 0% 0% 0% 0%

0% 0% 0% 0% 0%

Hidrofob koélesonhatasok

PDZ2 atom

ILE148QCG2

ILE148QCG2

ILE148Q@CG2

PRO124@CB

PR0O124@CG

PRO124@CB

PRO124@CD

PR0O124@CG

PRO124@CB

PRO124@CD

PRO124@CG

PRO124@CB

PRO124@CD

PRO124@CG

PRO124@CB

PRO124@CD

PRO124@CG

PRO124@CB

PRO124@CD

PRO124@CG

PRO124@CB

PRO124@CD

PRO124@CG

PRO124@CB

GLY125@QCA

ILE134Q@CB

ILE134Q@CG1

ILE134Q@CG2

ILE134Q@CB

0% 13% 1% 0% 0%
0% 13% 3% 0% 0%
0% 13% 5% 0% 0%
0% 0% 86% 0% 0%
0% 0% 74% 0% 0%
0% 0% 80% 0% 0%
0% 0% 18% 0% 0%
0% 0% 87% 0% 0%
0% 0% 63% 0% 0%
0% 0% 18% 0% 0%
0% 0% 78% 0% 0%
0% 0% 49% 0% 0%
0% 0% 17% 0% 0%
0% 0% 81% 0% 0%
0% 0% 34% 0% 0%
0% 0% 13% 0% 0%
0% 0% 64% 0% 0%
0% 0% 84% 0% 0%
0% 0% 20% 0% 0%
0% 0% 86% 0% 0%
0% 0% 28% 0% 0%
0% 0% 16% 0% 0%
0% 0% 64% 0% 0%
0% 0% 41% 0% 0%
0% 0% 74% 1% 0%
0% 0% 0% 17% 0%
0% 0% 0% 12% 0%
0% 0% 0% 22% 0%
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F13. tablazat: A PDZ domén is a ligandum kozott létrejovo hidrogénkétések az egyes klaszterekben.

Viszonylag gyakran el6fordulo PDZ-ligandum hidrogénkotések (>10%)

PDZ1

PDZ atom
PHE17@0
ILE19@N
ILE19Q0
ILE19Q0
GLY21@N
GLY21@N
ASP24Q0
ASN25@ND2
ASN25@ND2
ASN25Q0D1
ASN25Q0D1
HIS27@ND1
HIS27@0
HIS27@0
HIS27@0
THR37@0G1
HIS70@NE2

HIS70@NE2

PDZ2

PDZ atom
PHE112@0
PHE112@0
SER113Q0G
SER113Q0G
SER113Q0G
ILE114@N

ILE114@0

ligandum atom

VAL198@N
SER196@O0
SER195Q@0G
SER1964N
GLN190@O
PHE194@0
VAL191@N
VAL192@0
PRO193@O
VAL191@N
VAL192@N
VAL192@N
GLN190@NE2
VAL191@N
VAL192@N
SER195@0G
VAL192@Q0

SER196Q0G

ligand atom
SER206G0G
VAL207@N
SER204@0
SER205Q0
SER206G0G
SER205@0

SER204Q0G

PDZ  ligandum
régi6  aminosav all cll

cl2 cl3 cl4 cl5 clo cl7
2 oo e s s wn e s %
2 2w we ve v owe oee v v

p2 30 15% 18% 0% 12% 16% 15% 18% 36%
2 o ok dome wo0e s w9 ows m
p2 8 4% 0% 73% 10% 1% 0% 0% 0%
B2 -4 22% 12% 0% 3% 40% 3% 9% 36%
B2-B3 T 1% 0% 0% 0% 0% 0% 2% 21%
B2-B3 -6 21% 0% 0% 1% 42% 0% 2% 0%
B2-p3 -5 1% 17% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
B2-p3 7T 3% 0% 13% 1% 0% 0% 11% 29%
B2-B3 6 2% 0% 0% 1% 2% 0% 5% 50%
B2-p3 6 1% 0% 20% 5% 0% 0% 0% 0%
B2-p3 8 2% 0% 0% 11% 0% 2% 1% 0%
B2-B3 7T 8% 0% 0% 0% 0% 63% 1% 0%
B2-B3 6 3% 0% 7% 0% 0% 6% 14% 0%
B3 -3 14% 2% 67% 19% 2% 46% 17% 29%
a2 -6 4% 42% 0% 0% 3% 0% 0% 0%
a2 2 T% 5% 33% 14% 7% 5% 5% 0%

all  cll cl2 cl3 cl4 cl5 cl6 cl7

B2 -1 14% 5% 27% 13% 16% 18% 9% 7%
- R
B2 -3 1% 0% 13% 2% 0% 0% 1% 0%
B2 2 14% 2% 20% 11% 15% 12% 14% 21%
p2 -1 8% 28% 20% 5% 5% 9% 10% 7%
- EEEEEEETEE
B2 -3 16% 20% 7% 11% 19% 18% 12% 7%
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LYS173@NZ

