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1. Bevezetés

A Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Laboratériumi Medicina Intézet,
Klinikai Laboratéoriumi Tanszékén végzett kutatbmunkaim koziil, a doktori disszertaciom alapjaul
két téma szolgalt. Az els6 a cisztein protedzok enzimmechanizmusdnak elméleti kémiai
modszerekkel torténd vizsgalata a papain enzim példajan keresztiil, mig a masodik téma a papain-
szer(i katalitikus doménnel rendelkezd, human transzglutaminazok aktivacidjanak vizsgalata a
véralvadasi kaszkad XIII-as faktoranak A alegységén és a szdveti transzglutamindzon keresztiil
klasszikus molekuladinamikai médszerek segitségével.

Jollehet, az utébbi évtizedekben 6riasi fejlodésen esett at a siirliségfunkcional kémia,
melynek oka részben az, hogy a meglehetdsen intenziv szamitasi id6t, amit a poszt Hartree-Fock
modszerek altal szolgaltatott szerkezeti, termodinamikai, spektroszkopiai és mas tulajdonsagokra
kellene szanni, jo kozelitéssel redukalt szamitasi id6 mellett tudjuk el6allitani. Munkamhoz ideélis
alapul szolgalt a papain enzim, mivel mind kisérletesen, mind pedig elméleti mdodszerekkel széles
koérben tanulmanyozott, azonban tobb szempontbol is a teljesség igénye nélkiil. Modern
stiriségfunkcional modszerek alkalmazasaval, a baziskészletek méretének szisztematikus
novelésével, geometria optimalt, frekvenciaanalizissel igazolt stacionarius pontokat allitottunk el
az  enzimreakci6 potencidlis  energiafeliileteit. Az ONIOM-EE tipusi  kombinalt
kvantummechanikai/molekulamechanikai (QM/MM) szamitasainkban, az enzimmechanizmust az
enzim nyugvo allapotabodl kiindulva az acil-enzim intermedier képz6désén at annak hidroliziséig
vizsgaltuk.

Nem lehetiink érdektelenek a természetben lejatsz6dé folyamatok dinamikus viselkedésével
szemben. A klasszikus mechanika j6 segitséget nyudjthat az olyan id6tél fiiggd jelenségek
vizsgalataban, melyeket egyel6re mashogyan egyaltalan nem, vagy csak koriilményesen tudnank
vizsgalni. Célszerlien, a makromolekuldk esetében pikoszekundum és miliszekundum kozotti
idoskalan lejatszodé események tanulmanyozasanal alkalmazhat6 modszer a molekuladinamika
(MD). Jelenleg ezen modszer hatarat az elérhet6 szamitasi kapacitas, a klassszikus erGterek josaga,
a szamitasi problémak skalazhatosaga, valamint a tanulmanyozni kivant rendszer mérete szabja
meg. Ezek egyiittesen definialjak azt az eseményablakot, mely szdmunkra informacidval szolgalhat
a tanulmanyozni kivant atomi szinti valtozasokrél. Figyelembe véve a szamitdsi er6forrasok
novekedését és az elérhet6 szoftverek intenziv fejlesztését, feltehetGen ezen mddszerek jelentésége
a jovében még inkabb ndni fog.

A XllI-as véralvadasi faktor A alegysége (FXIII-A) és a szoveti transzglutaminaz (TG2)
kapcsan azon dinamikus jelenségek keriilnek targyalasra, melyek az aktivaciojuk soran bekévetkezd

nagy szerkezeti valtozdsokhoz vezetnek, és amelyeket feltehet6en a kalciumionok két6dése indukal



mikroszekundumos id6skalan. Molekuladinamikai szimulaciokat ezen rendszerekre nem, vagy csak
nagysagrendekkel rovidebb id6skalan végeztek. Kiemelend6, hogy magat, az ionok kot6dését és
azok jelenlétének tulajdonithaté dinamikus valtozasokat még egyaltalan nem targyaltak elméleti

madszerek segitségével.

2. Irodalmi attekintés

2.1 A papain elméleti vizsgalatanak el6zményei

A papain enzim (EC 3.4.22.2) a cisztein endopeptidazok C1 szupercsalddjanak tagja. 1970-
ben, részben az akkor djonnan nyert krisztallografiai adatok alapjan [1], Lowe javasolt egy
mechanizmust a peptidkotés hasitasara a szerin proteazok analdgidjan [2]. Ugyanakkor a kozolt
eredmények alapjan nyilvanvalo, hogy egyetlen, altalanosan érvényes reakciomechanizmus nem
irhat6 fel ezen enzimekre [3-5].

Mind a szerin, mind a cisztein proteazok acil-enzim (AE) koztitermék képzodésén keresztiil
hasitjak a peptidkotést (ami rendre észter vagy tioészter) [4]. Lényeges kiilonbség a kimotripszin és
a papain ko6zott, hogy mig az els6 esetben a katalitikus triadot az Asp102, His57 és a Ser195
aminosavak alkotjak, igy a masodik esetben az Asn175, His159, Cys25 aminosavak talalhatoak az
katalitikus iiregben. A nukleofil centrumot alkoté aminosavon tul lényeges kiilonbség, hogy az
Asp102-nek megfelel6 aminosav a papainban a megfelel6 amid, azaz aszparagin (Asn) [4], amely
hozzéajarul az enzim nyugvé allapotdban jelen 1lévd tiolat-imidazolium ionpar forma
stabilizalasahoz. Ugyanakkor az aszparagin hatdsa kevésbé szignifikans, mint a szerin proteazok
esetében az aszpartaté. Masik 1ényeges kiilonbség, hogy a cisztein aminosav 4-8 pH tartomanyban
deprotonalt formaban van jelen [6-9], mely a mechanizmus szempontjabol fontos, hiszen a
deprotonalt cisztein jelenléte esszencialis a nukleofil timadas szempontjabdl.

Ha feltételezziik, hogy az aktiv hely Cys25 és His159 aminosav-oldallancai ionpart
formalnak a papain-szerii cisztein peptidazok nyugvo allapotaban, az oxianionos koztitermék (OI)
szerepe mar kevésbé fontos (ha egyéltalan létezik). A cisztein protedzok esetében az acil-enzim
intermedierben a formalis t6ltés centrumok elmosddhatnak szemben a szerin proteazokkal, ahol az
oxianionos koztitermék valoban kialakul. A GIn19 aminosav mely fontos szerepet tolt be a
tetraéderes koztitermék stabilizalasdban is, cseréje viszont csekély mértékben befolyasolja az els6
(acilezési) lépést a reakciokban [10,11].

Az elmult négy évtized alatt szamos elméleti tanulmany sziiletett az emlitett mechanizmus
részleteinek tisztazasara [12,12-26]. Az eredetitdl [2] eltérd javaslatok is sziiletettek [14,17,18],
melyekben a protonatmenet a hisztidin imidazol gy{r(ijérol a peptidkotés nitrogénjére koncertikusan

torténik a cisztein kenének tamadasaval, vagy megel6zi azt. Tobb izben javaslatot tettek arra is,



hogy az aktiv centrum ciszteinje protonalt formaban is jelen lehet [21,24,26]. Suhai és munkatarsai,
HF/B3LYP:AMBER hibrid potencial segitségével végzett hibrid szamitasaikban ugy talaltak, hogy
a tetraéderes intermedier csak abban az esetben stabil, ha az amid nitrogén mar protonalddott az
imidazo6lium oldallancrél [18].

Kiilénb6z6 protein kornyezetekben vizsgaltak a cisztein-hisztidin diad protonaltsagi
allapotat is [27-30]. Bizonyos esetekben észszer(i volt megvizsgalni, az aktiv helyet kérnyez6 vizek
szerepét a protontranszferben [30]. Ez alapjan tanulmanyoztdk a szubsztrat hatdsat a protonatmenet
aktivalasi gatjara és egyenstilyara vonatkozoan [28]. Osszehasonlitt QM/MM  szamitasok
segitségével vizsgaltdk az olddszer hatasat implicit modell segitségével is. Egyszeri modell
rendszerek kondenzalt fazisban torténd vizsgalatanal ugy talaltak, hogy a hemi-tioacetal anion mely
megfelel a tetraéderes intermediernek, a szerin proteazok esetében nem stabil koztitermék [19,20].
Ma és munkatarsai kimutattdk, hogy a katepszin K esetében az acilezési 1épés potencialis
energiafeliiletén a tetraéderes koztitermék lokalis minimumot képvisel, mig a dezacilezési 1épésre
nem talaltak ilyet [22]. Wei és munkatarsai az elsd (acilezési) és a masodik (dezacilezési)
folyamatra is két 1épéses reakcidkat irtak fel [23].

A cisztein peptidazok esetében a legmagasabb szintli szamitasokat B3LYP, B-LYP,
stiriségfunkcional (DFT) modszerekkel végezték vegyérték dupla vagy tripla zéta tipusu
baziskészletekkel, polarizaciés és diffuz fiiggvényekkel kiegészitve [18,23-25] az energidk
szamitasara. Geometriai optimalasra altalanossagban alacsonyabb szinti elméletet alkalmaztak. A
QM/MM tipusu szamitasokban a kvantummechanikai rétegre alkalmazott elmélet szintén
alacsonyabb volt.

A DFT modszer idealis valasztas a hibrid szamitasok kvantumkémiai komponenseként,
mivel a relativ és aktivalasi energiakat, valamint a szerkezeteket a nagy teljesitOképességii és
koltséges poszt-Hartree-Fock modszerekkel 6sszemérhetden képesek josolni. Ugyanakkor a
klasszikus siirliségfunkciondlok hidnyossaga a diszperzios kolcsonhatasok megfelel6 leirasa, a
hosszu tavu kicserél6dési tag hianya vagy tapasztalati uton torténd parameéterezése [31-33].

Jelenleg szdmos olyan DFT mddszer elérhetd, melyekben a London-féle diszperzios
korrekciot figyelembe vették [31,32,34,35]. Ezen energiatag egyszertien és kielégit6en szamithat6 a
Ce/r"® pér tagokon keresztiil, melyeken megfelel§ csillapit6 fiiggvényt alkalmazva a van der Waals
(vdW) parkolcsonhatasok helyes aszimptotikus viselkedése megkaphatd. Ilyen tagot alkalmaznak
példaul az ®wB97X-D [36] és a B97-D [37] funkciondlokban. Az «B97X-D funkcional tartalmaz
tovabba egy hosszu tavu elektron kicserél6dési tagot is, amely magyarazhatja jo teljesitOképességét
vdW komplexekben [33]. Az egyszerli empirikus diszperzios parkorrekcid is jelentsen javitja a
reakciok aktivalasi gatjanak szamitasat biokémiai reakciok DFT alapu QM/MM szamitasaiban

[43,44].



Szintén megoldas lehet olyan funkciondlok hasznalata is, melyek paramétereit
nagypontossagi energiaadatok felhasznaldsaval optimalizaltdk. Az MO06-2X [38] funkcional
harmincét finomhangolt paramétert tartalmaz, igy tipikus példa ezen funkcionédlokra. Ilyen
értelemben az MO06-2X nem tartalmaz direkt tagot a diszperzidés korrekcidra, ugyanakkor
paraméterein keresztiil felfoghaté egyfajta diszperzio-korrigalt DFT modszernek. Maga a
funkciondl jol teljesit az aktivalasi energidk és atmeneti allapotok geometridjanak szamitasanal is
[39-42].

Nemrégiben megjelent munkakban kimutattak, hogy a megfelel6 aktivalasi gatak, atmeneti
allapot geometriak és az asszinkronitas nagy mértékben fiigg a siirliségfunkciondl mddszerek és a

baziskészletek megvalasztasatol [41,45].

2.2 A transzglutaminazok vizsgalatanak el6zményei

Mind a XIII-as véralvadasi faktor A alegysége, mind a szoveti transzglutamindz a protein-
glutamin gamma-glutamintranszferdz enzimek csalddjaba tartozik (EC 2.3.2.13). A plazmaban az
FXIII (pFXIII) A.B, heterotetramerként van jelen, melyben a B alegységek hordoz6 szerepet
toltenek be, mig a celluléris forma (cFXIII) homodimerként van jelen (FXIII-A,) a monocitak és
vérlemezkék citoplazmajaban. A pFXIII-A, proteolitikus aktivacidja soran [46] a trombin elhasitja
az Arg37 és Gly38 kozotti peptidkotést, igy szolgaltatva az aktivacios peptideket (AP) [47]. A
szarvasmarha o-trombin altal aktivalt formaban a krisztallografiai tanulmanyok alapjan az elhasitott
N-termindlis peptidek tovéabbra is asszocialtak maradnak a homodimer felszinhez [48], elzarva azon
lireg bejaratat, ahol a katalitikus aminosavak talalhatéak (Cys314, His373, Asp396) [49]. A
placentabdl vagy plazmabol szarmazé pFXIII-A, aktivalhato proteolitikus hasitas nélkiil, magas,
fiziologiailag nem relevans kalcium koncentracié (= 50 mM) segitségével [50]. Ugyanakkor ezen
zimogén forma aktivalhaté magas natrium-klorid vagy kalium-klorid valamint 2 mM Ca**
jelenlétében is, habar kalciumionok jelenléte nélkiil lassi, progressziv aktivacio figyelhet6 meg
[51]. Fizioldgiailag relevans koriilmények kozott, a proteolitikus aktivaciot kovet6en az aktivacios
peptideknek disszocialniuk kell a homodimer felszinérél [52,53], valamint nagy konformacios
valtozasnak kell bekovetkeznie annak érdekében, hogy a protein enzimatikusan aktiv konformaciot
(FXIII-A";) vehessen fel [54]. Ilyen nagy mérték{i konformacids valtozas lathaté azon rekombinans
cFXIII krisztallografias szerkezetében, melyet 300 mM NaCl és 3 mM Ca*" segitségével aktivaltak
proteolitikus hasitas nélkiil [55]. Ezen munka alapjan az 1-es, valamint a 2-es P-hord6 domén
térbeli helyzete jelent6sen megvaltozik, az aktiv hely pedig megkozelithet6vé valik szubsztratok
szamara, mikézben maguk a hord6 domének valtozatlanok maradnak. Mindazonaltal ezen

doménmozgasok alapvetden kiilonboznek attol, melyet a szoveti (TG2) és az epidermalis (TG3)



transzglutaminaz enzimek esetében lathatunk, illetve szerkezeti homol6gia alapjan feltételeztek az
FXIII-A; esetében is [54]. Osszefoglalva elmondhatd, hogy a kalciumionok egyszerre felel6sek a B
konformacio felvételéért. Bebizonyitottak, hogy valoban az FXIII-A alegységei felelosek a
kalciumionok kot6déséért. A fluoreszcencia mérések alapjan a kalciumkot6désének egyenstlyi
allandgja (Km) 0,12 mM-nak adodott. Tovabba als6 becslést adtak a dimerenként kotott
kalciumionok szamara vonatkozoan (1,2-1,5 egyenstlyi dializis kisérletek alapjan) és feltételezték
dimerenként egy-egy er0s kotdhely 1étezését [56]. Szerkezeti informaciok fellelhet6ek olyan FXIII-
A, szerkezetekrdl is, ahol Ca*, Sr** és Yb*' ionok kotddnek a dimerhez. Mindhdrom ion vdW
sugara nagyon kozel esik egymashoz (~ 200 pm), ami magyarazhatja, hogy a f6 kot6helyek
(Ala457, Asn436, Asp438, Glu485 és Glu490) mindharom kation esetében betdltottek. Az
itterbium(IIT) (Yb*") esetében [57] lathatéak a legszembet(inébb kiilonbségek, ahol f6 kitGhelyeken
kiviil az alegységek Asp270, Asp271, Glu272 aminosavai egyiittesen négy Yb*" ion szdméra
formalnak kot6helyet. Ez kordbban nem volt megjeldlve kalciumkot6helyként, viszont a Stieler és
munkatarsai altal kozolt és aktivnak vélt monomer FXIII-A° szerkezet mar tartalmaz kalciumiont
ezen a helyen [55]. Helyspecifikus mutagenezis kisérletekkel igazoltak, hogy a Glu485 és Glu490
valéban esszencidlis a katalitikus miikodés szempontjabol, tovabba azt is kimutattak, hogy az
Asp476 és Asp479 aminosavak szerepet jatszanak az FXIII-A, szerkezet konformacios
valtozasaiban azaltal, hogy ,kapcsolénak” tekinthet6ek a protedz-érzékeny és proteaz-ellenalld
szerkezeti formdak kozott [58]. Feliileti polaritas analizis és “*Ca magneses magrezonancia (NMR)
kisérletek alapjan feltételezhetd, hogy gyengébb kotShelyek is talalhatoak a dimeren, illetve az
NMR kisérletek alapjan a kalciumkdotodés disszociacios allandojara 0,51 mM adodott [59]. Késobb
Turner és munkatarsai kifogasoltdk az NMR modszerek alkalmazhatésagat azok limitalt
teljesitoképessége miatt, ezért H/D kicserélodési kisérleteket végeztek, majd proteolitikus
emésztésnek vetették ala a fehérjét, és MALDI-TOF/MS technikaval detektaltak peptideket. Az
eredmények alapjan kovetkeztetni lehetett a kiilonb6z6 kisérleti koriilmények (zimogén, trombin-
hasitott enzimek, trombin-hasitott + 1 mM Ca** és zimogén + 50 mM Ca*") éltal indukalt, szerkezeti
valtozasokra, amelyek az adott peptid régiok megnovekedett deuteralodasaban nyilvanultak meg
[60]. Az in vitro aktivalt rekombindns zimogén FXIII-A szerkezetét Stieler és munkatarsai kozolték
és ahogyan azt korabban emlitettiik, nagy doménmozgasok figyelhetéek meg a $-hordok helyzetét
illetéen [55]. Nemrégiben egy igen kiterjedt szerkezet-funkcié tanulmany sziiletett, melyben
szamitasos modszerekkel generaltak titvonalat az inaktiv (zart) és az aktivnak vélt (nyitott) FXIII-A
esetében, valamint tanulméanyoztdk a modellezett B alegységek kolcsonhatasat az A dimerekkel
[61]. A FXIII szerkezetér6l és funkcidjardl részletes osszefoglalok taldlhatoak az irodalomban,

melyek azonban nem képezik szorosan targyat jelen értekezésnek [54,54,62].



A transzglutaminazok csaladjanak egy masik tagja, melyet jelen munkaban vizsgalni
kivantam, a szoveti transzglutamindz, ami monomer forméaban megtaldlhaté kiilonb6z6
kompartmentekben, beleértve a plazma membrant, a citoszolt és a sejtmagot is. Mind az FXIII-A
alegység, mind a TG2 esetében kozos jellemzé a kalciumionok altal indukalt nagy mértéki
konformdcios valtozas, azaz a transzglutaminaz aktivitas kizarélag kalciumionok jelenlétében
jelentkezik. Jollehet szamos esetben sikeriilt kisérletes uton eredményeket el6allitani a TG2
szerkezetérol, GDP [63], GTP [64] és ATP [65] jelenlétében, s6t még az aktiv (nyilt)
konformaciordl is [66], azonban mind ez idaig nem érhetd el olyan szérasképbdl feloldott szerkezet,
ahol kalciumok lennének lathatéak. A szoveti transzglutaminaz rendelkezik GTPaz aktivitassal, és a
guanozin-foszfatok kot6dése negativan hat a transzamidéz aktivitasra. Erdekesség, hogy egyenstilyi
dializis kisérletek alapjan a kotott kalciumok szama hatra tehetd, a GTP pedig csokkenti a kotott
kalciumok szamat [67]. A mérsékelt szekvencia homoldgia ellenére [55], szembetlinGen jol
konzervalddott a masod- és harmadlagos szerkezet a nyolc human transzglutaminaz esetében. Ezen
szerkezeti homologia alapjan, a Yee és munkatarsai altal kozolt FXIII-A, szerkezetet [48]
felhasznadlva homoldgiamodellezéssel eldallitott TG2 szerkezeten 50 ps hosszisagu, szabad
molekuladinamikai szimulaciét végeztek, implicit oldészermodellel, és harom kalciumion
jelenlétében. Feltehet6en az alacsony sztdochiometria és a révid szimuldciés id6 miatt nem volt
tapasztalhaté jelents szerkezeti valtozas, azonban a kalciumok jelenlétében a forgasi sugar
novekedésérdl szamoltak be. Az enzim emésztése soran a hurok régio a katalitikus kdzponti és az 1-
es PB-hord6 domén kozott hasithato [68]. A *Ca NMR kisérletek alapjan a GTP teljesen
megsziintette a kalciumionok kot6dését [59], ami meglehet6sen nehezen értelmezhet6 szerkezeti
alapon. Kiraly és munkatarsai koriiltekint6 in vitro kisérleteket végeztek, ami soran
szisztematikusan mutaltdk azon aminosavakat, melyeket szamitasos modellezés és a szerkezeti
homologia alapjan potencialis kdt6helyként azonositottak. Ez utobbi esetben az FXIII-A, és a TG3
enzimek esetében volt informacié a kalcium kotd helyekr6l és 6t olyan helyet azonositottak melyek
mindegyike hozzajarul a kalciumionok kot6déséhez, valamint befolyasoljak az enzim GTPaz és a
transzglutaminaz aktivitasat [68]. Fontos kiemelni, hogy a szerkezeti tanulmanyok soran kozolt
1KV3 krisztallografiai szerkezet [63] glicin aminosavat tartalmaz a 224-es pozicioban, ugyanakkor
a nativ enzim szekvenciajaban ez az aminosav valin (https://www.uniprot.org/uniprot/P21980). Ez
idaig egyetlen olyan szerkezet érhet6 el, melyben ugyan megtalalhaté a nativ Val224, azonban a
szerkezet harom egyéb pontmutaciot is tartalmaz, de azok jelenlétének oka az eredeti k6zleményben
nem Kkertiilt targyalasra (PDB ID: 4PYG [64]). Ahogyan azt Kanchan és munkatarsai kimutattak,
feltehet6en klonozasi hiba eredménye volt a Gly224. Jelentds eltérések mutatkoztak a kalcium
affinitdsban és a GTPaz aktivitdsban, ha a nativ Val224 aminosavval expresszaltdk a fehérjét [69].

