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1. AZERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A hemosztazis egy sokkomponensi, bonyolult rendszer, melynek a zavara
vérzékenységet vagy trombozist okoz. Osszetettségébdl adédéan tdbb ponton is
beavatkozhatunk ebbe a rendszerbe, megel6zve igy pl. a nem kivant trombodzist. A
kovetkezOkben két ilyen beavatkozasi pont legfontosabb szerepldivel kivanok

foglalkozni.

1.1. Az aszpirin és a COX-1 enzim

Az els6, kereskedelmi forgalomban kaphaté szintetikus ldz-,
fajdalomesillapit6- és  gyulladascsokkentd gyodgyszer az aszpirin  (angolul
acetylsalicylic acid vagy ASA) volt, amelyet a 19. szazad végén a Bayer kezdett el
forgalmazni. Késébb azt taldltdk, hogy hasonléan az egyéb, nem szteroid
gyulladascsokkentd hatéanyagokhoz, az aszpirin is gatolja a prosztaglandin
képzOdést. Az aszpirin valoban csokkenti a prosztaglandin-H2 szintet, ami a
thromboxan-A2 (egy hatékony vérlemezke aktivator) prekurzora. Az ASA ezt a hatast
a ciklooxigenaz-1 (COX-1) enzim egyetlen szerin aminosav egységének (Ser530)
acetilalasaval éri el. Ez az alapja annak az aszpirin a thromboembolias vaszkularis
eseményekkel szembeni véd6hatasanak. A COX-1 Ser530 acetilalasanak pontos és
egyértelmil reakciomechanizmuséara azonban az eddigi kisérleti eredmények alapjan
nem lehetett javaslatot tenni.

A COX enzimek, mas néven prosztaglandin-H szintetdzok (prostaglandin-H
synthases; PGHSs), bifunkcios enzimek térbelileg két elkiiloniilé reakcid centrummal,
amelyek mechanikusan kapcsoltak. A ciklooxigenaz centrum katalizélja az
arachidonsav atalakulast prosztaglandin-G2-vé (prostaglandin-G2, PGG2), ami egy
hidroperoxid endoperoxid prosztaglandin), mig a peroxidaz reakcidcentrum a
PGG2-> prosztaglandin-H2 (PGH2) redukcidért felelés. A PGH2 ezutan specifikus
enzimek segitségével tovabb alakul kiilonb6z6 prosztanglandinokka és thromboxan-

A2-vé. A COX enzimeknek két f6 izoformdja ismert, a COX-1 és a COX-2, bar



eléfordul, hogy a COX-1 enzim splice variansat COX-3-nak jelolik. A COX-1-rél
tudjuk, hogy a PGH2 termelésért felelés, amely kozos kiinduldpontja a prosztaglandin
szarmazékoknak. A COX-2 szintén szerepet jatszik bizonyos normal fiziologias
folyamatokban, de az expresszidja foként olyan korélettani folyamatokhoz kdothetd,
mint a gyulladas, ezért a nem-szteroid gyulladasgatld hatéanyagok célpontja. Mind a
COX-1, mind a COX-2 membranhoz kotott homodimerek, melyek ~70 kDa méretii
alegységekbdl épiilnek fel. Az alegységek egy rovid EGF domént, egy membranko6td
domént és egy nagy C-terminalis katalitikus domént tartalmaznak. Habar a COX-1 ¢és
a COX-2 egymashoz viszonyitva csak ~ 60% aminosav azonossaggal birnak, de
szerkezeti hasonlosaguk figyelemre méltd. A COX szerkezetek egyik jellegzetessége
a membrankoté egységen 1év4 bejarattal bird, hosszii hidrofob csatorna. Ebben
talalhatjuk az aktiv centrumot, melyet az Argl20, Tyr355 ¢és Glu524 aminosav
egységek valasztanak el a csatorna bejaratatol. A szerkezet alapi aminosav szamozasi
rendszer altalanosan alkalmazhaté mindkét ciklooxigendz izoforma esetén, és
megfelel a juh COX-1 szekvencianak, amelynek 3D szerkezetét els6ként irtak le.
Kimutattak, hogy az ASA nukleofil reagensekkel torténd reakciojanak elsd
Iépésében a nukleofil kdzvetlen tamadast indit a fenolos észter karbonil szénatomjara
anélkiil, hogy anhidrid intermedier képzédne. Elméleti uton, QM/MM dinamikat
futtatva és azon belill SCC-DFTB QM mddszert hasznalva igazoltdk, hogy a fenti
mechanizmus igaz lehet az ASA-COX reakciora is.
ASA-COX kolcsonhatasban, mind a COX-1 mind a COX-2 esetében, bizonyos
aminosavak donté szerepet jatszanak abban, hogy a tapasztalati Uton jol ismert
atészterezési reakcio lejatszodhasson. Az aszpirin acetil csoportjat C14 izotdppal
jelezve vad tipusu, illetve pont mutacidoval modositott COX-2 enzim felhasznalasaval
kisérleti modszerekkel igazoltdk, hogy a Tyr385 szerepe dontd fontossagl, mig az
Argl20 ¢és Tyr348 aminosav egységek hatdsa az atészterezési reakciora
valamennyivel kisebb mértékii. Tudjuk, hogy mig a Tyr385 fontos szerepet jatszik a
ciklooxigenaz reakcioban, addig a Tyr348Phe, Tyr355Phe és az Argl20Ala mutaciok

csak részben képesek befolyasolni a ciklooxigenaz aktivitast. Az acetilalt enzim és a



szalicilsav (termék) komplex rontgendiffrakcios szerkezete azt mutatja, hogy a
szalicilsav ~5A tavolsagra van az idealis atmeneti allapot helyzetéhez képest. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy az Argl20 szerepe valdsziniileg az, hogy biztositsa a

reakcidban.

1.2. ASA-COX-1 célkitiizés

Az irodalomban csak egy COX enzim irreverzibilis gatlasi
mechanizmusdnak  felderitését célzd, aszpirin  atészterezOdési  reakcid
mechanizmusat vizsgald kozleményt talaltunk. Ugyan a Tosco és munkatarsai altal
javasolt, QM/MM dinamikai szimulaciora alapozott reakciomechanizmus nagyon
raciondlisnak tinik, de mindenképpen megerdsitést igényel szofisztikaltabb elméleti
¢és/vagy kisérleti médszerekkel. Mig a QM/MM dinamikai reakcio ut feltérképezés
elvileg j6 eredményt szolgaltathat a reakcid mechanizmusara, az ilyen szimuldciok
tulzottan fiiggnek az alkalmazott kvantumkémiai mddszertdl. Ebbdl a szempontbdl, a
statikus szamitasokhoz hasznalt magasabb szintli kvantumkémiai elméletek nagy
jelentéséggel birnak, mint a dinamikus reakcié-modellezések kiegészitéi. Mivel
vizsgalataink egy atfogdbb human COX-1 kutatas részét képezték és a human COX-1
enzimre rontgendiffrakcios szerkezet nem 4ll rendelkezésre, ezért célkitlizéslink volt
annak komparativ modellezéssel torténd szarmaztatasa.

Célunk volt tovabba az irreverzibilis ciklooxigenaz-1 aszpirin reakcid
mechanizmusanak jellemzése hibrid ONIOM tipusi QM/MM moddszerekkel. A
modell rendszereinken kivitelezend6 magas szintt ab initio és DFT szamitasok soran
a reakciocentrumot koriilvevé viszonylag nagy kornyezé régidban talalhatd
szomszédos aminosavak sztérikus és elektrosztatikus hatasat is figyelembe kivantuk
venni. Ezt az ONIOM electronic embedding modszerrel értiik el, amely lehet6vé teszi,
hogy a hullamfliggvényt a kérnyezé parcialis toltések polarizalni tudjak. Kivancsiak

voltunk arra, hogy a reakcidoban a szerkezeti vizmolekuldknak van-e szerepe, és ha



igen, milyen. Az is célunk volt, hogy megtalaljuk az egzakt 4tmeneti allapoto(ka)t és a
lokalis minimumokat a potencialis energiafelilleten és vibraciés analizissel
bizonyitsuk a létezésiiket. Szamitdsok sorozatait kivantuk elvégezni annak
meghatarozasara, hogy az eredményeink mennyire fiiggnek az alkalmazott QM
modszertdl és a bazis méretétdl. Javaslatot kivantunk tenni arra, hogy az ASA-COX-1
komplex - szalicilsav és acetilalt COX-1 termék atalakulas egy vagy tobb elemi

reakciolépésben torténik-e.

