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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

rrrrr

a modern orvostudomdny eszkoztara sem tud teljes mértékben megvédeni minket. Mig a
bakterialis eredetli megbetegedésekkel szemben szdmos antibiotikum all rendelkezésre, a
virusokkal szembeni védekezés jelentdsebb kihivasokat tartogat. Ahogy az elmult évek soran
valamennyien megtapasztalhattuk, egy 1j, veszélyes virus, mint példaul a sulyos akut
légzbszervi szindroma koronavirus 2 (SARS-CoV-2) koronavirus megjelenése akar globalis
katasztrofat okozhat és komoly tarsadalmi, gazdasagi és egészségiigyi kovetkezményekkel
jarhat. Azonban szamos mas, mar ismert virus is stlyos veszélyforrast hordozhat magaban.

Ilyen tobbek kozott az alfavirusok kozé tartozd Venezuelai 16-1az encephalitis virus
(VEEV) is, amely elsésorban allati korokozoként ismert, de emberi megbetegedést is képes
okozni. A fert6zés kovetkeztében maradand6 karosodassal jard sulyos agyveldgyulladas
alakulhat ki, és a fertézés sulyos esetekben halalos kovetkezményekkel is jarhat. A VEEV virus
az altala jelentett egészségligyi kockazat miatt nem csak az antiviralis szerek, hanem a vakcinak
fejlesztésének is az egyik célpontja. Ezen tul, kutatdsok irdnyultak a viralis protedz lehetséges
biotechnologiai €s molekularis biologiai teriileten vald alkalmazhatosdganak vizsgalatara is.
Ahhoz, hogy a virusokkal szemben sikeresen védekezni tudjunk, mindenképp sziikséges, hogy
molekularis szinten megértsilk mitkddésiiket. Ehhez nem elég ismerniink a virdlis genomot,
sziikséges a viralis fehérjék szerkezetének minél behatobb ismerete is. Azonban a fehérjék
kisérletes modszerekkel meghatarozott szerkezete és az ezekre épiilé homoldgia modellek,
valamint a mesterséges intelligencia-alapi modszerekkel végzett predikciok sem nyujtanak
minden esetben elegendd informaciot a fiziologias koriilmények kozott valoban megjelend
szerkezetekrol, vagy a ligandumokkal kialakitott kdlcsonhatasair6l. A valdosag minél pontosabb
leirasdhoz a szamitasos fehérjemodellezés eszkdztarahoz kell nytlnunk.

A szamitastechnika robbandsszerli fejlodése lehetévé tette, hogy ma mar olyan
szamitasos vizsgalatokat folytassunk le, amelyekre korabban még csak lehet6ség sem volt.
Mindez szamos tudomanytertiilet, koztiik a bioldgiai rendszerek kutatdsanak szempontjabdl is
kiilonosen lényeges. A szamitisos kémia és a bioinformatika modszereinek alkalmazasaval
olyan kutatasokat végezhetiink, amelyek vagy az elméleti megkdzelitések, vagy a hatalmas
adatmennyiség miatt megkdvetelik a szamitastechnika alkalmazasat. A fehérjemolekulak
vizsgalatanak szempontjabol kiemelkedd jelentdségli a molekuladinamikai moddszerek

alkalmazasa. A klasszikus fizikai megkozelitésen alapulé modszerrel atomi sokasagok id6beli



viselkedését modellezhetjiik. Olyan, kisérleti modszerekkel csak nehezen vagy egyaltalan nem
megfigyelhetd tulajdonsagokrol szerezhetiink vele informacidkat, mint az egyes oldallancok
kiilonb6zé konformacidinak viselkedése, hidrogénhidas kolcsonhatasok megjelenése, vagy
éppen az egyes konformacios allapotokat stabilizalo kélcsonhatasi haldézatok.

Kutatocsoportunk, a Dr. Toézsér Jozsef professzor ur altal alapitott és vezetett
Retroviralis Biokémiai Kutatd Laboratorium tobb évtizedes multra tekint vissza a viralis
eredetli fehérjék vizsgalataban, melyben kiemelt szerepet kaptak a proteolitikus enzimek,
koztik a VEEV nem-szerkezeti fehérje 2 proteaza (nsP2pro) is. Kutatoécsoportunk tagjai - az
Amerikai Egyesiilt Allamokbeli National Cancer Institute (Frederick) krisztallografiai
laboratériuméanak munkatarsaival egylittmiitkodésben - korabban mar vizsgaltdk a VEEV
nsP2pro proteazat. A kutatasok elsésorban a VEEV nsP2pro enzimatikus sajatsagainak
vizsgalatara iranyultak és céljuk volt annak meghatarozasa is, hogy az nsP2pro alkalmas eszk6z
lehet-e fazids cimkék proteolitikus eltavolitasara. A korabbi kutatasok folytatasaként célunk
volt tanulmanyozni a VEEV ¢életciklusa szempontjabol kiemelt fontossagu nsP2pro protedz
miikodésének molekularis hatterét, a szerkezeti sajatsagok kisérletes és szamitogépes
modszerekkel torténd vizsgalataval.

Munkank soran - a kisérletes vizsgalatok eredményének értelmezése érdekében - a
molekuladinamikai modellezés eszkoztarat felhasznalva tartuk fel az nsP2pro specificitasat
meghataroz6 enzim-szubsztrat kolcsonhatasokat. Tovabb4d, a szakmai egyiittmiikodés keretén
beliil meghataroztuk az nsP2pro kristalyszerkezetét, melyet molekuladinamikai szimulaciok
segitségével elemeztiink. Az in silico elemzések eredményeit felhasznalva feltérképeztiik az
enzim aktiv €és inaktiv konformdacios allapotai kozotti hasonlosdgokat és kiilonbségeket,
valamint az Oninaktivalt konformer kialakulasaért felelos kolcsonhatasok és a dinamikai
tulajdonsadgok alapjan meghatdroztuk az enzim stabilitdsat meghataroz6 szerkezeti

sajatsagokat.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A venezuelai 16-14z encephalitis virus (VEEYV)

3.1.1. A VEEV, mint korokozo virus

A venezuelai 16-1az encephalitis virus (Venezuelan equine encephalitis virus, VEEV) a
virusok IV(+) csoportjaba tartozik, rendszertanilag a Togaviridae csaladba tartozo alfavirusok
nemzetségébe, szamos mas virussal egyiitt. Az alfavirusok szarmazasukat tekintve két
csoportra oszthatok, amelyek néhany ezer évvel ezeldtt valtak el egymastol az evolicid soran.
A VEEV virus az un. Gjvilagi (New World) alfavirusok k6zé tartozik, a Keleti 160-1az encephalitis
virussal (EEEV) és a Nyugati 16-14z encephalitis virussal (WEEV) egyiitt. A masik csoportba
az Un. ovilagi virusok (Old World alfavirusok) tartoznak, mint példaul a Sinbdis virus (SINV),
a Semliki erdei virus (SFV) és a Chikungunya virus (CHIKV) (Powers és mtsai, 2001; Zacks
és mtsai, 2010). Az alfavirusok altalanos jellemzdje, hogy egyszalu, pozitiv iranyitottsagi RNS
genommal (ss(+)RNS) rendelkeznek (Rupp és mtsai, 2015), gomb alaktiak, és membranjukban
glikoproteineket tartalmaznak, amelyek a receptor-medialt felismeréshez nélkiilozhetetlenek
(1. abra).

~—E3 ] . Burok glikoproteinek
¥ < —E2 Y
DA s—E1 (E1/E2/E3 trimerek)
; Prave Lipid burok
.= ‘/—-‘——7 Kapszid protein
2 &, ® RNSgenom
P - # Lipid kett8sréteg

1. abra. A VEEV virus felépitése. Megfigyelhet6 az alfavirusokra jellemz6 gomb alaka forma
és az egyszalu RNS genetikai allomany. Az abran jeldlve szerepelnek tovabba a burok
glikoproteinjei (E1-E3), a lipid burok, a kapszid protein és a lipid kettdsréteg. Az abra Han és

mtsai. kozleménye (2023) alapjan késziilt.

Altalanossagban elmondhat6, hogy az ujvilagi alfavirusok éltali fertézés emberekben
agyvel6gyulladast (encephalitis) okozhat, amelynek tiinetei az enyhétdl a komoly panaszokig
terjedhetnek, a fert6zés mortalitasa pedig virusonként valtozo lehet. A VEEV legjellemzdbb
elterjedési teriiletei Ko6zép- €s Dél-Amerikaban talalhatoak meg, terjedéséért nagymértékben a

szinyogok tehetok felel6ssé, amelyek madarakat és emldsoket is képesek megfertézni
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csipésiikkel. A VEEV fert6zés kiilonosen veszélyes lovak esetében, a fertdzott egyedek 20-
80%-a elpusztul (Deardor és mtsai, 2009). A VEEV virus altali fertzés emberekben altalaban
enyhe, influenzaszer( tiineteket okoz, és az immunrendszer képes lekiizdeni, azonban az esetek
koriilbeliil 1%-a haladlos kimeneteli, amelyért virusfert6zés altal okozott sulyos
agyvel6gyulladas tehet6 feleldssé (Garmashova és mtsai, 2006; Johnson és mtsai, 1974). Az
esetek tovabbi kb. 14%-4ban a fert6zés valtozo sulyossagli neuroldgiai tiineteket okoz. Tovabbi
érdekesség, hogy a virus aeroszol formédban belélegezve képes bejutni az agyba (a
szagloidegekben talalhatd neuronokat megfertézve). Mivel viralis részecskéi nagyon
ellenalléak a szaritassal szemben, igy konnyen eldallithatd aeroszolizalt virus a fagyasztva
szaritas modszerével. Mindezek miatt a VEEV-re potencialis biologiai fegyverként tekintettek
s6t, jelentések szerint az Amerikai Egyesiilt Allamok és a volt Szovjetuni6 is kisérletezett vele
(Bronze és mtsai, 2002), és a bioldgiai terrorizmus szempontjabol is potencialis
veszélyforrasnak is tekintheté (Meyer és mtsai, 2008).

A VEEV fertézés kezelésére jelenleg nincs az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer-
Engedélyeztetési Hivatal (Food and Drug Administration, FDA) altal elfogadott antiviralis
gyogyszer (Carey és mtsai, 2019), ezért a fertdzést megelozni képes vakcina fejlesztésére
iranyulo kutatasok jelenleg is folyamatban vannak (Stromberg és mtsai, 2020; Han és mtsai,
2023). Az elmult években egy virus-szerii részecskékeken alapuld vakcinaval mar klinikai
vizsgalatokat is végeztek (Coates és mtsai, 2022), tovabba, egy DNS-alapt vakcina hatasat
makakok esetében igazoltak (Suschak és mtsai, 2022). Az alfavirusok elleni védekezés
lehetdségeinek vizsgalata altalanossagban is szamos kutatas targyat képezi (Abdelnabi és
Delang, 2020), amit jol mutat, hogy napjainkban is zajlanak hatékony vakcina kifejlesztésére
iranyuld kutatasok, igy példaul egy, az tjvilagi alfavirusok (VEEV, EEEV és WEEV) ellen
tervezett vakcina fejlesztése jelenleg a klinikai vizsgalatok |. fazisaban van (Fierro és mtsai,
2024). Emellett szamos, az ujvilagi alfavirusokkal szemben alkalmazhatd kismolekulas
inhibitort is vizsgalnak (Ogorek és Golden, 2022). Tobbek kozott a hatékony megel6zési és
kezelési lehetdségek hianya miatt tekintettek a VEEV-re potencialis biologiai fegyverként, de
ezek a lehetéségek sajnos még napjainkban sem allnak rendelkezésre. Erdemes megemliteni a
virus potencidlis terjedésében a klimavaltozas szerepét, ami miatt a virus olyan helyeken is
felbukkanhat, ahol korabban még nem fordult elé. A globalis utazasi halozatok segitségével a
kiilonféle virusok - mint példaul a SARS-CoV-2 és human immundeficiencia-virusok (HIV) is
- a vilag minden pontjara eljuthatnak és okozhatnak egészségiigyi problémakat. Mindezeket
figyelembe véve egy VEEV ellen kifejlesztendé antiviralis gyogyszer vagy vakcina nagy

fontossaggal birna (Sharma és mtsai, 2019; Guzman-Teran és mtsai, 2020).
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3.1.2. Az nsP2pro fehérje

A VEEV viralis genom két nyitott leolvasasi keretet (ORF-et) tartalmaz. Az elsé egy, a
nem-szerkezeti fehérjéket (non-structural protein, nsP) tartalmazé poliproteint kodol, a
masodik pedig a szerkezeti fehérjéket (Strauss és Strauss, 1994). A transzlacié utan a
poliprotein (nsP123 vagy nsP1234, 2. abra) proteolitikus hasitassal darabolodik 6nallo nsP1,

nsP2, nsP3 és nsP4 nem-szerkezeti fehérjékre.

G1 D468 N603 C794

(G536) (D1003) (N1138) (C1329)
protedz SAM MTaz

nsP1 nsP3 nsP4

l nsP2 ]

2. abra. A VEEV nsP1234 poliprotein sematikus abraja. Az nsP2 fehérje esetében
feltiintettiik a proteaz és az S-adenozil-L-metionin (SAM)-fiiggé RNS metiltranszferaz (SAM
MTaz) doméneket. A vastagon szedett szamok az aminosavak az nsP2 fehérje-, mig a

zarojelben 1évo szamok az nsP1234 poliprotein-alapti szamozasat jelolik.

A nem-szerkezeti fehérje 2 (nsP2) kiemelt fontossagu a virus életciklusanak
szempontjabol. Az alfavirusok nsP2 fehérjéjét vizsgalva tobb fontos régiot hataroztak meg,
tobbek kozott az N-terminalis régiorol (Glyl-11e456) megallapitottak, hogy ATPaz és GTPaz
aktivitassal (Rikonnen és mtsai, 1994), tovabba RNS helikaz aktivitassal is rendelkezik (de
Cedron és mtsai, 1999). A C-terminalis régiot (Met457-Cys794) alkotja tobbek kozott egy
papain-szeri cisztein proteaz domén, amit pedig egy S-adenozil-L-metionin (SAM)-fiiggé RNS
metiltranszferdz (SAM MT4z) domén kovet (Vasiljeva és mtsai, 2001; Vasiljeva és mtsai,
2003). A VEEV nsP2 teljes szerkezetét kisérleti modszerekkel még nem hataroztdk meg, a

teljes szerkezet AlphaFold alkalmazasaval modellezhet6 (3. abra).



proteaz

3. abra. A teljes hosszusagu VEEV nsP2 AlphaFold-dal készitett modellje. A proteaz
domén vords, a SAM MTaz domén z61d, az nsP2 fehérje N-termindlis doménje pedig barna
szinnel megjelenitve szerepel. A szinezés megfelel a poliprotein esetében hasznalt
szinezésnek (2. abra). A proteaz szubsztratkoté helye kékkel van jelolve, a katalitikus

aminosavakat nyilak mutatjak.

A cisztein protedazok csaladjaba tartozd6 VEEV nem-szerkezeti fehérje 2 proteaznak
(nsP2pro) (EC 3.4.22.B79) kiilonosen fontos szerepe van a virus életciklusaban, ez felelés a
viralis poliproteinek funkcionalis alegységekre hasitasaért, limitalt proteolizis altal. A proteaz
Ossze van kotve a SAM MTaz doménnel, és annak proteolizisben mutatott szerepét is sikertilt
igazolni: a doménben 1évé Arg662, Lys705 és Lys706 aminosavak eldsegitik a szubsztrat
felismerését, és a szubsztrat kotd hely térszerkezetének kialakitasaban vesznek részt. A
katalitikus helyen egy cisztein és egy hisztidin katalitikus aminosav talalhato, a Cys477 és a
His546, a szubsztratkoto hely pedig a proteaz és a SAM MTaz domének kozott helyezkedik el
(Russo és mtsai, 2006). Az nsP2pro legfontosabb szerepe az nsP1234 fehérje hasitasa az
nsP1/nsP2, nsP2/nsP3 és nsP3/nsP4 helyeken. A szubsztratkotd alhelyek és az ezekbe kotddd
szubsztrat egyes aminosavainak elnevezéséhez a Schechter és Berger altal 1967-ben bevezetett
nevezéktant vessziik alapul (Schechter és Berger, 1967). Ennek megfelelden a szubsztrat
esetében a hasitohelyet, mint kdzponti elemet tekintve az N-terminalis irdnyaba haladva az
aminosavak P1, P2, stb., mig a C-terminalis iranyaba haladva P1°, P2’, stb. elnevezéssel
illetjiik. Az enzim szubsztratk6té helyét alhelyekre osztjuk, valamennyi egy-egy szubsztrat
aminosavrész kotéséért felel, és az elézéeknek megfeleléen S2, S1, S1°, S2°, stb. néven

hivatkozunk ezekre (4A. abra).
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<«— Proteaz

C +— Szubsztat

E A G A G S \ E VEEV nsP12
E A G C A P S Y VEEV nsP23
D A G A Y | F S VEEV nsP34
H A G A G \ Vv E SFV  nsP12
T A G c A P S Y SFV  nsP23
R A G A Y | F S SFV  nsP34

4. abra. A szubsztratkoto alhelyek és a szubsztrat aminosavak nevezéktana és alfavirus
nsP2 proteazok természetes hasitéhely szekvencia. (A) A szubsztratkoté alhelyek és a
szubsztrat aminosavak nevezéktana. A hasitasi poziciot vords nyil jeloli. Az egyes szubsztrat
aminosavak a hasitohelytdl az N-terminalis iranyaba P1, P2, stb. jeloléssel, a C-terminalis
iranyaba P1°, P2’, stb. elnevezéssel szerepelnek. Az enzimnek a megfelelé szubsztrat
aminosavat koté katalitikus alhelyei S1, S2, stb., és S1°, S2°, stb., elnevezéssel szerepelnek,
a Schechter és Berger altal bevezetett nevezéktannak megfeleléen (Schechter és Berger,
1967). (B) A VEEV ¢és SFV nsP2pro természetes hasitohely szekvenciai a viralis

poliproteinekben, a P4-P4’ poziciokban szereplé aminosavak feltiintetésével.

Az alfavirusok hasitohely szekvenciai egyes poziciokban jelentds hasonlosagot
mutatnak (4B. abra). Egy korabbi tanulmany megallapitasai szerint a P1 helyen egy kisebb
oldallanccal rendelkezé aminosav talalhatd, amit a P2 pozicidban egy glicin kovet mindharom
esetben (Strauss és Strauss, 1994; Morazzani és mtsai, 2019). A P3 helyzetben 1évé aminosav
konzervalt, mig a P4 jellemz6en eltér6 lehet. A P1°-P4’ pozicidkban 1évé aminosavak azonban
nagyobb mértékii valtozatossagot mutatnak (Abu Bakar és Ng, 2018).