Az aktiv (nyilt) TG2 szerkezete Pinkas és munkatarsai altal lett meghatarozva, ahol az enzimet 150
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mM NaCl és 10 mM Ca*", valamint egy irreverzibilisen kot6dé modositott pentapeptid inhibitor
jelenlétében inkubaltak [66]. A szdveti transzglutaminaz protein-protein kolcsonhatasairdl
osszefoglal6 taldlhat6 az irodalomban [70].

Osszefoglalva elmondhaté, hogy mind a XIII-as véralvadési faktor A alegysége, mind a
szoveti transzglutaminaz kisérletileg egyarant széles korben vizsgalt fehérjék, ugyanakkor ezidaig a
kalcium-fiiggd aktivaci6 szamos tekintetben felderitetlen maradt. Munkamban egy sor
mikroszekundum hosszusagu “all-atom” molekuladinamikai szimulaciot végeztiink a zimogén, a
proteolitikusan aktivalt és az aktivacios peptidet nem tartalmazé FXIII-A, esetében. A szdveti
transzglutamindz vizsgalatanal kiilonos figyelmet szenteltiink a kalciumionok és a GDP/GTP
jelenlétének egyedi, illetve azok egyiittes hatasanak tanulmanyozasara. A Gly224Val pontmutacio
dinamikara gyakorolt lehetséges hatasait csupan érint6legesen kivantam targyalni az emlitett

pontmutaciok jelenléte miatt.

3. Az alkalmazott modszerek alapjai

3.1 Az alkalmazott kvantumkémiai modszerekrol

A kvantumkémiai szamitasok soran a Born-Oppeheimer kozelitéssel dolgozunk, tehat
eltekintiink attdl, hogy az elektronok és a magok kozott csatolas van (a mag-elektron Schrédinger
egyenletében megjelenik az elektron hullamfiiggvénynek a magkoordinatak szerinti derivaltja) és
kozelit6 moddszerekkel oldjuk meg az elektron Schrodinger-egyenletét. A szamitdsaim soran
hasznalt kvantumkémiai modszereket két csoportba sorolhatjuk aszerint, hogy az adott elmélet a
hullamfiiggvényt vagy az elektronsiirliséget hasznédlja fel a szamithatdo tulajdonsagok
meghatarozasara. Az el6bbire egyszeri példa a Hartree-Fock (HF) moddszer, mig az utébbiba a
stiriségfunkcional elméleteket (Density Funcional Theory, DFT) sorolhatjuk. Mivel értekezésem
alapjaul kizarélag stlirliségfunkcional mddszerekkel kapott eredményeket ismertetek, igy a
hullamfiiggvény alapi modszereket csak érint6legesen ismertetem a HF elmélet példajan. Korabbi
munkamban az alabbiakon tul a perturbaciészamitasrol is szét ejtettem [132].

A Hartree-Fock modszernél a fiiggetlen részecske kozelités értelmében az i elektron az

Osszes tobbi  kiatlagolt potenciadlterében mozog. Ez a kozelités megjelenik a
J b(l): f dx,| )(17(2)|2r121 lokalis Coulomb-operatorban. Ha a J b(l) operatort hattatjuk a
spinpalyan 1év6 (1) elektronon, b szerint szummazva a teljes kiatlagolt potencialt megkapjuk, amely
az osszes tobbi spinpalyan 1évé N-1 elektron jelenlétébdl fakad. A rendszer hullamfiiggvénye
spinpalyak antiszimmetrizalt szorzata ¥ |=|x; X,---X,X}--- Xyl - Mivel az E, energia funkcionalja

a spinpalyaknak, igy az energia palyak szerinti varidlasaval minimaljuk az energiat, és megkapjuk a
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Hartree-Fock egyenleteket f|x =€, |x,| , ahol f a Fock operdtor, amely egy egyrészecske Hamilton
operétor és az f (1 +Z J(1 ) egyenlet szerint adédik, ahol a 7 Coulomb- és a K,

kicserélédési operator kiilonbsége a v™* potencial [71].

Az n-elektronos molekula hullamfiiggvénye 3n térbeli és n spinkoordinata fiiggvénye. A
hullamfiiggvény ugyanakkor sok olyan informacio6t is hordoz, aminek kevés a kozvetlen fizikai
jelent6sége. 1964-ben Hohenberg és Kohn bizonyitotta, hogy az alapallapoti molekula energiaja,
hullamfiiggvénye és minden mas elektronos tulajdonsaga egyértelmiien meghatarozott az elektron
valdszinliségi siirtisége p(x, y, z) altal, mely csupan a harom Descartes koordinata fiiggvénye [72].

A Hohenberg-Kohn elmélet ugyanakkor nem mondja meg, hogyan szamoljuk ki a Eo-t p-bdl,
azaz hogyan talaljuk meg a p-t a nélkiil, hogy el6bb megkeresnénk y-t. A probléma megoldasaban
az egyik elso 1épést Kohn és Sham tette, akik megmutattak, hogy az n-elektronos molekula egzakt

alapallapoti elektronenergiaja az alapallapoti elektronsiirtiséggel (p) megadhato,

——wa V(w1 v | (L@ 4y (1)av(2)+E, |l

(3.1.8)

ahol ¥,(1),i=1,2,...,n a Kohn-Sham palydk és a kicserélédési-korrelaciés energia ( E,.[p| ),
mely p funkciondlja. A fenti képletben ¥,(1) és p,(1) azt jelentik, hogy ¥, és a p az (1)
elektron térbeli koordinatainak fiiggvénye. Kohn és Sham megmutatta ugyanakkor, hogy az egzakt

alapallapoti p-t megtalalhatjuk a ¥, —k segitségével, mivel

p=D.|¥[. (3.1.9)
i=1

A Kohn-Sham pélyakat megkaphatjuk az egyelektron egyenletekbdl

Foo(1)®,(1)=¢, ,(P,(1) (3.1.10.)
aholaz F
. 1
Fr=—5Vi- Z 1)+V,.(1). (3.1.11.)
a rl(x j=1
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A fenti egyenletben szerepld Coulomb operator megegyezik a hullamfiiggvény alapti modszereknél
hasznalt, lokélis operatorral, mig a V.. a kicserél6dési-korrelaciés potencial, amely E,. funkcional

derivaltjaval allithato el6:
V .=6E,.|plIp . (3.1.12)

A Kohn-Sham palyak szerepe pusztan az egzakt p szarmaztatasa. A Kohn-Sham egyenletekkel
egyediili probléma az, hogy nem ismerjiik a helyes EXC[p} funkciondlt, ezért kozelitd

modszereket kell alkalmaznunk [72].

A kicserélodési-korrelacids funkcionalra szamos kozelitd eljarast dolgoztak ki, azonban
munkank soran kizardlag az altalanositott gradiens kozelitést (Generalized Gradient Approximation,
GGA) vagy gradiens sorfejtést alkalmaz6 funkcionalok valamely tipusat hasznaltam. Ugyanakkor
az irodalom meglehetdsen b6 leirast nyujt az egyes kozelité modszerek leirasarol [73,74].

A Sousa és munkatarsai szerint, 2007-ben és az azt megel6z6 években a legtobbet idézett
stirliségfunkcional a B3LYP funkcional volt [131]. A siirliségfunkcionalok valoban el6keld helyet
foglalnak el a Hartree-Fock és a poszt-HF modszerek kozott teljesitmény/koltség (hatékonysag)
tekintetében. Az emlitett Becke 3-paraméteres Lee-Yang-Parr kicserél6dési-korrelaciés funkciondl

(B3LYP) egy hibrid GGA funkcional és a kdvetkez6 tagokbol all
AEY" +(1—A)EXF + BAEY ™+ EX™ + cAE "~ (3.1.13.)

Ahol A, B, C konstansok, melyeket G1 molekula csoport segitségével illesztett Becke. A kifejezés a
LYP funkcional nem lokalis korrelaciéjat hasznalja, lokalis korrelaciora a VWN funkcional III-at
[75,76].

A diszperzios korrekciét tartalmaz6 funkcionalokrdl szolé [36] kozleményben, adott
tesztkészleten a legkisebb atlagos abszolut szérasok (Mean Absolute Deviation, MAD) alapjan az
®B97X-D funkcional (0,2 kcal/mol) joval megel6zte az M06-2X (0,4 kcal/mol) funkcionalt. A
B3LYP itt 3,8 kcal/mol é&tlagos abszolut szorast produkalt. Ezek utan ésszeriinek tiint a
szamitasainkat elvégezni az ®wB97X-D funkcionallal, mely diszperzids korrekciot is tartalmaz. A
DFT-D altalanos formalizmus szerint

E E

+E (3.1.14.)

DFT-D 2 ks—DFT T Disp.
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egyenlet szerint az Eksprr energiatagot az ®B97X funkcionallal szamitjak, melyhez korrekcioként

hozzaadjak az Ep;yp. diszperzios energiat.

-1 N, ij
DlSp z z fdamp (3]—15)
i=1 j= 1+1 R

Ahol N, az atomok szama a rendszerben, C! pedig a diszperziés koefficiens az i, j atomparra, R;

pedig az atomok kozotti tavolsag. Az fump(R;;) tag a vdW potencidl helyes aszimptotikus viselkedése

végett keriilt bevezetésre:

1
R.)= 3.1.16.
fdamp( U) 1+a(Rl-j/Rr)_12 ( )

Az M06-2X funkcionalt bemutatdé cikkben [38] nem kozdltek Osszehasonlitast az wB97X-D-vel,
viszont 12 mas funkcionallal t6bb adatkészleten végeztek széles korli 6sszehasonlitast.

Az értekezés alapjaul szolgdlé munkaban alkalmazott M06-2X funkciondlt kifejezetten
nemfémekre paraméterezték. A funkcional harom tagtol fiigg és 6sszességében 35 finomhangolt
paramétert tartalmaz. Az els6 tag a spinsiirtiség (p,), a masodik a redukalt spinstir{iség gradiens (x,),
mig a harmadik a spin kinetikus energia sirliség (17,). A funkcionalkifejezés formailag megegyezik
az M06-L és M06-HF modszerek esetében alkalmazottakkal, valamint az M05 és VSXC korrelacids
funkcionalokon alapul, melyekben az ellentétes és a parhuzamos spinparokat kiilon korrelaciéval
irjak le.

Az ellentétes spinek M06 korrelaciés energia kifejezése
E¥= f eUEG{gaB(xa,xﬁHhaﬁ(xaﬁ, Zy )]dr (3.1.17.)

ahol g,4(x,,x,) megadhaté az

2 2 i
yCaﬁ(xa+xB)
s Z Coup i (3.1.18.)
p i B 1+yCaB(x§+x%)
Parhuzamos spinekre pedig
E®=[e%Clg, (x,)+h,(x,,z,)|D dr (3.1.19.)

ahol
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2 i
YCooxo

2

o

goo(xo)zz CCoo,i (3120)
i=0

1+YCOOX

és ycop = 0,0031, ycor = 0,06 konstansok.

Osszességében tehat a korrelacios funkciondl a kdvetkezd egyszerti kifejezéssel adhaté meg:
E.=EX+EX +E¥ (3.1.21.)
A hibrid kicserélodési-korrelacios energia pedig a kovetkez6képpen irhato:

X
100

ic =700 Ex EXT+EDT, (3.1.22.)

ahol EQF a nem lokalis Hartree-Fock kicserél6édési energia, X a HF kicserél6dés szazalékban,

E?FT a lokalis DFT kicserélodési energia és E?FT a lokalis DFT korrelacios energia.

Az M06-2X funkcional a kotésdisszociaciés energiak, termokémiai jellemzdk, illetve a

gyenge kolcsonhatasok leirasdban mind koziil a legjobban teljesitett [38].
3.2 Az ONIOM (QM/MM) modszer

Eltettani jelent&séggel bir6 makromolakulak (pl: enzimek, DNS) reakciéinak modellezésére
a kombinalt kvantummechanikai/molekulamechanikai (QM/MM) mddszerek idealisak lehetnek. Az
ilyen hibrid szamitasok soran a rendszert tobb particidra vagy rétegre osztjuk, és az egyes rétegeket
eltér6 elméleti szinteken vizsgaljuk. Ilyen médon lehet6ség nyilik ezen molekuldk reakcidinak
vizsgalatara, ahol a rendszer egy részét kvantumkémiai modszerekkel szamoljuk, mig a fennmarad6
részt molekulamechanikai er6tér alkalmazasaval irjuk le.

Az ONIOM (our Own N-layered Integrated molecular Orbital molecular Mechanics) sokkal
altalanosabb a hagyomanyos QM/MM modszereknél, mivel barmilyen elméleti moddszer
tetsz6legesen kombindlhato, igy tamogatja kis vagy kozepes méretii rendszerek QM/QM vagy akar
QM/QM/QM vizsgalatat is.

A kiilonb6z6 QM/MM modszerek alapjaban véve azonos sémat kdvetnek, azonban szamos
részletben eltérnek egymastdl. Lényeges eltérés lehet példaul az egymassal szoros kdlcsonhatasban
allo rétegek kozotti elektronos kolcsonhatasok leirdsa, masrészt a particiondlds soran elvagott

kovalens kotések lezarasara alkalmazott elv.
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A 1. dbra segitségével konnyen értelmezhetjiik az ONIOM-ban alkalmazott terminolégiat az
etan példajan. Meg kell kiillénboztetniink a valos és a modell rendszert. A valds rendszer az, amely
feloleli a teljes rendszert (6sszekotd, ,link” atom nélkiil), mig a modell rendszer csupan a valos
rendszer modell részét jelenti (,link” atommal). Lathato, hogy a QM és az MM régiot ugy hozzuk
létre, hogy a szén-szén kotést formalisan elvagjuk, ennek eredményeképpen a QM rendszerben
szabad vegyérték jonne létre. Ezt elkeriilenden bevezetjiik az LA link atomot, mely lezarja a
szabadon maradt kotést és a LAC atommal létesit formalisan kapcsolatot, orientaciéjat tekintve a
LAF-LAC kotéssel megegyezik. A LAC-LA tavolsag pedig nem mas, mint a LAF-LAC tavolsag és
egy g skalazofaktor szorzata, amely igy elfogadhaté LAC-LA tavolsagot szolgaltat:

Ara =qract9\9rar —9pac) (3.2.1)

Valo6s rendszer Modell rendszer

<«— (Csak MM
MM régié
Link atom fogadd (LAF) H -«—— Link atom (LA)

Link atom csatlakozas (LAC) —_
~

C"'w
v

QM régid { H/CQLH

<«—— (Csak Modell

1. dbra. A QM/MM terminoldgia, az etdn példdjan.

A link atommal lezart particiéra a tovabbiakban mint ,,modell rendszer” hivatkozunk. Az ONIOM
megkozelités alapotlete egyszerlien szemléltethetd az extrapolacios séma segitségével, melyet a
rendszer mérete (abszcissza) és az alkalmazott elmélet szintje (ordinata) altal kifeszitett két

dimenzios feliileten abrazolunk (2. abra).

A Elméleti szint

2 4
Magas — O—®
1 3
Alacsony —— O—0)
| |
| | gp:
Modell Valds

2. dbra. Az extrapoldcios séma a 2 rétegii ONIOM energia kifejezésre. Az dbra egyes pontjai az adott

particiora, adott szinten szdmolt energidt jelképezik.
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Az ONIOM séma (2. abra) segitségével a két rétegli rendszer extrapolaciés energiaja az

alabbi kifejezés szerint adodik.
2
Eonioy =E;—E, +E, (3.2.2)

y ” s e s rer 2 ;o s . Py J ’r
A kétrétegli rendszer extrapolacios energidjanak ( Egy,oy ) Szamitasa a kdvetkezd részlépésekbol

all. Kiszamitjuk a ,valds rendszer” (Es) és a ,modell rendszer” (E:) energiajat alacsony és a
kiilénbségiikh6z hozzaadjuk a ,,modell rendszer” energiajat, melyet magas szinten (E) szamoltunk.

A magkoordinatak szerinti els6 és masodik derivaltak, valamint az elektromos tér szerinti
magasabb derivaltak igen lényegesek, de itt csak a gradiens meghatarozasara szoritkozok. A

gradiens kifejezés az

E?)NIOM E3 EZ El
—=— J o — J (3.2.3)
oq 0q ﬁng oM GqMMM MM

szerint adédik, ahol g egy vektor, amely tartalmazza a valés rendszer Descartes koordinatdit, g"om és
q"wm pedig a QM és az MM modell rendszerek Descartes koordinatai. A J Jacobi matrix vetiti a link
atomok gradiensét a LAF és LAC koordinatdkra. Ezen eljarasbél fakadéan nem kertil a rendszerbe
tobb vagy kevesebb szabadsagi fok, igy az ONIOM modszer jol miikddik a standard geometria
optimal6 algoritmusokkal, és kézel minden mas technikaval, ami a potencialis energia hiperfeliilet
felderitésére hasznalhat6. A magkoordinatak szerinti masodik és az elektromos tér szerinti
magasabb derivaltak szintén meghatarozhatok.

Az ONIOM modszerben a rétegek kozotti elektrosztatikus kolcsonhatast kétféleképpen
vehetjiik figyelembe: az els6 a mechanikus (Mechanical Embedding, ME) a masodik az elektronos
beagyazas (Electronic Embedding, EE). A klasszikus vagy mechanikus modszer a rétegek kozti
elektrosztatikus kélcsonhatast molekulamechanikai szinten szamitja. A munkam soran hasznalt EE

modszerben megengedett a hullamfiiggvény molekulamechanikai ponttéltések altali polarizacidja.

~ _ o) M|
HQM,Modell_HQM,Modell+z Tpdg Z - Z Tpdp Z pat (3.2.4)
R’ Modell \ ' R Modell R’ M " Ru
E SE0 Y g — M (3.2.5)
MM, Modell £ MM,Modell rqr . ) L
R’ R',Modell
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E =g (3.2.6)

MM, Valés ~ ' MM, Valés’

2 _
EONIOM _EMM,Valo's +EQM,ModeII - EMM,ModeII . (32 7)

A 3.2.4 egyenlet szerint a tisztan kvantummechanikailag leirt modellrendszer Hamilton operatorat
hagyjuk polarizal6dni a molekulamechanikai (alacsony) szinten figyelembe vett atomok mag"™ és
mag®” kolcsonhatésain (jobb oldal, elsé tag), illetve mag™ és elektron® (jobb oldal, masodik tag)
kolcsonhatas segitségével [77,78].

A munkdm sordn hasznalt Gaussian 03 RevC.01 [79] és Gaussian 09 RevB.01 [80]
szoftverekben implementalt ONIOM mddszer segitségével tetszOleges elméletek kombinalhatoak,
melyek lehetnek kvantumkémiai (HF, poszt-HF, DFT, szemiempirikus) és molekulamechanikai
modszerek (UFF, AMBER), valamint ezek tetsz6leges kombinaci6ja maximum harom réteg, illetve

modszer erejéig.
3.3 Molekuladinamika

A molekuladinamikai (MD) szimulaciék a klasszikus mechanikab6ol ismert newtoni

mozgasegyenleteket oldjak meg az N darab kolcsénhat6 atombol allé rendszerben

o%r
ot

m=—:/!=F,i=1,...,N. (3.3.1)

1

Tekintettel arra, hogy a 3.3.1 kifejezésben megjelenik az id6 (t), az egyenleteket numerikusan
kiintegralva a rendszer id6ben val6 fejlédése megkaphaté. Az er6k (Fi) a V potencialfiiggvény

negativ derivaltjai

oV
F=—"2".
! or,

(3.3.2)

A szimulacié soran ezen egyenleteket szimultan oldjuk meg adott kis id6kozonként. A
rendszer koordinatakat adott id6kozonként eltaroljuk, az NpT szimulaciok soran a homeérsékletet és
a nyomast termoszattal és barosztattal kontrolldljuk. A koordinatdk az id6 fiiggvényében
reprezentaljak a rendszer trajektoriajat. Kezdeti valtozasok utan a rendszer optimalis esetben bejarja
az adott paramétereknek (nyomas, hdmérséklet, részecskeszam) megfelel6 egyensilyi allapotokat.

Ezt kovetOen az ,egyensulyi trajektoria” analizisével sok makroszkopikus tulajdonsag varhato
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értéke szamithaté és értelmezhet6ek olyan jelenségek, melyek a kisérleti médszerek szamara a
legtobb esetben rejtve maradnanak.

A molekuladinamikai szimulaciék folyamata a kovetkezd 1épésekbdl tevodik ossze. Az els
lépés a kezdeti bemeneti koriilmények megadasa: a V potencialfiiggvény egy adott
molekulamechanikai er6tér alkalmazasa esetén az atomok helyzetének fiiggvénye, sziikséges a

rendszert alkot6 atomok r koordinatainak ismerete és az atomok kezdeti sebessége. Masodik

lépésben az erdket kell kiszamitani. Az i-edik atomon haté er6 az F =3y szerint adhat6 meg,

1

szamitasa a nem kotott kélcsonhatasban 1évé atomparok kozti er6k Osszegzésével FI:Z Fy
J

torténik, amihez hozzaadédik még a kotott kolcsonhatasokbol (1-4 atomtol fiiggd tagok) eredd,
valamint a kiils6 és egyéb megszoritasokbol szarmazo erék. Ezek utan a kinetikus és potencialis
energiak, valamint a nyomas tenzor keriil kiszamitasra.

Az eljaras harmadik 1épésében frissitjiik a rendszer konfiguraciéjat (koordinatait), az atomok
elmozduldsdnak szimuldciéja a newtoni mozgasegyenletek numerikus megoldasan alapul

1 1

: F.
1 1 . . s 7 . . . P
=— vagy ——=v,;—— =— szerint. A negyedik 1épés a kimeneti pont, amikor mentésre
2
dec  m de ' dt m,

dzri F dr, dv,

keriilhetnek a koordinatak, sebességek, energiak, hémérséklet és a nyomas. Innen az algoritmus
pedig visszatérhet a masodik lépéshez, ahonnan kezdédik a ciklus el6lr6l. A szimulaciok
id6tartamatol fiiggéen akar 10-10000 milli6é szamitasi ciklusra is sziikségiink lehet. A szimulacio
elinditasanak elengedhetetlen feltétele a rendszer topolégidjanak megléte és a molekulamechanikai
er6tér, (Force Field, FF), amely az atomok kozotti kolcsonhatdsokat definidlja. Az erdtér alatt
egyrészt a potencialfiiggvényt (mely alapjan a rendszer az energiakat, annak derivaltjait és az erOket

szamolja), valamint a hozzatartozd paraméterkészletet értjiik. A teljes potencialfiiggvény kot6 és

nemkét6 kolesonhatasokat leird tagokat tartalmaz:

z Eteljeszz Ekb’té’+z Enemkb’u’)’ ’ (3-3'3-)

ahol az egyes tagokat kiilén irva kapjuk:
Z E koté = z Ekétésnylijtds + z Eszéghajlitds+ Z Etorzio's (334)
z Enemk()'t()': Z EvdW+Z ECoulomb : (335)
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A kotott kdlcsonhatasok leirasara sok esetben az egyszerti

Enylijtés:Z kr(r'i_r'())2 (336)
Ehajll’tés:Z k@(@i_QO)Z (3.3.7.)
Eppss =2 %{1+cos(cpi)]+%{1+cos(Z(pi”+%[1+cos(3(pi)] (3.3.8)

i

kifejezéseket hasznaljak. A 3.3.6 és a 3.3.7 egyenletben szerepl6é k egyiitthaté tulajdonképpen a
klasszikus mechanikabol ismert rugoallandonak felel meg.