1.3. Antitrombin

A szerpin (szerin proteaz inhibitor) fehérjecsaladhoz tartozé antitrombin 111
(antitrombin, AT) egy nagyon hatékony endogén antikoagulans fehérje. Az
antikoagulans aktivitas alapja a szerin-protedzokkal szemben mutatott gatlé hatasa. A
magasabb rendii életformakban a szerin protedzok els§dleges fiziologiai inhibitorai a
szerpinek. Jellemz6 példa a hemosztazis és a fibrinolizis folyamata. A vérerekben a
legnagyobb mennyiségben el6fordulé szerpin az AT, amely nativ forméjaban csak
gyenge inhibitora a véralvadasi protedzoknak. Ez sziikséges feltétele annak, hogy
nagy koncentracioja ellenére elkeriiljiik a vérzést.

Az antitrombin vazat kilenc hélix (A-I) és harom B-red6 (A-C) alkotja, amelyek
nagymértékben konzervaltak ebben a fehérje csaladban. A "reactive center loop"
(RCL) jellemzéen ~ 20 aminosavbdl all, funkcidja pedig a proteaz ,,csapdaba ejtése”
és elfogasa. A proteaz az RCL kozéps6 részén, inkabb a C-terminalisahoz kozelebb
elhelyezkedd P1-P1' peptid kotést hasitja és a reakcio elsd 1épésében acil-enzim
intermedier alakul ki. A koévetkezd 1épés az acil-enzim komplex hidrolizise lenne,
azonban erre nem keriilhet sor, mivel a felhasitott RCL konformacios valtozason
keresztiil beépiil a B-red6-A-ba, a harmadik és 6t6dik szalag kozé. A folyamat soran a
proteaz Katalitikus centruma annyira torzul, hogy az megakadalyozza a tovabbi

hidrolizist. Az RCL beépiilése, melynek soran az AT ,atvezeti” a protedzt a masik



oldalra (kb. 70 Angstrém tavolsdgra a Michaelis komplexhez képest) kozos minden
szerpin gatlasi mechanizmusban.

Az AT-nak specialis mechanizmusokra van sziiksége, hogy csak ott és csak
akkor érje el teljes, két-harom nagysagrenddel nagyobb gatld hatasat, ahol, és amikor
ez sziikséges. A trombin gatlasaban az AT-trombin kozotti gliikozaminoglikan hid
képz6dése, mig a FXa és FIXa protedzok gatlasaban glilkozaminoglikanok altal
kivaltott allosztérikus aktivacionak van kulcsszerepe. Az elébbihez hosszabb lanct
heparin vagy heparan-szulfat sziikséges, mig az allosztérikus aktivacidhoz elegendd a
megfeleld szulfatalt pentaszacharid-fragmensek jelenléte. Szamos kiilonbozo
mértékben aktivalt AT rontgendiffrakcios szerkezet érhetd el a proteinek szerkezeti
adatbazisaban. Ezek alapjan azt feltételezik, hogy az AT FXa és FIXa proteazokkal
szemben mutatott, megfelelé pentaszacharidokkal (PS) kivaltott gatld hatdsa harom
elkiilonithetd 1épésben alakul ki. Elséként az er6sen negativ feliilethez koordinalodik
a PS ligandum. Ezt egy er6sebb kotédés kialakuldsa koveti, amely konformacios
valtozasokat eredményez (dontéen) a koté régioban, majd a valtozasért felel8s jel
atterjed tavolabbi régidkra, példaul ekkor szabadul ki a csuklo (hinge) régi6 a B-redd-
A-bol. Bar az AT-r6l rendelkezésre all6 rontgendiffrakcios —szerkezetek
felbecsiilhetetlen értékli informacidt szolgaltatnak az allosztérikus aktivacios
mechanizmusrdl, ezek alapvetdéen a dinamikus alloszterikus aktivalasrol készitett,
kristalyer6k altal befolyasolt statikus allapotoknak tekintheték. Ezt kivaléan
szemlélteti a két szulfatdlt gliikdzaminoglikdn-mentes, eltéré RCL geometriaval
rendelkezd nativ szerkezet; egyiket a nativ és latens forma egyiitt kristalyositasaval,
masikat csak a nativ forma kristalyositasaval nyerték. Ezek egyike sem alkalmazhaté
az aktivald PS nélkill is tapasztalhatd alap inhibicids aktivitds magyardzatara, mert
ezekben a szerkezetekben az RCL Kkitiintetett fontossagii Arg393 oldallanca a fehérje
belseje felé mutat, azt a FXa aktiv centruma nem tudja elérni. Ezért fel kell
tételezniink, hogy léteznek tovabbi RCL konformaciok is.

A protein adatbankban (PDB) elérhet6 szamos rontgendiffrakcios AT

szerkezet ellenére csak nagyon korlatozott mértékii és csak kozvetett informaciot



kaphatunk az AT aktivalasat kiséré konformacids valtozasokrol. Keveset tudunk a
kiilonb6z6 monoszacharid egységek szerepér6l, illetve a pentaszacharidok okozta
indukalt allosztérikus jel terjedésének mechanizmusardl is. A véralvadasi fehérjék in
silico modszerekkel torténd szerkezeti vizsgalatainak folyamatosan novekszik a
jelentésége. Talalunk koztiik rejtett szerkezeti események dinamikai szimulacidval

torténd leirast, és szerpineken végzett molekuladinamikai tanulmanyt is.

1.4. Antitrombin célkitiizés

Az AT esetében az allosztérikus mechanizmus pontos feltérképezéséhez
sziikséges térbeli ¢és idobeli felbontas elérése kisérleti (pl. magmagneses rezonancia)
modszerekkel még nem lehetséges. Ugyanakkor, megfelelé szamitasi kapacitast és
alkalmas erdteret feltételezve, molekuldris dinamikai szimulacidk elvileg alkalmasak
lehetnek az allosztérikus jel terjedési utvonalainak feltarasara.

Munkankban a szabad, szulfatalt glikozaminoglikan-mentes AT dinamikus
tulajdonsagainak in silico molekularis dinamikai vizsgalatat tiiztiik ki célul. Vizsgalni
kivantuk, hogy a szimulaci6 ideje alatt el6fordul-e olyan RCL konformaci6, amelynek
hinge régidja még nem szabadult ki a B-red6-A-bdl, de alkalmas lehet az AT — Sszerin
proteaz Michaelis-komplex kialakulasara. Célul tiztik ki, hogy informaciot
szerezziink a PS-koté régid flexibilitasardl, ami dontd szerepet jatszhat a megfeleld
AT-PS komplex kiilonb6z6 formainak képzodésében. Tudni szerettiikk volna, hogy a
kialakulasara vagy a D-hélix ,kiterjedésére”. Kivancsiak voltunk arra is, hogy
szimulacié soran mennyire stabil a mar kialakult P-hélix a szabad nativ AT
kiszabadulasa és a pentaszacharid-ko6t6 régio mozgasa kozott talalhato-e kapcesolat a
szimulaciok trajektoridiban? Az egyes régiok kozotti, informécio-elmélet alapu
"k6lesonds informacio" értékek kiszamitasa szintén része volt célkitiizéseinknek. Az

utobbi adatok segithetnek annak a megértésében, hogy az allosztérikus kdlcsonhatast



kisérd szerkezeti valtozasok hogyan, milyen titon jutnak el a hatasért felelds régiohoz
és hogy ezek az ,,informacios csatornak™ léteznek-e mar a szabad nativ antitrombin

esetében is.

