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1. BEVEZETES

Dolgozatom harom projektet olel fel, melyeket a cisztas
fibrozis transmembran konduktancia regulator (CFTR) vizsgélata
koré szervezédnek. A CFTR az ABC (ATP-binding casette)
fehérje szupercsalad egyetlen ioncsatornaként miukodo tagja.
Egyediilallosaga ellenére szerkezete besorolhaté a Pgp-szer(i

(permeability glycoprotein) ABC exporterek csoportjaba.

I. projekt

Az ABC fehérjék kozé tartozd Pgp-szerli exporterek két
transzmembran doménnel (TMD) rendelkeznek, melyek a két
intracellularis doménben (ICD) folytatddnak. Ezek kapcsolatban
allnak a két nukleotid-k6td doménnel (NBD). Utobbi két ATP
molekula kotésével dimerizalodik, ami az ICD-ken keresztiil a
TMD-k atrendezddéséhez, ¢és igy a transzportfolyamat
megvalosulasahoz vezet. A transzportfolyamat soran az ABC
fehérjek kiilonb6z6 karakterisztikus konformaciokba
rendez6dnek. Ezen konformaciok elkiilonitése és strukturalis
elemzése  nélkiilozhetetlen a  fehérjék  mikodésének

megértéséhez.

Il. projekt



Az el6z6 projekt soran tobb krio-elektronmikroszkopiaval
(krio-EM)  megoldott  szerkezetet is  analizaltunk. A
szerkezetmegoldas soran egy 3D Coulumb potencial térképet
(krio-EM  térképet) készitenek. Ezek a térképek gyakran
tartalmaznak a fehérjeszerkezetre jellemzO6 stiriségeken kiviil
egyéb hasznalhat6 informaciot is, példaul ligandumok stirtiségeit.
Membranfehérjék  esetében a  térkép  tartalmazza a
szerkezetmegoldas soran hasznalt lipidkérnyezetet is. Ez azért
fontos, mert az, hogy a lipidkdrnyezet hol helyezkedik el a
fehérjeszerkezeten, kisérletes adatot szolgéaltat a fehérje
membranba illeszkedésér6él. A membranfehérjék vizsgalatdhoz
nélkiilozhetetlen a transzmembran régiok ismerete, ugyanakkor

errdl altalaban csak predikciok elérhetdek.

I11. projekt

A CFTR mikddéshez nélkiilozhetetlen rendezetlen
region) vezetett a membranfehérjék IDR-jeinek szélesebb korl
tanulmanyozasahoz. A membranfehérjék 41%-a tartalmaz
legalabb egy hosszabb IDR-t. Az IDR-ek nem rendelkeznek jol
definialt szerkezettel, ezért szerkezeti sokasagként szoktuk dket

leirni. Egy IDR t6bb kiilonb6z6 partnerhez is képes specifikusan



¢s reverzibilisen kotodni, emiatt sokféle fiziologias folyamatban
jatszanak szerepet. Az IDR a fehérje partnerhez egy révidebb
motivumon (Molecular Recognition Feature, MoRF) keresztiil
kotodik és ez a kotédés soran gyakran rendezetté valik. Az IDR-
ek ugyanakkor biologiai membranokhoz is képesek kotddni. A
membran fizikokémiai tulajdonsagai szintén hatassal vannak az
IDR-ek konformécios allapotara. Azokat a régiokat, melyek a
membranhoz kotédés soran rendezédnek, MemMoRF-nak

neveztik el.

2. CELKITUZESEK
1. A Pgp-szeri ABC exporter szerkezetek konformacios
allapotai kozotti kiilonbségek leirasa
a. olyan konformacios vektorokkal (konftorok),
melyek a szerkezetek funkciondlisan relevans
részeit irjak le,
b. membran szolvatacids energia szamolasaval.

2. Olyan moédszer/fejlesztése, mely a krio-EM térképekben
talalhato Coulomb potencidl értékekbdl szamol
transzembran régiokat (MemBlob).