A nem kotott kdlcsonhatasok gyakran hasznalt alakjai a kdvetkezok:

r12 r6
E. v =2 |Aj=5—B;—¢ (33.9.)
vdW [Lennard — Jones| ™ 4 ij 12 ij 6 O.J.
ij ri,j rl.J
és
q.
— J
ECoulomb_z qi47’[€ r (3310)
Lj 0" ij

A molekulamechanikai er6tér megalkotasanal, az atomokat atomtipusokra osztjak és minden egyes
atomtipusra, a paraméterek informaciokat tartalmaznak az atomtdmegrél, van der Waals
paraméterekrdl, referencia szogekrdl és kotéshosszakrél, a diéderes szogekhez tartozd torzids

potencial paramétereirdl és ezek erdallandoirol [81].

4. Célkitiizések

4.1 A papain teljes enzimmechanizmusanak vizsgalata

A papain enzimmechanizmusa kapcsan f6 célunk volt, hogy megvizsgaljuk hogyan
teljesitenek az egyes diszperziés korrekciot tartalmazé funkcionalok az ONIOM [77] tipusu hibrid
szamitasok QM tagjaként, tovabba Osszehasonlitottuk Oket az ilyen korrekciot egyaltalan nem
tartalmazo standard B3LYP modszerrel kapott eredményekkel. Megvizsgaltuk tovabba, hogy ezen
funkciondlokkal esetleg josolhato-e diverz reakciout, vagy csupan igazolasra keriilnek korabbi

elméletek a papain enzimmechanizmusara vonatkozoan. A legjelentsebb ilyen eltérés lehet az
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oxianionos és ikerionos tetraéderes intermedier létezése az acilezési 1épés potencialis
energiafeliiletén.

Annak érdekében, hogy igazoljuk azt, hogy a QM/MM (ONIOM) potencialis energia
feliileten valoban lokalis minimumokat vagy elsérendi nyeregpontokat hataroztam meg, minden
esetben kiszamoltuk a geometria szerinti masodik derivaltakat [77]. A szamolasokat a Gaussian

szoftverben implementalt ,,Electronic Embedding” (EE) ONIOM mddszerrel végeztem [78].

4.2 Az FXIII-A; és a TG2 kalcium dependens aktivacidjanak vizsgalata

Figyelembe véve azon faktorok sokasagat, melyek szerepet jatszanak az FXIII-A, és a TG2
fehérjék kalciumionok kotddése altal indukalt konformdciés aktivacidjaban, célul tiiztiik ki ezen
kezdeti események részleteinek vizsgélatat. Igy az FXIII-A, esetében vizsgalni kivantuk a zimogén,
a protetikusan aktivalt és az AP feltételezett disszociacidja utan visszamaradt — még mindig zart,
azaz inaktiv — homodimer dinamikai tulajdonsagait. Vizsgalni kivantuk a kialakulo
kalciumkotShelyeket, kiilonos tekintettel a f6 kot6zsebre.

Hasonlo részletességgel vizsgaltuk a TG2 esetében a GDP hatasat a szoveti
transzglutaminaz dinamikajara, valamint a kalciumkot6désre, tovabba a dinamikai trajektoriakbol
nyert adatokat 6sszehasonlitottuk a relevans kisérleti el6zményekkel. A kovariancia matrixok és
fokomponens analizisek segitségével, azonositani kivantuk azon szerkezeti elemeket melyeknek
kiemelt szerep tulajdonithaté az aktivacié soran. Erint6legesen vizsgéltuk az FXIII-A° és TG2 aktiv
formait, azok kalcium kot6 képességét. Kiegészitésként a munka soran alkalmazott gomb-szerii
kationokkal torténd szimulaciokhoz, két esetben vizsgalni kivantuk a kialakult két6helyek
relevanciajat olyan ionmodell alkalmazasaval, amelyben a kalciumion koordinaciéjat t6ltéssel biro

szinlelt (dummy) atomokon keresztiil vessziik figyelembe (,,multi-site” modell).

5. Modszerek

5.1 A papain enzimmechanizmusanak vizsgalata

Az enzimreakciok vizsgalatandl az 1PPN [82] krisztallografiai Uton meghatarozott
szerkezetébdl indultam ki, és 250 ns hosszisagi NpT molekuladinamikai szimuldciokat futtattunk,
mind a neutralis (cisztein-hisztidin), mind az ionpar formaban jelen levé aminosavakat tartalmazé
fehérjére. Dodekaéderes szimulaciés cellaban, TIP3P explicit viz modellel szolvatalva a neutralizalt
dobozban 150 mM NaCl koncentracio mellett, Amber FF99SB erotérrel [83] Berendsen barosztat
[84] és velocity-rescaling termosztat [85] alkalmazadsaval Kkeriiltek futtatdsra a szimulaciok,

melyekhez a GROMACS [81] szoftvert hasznaltunk. A rovid tavu és van der Waals energiatagokra
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10 A cut-off tdvolsagot haszndltam, tovdbba Ewald-féle 6sszegzés (Particle Mesh Ewald, PME)
modszert [86] alkalmaztam a hossztitavu elektrosztatikus energiak szamitasara.

Mivel a krisztallografids szerkezet nem tért el jelent6sen a dinamikai trajekt6riabél
szarmaztatottol — leszamitva dinamika hémérséklet fiiggd fluktuacidjat —, igy az el6bbi szerkezetet
az AMBER 12 sander [87] szoftverrel optimaltuk, majd hasznaltuk fel a QM/MM (ONIOM-EE)
szamitasokhoz.

A mechanizmus részlépéseinek értelmezéséhez hasznalt abrakon palcika vagy golyo-palcika
modellekben az atomok jel6lése a kdvetkezd: fehérrel a hidrogént, kékkel a nitrogént, pirossal az
oxigént, feketével vagy semleges szinnel a szenet illetve sargaval a kenet jeloltiik.

A Katalitikus centrum ~15 A tavolsdgon beliili kornyezetére (Vall6-Ala30, Ser60-Trp69,
Val130-Ala136, Lys156-Alal162, 1le173-Gly178, Thr204-Phe207) csonkitottam a teljes rendszert, a
létrejové N- és C-terminalisokat acetil (ACE) és N-metil (NME) csoportokkal zartam le. Ezen
rendszer GIn19-Gly-Ser-Cys-Gly-Ser-Cys25, Gly62-Cys-Asn-Gly-Gly66, Asp158-His159, Asn175-
Ser-Trp177 aminosavait optimaltam a potencidlis energiafeliiletek pasztazasanal is. A termindlis
ACE és NME csoportok atomjai ugy lettek elhelyezve, hogy azok rendre az (n-1) és (n+1)-ik
aminosav N, Ca illetve C, O, Ca atomjaival azonos poziciéban legyenek. A létrejott csonkitott
»fehérje” tartalmazott minden aminosavat, melynek hatdsa lehet a mechanizmusra. A szubsztrat N-
metil-acetamiddal (NMA) egyiitt 6sszesen 780 atomot tartalmazott ez a kiindulasi modell. Miutan a
reakcid6 minden elemi 1épése felderitésre keriilt, és rendelkezésre alltak a stacionarius pontok
geometriai, a trunkalt rendszer vissza lett illesztve az eredeti fehérjébe a VMD [88] szoftver
segitségével. A tovabbiakban kizarélag a teljes rendszer hozzajarulasaval nyert adatok keriilnek
targyalasra.

A QM (magas szint{i) rétegre a B97-D [37], M06-2X [38], ®B97X-D [36] és a B3LYP
[75,89] mddszereket, valamint a 6-31G(d,p), 6-31+G(d,p), 6-311+G(d,p) és 6-311++G(d,p) Pople
tipust baziskészleteket hasznaltam. Az MM (alacsony szintii) rétegre az Amber er6teret hasznaltam,

mely implementéalva van a Gaussian szoftverben.

5.2 Az FXIII-A, és a TG2 aktivaciojanak vizsgalata
5.2.1 Modellrendszerek

Annak érdekében, hogy az FXIII-A, kalciumkotddését megfelel6 alapossaggal tudjuk
vizsgalni harom szimulacios csoportot hoztunk létre. Az els6 csoportban (i) a zimogén enzim két
formajat tanulmanyoztuk. Az i/a modell alapjaul a kotott kalciumokat tartalmazd XRD szerkezet
szolgalt (PDB ID: 1GGU [57]), a rendszer teljes kalcium koncentracioja 14 mM-ra lett beallitva. Az

i/b modellben a kalciumot nem tartalmazé szerkezetet vizsgaltuk (PDB ID: 1F13 [90]), és a
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rendszer kalcium koncentraciéja ebben az esetben 50 mM volt. A masodik szimulaciés csoportban
(ii) az FXIII-A, a thrombin altal aktivalt fehérjéket tanulmanyoztuk, oly médon, hogy felhasitjuk az
Arg37 és Gly38 kozotti kotést. Az ii/a és ii/b modellek az i/a és i/b modellek megfelel6i voltak, mig
a ii/c esetben i/b-vel azonos fehérjeszerkezetbdl indultunk ki, de csupan 14 mM Ca** koncentracio
volt jelen. A csoport utolsé modell rendszere a ii/d volt, mely kalciumionokat nem tartalmazott és
referenciaként szolgalt. A harmadik szimulaciés csoportban (iii) az aktivaciés peptidet nem
tartalmazé homodimerek dinamikai vizsgalata volt a f6 cél az 1F13 szerkezetbdl kiindulva. A
csoport harom modellt tartalmazott, melyek rendre a kalciumot nem tartalmazé (iii/a), (iii/b) 14

mM Ca**-ot tartalmaz6 és végiil (iii/c) 1000 mM Ca**-ot tartalmazé rendszerek voltak (1. tablazat).

1. tablazat. Az FXIII-A, és TG2 szimuldcios modellek részletei.

Szimuléciés  Szimulacié . APjelen GDPvagy Am37-Gy38  [Ca*],  Szimulicigs ~ OAmuldo
. Protein PDB ID X p 5 1 ;Jmulti-site” Ca
csoport azonosit6ja volt?  GTPjelen volt? hasitva volt? mmol/dm idd, ps
modellel

i a FXII-A, 1GGU igen - nem 14 1 -

b FXIII-A, 1F13 igen - nem 50 1 -
i a FXIII-A,' 1GGU igen - igen 14 1 -

b FXIII-A,' 1F13 igen - igen 50 1 -

c FXIII-A,' 1F13 igen - igen 14 1 50 ns

d FXIII-A,' 1F13 igen - igen - 1 -
. a FXIII-A,' 1F13 nem - igen - 2 -

b FXIII-A,' 1F13 nem - igen 14 2 -

c FXIII-A,' 1F13 nem - igen 1000 2 -
iv. a TG2 1KV3 - - - - 2 -

b TG2 1KV3 - - - 8 2 -

c TG2 1KV3 - GDP - - 1 -

d TG2 1KV3 - GDP - 8 1 50 ns

e TG2 4PYG - GTP - 6 1 -
v. a FXIII-A° 4KTY igen - nem 14 1 -

b TG2 2Q3Z - - - 8 1 -

A kovethet6ség érdekében kiilon szimulaciés csoportban vizsgaltuk a szoveti
transzglutaminazt (iv). Az iv/a és iv/b modellek esetében a krisztallografiai szerkezetben talalhato,
kotott GDP eltavolitasra kertilt, mig iv/b esetében 8 mM kalcium kertilt hozzaadasra. Az iv/c és iv/d
rendszerek megfeleltek az iv/a és iv/b modelleknek, azonban itt a GDP-t megtartottuk, annak
érdekében, hogy vizsgalhaté legyen annak feltételezett hatdsa. Ezen szimulaciokban az 1KV3
szerkezetet [63] hasznaltuk fel, viszont ezen szerkezetben a Val224 aminosav feltehet6en klénozasi
hiba eredménye, igy a 4PYG [64] szerkezetet is vizsgaltuk (iv/e). Ez mar a nativ Gly224 aminosavat
tartalmazza, de ezen kiviil még harom pontmutaciot is tartalmaz, melyeket nem diszkutaltak az

eredeti kdzleményben.
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Az utols6 (v) szimuldciés csoport a nyilt (aktiv) konformaciét tartalmazta az FXIII-A° (v/a,
PDB ID: 4KTY [55]) és a TG2 (v/b, PDB ID: 2Q3Z) enzimeknek. Ezen szimulaciok érdekes
eseteket reprezentalnak, de nem tartoznak szorosan a disszertacioban témajahoz.

A munka soran az irodalomban elterjedt szamozast alkalmaztuk a fehérjéket alkoto
aminosavakra, miszerint az els6 (iniciator) metionin nem keriilt szdmozasra az FXIII-A, esetében,

ezzel szemben a szoveti transzglutaminaz vizsgalatanal a szekvencia Met1-el kezdodott.

5.2.2 Molekuladinamikai szimuldciok

A modell rendszerek oktaéderes szimulacios dobozban lettek szolvatalva TIP3P vizmodellel,
a celldk méretének megvalasztasanal 12 A minimalis tdvolsdgot biztositottam a protein és a doboz
fala kozott. A rendszerek 0OssztOltése minden esetben zérus volt és a teljes natrium-klorid
koncentraciot az izotonias sOkoncentraciénak megfeleléen (150 mM) valasztottam meg. Rovid
energiaminimalas utan, 2 ns hosszisagu szimulalt hokezelés (simmulated annealing, SA) kertilt
alkalmazasra, 310 K-en és 1 bar nyomason a rendszer ekvilibralasa végett. Az ekvilibralasi
folyamat sordn a nehézatomokon 1000 kJ mol'nm™ kényszer er6k keriiltek alkalmazdsra. A
szimulaciés modellektdl fiiggéen 1 vagy 2 mikroszekundum hosszisagii NpT molekuladinamikai
szimulacidkat futtattam (1. tablazat). Annak érdekében, hogy a newtoni mozgasegyenletek
megoldasara 4 fs-os 1épéskozt lehessen alkalmazni, virtudlis kolcsonhat6 pontok keriiltek
elhelyezésre, melyek magas rezgési hullamhossznal adjak vegyértékrezgésiik els6 harmonikusat. A
szimulaciék sordn minden kotés meg volt kdtve a LINCS algoritmus segitségével. Azon
modellekben, ahol GDP vagy GTP volt jelen 2 fs-os 1épéskozt alkalmaztam és a szimulacidk
minden esetben 1 ps-ig tartottak. A Lennard-Jones és a rovid tavu elektrosztatikus kélcsonhatasok
szamitasara 10,0 A-6s cutoff érték keriilt alkalmazdsra. Simitasi médszert alkalmaztam annak
érdekében hogy 7,0 és 10,0 A kozétt az erdk levagdsa folytonosan torténjen. A hossziitavii
kolcsonhatasok a PME 6sszegzés segitségével keriiltek szamitasra. A homérséklet kozel allando
értéken tartasara a velocity-rescaling modszert [85] alkalmaztam, mig a nyomast izotrop Parinello-
Rahman barosztattal [91] szabalyoztam. Amber-99SB-ILDN-NMR er6teret [83,92,93] alkalmaztam
a szimulacidk soran, mig a GDP és GTP szubsztratokat Amber GAFF paraméterek [94] segitségével
vettiik figyelembe. A hasznalt Amber-99SB-ILDN-NMR er6teret korabban sikeresen alkalmaztuk
NMR adatokbol kiindulva a kalciumko6tdés vizsgalatara [95]. A munka soran 6sszesen tobb mint
21 ps-os atomi felbontasu (all-atom) molekuladinamikai szimulacio keriilt kivitelezésre.

Két esetben (ii/c és iv/d), tovabbi 50 ns NpT MD szimulaciot végeztem Amber ff14SB
er6térrel [96] és “multi-site” Ca** modell [97] alkalmazdsaval annak érdekében, hogy igazoljuk az

egyszerli ionmodellekkel kapott eredmények relevanciajat. Ezen két esetben a mikroszekundumos
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szimulaciok utols6 pillanatképe keriilt felhasznalasra, valamint a kotott kalciumionokat
megtartottuk, és a “multi-site” modell XZ atomjat illesztettiik mindegyik ionra. A rendszereket
TIP3P vizmodellel toltottiik fel, neutralizaltuk, és 150 mM NaCl koncentracié keriilt bedllitasra. A
szimulaciok sordn 10,0 A cut-off keriilt alkalmazésra, és energia minimdalds utdn harom fazisu,
osszesen 1,7 ns hosszuisagu ekvilibralas kovetkezett, melynek sordan a rendszer 310 K-re lett
felfitve, majd a stir{isége kertilt beallitasra, ezt kovetéen pedig az ekvilibralas kovetkezett.

A molekuladinmaikai szimulaciokat GROMACS 5.1.4 [98,99] és az Amber csomag [100—
102] pmemd szoftverével Kkeriiltek futtatasra. A dinamikai trajektoridkat a Gromacs csomag
szoftvereivel valamint a cpptraj programmal [103] analizaltuk. A dinamikus kereszt-korrelaciék
szamitasahoz (DCCM) 12500 pillanatképet hasznaltam és a Bio3D v2.3 [104] csommaggal kertiltek
szamitasra, ami az R statisztikai programban [105] van implementalva. A matrixmiiveletek szintén
az R program segitségével lettek elvégezve. A szerkeztek az UCSF Chimera 1.11.2 [106] és a Visual
Molecular Dynamics (VMD) 1.9.1 [88] programokkal keriiltek megjelenitésre. A fehérjék azon
szegmenseit, melyek nem megfelel6en vagy részben nem megfeleléen voltak meghatdrozva a
krisztallografiai szorasképbdl, a MODELLER 9.10 szoftver segitségével pétoltam és azon szerkezet
kertilt felhasznalasra mely a legjobb DOPE score-ral [107] rendelkezett. Mindezt a UCSF Chimera
grafikus feliiletén [108] keresztiil végeztem el. Figyelembe véve, hogy az FXIII-A, 1GGU
krisztallografias szerkezetében a Thr508-Ser516 kozotti hurok régié hidnyzik, valamint ezen régié
az 1F13 szerkezetben is két kiilonb6zd allapotban talalhaté meg. Ahelyett, hogy ab initio
modelleztem volna a kérdéses régiot, egyszerlien az 1F13-ban talalhat6 hurkokat alkalmaztam az
1GGU-ban oly mddon, hogy az 1F13 A f6lancahoz tartoz6 hurkot az 1GGU B f6lancaba
illesztettem. A munkaban lathat6 adatok a maplotlib [109] és a numpy [110] python kényvtarak
segitségével keriiltek megjelenitésre, melyekhez altalam irt szkripteket alkalmaztam. A titralhato
aminosavak protonaltsagat a H++ webszerver [111-113] segitségével hataroztuk meg 7,4-es pH-n.

A szdveti transzglutaminaz esetében minden negativ t6ltésti oldallanc deprotonaltnak adédott.

5.2.3 A molekuladinamikai szimuldciok kiértékelése

A trajektoriak 80 ps-onként keriiltek mentésre, és az atomi koordinatak négyzetes kdzepe
(RMSD), a forgasi sugar (rgy) és a fluktuaciok (RMSF) szamoléasara a protein nehézatomjait vettiik
figyelembe. Annak érdekében hogy az FXIII-A, esetében az aktivaciés peptid (Ser2-Arg37) ne
befolyasolja az eredmények 0sszevethetOségét, ezen régiokat melldztik az RMSD és rgy
szamitasanal. Az aminosavakra atlagolt RMSF értékek mindkét alegységre kiilon-kiilon keriiltek
szamitasra, majd atlagolasra keriiltek. A DCCM matrixokhoz a C-alfa atomok trajektdriajat

NXN

hasznaltuk fel, igy szimmetrikus -es matrixokat nyertiink. Mivel az atomi mozgasok
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korrelacidjanak kiértékelése nehézkes ilyen méretli fehérjék esetében, a kiillonbségek kiemelésére
torekedtiink oly médon, hogy a kiilonbségét vettiik az adott matrix Cy(2) és egy referencia Cy(1)
matrix értékeinek. A Ca®* kotési tulajdonsdgok vizsgalatanal a savas oldallancok karboxilat
szenének és barmely kalciumionnak a tavolsagat vettem figyelembe. A nagy amplitudéju, alacsony
frekvenciaju mozgasok szamitasanal az els6 10 sajatvektor keriilt szamitasra, melyeket a ProDy
szoftver [114,115] segitségével végeztem el. A domén mozgasok valtozasanak leirdsara egy pszeudo
torzios szoget definidltam és a dinamikai mozgasokbdl szamolt szorasértékek is fel lettek tiintetve

minden esetben, az FXIII-A, szimulaciéinal.

6. Eredmények és diszkusszio
6.1 A papain enzimmechanizmusa

6.1.1 A papain nyugvé dllapotdanak vizsgdlata

A 250 ns hosszisagu molekuladinamikai szimulaciok, a szabad (IN-metil-acetamidot nem
tartalmazd) papain esetében mind a neutralis, mind az ionpar formaban 1év6 cisztein-hisztidin diad
jelenlétében azt mutattak, hogy a rendszerek jol ekvilibralodtak az els6 100-150 ns szimulacios id6
alatt (K1. abra). Az is lathaté (3. abra, A panel), hogy a neutrdlis forma szimuldci6jaban a
(Cys25)Hy és a (His159)N§ kozotti jelent6s tavolsagbeli fluktudcio ellenére a legrévidebb
tavolsagok (1,8-2,0 A) megfelelnek az atlagos H-hid tdvolsdgnak, és mint ilyen a szimulcid
jelentds részében jelen van. Ez azt sugalja, hogy a protonatmenet a (Cys25)Sy és a (His159)Né
kozott el6fordulhat viz jelenléte nélkiil is, ezért mediator vizmolekulat nem vettiink figyelembe a
rendszer QM/MM (ONIOM-EE) vizsgalatanal. Mésrészt, a protonatmenet utan a (His159N§)-HS...
Sy-(Cys25) tavolsag tovabbra is megfelel a hidrogénkotésnek megfeleld tavolsagnak (3. dbra, B
panel).