2. ALKALMAZOTT MODSZEREK
2.1. ASA-COX-1enzim
2.1.1.  Homolégia modellezés és dokkolas

Mivel a human COX-1 enzimrdl nem allt rendelkezésre atomi felbontast
3D szerkezet, ezért egy juh COX-1 szerkezet (PDB azonositd: 2ayl) és a YASARA
szoftver felhasznalasaval szdrmaztattuk a human COX-1 geometridt. A homoldgia
modellezés sordn simulated annealing tipusi minimalizaldst, explicit olddszer (viz)
molekulakat és oldallanc optimalizaciot allitottunk be, amely eredményeképpen a
target végiil ~0,53 A RMSD eltérést mutatott a templathoz képest. A javasolt
szerkezetet PROCHECK és verify3D szoftverekkel ellenériztiik. Az ellenérzés soran
azt kaptuk, hogy a Yasara szoftver altal javasolt human COX-1 szerkezet mindsége
formalisan legalabb olyan jo6, mint a templaté. Egyrészt az elvégzett tesztek
eredménye miatt, masrészt pedig azért, mert funkcionalis azonossag all fenn a templat
és a target kozott, nem végeztiink molekuladinamikai szimulaciét a szerkezet
stabilitasanak ellenérzésére.

Ezt kovetden az ASA-t a human COX-1 enzim aktiv helyére dokkoltuk be
az Autodock 4.0 szoftver grafikus feliiletét hasznalva. A dokkolashoz Lamarcki
genetikus algoritmust és merev receptor-flexibilis ligandum protokollt alkalmaztunk.
A 98x98x122 racspont méretii dobozban, melynek kozepét a Ser530 Oy atomjahoz
rendeltiik, 0,177A finomsagu racspont tavolsagot definidltunk. Minden mas értéket
alapbeallitas szerint hagytunk. Két jellemzé konformacios allapotot kaptunk
eredményiil, amibél a mélyebb energidji (~70% gyakorisaggal eléforduld)

konformert hasznaltuk a tovabbi munkahoz.



2.1.2.  Modellépités és QM/MM szamitasokhoz

A reakciocentrumot koriilvevd régiot gy definialtuk, hogy azok az
aminosavak tartozzanak bele, amelyek legaldbb egy atomja 7A-nél kozelebb
helyezkedik el a Ser530 Oy- vagy az ASA karbonil C atomjdhoz. A vagasok miatt
keletkez6 lancvégeket (N- és C-terminalisok) acetil és N-metil csoportokkal zartuk le.
Az igy létrehozott régié 81 aminosav egységet tartalmazott, melybdl 61 ,valodi”
aminosav ¢és 20 a lezarashoz hasznalt acetil vagy N-metil csoport. Egy erre a célra
készitett segédprogrammal a protein adatbazis tipusu fajlt Gaussian stilusu input fajlra
konvertaltuk, mely AMBER er6tér atomtipusokat és hozzajuk tartozd parcialis
toltéseket rendelte az atomokhoz.

Kezdésnek két kiinduldsi rendszert definidltunk a 81 aminosav egység
alapjan. Az egyik az A modell, amiben csak a Ser530 oldallanc és a Tyr385 oldallanc,
valamint az ASA molekula mozgésa volt megengedett az optimalas alatt, a modell
tobbi atomjanak koordinatai a szamitas soran rogzitve voltak a Gaussian program egy
erre alkalmas funkcidjaval. E modellnek belsd rétege csak az ASA-t, valamint a
Ser530 és a Tyr385 aminosavak oldallancat tartalmazta, ezekre végeztiink el a magas
szintli (azaz kvantummechanikai) szamitasokat.

A masik rendszer a B modell, amiben az Argl120, Phe198, Phe205, Phe209,
Tyr348, Val349, Leu352, Ser353, Phe381, Leu384, Tyr385, Trp387, Phe518, 11e525,
Leu534 aminosavak oldallancai, valamint a Ser530 és az ASA molekula volt ‘aktiv’ a
geometria-optimalizalas alatt, mig a tobbi atom helyzete rogzitett volt. Ennek a
modellnek a bels6 rétege az ASA molekulabdl, a teljes Ser530-bol (kiegészitve az ezt
megel6z6 és kovetd aminosavak helyett a lezard acetil és N-metil csoportokkal) és a
Tyr385 aminosav oldallancabdl all.

A COX enzim belsejében talalhatd szubsztratkoté csatorna erésen hidrofob
karaktere ellenére a rontgenkrisztallografias szerkezet alapjan eléfordulhat benne
szerkezeti viz, lasd példaul a 2ayl, 1q4g és leqg PDB azonositoju szerkezeteket. Ezért

a szamitasokat olyan modelleken is elvégeztiik, amelyek egy vagy két vizmolekulat is



tartalmaznak a Ser530 kozelében. Feltételeztiik, hogy a vizmolekulak hozzajarulnak
az atmeneti allapot stabilizalasahoz vagy a Ser530 Oy proton transzferéhez. A B
modellt ezutan 4 alcsoportra bontottuk: B1 modellben nem szerepelt viz, a B2 és B3
modellekben egy-egy vizmolekula, mig a B4-ben mindkét viz poziciot feltoltottik
(W1 és W2).

2.13. QM/MM szamitasok

Szamos ONIOM-tipusa QM/MM szamitast végeztiink electronic embedding
kozelitéssel kiilonbozé szinti QM elméleti modszerekkel, kezdve a HF/6-31G-t61
egészen az MP2/6-31G(d,p)-ig. Az A modellen végzett szamitisok csak a potencidlis
energiafeliilet feltérképezését szolgaltak a két belsé koordinata fliggvényében: az
egyik a felszakadd Ser530 Oy-Hy kotéstavolsaga, a masik a képz6dé Oy-C(ASA
acetil szénatom) kotéstavolsag. A potencidlis energiafeliilet elsddleges szerepe a
késobbi atmeneti allapot keresési szamitasok alapjaul szolgaldé kezdé geometria
kivélasztasa volt.

A Bl modellen a HF, B3LYP és MP2 eclméleti szinteken késziiletek
szamitasok, kiilonb6zé méretii bazisokat alkalmazva. A B1 modell esetében az ASA-
COX-1 komplex, az atmeneti allapot és a ,termék” optimalt geometridit minden
elméleti modszerrel meghataroztuk. A zérusponti rezgési energiaval (Zero point
vibration energy (ZPVE)) korrigalt energiaszinteket az MP2, HF/6-31+G(d,p) és
B3LYP/6-31+G(d,p) kivételével szintén kiszamitottuk minden modszerrel. Az
elsérendli nyeregpontok létezésének és lokalis energiaminimumok bizonyitékanak
tekinthetd az analitikusan szamitott egy vagy zérus imaginarius frekvencia. A B2, B3
és B4 modelleken csak B3LYP szamitasokat végeztiink.

Annak felderitésére, hogy aminosavak rogzitésének milyen hatasa van a
elkészitettik a B1’-B4” modelleket, melyeken ugy végeztink B3LYP/6-31G(d)

szamitasokat, hogy kozben végig szabad, teljes mozgast biztositottunk a B-modellnél



felsorolt aminosavakon tul a His90, Val435, 11e346, Tyr356, Leu360, 11e523, Gly526,
Ala527, Pro528, Phe529, Leu531 egységeknek, tovabba a Metl113, Valll6, Leull?,
1123, Thr206, Met522, Glu524 és LeuS535 aminosavaknak csak a peptid kotéseit
rogzitettiik.

Az intermolekularis diszperzidés kolcsonhatasok figyelembe vételére az
el6z6 B1’-B4’ modellekre a Grimme altal a DFT szamitasokhoz javasolt B97-D
funkcionalt hasznaltuk, 6-31G(d) bazissal. A B1-B4 szamitasokhoz képest ezek
sokkal tobb optimalizacids 1épést és emiatt tobb CPU id6t igényelnek, raadasul
nagyobb annak a valdszinlisége, hogy lokalis minimum csapdaba esik a rendszer a
minimalizalds soran.