A VEEV nsP2pro esetében az S1 alhely kialakitasaban az Asn475, Val476 és Ala509
aminosavaknak van fontos szerepe, amelyhez hasonld aminosavak talalhatoak meg mas
alfavirusok esetében is (Russo és mtsai, 2006). A Val476 és Cys477 aminosavak félanci
amidjai oxianionos iireget képezhetnek. Az S2 alhely az un. ,,glicin-specifikus motivumra”
emlékeztet, amely mas cisztein proteazokban is el6fordul (Golubtsov és mtsai, 2006), egy
magasan konzervalt Trp547 és az elbtte 1évo katalitikus His546 alkotja, és a P2 helyen 1évo
glicin kotéséért felel. Az S3 alhely kialakitasaban fontos szerepe van a SAM MTaz doménnek,
ezt az alhelyet az 11e698 és Met702 alkotja, amelyek mellett az Ala509 és His510 aminosavak

szerepelnek.
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Fontos megjegyezni, hogy tobb vizsgalat is célozta a VEEV nsP2pro biotechnoldgiai és
molekularis biologiai teriileten torténd felhasznalasanak lehetdségét is. Kutatocsoportunk
korabban - a SIN és SFV nsP2pro proteazokkal egylitt - vizsgalta a VEEV nsP2pro
alkalmazhatosagat fizios cimkék enzimatikus eltavolitasara (Zhang és mtsai, 2009). A VEEV
nsP2pro enzim kisérletileg meghatarozott keat/ Km értéke kb. 600-szor alacsonyabbnak bizonyult
a papainhoz képest (Hu és mtsai, 2016). A mesterséges oligopeptid szubsztratokkal végzett in
vitro hasitasi reakciok eredményei alapjan a VEEV, SIN és SFV proteazok katalitikus
hatékonysaga meglehetdsen alacsonynak bizonyult, ami miatt ezek az alfavirus protedzok
sokkal kevésbé bizonyultak alkalmas enzimatikus eszkoznek a fuzids cimkék proteolitikus
eltavolitasara a legelterjedtebben hasznalt potivirusok, igy a dohany karcolatos virus (tobacco
etch virus, TEV) (Kapust és mtsai, 2001; Kapust és mtsai, 2002) valamint a dohany
érfoltossag virus (tobacco vein mottling virus, TVMV) (Nallamsetty és mtsai, 2004)
proteazaihoz képest.

A VEEV nsP2pro fontos gyogyszercélpont, egyrészt a virus életciklusaban betoltott
kritikus szerepe miatt, masrészt mivel kozponti szerepet tolthet be az interferon védekezési
mechanizmus hatraltatasaban. Ezt részben a megfert6z6dott gazdasejtekben termelddo, a
velesziiletett immunvalasz kialakitasaért felel6s fehérjék elhasitasaval éri el, aminek a
patogenitas szempontjabdl is fontos jelentdsége van. Tobb viralis proteazrol is kimutattak, hogy
képesek felismerni a megfert6zott sejtek fehérjéiben a virdlis poliproteinben 1évé
hasitohelyekhez hasonl6 szekvencidkat, és azokon beliil elhasitani ezeket a fehérjéket. Ezeket
a hasonlosagot mutat6 szekvenciakat a gazdaszervezet és a patogén fehérje szekvenciak rovid
homoldg szakaszainak nevezziik (short stretches of homologous host-pathogen protein
sequences, SSHHPS) (Morazzani és mtsai, 2019). A VEEV esetében ilyen hasitast igazoltak
a TRIM14 (Tripartite motif-containing protein 14) fehérje esetében (Morazzani és mtsai,
2019), melynek szerepe van egy interferonok termelddéséért felelés kaszkadban (Zhou és
mtsai, 2014), ezért hasitasa valdszintileg megzavarja ezt a folyamatot. Erdekes, hogy az ujvilagi
alfavirusok (VEEV, EEEV, WEEV) nsP12 hasitohely szekvencidja azonos (Morazzani és
mtsai, 2019) (a VEEV hasitohely szekvenciajat lasd a 4. abran), ezért mindharom virus
proteaza képes a TRIM14 fehérje hasitasara. Jelenleg nem 4all rendelkezésre gyogyszeres
védekezési lehetéség a VEEV fertdzéssel szemben, ezért az nsP2pro jelenleg is a
gyogyszertervezes egyik fontos célpontjanak tekinthetd, a hatékony gatlészerek azonositasara
tett eréfeszitések folyamatosak (Campos-Gomez és mtsai, 2016; Hu és mtsai, 2016; Kumar és
mtsai, 2019; Zhang és mtsai, 2020), a legutobbi atfogd gatloszer-vizsgalat eredményeit 2023.
juliusaban tették k6zzé (Hu és mtsai, 2023).
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Az elmult években kifejlesztett viralis proteaz-gatld gyodgyszerek koziil kiemelhetjiik a
SARS-CoV-2 virusfertézés kezeléséhez els6ként elfogadott antivirdlis gyogyszert, a
nirmatrelvirt, amely szintén egy cisztein proteazt, a virus f6 proteazat (MP vagy 3CLP™)

gatolja, kovalensen kotédve az aktiv hely ciszteinjéhez (Motyan és mtsai, 2022).

3.1.3. Az alfavirus nsP2pro fehérjék kristalyszerkezete

Altalanossagban elmondhaté, hogy jelenleg kevés alfavirus protedz kristalyszerkezet all
rendelkezésiinkre. A 2024 ¢v elején az RCSB Protein Data Bank adatbazisban elérhetd
szerkezeteket az 1. tablazat foglalja 6ssze. Ezidaig csak a VEEV, a CHIKV és a SINV virus
nsP2 proteazok szerkezetét hataroztak meg, a legtobb szerkezeti informacié a VEEV nsP2pro
esetében érhetd el. A VEEV nsP2pro esetében két, inhibitort kotd szerkezetet is meghataroztak,
azonban szubsztratot kotd (mutans) nsP2pro szerkezet nem all rendelkezésre, az enzim-
szubsztrat kdlcsonhatasok vizsgalata napjainkban kizarolag modell szerkezet alapjan lehetséges
(Hu és mtsai, 2016).

1. tablazat: A Protein Data Bank adatbazisban elérhet6 VEEV, CHIKYV és Sindbis virus
proteaz szerkezetek adatai. Az adatbazis legutols6 megtekintésének ideje: 2024.02.04. A
mutaciok szamozasa az nsP2 protein alapjan tortént. Valamennyi szerkezetet
rontgenkrisztallografiaval hataroztak meg. Az E64d és CA074 ligandumok peptid-szerii

kovalens cisztein proteaz inhibitorok.

PDB ID | Virus |Felbontas | Konformer |Mutacié |Ligandum |Hivatkozas
8DUE | VEEV | 146 A 6;;;‘;&;1 t ';77‘%17? nincs | Hoffka és mtsai, 2023
6BCM | VEEV | 2,10 A 6n?r11‘;z;él .| N475A nincs | Compton és mtsai, 2017
2HWK | VEEV | 245A aktiv nincs nincs Russo és mtsai, 2006
5EZS VEEV 2,16 A aktiv nincs E64d Hu és mtsai, 2016
5EZQ | VEEV | 1,66 A aktiv nincs nincs Hu és mtsai, 2016
8T8N VEEV | 234 A aktiv nincs CAQ74 Hu és mtsai, 2023
3TRK |[CHIKV | 2,40A aktiv nincs nincs nem elérhetd
4ZTB |CHIKV | 259 A aktiv nincs nincs Narwal és mtsai, 2018
AGUA | SINV | 2,85A aktiv nincs nincs Shin és mtsai, 2012
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Idérendi sorrendben tekintve a VEEV nsP2pro fehérje szerkezetét el6szor 2006-ban
fehérjét expresszaltak és kristalyositottak, majd vizsgaltak szerkezetét rontgenkrisztallografias
madszerrel. A szerkezetet 2,45 A felbontassal sikeriilt meghatarozni, a kristalyszerkezetben az
Asp468-Ser787 régio szerkezetét sikeriilt azonositani, amely magéaba foglalja a proteaz és a
SAM MTaz doméneket is.

Egy masik tanulmanyban a VEEV nsP2pro enzimet kinetikai és szerkezeti tulajdonsagai
tekintetében vizsgaltak (Hu és mtsai, 2016). Ennek soran a 457-792 régiot tartalmazé fehérjét
kristalyositottdk, a kristalyszerkezetet az apoenzim formdban és egy inhibitorral gatolt
forméban is meghatéroztak. Az apoenzim esetében (PDB ID: 5EZQ) a felbontas 1,66 A vollt,
¢s az nsP2 Asp468-Ser787 régid szerkezetét sikeriilt meghatarozni. Az inhibitorral alkotott
komplex szerkezet (PDB ID: 5EZS) esetében ugyanezen fehérjeszerkezetét irtak le, 2,16 A
felbontéassal. Egy késObbi kutatas sordn a VEEV nsP2pro egy mutans valtozatat is vizsgaltak
(Compton és mtsai, 2017), amely esetében alacsonyabb enzimatikus aktivitast hataroztak meg.
Az enzim az N475A mutaciét tartalmazta, meghatarozott kristalyszerkezetében (PDB ID:
6BCM) az N-terminalis régio egy alternativ konformerét figyelték meg. Ebben a szerkezetben
az enzim N-termindlis szakasza (GIn471-Cys477) az aktiv hely iranyaba fordulva szerepelt,
elfoglalva a szubsztratkoto helyet. A tanulmany szerz6i, mint ,,0ninaktivalt” formara utaltak ra
(6BCMPninaktivilty * s7emben a 6 konformerrel, amely az aktiv konformernek tekinthetd
(6BCM3 "), Az elektronsiiriiségi térkép alapjan az aktiv és inaktiv konformerek 60 és 40%-0s
eloszlasban voltak jelen a szerkezetben. A kristalyszerkezet felbontasa 2,10 A, abban a GIn471-
Glu791 régid szerkezetét sikeriilt meghatarozni. Az aktiv konformacio esetében az enzim rovid
N-terminalis szakasza (GIn471-Cys477) az oldoszer felé, mig az Oninaktivalt konformacio
esetében az aktiv hely felé fordult allapotban figyelheté meg (5. abra).

A legujabb, 2023-ban publikalt vizsgalat keretében egy in silico moddszerek
felhasznalasaval fejlesztett inhibitorral egylitt kristalyositott szerkezetet is sikeriilt
meghatarozni (Hu és mtsai, 2023). Ezeket a szerkezeti koordinatakat csak kutatdsaink
befejezése utan publikaltak, igy azokat nem volt lehetségiink bevonni a vizsgdlatainkba. A
nagyfoki szerkezeti hasonlosdg miatt a VEEV nsP2pro gatlasara képes molekulak
potencialisan gatolhatjdk mas, a VEEV-vel kozeli rokonsagban all6 alfavirusok proteazat is (pl.
CHIKV, WEEV), ami szintén kiemelt jelentdséget biztosit a VEEV szerkezetének ¢&s

gatolhatosaganak megismerését célzd vizsgalatoknak.
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5. abra. A VEEV nsP2pro N475A mutansanak Kkristalyszerkezete. (A) A VEEV nsP2pro
N475A kristalyszerkezete (PDB ID: 6BCM), bekarikazva az N-terminalis régio lathato. A
szerkezetben az N-terminalis aktiv és Oninaktivalt konformere figyelheté meg. A proteaz
domént vords, a SAM MTaz domént zold szinnel jeloltik. (B) Az N-terminalis régi6
kozelitett abrazolasa, az N-termindlis régi6 kék szinnel van megjelenitve az aktiv és

oninaktivalt konformerek esetében egyarant.

3.2. Kristalyszerkezet-meghatarozas

A doktori disszertacioban bemutatott munka alapjat egy, a kollaboracios partnereink
altal meghatarozott kristalyszerkezet molekuladinamikai tanulmanyozasa képezi, ezért
fontosnak tartom roviden megemliteni a kristalyszerkezeti vizsgalatok alapjait, amelynek
biologiai jelentéségét nem lehet elégszer hangsulyozni (Shi, 2014). A mddszer ma mar a
fehérjetudomany egyik alapkdvének tekintheté (McPherson és Gavira, 2014; Gavira, 2016),
azonban szamos kihivast tartogat magaban (Timofeev és Samygina, 2023). A modszer
leirasanak kivalo osszefoglaldsa a magyar nyelvii szakirodalomban is megtalalhaté (Harmat
és Vértessy, 2018).

A modern enzimologia tudoménya nagymértékben épiill a fehérjék atomi szintli
szerkezetének ismeretére. A fehérje szerkezet kisérletes vizsgalatanak szamos modja ismert,
melyek koziil a legfontosabb modszerek kozé tartozik a rontgenkrisztallografia, krio-
elektronmikroszkopia (krio-EM), magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia, valamint a
neutrondiffrakciés modszerek. Ezek koziil kulcsfontossdgi a rontgenkrisztallografia, amely
mint tudomany, mar tobb mint egy évszazados multra tekint vissza. Kifejezetten fehérjék

szerkezetének meghatarozasara is mar tobb mint fél évszazada alkalmazzak. Elséként az
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ambrascet mioglobin szerkezetét sikeriilt meghatarozni (Kendrew és mtsai, 1958), amelyért
Sir J.C. Kendrew-t Nobel dijjal jutalmaztak. A technologia fejlodésével az évek soran egyre
nagyobb felbontast sikertilt elérni.

A kisérleti modszer 1épéseit roviden a kovetkezokben foglalhatjuk 6ssze. Els6 1épésben
sziikség van a természetesen eldforduld fehérje kinyerésére, vagy amennyiben az nem all
rendelkezésre, mesterséges (pl. kémiai szintézissel vagy rekombindns eljarassal torténd)
eléallitasara. A bakterialis expresszios rendszerek (pl. E. coli) alkalmazasa a legelterjedtebb a
fehérjék szerkezet-vizsgalathoz torténé eldallitasara. A megtisztitott fehérjét ezutan
kristalyositani kell, a kristdlyositds menete, az alkalmazott koriilmények, és annak sikere
fehérjénként eltérd lehet, és szamos nehézséget tartogathat, pl. sikertelen kristalyosodas
rendezetlen szerkezet miatt, aggregacio, stb. Egyes esetekben tovabbi anyagok, pl. inhibitor
hozzaadasa lehet sziikséges. A rontgendiffrakcié alkalmazasahoz un. egykristalyra van
sziikség, amelynek belso szerkezete rendezett, lehetdség szerint nem tartalmaz szennyezoket,
kristalyhibakat. Fontos a megfelelé hdmérséklet biztositasa, melynek érdekében a kristalyokat
altalaban htteni kell. A kristalyt monokromatikus rontgensugarzassal sugarozzak be, amely a
kristalyt alkoté molekulak elektronfelhéjével kdlcsonhatasba 1ép, és reflektalodva szorodik. Az
un. diffrakcids képeket detektorok érzékelik, az adatfelvétel soran a kristalyt tobb irdnyban is
forgatjdk, hogy minden iranybdl torténjen adatfelvétel. A detektalt diffrakcids képekbdl
elektronsiirtiségi térkép alapjan torténik, ebbe a térképbe helyezik be az atomokat és épitik fel
a fehérje haromdimenzids szerkezetét. A modellépités nehézsége alapvetden fligg az elektron-
stirliségi térkép részletgazdagsagatol, azaz felbontasatol, minél kisebb a felbontas, annal
,,nehezebb” pontos modell felépitése. Gyenge felbontas esetén (3-3,5 A) még az oldallancok
helyzete is bizonytalan, kdzepes felbontds esetében (1,5-2,5 A) mér azonosithatok eltérd
konformereik is, mig magas felbontas esetében (kb. 1 A) az egyedi atomokat is azonositani
lehet. A modellépitést tobb modszer is segitheti, pl. molekularis helyettesités (Scapin, 2013)
egy ismert, hasonl6 szekvenciaval rendelkez6 fehérje szerkezete alapjan, izomorf helyettesités
(McCoy és Read, 2010), izostrukturalis kristalyok alapjan, ill. az anomalis szoras modszere. A
szerkezet felépitése soran a geometriara vonatkozo ismereteket kényszerfeltételek formajaban
kell megadni (pl. kotésszogek, kotéstavolsagok). A modell felépitése €s javitasa iterativan
torténik, ami automatizalhato is (Badger, 2003). Ezt kdvetden a szerkezet finomitasa torténik,
a modellt leir6 paramétereket illesztve a kisérletileg mért adatokhoz. A szerkezetfinomitas
geometriai kényszerfeltételek (Gn. restraint-ek) alapjan torténik, a folyamat soran

minimalizalési 1épést, esetleg molekuladinamikai szimuléciot is alkalmazhatnak. A szerkezetet
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ezutan validalni kell, amely sordn fizikai, kémiai és bioldgiai ismereteink alapjan vart
tulajdonsagait vizsgaljuk (Wlodawer és mtsai, 2008; Kleywegt, 2009). Elterjedt gyakorlat az
R-faktor és a szabad R-faktor (Kleywegt és Briinger, 1996) hasznalata a mért adatokkal valo
egyezés leirasara (Vaguine és mtsai, 1999). Tovabba vizsgalni kell az idealis geometriatol valo
eltéréseket és masodlagos kolcsonhatasokat is (Chen és mtsai, 2010).

Altalanosan elmondhato, hogy a moédszer alkalmazasanak eléfeltétele a fehérje
kristalyositasa, amely sok esetben elvi (pl. rendezetlen fehérjék) vagy gyakorlati nehézségekbe
iitk6zhet (pl. transzmembran fehérjék). Bizonyos esetekben sziikséges lehet a szekvencia
kismértékii megvaltoztatasa (pl. mutaciok beépitése), amely eldsegitheti a kristalyképzodést.
Az igy meghatarozott szerkezeteket tobbek kozott az RCSB Protein Data Bank (PDB)
adatbazisba (Berman és mtsai, 2000) feltoltve 6rizziik meg. Napjainkban ez az adatbazis mar
kizardlag a kisérletesen meghatarozott szerkezeti koordinatdkat gyiijti 6ssze, a homolog
modellezéssel felépitett szerkezeteket nem tartalmazza. A szerkezeti koordinatak esetében a
pdb Kkiterjesztésti a legaltalanosabban hasznalt szabvany fajlformatum, mely tartalmazza a
meghatarozott fehérje legfontosabb biologiai jellemzdit, a kristalyszerkezet fizikai jellemzdit
¢s az atomok Descartes-féle koordindta rendszerben megadott haromdimenzios koordinatait

(University of California, 2002).