SER205@N
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PHE203@N
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VAL201@N

SER206Q0

B2
p2-B3
p2-p3
B2-p3
B2-p3
p2-p3
p2-p3
a2
a2
a2
a2
a2
a2
a2

o2
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Fl14. tablazat: Egyedi konformerek és a kisérletes FRET-adatok kozotti korrelacio. Az egyes konformerek a 7
klaszter reprezentativ szerkezetei, valamint a kisérletes szerkezete. A FRET-adatsorok 10-10 interdomén atom-
atom tavolsagot tartalmaznak (Yanez Orozco et al., 2018) (Id. 5.2.6. fejezet).

Konformer (Rpa)1 korrel. (Rpa):2 korrel. (Rpa)s korrel.

Klaszter reprezentativ

klaszter 1 0.51

klaszter 4 | 0.13 _

klaszter 5 _ 0.23

klaszter 6 | 0.48 0.25

klaszter 7 -0.17 -0.09 0.23

Kisérletes szerkezetek

FRET

nyitott

0.22

zart

3GSL:A

0.51

3GSL:B

0.45
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F15. abra: Az egyes parvulin-tipusu fehérjékbdl késziilt megkotott sokasagok leghangsulyosabb belsd
mozgdsainak atfedése a mindhdarom sokasdagot tartalmazo, kombinalt sokasag mozgasaival. A fékomponens-
elemzést a konszenzus szekvencia aminosavjaira végeztiik el.

SaPrsA

10

0.0

Megkotott sokasag
[ IEEE— |

Teljes sokasag

Megkotott sokasag

w

2

TbPinl

2 3
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F16. tablazat: A kisérletes parvulin-tipusu rotamdaz-doméneket tartalmazo teljes fehérjék listaja. A tablazatban
kiilon szerepel az egyes feherjék egyedi Uniprot (uniprot.org) azonositoja, teljese neve, valamint hogy a teljes
fehérje sszesen egy (rot) vagy két (rot + rot) rotamaz doment, illetve egy rotamdz és egy WW domént (rot +
WW) tartalmaz.

Uniprot Szerkezet Fehérje angol neve

A9A2CT rot PpiC-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

DO0ZJR9 rot + rot Chaperone SurA

074049 rot Parvulin-like peptidyl-prolyl isomerase

POAOLS rot Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C

POABZ6 rot + rot Chaperone SurA

POADY1 rot Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D

P24327 rot + rot Foldase protein PrsA

P60747 rot Foldase protein PrsA

QOPASI1 rot Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Cbf2
Q13526 rot + WW Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1
Q2G9Z70 rot Chaperone SurA

Q57XM6 rot Uncharacterized protein

Q57YGI rot Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Q72NB3 rot PpiC domain-containing protein

Q9C475 rot + WW Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Q9SL42 rot Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Pinl

Q9Y237 rot Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 4
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F17. tablazat: Az elemzéshez felhasznalt, parvulin-tipusu rotamaz doméneket tartalmazo kisérletes szerkezetek
PDB kodjai. A szerkezetek mellet fel van tiintetve, hogy a teljes fehérje dsszesen egy (rot) vagy két (rot + rot)

rotamaz domeént, illetve egy rotamdaz és egy WW domént (rot + WW) tartalmaz.