A szamitasokat Gaussian 03 ¢és Gaussian 09 szoftvercsomaggal végeztiik.
A megjelenitéshez a Molekel, Chimera 1.4, VMD 1.9, DPlot és az ESPript
szoftvercsomagokat hasznaltuk. A B1, B2, B3 és B4 modellek rendre 988, 991, 991 és
994 atombol alltak, mig a QM alrendszer vizmolekula nélkiil, egy vizmolekulaval és

két vizmolekula jelenlétében 56, 59 illetve 62 atombdl épiiltek fel.

2.2. Antitrombin

2.2.1. Molekuladinamikai szimulaciok

A molekuladinamikai szimulacionk egyik alapjaul (1. szimulacid) a protein
adatbazisban talalhatd 1e04 jeli AT szerkezet szolgalt. Ebben a szerkezetben a nativ
¢és a latens antitrombin formak egyiitt kristalyosodnak. A masodik modell az 1t1f pdb
szerkezeten alapul, amelyben az AT monomer formaban kristalyosodott ki, és az RCL
az AT felszinéhez képest lényegesen eltérd helyzetben lathaté. Ekkor a nativ-latens
formak kozott az atalakulast a mesterséges Val317Cys és Thr401Cys mutacid, azaz Uj
diszulfid hid 1étrehozasa akadalyozta meg. Ezeket a Cys317 és Cys401 aminosavakat
a modelliinkben virtudlisan visszaalakitottuk a vad tipusi szekvencidra (2.
szimulacié). A harmadik modellt a Ser137Ala/Val317Cys/Thr401Cys mutaciokat

tartalmazo (eredeti) 1t1f szerkezet alapjan épitettiik (3. szimulacio).
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A fentebb emlitett, protein adatbankban talalhaté antitrombin struktardk (PDB
azonosito: 1e04, 1t1f) hianyzo peptidszakaszait potoltuk, hogy teljes antitrombinon
tudjunk dinamikai szimulaciot futtatni. A kapott loop szerkezet finomitasat a PLOP
szoftverrel tettiik meg, mely a Schrodinger modellezési csomagban elérhets. A
modellezéssel kapott szerkezeteket a Procheck szoftverrel ellendriztiik.

Az elkésziilt szerkezetek energia minimalizaciéjat az AMBER ’03 er6tér
alkalmazasaval a GROMACS szoftvercsomaggal végeztik. Az eredeti
rontgendiffrakcios struktirdk szerkezeti vizmolekuldit megtartottuk. A modelleket
ezutan (virtualisan) dodekaéder dobozba helyeztiik és szolvataltuk. A doboz méretét
ugy allitottuk be, hogy a doboz fala és a falhoz legkdzelebb es6 protein atom kozotti
tavolsag legalabb 12A legyen az 1e04, és 15A az 1t1f modellnél. Az utdbbi értéket
azért valasztottuk nagyobbra, mert az 1t1f kompaktabb szerkezetli, mint az 1e04. A
rendszereket neutralizaltuk, és a fiziologias ionerdsség (~0,15M) eléréséig Na* és CI°
ionokat adtunk hozzajuk. Egy r6vid, 2 ns-0S simulated annealing periodus alatt
futottik fel a rendszert 310K-re. Ezt kdvetéen 2000 ns produkcids dinamikat
futtattunk 4llandé részecskeszam (N), 4llandd nyomas (P=10°Pa) és 4llando
hémérséklet (T=310K) mellett, periodikus hatarfeltételt (PBC) és TIP3P explicit
vizmodellt alkalmazva. Az elektrosztatikus és a van der Waals kdlcsdnhatasokra 10A
cut-off tavolsagot alkalmaztunk. A nagy hatotavolsagu elektrosztatikus kdlcsonhatas
korrekciét a Particle Mesh Ewald (PME) modszer segitségével szamoltuk. A
termosztat csatolashoz a v-rescale a barosztat csatolashoz pedig a Berendsen
algoritmust hasznaltuk. Ahhoz, hogy jo eséllyel vizsgalni tudjuk a nagy léptéki
konformacids atmenetekhez tartozd konformacids ingadozasokat, a szimulacios
idének elég nagynak kell lennie. Ezt hatékonyabban érhetjiik el, ha a szimulacios
id6léptéket hosszabbra valasztjuk. A virtualis atomi pozicid protokoll (virtual sites
protocol) egy alternativija a tOmeg ujraparticionalasi modszernek, amelyet a
szimulaciokban az id6lépték hosszanak novelésére hasznalnak ugy, hogy a hidrogén
atomok helyzetét a szomszédos nehézatomok fiiggvényeként definialjak

Munkéankban ezt alkalmazva mindegyik szimuldciénal 4 fs-ra tudtuk ndvelni az
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id6léptéket. A harom rendszer mérete (N), beleértve a virtualis poziciokat is, rendre
85566, 88291 és 88165 részecskébol allt. A GROMACS szoftvercsomagot hasznaltuk
minden szimulacidhoz és trajektoria analizishez. A fehérje szerkezet megjelenitése a
VMD 1.9.1 szoftverrel tortént.

A Lange ¢és Grubmiiller altal javasolt kolcsonds informacidé alapu
altalanositott korrelacié értékeket, a g_correlation segédprogrammal szamitottunk. A
szamitashoz a pillanatnyi koordinatakat ("frame"-eket) a trajektoriabol nyertiik ki,
minden egyes nanoszekundum végérdl egyet-egyet, 6sszesen 2000 db-ot.

A ProDy csomag segitségével fOkomponens analizis szdmitasokat is
végeztiink a dinamikai trajektoria elébbi 2000 pillanatképét felhasznalva. Ehhez
grafikus interfészként a VMD molekulagrafikai szoftver “normal méod” funkcidjat
(normal mode wizard) hasznaltuk. A normal modd szamitasokhoz a kovariancia
matrixokat csak a Ca atomi elmozdulasokra készitettiik el és csak a tiz legnagyobb
amplitidoji mozgast szamitottuk ki a szoftver alap bedllitasait hasznalva. Az
allosztérikus utvonalakat is a trajektoriabdl nyert (fentebb emlitett) pillanatképekbdl
szamitottuk ki a WISP program segitségével, mely szintén integralhato volt a VMD
grafikus csomagba. A Lys114-t61 a Ser380-ig tartd allosztérikus tvonal szamitasat az
aminosavak Co atomjaira, mint “csomopontokra” végeztiik el. A WISP kontakt
csomopont meghatirozasi hatarértéket 4.5A értékre 4llitottuk be és 20 allosztérikus
utvonalat generaltattunk.

Ebben a munkaban elsdsorban arra voltunk kivancsiak, hogy a nativ, szabad
AT egyensulyi dinamikai tulajdonsagaiban hogyan ¢észlelheték egy késébbi
konformacid valtozasra vagy allosztérikus jeltovabbitasra utald elmozdulasok. Ezért
az altalunk vizsgalt rendszerekre majdnem kizar6lagosan egyensulyi “brute force”

NPT dinamikai szimulaciokat végeztiink.
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3. UJEREDMENYEK
3.1. ASA-COX-1enzim