3.3. Molekulamechanika

Szamos molekularis tulajdonsag kisérleti vizsgalata {itkozik gyakorlati nehézségekbe,
amelynek oka részben a kisérleti modszerek elvi hidnyossagaira, részben elméleti okokra
vezethetd vissza. Az egyik legnagyobb kihivas az egyedi molekuldk vizsgélata, tobbek kozott
a konformacios valtozasok idébeli megfigyelése. A molekulamechanikai modszerek az egyik
lehetdséget biztositjadk arra, hogy megvizsgaljuk egyedi molekuldk, atomszervezddések
dinamikai tulajdonsagainak valtozasait. A modszer alapelvei a klasszikus, newtoni mechanikat
kovetik, amelyben a molekuldkat rugokkal Osszekotott ,,atomokként” irjuk le. A
molekulamechanikai ,,atom” az elektronokkal koriilvett atommagot egyben, mint toltéssel,
tomeggel és mérettel rendelkezé gombot modellezi. A molekulamechanika molekuladinamikai
modszerei  kiillonosen  hasznosak  szerkezetvizsgalati  tanulmanyok esetében. A
molekuladinamikai modszerek elméleti alapjainak 6sszefoglalasat Andrew R. Leach mara méar

alapmiinek szamit6 konyvében talalhatjuk meg (Leach, 1996).
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3.3.1. Torténeti osszefoglalas

A klasszikus, newtoni fizikai vildgkép alapjan a vilag leirasa determinisztikus modon
képzelhetd el, az egyes atomok idébeli mozgasa a tobbi jelen 1év6 atommal valo kdlcsonhatasa
abbol a rendszer multbeli és jovobeli allapotait is kiszamithatjuk. A kvantummechanika 1900-
as évek elején tortént felfedezése, majd axiomatikus leirasa (Neumann, 1980) o6ta azonban
tudjuk, hogy ez a leirds nem felel meg a valosagnak. Mégis, megfeleld kozelitések
alkalmazasdval az atomi sokasagok egyes tulajdonsagait vizsgalhatjuk a klasszikus leiras
alapjan is, amennyiben a vizsgalt rendszerben nem tételezziik fel elektronatmenettel jar6 kémiai
reakcio lezajlasat. Az ilyen rendszerek vizsgalatara fejlesztették ki a molekuladinamika
modszerét, az 1950-es években. Eleinte a szerkezeti vizsgalatok soran a leirt rendszer
véletlenszerli megvaltozasait vizsgaldé Monte Carlo moédszert alkalmaztak (Metropolis és
mtsai, 1953; Harrison, 2010), azonban a szamitastechnika rohamos 1éptéki fejlédése lehetové
tette az egyes rendszerek, pl. fehérjék, oldoszer sokasagok teljes, atomi szintli leirasat, €s az
egyes atomok hosszl id6tartamot feldleld viselkedésének determinisztikus vizsgalatat is. Az
elsd igazi, determinisztikus molekuladinamikai szimulacidt gdmbok modellezésére hasznaltak
(Alders és Wainright, 1957). A kés6bbi évtizedekben a molekuladinamikat fehérjék
modellezésére is elkezdték hasznalni (McCammon és mtsai, 1977), ma pedig mar a

mindennapos gyakorlat része.

3.3.2. Eréterek

A szerkezetmeghataroz6 modszerek, a szerkezetek értelmezése, kiegészitése valamint
szamitogépes modellezése szempontjabol kiemelt jelent6ségli olyan eréterek igénybe vétele,
amelyek a vizsgalni kivant rendszert a val6sagot minél jobban megkdzelitéen irjak le. Fehérjék
vizsgalatdhoz mar szdmos erdtér all rendelkezésre, ezek koziil kiemelhetjik az Amber
szoftverben hasznalt (Case és mtsai, 2016) ff14SB (Maier és mtsai, 2015), vagy a GROMACS
(Bekker és mtsai, 1993) altal hasznalt GROMOS er6tereket (Gunsteren és mtsai, 2002).
Mivel a klasszikus modellben az atomokat rugokkal &sszekotott, gomb alaki, toltéssekkel
rendelkezd modell-atomokként irjuk le, az erdtér ezen rugdk és modell atomok
kolcsonhatdsainak szamszerisitéséért felel. Az erdtér altalanosan egy tobb tagbol allo

crer

hozzarendel egy energia-értéket.
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Az Amber esetében (Cornell és mtsai, 1995) az alkalmazott er6tér az alabbi képletben

foglalhat6 Ossze:

U= Zkétések kr(r - rO)Z + Zszégek k9 (9 - 90)2 + Zdiéderes k¢>[1 + COS(TLd) + ¢0))] +

o \12 \5 .
Li.atom Zjii dei ) [(GU> - (2) l + Ziatom Z]’:ﬂtiﬂ (1)

ri,j ii SOTL"]'

Az ebben szerepl6 tagok koziil az elsé a kotésben 1€évo atomok tavolsagatol fiigg, ezt a
kotést jellemzd rugodallandoval (kr), a kotésre jellemzd idealizalt (vagy nyugalmi)
kotéstavolsaggal 1o, és az atomok kozotti aktualis tavolsaggal r, irjuk le. Az atomok
tavolsaganak idealistol valo eltérése nagy energiavaltozassal jar, ez kényszeriti a rendszert az
idealishoz minél kozelebb es6 kotéstavolsagok felvételére (6. abra).

Energia

(kcal/mol)
200 —

100

Kisérleti
kotéstavolsag

T T
0 1 2 3
Tavolsag (A)

6. abra. Molekuladinamikai erdétér kotéstavolsagi tagjat jellemzé harmonikus potencial
fiiggvény. Az idealis, (kisérletileg meghatarozott, esetleg magasabb szintli elméleti
modszerekkel szamitott) kotéstavolsagtol eltérve az energia négyzetes fiiggvényt kdvetve

emelkedik.

A képlet masodik tagja hasonld Osszefiiggést fogalmaz meg a kotésszogekre, mig a
harmadik szog a dié¢deres szogekre, amely a periodicitasat is figyelembe veszi. A kovetkezd két
tag a kotésben nem 1évd atomok kozotti kolesonhatasok leirasat foglalja 6ssze. A negyedik tag
a Lennard-Jones potencial (Lennard-Jones, 1931) alapjan irja le az atomok kolcsonhatasat
nagyon alacsony tavolsagok esetén (megakadalyozza, hogy az ellentétes toltésli atomok
tulsagosan kozel keriiljenek). Az 6todik tag a ponttoltések kozotti Coulomb kdlcsonhatést irja

le (7. abra).
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7. abra. Molekuladinamikai szimulaci6 soran alkalmazott eréterek tagjai. A kotésben 1€vo
atomok esetében kotéstavolsag, kotésszog és diéderes szOg alapjan szamitunk energiat, a

kotésben nem 1évé atomparok kozott tn. nem-koté (non-bonded) interakcidos energiat

szamitunk, amely Coulomb és van der Waals energiabol tevddik dssze.

Az erbtérre a képlet forméja és a képletben szerepld allandok is jellemzdek, annal
pontosabban adja vissza a valdsdgot, minél pontosabban vannak meghatdrozva a paraméterei.
Ez kisérleti modszerekkel (pl. kotéstavolsag mérése) és magas szintli szamitasos modszerekkel
(pl. kvantummechanikai moédszerek) torténhet (Weiner és mtsai, 1983; Brooks és mtsai,
1983). A paraméterek az atomtipustdl is figgnek, minél részletesebben kiilonitiink el
atomtipusokat, anndl pontosabb erdtereket, modelleket készithetiink. P1. fontos kiilonbséget

tenni a gylirliben 1év0, vagy a linearis molekuldban 1év6 szénatomok kozott, stb.

3.3.3. Elokészités
3.3.3.1. Kiindulasi szerkezetek

A molekuladinamika modszereinek fehérjék esetében vald alkalmazasdhoz sziikséges
egy megfeleld szerkezeti modell, amellyel a szimulacidkat elvégezziik. Ehhez tobb lehetdség
all eléttiink, amelyek koziil a leggyakrabban alkalmazott a kisérletileg meghatarozott szerkezet
hasznalata. Ma mar a fejlett szerkezet-meghatarozasi modszereknek koszonhetden (tobbek
kozott rontgenkrisztallografia és krio-EM) szamos fehérje szerkezete ismert. Az elérhetd
szerkezetek konnyen hozzaférhetéek az RCSB Protein Data Bank (Berman és mtsai, 2000)
adatbazisaban, és szamos vizualizacios szoftver segiti ezek megjelenitését, pl. Pymol
(Schrodinger LLC., 2010), YASARA (Krieger és Vriend, 2018). Amennyiben a vizsgalni
kivant fehérje szerkezet elérhetd, elfogadhatjuk, mint kiindulési szerkezetet.

Azonban szamos esetben a vizsgdlandé fehérje szerkezetét nem hataroztdk még meg

kisérletesen, vagy bizonyos esetekben olyan mutans valtozatok vizsgalata lehet sziikséges,
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melyek szerkezete nem elérhetd. Pontmutaciok beépitésére lehet6ségiink van tobb szoftverrel
is, ezek kiilonbozo elérhetd rotamer adatbazisok (Dunbrack, 2002) alapjan épitik be a kivant
mutacidt. Amennyiben a vizsgalni kivant fehérje szerkezete egyaltalan nem elérhetd, homolog
modellezés, vagy tjabban gépi tanuldson alapuldé modszerek alkalmazasaval van lehetdséglink
annak el6allitasara. Homologia modellezés esetében a szoftver - pl. SWISS-MODEL
(Waterhouse és mtsai, 2018) vagy MODELLER (Webb és Sali, 2016) - korabban mar
meghatarozott szerkezetek alapjan keresi ki a leginkabb megfelel6t, amely a modelliink vaza
lesz. A modszer kiilonosen hasznos lehet példaul nem-fehérje makromolekulakkal
interakcioban 1év6 fehérjék szerkezetének meghatarozasara. A mesterséges intelligencia-alapu
modszerek szintén korabban meghatarozott kristalyszerkezetek alapjan allapitanak meg
szerkezeteket, azonban azt a gépi tanulas modszereivel teszik. Ezek koziil a legfontosabb az
AlphaFold (Jumper és mtsai, 2021; Mirdita és mtsai, 2022), amely nagyon magas
pontossaggal képes szerkezetek becslésére (predikcidjara), de sajnos az oldallancok
konformécioja esetében stlyos hibak fordulhatnak eld, amely sziikségessé teszi a szerkezetek
tovabbi vizsgalatat.

A kristalyszerkezetek, az ezek alapjan készitett homoldgiamodellek, és a tanitott
mesterséges intelligencia-alapi modszerek altal becsiilt szerkezetek egyarant magukban
hordoznak egy hibalehetéséget: a kristalyfazisban reprezentaljak a fehérje szerkezetét, amely
nem biztos, hogy megegyezik az é16 sejtben, vagy pedig az in vitro kisérletek esetében valoban
jelenlévo szerkezettel. A homoldgia modellezés esetében alkalmazott szekvencia-illesztés

modszereinek és kihivasainak targyaldsa meghaladja a doktori dolgozat keretét.

3.3.3.2. A szerkezet eldkészitése

A fehérje szerkezetet ezutan sziikséges elOkésziteniink a szimulaciok lefuttatdsara.
Ellendrizniink kell, hogy a kristalyszerkezet adatait tartalmazoé pdb fajl monomert vagy
oligomert tartalmaz-e, és ez Gsszeegyeztetheté-¢ a vizsgalni kivant fehérje bioldgiailag aktiv
formdjaval. Eltérés esetén sziikséges lehet a felesleg lanc torlése vagy a megfelel6 modon
Osszerendezett oligomer készitése. Az aminosavak alternativ konformereinek megléte esetén
sziikséges lehet azokat kiilon-kiilon is figyelembe venni. Meg kell vizsgalni, hogy vannak-e
hianyz6 szakaszok, vagy beépitetlen oldallancok, amelyek nem jelentek meg az
elektronstiriségi térképen, ilyenek lehetnek példaul relative nagyobb flexibilitast terminalis
szakaszok vagy intramolekularis hurkok, felszini (altalaban toltéssel rendelkezd) aminosavak.

Ezek potlasa homoldg modellezés alapjan torténhet, vagy egyszeriien egy modellezd szoftverrel
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is beépithetéek, ekkor az oldallancot rotamer adatbazisbol adhatjuk hozza, ha ezek kevésbé
lényegesek, csak a kristalyszerkezetben 1év6 atomokat vessziik figyelembe.

Az oldoszerként vagy inhibitorként jelen 1évé molekuldkat, kristalyositoszereket,
stabilizalé adalékokat ¢és egyéb molekulakat sok esetben el kell tavolitani a szerkezetbdl.
Azonban mindenképp sziikség lehet egyes, strukturalis szempontbdl Iényeges vizmolekulak,
valamint a fehérjéhez kapcsolodod molekulak (pl. kofaktor, szubsztrat, inhibitor) szerkezetben
tartasara (amihez megfelelé paraméterezés is sziikséges).

Meg kell hatarozni a fehérje aminosav oldallancainak protonaltsagi fokat: valtozo
protonaltsagi foki tovabbi aminosavak (leginkabb aszpartat, glutamat, lizin, arginin és
hisztidin, esetleg cisztein) esetében savi disszociacios allandot (pKa) prediktald szoftvereket
elényos alkalmaznunk, pl. PROPKA 3.1 (Sendergaard és mtsai, 2011; Olsson és mtsai, 2011)
vagy H++ webszerver (Gordon és mtsai, 2005; Anandakrishnan és mtsai, 2012) neutralis
hisztidinek esetében a Chimera szoftvert (Pettersen és mtsai, 2004) alkalmazhatjuk a proton
pozicidjanak meghatarozasara. Fontos lehet megvizsgalnunk a szerkezetben 1évo diszulfid
hidakat, valamint a fehérjénk terminalisait is. Ha ezek a valosagnak megfelelé6 aminosavak, a
modellezd programok altaldban kiegészitik a lancvégi csoportokra jellemzd amin- ¢és
karboxilcsoportokkal. Ha a terminalis szakasz rovidebb, mint a valds fehérje, érdemes a
terminalis aminosavak toltés nélkiili, tn. end-capping csoportokra médositani. Altalanosan
ezek az N-terminalison acetil-, mig a C-terminalison N-metilamid csoportok szoktak lenni. Ha
a lancvégi oldallanc jelenléte kiemelt fontossagu, ez a 1épés mellézhetd.

A hianyzé hidrogén atomokat a legtobb molekuladinamikai szoftver el6készitd
programja automatikusan potolja. Az igy 0sszeallitott fehérjével implicit oldoszert alkalmazva
futtathatunk szamitasokat, am a valdsag jobb kozelitése explicit olddszer jelenlétét, ill.
lehetdség szerint a fiziologidsnak megfeleld so-koncentraciot koveteli meg, igy azzal ki kell

egésziteni rendszeriinket.

3.3.3.3. A szimulacids fazis elékészitése

A fehérje szerkezetének elokészitése utan sziikséges az explicit oldoszert is tartalmazo
szimulaciods ,,doboz” elkészitése. Ehhez kiilonb6z6 elokészité programokat vehetiink igénybe,
mint pl. az AmberTools tleap moduljat, vagy webszervereket, pl. CHARMM-GUI (Jo és mtsai,
2008). A molekuladinamikai szimulaciok altalanos esetben periodikus kdrnyezetben zajlanak
(Periodic Boundary Condition), ami azt jelenti, hogy az adott, sik oldalakkal hatarolt
szimulacids doboz minden oldalrdl egy tovabbi mésolatdval hataros. A mddszer tobb évtizedes

multra tekint vissza (Rahman, 1964) és az erdteres szamitasokat tobbnyire ilyen kérnyezetben
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végzik (Case ¢és mtsai, 2005; Sieradzan, 2015). Elénye, hogy garantalja az
anyagmegmaradast, ha egy atom a szimulacidés dobozon kiviil keriilne, az a doboz masik
oldalan visszakeriil a rendszerbe. Ezen feliil az elektrosztatikus kdlcsdnhatés lassan lecsengd, a
szimulacids dobozon kiviil esé komponenseinek 0sszegzésére is lehetdséget ad. A szimulacios
doboz geometriaja lehet pl. téglatest alaka (leginkabb transzmembran fehérjék szimulacidja
soran), vagy csonka oktaéderes (8. abra). A doboz altalaban egy adott tavolsagra terjed ki a
fehérje valamennyi atomjatol, amelynek elég nagynak kell lenni ahhoz, hogy véletleniil se
torténjen meg példaul az, hogy a fehérje a sajat atomjaival {itk6zik a tul kicsi szimulaciés doboz

miatt. Ezt a tdvolsagot az el6készitd programokban adhatjuk meg.

8. abra. Molekuladinamikai szimulacidokra elokészitett fehérjeszerkezet. A fehérje csonkolt

oktaéderes geometriaju, explicit vizekkel feltoltott szimulacios dobozban van.

Ezutéan sziikséges az oldoszer molekulak hozzaadasa, amely altalanos esetben viz. A viz
leirasara tobb, kisérleti értékek ¢és elméleti megfontolasok alapjan készitett modellt
alkalmaznak, ezek koziil kiemelhetjiik a régota hasznalt TIP3P modellt (Jorgensen és mtsai,
1983). Ezutan fontos megfontolnunk a modell neutralizalasat: ha a fehérjénk toltéssel
rendelkezik, az erésen befolyasolhatja a szimulacié lefutasat, akar a valésagban nem 1étezd
konformerek felvételére, vagy letekeredésre is kényszeritheti a fehérjét. Rovid szimuldciok
esetében ez a hatas nem jelentds, azonban hosszabb szimulaciok esetén mindenképp sziikséges
legalabb a rendszer semleges toltésének bedllitdsa. Ezt ionok hozzaadaséval érhetjiik el,
kationként leggyakrabban Na® vagy K" ionokat, anionként C1" ionokat alkalmazunk. Fontos

megfontolni, hogy fizioldgias sokoncentracidét alkalmazzunk-e. Ennek beéllitasa tovabbi

crer
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ra allitjuk, a rendszer ismét csak nem lesz semleges. Erre kinal megoldast az un. Split charge
modszer (Machado és mtsai, 2020), amelynek keretében az egyes ionok szamat a fehérje

toltésének fliggvényében modositjuk, az alabbi képletek alapjan:

N* =N -2 )
N~ =N 42 (3)

A képletekben Q a fehérje toltését jelenti, N®9 az ionok atlagos szamat, N* és N a
kationok és az anionok szamat jelenti. A mddszer helyes alkalmazésara tobb lehetdség is van,
pl. szolvatalhatjuk a fehérjét, majd a hozzaadott vizmolekulak szamabol és a fehérje toltésébol
kiszdmithatjuk a valéban hozzdadandé ionok szamat, és ugyanazt a szolvatacids algoritmust
modosithatjuk, gy, hogy egyes vizmolekuldkat ionokra cserélink. Igy végiil egy olyan

neutralis rendszert kapunk, amely jol kdzeliti a kivant ionkoncentraciot.