PDB kod szerkezet PDB kod szerkezet PDB kod szerkezet
1EQ3 rot 2RUC rot+ WW 3KAD rot + WW
1F8A rot + WW 2RUD rot + WW 3KAF rot + WW
1FID rot 2XP3 rot + WW 3KAG rot + WW
1J6Y rot 2XP4 rot+ WW 3KAH rot + WW
1JNS rot 2XP5 rot+ WW 3KAI rot + WW
1JNT rot 2XP6 rot + WW 3KCE rot + WW
IMSY rot + rot 2XP7 rot + WW 3NRK rot
INMV rot + WW 2XP8 rot + WW 3INTP rot + WW
INMW rot + WW 2XP9 rot + WW 30DK rot + WW
1PIN rot + WW 2XPA rot + WW 300B rot + WW
1YW5 rot + WW 2XPB rot + WW 3RFW rot

1ZCN rot + WW 27QS rot + WW 3TC5 rot + WW
1ZK6 rot + rot 27QT rot+ WW 3TCZ rot + WW
2F21 rot + WW 27QU rot + WW 3TDB rot + WW
2ITK rot + WW 272QV rot+ WW 3Ul4 rot

2J7ZV rot 27R4 rot + WW 3UI5 rot

2K@GJ rot 27R5 rot + WW 3UI6 rot

2LJ4 rot 27R6 rot+ WW 3WHO rot + WW
2MO08 rot 3GPK rot 4G2P rot + rot
2M11 rot 316C rot + WW 4QIB rot + WW
2MNT rot 3IK8 rot+ WW 4TNS rot + WW
2PV1 rot + rot 3IKD rot+ WW 4TYO rot + WW
2PV2 rot + rot 3IKG rot + WW 4U84 rot + WW
2PV3 rot + rot 3JYJ rot+ WW 4U85 rot + WW
2Q5A rot + WW 3KAB rot + WW 4U86 rot + WW
2RQS rot 3KAC rot + WW 4WO7 rot + rot
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F18. abra: Az elemzéshez felhasznalt 100 darab, parvulin-tipusi rotamdz doméneket tartalmazo kisérletes
szerkezet t6bbszoris szekvencia-illesztése. Az illesztes a MAMMOTH-Mult programcsomaggal késziilt. A
konszenzus szekvencia 53 aminosavat tartalmaz.

2pv2CR1 HILIPLPE-—--N--—------ P-——————— TSDQVNEAESQARATIVDQARN---—- G--A
29zvAR1l HILIKVK-S—--K-—---—-- K----SDKEG-LDDKEAKQKAEEIQKEVSK---—- DP-S
2XPBART == == mm oo KEEALELINGYTIQKIKS--—-- GE-E
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1nmwAR1 HLLVKHS-QSRRPSSWRQ-——------ EKIT-RTKEEALELINGYIQKIKS----- GE-E
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2rQgSAR] —=———-mmmmm oo HILVKKQGEALAVQERLK-——--- AG-E
IM5YDR2 === === —mm o oo EQARVKLEQIAADIKS---—- GK-T
2XPDART == === mmmmmm e RTKEEALELINGYTQKIKS-—--- GE-E
1yw5AR1 HLLIKNN-QSRKPKSWKSP——------ DGIS-RTRDESIQILKKHLERILS-—--- GE-V
3ULSAR] —————mmmmmmm oo ILCEKHGKIMEAMEKLKS---—- G--M
2MO8AR] ———————m—mm oo HILVSKQSEALAIMEKLKS-—----- GE
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2XPBART == === mmmmmm e TKEEALELINGYTIQKTKS--—-- GE-E
3ikgBRl —=———=—=-——=—= RPSSWRQEQ-—-----~ ITRTQEEALELINGYTQKIKS-—--~ GE-E
3jyJBRL —--———--————— RPSSWRQEQ--—---—- ITRTQEEALELINGYIQKIKS-——--- GE-E
1ZK6AR] ———————mm e m oo LVADKKTAEEVEKKLKK--—-- G--E
2KGFART === —mmmm e TKTEDEAKAVLDELNK-~~-—~~ GG
3gPKART == === mmmmmm e ENKPQVFANAEKIVEQLKQ-—~~~ G--G
3ikdARl —---—---——--- RPSSWRQEQ--—---—- ITRTQEEALELINGYIQKIKS-——--- GE-E
2g5aAR] ——————mm o m oo TKEEALELINGYIQKIKS--—-- GE-E
2pV3ARL ----- PLPE-—-N------—- P--—————- TSDQVNEAESQARATVDQARN-—————--—
BrfWAR] == === mmmmmm e HILVATEKEAKDI INELKGLKGKELD-A
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1eg3AR] ——===——mm e HILCEKHGK-IMEAMEKLKS—---——~ GM
2ZQtAR] —=————= === RPSSWRQEK--——~--- ITRTKEEALELINGYTQKIKS-—--- GE-E
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