A human COX-1 szerkezetet juh COX-1 rontgendiffrakcids felvétel alapjan
homolégia modellezéssel készitettiik el, majd az ASA molekulat dokkolassal
pozicionaltuk az enzim szubsztrat kotShelyébe. Szamos ONIOM tipusa QM/MM
szamitast végeztiink electronic embedding kozelitéssel, kiilonboz6 szinti QM
elméleti modszerekkel az ASA-ra és az azt koriilvevé aminosavakra azért, hogy egy
elfogadhato reakciomechanizmust talaljunk az ASA-COX-1 atészterezési reakciora.
Meghataroztuk, a tanulményhoz készitett modellek keretein beliil, az egzakt
atmeneti allapotot és lokalis minimum geometridkat valamint a megfelelé ZPVE
korrigalt energiaértékeket. Azt talaltuk, hogy az ASA-COX-1 komplex képz6dését
és a szalicilsav bels6 protonvandorlasat figyelmen kiviil hagyva az egész reakcid
Iényegében egyetlen elemi 1épésbdl all. Az ASA-COX-1 komplexet tekinthetjikk a
reaktansoknak. A komplex kialakuldsa soran az ASA megkdzeliti a COX-1 aktiv
centrumat, egy kezdeti konformacioval képez komplexet a COX-1 enzimmel. Mig
az orientacidban nagy valdsziniiséggel az Argl20, addig a kotés kialakitdsdban a
Tyr385 jatszik kulcsfontossagi szerepet. Ebben a komplexben az ASA acetil
karbonil szénatomja egy olyan helyzetben van, hogy a Ser530 Oy tamadast tud
inditani felé. Ez eredményezi az atmeneti allapot szerkezetet. Ebben az atmeneti
allapotban a C (acetil karbonil szénatom)-Oy és az O (ASA-karboxilat)-Hy kotés
kialakulasa, valamint a Ser530 Oy-Hy kotés és a C (acetil karbonil szénatom)-O
(ASA fenolos) kotés felhasadasa egy elemi 1épésben jatszodik le. Meg kell jegyezni,
hogy ez nem azt jelenti, hogy a kotések felhasadasa és képzodése teljesen szinkron
folyamat lenne. Szamitasaink szerint példaul a Hy vandorlas megel6zi a C (acetil
karbonil szénatom)-Oy kotés kialakulasat. Tovabbi atmeneti allapot nélkiil rdgton
termék képzddik (acetilalt-COX-1:szalicilsav), amelyben az Oy proton még mindig
a szalicilsav karboxilat oxigénjén talalhat6. A Hy proton konnyen vandorol at a

karboxilat csoport oxigénjérol a fenolos oxigénre.
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Az atmeneti allapot létezését frekvencia analizissel bizonyitottuk. Az
imaginarius frekvencia f6ként a Ser530 Hy proton transzfert és a Ser530 Oy—C (ASA
acetil szénatom) kotés-nyujtas rezgéseket mutatja, ami szintén azt bizonyitja, hogy a
proton transzfer és az Oy—C kotés kialakulasa egy elemi 1épéssel jellemezhetd
reakcio.

A szerkezeti vizmolekulak vizsgalatabol arra kovetkeztethettiink, hogy a
lehetséges hidrogénkotés stabilizalé hatdsa az atmeneti allapot energidjara ¢és
geometridjara elenyész0, fliggetleniil attdl, hogy hany vizmolekulat alkalmaztunk és
milyen elméleti modszerrel szamoltunk.

Az optimalandé geometriai valtozok szamanak ndvelése nem valtoztat
jelentdsen sem a reprezentativ valtozok értékein, sem pedig a reakcid aktivalasi
energiagatjan. Ettdl eltérd kovetkeztetésre jutottunk a B97-D diszperzids funkcionallal
kapott eredményeket hasonlitva dssze a B3LYP elméleti szinten kapottakkal. A B97-
D modszer szignifikansan (~3-4 kcal/mol-lal) alacsonyabb aktivalasi energia értéket
josol, mint a B3LYP. A megfeleld geometriai paraméterek meglehetésen hasonloak,
kivéve a d4 értékeket, amelyekre a B97-D id6nként l1ényegesen magasabb értéket

mutat.

3.2. Antitrombin

2 ps-os molekuladinamikai szimulacidkat végeztiink a szabad AT nativ
formain. Azt talaltuk, hogy a korrelalt konformacidés atmenetek, amelyek az
allosztérikus informaciot kozvetithetik a gliikdzaminoglikdnok kotdhelyétol az RCL-
léteznek. Szamitasokkal valdszinisitettiik, hogy az Arg393 oldallanc specifikus
konformacidja, amely a szerin protedzok megkdtéshez sziikséges, nem elhanyagolhato
valészintiséggel fordul elé még a ki nem nyilt RCL konformaciéban is. Ez
magyarazza az AT alapszintli gatlasi képességét. Az 1e04 szerkezetbdl kiinduld

szimulacioban, ahol a P-hélix még nem alakult ki, a megfelel6 szekvencia kiillondsen
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nagy fluktuaciot mutatott és a megvalosult szerkezetek kozott eléfordulnak hélix-
szer(i konformacios allapotok is.

Kimutattuk, hogy a D-hélix kiterjedésében érintett fehérje szekvencia-
részlet szintén nagy RMS fluktuacioval jellemezhetd. A koélcsonds informacio (MI)
elemzések jelentGs (altalanositott) korrelaciot mutattak azok kozott a régiok kozott,
melyek a rontgendiffrakcios szerkezetek alapjan az AT-PS komplexek kialakulasakor
konformacios valtozast szenvednek el. Azt is kimutattuk, hogy az allosztérikus
informacio-terjedés utvonalai mar az AT nem aktivalt nativ formajaban is
megjelennek. A trajektoridk alapjan hasonld kovetkeztetést lehet levonni
fokomponens analizissel ¢és WISP analizissel is. Metadinamikai szamitasokat
végeztink a PLUMED-hez illesztett GROMACS molekuladinamikai csomag
segitségével azért, hogy realis minimum energia utvonalakat és atmeneti allapotokat
talaljunk, amelyek sszekotik a szabad nativ antitrombin eddig leirt két kiilonbozo
tudtuk levonni, hogy ilyen utvonal (vagy utvonalak) Iétezhetnek ¢és a két
konformacids osztalyt viszonylag csekély, mar hdmozgassal is legy6zheté energiagat

valasztja csak el.

4. MEGBESZELES
4.1. ASA-COX-1enzim
4.1.1. Homologia modellezés és dokkolas

Az aminosav azonossag a juh és human COX-1 szekvencidk kozott
majdnem teljes (tobb, mint 90%), ami nagy valosziniiséggel azt jelenti, hogy a
szarmaztatott szerkezet helyes. Kiilondsen magas aminosav azonossag lathato a COX-
1 katalitikus centrumnal és annak kozelében.

Az aszpirinnek human COX-1 aktiv helyére valé dokkolasaval nyert

legstabilabb és a leggyakoribb konformere egy olyan komplexhez tartozik, amely
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geometridjat tekintve alkalmas arra, hogy a reakci6 soron kdvetkezd 1épése
végbemenjen. Ebben a pozicioban a Ser530 Oy atomja egy nukleofil timadashoz elég
kozel van az ASA acetil csoportjanak karbonil szénatomjahoz, mig a Ser530 Hy kozel
helyezkedik el a karboxilat csoport oxigénjéhez, amely segit a Ser530 Oy atomhoz
kapcsolodd H atomnak a tavozasban. Meg kell emliteni, hogy azonos médon, de
eltéré paraméterekkel végzett dokkolas eredményeként egy olasz munkacsoport egy
ASA-Argl120 ion-parhoz tartozo poziciot talalt legstabilabbnak. Valoszintileg mindkét
emlitett pozicio jelentds statisztikai valoszintiséggel bir. Az ion-par képzédés szerepet

atészterezési reakcidhoz sziikséges.

4.1.2. Potencidlis energia feliiletek

Az egyszerlibb modell esetében (A modell), a Ser530 Oy-C (ASA acetil
karbonil) és Ser530 Hy-Ser530 Oy tavolsagok fliggvényében felvett, kiilonb6zo
elméleti moédszerrel kapott potencialis energia feliiletek azt mutatjak, hogy a reakcid
mindegyik ONIOM QM/MM szamitas szerint csupan egy nyeregponttal jellemezhetd.
A potencialis energia feliilletek ugyanakkor kissé kiilonboznek egymastol. A
B3LYP/6-31G(d):AMBER modszerrel szamitott feliilet esetében viszonylag szik
volgy vezet a nyeregponthoz. Sem a HF/6-31G(d):AMBER sem a MP2/6-
31G(d):AMBER feliilet nem hasonlit ehhez. Nincs jele egy jol elkiilonithetd reakcio-
1épésnek, melyben az Oy oxigén atom Hy protonjanak az ASA karboxilat csoportjara
torténd transzferét vagy az Oy- atomnak az ASA karbonil szénatomjara inditott

nukleofil timadasat kiilon lathatnank.