3.3.4. Szimulaciok lefuttatasa
3.3.4.1. Topologiai leiras

Az elokészitett szerkezetnek az alkalmazott erétérnek megfelel leirasahoz sziikséges
adatokat a topologia fajl irja le, amihez feltételezziik, hogy nincs elektronatmenet a
rendszerben, a kdtések halozata a teljes molekularis rendszert leirja (Bader és mtsai, 1980). A
topologia fajlban az szerepelnek mind a molekula teljes szerkezetét leird adatok (parcialis
toltések, atomok kozotti kotések), és az erétérnek megfeleld paraméterek (kotésekre jellemzd
allandok értékei, atomtipusok, Lennard-Jones paraméterek. A topoldgia fajlban a teljes
rendszer, azaz a lehetséges inhibitor, szubsztrat és vizmolekulak, ionok is szerepelnek, ezt a
legtobb szoftver automatikusan generalja. Ezen kiviil sziikkség van az egyes atomok térbeli

crer

véltozhatnak a szimuldcid soran, a topologiaban megadott paraméterek nem.

3.3.4.2. A szimulacio koriilményei

A molekuladinamikai szimulaciok lefuttatdsanak elsé 1épése altalaban a szerkezet
konformacios energidjanak minimalizalasa, amelynek soran a tGl kozeli atomok, vagy
geometriai deformaciok miatt jelentkez6 fesziiltségeket sziintetjilk meg (Levitt és Warshel,
1975). A minimalizalashoz tobb algoritmus is rendelkezésiinkre all, pl. a legmeredekebb

ereszkedés (Steepest descent) algoritmus, amely a minden Iépésben a legnagyobb mértéki
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energiacsokkenés iranyaba mozgatja a szerkezetet és a konjugalt gradiens (conjugate gradient)
algoritmus. amely Gsszetettebb, figyelembe veszi a megeldz6 1épések iranyat is. Az algoritmus
megvalasztasa a vizsgalt szerkezettdl fiigg.

A minimalizalt szerkezeteket ezutan kiilonb6zo szimulacios 1épéseknek vetjiik ald. Elso
Iépésben valamilyen hdmérsékletnek megfeleléen, véletlenszeri sebességeket adunk meg az
atomok szamara. Ezt kovetden, a szimulaciok soran az algoritmus 1épésenként kiszamitja az

egyes atomokra hatd, az erdtértdl és a pillanatnyi elrendez8déstol fliggd erdket.

av

A képletben Fj az i-edik atomra hato erd, V a potencialis energia (értékét az er6tér adja
meg), ri az i-edik atom pozicidjat jellemz6 vektor. A parcialis derivalas utan az i-edik atomra
hat6 er6t kapjuk meg. Az erd nagysagéanak értékébdl megkapjuk az egyes atomok gyorsulasat,
ill. sebességét. A konkrét szdmitds szoftverenként és algoritmusonként eltérhet, azonban
altalanosan elmondhato, hogy a kiszamolt értékek alapjan, ¢€s az altalunk megadott idokoz
fliggvényében (az adott idokoz alatt a szamitott gyorsulast allanddnak tekintve) szamitjuk ki az
atomok uj helyzetét. Ehhez gyakran a Verlet integralas modszerét hasznaljuk (Verlet, 1967). A
lépéskoz altalaban 1-2 fs, ugyanis ez a legtobb vizsgalni kivant mozgasnal gyorsabb. A
1épéskoz alatt elmozdult, modositott poziciok fogjdk megadni az atomok Uj pozicidit. A
kovetkezd 1épésben az algoritmus Ujra kiszamitja a megvaltozott erdket, €s ismét Iépteti az
atomokat.

Nagymértékben kontrollalhatjuk a rendszer egyes tulajdonsagait. Sziikséges
megadnunk, hogy milyen koriilmények kozott futtatjuk a szimulaciot, milyen tulajdonsagok
jellemzik majd a sokasagot. A leggyakrabban alkalmazottak az tin. NVT (Number of particles,
Volume, Temperature), azaz kanonikus (Nosé, 1983; Hoover, 1985), valamint az un. NPT
(Number of particles, Pressure, Temperature), vagyis izotermalis-izobarikus koriilmények
(Parrinello és Rahman, 1980; Berendsen és mtsai, 1984). A képletekben N az atomok
szamat, V a térfogatot, P a nyomast, T pedig a hdmérsékletet jelenti. A N jelentése az, hogy a
rendszerben a kezdetben megadott atomokon, molekuldkon kiviil nem szerepelhet mas atom.
Létezik olyan szimulacids koriilmény is, ahol az atomok szdma valtozik, ez az Un. nagy-
kanonikus szimulacid, ahol N helyett pu, azaz a kémiai potencial varhaté értékét rogzitjiik. A
térfogat NPT koriilmények ko6zott a nyomds fliggvényében valtozhat. A homérséklet és a
nyomas varhato értékét dinamikusan kovetjiik. Az atomok atlagos sebességeloszlasatol fiigg a

hémeérséklet, ennek megfeleld skalazasra van sziikség. Szdmos lehetdség all rendelkezésre, itt
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is részben a szoftvert6l, és részben sajat valasztasunktol fligg, hogy melyiket alkalmazzuk, az
egyik leggyakrabban alkalmazott a Langevin dinamika (Langevin, 1908) mddszere. A nyomas
beallitasa hasonlatosan torténik, pl. a Berendsen (Berendsen és mtsai, 1984) vagy Monte Carlo
(Faller és de Pablo, 2002) barosztat alkalmazasaval, amelyek lehet6vé teszik a nyomas
értékének egy varhato érték kozelében tartasat.

A molekuladinamikai szimulaciok sordn a rendszert az algoritmus a megadott id6-
kozonként 1épteti. Lehetdségilink van megadni a mintavételezési idotartamot: azt az idészakaszt,
amennyi 1épés utan a rendszer elmenti a kapott koordinatakat. Erdemes ezt ugy beallitani, hogy
megfelelden alapos mintavételezés torténjen. A rendszer adott id6k6zonként mas adatokat is
ment, pl. a szimulacid becsiilt hatralévé hosszat, ill. az atomokhoz tartozd sebesség értékeket.

A szimulaciok soran tobbféle lehetdségiink van un. poziciondlis megkotések
alkalmazasara, amelyek altalunk meghatarozott erdsségli négyzetes fliggvényekkel rogzitik az
rendszerben, pl. az Ujonnan beépitett szegmensek kornyékén vagy a fehérje-olddszer
hatarfeliileten, ezek minimalizacidja sordn célszeri lehet a tobbi régié rogzitése. Ez az
ekvilibracio elsd 1épéseiben kiilondsen fontos jelentdségli, megakadalyozza a valosdgnak nem

megfeleld konformacidk gyors megvaltozasat.

3.3.4.3. Simulated annealing

A molekuladinamikai szimuldcidok ugyan képesek reprezentalni a vizben oldott fehérjét,
azonban a kristalyszerkezet vagy modell szerkezet jelent6s mértékben eltérhet a fiziologias
oldatban valdjaban megjelend szerkezettél. Ezek az eltérések azonban olyan nagy energiaju
konformdacios valtozasokkal kiiszobolhetdek csak kik, amelyeket szobahdmérsekletii
szimulacio esetén nem mintavételez a rendszer. A probléma megoldasara nyujt lehetdséget az
un. simulated annealing modszer alkalmazasa (Kirkpatrick és mtsai, 1983; Henderson és
mtsai, 2003). Ennek soran a cél, hogy egy lokalis energiaminimumbdl eljuttassuk a rendszert
a globalis minimumba, amely leginkabb jellemzi a szerkezetet. A rendszert fiziologias
hémérsékletnél magasabb hdmérsékletre felfiitjiik, azon a hdmérsékleten ekvilibraljuk, majd
alacsony hémérsékletre hiitjiikk. A l1épéseket tobb ciklusban megismételve nagyobb eséllyel
jutunk el a globalis minimumba. A hémérsékletek megvalasztdsanal ligyelni kell arra, hogy
viszonylag alacsonyabb hdmérsékleten (pl. 360 K) nem feltétleniil kap a rendszer elég energiat
az egyes energiagatak atugrasdra. Tul magas homérsékleten pedig esély van a rendszer
destabilizalodasara és olyan kolcsonhatdsok megsziinésére, amelyek a valdsagban

szobahdmérsékleten stabilak lennének, igy pedig mesterségesen indukalt atrendezédések vagy
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konformacio-valtozasok kovetkezhetnek be. Tovabba, figyelembe kell venni, hogy az esetleg

jelen 1év6 ligandum magasabb homérsékleten egyszeriien ,.kirepiilhet” a rendszerbdl.

3.3.4.4. Megkoteések alkalmazasa

Egyes esetekben, leginkabb fehérje-ligandum komplex vizsgalata soran sziikség lehet
tovabbi megkotések alkalmazasara. Ezek bevezetését az indokolhatja példaul, hogy a
valosagban a bekotddés utdn a szubsztrat minden valdszinliség szerint rovid idén beliil
reakcioba 1ép az enzimmel, mig egy molekuladinamikai szimulacié soran (lévén
elektrontranszfert nem képes modellezni) nincs lehetéség reakcioba 1épésre, ezért sziikséges
lehet a szubsztratot mesterségesen az aktiv helyben tartani. Erre nyujt lehetdséget a megkotések
alkalmazasa, amellyel meghatarozhatunk egy adott tavolsagtartomanyt, amin beliil a szubsztrat
szabadon mozoghat, és olyan tavolsagi hatarokat, amelyeket atlépve a tavolsaggal négyzetesen
aranyosan az energia novekedni fog. A megkdtés az erdtérben ismertetett energiatagokhoz
hasonld, azonban tagabb hatarok kozott mozoghat. Az Amber szoftverben (Case és mtsai,
2016) tovabbi tavolsagi limitek is megadhatoak, amelyeken tal négyzetes helyett linearis a

fliggvény valtozasa.

3.3.5. Szimulaciok analizise
3.35.1. Az r.m.s.d. érték

A szimulaciok mindségi ellenérzésének egyik lehetOsége a négyzetes kozép eltérés
(root mean square deviation, r.m.s.d.) értékek kiszamitasa, amelynek jelentdségét mar a korai
fehérjemodellezési tanulmanyokban is hangstulyoztak (Cohen és mtsai, 1979; Havel és mtsai,
1979). A mozgékony, dinamikus fehérjék vagy fehérjeszakaszok (pl. rendezetlen fehérjék)
esetében konvergenciardl akkor beszélhetiink, ha az r.m.s.d. értéke egy meghatarozott
tartomanyon beliil fluktudl ugyan, de atlagértéke mar nem véltozik. A kristalyszerkezetekbdl
nyert, hatarozott szerkezettel rendelkezd fehérjék olddszerben torténd viselkedésének
megfeleld reprodukalasat azonban kivaloan vizsgalhatjuk az r.m.s.d. értékek ellendrzésével.

A szamités alapjat az alabbi képlet képezi.

I-V £ % V)2
r.m.s.d.= \/Zl:O[ml]fIXl Y)?] (5)

A képletben N az atomok szama, mj az i. atom tdmege, Xi az adott atom koordinataja a
vizsgalt szimuléacios szerkezetben, Yi az adott atom referencia szerkezetbeli koordinataja, M a

teljes tdmeg. Amennyiben tomeggel nem sulyozott r.m.s.d. értéket szamolunk, mi=1 és M=N.
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A képletben szerepl6 referencia egyes esetekben a kristalyszerkezet is lehet, de érdemesebb a
szimulécid soran kapott 0sszes mintavételezett szerkezet atlagat alkalmazni, hiszen ez jobban
reprezentalja az oldoszerben jelen 1évé fehérjét. A r.m.s.d. értékeket a szimulacids i1d6
fliggvényében abrazolva stabil szerkezet esetén egy nem tul nagy fluktuaciokat mutato, kozel
egyenest kell kapnunk, amely igazolja, hogy nem torténtek jelentds szerkezeti valtozasok a

szimulacio soran.

3.3.5.2. Dinamikai tulajdonsagok vizsgalata

Szamos esetben sziikséges lehet kiilonbz6, dinamikusan valtoz6 tulajdonsagok
vizsgalatara is (Karplus és Petsko, 1990). A fehérjék térszerkezetének leirasaban nagy szerepet
kapnak az olyan paraméterek, mint példaul az egyes aminosavak kozotti tavolsagok, szogek és
torziok, amelyek kolcsonhatdsok megjelenését igazolhatjak, vagy pl. lancszakaszok stabilitasat
jellemezhetik. Ezek az Gn. geometriai paraméterek mérése a trajektoria analizisével torténhet,
a szimulaciok lefutasat kovetden. Erre specifikus programokat alkalmazhatunk, pl. a kordbban
emlitett cpptraj scriptet. Tavolsagmérésre tobb lehetdség is van, az egyik legelterjedtebb az
aminosavak tomegkozéppontjai kozotti tdvolsag mérése. Ezt mintavételezett szerkezetenként
szamitjuk ki, és a szimulaciés 1d6 fliggvényében dabrazoljuk. A diagramok alapjan

kolcsonhatasok megvaltozasara, esetleg megsziinésére kovetkeztethetiink.

3.3.5.3. Hidrogénhid kolcsonhatasok vizsgalata

A hidrogénhidak rendkiviil fontos jelentdséggel birnak a fehérjék szerkezetének
stabilizalasaban (Pace és mtsai, 2014), szerepiiket mar korai fehérjeszerkezeti tanulmanyok
megmutattak (Pauling és mtsai, 1951). Kialakulasukért erésen polarizalt kétésben, pl. hidroxi
csoportban 1évd hidrogének, mint donorok, és negativ parcialis toltésti atomok, leginkabb
oxigén és nitrogén, mint akceptorok feleldsek. A masodlagos kdlcsonhatasok koziil az egyik
legerdsebb kolcsonhatast biztositjak, amelynél fehérjékben csak nagyon erds ionos (sohid)
kolcsonhatasok lehetnek stabilabbak. Mig egy kristalyszerkezet csak a fehérje egy adott
allapotat (a kristalyban 1évd molekuldk atlagat) reprezentalja, és nem is oldoszer fazisban, a
szimulaciok lehetdséget biztositanak a hidrogénhidak 4ltal alkotott kdlcsonhatasi rendszerek
vizsgalatara. A hidrogénhidak elemzése szintén pl. cpptraj scripttel torténhet, ami az atomokra
jellemz6 tavolsagértékek alapjan hatarozza a hidrogénhid jelenlétét. A hidrogénhidak
megjelenésének szazalékos ardnyat is kiszamithatjuk, ebbdl kovetkeztethetiink azok relativ
stabilitasara. Az eltér6 konformerek kozotti szézalékos eltérések alapjan pedig

kovetkeztethetlink a konformerek kozotti stabilitasbeli kiilonbségekre is.
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3.3.5.4. Klaszterezés

A szimulacios trajektoridk rendszerint szamos, tobbé-kevésbé eltérd szerkezetet
tartalmaznak. Sok esetben sziikség van egy-egy, a fehérjére leginkabb jellemz6 szerkezet
kivalasztasara, pl. tovabbi vizsgalatok kezdeti szerkezeteként vagy reprezentativ vizualizacid
céljabol. Ehhez célszerli a kapott szerkezetek egymassal vald 6sszehasonlitasa, csoportositasa,
¢s a csoport(ok)ra leginkdbb jellemzd szerkezet(ek) kivalasztasa, az un. klaszterezés
modszerével, amelynek soran kiilonb6zd megkozelitésti algoritmusok alkalmazasaval
csoportosithatjuk a szerkezeteket. Szerepe a molekuladinamikai szimulaciok idétartamanak
novekedésével lett egyre fontosabb (Karpen és mtsai, 1993; Shenkin és McDonald, 1994) A
klaszterek eldallitdsara szdmos mod van, és nekiink is lehet6ségiink van a paraméterek
szabalyozasara, vagy a klaszterezés alapjaul szolgald aminosavak, domének, stb. kivalasztasara
(Shao és mtsai, 2007). A klaszterezés alapjaul szolgaldé paraméterek, mint csoport, Gsszes
tagjanak lehet6ség szerinti ,,centralis” elemét, azaz a ,klaszter kozepén” talalhaté centroid

szerkezetet hasznalhatjuk a klaszter reprezentaldsara.

3.4. A szimulacios szoftverek alkalmazasa
3.4.1. Molekuladinamikai szoftverek

Ma mar szamos kiilonb6z6 molekuladinamikai szoftver all rendelkezésre, ezek koziil
tobb ingyenesen elérhetd. A leggyakrabban alkalmazottak koziil kiemelhetjilk az Amber (Case
és mtsai, 2016), GROMACS (Bekker és mtsai, 1993) és NAMD (Phillips és mtsai, 2008)
szoftvereket. Ezek koziil jelen kutatdsaink sordn teljes mértékben az Amberl6 szoftverre
hagyatkoztunk, a szam az adott verzid6 megjelenési évére utal. Helyesebb kifejezés lenne
szoftvercsomagot haszndlni, ugyanis az Amber szamos, kiilonb6zd funkcidju programot,
scriptet tartalmaz. A programcsomag két részre oszthato, az ingyenesen elérhetd AmberTools
¢s a kordbban licenszhez kotott, ma mar akadémiai felhasznalok szamara ingyenesen elérhetd
Amber csomagokra. Az AmberTools gyakorlatilag minden scriptet tartalmaz, amelyekkel egy
fehérjét elokészithetiink, lefuttathatjuk a szimuldcidkat, és az eredményeket is értékelhetjiik. A
csomaghoz tartoznak az egyes, Amber altal hasznalt erdterek paraméterei (pl. ff14SB erdtér
(Maier és mtsai, 2015) a fehérjék leirasahoz, GAFF er6tér az egyéb molekulak leirasara
(Wang és mtsai, 2004), TIP3P modell (Jorgensen és mtsai, 1983) a viz leirasara, stb.). A
csomag tartalmazza a szerkezetek eldkészitéséhez, topologia fajlok eldallitasahoz sziikséget
tleap scriptet, tovabba az egyéb molekuldk, pl. inhibitorok paraméterezését segité antechamber

programot (Wang és mtsai, 2006). A szimulaciok lefuttatasara a sander programmal van
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lehet6ség. A lefutott szimulaciok ellendérzését, eredményeinek analizisét a cpptraj scripttel
tudjuk elvégezni. Az AmberTools-on feliill az Amber csomagra a szimulaciok gyorsabb, pl.
grafikus processzoregység (GPU)-gyorsitast hasznalo alkalmazasanak lefuttatasdhoz van
sziikség, amelyre a pmemd script segitségével van lehetéség (Le Grand és mtsai, 2013;
Salomon-Ferrer és mtsai, 2013). VValamennyi, a disszertacioban bemutatott szamitast az
Amber16 szoftverrel futtattunk le, igénybe véve a pmemd algoritmus GPU-gyorsitott valtozatat.
A szerkezetek eldkészitését, az eredmények analizisét pedig az AmberTools-ban elérhetd

scriptek segitségével végeztiik el.