A szimuldciok elemzése soran jelentds eltérések tapasztalhatok a katalitikus diad
kornyezetében el6fordulé vizmolekuldk szaméaban. Mig a neutrdlis didd szimulacigjanal a
(Cys25)Sy atomnal nulla és harom kozotti szamossagu vizmolekula fordul el6 (3. dbra, C panel),
addig az ionpar formaban jelen 1év6 diad esetében ez a szam kett6 és négy kozottire tehetd (3. abra,
D panel). Ez alapjan feltételezhetd, hogy az oldoszer hozzajarul az egyes formak stabilizalasahoz.
Eltekintve a hémérsékleti fluktuaciotol mindkét esetben a Cys-His didd és annak kozeli kérnyezete

jelentds hasonldsagot mutatott a kiindulasi rontgenkrisztallografias szerkezettel.
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3. dbra. A papain neutrdlis és ionpdr formdban jelen lévé formdinak dinamikai trajektoridjabol nyert
tavolsdgai a (Cys25)Hy és (His159)H6 valamint a (Cys25)Sy és (His159)NS atomok kézétt (A és B panel),

valamint a kélcsénhatdsi tavolsdgon beliil lévé vizmolekuldk szamdnak valtozdsa (C és D panel).

A (His159)N6—Hy-Sy(Cys25) H-hid kapcsolat 1étezése a teljes szimulaciok soran ahhoz az
elfogadhatd feltételezéshez vezetett, hogy a statikus ONIOM szamitasok megfelelGen
kivitelezhet6ek az optimalt H-kotéses szerkezetbdl. A szubsztrat nélkiili papain esetében az 2.
tablazat foglalja 6ssze a QM/MM szamitasok eredményeit. Ezen szamitdsoknal minden esetben azt
talaltuk, hogy a zérusponti vibraciés energia (ZPVE) nélkiil nagyjabol azonos energia értékek
adodtak a semleges (N) és az ionos (Z) diad formakra is. Ezen rendszerek energiai kozott nem tobb
mint 0,8 kcal mol™ volt a kiilénbség. Az ®B97X-D mddszerrel nyert eredmények az ion par format
josoljak a legstabilabbnak, mig a tébbi mddszerrel meglehetésen valtoz6 eredményeket kaptunk. Az
MO06-2X modszerrel kapott eredmények kozelebb allnak az wB97X-D értékeihez, ugyanakkor a

B97-D és a B3LYP modszerek esetében nagyon kis kiillonbség fedezhet6 fel, tovabba jellemzden
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azonos fiigg6ség mutatkozik az alkalmazott baziskészlet mindségét6l. Korabbi munkakban azt
talaltdk, hogy az ionpar forma (Z) val6ban stabilabb, mint a neutralis diad (N) [12,17,18].

A zérusponti energiakorrekcié figyelembe vételével a neutralis forma adédik stabilabbnak
minden altalunk elvégzett szamitas esetében. Mindazonaltal a két jellemzd forma kozotti korrigalt
energiakiilonbség kicsiny marad, kevesebb mint 2 kcal mol™ minden esetben. Az ionpar — neutralis
diad atmenetre az alkalmazott modszerek alacsonyabb ZPVE korrigalt aktivalasi gatat josolnak,
mint a neutralis — ionpar diad iranyaban torténd atmenetre. Ez azt jelenti, hogy spontan atmenet
lehetséges a neutralis diad iranyaba ezen formak kozott, azaz még 0 K hdmérsékleten is aktivalasi
gat nélkiili reakciorol beszélhetiink.

Ezen zérusponti korrekciot tartalmazo elméleti energiaértékek a korabbi elméletekkel
ellentétesek [6-9,116—122], melyek az ionpar forma stabilitdsat hangstlyoztdk, ugyanakkor van
valoszinlisége a neutralis forma létezésének [7,119,121], azaz energiaik feltehet6en kozel esnek
egymashoz.

Az olddszer molekuldknak az ionpar forma relativ energidjara gyakorolt hatasat szofisztikalt
QM/MM szamitasokkal demonstraltak a katepszin példajan, mely papain homolognak tekinthet6.
fgy bizonyitott, hogy az ionpar didd csupan akkor adédik stabilabbnak, ha figyelembe vessziik az
azt koriilvevd vizmolekulakat [25].

Ezért ugy dontottiink, hogy elektrosztatikus oldodasi szabadenergia szamitasokat végziink,
mind az ionpar, mind a neutralis cisztein-hisztidin diadra, annak érdekében, hogy becsiilni tudjuk a
szolvatacio hatasat. A molekuladinamikai szimulaciok utolsé 100 ns-a alapjan szamolt Poisson-
Boltzman (PB) értékeket atlagolva az ionpar formara 20 kT-vel (~ 11.9 kcal mol™) nagyobb
elektrosztatikus szolvatacios energiatag adodik, melyeket a késébbiekben korrekcids tagként
alkalmaztunk az ONIOM szamitasokbdl nyert ZPVE korrigalt energidkra (E**V*). Ezen korrekci6
elég nagy volt ahhoz, hogy megforditsa a relativ stabilitasat a két diad formanak (2. tablazat), azaz
az ionpar format adja stabilabbnak minden esetben. Jollehet az altalunk alkalmazott mddszer
alapveten kiilonbozik a Mladenovic és munkatarsai altal alkalmazott6l, ahol egyértelmiien

hangstilyozzdk az old6szer fontossagat az ionpar forma stabilizalasaban [25].
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2. tablazat. A papain nyugvo dllapotdnak tanulmdnyozdsa sordn nyert vdlogatott szerkezeti és termodinamikai paraméterek Osszefoglaldsa. (Az atomok koézotti

tdavolsdgok angstrémben, a termodinamikai paraméterek kcal mol™ egységekben keriiltek megaddsra.)

Ikerionos forma (Z) TS Semleges forma (N) TS-7Z TS-N Z-N
EovoM  pzevec | poniom  pzevec | gONiOM  RzPvEc
Médszer Baézisfiiggvény d1 d2 d1 d2 d1 d2 kcal mol™ kcal mol™| kcal mol™ kcal mol™| kcal mol™” kcal mol™
B3LYP 6-31G(d,p) 2,008 1,096 1,630 1,339 1,390 1,882 1,967 -0,946 2,262 0,842 0,295 1,788
6-31+G(d,p) 2,045 1,085 1,618 1,351 1,384 1,925 2,587 -0,521 2,405 0,944 -0,182 1,465
6-311+G(d,p) 2,052 1,083 1,626 1,346 1,382 1,940 2,581 -0,560 2,828 1,373 0,247 1,933
6-311++G(d,p) 2,055 1,082 1,625 1,347 1,383 1,938 2,650 -0,504 2,788 1,328 0,137 1,832
B97-D 6-31G(d,p) 1,936 1,130 1,662 1,314 1,414 1,774 0,814 -1,379 1,476 0,282 0,662 1,662
6-31+G(d,p) 1,990 1,108 1,636 1,340 1,409 1,799 1,421 -1,123 1,374 0,092 -0,047 1,215
6-311+G(d,p) 1,999 1,105 1,641 1,337 1,405 1,822 1,461 -1,111 1,641 0,341 0,181 1,451
6-311++G(d,p) 2,006 1,102 1,637 1,341 1,406 1,820 1,562 -1,051 1,592 0,287 0,030 1,338
wB97X-D 6-31G(d,p) 2,013 1,085 1,596 1,358 1,381 1,888 2,625 -0,517 2,213 0,983 -0,413 1,500
6-31+G(d,p) 2,035 1,078 1,590 1,364 1,376 1,925 3,081 -0,244 2,446 1,197 -0,635 1,441
6-311+G(d,p) 2,041 1,077 1,599 1,357 1,374 1,947 3,033 -0,343 2,842 1,530 -0,191 1,873
6-311++G(d,p) 2,042 1,076 1,598 1,358 1,375 1,944 3,062 -0,311 2,813 1,513 -0,249 1,824
MO06-2X 6-31G(d,p) 1,985 1,096 1,578 1,388 1,377 1,899 2,151 -0,789 1,618 0,259 -0,533 1,049
6-31+G(d,p) 2,008 1,088 1,572 1,395 1,367 1,987 2,615 -0,428 1,874 0,630 -0,740 1,058
6-311+G(d,p) 2,014 1,086 1,581 1,384 1,363 2,033 2,863 -0,480 2,388 1,231 -0,475 1,711
6-311++G(d,p) 2,016 1,085 1,581 1,385 1,363 2,030 2,155 -0,449 2,353 1,189 0,198 1,638

EONIOM OQNIOM extrapolalt energa

EZPV, Zérusponti vibraciés energia
EZPVEC - EONIOM + EZPV



A protonatmenetet leir6 utvonal karakterisztikus geometriaparaméterei a tiol
csoportrol a hisztidin gytirlire vonatkozoan az 4. abra, A panelén, valamint a 2. tablazatban
lathatoak. Az adatok azt mutatjak, hogy az altalunk kivitelezett ONIOM szamitasokban
alkalmazott sliriségfunkciondl modszerek nagyon hasonlé geometriai paramétereket
szolgaltatnak az S—H és a semleges imidazol oldallanc gamma protonja esetében, ugyanakkor
a B97-D modszer jelentdsen rovidebb N6—H$ tavolsagot és kicsit hosszabb Sy—Hy tavolsagot
becsiil, azaz er6sebb hidrogénkdotést josol az NO6—Hy-Sy atomok kozott. A baziskészletek
méretének és mindségének hatasa itt elhanyagolhat6. Szintén érdekes, hogy ugyanezen
modszerrel adodtak a leghosszabbnak az S—H tavolsagok, mig az atmeneti allapot esetében

némiképp jobban szérnak az eredmények.

4. dbra. A papain enzimmechanizmusdnak tanulmdnyozdsa sordn definidlt tdvolsdgok grafikus

reprezentdcidja a részlépések kiinduldsi szerkezetei alapjdn. (A) a papain nyugvé dllapota (ikerionos
didad (7)), (B) az acilezési részlépés (Michaelis komplex (MC)), (C) az acil-enzim hidrolizise (acil-

enzim intermedier-viz komplex (C)).

A d1 és d2 tavolsagok a semleges és az ionpar diad, valamint az atmeneti allapot
esetében jo egyezést mutat a korabbi elméleti eredményekkel a papain—N-acetil-Phe-Gly-4-
nitroanilid enzim—szubsztrat komplex esetében publikaltakkal [23]. Kiemelend6, hogy a d1 és
d2 tavolsagok az ionpar formadra szintén jol egyeznek szofisztikalt QM/MM-(MD) szamitasok
atlagolt értékeivel [25], mig a neutralis format illetGen jelentGsen eltérnek a Mlandenovic és
munkatarsai altal publikaltaktél. Ez utébbi eltérésre magyarazatként szolgalhat, hogy a
neutrdlis didd sokkal nagyobb konformadciés flexibilitdssal rendelkezik, melyet a mi MD

szimulacioink is alatamasztanak (3. abra, A és B panel).

6.1.2 Az acil-enzim intermedier képzddése

A cisztein protedz reakci6 els6 1épését illetGen a f6bb geometriai paraméterek a 3. és 4.

tablazatban talalhatoak, valamint a vizsgalt reakciok energiaprofiljai a 8. abran lathatdak.

Szamitasaink alatamasztjak az ikerionos acil-enzim intermedier l1étezését, igy az atmeneti
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allapotok energiai a Michaelis komplexek (MC) energiaival hasonlitottuk 6ssze, a tetraéderes
intermedierek és az enzimreakcio termékeinek energiai a 3. tablazatban lathatoak. Négy
karakterisztikus tavolsag (4. abra, B panel) keriilt kigylijtésre ezen acilezési folyamatra,
melyek jol leirjdk a Michaelis komplexek, az atmeneti allapotok és a termékek
geometriajaban bekovetkez6 valtozasokat. Ellentétben eredményeinkkel Wei és munkatarsai
egylépéses, elemi reakciot javasoltak a mechanizmusra, stabil (tetraéderes) intermedier allapot
nélkiil. Szamitasaikat B3LYP/6-31G(d) szinten szamolt reakciott modellezésre és B3LYP/6-
13++G(d,p) augmentalt baziskészlettel torténd energiaszamitasra és pszeudo-kotés
szabadenergia becslésre alapoztak a QM/MM szamitasok keretein beliil [23].

A Michaelis komplex geometriajat illetéen (3. tablazat) a kotéshossz paraméterek
csupan csekély fligg6séget mutatnak az alkalmazott elméletektdl. Masrészt a nemkotd
tavolsagok sokkal inkabb mutatnak médszerfiiggd eltéréseket. A leghosszabb kotéstavolsagok
az Sy—C(peptid-karbonil) és a (His159N§)H—N(peptid-amid) esetében a B3LYP mddszerrel
adddtak, amire magyarazatként szolgalhat az, hogy a B3LYP funkciondl nem tartalmaz
megfelel6 tagot a hosszutavu kolcsonhatasok leirasara. A legszembet(indbb kiilonbségek a
nemkotd tavolsagok esetében a B3LYP és az M06-2X modszer 6sszehasonlitasanal jelennek
meg. Osszehasonlitva eredményeinket a Wei és munkatdrsai 4ltal kozoltekkel az N-acetil-Phe-
Gly-4-nitroanilid szubsztrat esetében kapott amid kotés hossza 1,37 A mely kissé révidebb
mint az altalunk kapott eredmények. Tovabbi hasonlésagok fedezhet6ek fel a korabban
publikélt eredmények [23] és az altalunk kozoltek kdzott a nemkotd tavolsagok tekintetében,
azzal a kivétellel, hogy az Sy—C(peptid-karbonil) kozétt tdvolsdg 3,7 A-nek adodott a mar

emlitett munkaban [25].
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5. dbra. A papain aktiv helyének grafikus reprezentdcidja. Az dbra az ONIOM(MO06-2X/6-311+
+G(d,p):AMBER) médszerrel nyert optimdlt Michaelis komplexet (MC) mutatja. Folyamatos vonalak

31



mutatjdk a szubsztrdt stabilizdldsdban részt vevé atomokat, szaggatott vonalak mutatjdk a reakcio
sordn vdltozo kémiai kétéseket.

A papain-NMA Michaelis komplex hidrogénkdotésekkel stabilizalt szerkezet, melyben
az NMA karbonil oxigénje H-hid kolcsonhatasban van a GInl19 oldallancaval, valamint a
Cys25 amid hidrogénjével (5. abra). A megfelel6 orientacio kialakitasaban a GIn19, a Trp177
és a Gly23 aminosavak fontos szerepet toltenek be, valamint meg kell jegyezniink, hogy a
His159 imidazol gytird és a Cys25Sy megkozelitéleg egy sikban van.

A 3. tablazatban 6sszegyljtott tavolsagokbol lathatd, hogy a tetraéderes intermedier
megfelel a formalis ikerionos intermedier szerkezetnek. Ugyanakkor ezen szerkezet
kiilonbozik a klasszikus oxianionos intermediert6l, ahol a szubsztrat amid nitrogénje nem
szenved koncertikus protonalédast a nukleofil tdmadassal egy id6ben, és létezése
egyértelmiien bizonyitott a szerin proteazoknal [123]. Kijelenthet6 tehat, hogy esetiinkben a
tiolat Sy nukleofil tdamadasa a szubsztrat karbonil szén atomjan egy elemi lépésben torténik a
hisztidin imidazo6lium oldallancanak gamma nitrogénjérdl térténd protonatmenettel az NMA
amid nitrogénjére. Mindazonaltal megfigyelve a d1, d3 és d4 karakterisztikus tavolsagokat,
azok elemi asszinkronitast adtak. Az utébbi esetben a d1 (S—C) tavolsag kozel van a szerin
proteazok esetében emlitett anionos tetraéderes intermedierben (T1) feltételezhet6hoz, mig a
d3 és d4 tavolsagok (protontranszfer) értékeit illetden azok inkabb atmeneti allapot jellegli
értékek. Ez azt jelenti, hogy az atmeneti allapot hasonlit egy olyan szerkezethez, mely
0sszekoti a mar kialakult szerin proteaz-szerli intermediert az ikerionos intermedierrel.
Minden mas modszernél az atmeneti allapotot f6képp az S—C kotés kialakulasa hatarozza meg
és a H-N(imidazdélium) tavolsag sokkal inkabb hasonlit a Michaelis komplexben mérhet6hoz,
tovabba ezen esetek mindegyikében az S—C kotés kialakuldsa latszolag megel6zi a
protonatmenetet. A B97-D modszer esetében jelentdsen hosszabb S—C kotéshosszak
mérhetdek az atmeneti allapot esetében, szemben mas modszerekkel, fiiggetleniil a
baziskészlett6l. Hasonld, de joval mértékletesebb tendencia figyelhetd6 meg a tetraéderes
intermedier vonatkozasaban.

Az atmeneti allapotokat (6. abra) és tetraéderes intermediereket jellemz6en ugyanazon
hidrogénkotések stabilizaljak, mint amelyeket mar emlitettiink a Michaelis komplex esetében.
Jelentds kiilonbség figyelhet6 meg azonban a His159 imidazol gyfiriijének orientaci6jaban,
ami elfordul kezdeti allapotdhoz képest és az N6—H kotés az NMA amid nitrogénjének
iranyaba mutat az atmeneti allapotban, igy az imidazol gy{r(i, mar nincs egy sikban a Cys25-

Sy atomjaval.
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3. tabldzat. A papain acilezési mechanizmusdnak tanulmdnyozdsa sordn nyert, vdlogatott szerkezeti és termodinamikai paraméterek Gsszefoglaldsa. (Az atomok

kozétti tavolsdgok angstréomben, a termodinamikai paraméterek kcal mol™ egységekben keriiltek megaddsra.)

Michaelis komplex (MC) TS1 Tetraéderes Intermedier (TT) TS2 Termék (AE) TS1-MC TS1-TI TS2-TI TS2-AE
Moddszer  Bézisfiiggvény |d1 d2 d3 d4 d1 d2 d3 d4 dl d2 d3 d4 d1 d2 d3 d4 d1 d2 d3 d4 E#"VEe, kcal mol™

B3LYP 6-31+G(d,p) [3,469 1,357 3,726 1,091 [2,173 1,520 1,437 1,194 |2,009 1,638 1,057 1,814 (1,883 2,078 1,031 2,008 (1,799 3,755 1,019 2,803 | 12,290 3,933 0,800 4,235
6-311+G(d,p) [3,451 1,356 3,708 1,090 [2,195 1,520 1,423 1,203 [2,016 1,646 1,054 1,824 (1,900 2,019 1,032 1,981 |1,801 3,755 1,017 2,803 | 12,836 4,226 0,341 4,821

6-311++G(d,p) |3,450 1,356 3,711 1,088 [2,197 1,520 1,420 1,205 |2,017 1,645 1,054 1,823 [1,900 2,021 1,032 1,981 [1,801 3,756 1,017 2,803 | 12,941 4,192 0,351 4,840

B97-D 6-31G(d,p) 3,375 1,367 3,337 1,137 (2,852 1,435 1,812 1,059 (2,072 1,704 1,067 1,741 (1,969 1,926 1,047 1,819 (1,821 3,503 1,024 2,360 | 10,212 6,793 1,538 1,851
6-31+G(d,p) (3,364 1,364 3,387 1,111 |2,786 1,441 1,763 1,065 [2,070 1,662 1,071 1,731 |2,053 1,683 1,068 1,731 |1,813 3,555 1,023 2,440 | 10,261 5,440 1,726 1,724
6-311+G(d,p) (3,355 1,363 3,380 1,109 |2,746 1,447 1,739 1,069 [2,077 1,670 1,067 1,744 |2,057 1,696 1,064 1,745 |1,815 3,552 1,021 2,428 | 10,385 5,243 1,626 2,503

6-311++G(d,p) |3,354 1,363 3,385 1,105 [2,711 1,453 1,714 1,075 [2,079 1,669 1,067 1,744 [2,059 1,695 1,064 1,744 |1,815 3,553 1,021 2,429 | 10,201 4,900 1,621 2,484

wB97X-D 6-31G(d,p)  [3,117 1,354 3,366 1,095 [2,523 1,456 1,670 1,077 [1,989 1,614 1,058 1,755 1,853 2,138 1,028 1,955 [1,790 3,374 1,020 2,267 | 11,933 7,057 2,061 1,984
6-31+G(d,p) [3,124 1,351 3,383 1,084 [2,470 1,454 1,688 1,073 |1,971 1,598 1,058 1,758 (1,843 2,157 1,027 1,982 |1,784 3,435 1,019 2,337 | 12,840 7,171 3,149 2,159
6-311+G(d,p) [3,128 1,350 3,375 1,082 [2,434 1,459 1,689 1,073 1,978 1,600 1,055 1,763 [1,853 2,119 1,026 1,965 |1,785 3,424 1,018 2,324 | 13,340 7,247 2,782 2,654

6-311++G(d,p) (3,128 1,350 3,375 1,081 |2,426 1,459 1,687 1,073 |1,978 1,600 1,055 1,764 |1,853 2,120 1,026 1,966 |1,785 3,424 1,018 2,325 | 13,489 7,206 2,805 2,681

M06-2X  6-31G(d,p)  [3,044 1,354 3,314 1,110 [2,599 1,442 1,718 1,071 |1,985 1,612 1,063 1,740 [1,835 2,216 1,025 2,013 (1,791 3,047 1,021 2,176 | 11,541 6,972 2,175 0,635
6-31+G(d,p) [3,058 1,351 3,299 1,096 [2,555 1,443 1,714 1,071 |1,969 1,597 1,063 1,743 [1,831 2,218 1,024 2,034 [1,794 2,657 1,019 2,154 | 12,113 6,856 3,490 1,164

6-311+G(d,p) (3,055 1,351 3,274 1,093 |2,516 1,449 1,706 1,072 (1,974 1,602 1,057 1,764 |1,841 2,169 1,024 2,015 |1,795 2,702 1,018 2,160 | 12,406 6,759 2,669 1,593

6-311++G(d,p) [3,056 1,351 3,279 1,092 |2,503 1,451 1,698 1,074 (1,974 1,602 1,057 1,765 |1,841 2,172 1,024 2,017 |1,795 2,704 1,018 2,161 | 12,308 6,633 2,676 1,579

EZPVEC = EONIUM + EZPV

EONOM  ONIOM extrapolalt energa

E*P, Zérusponti vibraciés energia



A B3LYP/6-31G(d,p) modszer esetében kivételes viselkedést tapasztalhatunk, mely
eltér minden egyéb esett6l. Ebben az egy esetben egy tovabbi atmeneti allapotot
azonositottunk, ami a Michaelis komplex és az ikerionos intermedier kozotti titvonalon
talalhato (4. tablazat). A TS1a jelli atmeneti allapot igen hasonlé azon atmeneti allapotokhoz,
melyeket olyan médszerek esetében véltiink felfedezni, ahol valamilyen médon figyelembe
vették a diszperzids korrekciot. Azonban ebben az esetben, a TS1a egy olyan intermedier
képzddéséhez vezet, amely megfelel az (oxi)anionos, szerin proteaz-szerl intermediernek, ezt
kovetben pedig kiilon lépésben torténik az ikerionos intermedier kialakulasa. A lehetséges
acil-enzim kialakulasi titvonalak a 9. Abran keriiltek 6sszefoglalasra, ahol a kozéps6 sor felel

meg a B3LYP/6-31G(d,p) esetében kapott eredményeknek.