4.1.3. Geometria paraméterek

Az ASA-COX-1 komplexben a Hy proton az altalunk alkalmazott minden
elméleti modszer szerint az Oy atomhoz kapcsolodik. A karbonil szén és a fenolos

oxigén kozotti kotés normal hosszasagu. A Ser530 Oy és az ASA acetil csoportjanak
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karbonil szénatomja kozott az ujonnan képz6do koétés hidatomjai kozotti tavolsag 3,5
A kériil van; ez az érték csak kis mértékben fiigg az alkalmazott QM/MM modszertdl.
Ez egy kicsit hossza a kovetkezd reakciolépés (nukleofil tdimadas) inditasdhoz, de a
potencialis energiafeliiletek tanulmanyozasa soran lathattuk, hogy kozeledésiik kis
energiabefektetéssel megvalosithato folyamat.

Mig az MP2 szamitasok szerint a szalicilsav mérsékelten tavolodik a reakcio
centrumtol, addig a HF modszer jelentdsebb eltavolodast valdsziniisit (kivéve a 6-31G
bazist). A 6-31G(d) és 6-31G(d,p) bazis szettek hasznalataval a rontgendiffrakcios
szerkezethez nagyon hasonlé geometriat kaptunk a termékre. A B3LYP modszerrel

szamolt tavolsagok a két masik modszerrel kapottak k6zott helyezkednek el.

4.1.4.  Aktivaciés energiak

Az aktivacios energidra nem talaltunk kisérleti értéket a szakirodalomban.
Tosco és munkatarsai kimutattak, hogy a QM/MM tipusu szamitas alkalmazasa soran
az SCC-DFTB QM modszer valdsziniileg alabecsiili az aktivalasi energiat. A
B3LYP/6-31G(d) korrekcid hasznalatival szamolt SCC-DFTB potencialis energia
feliilet ~10 kcal/mol aktivacids energia értéket valoszintsitett. Mi a stiriségfunkcional
modszerrel és MP2 elméleti szinten is viszonylag magasabb, ~20-22 kcal/mol korili
ZPVE korrigalt aktivacidos energia értékeket kaptunk. Ennek az eltérésnek a
szamitasokhoz hasznalt modellek kozotti kiilonbség lehet az oka. A mi célunk ugyanis
az volt, hogy meghatarozzuk az egzakt atmeneti allapot geometriajat kiilonb6z6 szinti
elméleti modszerekkel, s ehhez csak a COX-1 alrendszerét engedtiik mozogni a
geometria optimalas soran. Tosco és munkatarsai az atészterezési reakciot gy
modellezték, hogy egy sokkal inkabb kozelit6 QM moddszert hasznaltak a QM/MM
szamitasokhoz, amely viszont lehet6vé tette, hogy a teljes COX-1-ASA rendszer részt

vegyen a dinamikai szimulacioban.
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4.15. Imaginarius rezgések

Minden esetben csak egy imaginarius frekvenciat kaptunk az atmeneti
allapotra, az Osszes ASA-COX-1 ¢és szalicilsav-acetilalt COX-1 komplex
geometridkra pedig csak pozitiv frekvencia-értékek adodtak. Az imaginarius
frekvenciahoz tartoz6 normal mod azt mutatja, hogy a proton mozgasa a Ser530 Hy és
az ASA karboxilat oxigén atomja kozott és a kotés kialakulasa a Ser530 Oy és ASA
acetil csoportjan 1évé karbonil szénatom kozott erdsen csatolt, ugyanabban az elemi
1épésben torténik meg, még ha nem is teljesen szinkron folyamatban. Tekintettel arra,
hogy az atmeneti allapotban a Hy proton vandorlasa az ASA karboxil csoportjara mar

majdnem teljesen megtorténik, ez egy érdekes eredménynek mondhato.

4.1.6. A tetraéderes intermedier létezése

Egy masik fontos kérdés, hogy Iétezhet-e az ugynevezett tetraéderes
intermedier. Ebben az esetben egy lokalis minimumnak kell lenni a potencialis
energia feliileten, amely egy mar kialakult Oy-C (ASA-karbonil) kotéshez és egy
ezzel egyiitt 1étezd fenolos O-C (ASA-karbonil) kotéshez tartozik. Minden
igyekezetiink ellenére ezt az intermediert nem sikeriilt megtalalnunk. Ezek utan
geomeriai optimalasokat végeztiink az atmeneti allapothoz kozeli, de mar azon tuli, a
feltételezett tetraéderes intermedier irdnydba mutatd geometridkbdl kiindulva. Az
optimalasok nem a koztitermékhez, hanem kivétel nélkiil a termékekhez vezettek. Bar
ez nem egy egzakt bizonyitéka annak, hogy nem létezik a tetraéderes intermedier, de
azt valdsziniisiti, hogy termék oldalon nincs olyan energiagat, amely megakadalyozna

a termék képzOdését és egy koztes allapotot (tetraéderes intermediert) stabilizalna.

4.1.7. A negativ toltés helye a szalicilsav molekulan

Azt talaltuk, hogy az atészterezési reakcio befejezése utan a Ser530 Hy

protonja az ujonnan képzOodott szalicilsav karboxilat oxigénjéhez kapcsolodik. A
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vizben kozel semleges a pH, igy a protonnak inkabb a fenolos oxigénen kellene
elhelyezkedni, sem mint a karboxilat oxigénen. Ugyanez volt varhato az altalunk
vizsgalt rendszernél is. Mivel a fehérje (COX-1) belsejében elektrosztatikus teret az
atomok parcialis toltései inhomogénné tehetik, igy a proton helyzetére elézetesen nem
kovetkeztethetiink teljes bizonyossaggal. Ezért relaxalt potencialis energia szkennelést
kozott 0,05 Angstromonként valtoztattuk. A potencialis energiagdrbét B3LYP/6-
31G(d):AMBER szinten szamoltuk.

A fehérje elektrosztatikus mezejét itt is az electronic embedding modszerrel vettiik
figyelembe, ahogyan korabban is tettiik. A 13. abra azt mutatja, hogy a proton inkabb
a fenolos oxigénhez ko6tddik, bar az energia nyereség nem kiilondsebben nagy. A
feltételezett energia gat, amely a karboxil oxigénre torténd vandorlast gatolnd nagyon

alacsony, kisebb, mint 0,5 kcal/mol. Ezt az akadalyt a termikus mozgas is legy6zheti.

4.18. A vizmolekulak lehetséges hatasa a reakciéra

Az aktiv centrumban vizmolekulakat tartalmazo modellekre is futtattunk
ONIOM szamitasokat. A QM részében csak a B3LYP moddszert alkalmaztunk, de ezt
kiilonb6z6 bazisokkal hasznaltuk. A szamitasok azt mutatjak ugyanakkor, hogy ezek a
vizmolekulak nem befolyasoljak jelent6sen sem az ASA-COX-1 nemkoté komplex
sem az atmeneti allapot geometriai paramétereit. A vizmolekulak jelenlétének nem

volt szamottevd hatasa az aktivalasi energia értékekre sem.

4.2. Antitrombin

4.2.1. Molekuladinamikai szimulaciok

Az altalunk kivitelezett 2 mikroszekundumos dinamika szimulacios
iddintervallum nem elegendd a nativ — latens atmenet vagy akar az antitrombin

aktivacio megfigyeléséhez, mivel ezek ritka eseménynek mondhatok ezen az
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id6skalan. Mindazonaltal mas molekuladinamikai tulajdonsagok kinyerhetéek a
trajektoridkbol.  Ilyenek pl. a loop konformacios flexibilitas, konformacios
ingadozasok nagysadga (rmsf) vagy a proteinek egyes régioi kozotti korrelalt
mozgasok. Ezen tulajdonsagok alapjan értékes informaciokat kaphatunk a
konformacios atmenetek kezdeti szakaszara vagy az allosztérikus utvonalak

létezésére.