3.4.2. Szuperszamitégépes kornyezet

A molekuladinamikai szimulacidk altalaban nagy szamitési kapacitast igényelnek, és a
szimulaciok soran nagy mennyiségli adat generalddik. Ezeket figyelembe véve a szadmitdsok
lefuttatasara leginkdbb szuperszamitogépes (HPC) kornyezetben van lehetdség. Az ilyen
klaszterekben szamos nagy teljesitményti CPU mag és GPU all rendelkezésre, amelyek
nagyban megkonnyitik munkankat, hiszen egyszerre, pdrhozamosan futtathato tobb szimulacio,
nem kell megvarni az egyes szamitdsok lefutasat. A szuperszamitdogépes kornyezetben eldre
telepitett szoftverek segitik munkankat, amelyeket az adott HPC erdforrasainak megfeleléen
paramétereztek, igy nekiink mar ezek bedllitdsaval nem kell foglalkoznunk. Tovabba,
akadémiai licenccel olyan szoftverek is elérhetdek lehetnek, amelyek kiilon megvasarlasa
jelentds Osszegeket emésztene fel. Fontos kiemelniink a GPU egységek molekuladinamikaban
betdltott fontos szerepét. A modern MD programok erdsen optimalizaltak a GPU-kon valo
futtatasra, sokszorosan meggyorsitva munkéankat ezzel a hagyoméanyos CPU futdsokkal
szemben. Ebben kiemelhetjiik a CUDA programozasi interfész szerepét, amelyre a legtobb

GPU gyorsitast igénybe vevd molekuladinamikai szoftver tdmaszkodik.
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4. CELKITUZESEK

A doktori disszertacio alapjaul szolgald kutatasaink célja a VEEV nem-szerkezeti
fehérje 2 protedaz (nsP2pro) mitkodését meghatarozé szerkezeti sajatsagok szamitdsos kémiai
modszerekkel torténd vizsgalata volt, kiilonds tekintettel az aktiv helyen kialakuld inter- és
intramolekularis kdlcsonhatasokra. A szerkezeti vizsgalatok részét képezték azon kisérletes
vizsgalatoknak, melyek célja az enzim specificitasanak in vitro aktivitasmérésekkel torténd

meghatarozasa, valamint az enzim szerkezetének rontgenkrisztallografidval valé feloldéasa volt.

I. A VEEV nsP2pro szubsztrat-specificitasanak vizsgalata

A Kkisérletes specificitas vizsgalatok kiegészitéseként célul tiiztiik ki a VEEV nsP2pro
szubsztrattal alkotott komplex szerkezetének elkészitését, a komplex molekuladinamikai
szimulaciokkal torténd elemzését, valamint kilonbozd szubsztrat variansok szerkezeti és
energetikai vizsgalatat, az aminosav preferencidkat meghatdrozd szerkezeti sajatsagok

azonositasa érdekében.

1. AVEEV nsP2pro kristalyszerkezetének vizsgalata

A VEEV nsP2pro kristalyszerkezetében megfigyelt aktiv és oninaktivalt konformacios
allapotok részletesebb vizsgalata érdekében célunk volt az enzim stabilitdsdt meghatarozo
szerkezeti sajatsdgok feltérképezése az elérhetd kristalyszerkezetek Osszehasonlitasa és
molekuladinamikai szamitasok segitségével, kiilonos tekintettel az enzimet érintd mutaciok

hatasainak valamint az aktiv hely kélcsonhatasi halozatainak feltérképezésére.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

A jelen munkankban bemutatott valamennyi szamitas a Kormanyzati Informatikai
Fejlesztési Ugynokség (KIFU, kordbban NIIF) altal rendelkezésiinkre bocsajtott HPC
eréforrasok igénybe vételével késziilt. Munkank egyes részeit, pl. adatelemzést részben a
Debrecenl szuperszamitdégépen, a szimulacidkat pedig a Debrecen2 szuperszamitogépen
végeztilk. A Debrecen2 szuperszamitogép alkalmazasakor igénybe vettilk az elérhet6 GPU
magokat, a szimulaciok lefuttatasahoz pedig a pmemd GPU gyorsitast hasznald verziojat

alkalmaztuk.

5.1. AVEEV nsP2pro szubsztrat-specificitasanak vizsgalata

5.1.1. Az enzim-szubsztrat komplex elokészitése

A fehérjemodellezés kiindulédsi szerkezete a specificitds vizsgalata soran a VEEV
nsP2pro és a természetes VEEV nsP1/nsP2 hasitohelyet reprezentald oligopeptid szubsztrat
(LQEAGA |GSVETP) altal alkotott komplex modell szerkezete volt. A fehérje szerkezete a
469-767 pozicioban 1évé aminosavak tartalmazta, a korabban felépitett komplex szerkezeti
koordinatait Dr. Patricia M. Legler bocsajtotta rendelkezésiinkre (Center for Bio/molecular
Science and Engineering, U.S. Naval Research Laboratory) (Hu és mtsai, 2016).

Az eredeti modell és a kisérletileg vizsgalt fehérje szekvenciait a Clustal Omega
(Sievers és Higgins, 2014) szoftver alkalmazasaval illesztettiik egymasra. Annak érdekében,
hogy az enzim-szubsztrat komplexben 1év6 oligopeptid az in vitro kisérletek soran is
alkalmazott SFV nsP1/nsP2 hasitohelyet (EYHAGA |GV VETP) reprezentalja, sziikség volt a
rendelkezésiinkre bocsajtott komplexben 1év6 peptid (LQEAGA |GSVETP, Hu és mtsai, 2016)
modositasara. Tovabba, sziikség volt az nsP2pro C-termindlis szakaszan két aminosav
modositasara is, hogy a szekvencia megegyezzen a kisérletesen vizsgalt fehérjéjével.
Mindegyik aminosav esetében a FoldX szoftverrel (Schymkowitz és mtsai, 2005) végeztiik el
a mutalast. A N-terminalist mind a proteaz fehérje, mind a szubsztrat esetében acetil csoporttal
egészitettiik ki, a C-termindlosokon metilamid csoportot alkalmaztunk. A titrdlhaté aminosavak
(aszpartat, glutamat, cisztein, lizin, arginin és hisztidin) protonaltsagi allapotait a PROPKA 3.1
szoftverrel (Sendergaard és mtsai, 2011; Olsson és mtsai, 2011) allapitottuk meg. A neutralis
hisztidinek esetében ezen feliil Chimera szoftverrel (Pettersen és mtsai, 2004) meghataroztuk,

melyik tautomer allapot jellemzi az adott oldallancot. Az aktiv hely katalitikus cisztein
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aminosavat deprotonalt, a katalitikus hisztidint protondlt oldallanccal modelleztik. Az
elokészitést az Amber16 (Case és mtsai, 2016) tleap moduljaval végeztiik el. A szerkezeteket
kiegészitettiik hidrogénekkel, majd a fehérje és a szubsztrat komplexéhez vizmolekulakat
adtunk. Mind a proteaz, mind a szubsztrat leirasahoz a ff14SB (Maier és mtsai, 2015) eréteret
alkalmaztuk. A vizmolekulak leirasa a TIP3P (Jorgensen és mtsai, 1983) modell alapjan

tortént.

5.1.2. Molekuladinamikai szimulaciék

A szamitasok lefuttatasahoz az Amber16 szoftvert alkalmaztuk (Case és mtsai, 2016),
GPU gyorsitast igénybe véve (Le Grand és mtsai, 2013; Salomon-Ferrer és mtsai, 2013). Az
elokészitett rendszert els6ként minimalizaltuk, eldszor a legmeredekebb leereszkedés (steepest
descent) modszert alkalmazva, 5000 Iépésen keresztiil, majd a konjugalt gradiens modszer
alkalmazasaval tovabbi 5000 Iépésben. A szimulaciok soran 1 fs-os 1épéskozt alkalmaztunk, és
a sokasagot jellemz6 koriilmények koziil a nyomast hataroztuk meg allandoként (NPT
sokasag). A rendszert els6ként 300 K-re flitdttiikk egy 2 ns hosszu szimulacié soran, majd 300
K hdmérsékleten ekvilibraltuk 2 ns idtartamon keresztiil. A hémérséklet szabalyozasdhoz a
Langevin dinamika modszerét alkalmaztuk. Az egyik atomként hidrogént tartalmazé kotésekre
a SHAKE algoritmust (Miyamoto és mtsai, 1992) alkalmaztuk. A rendszert ezutan tovabb
futottiik 400 K-re egy 0,5 ns hosszu szimulacié soran, majd 400 K-en ekvilibraltuk tovabbi 0,5
ns ideig. Ezutan 5 K homérsékletre hiitottiik egy 1 ns hosszll szimulacio soran, a simulated
annealing modszerének megfelel6en. Ezutan ismét 400 K-re melegitettiik egy 0,5 ns hossza
szimulacio soran, ezen a hdmérsékleten egy tovabbi 0,5 ns hosszu ekvilibracios szimulaciot
futtattunk. Ezt a szimulécios ciklust még kétszer megismételtiik, azonban a méasodik esetben a
rendszert csak 300 K hdmérsékletre flitottiik fel. Ezen a hémérsékleten tovabbi 0,5 ns ideig egy
ekvilibracios szimulaciot futtattunk.

A szimulaciok soran egy 50 kcal mol™® A2 értékii megkotést alkalmaztunk a katalitikus
diad cisztein aminosavanak (C477) kén atomja és a szubsztrat hasitasi helyen 1év6 alanin
aminosavanak karbonil oxigénje kozott (9. abra). Egy ugyanilyen értéki megkotést
alkalmaztunk a katalitikus hisztidin (H546) donor nitrogén atomja €s a szubsztrat hasitasi
helyén 1évé glicin aminosav fdlanci nitrogén atomja kozott, amelyet a hisztidin a ciszten
proteazok altalanos mechanizmusanak megfelelden protonalhat. A megkotések alkalmazésat az
indokolta, hogy azok nélkiil futtatva a szimulaciot a katalitikus diad ciszteinjének (Cys477) kén
atomja ¢s a szubsztrat P1-Ala karbonil szene k6zotti tavolsag a szimulacid utolsé 1épésére 7,73

A-re novekedett a kiindulasi 2,80 A értékrdl, emellett vizmolekulak keriiltek a két aminosavrész
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kozé. A szubsztrat aktiv helyrdl kimozdulasanak oka feltételezhetden az volt, hogy a kiindulasi
komplexben 1év0 szubsztrat modositasa kovetkeztében olyan mértékben megvaltoztak az
enzim-szubsztrat kolcsonhatasok, amik a molekuladinamikai szimulacid soran nagy erék

fellépését okoztak.

Szubsztrat
C-terminalisa

Szubsztrat
N-terminalisa

9. abra. VEEV nsP2pro modell és SFV nsP1/nsP2 hasitéhelyet reprezentalé oligopeptid
szubsztrat komplex Kkiindulasi szerkezete. A protedz szinezése a korabbi a&brdknak
megfeleld. A szubsztrat szén, oxigén és nitrogén atomjait sziirke, piros és kék szinek jelolik.
Fehér nyilak jelolik a bevezetett tavolsag-megszoritdsokat a szubsztrat és a katalitikus

aminosavak atomjai kozott.

5.1.3. Az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok vizsgalata

A szimulaciok konvergencidjat az utolso, ekvilibracids szakaszban meghatarozott
r.am.s.d. értékek ellendrzésével igazoltuk. Ennek sordn a referencia szerkezet az ekvilibracio
soran kapott szerkezetek atomi koordinatainak atlaga volt. A szamitasok elvégzéséhez a cpptraj
programot hasznaltuk (Roe és mtsai, 2013).

A kiilonb6z0 poziciokban modositott szubsztratot tartalmazo komplexek elkészitésére
a DynaMut webszervert alkalmaztuk (Rodrigues és mtsai, 2018), amelynek segitségével a
szubsztrat pontmutacionak hatasara bekovetkezd feltekeredési energia-valtozasokat is
becsiiltik. A DynaMut a mutaciok hatasara bekovetkezd energetikai valtozasokat a pdb
formatumban feltoltott szerkezet alapjan, normdl mdd analizissel becsiili, paraméterezését a

gépi tanulas modszerével végezték. Osszesen 1 db PS5, 4 db P4, 2 db P2, 2db P1, 19 db P1’ és

34



2 db P2’ mutans szubsztratot vizsgaltunk. A feltekeredési energia (szabadentalpia) definicio
szerint >0 kcal/mol valtozasait (AAG) stabilizalo, mig a AAG<0 kcal/mol mértékii valtozasait
destabilizalé hatasként adtuk meg, a DynaMut szoftver szamitasi algoritmusanak megfelelden.
A jelentds szerkezeti valtozast okozo mutaciok esetében a DynaMut kevésbé pontosan képes
prediktalni az energiavaltozast (Rodrigues és mtsai, 2018). A szerver validalasihoz hasznalt
vakteszt esetében a kisérletesen igazolt nagymértékii feltekeredési energia-valtozasok esetében,
ahol |AAG[]>2 kcal/mol volt, sok kiugré értéket kaptak. Az interakciok 2D vizualizacidjahoz a
LigPlot+ v2.1 szoftvert (Laskowski és mtsai, 2011) hasznaltuk, amely a szerkezeti
koordinatak alapjan hatdrozza meg a hidrogénhidakat és apolaros kdlcsonhatdsokat, mig a

szerkezetek 3D megjelenitéséhez a PyMOL szoftvert (Schrodinger LLC., 2010) hasznaltuk.

5.2. AVEEV nsP2pro kristalyszerkezetének meghatarozasa

A VEEV nsP2pro kristalyszerkezetét kollaboracios partnereink hataroztak meg. A
rekombinans fehérje eldallitasa, kristalyositasa és a szerkezet feloldasa George T. Lountos,
Danielle Needle, Alexander Wlodawer és David S. Waugh munkéja (Hoffka és mtsai, 2023).
AK741A és K767A felszini entropiat csokkentd mutaciokat is tartalmazta a szerkezet, amelyek
a SAM MTaz szekvencidban voltak jelen, a cisztein proteaz doménben nem szerepelt mutans
aminosav. A rekombinans fehérjét expresszaltak, majd a kapott fehérjét kristalyositottak. A
kristalyt rontgendiffrakcios vizsgalatnak vetették ala, amelynek kisérleti leirasa nem tartozik
jelen dolgozat leirasaba. A kapott kristalyszerkezet a Protein Data Bank adatbazisban érhetd el,

azonositoja: SDUF (https://www.rcsb.org/structure/SDUF).

5.3. VEEV nsP2pro kristalyszerkezetek molekuladinamikai vizsgalata
5.3.1. A szerkezetek elékészitése

A szerkezeti vizsgalatok kiindulasi szerkezeteit az RCSB Protein Data Bank (Berman
és mtsai, 2000) adatbazisbol toltottiik le. Harom nsP2pro szerkezetet vizsgaltunk: az jonnan
meghatarozott kristalyszerkezetiinket, amely a K741A és K767A mutaciokat tartalmazta (PDB
ID: 8DUF), az els6ként meghatarozott, vad tipust nsP2pro szerkezetet (PDB ID: 2HWK, Russo
és mtsai, 2006) és az N475A mutans szerkezetét (PDB ID: 6BCM, Compton és mtsai, 2017).
A szerkezeteket Chimera (Pettersen és mtsai, 2004) segitségével a 6BCM szerkezethez
igazitottuk. A fehérjelancokon ¢€s a kristalyszerkezetekben 1év6 vizmolekuldkon kiviil minden

egyéb jelenlévo atomot eltavolitottunk. A 8DUF esetében a szerkezetet az Ala768 aminosavig
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vizsgaltuk. Az aktiv és oninaktivalt szerkezeteket kiilon vizsgaltuk, ehhez mindkét esetben az
aminosav oldallancok protonaltsagi allapotainak meghatarozasa a PROPKA 3.1 szoftvert
(Sendergaard és mtsai, 2011; Olsson és mtsai, 2011) alkalmaztuk. A szoftver altal a
térszerkezetek alapjan az egyes aminosavakhoz kiszamitott pKa értékeket vettiik figyelembe,
amelyek alapjan beallitottuk az aminosavak protonaltsagi allapotait. A terminalisokhoz
GaussView 6 (Dennington és mtsai, 2016) segitségével acetil-, és N-metilamid csoportokat
adtunk. A hidrogéneket az AmberTools16 program tleap moduljanak segitségével adtuk hozza
a szerkezetekhez. A katalitikus aminosavak ebben az esetben is aktiv, toltott formaban
szerepeltek (deprotonalt cisztein, ill. protonalt hisztidin).

A fehérjéket minden esetben explicit olddszer vizmolekuldkkal egészitettiik ki, tovabba
megfeleld szamG vizmolekulat a Split charge modszer (Machado és mtsai, 2020)
alkalmazaséval a fizioldgias ionkoncentraciot €s az egyes szerkezetek toltését figyelembe véve
natrium és klorid ionokra cseréltiik. Els6 1épésben a vizmolekulakat adtunk a rendszerekhez,
majd azok szama és az ionok koncentracioja (0,15 M) alapjan kiszamoltuk az ionok atlagos
szamat, amely mind a natrium, mind a klorid ionokra jellemzd. Ezutdn az ionok szdmat a
modszernek megfeleléen modositottuk, a kapott ionkoncentraciok nem tértek el jelentds
mértékben a fizioldgids 0,15 M értéktdl, azonban igy a rendszert sikeriilt neutralis allapotba
hoznunk. Mindezekhez a 1épésekhez a tleap programot alkalmaztuk. A tleap alkalmazasaval
adtuk hozza a kristalyszerkezetekbdl hidnyzé hidrogéneket is. A protein paraméterezésére az
ff14SB (Maier és mtsai, 2015) eréteret hasznaltuk, mig a vizmolekulakat a TIP3P modell

segitségével irtuk le (Jorgensen és mtsai, 1983).

5.3.2. Molekuladinamikai szimulaciok

A szimulaciokhoz az Amber16 szoftvert (Case és mtsai, 2016) vettiik igénybe, az ebben
elérheté pmemd program GPU gyorsitast hasznald valtozataval futtattuk a szamitasokat (Le
Grand és mtsai, 2013; Salomon-Ferrer és mtsai, 2013).