4. tabldazat. A papain acilezési mechanizmusdnak B3LYP/6-31G(d,p):AMBER mddszerrel tortént
tanulmdnyozdsa sordn nyert, vdlogatott szerkezeti és termodinamikai paraméterek dsszefoglaldsa. (Az
atomok kozétti tdvolsdgok angstrémben, a termodinamikai paraméterek kcal mol™ egységekben

kertiltek megaddsra.)

di d2 d3 d4
Michaelis komplex (MC) 3,470 1,360 3,690 1,105
TS1a 2,704 1,447 1,779 1,063
Oxianionos intermedier (OI) 2,353 1,493 1,602 1,110
TS1b 2,262 1,513 1,467 1,174
Ikerionos intermedier (ZI) 2,021 1,667 1,056 1,812
TS2 1,900 2,036 1,033 1,962
Termék (AE) 1,806 3,634 1,020 2,534

TS1la—MC TS1a—OI TS1b-—OI TS1b—Z1 TS2-Z1 TS2—AE

EONIOM
kcal molt 12519 0,275 0,069 6,826 0,917 2,965
EZPVEC’
kcal mol! 13,558 0,597 41,195 4,671 0,102 3,689

EONIOM ONIOM extrapolalt energa

EZPV, Zérusponti vibraciés energia
EZPVEC = EONIOM —+ EZPV
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His159

6. dbra. A papain-NMA hipotetikus reakcio acilezési lépésére (ZI), ONIOM(M06-2X/6-311+
+G(d,p):AMBER) szdmitdsbol kapott dtmeneti dllapot grafikus reprezentdcioja.

Az acilezési 1épésre jellemz6 termodinamikai jellemzdket a 4. tablazatban foglaltuk
ossze. Lathaté, hogy a potencidlis energiafeliilet a két atmeneti allapot (TS1la és TS1b) és
kozottiik az (oxi)anionos tetraéderes intermedier (OI) kozel azonos energiaval foglalja el, az
ikerionos intermedier (ZI) pedig jelent6sen stabilabbnak adddik. Figyelembe véve a ZPVE
korrekciot az energiagat, amely elkiiloniti az anionos és az ikerionos tetraéderes
intermediereket eltlinik. Azaz ezen gatnak pusztan elméleti jelent6séget szabad tulajdonitani.

A 3. és 4. tablazatok alapjan, megfigyelhet6, hogy az amid kotés felszakitasahoz
szitkséges energia (TS2), mely az acil-enzim koztiterméket eredményezi, jelent8sen
alacsonyabbnak adodik a B3LYP moddszerrel. Masrészt maga a szubsztrat szerkezete, a kémiai
kornyezet és még az alkalmazott optimalasi algoritmus is konnyedén befolyasolhatja
eredményeinket, feltehetGen ezért talaltak egy elemi lépésben végbemend reakcionak
acilezési reakciot a B3LYP stiriségfunkcional modszer alkalmazasanal [23].

A potencialis energiafeliiletek, melyeket B3LYP/6-31G(d,p) (7. abra, A panel) és MO6-
2X/6-31G(d,p) (7. abra, B panel) mddszerekkel végeztiink szintén megjosoljak az atmeneti
allapotok eltérd szerkezeteit. Ezen PES-ek alapjan vilagosan lathato, miért volt meglehet6sen
nehéz megtaldlni az atmeneti allapotokat és intermediereket a B3LYP/6-31G(d,p) méddszer
esetében (és altalanossagban a B3LYP szamolasoknal). A B3LYP PES pasztazasanal a TS1a
lathaté d1 2,7 A, d3 1,8 A-nél, valamint a TS1b esetén dI 2,26 A és d3 1,47 A-nél és az els6
koti 6ssze a Michaelis komplexet (MC) a klasszikus oxianionos intermedierrel (OI), mig a
TS1b koti Ossze az anionos tetraéderes intermediert (TI) az ikerionos tetraéderes
intermedierrel (ZI). A meglehet6sen lapos B3LYP PES feliileten, a stacionarius pontok

létezése mar csekély geometriai perturbaciok vagy a baziskészletek valtoztatasa altal is nagy
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mértékben befolyasolhaté. Ezzel szemben az MO06-2X PES (7. abra, B panel) sokkal

szemléletesebb képet fest a nyeregpont helyzetérdl.

A B3LYP / 6-31G(d,p) B M06-2X / 6-31G(d,p)

E / keal mol”
3

H3...N tavolsag | A
E / keal mol™
3

O =N WA GO N®

18 20 22 24 286 28 30 32 34 18 20 22 24 28 28 30 32 34
Sy...C tavolsag | A Sy...C tavolsag | A

7. dbra. Az acil-enzim szerkezet kialakuldsanak modellezéséhez haszndlt potencidlis energiafeliiletek
grafikus reprezentdcicja. (A), az ONIOM(B3LYP/6-31G(d,p):AMBER) és (B) az ONIOM(M06-2X/6-
31G(d,p):AMBER) mdédszerek esetében. (A pdsztdzdshoz az Sy—C(NMA-karbonil) és az (imidazdlium-
NS)HS-N(NMA amid) belsé koordindtdk keriiltek felhaszndldsra.)

A potencialis energia feliiletek pasztazasa soran nem tapasztaltunk spontan C-N
kotéshasadast az NMA szubsztratndl, igy annak érdekében hogy megvizsgaljuk ezen kotés
felhasadasanak jellemzgit, hasonl6an ez el6bbiekhez kétdimenzids pasztazast végeztiink a C-
N(amid) és a Cys25Sy—C(amid), valamint az (amid)N-H6(His159) kotéstavolsagok mentén.
(K2. 4bra). Erdekes médon, az utébbi kombinaciéban a C-N kotés felhasadasaval
parhuzamosan lejatszodott az S—C(amid) kotés kialakuldsa, és az atmeneti allapot helyét ezen
feliilet alapjan becsiiltik meg (K2. dbra, C és D panel). Fontos megjegyezniink, hogy a
B3LYP mddszer esetében a C-N kotés jelentdsen megnytlt (>2,0 A), mely szintén
magyarazhatja az egy elemi 1épésben lejatszodo acilezési lépést adé korabbi eredményeket

[23].
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B3LYP B97-D

16 4 B 6-31+G(d,p) 16 4 B 6-31G(d,p)
I 6-311+G(d,p) B 6-31+G(d,p)
141 151 BN 6-311++G(d.p) 141 BN 6-311+G(d.p)
'6 12 4 LY '6 12 Ts1 E 6-311++G(d,p)
1S 3 1S
= 10 A 21 152 T 101
o o
B4 = Y4
o 81 1\ ¢ 8 A TS2
g g \
b6 hoae |5 e Y e
- 44 ‘— - 4 ““ s AN —
. \
21 2
mMC mMC
0 - — 0 - —
reakciokoordinata reakciokoordinata
wB97X-D MO06-2X
16 4 N 6-31G(d,p) 16 4 E 6-31G(d,p)
B 6-31+G(d,p) B 6-31+G(d,p)
14 151 14
N 6-311+G(d,p) 751 E 6-311+G(d,p)
5 12 4 N 6-311++G(d,p) | 5 12 - B 6-311++G(d,p)
£ £ ‘:;
® 10 7 101 4 TS2
& 2 N —
& 8 e 8 ‘:\\ 12 “\‘;_A.E_
E £ \ 2
—
4 1 4 -
24 2
MC MC
0 = — 0 — —
reakcidkoordinata reakcidkoordinata

8.dbra. Az acilezési 1épés kiilénb6zé modszerekkel és bdziskészletekkel szamolt energiaprofiljai.

Harrison és munkatarsai altal kivitelezett hibrid QM/MM szamitasok alapjan [17],
majdnem tokéletesen szinkronban van egymassal az Sy atom nukleofil timadasa és a proton
transzfer (B3LYP/3-21G*:AMBER). Ko6zel szinkronfolyamatot talaltak Wei és munkatarsai is
ugyanezen esetben [23] az altaluk publikalt atmeneti allapot geometridja alapjan (B3LYP/6-
31++G**:AMBER). Az eltérés ezen irodalmi eredmények és az altalunk publikaltak kozott
feltehet6en az alkalmazott elméletek, az eltér6 modellek és az eltér6 QM/MM particionalasi
sémak kiilonbozbéségében lelhetd fel. Ahogyan azt emlitettiik, ezen részletek koénnyedén
befolyasolhatjak megfigyeléseinket. A masodik atmeneti allapot, mely 6sszekoti a tetraéderes
intermedier és az acil-enzim intermediert, jelentdsen lazult C-N kotést tartalmaz (~2,0 A),
ami modelliinkben a hasitand6 peptidkotés megfelel6jének tekinthet6 az NMA szubsztrat
jelenlétében. Meg kell emliteniink hogy a B97-D modszer esetében a legkisebb alkalmazott
baziskészlettél (6-31G(d,p)) eltekintve, minden mas esetben figyelemremélté eltéréseket
tapasztaltunk. Szintén fontos az is, hogy a B3ALYP modszer esetében jelent6sen alacsonyabb
aktivalasi gatat kaptunk az acilezési 1épés utolsd részfolyamatara. Mindazonaltal az acil-
enzim képzédésére az eredményeink nagyon hasonléak. Altaldnossagban véve a B97-D
modszer, baziskészlettdl fiiggetleniil némiképp hosszabb S—C tavolsagot adott, mas
modszerekhez képest, ugyanakkor a B3LYP modszer esetében voltak tapasztalhatéak a

leghosszabb tavolsagok, mig mas moddszerek, kivaltképp az M06-2X jelent6sen révidebb
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tavolsagokat adott. Ezen megfigyelés magyarazhaté azzal, hogy a B3LYP moddszer nem
tartalmaz hosszitava elektron-elektron kicserélédést figyelembe vevd tagot. A 3. tablazat
adatait 6sszevetve Wei és munkatarsai eredményeivel jelentGsen révidebb d4 tavolsagot (2,09
A) kaptak, mely erésebb hidrogénkotést sugall az NMA amid hidrogénje és a hisztidin N§

atomja kozott.

Me . |
- 0, M (Hisiso
/( —NH C—NH _
M¢ M| —
) p— | ' =
3 -N® 2 H--@
> HNC Nm S N NH
Cys25 Cys25
Michaelis komplex (MC) TS1
' + — =%
{ i { ,’J i
0 Me \His159 o | His159 & | His159
W Me i 0 Me P 0 Me -
=N \ 7 i i
Mc”i H AN o=
; . Me”| H - Me™| H»y /=
9 o @ i ) N @ ——— ! N @ —_—
i e e * T i
Cys25) Cys25) Cys25)
/‘I / L 74
TS1a Oxianionos intermedier (Ol) TS1b
[ ¥ (
His159 - His159 H>N-Me His159
PR o = D o Bl gt et
i g 0
Me” | H, = Mc/“ H, = \\(j—MC ==
S N . g N S/ N
- : W -NH _ : S -NH - S -NH
Cys25 Cys25 Cys25
Ikerionos intermedier (ZI) N TS2 N Termék (AE)

9. dbra. Az acilezési részlépés mechanizmusdnak dsszefoglaldsa.

Az aktivalasi energidk tekintetében altalanos kovetkeztetés vonhaté le, miszerint az
acil-enzim képzddése, azaz az els6 elemi 1épés determindlja a folyamat sebességét. A szamolt
ZPVE-korrigalt energidk ~10-13 kcal mol™ tartomanyban vannak, az alkalmazott médszert6l
fligg6en. Minden esetben azt talaltuk, hogy az ikerionos intermedier kevésbé stabilabb a
Michaelis komplexnél. Az acil-enzim intermedier képz6déséhez vezet6, masodik atmeneti
allapot, sokkal kénnyebben végbemehet, mint az els6 l1épés. A képzodott acil-enzim + metil-
amin rendszer teljes energiaja pedig magasabb a kiindulasi komplex energiajanal (3. tablazat,
(TS2-TT) — (TS2-AE) vs. (TS1-TI) — (TS1-MC)). Ez 6nmagaban azt jelenti, hogy a reakcio el
van tolva a reaktansok iranyaba, ugyanakkor feltételezhetd, hogy élettani koriilmények kozott
specifikus kot6helyek hidnydban a képz6d6é amin termék gyorsan disszocidl az enzim

feliiletérdl, mely az acil-enzim termék irdnyaba tolja el a reakcié lefolyasat.
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Figyelembe véve a korrelacios és kicserélodési tagokban alkalmazott paraméterek
szamat, melyeket a B97-D, ©B97X-D és MO06-2X moddszerekben alkalmaztak, nehéz
megmagyarazni az energiak és a geometriak tekintetében kapott eltéré eredmények forrasat.
Mindazonaltal éltalanos megfigyelés, hogy a B3LYP mddszer minden esetben jelentGsen
hosszabb nemkotd atomok kozotti tavolsagot adott, mely a mar korabban emlitett, hosszu tava
kolcsonhatasokat megfelel6en figyelembe vevé korrelacids és kicserél6dési tagok hianyanak

tudhato be, ezen tul a kémiai kotések tekintetében hasonlosagok fedezhet6ek fel.

6.1.3 Az acil-enzim intermedier hidrolizise

Az acil-enzim intermedier képz6dése utan a kdvetkez6 lépés, annak hidrolizise (10.
abra). Ezen reakci6 vizsgalata soran az acilezési 1épés metilamin termékének metil csoportjat
eltavolitottuk, és a megmaradt, csonka amino csoportban a nitrogén atomot oxigénre
cseréltiik, azaz egy viz molekuldt alkalmaztunk. A tavolsagok, melyeket felhasznaltunk a
hidrolizis kovetésére az S—-C (d1), O(viz)-C (d2), H(viz)-O(viz) (d3), és a H(viz)-
N(imidazol) (d4) tavolsagok voltak (4. abra, C panel). Az acil-enzim—viz komplex esetén (C)
a kapott tavolsagparamétereket az 5. tablazat foglalja 6ssze. A B3LYP és B97-D maddszerek
esetében csupan csekély mértékben nottek meg az S—C és C—O tavolsagok. Ezen paraméterek
egyike sem mutatott jelentOs fiiggdséget az alkalmazott baziskészletek mindségétol.

Azon atmeneti allapotot (TS) illet6en, mely az acil-enzim—viz komplexet (C)
0sszekoti a papain—ecetsav komplexszel (P), tulajdonképpen nagyon hasonlé eredményeket
kaptunk a geometriakat illetGen (5. tablazat). A szamolt atmeneti allapotokra a d2 tavolsagok
esetében mar emlitettem azok némiképp hosszabb voltat. A d3 kotés felhasadas és a d4 kotés
kialakulas esetében tulajdonképpen azonos eredményeket kaptunk, csupan az wB97X-D
modszerrel szamoltunk kissé révidebb d3 tavolsagot a d4-hez képest.

A szamolt PES-ek B3LYP/6-31+G(d,p) és M06-2X/6-31+G(d,p) elméleti szintek
esetén szinkron reakciot ad a d2 és d4 tavolsagok alapjan (11. abra, A és B panel), mig a TS
geometriaknal a dI tavolsag csekély mértékben hosszabb, mint a reaktansokban (5. tablazat).
Az S—C (d1) kotéshasadas spontan bekdvetkezik révidebb d2 és d4 tavolsagoknal. Mivel
bels6 reakciokoordinata (Intrinsic Reaction Coordinate, IRC) szamitasokra nem volt médunk,
igy manualisan ellendriztiik azt, hogy a kapott atmeneti allapot valoban 0Osszekoti-e a
kiindulasi komplexet a termékekkel. A geometriaoptimalasok a TS el6tti pontbdl kiindulva a

kiindulasi acil-enzim—viz komplexhez, mig a TS utani pontokbdl kiindulva papain—ecetsav

,,,,,
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10. dbra. Az dezacilezési részlépés mechanizmusdnak dsszefoglaldsa

A B3LYP / 6-31+G(d,p) B M06-2X / 6-31+G(d,p)
N 34
2 2
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11. dbra. Az acil-enzim hidrolizis modellezéséhez haszndlt potencidlis energiafeliiletek grafikus
reprezentdcidja. (A), az ONIOM(B3LYP/6-31+G(d,p):AMBER) és (B) az ONIOM(MO06-2X/6-
31G(d,p):AMBER) mddszerek esetében. (A pdsztdzdshoz a (viz)O—C(acil karbonil) valamint a (viz)H-

N&(imidazol) belsé6 koordindtdk kertiltek felhaszndldsra.)

Ezen adatok alapjan egy elemi 1épésbdl all6 reakcid irhat6 fel, melyben az O(viz)-
C(karbonil) és a H(viz)-Né(hisztidin) kotések kialakulasa megel6zi az S—C kotés hasadasat. A
termék geometriak tekintetében szintén nagyon hasonl6 eredményeket kaptunk, melyek koziil
a B3LYP moédszerrel végzett szamitasok ismét kissé eltértd eredményeket adtak a nemkotd

tavolsagokat illetGen.
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5. tdbladzat. A papain dezacilezési mechanizmusdnak tanulmdnyozdsa sordn nyert, vdlogatott szerkezeti és termodinamikai paraméterek Gsszefoglaldsa. (Az atomok

kozétti tavolsdgok angstréomben, a termodinamikai paraméterek kcal mol™ egységekben keriiltek megaddsra.)

Acil-enzim — viz komplex (C) TS Termék (P) TS-C TS-P
Moédszer Bazisfiiggvény |d1 d2 d3 d4 d1l d2 d3 d4 d1 d2 d3 d4 E?PVEe kcal mol™
B3LYP 6-31G(d,p) 1,808 2,741 0,979 1,965 |2,008 1,703 1,235 1,268 (3,036 1,354 3,149 1,085 12,639 10,378
6-31+G(d,p) 1,802 2,803 0,981 1,978 |1,964 1,752 1,238 1,264 |3,060 1,354 3,273 1,076 13,199 10,634
6-311+G(d,p) (1,804 2,814 0,978 1,986 |1,976 1,757 1,255 1,247 (3,060 1,352 3,264 1,075 14,536 10,897
6-311++G(d,p) |1,804 2,814 0,978 1,987 (1,977 1,758 1,255 1,246 (3,061 1,353 3,269 1,073 14,501 11,039
B97-D 6-31G(d,p) 1,819 2,801 0,984 1,938 |2,079 1,712 1,263 1,249 (2,969 1,369 2,851 1,096 10,397 7,432
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6-311+G(d,p) |1,790 2,733 0,973 1,956 |1,941 1,711 1,202 1,282 (3,003 1,344 2968 1,065 14,506 10,981
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6-311++G(d,p) 1,792 2,664 0,973 1,993 (1,956 1,662 1,189 1,304 |2,960 1,347 2,837 1,064 13,983 10,243
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12.dbra. Az dezacilezési 1épés kiilénb6z6 mddszerekkel és bdziskészletekkel szamolt energiaprofiljai.

Korabbi eredmények arra utalnak [23], hogy a reakcio két kiilénallo l1épésbdl all,
ugyanakkor ezen eredmények alapjan a masodik részlépés aktivacids (szabad) energidja,
rendkiviil alacsony, valamint az els@ részlépés atmeneti allapota és az altalunk kozolt
eredmények kozott hasonlosag figyelhetd meg. Az O(viz)-C(karbonil), O(viz)-H(viz) és a
H(viz)-N§(hisztidin) tdvolsagok 1,68 A, 1,16 A és 1,32 A-nek adédott Wei és munkatarsainak
munkajaban, melyek j6 egyezést mutatnak a d2, d3, d4 tavolsagokkal, amelyek a 4.

tablazatban keriiltek 6sszefoglalasra. A masodik részlépés a S—C kotéshasadashoz tartozik,

ami a mi esetiinkben nem spontan kovetkezett be.
Az atmeneti allapotok energii az alkalmazott siiriségfunkciondl médszerekkel a ~10-

14 kcal mol™ tartomanyba estek (5. tablazat, 12. abra). Altaldnossdgban véve a legnagyobb
baziskészletekkel szamoltuk a legmagasabb aktivalasi gatakat, illetve az is belathat6, hogy a
termékoldali komplex energidja mindig magasabb, mint az acil-enzim—viz komplex energidja.
Ahogyan azt emlitettiik az acilezési 1épés esetében, nem vizsgaltuk sem az explicit szolvens
hatésat, sem pedig az ecetsav eltavozasat a szamolt reakcio energetikajara vonatkozoan.

Az acilezési és a dezacielzési reakciokat Osszehasonlitva a sebességmeghatarozo
lépésekhez tartozo aktivalasi gatak dsszemérhet6ek, de a dezacilezési 1épés kissé magasabb
aktivalasi géttal rendelkezik. Altaldnosan elfogadott, hogy az amid kétés hidrolizisének

sebességmeghatarozd lépése az acilezési 1épés szemben az észterhidrolizissel, melynél a
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dezacilezési 1épés a sebességmeghatarozo [3,4]. A Kkevés cisztein-proteazok teljes
mechanizmusat vizsgalo elméleti munka alapjan, valéban 6sszemérhetd gatakkal bir eme két
részlépés [22,23].