4.2.2. Referenciatél valé eltérés - RMSD

A kiindulédsi geometriatol szamitott RMSD eltérések nem kiilonosebben
nagyok. Ez Osszhangban van azzal a ténnyel, hogy a referenciaként valasztott AT
szerkezetek egy kinetikai csapdaba keriilve lokalis minimumban (nativ allapot)
vannak €s a szimuldcids intervallum alatt mindvégig ott is maradnak. Az N-terminalis
elsé 45 aminosav egysége, a diszulfid-hiddal rogzitett Cys8-Cys128 és kornyezete
kivételével, rosszul kértékelheté, vagy éppen nem kiértékelhetetlen diffrakcios
mintazattal rendelkezik, ami vildgosan mutatja, hogy ez a régi6 flexibilis mind az
1e04, mind az 1t1f kristalyszerkezetben. Szamottevé valtozékonysagot feltételeztiink
az RCL régiora is, ahogy ezt korabban mar megallapitottak. Ezért ezeket a peptid
szakaszokat kihagyva az RMSD szamitasbol, 1ényegesen kisebb értékeket kaptunk. A
szimulacié sordn ez kb. ~0,2 nm koriili értéknél stabilizalodik. Erdekességképpen
megjegyzendd, hogy ez nagyjabol megegyezik a rontgendiffrakcids szerkezetek

felbontasanak tartomanyaval.

4.2.3. Konformacios rugalmassag - RMSF

Az RMSF ¢értékek hasznos informaciokat szolgaltatnak a fehérje kiilonb6zo
régioinak flexibilitasarol. A teljes fehérjére vonatkozd RMSF értékek kiszamolasakor
azt talaltuk, hogy az AT N-termindlis régidi ezen szimuldcidk alapjan jelentés rms
fluktuacioval jellemezhetdek, ami dsszhangban van azzal, hogy ezekben a régiokban a

peptid szakaszokhoz a rontgendiffrakcios szorasképek alapjan nem mindig sikeriilt
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koordinatékat rendelni. Emiatt az varhat6 volt, hogy az altalunk kiegészitett (teljes)
szerkezet N-terminalisanak fluktudcidja is nagy lesz. Az RCL-ek fluktuécioja is atlag
folotti, ami szintén nem meglepd, mivel az alapszintli gatld hatast nem lehet
értelmezni ebben a régidoban végbemend konformacids valtozasok nélkiil.

Erdekes, hogy nemcsak a hurkok, hanem a merev vazhoz sorolt periférikus
hélix szerkezetek, és a 400-410 aminosavakbdl felépiilé B-redé is (a mesterséges
Val317Cys-Thr401Cys mutacié kivételével) jelentés fluktudcidval bir. Ahogyan
varhat6 volt, nagyok az ingadozasok a PS kotd régiot szegélyezd A- és D-hélixnél, az
gjonnan képzOdd6 P-hélixnél, valamint a fehérje N-termindlis régidjanal is. Az
utobbiak fluktuacios szabadsaga jol magyarazhatdé azzal, hogy részt vesznek az
optimalis PS kot6 régio kialakitasdban és ez az egyébként szabad allapotban egymast
elkeriilni igyekvdé pozitiv toltésti oldallancok nagy atrendezddésével jar, ami
feltételezi a flexibilitast.

A D-hélix C-termindlisa és az azt koveté B-red6-A harmadik B-szalagja
kozotti peptidszakasz fluktuacidja nagyobb, mint a proteinben talalhatd legtobb loop
szekvenciaé. Abbol, hogy van olyan szabad (sem PS-ot, sem proteazt nem kotd)
rontgendiffrakcios AT szerkezet, amelynek megfeleld peptidszakaszdhoz a szorasi
képbdl nem lehetett egyértelmii szerkezetet rendelni, szintén a loop kiilondsen nagy
konformacios valtozatossagara utal. Az F-hélix C-terminalisa atlagosat meghalado
termikus mozgasanak megértéséhez pedig elegendé annak figyelembe vétele, hogy
ennek a régionak a B-red6-A harmadik és 6todik B-szalagjainak a pentaszacharid
kotddését kisérd dsszezarodasakor illetve az RCL negyedik B-szalagként beépiilésekor

is el kell mozdulnia.

424, RCL-szerkezetek

Az AT szerkezet-funkcio tanulmanyokban az RCL dinamikus

jelentdséggel bir. A szabad antitrombinra eddig rendelkezésre 4ll6 Osszes
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rontgendiffrakcios szerkezetben az Arg393 guanidinium csoportja az AT belseje felé
belsejétdl kifelé mutat, eddig csak AT-proteinaz komplexben mutattak ki. Mivel a
proteindz megkdotésében az Arg393 oldallancanak donté szerepe van, ezért ennek a
konformacionak vagy nem elhanyagolhatd gyakorisaggal kell megjelennie a szabad
AT-ban vagy az AT-proteinaz kdlcsonhatasban kell indukalddnia.

Az 1e04 szerkezetnél talalt RCL konformacié esetében a guanidinium
csoport feliilethez kotdtt, ami a feltételezések szerint az egyiitt kristalyositott dimer
(nativtlatens) AT szerkezetben a kristalyerdk kovetkezménye. A monomer nativ PS
nélkiili AT protein adatbankban elhelyezett 1t1f kodjelt szerkezete teljesen mas RCL
konformacioval rendelkezik, amelyben az Arg393 oldallanc egy Arg393-Glu237
sohidon keresztiil szintén a feliilethez kotddik. Az 1e04 konformaciobol kiinduld 2 ps-
os dinamikai szimulacié alatt az RCL konformacié nagymértéki valtozasait
figyelhettiink meg. A guanidinium csoport C{ atomja és az AT barmely atomja
(amely nem része az RCL-nek) kozotti tAvolsagot kovettik a szimulacids id6 alatt,
mindharom szimulaciora. Az taldltuk, hogy az 1e04 rendszernél (1. szimulécid) a
legtobbszor eléforduld ~0,3 nm tavolsag egyértelmiien megfelel a feliilethez kotott
guanidinium-csoportnak. A nagyobb, 1,0-1,4 nm értékek pedig azokhoz a
konformacidokhoz tartoznak, amelyek legalabb részlegesen oldoszer altal
hozzaférhetek, azaz amelyek potencialisan Michaelis-komplexet képezhetnek a
proteazokkal. Az 1tlf vad tipusii proteinre végzett szimulaciobol hasonld
kovetkeztetés vonhato le azzal a kiilonbséggel, hogy itt a nagyobb értékek fordulnak
elé gyakrabban. Erdekes modon, amikor az RCL C-terminalis vége diszulfid-hiddal
stabilizalt, az RCL flexibilitdsa nem elég nagy ahhoz, hogy az Arg393 guanidinium
csoportja kiszabaduljon a Glu237 karboxilatjaval alkotott sohid fogsagabal.

22



4.25. Altalanos korrelacio és allosztéria

Az 1. szimulacio a 80-200 szekvencia részleten beliil figyelemre méltd
korrelaciot jelez. Ez 6sszhangban van azzal az elGzetes tapasztalattal, hogy a teljes D-
hélix N-terminalisanak peptid szekvenciai, illetve az E- és F-hélixeknek C-terminalis
végei szamottevé korrelaciot mutatnak. Ezeknek a peptidszekvencidknak illetve a
412-420, és a 305-310 szakaszoknak a korrelacioja részlegesen magyarazhatd azzal a
ténnyel, hogy kézel vannak egymashoz. A D-, E- és F-hélixek megfeleld részei és az
RCL kozott, illetve a 340-350 peptid szakasz kozott (mely a PS kot régio feldl nézve
hatul helyezkedik el) észlelt altalanositott korrelacié mar kevésbé egyértelmii. A 2. és
3. szimulacidhoz tartozo altalanositott korrelacidos matrixokbol lényegében hasonld
kovetkeztetés sziirhetd le, néhany szembetlind kiilonbséggel. Mindkett a korrelalt
mozgasok ugyanolyan regionalis elkiiloniilését mutatja, mint amelyet az 1. szimulacid
esetében megfigyelhettiink. Megjegyzést érdemel, hogy az 1t1f szerkezetbdl induld
szimulaciok nagyobb, gyengén korrelalt régidkat mutatnak. Kiilondsen igaz ez arra a

rendszerre, ahol nincs jelen extra diszulfid-kotés.