A molekuladinamikai szimulaciok elott a rendszereket minimalizaltuk, a
legmeredekebb leereszkedés (Steepest descent) algoritmussal, 100000 1épésen keresztiil, amit a
konjugalt gradiens modszerrel folytattunk, tovabbi 25000 Iépésen keresztiil. Ezutan
molekuladinamikai szimulacidk futtattunk, amelyek soran mindvégig a Langevin dinamika
modszerét alkalmaztuk a homérséklet szabalyozasara, és alkalmaztuk a SHAKE algoritmust
(Miyamoto és mtsai, 1992) a hidrogéneket tartalmazo kotések hosszanak megkotésére. A

szimulacid 1épéskoze 1 fs volt. A kdtésben nem 1évé atomok kozotti (non-bonded) interakcidok
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leirasara egy 10 A mértékii limitet szabtunk meg. A nagy tdvolsagn elektrosztatikus
kolcsonhatasok leirdsara a Particle Mesh Ewald (PME) modszert alkalmaztuk (Darden és
mtsai, 1993).

Els6 1épésként a vizsgalt rendszereket 300 K-re flitottiikk egy 1 ns hosszi szimulacio
soran, NVT sokasagot alkalmazva, amit egy 1 ns hossza NVT ekvilibracios szimulacio kovetett
300 K hémérsékleten. Ennek soran 10 kcal mol™® A2 mértékii helyzeti megkétést alkalmaztuk
a fehérje atomjain. Ezutan egy tovabbi ekvilibraciot futtattunk, NPT koriilmények kozott, 0,5
ns idétartamon at. Az ekvilibraciot kovetden a rendszereket 400 K homérsékletre futottiik, egy
0,5 ns hosszu szimuléci6 sordan. Ezen a hdmérsékleten tovabbi 1 ns idétartamig ekvilibraltuk a
rendszereket. Ezutan egy 2,5 ns hossza szimulacid sordn lehtitottiik azokat 5 K homérsékletre.
Ezutan a rendszert ismét 400 K-re futottuk, ekvilibraltuk, és 5 K-re hutottiik, a simulated
annealing protokollnak megfelel6en, az elobbiekben megadott idétartamokat alkalmazva.
Azonban ezen ciklus sordn mar csak egy kisebb, 5 kcal mol™? A2 mértékii helyzeti megkotést
hasznaltunk a fehérje atomjainak megkotésére. Ezutan tovabbi két, ugyanilyen ciklust
futtattunk le, melyek soran rendre 3 kcal mol? A2 és 1 kcal mol? A2 mértékii pozicionalis
megkdtést alkalmaztunk, de mar csak a fehérje félancban 1évé atomjain. Végiil megkotések
alkalmazéasa nélkiil a rendszereket 5 K-en 1,5 ns id6tartamig ekvilibraltuk, majd 300 K
homérsékletre flitottiik egy 1,5 ns hosszll szimuléci6 soran, és 300 K-en ekvilibraltuk tovabbi
5 ns iddtartamig. Ezutan a kiértékelésre tervezett, adatgylijtési szakaszok kovetkeztek, amelyek
soran megkdtések nélkiil, 300 K-en futtattuk a szimulaciokat 50 ns idétartamig. A szerkezeteket
jellemzd koordinatdk mintavételezése 5 ps idOtartammal tortént. Minden altalunk vizsgalt

szerkezet esetében 3-3 kiilonallo szimulaciot futtattunk le.

5.3.3. A szerkezetek analizise

Az utolso 1épésben futtatott adatgytijtési szakasz (production run) szimulaciok soran
kapott szerkezetekre kiszamitottuk az r.m.s.d. értékét, referenciaként a minden tizedik szerkezet
Osszegzésével kapott koordinatdk atlagat adtuk meg. Az atlag szdmitdsa soran a héarom
kiilonallé szimulaciot egy kozos adattombként kezeltiik, azonban az r.m.s.d. értéket futasonként
kiilon tiintettiik fel. A szamitast a cpptraj program alkalmazasaval futtattuk le (Roe és mtsai,
2013), amely molekuladinamikai trajektoriak elemzésére alkalmas, beleértve dinamikai
tulajdonsagok, kolcsonhatasok kvantitativ, ¢és statisztikai vizsgalatat is. A cpptraj
alkalmazasaval vizsgaltuk az N-terminalis szakaszok altal képzett hidrogénhidak halozatat is,
amelynek meghatarozasahoz ugyancsak a cpptraj programot alkalmaztuk, az egyes

szerkezetekkel szamitott harom trajektoriat egyben értékeltik ki. A hbond parancs
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hasznalataval irattuk ki a hidrogénhid kolcsonhatasokat. A tovabbiak sordn a trajektoria
legalabb 10%-aban jelenlévd hidrogénhidakat vettiik figyelembe, mint jelentds, valdban
megjelend kolcsonhatasok. A fehérjék dinamikai tulajdonsdgainak, és az egyes szerkezetek
kozotti kiilonbségek meghatarozasanak céljaval kiillonb6zo tavolsagméréseket is végeztiink.
Tovabbra is a cpptraj programot alkalmazva, a distance parancs segitségével mértiilk meg az
egyes, fontosnak vélt aminosavak tomegkozéppontjainak tavolsagat. A szamitasok soran az
egyes, fluggetlen szimuldciokat kiilon-kiilon kezeltik, az igy kapott, szimuldcidés id6
fliggvényében mért tavolsagértékeket is kiilon-kiilon tiintettiik fel. A tavolsagmérésekkel
kiilonb6z6 szerkezeti tulajdonsédgokat szerettiink volna vizsgalni. Vizsgaltuk az aktiv hely
kolesOnhatasait is, ehhez az Oninaktivalt konformerekkel szamitott szimulaciokat
klaszterezésnek vetettiik ala. A klaszterezés utan a legnagyobb mértékben jelen 1évo klaszter
centroidjat vettiik, mint a szimulacidt reprezentald szerkezetet. A kolesonhatasokat ebben a
szerkezetben vizsgaltuk a LigPlot+ szoftver (Laskowski és mtsai, 2011) segitségével, amely a
fehérje-ligandum, vagy fehérjén beliili kdlcsonhatasok 2D diagramon torténd abrazolasara
alkalmas, beleértve a hidrogénhidas és hidrofob kolcsonhatasokat is. Az 0sszehasonlitashoz a
korabban leirt, szubsztrat-kotott modellt vettiik alapul.

A VEEV nsP2pro szubsztrat-specificitasanak vizsgalata soran alkalmazott protokolhoz
képest az aktiiv €s Oninaktivalt konformdacios allapotok molekuladinamikai vizsgalata hosszabb
szamitasi id6, valamint simulated annealing protokoll alkalmazasaval tortént azért, hogy fel
tudjuk térképezni a N-terminalis kdlcsonhatésait és azok dinamikus valtozésait. A szubsztrat-
specificitds vizsgalat soran célunk egy olyan enzim-szubsztrat komplex ekvilibraldsa volt,
amelybdl kiindulva kiilonb6z0 variansokat tudtunk vizsgalni, DynaMut szoftver
alkalmazasaval. A molekuladinamikai szimulaci6 ott Iényegében az energetikai vizsgalatok
készitette eld, mig az N-terminalis konformacios allapotainak vizsgalata sordn a tanulmany

leglényegesebb eleme a molekuladinamikai szimul4cio eredményeinek értékelése volt.
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6. EREDMENYEK

6.1. AVEEV nsP2pro szubsztrat-specificitasanak vizsgalata

6.1.1. Az enzim-szubsztrat komplex felépitése

Munkénk soran kutatdcsoportunk célja a VEEV nsP2pro specificitdsanak kisérletes és
szamitogépes vizsgalata volt. Az enzim S5, S4, S2, S1, S1° és S2’ szubsztratkoto alhelyeinek
aminosav preferenciait olyan rekombinans fehérje szubsztratokkal vizsgaltuk in vitro, melyek
az SFV virus nsP1/nsP2 természetes hasitasi helyének vad tipust (EYHAGA |GVVETP),
valamint P5, P4, P2, P1, P1’' és P2' poziciokban moddositott varidnsait reprezentaltdk. A
vizsgalatokhoz 6sszesen 31 kiilonboz6 szubsztratot hoztunk 1étre és hasznaltunk fel (Bozoki és
mtsai, 2020). Annak érdekében, hogy magyarazatot talaljunk a kisérletesen meghatarozott
hasitasi hatékonysagok és kinetikai paraméterek kozotti kiillonbségekre, elvégeztik a
szerkezetek in silico elemzését. Ehhez felépitettem a kisérletes vizsgalatok soran is alkalmazott
enzim és a vad tipusit SFV nsP1/nsP2 hasitohelyet reprezentalé oligopeptid szubsztrat

komplexének szerkezetét (10. abra).

P1 lP1 ’ P Szubsztrat
(AlG) ,/, 7 \‘

N = S
4

10. abra. A VEEV nsP2pro enzim EYHAGA|GVVETP szubsztrittal alkotott
komplexének molekuladinamikai szimulacioval ekvilibralt szerkezete. A protedz domént
voros, a SAM MTaz domént zold szinnel, a szubsztratot kékkel jeldltiik. Az abran jeloltiik a
szubsztrat hasitasi helyét, a P1 és P1’ pozicioban 1év6 alanin és glicin aminosavak kozott és

a katalitikus diad aminosavait.
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6.1.2. Az enzim-szubsztrat komplex szamitasos vizsgalata

Az enzim-szubsztrat komplex felépitése utan elvégzett molekuladinamikai
szimulacidkat kovetéen a kisérletes vizsgalatokkal megegyezd pozicidkban modositottuk a
szubsztratot. Ezt kdvetéen energetikai és szerkezeti szempontok alapjan egyarant vizsgaltuk,
hogy a szubsztrat modositasa milyen hatdssal van az enzim-szubsztrat kdlcsonhatasokra. A
molekuladinamikai szimulacid utols6 szimuldcios 1épése, az adatgylijtési szakasz lefuttatasa

soran szamitott r.m.s.d. értéket a szimulacios id6 fiiggvényében abrazoltuk (11. abra).

r.m.s.d. (A)

W
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1dé (ps)

11. abra. A VEEV nsP2pro enzim EYHAGA|GVVETP szubsztrattal alkotott
komplexének molekuladinamikai szimuliciéja soran kapott r.m.s.d. értékek (A) a
szimulacios id6 (ps) fiiggvényében. A szamitds sordn a szubsztrat folanci és oldallanci

atomjait egyarant figyelembe vettiik.

Mivel az r.m.s.d. nem valtozott jelentds mértékben a szimulacié soran, a szimulacio
utolso 1épésében kapott szerkezetet fogadtuk el, mint a VEEV nsP2pro enzim és az oligopeptid
szubsztrat komplexének szerkezetét. Munkatarsaim az egyes mutans szubsztrat valtozatok
esetében szamos kisérleti értéket meghataroztak (Dr. Bozoki Beata munkaja), és az altalam
készitett ekvilibralt szerkezet alapjan kapott feltekeredési energia kiilonbségét is kiszamitottak

a DynaMut szoftver alkalmazasaval (Dr. Motyan Janos Andras munkaja).

6.1.3. Az enzim-szubsztrat interakciok vizsgalata

Az altalam létrehozott enzim-szubsztrat komplex szerkezetek DynaMut szoftverrel
torténd vizsgalata az aktivitasbeli valtozasok atomi szintli megértéséhez jarult hozza. A
szubsztrat egyes aminosavainak kiilonb6z6é mutans varidnsait vizsgaltuk, néhany reprezentativ

szerkezet esetében kapott eredmény az alabbi abran lathato (12. abra).
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12. abra. A vad tipusu és a modositott szubsztratok kolcsonhatasai az enzim aktiv helyén.

A szubsztraitok modositdsdhoz a DynaMut webszervert, mig az enzim-szubsztrat
kolcsonhatasok vizualizalasahoz a LigPlot+ v2.1 szoftver DIMPLOT moduljat hasznaltuk
(Dr. Métyan Janos Andras munkdja). A panelek felsd része minden esetben a vad tipust (vt),
mig alsd része a mutdns szubsztratokkal kialakitott kolcsonhatdsokat mutatja be. A
hidrogénhid kélcsonhatasokat zold szaggatott vonal jeldli. A szubsztrat adott pozicidban 1évo
aminosavaval apolaros kolcsonhatasokat kialakito aminosavakat voros félkor jeloli. (A) P5-

GIn mutans, (B) P2-Val mutans, (C) P1-Gly mutans, (D) P1’-Tyr mutans, (E) P2’-Ser mutans.
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A P5 helyen 1év6 tirozint glutaminra modositottuk. A DynaMut szamitasok alapjan a
mutacié hatasara az enzim-szubsztrat kolcsonhatas gyengil (AAG=-0,222 kcal/mol), a
kisérletes vizsgalatok eredménye ezzel Osszhangban volt, a katalitikus aktivitds a mutans
szubsztrat esetében nagyon alacsonynak bizonyult a vad tipust szubsztrattal végzett reakcidhoz
képest. A P5-GIn-t tartalmazo szubsztrat esetében a kevésbé hatékony in vitro hasitas
hétterében az allhat, hogy a vad tipusu tirozin két hidrogénhidat is kialakit az S5 alhelyen
(oldallanc- és foélanc-medialt kolcsonhatasok a Ser371 és Ser701 aminosavakkal), mely
kolcsonhatasokat nem mutattuk ki a P5-GIn-mutans szubsztrat esetében (12A. abra).

A P4 helyen 1év6 hisztidin esetében tobb mutanst is megvizsgaltunk. A DynaMut-tal
szamitott AAG értékeket a kisérletileg meghatarozott kea/Km fiiggvényében abrazoltuk (13.
abra). A szamitott értékek jo korrelaciot mutattak a kisérletileg meghatarozott értékekkel.
Valamennyi vizsgalt varians esetében a vad tipusnal (P4-His) is magasabb proteolitikus
aktivitas volt mérhet6. Kisérletes vizsgalatainkban a P4-Glu hasitasa hatékonyabbnak bizonyult
a vad tipusu szubsztrathoz képest, amit magyarazhat, hogy a VEEV nsP1/nsP2 és nsP2/nsP3
természetes hasitohelyek is glutamint tartalmaznak ebben a pozicioban. A legalacsonyabb
aktivitast a P4-Gly mutans esetében tapasztaltuk, ami arra utal, hogy az S4 alhelyen az
oldallanc-medidlt polaris kolcsonhatasok fontos szerepet toltenek be a szubsztrat-

felismerésben.
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13. abra. A P4 helyen mddositott szubsztratok esetében DynaMut-tal szamitott
feltekeredési energia-kiilonbség abrazolasa a katalitkus hatékonysag fiiggvényében.
Referenciaként vorossel a vad tipust szubsztratra (P4-His) meghatarozott Keat/Km értéket is

feltlintettiik, a AAG értéke ebben az esetben értelemszeriien nulla.
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A vad tipusu hasitohely P2 pozicioban glicint tartalmaz, aminek alaninra vagy valinra
modositasa esetében egy folanci hidrogénhid megsziinése jar destabilizald hatasokkal (12B.
abra). A DynaMut-tal szamitott feltekeredési energia-valtozas P2-Ala esetében -0,536, mig P2-
Val esetében 0,495 kcal/mol volt. A kisérletes vizsgalatokban mindkét mutans szubsztratra a
vad tipushoz képest egyarant jelentdsen alacsonyabb aktivitas értéket hataroztunk meg, ami
alapjan arra kovetkezettiink, hogy a glicinnél nagyobb méretli valin és alanin oldallancok
kotodése az S2 alhelyre kedvezétlen.

A vad tipusu szubsztrat esetében a P1 helyzetben el6forduldé alanin hidrofob
kolcsonhatasokat alakit ki az S1 alhely aminosavaival. A glicinre valé moédositas esetében
(12C. abra) mérsékelt valtozast josoltunk a szerkezet vizsgalata alapjan (0,188 kcal/mol), ami
Osszhangban volt a kisérletes vizsgalatok eredményével, a vad tipust (P1-Ala) és mutans (P1-
Gly) szubsztratok esetében meghatarozott aktivitasértékek nagymértékben hasonldak voltak.
Ezzel szemben az enzim-szubsztrat kdlcsonhatasok jelentésebb valtozasat josoltuk a P1-Val
mutacio esetén (1,207 kcal/mol), a kisérletes vizsgalatok soran pedig ezen mutans szubsztratot
az enzim csupan elhanyagolhaté mértékben hasitotta.

A vizsgalt vad tipusu hasitohely szekvencia P1’ pozicioban egy glicin aminosavat
tartalmaz, amelynek f6lanca hidrogénhidat tud képezni az Arg662 aminosav oldallancéaval
(12D. abra). A kisérletes vizsgalatok soran a poziciéo valamennyi mutans valtozatat sikeriilt
megvizsgalni, és a meghatarozott aktivitasok leginkdbb a teljes hasitohely hidrofobicitassal
mutattak korrelaciot, amely Osszhangban van korabbi megfigyelésekkel (Russo és mtsai,
2010), miszerint az enzim a szubsztrat félancaval alakit ki hidrogénhidat ebben a pozicioban.
Ennek ellenére tigy tlinik, hogy az enzim P1’ aminosav preferencidja mégsem teljes mértékben
fliggetlen az oldallanctol. A vad tipusu glicinen kiviil a legnagyobb aktivitas értékeket polaros
(Thr és Ser) vagy aromas (Tyr, Trp, Phe) oldallancok, tovabba az apolaros Ala esetében
tapasztaltuk. Ezen variansok koziil a legnagyobb aktivitast a P1’-Tyr esetében hataroztuk meg,
amely esetében az aromas oldallanc miatt tovabbi hidrofob kolcsonhatasok is megjelenhetnek,
tovabba a lancvégi hidroxil csoport egy tovabbi hidrogénhidat alakithat ki a Leu665 folancéval.
Az emlitett hidrofob kdlcsonhatdsok Phe vagy Trp oldallanc esetében is jelen lehetnek, ami
megmagyarazza a tapasztalt jelentdsebb aktivitdst. A szamitott feltekeredési energia-
kiilonbségek (AAG) és relativ specifikus aktivitas értékek (%) kozott nem volt megfigyelhetd

jelentd korrelacio (14. abra).
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14. abra. A P1’ helyen modositott szubsztratok esetében kisérletileg meghatarozott relativ
specifikus aktivitas értékek abrazolasa a DynaMut-tal szamitott feltekeredési energia-
kiilonbségek fiiggvényében. Zolddel kiemelve a P1’-Thr aminosav. A vad tipust
szubsztratra (P1-Gly) meghatarozott aktivitas értéket tekintettiik 100%-nak.

15. abra. A VEEV nsP2pro aktiv helyére kotodott oligopeptid szubsztrat konformaciéja.
Balra és folfelé mutato nyilakkal jeloltiik a P1°-Gly helyzethez képest N- és C-terminalis
iranyba elhelyezkedd szubsztrat aminosavakat. A P1’ pozicidban egy ,,torés” figyelheté meg

a szerkezetben. A katalitikus aminosavakat kék nyilak mutatjak.