Alkalmazva az Eyring-Polanyi egyenletet a k.. értékekre [124-126] (melyek tipikusan
az 1-50 s tartomanyba esnek, szubsztrattol, hémérséklett6l és mas paraméterektdl fiiggben),
310 K homérsékleten és a transzmisszios egylitthatot egységnyinek véve az aktivacios
szabadentalpia 15,8-18,1 kcal mol™ kozottinek adodik. Feltételezve, hogy sem az entrdpia,
sem pedig az entalpia pAV tagjanak nincs jelents hozzajarulasa, ezen értékeknek kozel kell
lennie az aktivalasi gatakhoz. A reakciokinetikai paraméterekbdl szarmaztatott aktivacids
energiak, vagy szabadentalpidk az ~5-18 kcal mol™ tartomanyba esnek [23]. Ezen értékek
szarmaztathatdak a k. sebességi allandokbodl, az Arrhenius egyenlet segitségével és az
altalanos atmeneti allapot elméletb6l [127]. Tehat a nyilvanvalo és sziikségszerti
egyszerlsitéseink ellenére, a modell rendszereink alapjan szamolt értékek megbizhatonak

tekinthet6ek.

6.2 Az FXIII-A; és TG2 aktivacidja

6.2.1 A molekuladinamikai szimuldciok eredmények

Tekintettel a XIII-as véralvadasi faktor aktivacidjanak bonyolult voltara, olyan
megkdzelitést alkalmaztunk a munka soran, minek segitségével elkiilonithet6en targyalhatéak
azon jelenségek, melyek hozzajarulnak az aktiv enzim létrejottéhez, kiindulva a zimogén
szerkezetekbdl (i/a,b) a thrombin altal aktivalt forman at (ii/a-d) azon elméleti jelent6séggel
biré szerkezetig, melyben az aktivacios peptidek (AP) mar disszocidltak a homodimer
felszinérdl (iii/a-c). Ezen harom szimuladciés csoport molekuladinamikai szimulaci6janak
soran nyert RMSD értékei a 13. abran lathatoak.

Altaldnossagban elmondhaté, hogy a kalciumionok jelenléte noveli az RMSD
értékeket minden esetben (13. abra), a referencia modell szimulacidja soran kapott értékekhez
képest. Ugyanakkor érdekes, hogy az 50 mM Ca®" Kkoncentraci6 nem befolydsolja
szamotteven a fehérjék dinamikai sajatsagait, noha ezen rendszerek (i/b, ii/b) sokkal
lassabban konvergélnak a 2,5 A -6s végsé RMSD érték felé, mint bormely mas. Nem zarhat6
ki, hogy sokkal hosszabb id6skalan komolyabb szerkezeti valtozasok is végbe mennének,

azonban erre nem talaltunk kdzvetlen bizonyitékot.
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13. dbra. Nehézatom RMSD értékek az FXIII-A;, szimuldciokban. (Az dsszehasonlithatésdg érdekében

az aktivdcios peptideket figyelmen kiviil hagytuk.)

Elmondhat6, hogy az i és ii szimuldacids csoportok modellrendszerei alapvet&en
hasonl6 dinamikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, melynek gyodkere az aktivacios peptidek
jelenlétében keresendd. A kalciumionok jelenlétét6l fliggéen azonban jelent6sen nétt minden
esetben az N-terminalit tizenhét aminosav fluktuacioja (14. abra).

Ez a megfigyelés fontos abban a tekintetben, hogy az egyik monomer Argll és Argl2
aminosavai egy mély {regben talalhatoak, melyek a masik alegység negativan toltott
aminosavainak oldallancai altal (Asp343, Asp345, Asp367, Glu401) meglehet6sen er6s sohid
kolcsonhatasokat jelentenek [54]. Az aktivacios peptidek disszociacidja a dinamikai id6skalan
feltehetGen a ritka események koérébe tartoznak, jollehet kisebb valtozasok megfigyelhet6ek
példaul a ii/c modell esetében, de az AP-k teljes disszocidcidja nem volt megfigyelhetd. Az
els6 harminchét aminosav esetében bekovetkezett megnovekedett fluktudciok grafikus
abrazolasa a 14. abran lathatd, igy feltételezhet6, hogy azok képesek lehetnek disszocialni a
homodimer felszinérél. A 2 ps hosszisagui szimulacidk esetében, ahol az aktivaciés peptideket
eltavolitottuk (iii/a-c), mindharom esetben emelkedtek az RMSD értékek, ami arra enged

kovetkeztetni, hogy az aktivacids peptidek f6 szerepe az intakt dimer szerkezet fenntartasa az
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aktivacio bekovetkezéséig. A forgasi (giracids) sugarak (rgy:) tekintetében szinte kivétel nélkiil
minden rendszer hasonl6 értékekkel rendelkezik, a szimulaciok soran atlagos értéke 36,90 +

0,1 A volt. A lanconként szamitott értékek megtalalhatoak a fiiggelékben (K4 és K5. dbra).
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14. dbra. Az aktivdcids peptidek aminosavanként dtlagolt RMSF értékei az FXIII-A, szimuldcidkban.

A fluktuacidk tekintetében szamos régio azonosithaté magas lokalis fluktuaciéval, azonban
ezek jo része hurok régid, vagy az aktivacios peptid N- vagy C-termindalisahoz térben kozeli
szegmens (K6-K8. abra). Kiemelend6 azonban négy régio, melyek rendre a Val274-Asp280,
Met350-Trp370, [le440-11e460 és Pro505-Arg515 aminosavak kozott talalhaté. Az utolso
harom régio térben egymashoz kozel talalhatd, melyb6l a Met350-Trp370 és az Ile440-11e460
harom antiparallel béta-redében, illetve egy rendezetlen hurokban van. A hurok kézvetlen
kapcsolatban all a masik monomer aktivacios peptidjének N-terminalisaval (tébbek kozott
biztositva a mar emlitett s6hidat képzd, negativan t6ltétt aminosavakat), mig az Ile440-11e460
térben szomszédos a Pro505-Arg515 hurokrégioval, amelynek N-terminalisan talalhaté hélix
szerkezet szolgaltatja a f6 kalciumkotShely aminosavait, igy egyfajta allosztérikus titvonal
feltételezhet6 ez alapjan. Fiiggetleniil att6l, hogy a kordbban javasolt [128] és a
krisztallografiai eredmények altal sugallt [55] aktivaci6 sordn bekovetkezd nagy
konformacios valtozasok koziil melyiket tartjuk elfogadottnak, a Met350-Trp370 és az Ile440-
[le460 aminosavak altal kozrefogott régiok mindkét esetben alapvetd fontossaggal birnak,
mivel ezekkel szomszédos az 1-es f-hord6 domén, melynek elmozduldsa nem csak az FXIII-

A, esetében kisérletileg alatamasztott, de a szdveti transzglutaminaz esetében is dokumentalt.
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Az aktivaciés peptid nélkiil végzett szimuladciok sordn ezen fluktudciok még inkabb
megndének, mely bizonyitani latszik azon hipotézist, hogy kiemelt fontossagot kell
tulajdonitsunk ezen régioknak.

Kovetve azon elképzelésiinket, hogy lépésenként targyaljuk az egyes faktorok
jelentdségét, a szoveti transzglutaminaz példajan megvizsgaltam a kalciumionok és a GDP
egyedi és egyiittes hatasat is. A GDP nélkiil kivitelezett szimulaciok esetében nem talaltunk
jelentds kiilonbséget az RMSD és gy, értékek iddbeli valtozasa kozott, azonban figyelembe
véve a GDP jelenlétét az alabbi tendencia fedezhetd fel: iv/a ~ iv/b > iv/d > iv/c (15. abra).
Az, hogy a GDP jelenlétében jelentosen csokkent az RMSD, Osszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy a GDP (zart) forma inaktiv, azaz transzglutamindz aktivitdssal nem
rendelkezik. A kalciumionok hatasara azonban az RMSD megnd, tehat az in vivo aktivaciot
kivalté Ca** ionok jelenléte befolyasolja a fehérje dinamikdjat. A giracios sugarak vizsgalata
soran jelent6sebb eltérés lathatd ez utobbi esetben. Hasonlo kovetkeztetések vonhatok el a iv/
e (4PYG) modell szimulacioja alapjan, azonban ki kell emelni, hogy bar ezen szerkezet
tartalmazza a nativ Val224 aminosavat, de emellett harom pontmutacio is jelen volt, melyek a
GIn186Glu, Thr533Asn, Val655Leu aminosavakat érintik.

Az RMSD 650 ns utan bekovetkezett novekedéséhez (15. abra, A panel), ezen
mutaciok hozzajarulhatnak a kondenzalt fazisban torténd szimulacié soran, azonban a giracios
sugar alapjan elmondhato, hogy a fehérje nem szenvedett komolyabb valtozast, megtartotta
feltekeredett szerkezetét. Az FXIII-A, esetében kiemelten nagy fluktuaciokkal bir6 régiok a
TG2 esetében is megfigyelhet6ek (Ile313-Asn333, Val401-Val422, Asn460-Thr471), mely
egyrészt az igen hasonl6 masodlagos- és harmadlagos szerkezetnek tulajdonithat6, masrészt
hangstlyozza ezen szegmensek fontossagat az aktivacioban bet6ltott szerepiikre vonatkozdan.
A fluktuaciok valtozasanak tovabbi targyalasanal az egyes szimulaciok kozotti kiillonbségekre
fokuszaltunk (K24. abra).

Ahogyan a fluktudciok kozotti kiilonbségekbdl lathaté, a legtobb nagy eltérés a [3-
szendvics domént érinti, ahol szamos magas fluktuaciéval rendelkez6 régio talalhato,
melyeknek feltehet6en nincs jelent6sége az aktivacio soran (Leul2-Lys30, Gly64-Gly72,
Leu79-Asp87). Az Arg240-Tyr245 régié fluktuacidja kalcium jelenlétében megnd, ami olyan
szempontbol érdekes megfigyelés, hogy az aktiv hely Cys277 aminosava ezen rendezetlen
hurok régio takarasaban talalhat6, valamint egy kalciumkotOhely taldlhatdo az Asp232 és
Asp233 aminosavaknal, igy ez a kot6hely indukalhat valtozasokat a kot6hely kozelében
amely hatassal lehet a B-hord6 doménekre is. A Thr343-Glu352 kozotti hurokrégié szintén
nagy fluktuaciét mutat, de csupan a kalcium és GDP jelenlétét nélkiil6z6 esetben (K24. abra,

A és D panel).
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15. d@bra. (A) Nehéz atom RMSD és (B) nehéz atom forgdsi sugarak a TG2 szimuldciokban.

Abban az esetben ha kalcium is jelen volt a szimulaciés rendszerben, ez a hurok
rogzitve lett, igy fluktuacidja csokkent. Az Asn460-Thr471 régio tekintetében az alabbi
magyarazat adhaté: ellentmondasos, hogy az FXIII-A,-ben a f6 kot6helyeket az Asp438,
Gly457, Glu485, Glu490 aminosavak biztositjak és ezen aminosavak majdnem teljesen
konzervaltak maradtak a TG2-ben is (Asp400, Ser419, Glud447, Glu452), azonban mégsem
tudtunk megfigyelni kalciumkot6dést ezen a helyen. Az nyilvanvalo, hogy az Thr449-11e460
aminosavak kozotti B-szalag rendezetlen a TG2-ben (Ser411-Val422), tovabb az is lathato,
hogy a kotOzseb altal biztositott zseb sokkal tagabb, mint az FXIII-A, esetében. Ezen
feltételezett hélix mogotti kot6hely helyett egy masik hely Keriilt azonositasra a hélix alatt,
mely tulajdonképpen lefelé hiizza az Asn460-Thr471 hurok régiot. A fluktuaciok valtozasanak
jelent6sége lehet a hordé6 domének helyzetének, az aktivacio soran bekovetkezd valtozasanal,
hiszen az emlitett hurok régi6é nagy valészinliséggel vesz fel egymenetes «o-hélix
konforméaci6t, ami indukalhatja az 1-es B-hordé kotShely irdnyadba torténé elmozdulasat,

tovabba, mindkét hordé domén fejjel lefelé tortén6 elmozdulasat, azaz az atmenetet a nyilt
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konformdci6 iranyaba. Ezen hipotézis illeszkedik a svajci bicska-szerli konformacios

aktivacio elméletébe [128].

6.2.2 A kalciumkotédés vizsgdlata

Ahogyan azt korabbi tanulmanyok soran mar igazoltak, az FXIII-A, alegységenként
egy er0s kotohellyel rendelkezik. Szamos szerkezet elérhetd a protein adatbankban
(http://rcsb.org) ahol két vagy harom vegyértékii kationok vannak jelen a homodimerhez
kotédve (1GGU, 1GGY, 1QRK, 1EVU [57]). Ezen tanulmanyok alapjan a dimer egy Ca*
vagy Sr** iont kot alegységenként ugyanazon kotShelyen (Asp438, Gly457, Glu485, Glu490),
mindazonéltal az itterbium(IIl) esetében végzett kisérletek soran nyolc kotott Yb** kertilt
azonositasra harom kiilonb6zd, részben aszimmetrikusan elhelyezkedd kotGhelyen (4 Yb** az
A/B lancok Asp270, Asp271, Glu272 aminosavai altal; 2 Yb** a B lanc Asp438, Glu485,
Glu490 aminosavaindl; 1 Yb®* az A lanc Asp438, Glu485, Glu490 aminosavaindl és 1 Yb*" -
az A lanc Asp574, Glu585 aminosavai altal). Meg kell emliteniink, hogy a 4KTY
rontgenszerkezetben, mely a nyitottnak vélt (aktiv) konformaciénak felel meg, harom kotott
Ca* talalhaté. Ezen kalciumionok koéziil egy, az itterbiumkotédés esetében mar kordbban
azonositott helyen az Asp270, Asp271 aminosavaknal talalhat6. Ezen aminosavak egy hélix
C-terminalisanal talalhatdak és maga a kotGhely ismert a TG3 esetében is. Miutan a
krisztallografias tanulmanyok soran hasznalt kationok vdW sugara kozel megegyezik (~200
pm) igy feltételezhet6, hogy a dimer Asp270, Asp271 aminosavai, valéban képesek kotni
kalciumiont vagy ionokat, jéllehet ezen kot6hely jelentGségét és funkcidjat részleteiben eddig
nem targyaltak.

Molekuladinamikai szimulacidink alapjan szamos lehetséges kotShely keriilt
azonositasra (16. abra), tobbségiik térben kozeli vagy szekvenciaban egymast kévetd savas
aminosavak altal kialakitott felszini kot6helyként kertilt azonositasra. Annak érdekében, hogy
kiszlirjiik a gyenge és atmeneti kotGhelyeket, a kovetkezd kivalasztasi kritériumot allitottuk
fel. Az kalciumionokat akkor tekintettiik kotottnek, ha azok a megfelel6 negativ toltési
oldallanc karboxilat szén atomjahoz képest 4,5 A tavolsagon beliil voltak talalhatdak, a teljes
szimulacios id6 legalabb 5 %-aban. A kalciumkotddések szamszertien teljes részletességiikben
megtalalhatoak az értekezés alapjaul szolgalé kozlemény kiegészitésben, mig a kivalasztasi
szabalynak megfeleld kotShelyek grafikus abrazolasai a fiiggelékében is (K9-K13. éabra).
Ertekezésemben csupan azon kotShelyek részletes vizsgdlatira szoritkozok, melyek
els6sorban konzervalt kotohelyeket jelenthetnek az FXIII-A, TG2 és TG3 enzimek

vonatkozasaban.
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A kalciumkotédés vizsgalatanal mind az 1GGU (2 db kétott Ca*"), 1F13 (nincs kotott
kalciumion jelen) szerkezetek vizsgalatat egyforman fontosnak gondoltuk. Ki kell emelnem,
hogy bar az 1F13 szerkezet nem tartalmazott kotott kalciumot az ii/c szimulaci6 esetében az
egyik alegység f6 kot6helye néhany 10 ns szimulacios id6 elteltével bet6lt6dott és az ion
kotve maradt a szimulacio soran, ugyanakkor a masik alegységnél nem detektaltam kot6dési
eseményt. Egy korabbi 2 ps hosszusagu szimulacidéban, melynél a titralhatd6 aminosavak
protonaltsagat nem vettiik figyelembe 7,4 -es pH-n — ugyanakkor egyéb paramétereiben
megegyezett az ii/c -vel — azt talaltuk, hogy az A lanchoz tartoz6 f6 kot6hely 500 ns
szimulacids id6 utdn, mig a B lanchoz tartozé f6 site 900 ns utan betdltédott (K12. abra).
Fontos megemliteni, hogy ebben a szimulacioban az alegység szomszédos Asp270, Asp271
aminosavai két kalciumot is képesek voltak kétni a Glu272 hozzajarulasaval, ami késobb a
protonaltsagi fok szamitasa soran protonaltnak adodott. A lanconként f6 kot6helyek eltérd
mértékben torténd betoltddésére kézen fekvd magyarazat lenne az, hogy a Pro505-Arg515
hurokrégié félanconként eltérd konformacioban van jelen. Ezen régiok hianyoztak az 1GGU
szerkezetben, igy jelent6ségiik vizsgalatanak céljabol azok ugy keriiltek modellezésre,
ahogyan az 1F13-ban talalhatéak. Az ii/a szimulaci6 soran azt taldltuk, hogy ezen
hurokrégiék konforméaciojanak nincs jelentésége a kalciumkot6dés szempontjabol, legalabbis
a krisztallografiai szerkezetben. Azaz a kalciumok helyzete véltozatlan maradt az 1 ps-os
dinamika soran. Még részletesebben megvizsgalva ezen hurokrégiok masodlagos szerkezetét
(K19. abra), azt talaltuk, hogy nincs dsszefiiggés a kotédési események és a Pro505-Arg515
régio konformacidja kozott (K9-K13. abra).

A ii/a és ii/c szimulacidk klaszterezése soran nyert reprezentativok grafikus
megjelenitése a 17. abran lathat6. Az 1GGU-ban modellezett loop régiok, szinte tokéletesen
meg0rizték konformacidjukat, azaz egyikiik teljesen rendezetlen, masikuk gyakorta vesz fel
egymenetes hélix elrendezddést, ami sokkal szembet{indbb a DSSP analizisben, tovabba a
kotéhelyek geometridja kozott nincs szamottevo kiilonbség. Ezen informacidk alapjan nehéz
megjosolni, hogy in vivo lehet-e kiemelkedd jelent6sége ezen hurokrégioknak az FXIII-A,
aktivaciojaban, miutan a Pro505-Arg515 régié a koti 6ssze a katalitikus kézponti és az 1-es 3-
hordé domént.

Fontosnak talaltuk megvizsgalni azt, hogy az ii/c esetében miért nem detektaltunk
kotodést a B lanc féhelye esetében, ezért az ii/c szimulacid utolsé pillanatképébdl kindulva, a
kotott kalcium megtartasaval ujraszolvataltuk a rendszert, 100 mM Ca** jelenlétében, majd az
elokészitési 1épéseket kovetoen 17x25 ns szimulaciot inditottunk, eltérd kezdeti sebességeket

alkalmazva. Azt talaltuk, hogy egyetlen esetben 11 ns utan a B lanc f6 kot6helye is betlt6dott
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(K18. &bra). Igy feltehetSen a latens preferencia a f6 kotShelyeket illetéen csupan a dinamika

sztochasztikus természetének és az ionok véletlenszer(i elhelyezésének tulajdonithato.
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16. dbra. A dinamikai trajektoridbol szamolt kalciumkétédési események grafikus reprezentdcioja az
(A) ii/a (1GGU, hasitott AP-k, +14 mM Ca’") és a (B) ii/c (1F13, hasitott AP-k, +14 mM Ca’")

szimuldaciok esetében.

A masodik kot6hely, mely szinte minden esetben betdltottnek volt tekinthetd
szimuldciéinkban az alegységek Asp270 és Asp271 aminosavainal taldlhat6. Korabbi
tanulmanyok alapjan ismert volt, hogy ezen a kotShelyen taldlhatoak koétoétt Yb** ionok,
valamint az aktiv (4KTY) monomer szerkeztben egy kalciumion is fellelhet6 az Asp270 és
Asp271 aminosavaknal, tovabba a TG3 szerkezetben (PDB ID: 1NUD [53], szintén
monomer) is talalunk itt kalciumot. Eredményeink azt sugalljak, hogy ezen a helyen mindig
talalhat6 a kotéshez hozzajarulé aminosavak protonaltsagi fokatél (Glu272) és a kalcium
koncentraciotol fiiggéen legalabb egy kalcium.

Er6feszitéseink ellenére ezen kot6hely szerepe az aktivacioban tovabbra is homalyos
maradt, ugyanakkor egyrészt meglehet6sen kozel talalhaté az alegységek kozott talalhatd
sohid halézathoz, masrészt ezen site-ok kozvetlen kapcsolatban vannak a Ser278-Gly294
hurok régioval, amely kijel6li a katalitikus iireg hatarat és amely részben kapcsolatban van a

1-es B-hordé doménnel. Az utébbi megallapitas érvényes a TG3 és a TG2 esetében is.
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A 4KTY és az INUD szerkezetek alapjan rendelkezésre allo szerkezeti informaciékbol
lathat6, hogy egy olyan két6hely is talalhato (Asp343, Asp345, Asp351, Asp367), amely az
FXIII-A, (zart) szerkezetben az aktivacios peptid altal oldészer molekulaktol és ionoktol el
van zarva. Az ionkotésért felel6s oldallancok koziil az Asp343 és az Asp367 sohid
kolcsonhatasban all a masik alegység aktivacios peptidén talalhato Argll és Argl2
aminosavakkal, mig az Asp345 és az Asp351 meglehetdsen tavol van a masik két aszpartattol,

igy konformacios valtozasok sziikségesek ahhoz, hogy ezek valéban kothessenek kalciumot.
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17. dbra. A FXIII-A; f6 két6helye(i) a trajektoria klaszterezése utdn kapott reprezentativokban. (A) ii/a

és (B) ii/d esetekben, bal oldalon az “A” ldnc kétéhelye, a jobb oldalon a “B” f6lanc kétShelye
lathato.