3. A MemMoRF-okkal  kapcsolatos informaciok

adatbazisba rendezése.



3. MODSZEREK
Konftorok és elektrosztatikai szamolasok

A Pgp-szerii ABC fehérjék listajat az UniProt
adatbazisbol gytijtottiik, a szerkezeti fajlokat pedig az OPM vagy
az RCSB adatbézisokbol toltottem le. Utdbbi esetben a PPM
szerverrel azonositottam a TM régiokat. Az egyéb fontos régiokat
¢s a konformacios allapotokat a PyMOL program vizualizaciot és
kvantifikalast segité fliggvényeinek hasznélatdval hatdroztam
meg. A konftorokat a python numpy ¢és MDAnalysis

csomagjaival szamoltam.

Membran prediktorok dsszehasonlitasa

Az OPM, PDBTM ¢és MEMPROTMD prediktorokkal

kapott eredményeket hasonlitottam 0Ossze a kovetkezd
szempontok alapjan: a z tengely mentén josolt membranpozicio,
illetve a fehérje dolésszoge a membranban. El6bbi esetben a TM
hélixek geometriai kozéppontja volt a viszonyitasi alap, a fehérje
do6lésszogét pedig a membran normal vektora és a 4-5 és 10-11-

es TM hélixek felezvonala kozotti szog adta meg.

Elektrosztatikai szdmoldsok




A szerkezetek elokészitésére a VMD ¢és PDB2PQR
programokat hasznaltam. A szerkezetek feliileti elektrosztatikai
szamitasat az APBS, a membranba meriilés elektrosztatikajat az

APBSmem programokkal szamoltam.

Vizualizacid

A 3D szerkezetek ¢és feliileti elektrosztatikdjuk
vizualizacigjara a PyMOL-t és annak APBS Electrostatics
pluginjat hasznaltam. A konftorok abrazolasahoz a Python

Matplotlib csomagjat hasznaltam.

MemBlob
A szerkezeteket az RCSB-bél, a stiriiség térképeket az
EMDB-bdl toltottem le. A transzmembran régidk predikcidjara a

TMDET-et hasznaltam.

MemBlob szdmolas

A  MemBlobok meghatarozasara Python scripteket
hasznaltunk. Az eszk6z két bemenete egy krio-EM térkép és a
hozzé tartozd szerkezet PDB formatumban. A szerkezetbdl a
VMD MDFF plugin-nal egy elméleti strliség térképet
készitettiink, melyet kivontunk a kisérletes stirtiségekbdl. Az igy

kapott térképet 3D pontokka és stirliség értékekké alakitottuk at.



Utana a TMDET altal szamolt transzlaciés matrixszal
beforgattuk. Ezutan 2 A-onként x-y sikokat képeztiink, melyek
10°-0s szeleteiben Osszeadtuk a stirliség értékeket. Minden egyes
szeletben z=0-bol indulva, z mentén pozitiv és negativ iranyba
megkerestiik az els6 minimum striiség értéket. Az igy kapott

membran hatarokat ravetitettiik a szerkezeti modellre.

MemMoRF

A membranfehérjékhez tartoz6 NMR (Nuclear magnetic
resonance) szerkezeteket az RCSB-bdl, a hozzajuk tartozo kémiai
eltolodasokat pedig a BMRB-bdl toltottem le. Az Osszegylijtott
szerkezetekhez tartozo pulbikaciokban olyan nem TM régiokat
kerestem, melyek rendezetlenek ¢és képesek membranhoz
kotddni. A kémiai eltolodasokbol masodlagos szerkezeti
populacidkat (SSPop) és flexibilitdst szdmoltam a 62D és RCI
(random coil index) programok segitségével. Ez alapjan egy
régiot akkor tekintettem rendezetlennek, ha a flexibilitas értéke
legalabb 0.15, a coil populacigja pedig legalabb 0.5 volt. A
rendezetlenség megallapitasara hasznaltam még a DisProt, DIBS,
MFIB és PFAM adatbazisokat és a rontgen krisztallografias és

krio-EM szerkezetek hianyzo régioit.