Az alacsony korrelacio oka feltételezhetden a szubsztrat szerkezetének relative nagyobb
mértékli megvaltozdsa. A P1’° pozicioban a vad tipust szubsztratban egy ,,torés” lathatd (15.
abra), ezt a konformacids allapotot jelentdsen megvaltoztathatja egy nagyobb méretii oldallanc

bevezetése, amely nem kedved egy ilyen szerkezet kialakuldsanak. A nagymértékii szerkezeti
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valtozasokat kovetd energiavaltozasokat a DynaMut relative kisebb pontossaggal képes
prediktalni (Rodrigues és mtsai, 2018).

A kisérletes vizsgalatok soran kollégaim az SFV nsP1/nsP2 vad tipust hasitohelyének
valin aminosavat szerinre vagy prolinra mutaltak. A vad tipusa SFV nsP1/nsP2 hasitasi helyre
jellemz6 valin szerinre torténd modositasa nem mutatott jelentds kiilonbségeket a Kinetikai
paraméterekben, a Kea/Km értéke mindkét esetben 0,06 mM7s? értéknek adodott. Az
eredmények OsszeegyeztethetOk azzal a ténnyel, hogy a P2’ oldallanc az oldoészer iranyéaba
fordul. Ebben a pozicidoban leginkabb a szubsztrat félanca alakit ki interakciot az enzimmel
(12E. abra). A szamitott feltekeredési energia-kiilonbség -0,068 kcal/mol volt, ami nagyon kis
kiilonbséget mutat. A P2’-Pro esetében szamitott energia 0,427 kcal/mol volt. A vad tipusu,
valamint a P2’-Pro és P2’-Ser varians szubsztrat esetében a kisérletesen meghatarozott
specifikus aktivitas értéke nagymértékben hasonlonak bizonyult. Az S2° alhely esetében
szamitott és mért értékek azzal magyarazhatok, hogy az S4-S1° alhelyekhez képest az S2’
alhely kevésbé jol definialt, az olddszer felé nagyobb mértékben nyitott.

6.2. A VEEV nsP2pro kristalyszerkezetének meghatarozasa és elemzése

A VEEV nsP2pro szerkezetét kollaboracios partnereink rontgendiffrakcidval hataroztak
meg (Hoffka és mtsai, 2023). A szerkezet meghatarozasahoz eldallitott rekombinans fehérje a
VEEV nsP2 Arg463-Thr785 régiojat tartalmazta. Az enzim SAM MTaz doménje a megfeleld
diffrakcid €s nagy felbontas - a feliileti entropia csokkentése révén torténd - elérése két feliileti
mutaciot is tartalmazott (K741A és K767A). Ezek a modositott lizin aminosavak nem vesznek
részt az aktiv hely felépitésében és a ligandum-k&tésben sem. A cisztein proteaz domén nem
tartalmazott modositasokat.

A vizsgalatok eredménye alapjan az Arg463-Thr785 rekombinans fehérje szerkezetét
csaknem teljes hosszaban sikeriilt feloldani (Asn472-Thr785), azonban a Tyr764-Tyr774 hurok
részét képez6 Arg769-Tyr774 aminosavak nem voltak lathatéak az elektronsiiriiségi térképen,
feltehetden a régid relative nagyobb mértékii flexibilitdsa miatt. A meghatarozott szerkezet
felbontasa relative nagy, 1,46 A volt. Meglepd modon, az elektronsiiriiségi térkép alapjan

crcr

eltérd konformacidja volt megfigyelheté (SDUF Y g5 SDUFOnaktivilty (16, 4bra).
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16. abra: A VEEV nsP2pro szerkezete. (A) A kristalyszerkezet meghatarozasahoz hasznalt
VEEV nsP2pro szekvencia a teljes nsP2 fehérje szekvencidban. A szamozas sordn az nsP2
szdmozas mellett zardjelben a teljes nsP1234 szekvenciat jellemzd szdmozast is feltiintettiik.
A proteaz szekvenciat voros, a SAM MTaz domént zold szinnel jeloltik. (B) A VEEV
nsP2pro kristalyszerkezete, bekarikazva az N-terminalis régio lathato. (C) Az N-terminalis

régio6 keék szinnel vannak megjelenitve, az aktiv és Oninaktivalt konformer esetében egyarant.

A 8DUF* konformer esetében az elektronsiiriiségi térkép alapjan a Lys473
aminosavtol kezdddden volt lathatd szerkezet, mig a 8DUF®nakiVilt konformer esetében az
Asnd72-t6l kiindulva. Az N-termindlison minden aminosav rendelkezett alternativ
konformerrel, a Cys477-tel bezardan. Az N-terminalis szakasz a 8DUF*1" konformer esetében
az olddszer iranyaba fordulva jelent meg, mig a 8DUFnakivalt konformer esetén az aktiv hely
iranyaba fordulva volt lathatd, a domének kozotti résbe kotddve, kozvetleniil a B-hajtii alatt
(16C. abra). Az oninaktivalt konformerben az N-terminalis szakasz az S5-S1° szubsztratkoto
helyeket foglalja el, ezért katalitikusan inaktivnak tekinthetd, 1évén az aktiv helyet elfoglalva
megakadalyozza a szubsztrat bekotddését. Ez megfelelt a kordbban az N475A aktiv hely
mutans enzim esetében megfigyelt konformacios allapotnak (6BCM®inakivlty (Compton és
mtsai, 2017), bar érdekes modon korabban ezt az oninaktivalt allapotot nem figyelték meg a
nem-modositott aktiv helyet tartalmazé enzim esetében (2HWK®*') (Russo és mtsai, 2006).

Az ismert VEEV nsP2pro és a CHIKV nsP2pro szerkezetek 0sszehasonlitasa alapjan
megallapitottuk, hogy az aktiv konformacio esetén az N-terminalis szakasz az olddszer iranyaba

fordulva lathaté. Ez a szakasz jol illeszkedik az egyes szerkezetekben. Erdekes médon az N-
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terminalis konforméacidja eltérést mutatott abban az esetben, ha az enzimben jelen volt az
N475A mutéci6 is (6BCM*), feltehetden a muticio hatasanak kdvetkeztében valtozik meg

az N-terminalis konformacioja az oldészer felé nyitott allapotban (17. abra).

Aktiv
konformer

Oninaktivalt
VEEV nsP2pro: konformer
aktiv hely DU
| siinemmsrasts 8DUF

S5EZS

§ @ 2 |
2HWK % -« 3 —
! / A B / B T
CHIKV nsP2pro: ) 4 |

3TRK P-hajtd
4ZTB

(Y764-Y774)

17. abra: Alfavirus nsP2pro szerkezetek osszehasonlitasa. (A) A VEEV ¢és CHIKV nsP2pro
szerkezeteinek illesztése. Az egyes szerkezetek szinezése az abran szerepld szinkod szerint
tortént. Az aktiv hely és a Tyr764-Tyr774 felszini hurok bekarikazva szerepel az abran. (B)
konformerek esetében. A szinezés az A panelével egyezik, az N-terminalis régio aminosavai
(472-477) palcika formatumban lathatéak. Az abrat Dr. Motyan Janos Andras készitette.

A 8DUF kristalyszerkezetben nem jelentek meg az Arg769-Tyr774 aminosavak a C-
terminalis régioban, illetve kiilonbségek figyelhetdek meg ezen régio esetében a SAM MTaz
domén mutacioit nem tartalmazo szerkezetekhez képest (PDBI ID: 5EZS, 2HWK, 6BCM), ami
arra utal, hogy a Tyr764-Tyr774 hurok flexibilisebbé valt a mutaciok kovetkeztében (18. abra).

Korabbi tanulmanyok megallapitottak, hogy a CHIKV nsP2pro esetében a katalitikus
His548 aminosavat tartalmazé B-hajtli a protedz és SAM MTaz domének kozotti tavolsagot
csOkkentve meg tudja akadalyozni a szubsztrat bekotddését (Narwal és mtsai, 2018), és ehhez
hasonl6 szerkezetet lattak az N475A VEEV nsP2pro mutans esetében is (Compton és mtsai,
2017). A kutatasaink keretében meghatarozott kristalyszerkezetben (PDB ID: 8DUF) azonban
nem talaltunk kisebb tavolsagot, ami arra utal, hogy a N475A mutécionak feltehetéen nincs

szerepe az Oninaktivalt forma kialakul4saban.
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18. abra: A VEEV nsP2pro SAM MTaz doménjében talalhaté Tyr764-Tyr774 hurok
konformaciéjanak dsszehasonlitasa kiilonbo6zo kristalyszerkezetekben. (A) Az egymasra
illesztett nsP2pro szerkezetek esetében az egyes lancok a PDB azonositok jelmagyarazat
szerinti szinezését alapul véve vannak megjelenitve. A Lys741, Lys767 és Lys775
aminosavakat nyilak jelolik (B) A Tyr764-Tyr774 hurok szerkezete. A kék szaggatott vonal
az elektronsiirliségi térképben nem lathaté aminosavakat (Arg769-Tyr774) jeloli a 8DUF

szerkezet esetében. Az abrat Dr. Motyan Janos Andras készitette.

6.3. A VEEV nsP2pro kristalyszerkezetek molekuladinamikai vizsgalata
6.3.1. A molekuladinamikai szimulaciok ellendrzése

Molekuladinamikai szimulaciokkal vizsgaltuk a vad tipusu ((PDB ID: 2HWK),
valamint a K741A/K767A (PDB ID: 8DUF) és az N475A mutaciokat tartalmazo (PDB ID:
6BCM) VEEV nsP2pro fehérjék szerkezeteit. Célunk volt, hogy megismerjiik az dninaktivalt
konformer megjelenéséért felelds kolcsonhatasokat, tovabba Osszehasonlitsuk a vad tipusu
Asn475 aminosavat valamint az N475A mutaciot tartalmazo szerkezeteket. Els6 1épésben a
szimulaciok mindségét ellendriztiik.

A protokoll ,,simulated annealing” szakasza soran az egyes lépésekben a szerkezetek
geometridjat vizualizacioval ellendriztiik. Az ekvilibracids szakasz utani adatgytijtési szakasz
szamitasok lefutasat az r.m.s.d. értékek kiszamitasaval ellendriztiik, amelynek referenciajat
minden fehérje esetében a teljes trajektoriabol minden tizedik mintavételezett szerkezet atomi

pozicidinak atlagabol szamitott szerkezetként adtuk meg (19. abra).
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19. abra: A molekuladinamikai szamitasok soran kapott trajektoriak alapjan szamitott
r.m.s.d. értékek. A kiszamitott r.m.s.d. értékek (A) a SDUF, 2HWK és 6BCM szerkezetek
esetében vannak feltiintetve. A szamitas soran mind a folanci, mind az oldallanci atomokat
figyelembe vettiik. Az eltérd szinezés az eltéré konformacios allapotokat jeloli (kék — aktiv
konformer, voros — dninaktivalt konformer), az eltéré arnyalatok a harom fliggetlen szamitas

soran kapott eredményeket jelolik.

Az r.m.s.d. értékek mind 1,5 A koriil fluktualtak az aktiv és az oninaktivalt szerkezetek
esetében egyarant. Fontos azonban megemliteni, hogy az értékek az N475A mutans
oninaktivalt szerkezetében (6BCMOnakivélty rendre kissé magasabbak voltak az aktiv
konformaciohoz képest (BCM*W), és a gorbék szemmel lathatéoan is nagyobb mértékii
fluktuaciot mutattak. Ez arra utalt, hogy az aktiv hely mutans Oninaktivalt szerkezete
flexibilisebb, dinamikusabb az aktiv konformernél.

A harom parhuzamos adatgyiijtési szakasz utolsd 1épésében kapott szerkezeteket
Osszehasonlitottuk egymassal és a kiindulasi szerkezetekkel is. Az aktiv konformerek esetében
a kiindulasi szerkezethez képest legnagyobb eltérést mutatéd szerkezeteket a 20. abran mutatjuk
be. Az &sszehasonlitas alapjan megfigyelhetd, hogy a SDUFMP3 szerkezet esetében nem
tortént jelentd valtozds a kiinduldsi allapothoz képest, az N-terminalis konformadcidja az
adatgylijtési szakasz végén a legnagyobb kiilonbséget mutatd szerkezetben is nagymértékben
hasonlé volt a kiindulasi szerkezetben megfigyelthez. Ezzel ellentétben a 6BCMMP-akiiv
szerkezet esetében olyan végallapotot is megfigyeltiink, melyben az N-terminalis Szakasz az

aktiv és az Oninaktivalt konformerekre jellemz6 allapotok kozotti, ,,atmeneti” szerkezetet vette

49



fel. Eredményeink alapjan ugyan nem tortént teljes atalakulas a konformerek kozott egyik
vizsgalt szerkezet egyik konformere esetében sem a szimulaciok alatt, a megfigyeléseink mégis
arra utalnak, hogy az N475A mutacié hatasara bekovetkezhet az aktiv allapot oninaktivaltta
alakulésa.

8DUF ekvilibralt 6BCM ekvilibralt

aktiv aktiv

konformer — § konformer
P4 1
\ NS

aktiv
konformer

aktiv

oninaktivalt

konformer oninaktivalt

konformer

20. abra: Az N-terminalis konformacios allapotainak osszehasonlitisa a Kkiindulasi és
ekvilibralt szerkezetekben. Az N-terminalis kiindulasi konformacios allapotait az aktiv és
Oninaktivalt konformerek esetében sziirke és kék szinek jelolik, az ekvilibralt szerkezetben az
N-terminalisnak a kiindulasi allapothoz képest legnagyobb valtozast mutatd végallapotait

narancssarga szintiek, az N-terminalis elmozdulasat sziirke nyil jeldli.

6.3.2. A VEEV nsP2pro N-terminalisanak interakcio6i

Osszehasonlitd vizsgalataink egyik legfontosabb pontja az N-terminalis szakasz
intramolekularis kapcsolati halozatanak feltérképezése volt, az aktiv helyen modositott (N745A
mutans, 6BCMMP-aktiv g5 GBCMMD-dninakiivélty g5 5 vad tipusi aminosavat tartalmazé (N475,
8DUFY ¢g §DUFinaktivilty nspopro esetében. Az N-termindlis régié aktiv helyen kialakitott
kolcsonhatasainak elemzésével 1ényeges informaciokat tudhattunk meg mind a konformerek

kozotti eltérésekrdl, mind pedig az N475A mutacio hatasarol (21. abra).
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21. abra. Az N-terminalis aminosavak intermolekularis kolcsonhatasai. (A) A trajektoriak
tobb, mint 10%-aban megjelend kolcsonhatasok nyillal abrazolva. Az N-terminalis
aminosavakat sziirke hattér elott lathatjuk, a 475. pozicioban 1év6 aminosavakat narancssarga
szinnel emeltiik ki. Az N-terminalis 4ltal kialakitott interakciokat nyilak jeldlik, a voros és a
kék nyilak a félanc ill. az oldallanc 4ltal alkotott hidrogénhidakat. A nyil felett szammal
jeloltiik, hogy adott aminosav mennyi azonos tipust hidrogénhidat alakit ki. Z6ld szinezéssel,
ill. az N-terminalis belsé interakcioi esetében z6ld korrel jeldltiik ki a mindkét szerkezetben
(8DUF ¢és 6BCM) eléforduld interakcidkat, paronként 8sszehasonlitva mind az aktiv, mind
az Oninaktivalt konformereket. (B) A 475. pozicidoban 1évé aminosav altal kialakitott
hidrogénhid kolcsonhatasok szerkezeti abraja, valamennyi vizsgalt szerkezet esetében.
Szaggatott vonallal abrazoltuk a trajektoridk legalabb 10%-aban megjelend kdlcsonhatasokat

¢s az el6fordulési gyakorisagot (%) is feltiintettiik.

A trajektoridban megjelend hidrogénhidak nem mutattak jelentds kiilonbségeket az
N475A mutans (PDB ID: 6BCM) és a vad tipusi Asn475 aminosavval rendelkezo
K741A/K767A mutans (PDB ID: 8DUF) aktiv és Oninaktivalt konformerei kozott. Az
ellentétes toltéssel rendelkezd katalitikus aminosavak (Cys477 ¢és His546) hidrogénhid
kolcsonhatast alakitottak ki valamennyi trajektoriaban. Fontos kiemelni a 475. aminosavat

jellemzd kiilonbségeket. Az altalunk meghatarozott szerkezetben, a vad tipus Asn475

51



jelenlétében az aktiv konformer négy hidrogénhid kolcsonhatést alakitott ki (8DUFMP-aktiv),
Ezek koziil két oldallanc és egy folanc altal kialakitott hidrogénhid az 507. pozicidéban 1évo Asp
aminosavval jelent meg, mig egy oldallanc altal kialakitott hidrogénhid kapcsolddik a 662.
helyzetben 1évé Arg aminosavhoz. Az oldallanc altal kialakitott hidrogénhidak lehetdsége az
aszparagin aminosav szerkezetébdl adodik: az amid csoportban 1évé NH hidrogénjei jelentds
elektronhiannyal, mig ugyanezen csoport oxigén atomja jelentds elektrontobblettel rendelkezik,
amelyek elosegitik a hidrogénhid kolcsonhatdsok kialakuldsat. Azonban az oldallanc
flexibilitasat figyelembe véve nem meglepd, hogy ezek a kdlcsonhatasok minden esetben csak
a trajektoria kevesebb, mint felében jelentek meg.

Ezzel szemben az emlitett f6lanc altal kialakitott hidrogénhid a trajektoriak 78%-aban
volt jelen, ami erésebb kolcsonhatasra utal. Az altalunk meghatarozott szerkezet esetében az
oninaktivalt forma (8DUFOMnakivilty eoészen mas interakcios halézatot mutat: Asnd75
oldalldnca hidrogénhidakat alakit ki az N-termindlison talalhatd 472-es és 473-as pozicidoban
1évé aminosavakkal. Bar ezek megjelenése nem jelentés (rendre 11% és 24%), mindez az N-
terminalis erésen fixalt, belsleg rendezett szerkezetére utal. Erdemes megjegyezni, hogy a
Lys473 és Ala474 tovabbi hidrogénhid kdlesonhatasokat alakit ki a fehérje mas aminosavaival
is. Ezen felil Asn475 ezen kiviil két hidrogénhidat alakit a His510 aminosavval. Ezek
jelentdsebb mértékben vannak jelen a szimulaciok soran (25% és 34%), utalva a szerkezet
kialakulasaban betol1tott jelentdsebb szerepiikre.