Az aktivacios peptid jelenlétében végzett szimulaciok igy alkalmatlanok arra, hogy
ezen feltételezett kdt6hely szerepét vizsgaljuk. Az iii/b szimuldcioban, ugyan az AP-ek mar
nem voltak jelen, de mégsem tudtuk ezen kotShelyet teljes egészében megfigyelni, csupan az
A lanc esetében detektaltunk kalciumkotddést az Asp343 és Asp345 aminosavaknal. Ahogy
azt mar emlitettiik, a rendkiviil magas 1000 mM Ca®" koncentraci6 jelenlétében (iii/c),
nagymértékii alegységmozgas figyelhet6 meg, ebben az esetben mindkét lancban
detektalhatunk 250 ns utan kalciumokat az emlitett négy aszpartat hozzajarulasaval, valamint

szinte minden gyengébb kdtOhely betdltédott (K11. abra, B panel). Feltételezhet6 tehat, hogy
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ezen kot6hely csupan akkor valik fontossa, ha mar az aktivacids peptidek disszocialtak a
dimer felszinérdl. Az alegységek elfordulasa feltételezhet6en Gsszefiiggésben all azzal, hogy a
nagy ionerdsség letori az alegységek kozotti elektrosztatikus kdlcsonhatasokat, mig a 3-hordd
domének elmozdulasa nem volt megfigyelhetd, tovabba az sem vilagos, hogy mi indukalja a
figyelemre méltéan nagy elmozdulasukat. Hangstulyoznunk kell az Asp472, Glu631, Glu720,
Asp722 aminosavak altal definidlt kot6hely jelent6ségét, mely tulajdonképpen a [3-horddk és a
katalitikus kdzponti domén kozott teremt kapcsolatot.

Fontos kérdés lehet, hogy az egyszeriisitett molekulamechanikai paraméterek vajon
mennyire képesek pontosan prediktalni a kalciumionok kot6dését. Ezért ugy dontottiink, hogy
az ii/c szimulacio utolsé szerkezetébdl kiindulva, a kotott kalciumokat megtartva, “multi-site”
ionmodell segitségével megvizsgaljuk a kialakult kotShelyeket és 50 ns hosszusagia NpT
dinamikat futtattunk. Eredményeink alapjan egyértelmiien latszik, hogy az 1 ps hosszisagu
dinamika soran kialakult kot6helyek, megtartottak jelent6ségiiket a “multi-site” ionmodell
alkalmazasaval is (K14. abra), ezen szimulacio utols6 képe, a koordinalodo vizekkel egyiitt,
megtalalhato a disszertacio alapjat képzo6 publikacié kiegészitésében. Megemlitenénk, hogy a
4KTY szerkezet segitségével végzett FXIII-A® szimuldciéban 6t kotShelyet talaltunk (K13.
abra), melyek szinte folyamatosan kotottek kalciumot a dinamika soran, ez alapjan jelent6ség
tulajdonithaté nekik, az aktivacié valamely fazisaban, ugyanakkor a zimogén és hasitassal
aktivalt szimulacios modellek esetében ezen kotShelyek koziil kettd (Asp138, Glul39 or
Glu355, Glu356, Asp357) gyengének adodott, illetve a rendelkezésre allé informaciok alapjan
nem tudtunk kiilonosebb szerepet tulajdonitani nekik.

A szoveti transzglutaminaz esetében végzett iranyitott mutagenezis kisérletek alapjan,
sikeresen meghatarozasra kertilt 6t kot6hely a hatbol [68]. A kisérletek részben szerkezeti
homologia, részben pedig a feliileti elektrosztatikus toltéseloszlas altal definialt negativ
toltésli centrumok alapjan lett megtervezve. A koriiltekintd munka ellenére, ezen kisérletek
alapjaul statikus krisztallografiai szerkezet szolgalt, mely csupan egy olyan szerkezet
szorasképébdl adddott, mely feltehetGen egy alacsony energiaval bird, igy nagy szamban
betdltott részét képezi a valddi sokasagnak. Annak ellenére, hogy a molekuladinamikai
szimulaciok altal leirhatd id6tartomanyt behatarolja a szimulalni kivant rendszer meérete,
valamint az elérhet6 szamitdsi er6forras, a modszer minden kétséget kizaréan alkalmas
modszer az olyan atomi jelenségek vizsgalatara, melyeket kisérletes uton, valos idGben és
megfelel6 felbontasban igazolni masképp nehezen lehet. Mivel hasonléan részletes
mutagenezis kisérletek nem érhetdek el az FXIII A alegysége esetében, igy idealis
valasztasnak tlint kihasznalni a szdveti transzglutaminaz esetében elérhet6 kisérletes adatokat

és kozvetleniil dsszevetni azokat a dinamikai szimulacioink eredményeivel. Ahelyett, hogy a
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kalciumkot6dés eseményeit abrazoltuk volna, itt a megfelelé oldallanc karboxilat szene és a
legktzelebbi kalcium tavolsaga kertilt abrazolasra.

A kotott GDP-t tartalmazd szoveti transzglutaminaz (iv/d) esetében kapott eredmények
a 18. Abran lathatéak, a kotShelyek proteinen valé elhelyezkedése pedig a 19. Abran lettek
feltiintetve. A statikus modellezés alapjan végzett in vitro kisérletek eredményeit 6sszevetve a
molekuladinamikai szimulaciok eredményeivel szembet(ind kiilénbség, hogy legalabb két
olyan kotohely talalhatd, melyeknek az aktivacioban betoltott relevancidja kérdéses. Ezen
kot6helyek jelentGsége mérséklodik a GTP kotott forma (iv/e) vizsgalatanal (K26. abra, A-E
panel), ugyanakkor teljesen elvetni nem lehet jelentGségiiket, mivel a nyilt (aktiv) TG2
esetében végzett szimulacioban (v/b) is részben megfigyelhet6ek (K27. abra, A-C panel).

A kisérleti eredményekkel 6sszhangban az S1 kotShely a dinamikai szimulacidk
esetében is igazolva lett, kivételt képez ez aldl a iv/b (GDP nélkiili) 2 ps -os szimulacio,
melynek soran nem sikeriil kotddést detektalni. Ezen kotOhely az Asp232, Asp233
aminosavak hozzajarulasaval alakul ki (18. abra (G), K26. abra (E), K27. abra (F)) és
megfelelnek az Asp270, Asp271 aminosavaknak az FXIII-A szekvencidjaban, tovabba szintén
ismert kot6hely a TG3 esetében.

Az S2A és S2B kot6helyet illetéen lathato, hogy a Glu396 aminosav oldallanca a
katalitikus centrum domén belseje felé orientdlodik, igy teljesen temetett. Ezen aminosav
mellett az S2A kot6hely egy masik negativan toltott aminosava az Asp400. Az iv/a-d
szimulaciok esetében az Asp400 Cy és a Lys464 N atomok kozotti tdvolsag 5,55 + 1,25 A
atlagosan, mely nem valtozik szamottevfen a dinamikai szimulaciok folyaman.
Osszehasonlitva ezt az értéket a ii/a-d (FXIII-A,’) esetekben a megfelel aminosavak kozotti
tavolsag 6,25 + 1,30 A, igy a jelentSsen révidebb tavolsag felfoghato tigy, mintha az Asp400-
at a Lys464 blokkolva tartana, igy az mar nem lesz alkalmas arra, hogy részt vegyen a
kalcium kotésében.

Az S2A és S2B kotOhely helyett egy uj zseb keriilt azonositasra, mely magas
betdltottséggel rendelkezik. Ezen feliileti zseb a Glu381, Glu451 és Glu454 aminosavak altal
alakul ki (18. abra (J), K25. abra (I), K27. abra (E)) és betoltottsége kozel folyamatos. Egy
masik — szintén korabban ismeretlen — kotohely alakulhat ki a Glu381, Asp408 és Asp409
aminosavak hozzajarulasaval (18. abra (I), K25. abra (H), K27. abra (H)). Meg kell emliteni,
hogy az aktiv forma szimulaciéjaban az Asp581 is részt vesz ezen kotdhely kialakitasaban,
valamint a B-hord6 1 és B-hord6 2 domének elmozduldsa szintén sziikséges, hiszen a zart

formaban az Asp581 ~30 A tavolsagra helyezkedik el a méasik harom aminosavtol.
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18. dbra. A TG2 iv/d szimuldciéjdnak kiértékelése utdn kapott kalciumkotShelyek grafikus
reprezentdcioja. (A karboxildt funkcios csoport szene és bdrmely kalcium kézotti minimdlis tdvolsdgok

kertiltek dbrdzoldsra.)
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A 460-as loop régié Glud67, Glu469, Glu470 aminosavai gyenge affinitast mutatnak, de a
“multi-site” ionmodell alkalmazasa mellett is kozel talalhat6 a kotott kalcium a Glu467 és
Glu470-hez (18. abra (L), K25. abra (K), K26. abra (G), K29. abra).

Az S3A és S3B kot6zsebeket egy-egy negativ toltésii oldallancal biré aminosavakbol
altal determinalt és valoban mindkét aminosav részt vesz ugyanazon kalciumion kotésében,
valamint néhany esetben a Glu363 is részt vesz az ion kotésében (18. abra (H), K26. abra (F),
K27. abra (G)). A negyedik kotézseb (S4) az Aspl151 és Glul58 kozotti régio ot negativ
toltésli oldallanccal rendelkez6 aminosavat tartalmaz és ez a kot6hely kozel talalhaté az S5-
hoz. Szimulacioink alapjan az Aspl51 és Glul55 hozzajarulasaval valoban kialakulhat
megfeleld kot6hely (18. abra (F), K26. abra (C), K25. abra (F), K27. abra (D)).

A mar korabban feltételezett 6t kotOhelyen tul egy olyan dj kotShely kertilt
azonositasra, mely az Asp640, Glu643 és Glu464 aminosavak segitségével alakul ki és
minden szimulacié esetében megfigyelhet6 (18. abra (K), K24. abra (J), K25. abra (J), K27.
abra (K)). Hasonl6an, ahogy azt az FXIII-A, esetben tettiik, a iv/d szimulaciét is folytattuk 50
ns szimulacid erejéig a “multi-site” kalcium modell alkalmazasaval és a kapott eredmények

(K29. abra) azt mutattak, hogy a kialakult kdt6helyek tilnyomé tébbsége valtozatlan maradt.

19. dbra. A TG2 esetében kapott kalciumkétbhelyek elhelyezkedése a protein feliiletén, (A)
elolnézetbdl, (B) hdtulnézetbdl. A kétbhelyek betiikodja a 16. dbrdnak megfelel6en lett feltiintetve.

Eredményeink alapjan, az aldbbi altalanos kovetkeztetések vonhatéak le a TG2
kalcium kot6 tulajdonsagaival kapcsolatban, Kiraly és munkatarsai eredményeihez hasonlitva
[68]. Az S1, S3A/S3B valamint az S4 kotShelyeket illetGen a dinamikai szimulaciok alapjan
is megfeleléonek adddtak a kalciumok kotésére. Mindazonaltal az S2A/S2B kotShelyet

egyaltalan nem adoddott olyan kot6helynek, ahol megfigyelhettiink volna kalciumkot6dést.
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Osszevetve ezen megfigyelést az FXIII-A, f6 kotShelyével kapcsolatban kapott
informaciokkal, ahol a dimer esetében legalabb az egyik lanc esetében megfigyelhetd
kalciumkotédés az 1 vagy 2 ps-os szimulacios id6 alatt lathatd, hogy a TG2 esetében is
elérhetd a kot6hely, mely némiképp tagabb is mint az FXIII-A, esetében. Mindazonaltal nem
zarhat6 ki, hogy a kot6hely jelent6sége valtozik az aktivacio késébbi fazisaban, de az elérhet6
krisztallografias szerkezetekbdl kiindulva egyetlen kot6dési eseményt sem sikertilt
megfigyeliink. Végiil, az S5 kotohellyel kapcsolatban azt talaltuk, hogy az aktivacio ezen
korai fazisaban, nem tulajdonithaté jelentdség ezen kot6helynek, valamint az aktiv (nyilt)

TG?2 (v/b) esetében sem adddott potencialis kotohelynek, igy jelent6sége megkérdbjelezheto.

6.2.3 Korrelalt mozgdsok analizise

Altalanos konkliziét tudunk levonni az FXIII-A, esetében végzett szimulaciok Co
trajektoriai alapjan végzett kereszt-korrelaciok szamitasanak eredményeivel kapcsolatban. A
zimogén (i) és a hasitott (ii) szimulacids csoportok osztoznak azon a kdzds sajatsagon, hogy
erds (pozitiv) korrelacié van az alegységek [-szendvics doménjei, valamint az 1-es [3-hordék
kozott is. Ezen korrelaciok szemléletesebb értelmet nyernek, ha a pozitiv korrelaciét az egyes
atomok azonos iranyba torténd, mig a negativ (anti-) korrelaciot az atomok ellentétes iranyba
torténd elmozdulasaként fogjuk fel. Az i/a és i/b valamint a ii/a és ii/b szimulacidk soran
kapott korrelaciok kiilonbségét véve azt kapjuk, hogy ahogy azt mar korabban emlitettiik, a
Met350-Trp370 és az Ile440-11e460 régioknak kiemelt jelent6sége lehet (K20. abra).
Fiiggetleniil att6l, hogy milyen tuton torténik az aktivacio, ezen régioknak mindkét
mechanizmusnal szerepiik kell hogy legyen. Ezen szegmensek korrelaci6ja megnd az 1-es [3-
hordé6val valamint a masik alegység ugyanezen régioival, mig a zimogén szerkezetek esetében
ezen korrelaciok kevésbé dominansak (K20. abra). Masik érdekes pont, a Gly210-Trp225
régiok kozotti korrelacio. Ezen régié az 1-es [-hordé C-termindlasaval, az 1-es és 2-es [3-
hordét 6sszekotd hurokkal és a 2-es -horddé N-terminalasaval szomszédos és a zimogén
szerkezetekben szintén csokken jelentdsége. A kalciumionok jelenléte a ii/c és ii/d
szimulaciok esetében kapott DCCM matrixok 6sszehasonlitasabol lathat6 a
legszemléletesebben, miszerint a kalciumok jelenléte egyértelmiien néveli a [B-szendvics
domének kozotti korrelaciot (K21. abra, A panel). Végiil, minden emlitett korrelacio
megtalalhat6 a harmadik szimulaciés csoport esetében, azaz az aktivacios peptid jelenléte
nélkiil kivitelezett dinamikakban. Ugyanakkor a rendkiviil nagy ioner6sség, extrém modon
megnovelte az alegységek B-szendvics doménjei kozotti korrelaciot és erds antikorrelaciot

lathatunk a B-szendvics és a [(-hord6 domének kozott (K22. abra). Ezek a felismerések
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osszhangban vannak az alegységek megfigyelt rotacidival valamint a f6komponensanalizis
eredményével.

Annak ellenére, hogy az FXIII-A és a TG2 (és altalanossagban a transzglutaminazok
kozott) meglehet6sen jol konzervalodtak a masodlagos és harmadlagos szerkezeti elemek,
olyan kiilonbségek figyelhet6k meg a korrelaci6kban, melyek kizardlagos jellemzdi egyiknek,
s masiknak. Ilyen jellemz6 kiilonbség, hogy a TG2 esetében az 1-es B-hord6 korreldl a -
szendviccsel és a 2-es -hordd korreldl a katalitikus doménnel és ez kizardlag a szoveti
transzglutaminaz esetében jellemzd. Fontos kiemelni, hogy az Ile313-Asn333 és a Val401-
Val422 kozott talalhaté harom anitparallel 3-redé (mely rendre megfelel a Met350-Trp370 és
I1e440-11e460 szegmensnek az FXIII-A, szerkezetében) korreldlnak az 1-es -hordoval és a
kozponti doménnel is, mig az FXIII-A, esetében nem figyelhet6 meg ilyen korrelacio.

A nyilt (aktivnak vélt) szerkezetek szimulaciéibél (v/a,b) nyert korrelaciés matrixok
tisztan lathaté kiilonbségeket sugallnak. Nevezetesen, az v/b (TG2, 2Q3Z) esetében a 2-es
hordé domén korreldl a [-szendvics doménnel, melyek térben meglehetésen tavol
helyezkednek el egymastol és erds antikorrelacio fedezhet6 fel a katalitikus kézponti és az 1-
es B-hord6 domén kozott (K33. abra, B panel). Az v/a (FXIII-A, 4KTY) esetében pontosan az
ellenkez6je érvényes az elébbi megallapitasnak (K33. abra, A panel). Jelenlegi tudasunk
birtokdban azt lehet feltételezni, hogy ezen enzimek vagy két, részleteiben teljesen eltérd
aktivacios utvonalat kovetnek vagy az aktivnak vélt szerkezet valamelyike kinetikusan
csapdazva lett egy olyan atmeneti termékként, mely az aktivaciés utvonal valamely

mozzanataban megrekedt szerkezetet reprezentalja.

6.2.4 F6komponens analizis és a kdzponti domének kozotti sohid halozat szerepe

A nagy amplitudoju (esszencialis) mozgasok valds szimulaciés id6ben torténd
megfigyelése, dltalaban még hosszabb dinamikai szimulaciék sordn is rejtve marad, igy agy
gondoltuk hasznos lehet megvizsgalni ezen mozgasokat leird sajatvektorokat. A dinamikai
trajektoriakban megjelend doménmozgasokat lehetséges leirni egy kvazi-torzids szoggel,
melyet a megfelel6 domének tomegkdzéppontjainak segitségével tudunk definidlni (20. abra).
Az altalunk kivitelezett szimulaciokban a 20. abran lathat6 értékek nagyjabol -40° -ot
mutatnak, mig a iii/c esetben ez az érték -70°, amely azt jelenti hogy az alegységek 30°-ot
mozdulnak el egymashoz képest. Erdekes médon, ez az elmozdulds pontosan megegyezik
azzal, melyet a f6komponens analizis sordn kaptunk és amelyet az els6 sajatvektor reprezental
a iii/a-c szimulaciok esetében (21. abra, A panel). Fontos kihangstlyozni, hogy ezen

fokomponensvektor az aktivacios peptid jelenlétében nehezebben vagy egyaltalan nem
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figyelhetd meg. Osszhangban azzal, hogy a iii/a esetben (Ca?" nélkiil) is megfigyelhetd ezen
sajatvektor, jol egyezik a kisérleti megfigyelés, miszerint nagy ioner6sség jelenlétében
kalcium nélkiil is lassd, progressziv novekedés tapasztalhatd a zimogén FXIII-A, magas
ionkoncentracioval indukalt aktivacidja soran. Mivel ezen mozgasok az aktivaciés peptid
jelenlétében rejtve maradnak, feltételezhet6, hogy az N-terminalis peptidek f& szerepe az,
hogy az aktivaciot késleltessék. Az alegységek elfordulasaval kapcsolatban elmondhat6, hogy
az els6 sajatvektorok altal leirt mozgas kdzéppontjaba rajzolhat6 tengely pontosan athalad egy
olyan sohid héalézaton, mely az alegységek ugyanazon aminosavainak hozzajarulasaval

talalhat6 meg a dimer szerkezetekben (21. dbra, B panel).
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20. dbra. (A), A dinamikai trajektoridabdl szamolt pszeudo-torzids szogek az FXIII-A, szimuldciékban.
(Az oszlopok tetején 1évé fekete fiiggbleges vonalak jeliilik a szordst.) és (B), a iii/c szimuldcio els6

(bal oldal) és utolso (jobb oldal) képkockdja.
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Ezen aminosavak az Asp404, Asp427 és az Arg260, Arg408. Ez a kozponti séhid
halozat részleteiben még nem volt vizsgalva, ugyanakkor még a iii/c esetében is csak csekély
mértékii valtozasokat figyelhetiink meg (K16. &bra).

Erdekességképpen megemlitenénk, hogy a sohid halézat Arg260 tagjanak muticidja,
komoly deficiencidval jar és szamitdsos mddszerekkel tanulmanyoztdk a mutaciék soran
kapott kolcsonhatasi energiak valtozasat [129,130]. A szamitasos moddszerekkel készitett
Arg260Cys mutans esetében altalunk kivitelezett 1 ps-os szimulaciok alatt nem volt
megfigyelhet6 valtozas a homodimer szerkezetében, annak ellenére, hogy a Cys260

nyilvanvaloan képtelen nativ kapcsolatokat kialakitani (K17. abra).
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21. dbra. (A), a C-alfa trajektoria fékomponens analizisének sordn kapott els6 sajdatvektor grafikus

reprezentdcidja, valamint (B) az alegységek kozétti, kozponti sohid hdldzat és annak elhelyezkedése.
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Lehetséges magyarazat lehet ezen mutacio altal okozott sulyos miikodésbeli
zavarokra, hogy a fehérje feltekeredésében kovetkeznek be valtozasok, melyek utan az intakt
dimer szerkezet mar nem tud megfelel6en Osszeszerelddni. Ezt a hipotézist tamogatja az a
gondolat, hogy az Arg408 aminosav a TG2 szerkezetében a Cys370 aminosavnak felel meg,
melynek jelent6sége a Cys371 aminosavval alkotott diszulfid-kapcsoloként ismert.
Feltételezhet6 tehat, hogy amennyiben ez a mutdci6 az oka annak, hogy a szoveti
transzglutaminaz monomerként miikddik, ugy vélhet6en ugyanez az oka annak, hogy az
Arg260Cys mutacio a felel6s azért, hogy a mutans FXIII-A képtelen a dimer szerkezet

kialakitasara.

7. Konkluzio

7.1 A papain enzimmechanizmusa

A papain proteolitikus reakciojat vizsgaltuk ONIOM tipusi QM/MM maddszerekkel,
melyben az egyszerli N-metilacetamid szubsztratot alkalmaztuk. Az ONIOM QM/MM
szamitasainkban, QM komponensként a hibrid GGA (B3LYP) médszer mellett, olyan tjabb
DFT modszereket is alkalmaztunk, melyekben a hosszutavi korrekcios tag vagy azt
megfelelGen leiré paraméterek mar jelen voltak a kdlcsonhatas leirasara.

Szamitasaink megmutattak, hogy a papain nyugvo allapotaban a semleges és az ionpar
formaban jelen 1évd cisztein-hisztidin diad energiaja igen kozel esik egymashoz és csupan
csekély aktivalasi gat valasztja el 6ket. A zérusponti energia korrekciét figyelembe véve, az
egyensily enyhén eltolédik a semleges forma irdnyadba, mig a Poisson-Boltzman (PB)
szamitasok alapjan becsiilt, implicit oldészer modell korrekciot figyelembe véve az
ionparként jelen lev6 diad tlinik a leginkabb betdlt6tt populaciénak, mely jo egyezést mutat a
kisérleti adatokkal.