4. EREDMENYEK
Konftorok és elektrosztatikai szamolasok

A kovetkez6 TM predikciés modszereket hasonlitottam
ossze: PPM, TMDET és MEMPROTMD. Ehhez 17, a Pgp-
csaladba tartozo fehérje 62 szerkezetét hasznaltam. A fehérjék
membranhoz viszonyitott ddlésszdgében a legnagyobb eltérés 10-
12° wvolt, ami elhanyagolhat6. A membran z iranyu
elhelyezkedésében 4 szerkezet kozodtt volt 3 A-nél nagyobb
kiilonbség (PDBID: 2HYD, 3QF4, 4KSB, 5UAK). Ezek
membran szolvaticidos energidinak kiilonb6z6 membran
pozicidkban torténd kiszamitasa alapjan a 3QF4 és az SUAK
esetében az OPM, a 4KSB esetében a MEMPROTMD, a 2HYD
esetében pedig a PDBTM adta a legjobb eredményt.

A Pgp-szeri ABC fehérje szerkezetek funkcionalis
alegységeinek térbeli elrendezddésének vizsgalatara 2*12
konftort definialtam. A konftorok altal bezart szogek illetve a
koztiik 1év6 tavolsag alapjan a kiilonbdzd konformacids allapotok
elkiilonithet6k egymastol.

Das és munkatarsai molekuladinamikai szimulaciokkal
eldallitottak egy olyan CFTR modellt, mely nyitott klorid
csatornat tartalmaz (nyitott Das model). A konftorok segitségével

ezt Osszehasonlitottam a dimerizdlddott nukliotid kotd

7



doménekkel (NBD-kel) rendelkez6 5W81 szerkezettel és egy
McjD (Microcin-J25 export ATP-binding/permease protein)
alapt  homologia modellel. A 2D-re vetitett konftorok
vizualizacidja megmutatta, hogy a nyitott Das modell NBD-
jeinek rotacidja nagyban kiilonbozik a tobbi modelltél. A nyitott
NBD-kel rendelkezé un. zart Das modell szintén jelentésen
kiilonbozik a hasonl6 CFTR modellektdl.

A szeparalt NBD-kel rendelkezd SUAK szerkezettel
végzett molekuladinamikai szimulacidink soran az NBD-k
Osszezartak. A trajektoriakat a konftorok segitségével elemeztiik.
A konftorok megmutattak, hogy az NBD-k a fehérje tobbi
részénél lassabban stabilizalodtak a szimulacid soran, és tetten

36 szerkezetre szamoltam membran szolvatacids energiat.
Négy szerkezet az extracellularis tér felé nyitott volt. Koziiliik a
3B60 és a 2HYD esetében magas volt a szolvatacios energia, mig
a 6COV ¢és a 6BHU esetében alacsony volt. Ez utobbi két
szerkezetben a TM hélixek kevésbé tagan nyitottak az
extracellularis tér felé.

Az ABCC1 (ATP binding cassette subfamily C member
1, PDBID: 6BHU) szerkezet feliileti -elektrosztatikdjanak

kiszdmoléasaval azonosithaté az LO motivum kotéhelye.
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MemBlob

A MemBlob munkafolyamatot 92 TM fehérjére futtattuk
le. A micellaval megoldott siriiség térképek 14%-a nem
tartalmazta a membran mimetikumbodl szarmazo siiriiséget, mig
ez az arany a nanodisc és az amphipol esetében 22 és 20% Volt.
A micellaval megoldott szerkezetek 8%-a és az amphipollal
megoldott szerkezetek 13%-a esetében til zajos volt a térkép a
TM régidok meghatarozéasihoz.