4.2.6. WISP analizis

A kozelmultban jelent meg a WISP (weighted implementation of
suboptimal path) modszer, mely segitségével a molekuladinamikai trajektoriakbol
allosztérikus Utvonalakra vonatkozo informaciokat lehet kinyerni. Ezt a mddszert
alkalmazva a trajektoridinkra azt talaltuk, hogy az AT-PS kolcsonhatas lehetséges
helyérdl (esetiinkben pl. a Lys114) a hatds helyéhez (az RCL hinge régidja) vezetd
allosztérikus utvonalra a WISP modszer harom szimulacio trajektoridibol harom
némileg kiilonb6z6 atvonalat ajanl. Mig az 1. szimulacio azt mutatja, hogy a jel a D-
hélix mentén terjed, a 2. szimulacid egy részben belsé utvonalat javasol, amelyben az
A-hélix N-terminalis vége vesz részt. Ez is elképzelhetd lehet, mivel tudjuk, hogy a
Trp49 fontos szerepet jatszik az aktivalt allapot stabilizalasaban. A 3. szimulacio

szerint elénydsebb egy a P- és E-hélixen, valamint a B-red6-A masodik és harmadik
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szalan keresztill vezetd ut. Mig az 1. szimulaciobol kapott utvonal tlinik a
legkézenfekvobbnek, ez utdbbiak sem zarthatok ki teljesen. Meg kell jegyezni
azonban, hogy az AT-proteinaz komplexekben az RCL konformécioé sokkal inkabb
hasonlit ahhoz, amelyet az 1. szimuldcidban megfigyelhettink. Igy feltételezhetd,
hogy az 1tlf — so-hidat tartalmazd 1e04-szeri konformacidé atmenet megel6zi az

aktivalodast.

4.2.7. Fékomponens analizis

A transzlacios és rotacids szabadsagi fokok eltavolitasaval nyert globalis
belsé mozgasok f6komponensekre bonthatdak. Ezek a fékomponensek megfelelnek a
nagy amplitadoji (alacsony frekvenciaju) rezgések és feltételezhetjiik, hogy a
konformacios atmenetek ezen rezgések mentén kezdédnek el. Ezekhez a moédusokhoz
azokban a régidkban a legnagyobb a hozzajarulds, ahol legnagyobb a fluktuacio,
ilyenek az N-terminalis régio, pentaszacharid kot6 régio, E- és F-hélixek, valamint az
RCL, valdsziniisitve, hogy ezek egymashoz kapcsolt mozgéasok. Bar ez nem egy teljes
bizonyitéka annak, hogy ezeknek a mozgasoknak kozvetlen szerepe van az
allosztérikus informacioban, de a modusok csatolt atomi mozgasai révén segitenek

megérteni az allosztéria jelenségét.
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5. OSSZEFOGLALAS

A Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Laboratériumi
Medicina Intézet, Klinikai Laboratoriumi Kutatdo Tanszékén a hemosztazis normal és
patologias folyamatainak kutatasa az egyik fo kutatasi irany. Ezekhez a teriiletekhez
kapcsolodoan a ciklooxigenaz-1 aszpirinnel torténé gatlasi mechanizmusanak
valamint az antitrombin III alap inhibiciés potencialjaval Osszefliggésbe hozhato
dinamikus tulajdonsagainak in silico vizsgalata voltak munkam f6 célkitlizései.

Acetilszalicilsav (aszpirin) gatolja a prosztaglandin-H2 termelést, amely a
tromboxan-A2 prekurzora. Az aszpirin acetilez6szerként hat, amelynek acetil-
csoportja kovalensen kapcsolodik a ciklooxigendz-1 enzim aktiv centrumaban
talalhatdé Ser530 aminosav oldallincdhoz. A reakcié pontos mechanizmuséat
mindezidaig sem kisérleti- sem kvantumkémiai modszerekkel nem sikeriilt
megnyugtatdan tisztdzni. Mivel a vizsgalni kivant human ciklooxigenaz enzimre nem
allt rendelkezésre atomi felbontdsu 3D szerkezet, ezért arra a juh ciklooxigenaz-1
enzim rontgendiffrakciés szerkezete alapjan, homoldgia modellezéssel tettlink
javaslatot. Ezt kovetéen az enzim arachidonsav kotd tiregébe dokkoltuk be az acetil-
szalicilsav molekulat. Az acetilezési reakcid potencidlis energiafeliilete, illetve a
reakcio stacionarius pontjainak és azok energiainak meghatarozasa érdekében szamos
ONIOM-tipusu kvantummechanikai / molekulamechanikai szamitast végeztiink. A
szamitasokban az acetilszalicilsavra és az azt koriilvevé aminosavakra kiilonbozo
szintll kvantummechanikai modszereket alkalmaztunk az elektronikus beagyazas
(electronic embedding) kozelités keretein beliil. Geometriai masodik derivaltakkal
igazoltuk, hogy az altalunk talalt atmeneti allapotokhoz elsérendii nyeregpontok (egy
negativ sajatértékkel) tartoznak. A lokalis minimumokban minden masodik derivalt
pozitivnak adodott a transzlacids és rotacios szabadsagi fokokat figyelmen kiviil
hagyva. Az aktivéalasi energia értékek azonban jelentsen fiiggnek az alkalmazott
modszertdl. Minden alkalmazott megbizhat6 ab initio és stiriség-funkcional modszer
szerint a Ser530 Oy-Hy kotés felhasadasa és az Oy-C (acetilszalicilsav karbonil) kotés

képzddése egy elemi Iépésben torténik.
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Az antitrombin (AT) a véralvadasi kaszkad egyik legfontosabb fiziologias
inhibitora. Az AT a proteinek specialis hajtogatodassal jellemezheté Szerpin
csaladjaba tartozik, gatolja az aktivalt X-es faktort (FXa), a trombint és mas szerin
proteaz tipusi véralvadasi faktorokat, példaul a FXla és a FIXa faktort. A
szerpinekben ko6zos, hogy viszonylag hosszii reaktiv kozponti hurokkal (RCL)
rendelkeznek, amely szerin protedz megkotd funkcioval bir. Az AT esetében azonban
A szerkezetbe, ahonnan a jelents negativ tdltéssel bird gliikozaminoglikan — AT
kolcsonhatds  soran allosztérikus mechanizmus 1tjan szabadul ki. Ennek
eredményeképpen az AT FXa gatlo hatasa dramaian megemelkedik.

Célunk volt annak megértése, hogy az AT egyik (gliikkozaminoglikan kot6)
keresztiil indukal valtozdsokat a protein tavoli, RCL és hinge régidiban. Mas
szavakkal, hogyan terjed az allosztérikus informacio a protein régidi kozott. Szintén
célunk volt az AT alap inhibicios képességének megértése, amely nem magyardzhatd
az eddig publikalt rontgendiffrakcios szerkezetek alapjan. Ezen célok elérése
érdekében molekuladinamikai szimulacidkat végeztink az AT-ra ugy, hogy a
szimulacioban fiziologias kdrnyezetet a lehetdség szerint figyelembe vegyiik.

Azt talaltuk, hogy olyan korreldlt elmozdulasok, amelyek nagy
valoszinliséggel  szerepet  jatszanak a  konformacios  informacionak a
gliilkdzaminoglikanok kotéhelyétdl a ,hinge” régidohoz és az RCL-hez torténd
terjedésében, a glilkézaminoglikanok jelenléte nélkiil is léteznek. Szamitasokkal
valészintsitettiik, hogy az RCL-en talalhatdo Arg393 specifikus konformacioja, amely
a szerin protedzok megkdtéséhez sziikséges, nem elhanyagolhatd valoszintiséggel
fordul eld még a nem-kinyilt RCL esetében is. Ez magyarazhatja az AT alapszintii

gatlasi képességét.
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