Az enzimmechanizmussal kapcsolatban elmondhat6, hogy a diszperzios korrekciot
tartalmazé DFT mddszerek, valamint a B3LYP mddszerek a nagyobb (6-31+G(d,p) - 6-311+
+G(d,p)) baziskészletek alkalmazasa mellett két elemi 1épés josolnak az acilezési 1épésre, mig
egy lépésben torténik az acil-enzim hidrolizise. Szamitasaink alapjan az acilezési lépésben az
ikerionos tetraéderes intermedier létezik. A szarmaztatott aktivacios energiak jol egyeznek az
irodalomban talalhat6 kisérleti uton meghatarozott kinetikai konstansokbol szarmaztatokkal.
Habar az alkalmazott siirliségfunkcional médszerek asszinkron sebességmeghatarozé elsd
l1épést josoltak az acilezési folyamatra, ki kell emelniink, hogy a diszperziés korrekciét
tartalmazé DFT moddszerek az ONIOM QM/MM szamitasainkban jelentGsen eltér6 atmeneti

allapotot adtak a B3LYP (6-31+G(d,p) - 6-311++G(d,p)) mddszerhez képest. Ugyanakkor a
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protonatmenet lemarad (de legalabbis nem el6zi meg) az S-C kotés kialakulasat. A B3LYP/6-
31G(d,p) modszer esetében harom elemi 1épést talaltunk, mely a klasszikus oxianionos, majd
az ikerionos intermedieren keresztiil vezet az acil-enzim intermedier kialakulasahoz. Ezen két
intermedier kozotti aktivalasi gat igen alacsony volt. Mivel a B3LYP mddszer altal az amid
kotés felhasadasara jésolt gat nagyon alacsony volt, feltételezhet6en a kémia kérnyezettdl és
az alkalmazott modszer részleteitdl fiiggden az acilezési 1épésre 2-3 elemi lépésben lejatszodd
mechanizmus felirasa lehetséges.

Eredményeink alapjan a cisztein proteindz reakciok tanulmanyozasaban erdsen
ajanlott a diszperzié-korrigalt DFT modszerek hasznalata a QM/MM szamitasok, tiszta QM
rétegében, mivel ezek nagyban befolyasolhatjdk a tanulmanyozott reakciék kimenetelét,

ellentétben a szerin-proteazok mechanizmusaval.

7.2 Az FXIII-A; és a TG2 aktivaciojanak korai eseményei

Mikroszekundumos hosszusagu ,,all-atom” molekuladinamikai szimulaciok keriiltek
kivitelezésre annak érdekében, hogy fényt deritsiink azon finom részletekre, melyek a
tanulmanyozott transzglutaminazokban nagy konformacids valtozasokat indukalnak és elsd
sorban a kalciumkotodéshez kothetdek.

A FXIII-A, esetében kimutattuk, hogy a kalciumionok jelenléte egyértelmiien
befolyasolja az aktivacios peptidek mozgékonysagat. Javaslatot tettiink ezidaig keveset vagy
egyaltalan nem vizsgalt kalcium kot6 helyekre, azok vélhet6 szerepére. Aktivacios peptidek
hianyaban az egyensulyi szimulaciok eredményeként a nagy kalcium koncentracié az A
alegységek egymastol valé elfordulasat okozta, mely lathat6 a C-alfa atomok dinamikus
keresztkorrelaciojabol és a fékomponens analizis alapjan prediktalt elsd sajatvektor altal
josolt mozgasokbol is. Az elforduldas kézéppontjaban egy alegységek kozott séhid haldzat
talalhat6, melyet részleteiben eddig nem targyaltak, igy ezidaig jelent6sége nem Kkeriilt
hangsulyozasra.

A szerkezetileg az FXIII-A-hoz nagyon hasonlo, am eltér6 biologiai szereppel bird
szoveti transzglutaminaz enzim esetében megvizsgaltuk a Kiraly és munkatarsai altal végzett
kalciumkot6helyek relevanciajat, szamitasos eredményeink az esetek tobbségében jo egyezést
mutattak a kisérleti el6zményekkel, illetve egy eddig nem ismert, azonban nagy affinitassal

rendelkez6 kot6hely keriilt azonositasra.
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8. A jelolt sajat eredményei, ij megallapitasai

*Az értekezésben szerepl6 és alapjaul szolgal6 publikaciokban kozolt szamitasos eredmények

teljes mértékben a sajat munkamat tiikrozik.

*A papain enzimmechanizmusanak vizsgalata soran igazoltuk, hogy annak nyugvod
allapotaban a semleges és az ionpar formaban jelen 1év6 cisztein-hisztidin diad kozott a
protonatmenethez nem sziikséges mediator vizmolekula.

*A protonatmenet a zérusponti vibracios energia korrekcié alkalmazasaval spontan
atmenetnek adodott.

*A szolvatacios szabadentalpia korrekciéval az ionpar format minden esetben stabilabbnak
szamoltuk.

*A papain acilezési 1épése két 1épéses folyamat, melyben az ikerionos intermedier l1étezik. Az
intermedier képzOdéséhez vezet0 asszinkron atmeneti allapotban koncertikusan torténik a
protonatmenet és a nukleofil tamadas.

*Az acil-enzim hidrolizise egy koncertikus atmeneti allapoton keresztiil torténik egy
vizmolekula jelenlétében, mely termékként ecetsavat ad és visszaalakul az enzim nyugvo

allapotanak ionpar formaja.

*A human transzglutaminazok dinamikajat befolyasolja a kalcium jelenléte.

*A FXIII-A; esetében a f6 kot6helyek betolto6dése kozott nincs preferencia, de allosztérikus
utvonal irhaté fel az aktivacios peptid Argl1 és Argl12 aminosavait rogzito iireg iranyaba.

*A FXIII A alegységeinek Asp270 és Asp271 aminosavai kozosen alakitanak ki egy
kotOhelyet, mely minden esetben megfigyelhet6 és eddig a zart forma esetében nem volt
igazolva. Ezen tul szamos gyengébb kot6helyet azonositottunk.

*Magas (1 M) kalcium koncentracié jelenlétében, az A alegységek 30°-kal elfordulnak, melyet
igazolnak a dinamikus kereszt-korrelaciok és a f6komponensanalizis is.

*A szoveti transzglutaminaz (TG2) esetében a korabban azonositottnak vélt kotéhelyek koziil
az S1, S3, S4 kotohelyek valéban minden esetben jelen vannak.

*Az S2A/S2B (FXIII-A analdg) kothelyek és az S5 kotohelynek esetében nem tulajdonithato
szerep a tanulmanyozott mikorszekundumos idoskalan.

*Harom uj kot6hely kertilt azonositasra a TG2 esetében, melyek koziil egy a mind ez idaig

ismeretlen S6 kotohely.
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9. Osszefoglalas

A cisztein proteazok enzimmechanizmusat tébb izben vizsgaltak, mind kisérleti, mind
pedig elméleti modszerekkel a papain példajan keresztiil, azonban mind ez idaig nem kertilt
publikalasra olyan kozlemény, melyben egyrészt a teljes enzimreakciot osszefoglaléan
targyaltdk volna, masrészt pedig a mechanizmust optimalt, frekvenciaanalizissel igazolt
stacionarius pontokkal jellemezték volna. Jelen munkaban ONIOM-EE tipusid hibrid
szamitasokkal kivantuk vizsgadlni a mechanizmus részleteit. A QM/MM szamitasok
kvantumkémiai  rétegjére a  slrliségfunkciondl =~ mddszereket  alkalmaztuk  és
teljesitoképességiiket is Osszehasonlitottuk. Szamitasaink alapjan a semleges és az ionpar
(tiolat-imidazo6lium) forméban jelen 1év6 katalitikus didd kozotti atmenet spontan gaz fazisa
szimulaci6 szerint, melyet a szolvatdcié az ionpar forma iranyaba tol el. Az acilezési 1épést
illet6éen koncertikus reakciot talaltunk, melyben a cisztein tiolat kenének nukleofil tdmadasa
és az imidazélium formdaban jelen 1évd hisztidin delta nitrogénjérél, a szubsztrat amid
nitrogénjére torténd protonatmenet er6sen csatolt, de nem teljesen szinkronban torténik. A
peptidkotés hasadasa csekély energiagattal rendelkezik, kiilon részlépésnek tekintend6 és
csupan elméleti jelent6séggel bir. A kialakult acil-enzim intermedier hidrolizisének aktivalasi
gatja 0sszemérhet0 az acilezési részlépés esetében sziikséges energiamennyiséggel, ezen —
szintén koncertikus — reakcié eredményeként, megfelel karbonsav termék és a regeneralddott
aktiv centrum marad vissza.

A papain-szerii katalitikus, k6zponti doménnel rendelkezé human transzglutaminazok,
kalciumionok é&ltal indukalt konformacios aktivacigjat két fehérje példajan keresztiil
targyaltuk. Ugyan meglehet6sen jol konzervalédott masod- és harmadlagos szerkezet
fedezhetd fel a véralvadasi kaszkad XIlII-as faktoranak A alegysége (FXIII-A) és a szdveti
transzglutaminaz (TG2) kozott, azonban a szekvenciahomoldgiar6l ugyanez mar nem
mondhat6 el, mely talan mar el6re vetiti azon diverz bioldgiai funkciokat, melyek ezen
enzimekhez tarsithatdak.

Munkank soran els6 izben targyaltuk mikroszekundumos molekuladinamika
segitségével, ezen fehérjék aktivaciojanak azon korai fazisat, melyben a kalciumionok
kotodése torténik. Szimulacioink azt mutattak, hogy az FXIII-A, esetében korabban
feltételezett gyengébb kot6helyek valéban léteznek, melyek koziil kiemelendd az alegységek
ugyanazon aminosavai (Asp270, Asp271) altal formalt kotShely. A TG2 szoveti
transzglutaminaz vizsgalatanal kiemelt figyelmet forditottunk a kordbban mutagenezis
kisérletekkel felderitett kalciumkot6helyek vizsgalatdra. A mar azonositottnak vélt zsebek
vizsgalata mellett, egy j — a dinamikai szimulaciék alapjan - erdsnek vélt kotShelyet is

azonositottunk, mely feltehetGen a mind ez idaig ismeretlen hatodik kot6hely.
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10. Summary

The enzyme mechanism of cysteine proteases has been already investigated with both
theoretical and experimental methods using papain as model system. However, by this time
the full catalytic cycle was not studied in one place with the means of verified stationary
points. In present work we used ONIOM-EE type hybrid calculations to explore the
elementary step of the reaction mechanism and the effect of the choice of densitiy functional
(including B3LYP functional) and basis set for the QM layer had been investigated.

Based on our results, the transition between the neutral and the thiolate-imidazolium
ion pair form of the catalytic diad is with in gas phase simulation and the solvation (treated by
Poisson-Boltzmann solvation correction) pushes the equilibrium toward the ion pair form. We
have found that the first acylation step of the studied mechanism is a concertic reaction in
which the attack of thiolate nucleophile and the proton transfer from the imidazolium ring to
the substrates amide nitrogen is strongly coupled, but not fully synchronous process (Proton
coupled electron transfer, PCET). The cleavage of peptide bond possesses only a small energy
barrier and its importance is only theoretical. The activation barrier regarding the hydrolysis
of acyl-enzyme intermediate is comparable to the energy of the acylation step. This final step
was found to be also concertic process which yield the corresponding carboxylic acid product
and the regenerated active centre.

The activation of human transglutaminases with papain-like catalytic core domain are
clearly in connection with the presence of calcium ions, we presented the study of two human
translgutaminases (FXIII-A, and TG2) and the effects of the presence of calcium ions were
deeply investigated. These two enzymes were the coagulation FXIII-A, and the tissue
transglutaminase (TG2). Both enzymes share highly conserved secondary and tertiary
structures despite the relatively low sequence homology, the latter fact may predict the diverse
biological functions of these enzymes.

During our extensive, microsecond timescale, in silico molecular dynamics
simulations, the calcium binding properties of these transglutaminases were carefully
examined. Based on our results at least two new different binding sites had been identified
beside the known main site of A subunits in the case of FXIII-A,. The importance of the
binding site formed by the Asp270 and Asp271 residues of both main chains is highlighted. At
the study of TG2 tissue transglutaminase our computational results had been compared to the
existing in vitro experiments which based on site-directed mutagenesis. The most important

finding was a new, strong, sixth calcium binding site of TG2.
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14. Fuggelék
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K1. dbra. A papain molekuladinamikai trajektoridjabol szamolt nehéz atom

girdcios sugdr értékek.
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K2. dbra. ONIOM B3LYP/6-31G(d,p):AMBER (A és C panel) és M06-2X/6-31G(d,p):AMBER (B és D panel)

mddszerekkel szamolt potencidlis energiafeliiletek a papain acilezési lépésében a peptidkités
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K3. dbra. A nehéz atom RMSD-k vdltozdsa az FXIII-A, szimuldciéiban, ldanconként. (A) ,,A” félanc, (B) ,,B”

féldnc, az aktivdcios peptidet figyelmen kiviil hagytuk az dsszehasonlithatésdg megtartdsdnak érdekében.
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K4. dbra. Teljes (dtlagolt) nehéz atom forgdsi sugarak az FXIII-A, szimuldcidinak esetében. Az aktivdcios

peptidet figyelmen kiviil hagytuk az ésszehasonlithatésdg megtartdsdnak érdekében.
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K5. dbra. A nehéz atom forgdsi sugarak vdltozdsa az FXIII-A; szimuldcidiban, lanconként. (A) ,,A” f6ldnc, (B)

,»B” f6ldnc, az aktivdcios peptidet figyelmen kiviil hagytuk az 6sszehasonlithatésdg megtartdsdanak érdekében.
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K®6. dbra. Aminosavankeénti fluktudciok a zimogén FXIII-A; (i/a,b) szimuldcionak esetében.
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K7. dbra. Aminosavankénti fluktudciok a hasitott aktivdcios peptid jelenlétében tortént FXIII-A, (ii/a-d)

szimuldcionak esetében.
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K8. dbra. Aminosavankeénti fluktudciok az aktivdcios peptidek nélkiil végzett FXIII-A (iii/a-c) szimuldcionak

esetében.
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K9. dbra. A dinamikai trajektoriabdl szamolt kalciumkétédési események grafikus reprezentdcidja az (A) i/a

(1GGU, zimogén, +14 mM Ca**) és a (B) ii/a (1GGU, hasitott AP-k, +14 mM Ca’") szimuldciék esetében.
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K10. dbra. A dinamikai trajektoriabol szamolt kalciumkétédési események grafikus reprezentdcidja az (A) i/b

(1F13, zimogén, +50 mM Ca**) és a (B) ii/b (1F13, hasitott AP-k, +50 mM Ca**) szimuldcick esetében.
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K11. dbra. A dinamikai trajektoriabdl szamolt kalciumkotédési események grafikus reprezentdcidja az (A) iii/b

(1F13, AP-k nélkiil, +14 mM Ca*") és a (B) iii/c (1F13, AP-k nélkiil, +1000 mM Ca**) szimuldciék esetében.
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K12. dbra. Kordbban kivitelezett dinamikai szimuldcié trajektdridjdbol szdmolt kalciumkétédési események
grafikus reprezentdcidja, a ii/c (1F13, hasitott AP-k, +14 mM Ca*") szimuldciéval azonos paraméterek mellet,

azonban a titralhaté aminosavak protondltsdgi foka nem lett szdmitdsos modszerekkel josolva.

87



Glu356H -

Asp3571
Glu567

Asp521
Glu523
Glu525
(Asp574)
Glu585

(Aspd72H-
Glu631H
Glu720H -
Asp722H

Glus71+4 |

GIUBLAH -

I L

|

0.00

K13. dbra. A dinamikai trajektoridabol szdmolt kalciumkéotédési események grafikus reprezentdcidja az v/a

(monomer, nyilt konformdcid, 4KTY, +14 mM Ca*").
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K14. dbra. A FXIII-A; ii/c szimuldciéjdnak utolsé frame-jébdl inditott “multi-site” kalcium modellel kivitelezett,

50 ns hosszusdgu szimuldcio eredménye.
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K15. dbra. A kalciumkétShelyek helyzete az FXIII-A dimer feliiletén.
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K16. dbra. A kézponti, A alegységek kézotti sohid hdlézat karakterisztikus tdvolsdgai a iii/a-c szimuldciék

esetén és azok elhelyezkedése az A homodimeren.
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K17. dbra. A kdzponti, A alegységek kézétti séhid hdlézat karakterisztikus tdvolsdgai a ii/c, ii/d és az i/d (R*°C

mutdciot tartalmazé dimer szerkezet, kalcium nélkiil) szimuldciok esetében.
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11.25 ns
!

K18. dbra. A ii/c szimuldcid utolsé frame-jébdl, a kotott kalciumok megtartdsdval, 100 mM Ca?* jelenlétében

eltéré kezddbsebességgel inditott 17 x 25 ns MD szimuldciék azon eredménye, melynél a mdsodik f6 kétéhely

betéltédése (B) is megfigyelhet6 volt, mig a mdr betoltétt kothely vdltozatlan maradt (A).
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K19. dbra. A FXIII-A; Pro505-Arg515 kézétti rendezetlen loop régidjanak mdsodlagos szerkezet analizise. Bal

oldalon az “A” f6ldnc, jobb oldalon a “B” féldanc. (Szinkédok: fehér = coil, z6ld = bend, sdrga = turn, kék =

alfa hélix, sziirke = 3-hélix.)
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K20. dbra. Dinamikus kereszt-korreldcié madtrixok (referencia a jobb oldalon) és a megfelelé kiilénbség

mdtrixok a bal oldalon. (A), i/a (zimogén) és ii/a (hasitott AP-k), valamint (B) i/b (zimogén) és ii/b (hasitott AP-

k). A hasitott AP-k esetében végzett szimuldciok eredményei szolgdltak referenciaként (jobb oldal).
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K21. dbra. Dinamikus kereszt-korreldcié madtrixok (referencia a jobb oldalon) és a megfelel6 kiilénbség
mdtrixok a bal oldalon. (A), ii/d (hasitott AP-k, 1F13, 150 mM NaCl) és ii/c (hasitott AP-k, 1F13, +14 mM Ca**)
valamint (B) ii/a (hasitott AP-k, 1GGU, +14 mM Ca*") és ii/c (hasitott AP-k, 1F13, +14 mM Ca**). A ii/d és ii/c

szimuldciok eredményeit tekintettiik referencidnak (jobb oldal).
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K22. dbra. Dinamikus kereszt-korreldcié madtrixok (referencia a jobb oldalon) és a megfelel6 kiilonbség
madtrixok a bal oldalon. (A), iii/a (AP-k nélkiil, 1F13, 150 mM NaCl) és iii/b (AP-k nélkiil, 1F13, +14 mM Ca?"),
valamint (B) iii/b (AP-k nélkiil, 1F13, +14 mM Ca’®") és iii/c (AP-k nélkiil, 1F13, +1000 mM Ca*"). A iii/a és iii/b

szimuldciok eredményeit tekintettiik referencidnak (jobb oldal).]
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K23. dbra. Aminosavankénti fluktudciék a TG2 (iv/a-e) szimuldciénak esetében.
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K24. dbra. A TG2 szimuldciok esetében kapott aminosavankénti RMSF értékek kiilonbségei. (A) a iv/b és iv/a,
(B) iv/d és iv/c, (C) iv/d és iv/b, (D) iv/c és iv/a kiilonbségei.
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K27. dbra. kalciumkétédések a nyilt TG2 (v/b) szimuldciéjanak esetében.
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K28. dbra. A nyilt TG2 kalciumkétShelyeinek elhelyezkedése a protein feliiletén. A kétShelyek betiijelei
megegyeznek az K27. Abrdn feltiintetetteknek.

102



5. 5 r
= s 2+ _E36l|
P i [— ca?+ -E™1]
c4 %" H H
£3 s !
[-FX o3 e e e —

° 10 20 30 40 50
- 3 = 5. ]
3 3307 [— _5451]1
£ £
a3 635 ] e

° 10 20 30 40 50

i 5.

= =
g4 ya.
ga E;

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
<3 7 = <5 TE ko T ————
<5 — Cal* - E6 <59
gt 5
B3 + H B3
a: a3

i 55
i 3
g is T T
3 §37 ; 1
a3 832 i ;
v :
- a 10 20 30 0 50
<5 s —— .
e h =~ 5.0 = — 24 ao-r]
83 g ! | ca?t - E%7|
53 54 1 :
23 b o &3
2 = 82 = s
[ 10 20 Y 0 50
< < » —— =
P i — Ca’t _Eassr
i LB T T
8 73 i i
L 53 i i
v :
) 10 20 30 0 50
< 5. = T
= =5 2444 a'm]
ya: g [ Ca E
53 & T i
83 833 F= e e -
=k =
y 4 ©a.
£4 % X
£3 23
o2 a3

Tg 2z
44 4y
ES )
&3 B3
= =
B4 9 2.
Ea E
B3 a

20
Time /ns.

20 30
Time / ns
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K30. dbra. Dinamikus kereszt-korreldcié madtrixok (referencia a jobb oldalon) és a megfelelé kiilénbség

mdtrixok a bal oldalon. (A) iv/b és iv/a, (B) iv/d és iv/c, (C) iv/e és iv/d kiilénbség madtrixok (bal oldalon)

valamint a jobb oldalon a referencidk rendre: iv/a, iv/c és iv/d szimuldciokbdl nyert mdtrixok.
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K31. dbra. A TG2 GDP/GTP kétédései sordn kapott karakterisztikus tdvolsdgok. (A) iv/c és iv/d, valamint (B) a

iv/e szimuldcié(k) eredményei.
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K32. dbra. A TG2 Asn460-Thr471 kozétti rendezetlen loop régidjanak mdsodlagos szerkezet analizise.

Szinkédok: fehér = coil, z6ld = bend, sdrga = turn, kék = alfa hélix, sziirke = 3-hélix.)
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K33. dbra. Dinamikus kereszt-korreldcié mdtrixok az (A) v/a (FXIII-A°, 4KTY, +14 mM Ca**) és (B) (nyilt TG2,

2Q3Z, +14 mM Ca**) esetében.
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