A MemBlob 4ltal meghatarozott TM régidkat
Osszehasonlitottuk a TMDET prediktorral josoltakkal. Az
altalunk szdmolt membran kdzéppont 4 esetben tért el 5 A-nal
nagyobb mértékben, a legnagyobb eltérést a PDBID: 5U70 (dz =
-7.4 A) mutatta. A TM régiok vastagsaiga 8 A-nél kisebb
mértékben tért el a predikciotol a nanodiskben meghatarozott
szerkezetek 87%-aban, az amphipollal ill micellaban
meghatarozott szerkezetek 44 ill 32 sz4zalékaban.

A MemBlob elérhetd web applikacié formajaban a

memblob.hegelab.org cimen.

MemMoRF



538 fehérjéb6l 107-ben talaltam 149 membrannal
kolcsonhato régiot. A régiok koziil 131 rendezetlen volt, melybdl
92 hianyzott a DisProt adatbazisbol. A rendezetlen szakaszok
koziil 107 rendezddik a membrannal valé kdlcsonhatés soran, 19
flexibilis marad és 5 esetben nem volt megallapithaté a membran
interakcid hatasa a szerkezetre. Taldltam még 18 membrankotd
stabil hélixet is.

Az integrin 33, a T cell receptor CD3-{ lanca és a PLN
(Phospholamban)  esetében a  MemMoRF-al atfed6
foszforilaciés helyek megakadalyozzak a rendezetlen régiéd
membranhoz kapcsolédasat.

Az integrin B3 esetében a szamolt helikalis eléfordulasi
gyakorisag alacsonyabb, mint a széles korben alkalmazott
hatarérték azon a szakaszon, ahol az NRM sokasagok mindegyike
tartalmaz egy-egy rovid hélixet.

Patologias folyamatokban fontos szerepet jatszo
fehérjékben  is  taldlhatbak ~ MemMoRF-ok,  példaul
neurodegenerativ betegségekkel Osszefiiggésben 1évo
fehérjékben (pl a-synuclein), toxinokban (pl melittin),
virusfehérjékben (pl a HIV1 kapszid fehérjéje, a SARS-CoV E
fehérjéje) és regulator fehérjékben (pl a
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sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase regulator
PLN).
Az Osszegyljtott régiok elérhetdek a

memmorf.hegelab.org adatbazisban.

5. KOVETKEZTETESEK

1. A vizsgalt, eltér6 algoritmust alkalmazé membran
predikcios modszerek hasonld eredményt adnak a
fehérjék membranba dgyazodasarol, ezért valdszintileg jol
irjak le a valos allapotot.

2. A Pgp-szeri ABC fehérjék esetében a fehérjék
funkcionalis alegységeinek vektorokkal wvald leirdsa
alkalmas a  szerkezetek  Osszehasonlitasara, a
konformécios allapotok megallapitasara €s
molekuladinamikai szimulaciok elemzésére.

3. Elektrosztatikai szamitasokkal kot6helyek azonosithatok.

4. A TM régié helyzete atomi szinten meghatarozhato a
krio-elektronmikroszkopiaval meghatarozott Cuolomb
potencial  térképekben  taldlhato  lipidkornyezetet

reprezentald adatokbol.
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5. A szerkezetmegoldas soran haszndlt —membran
mimetikum befolyasolja a krio-EM térkép alapjan
szamolt transzmembran régid vastagsagat.

6. A rendezetlen régiok egy része rendezédik @ membrannal
valo kolcsonhatds soran, s az ilyen régidkat
MemMoRFnak nevezziik.

7. A MemMoRF-ok foszforilaciéja hatassal lehet a
membrannal valé koOlcsOnhatasra, s ezaltal a
rendezett/rendezetlen atmenetre.

8. A PDB adatbazisban talalhat6 NMR szerkezetekben
szamos alkalommal stabil szerkezetet (hélixet) figyeltiink
meg, amit a nyers adatokbdl szamolt flexibilitasi értékek
nem tadmasztanak ala. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
a szerkezeti adatbazisokba feltoltott NMR sokasagok nem

adnak jo alapot a rendezetlen régiok azonositasara.
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