Az N475A mutaciéval rendelkezd szerkezet aktiv konformerét vizsgalva (6BCM32KtY)
egyértelmiien nem kell szdmitani az oldallanc altal kialakitott hidrogénhid kdlcsonhatasokra,
lévén a metil csoport nem képes kialakitani ilyeneket. Azonban ennél jelentdsebb
kiilonbségeket is megfigyelhetiink: az N475A mutans aminosav és Asp507 kozotti oldallanc
hidrogénhid joval kisebb mértékben jelenik meg, mint a vad tipusi Asn475 esetében (13%,
78% helyett) ami egy joval gyengébb interakciora utal. Tovabba sem Lys473, sem Ala474 nem
alakit ki hidrogénhidakat egy masik aminosavval sem. Mindez a szerkezet kisebb stabilitasara
utal. Az N475A mutans 6ninaktivalt konformerében (6BCM®inakivilty yis7ont nem latszik, hogy
az oldallanc hidrogénhidak megszlinése N475A folanci hidrogénhidjait jelentdsen befolyésolta
volna, megjelenésiik szdzalékos ardnya kozel esik az Asn475 esetében kapott értékekhez.
Osszefoglalva elmondhato, a 475-6s helyzetben 1év6 aszparagin oldallanca tobb hidrogénhid
kialakitasara is képes, amelyek szerepe jelentds lehet mind az aktiv, mind az Oninaktivalt
konformerek stabilizalasdban is. Az N475A mutaciot kovetéen ezek megsziinése jelentds
kiilonbségeket okoz az N-terminalis régié hidrogénhid kdlcsonhatasi halozataban, és ez az aktiv

konformerben még inkabb jelentdsebb.
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Feltételeztiik, hogy az Oninaktivalt konformacio kialakuldsa hatassal lehet a domének
egymashoz viszonyitott helyzetére és ezaltal az aktiv hely szerkezetére és hozzaférhetdségére,
ezért a tovabbiakban megvizsgaltunk tobb, a doménen beliil vagy a domének kozott kialakuld

kolcsonhatést is €s meghataroztuk az egyes aminosavak kozti tavolsagokat.

6.3.3. A B-hajtii és Asn545 aminosav

Az Asn545 aminosav a cisztein proteaz doménben 1évé egyik hurokban, az Gn. -
hajtiiben helyezkedik el, mely hajtii alacsony relativ B faktor (masnéven atomic displacement
parameter, ADP) ¢értéket mutatott mindkét Oninaktivalt konformer esetében a
kristalyszerkezetekben. Az aktiv és oninaktivalt konformereket azonban a molekuladinamikai
szimulacidk trajektoridiban is megvizsgaltuk, célunk az interdomén tdvolsdg valtozasanak
kovetése volt, amelyhez az Asn545 és Leu665 aminosavak tomegkdzéppontjanak tavolsagat

mértiikk meg (22. abra).

22. abra: Az Asn545 és Leu665 aminosavak helyzete a VEEV nsP2pro szerkezetében. A
dinamikai tulajdonsdgok vizsgédlata szempontjabol Ilényeges aminosavak palcika
formatummal vannak megjelenitve, az Asn545 és Leu665 kékkel szinezve lathatok. A kék
nyil a vizsgalt tavolsagot jeloli, a meghatarozott értékek valtozasa a trajektoria soran a 23.

abran keriil bemutatasra. Az abra a SDUF*'" szerkezet alapjan késziilt.

Az Asn545 és Leu665 aminosavak a VEEV nsP2pro proteaz és SAM MTaz doménjei
kolcsonhatasi felszinén helyezkednek el, igy feltételeztiik, hogy a koztik 1év6 tavolsag
esetleges megvaltozasa ezek egymashoz viszonyitott tavolsaganak megvaltozasara utalhat. A
tavolsag hasonld mértékli fluktuacidit figyeltiik meg mind az aktiv, mind az Oninaktivalt

konformerekben (23. abra).
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A trajektoriakban szamitott tavolsag valamennyi esetben 5-10 A kozott volt. A B-hajtii
flexibilitdsa az aktiv konformerek esetében mind a vad tipust, mind a N475A mutaciot
tartalmazd szerkezetben is kozel azonos értéket mutatott, ami arra utalt, hogy az N475A

mutacio nem valtoztatja jelentdsen ennek a huroknak a mobilitasat.
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23. abra: Az interdomén tavolsag megvaltozasa a trajektoriakban. Az Asn545 és Leu665
aminosavak tdmegkdzéppontjainak tavolsaga (A) a trajektoridkban, a 8DUF, 2HWK és
6BCM szerkezetek esetében. Az aktiv konformerekre jellemz6 értékeket kékkel, az
Oninaktivaltak esetében kapottakat vorossel jeloltik. A kiilonbozé arnyalatok az eltérd

szimuldciokban meghatarozott értékeket jelolik.

6.3.4. Az Asn545 és Val476 kozotti kolcsonhatas

A B-hajtii hurok mozgasat korabban megfigyelték az N475A mutaciot tartalmazo
szerkezetben (Compton és mtsai, 2017), megallapitva, hogy az N545-0 és V476-NH atomok
kozotti hidrogénhid kdlcsonhatas felelhet a B-hajtli relativ alacsonyabb flexibilitasért az
oninaktivalt konformerben (24. abra). Ezt az interakciot szamitasaink soran is megfigyeltiik, a
8DUFnakivalt ristalyszerkezetbdl inditott szimuldciok soran Asn545 folanci oxigénje és
Val476 félanca kozott hidrogénhid volt megfigyelhetd. Ezt a megfigyelést megerdsiti a N-
terminalis intramolekularis kapcsolatainak vizsgalata is, ugyanis az dninaktivalt konformerben
a terminalis interakciokat alakit ki B-hajtlivel (Asn545-tel), azonban az aktiv konformerben nem
figyelhetd meg ilyen kolcsonhatas.

A molekuladinamikai szimulacidk alapjan tovabba az Asn545 ¢és Val476 kozotti
hidrogénhid kdlcsonhatds (24. dbra) még nagyobb mértékben volt jelen az N475A mutans
oninaktivalt szerkezetben. A 475. pozicidban vad tipusi aminosavat tartalmazo szerkezetben
(Asn 475) a hidrogénhid a trajektoria 13%-aban jelent meg, mig az N475A mutdns esetében

31%-ban volt jelen, ami relativan erésebb kolcsonhatasra utal (25. abra).
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24. abra: Az Asn545 és Val476 aminosavak helyzete a VEEV nsP2pro szerkezetében. A
dinamikai tulajdonsdgok vizsgélata szempontjabdl Ilényeges aminosavak palcika
formatummal vannak megjelenitve, az Asn545 és Val476 kékkel szinezve lathatok, a kék nyil

a két aminosav kozt vizsgalt tavolsagot jeldli. Az dbra a SDUF™ szerkezet alapjan késziilt.
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25. abra: Az Asn545 és Val476 aminosavak interakcioja. A két aminosav félanci atomjai

- s
4 i

kozott megfigyelhetd hidrogénhid kolcsonhatds szézalékos megjelenési ardnya van
feltiintetve minden vizsgalt szerkezet esetében. A vizsgalt tadvolsagértékek valtozasa a

trajektoria soran a 26. abran keriil bemutatasra.
A hidrogénhid megjelenésének vizsgalata mellett a konformacids valtozasokat

alaposabban is tanulmanyoztuk és kiszamitottuk a trajektoriakban az Asn545 és Val476

tomegkozéppontjainak tavolsagat is (26. abra).
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26. abra: Az Asn545-Val476 interakcio vizsgalata. A Val476 és Asn545 aminosavak
tomegkdzéppontjainak tavolsaga (A) a trajektoriadkban. Az aktiv konformerekre jellemzd
értekeket kékkel, az Oninaktivéltak esetében kapottakat vordssel jeloltiik. A kiilonbozd

arnyalatok az eltérd szimulacidkban meghatarozott értékeket jelolik.

A 8DUF szerkezetben az aktiv és az Oninaktivalt konformer esetében kapott
tavolsagértékek jol elkiiloniiltek, az aktiv konformer esetében a tivolsag stabilan 10-15 A kdzé
esett. Az Oninaktivalt konformerre kapott tavolsagérték jelentdsen alacsonyabb, kb. 5-8 A
hatarok kozott fluktualt. A 2HWKMP-akiv s7amitas esetében kapott értékek jo egyezést mutattak
a 8DUFMP-aktv egetében szamitott értékkel. Ehhez képest jelentds kiilonbséget tapasztaltunk az
N475A mutans vizsgilatakor. A 6BCMMP-tninakiivilt gg 5 @IyFMD-oninaktivilt g7 erkezetének
vizsgalatakor kapott értékek hasonloak voltak, ami az Oninaktivalt konformerek kozotti
strukturalis hasonlésagra utal. Azonban az N475A mutans enzim esetében (6BCMMP-aktiv)
szamitott értékek tobb trajektoriaban is nagy fluktuaciot mutattak az ebben a pozicidban nem
modositott enzimekhez képest (2HWKMP-aktiv ¢g gDUFMP-akV) " g5 9 mért tavolsag elérte az
oninaktivalt konformerre jellemz6 értékeket is. Ezek a nagymértéki fluktuaciok az N475A
mutacionak az aktiv szerkezetet esetlegesen destabilizald hatdsat mutattak, azaz egy joval
flexibilisebb, kevésbé jol definialt aktiv konformerre utaltak. A tavolsagérték csokkenésének
kovetkezménye lehet tovabba az is, hogy a mutansban az aktiv konformer koénnyebben

alakulhat at az Oninaktivalt konformerré.

6.3.5. Az aktiv hely kolcsonhatasai

Az altalunk meghatarozott nsP2pro kristalyszerkezetben - mely a K741A ¢és K767A
felszini mutaciokat is tartalmazta - megjelent oninaktivalt konformer (8DUF®ninaktivilt) g
korabban meghatarozott N475A mutans Oninaktivalt konformerének feleltethetd meg
(6BCMPninaktivilty “amelyben az N-termindlis az aktiv hely iranyaba fordul és a 42 AKANVC*’

aminosavak kotddnek az aktiv helyre. A bekotési mod hasonlosagat a korabban az N475A
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mutaciot tartalmazé 6BCMOnakivilt ko formerrel mar vizuélis megfigyeléssel is lathattuk (16.
abra). Mindkét esetben a Cys477 aminosav foglalja el a S1” alhelyet, még az N-terminalis
tovabbi aminosavai (472-476) az S5-S1° alhelyekre kotédnek. Az oOninaktivalt konformer
esetében az enzim N-terminalis régidja az aktiv helyre kotddik be, a természetes szubsztrathoz
hasonld6 modon, azért ezt a szakaszt tulajdonképpen pszeudo-szubsztratnak tekinthetjiik
ezekben a konformerekben. Azzal a céllal, hogy Osszehasonlitsuk a vad tipusti Asn475 és az
N475A mutansok esetében latott Oninaktivalt szerkezetek kolcsonhatasi halozatat,
feltérképeztik a pszeudo-szubsztrat altal az aktiv helyen kialakitott legfontosabb
kolcsonhatasokat (intramolekularis kdlcsonhatasok), amit 6sszehasonlitottunk egy oligopeptid
szubsztrat altal kialakitott interakciokkal (intermolekularis kolcsonhatasok) (2. tablazat).
Ennek alapjan fontos kovetkeztetéseket vonhattunk le a szubsztrat bekotédésért valamint az
oninaktivalt konformer kialakulasaért felelés kolcsonhatasok kiilonbségeivel és esetleges
hasonlosagaival kapcsolatban.

Az oligopeptid szubsztrat és az enzim kozt az S2-S7 helyeken kialakulé kdlcsonhatasok
vizsgalatahoz a VEEV nsP2pro és a VEEV vad tipusti nsP1/nsP2 hasitohelyet reprezentaciod
oligopeptid szubsztrat modell szerkezetét hasznaltuk fel, melyet Dr. Patricia M. Legler
bocsajtott rendelkezésiinkre (Hu és mtsai, 2016). Azért dontottiink ezen szubsztrat vizsgalata
mellett, mert ez a VEEV poliproteinben 1évé természetes hasitohely szekvenciat reprezentalja,
amit a proteaz in vivo is hasit a poliprotein processzalasa soran, ezért valds enzim-szubsztrat
kolcsonhatasokrdl kaphattunk informaciot. Ezzel szemben a specificitds Szerkezet-alapu
vizsgalata soran az enzimnek egy olyan modell szubsztrattal alkotott komplexét vizsgaltuk,
mely egy masik alfavirus, az SFV természetes hasitohelyét reprezentalta (nsP1/nsP2). Ezt az
indokolta, hogy ezt a modell szubsztratot alkalmaztuk az aminosav-preferenciak in vitro
vizsgalataban is, igy lehet6ségiink volt az in vitro vizsgalt kolesonhatasokat in silico is
tanulmanyozni. Annak érdekében, hogy a pszeudo- és az oligopeptid szubsztratok kotodését
Ossze tudjuk hasonlitani, a peptid szubsztrat P6-P1° aminosavainak (LQEAGA|G)
kolcsonhatasait térképeztiik fel. A szerkezetet vizsgalva azt lattuk, hogy 6sszességében relative
alacsony az enzim és a szubsztrat kozott kialakuld hidrogénhidak szama, ami egyezik a
korabban leirt megallapitdsokkal (Russo és mtsai, 2010), miszerint a szubsztrat aktiv helyhez
kotddéséért leginkabb a P4-P1° aminosavak altal kialakitott van der Waals interakciok felelnek.

Az inter- és intramolekularis kdlcsonhatasok Osszehasonlitasa alapjan megallapithattuk,
hogy az Oninaktivalt konformerek esetében a kolcsonhatdsok kozott nincsenek jelentds
kiilonbségek a vad tipusu €s az N475A mutans enzim esetében. Fontos megjegyezni, hogy az

N475A mutans esetében valamivel tobb apoldros kdlcsonhatds megjelenését figyeltiik meg.
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Mindez a konformerek nagymértékii hasonlésagara utal. A pszeudo- és az oligopeptid
szubsztratok kotddése alapvetd hasonlosdgokat mutat, mindkét ,,szubsztrat” aminosavai az S5-
S1’ alhelyeket foglaljak el, és jelentds hasonlosag lathato kolcsonhatasaik kozott is: az S4-S1
alhelyek mindegyike esetében legalabb egy aminosav részt vesz a peptid szubsztrat vagy az N-
terminalis P4-P1 aminosavainak kotésében (2. tablazat). A hasonlosagok mellett azonban
szamottevo kiilonbségek is lathatoak az inter- és intramolekularis kdlcsonhatasok halozataban,

amelynek esetlegesen szerepe lehet egy esetleges inhibitor tervezése esetén.

2. tablazat. A VEEV nsp2pro aktiv helyén 1évé aminosavak interakcioi peptid és pszeudo-
szubsztrattal. A hidrogénhidakat kialakité aminosavakat aldhuzassal jeldltiik, zardjelben a
hidrogénhidak szamat is feltlintettiik. A hidrofoéb kolcsonhatasokat az enzim-szubsztrat
komplex modellje, ill. az 6ninaktivalt szerkezetek esetében a szimuldciok eredményeként
kapott, klaszterezett szerkezetek alapjan hataroztuk meg. A hidrofob kdlcsonhatdsok
megadasahoz a LigPlot+ szoftvert (Laskowski és mtsai, 2011) hasznaltuk. *A szubsztratk6to
alhelyeket alkoto aminosavak a VEEV nsP2pro és a EAGA|G oligopeptid altal alkotott
komplex szerkezete alapjan lettek meghatarozva (Russo és mtsai, 2010). **Az enzim-
szubsztrat interakciokat a VEEV nsP2pro és az LQEAGA |GSVETP oligopeptid alkotott

komplex modell szerkezete alapjan hataroztuk meg (Hu és mtsai, 2016).

Enzim- N-terminalis
Kotéhely |Szubsztrat| szubsztrat aminosav MD-ininaktivilt MD-6ninaktivilt
aminosavai * faminosav**| koélcsonhatdsok (8DUF/ 8DUF 6BCM
*x 6BCM)
- P6-Leul |S511, E513, 1542 - /Q471 - -
1514, 1698, S701, 1514, 1698, S701, A728,
- P5-GIn2 A728, 1732 A472 | N4T2 M702 S731, 1732
s 10 ol
W547, M702, | P4-Glu3 i ' K473/ K473 1542, W547 S511, 1542, W547
K706 S701, M702,
B— K706
H510, 1542, A509, H510,
W547, 1698, | P3-Ala4 1542, D664, AAT4 | A474 A50I96,935]'\./|0%0D2664, A509, H510, D664, M701
M702 1698, M702 '
WA478, C477, W478, A509, A472, K473, A509,
A509, H510, | P2-Gly5 H510, N545, N475/ A475 H510 (2), 1542, AEEZEHSEZGZV’\IB?’
W547 W547 N545, W547 ' '
V'\\Ilgg’ ig)g CA77, WA4T8,
s "| P1-Ala6 N545, H546, VAT76 | V476 | N545, H546, W547 N545, H546, W547
N545, H546, W547
L665
A474,N4T5
' ' s N475, C477, A479, K480, A481, | A479, K480, A481, H546,
C47|_7|;54Kg180, P1’-Gly7 R662 (2) C477]C477 H546 W547
K480, L482, F504, | A479, K480, A481, L482,
WA478 / W478 | K508, H510, W547, | V501, D502, Y503, F504,
V615 K508
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6.3.6. Az aktiv hely hozzaférhetdsége

Korabbi molekuladinamikai szimulaciok soran megallapitottdk, hogy a VEEV
nsP3/nsP4 hasitohelyet reprezentald szubsztrat (RFDAGA|YIFSSD, amely a P6-P6’
aminosavakat tartalmazza) a szamitasok soran jelentés konformacids valtozasokon mehet
keresztiil, ¢s a P1’-P6’ helyen 1év6 aminosavak nem csak a proteaz domén, hanem az SAM
MTaz domén fel¢ is fordulhatnak (Hu és mtsai, 2016). Feltételezhetd, hogy az enzim
konformécios flexibilitasanak jelentds szerepe van a szubsztrat bekotddésében, a flexibilitas
ugyanis Osszefiiggésben lehet az aktiv hely hozzaférhetdségével, amely kulcsfontossagu a
szubsztrat, vagy az N-terminalis bek6tddéséhez. Egy Korabbi tanulmany arra utalt (Hu és
mtsai, 2016), hogy az Asn475 és Arg662 aminosavak kozotti interakcionak jelentds szerepe
lehet a SAM MTaz és a proteaz domének komplexének stabilizalasaban (27. abra).

Mindezeket figyelembe véve a két aminosav tomegkozéppontjanak tavolsagat
megmértiik szimuldcidink soran is azzal a céllal, hogy informéciokat kapjunk a két domén

kozotti interakciok erdsségérdl és a rendszerek flexibilitasarol.

27. abra: Az Asn475 és Arg662 aminosavak helyzete a VEEV nsP2pro szerkezetében. A
dinamikai tulajdonsdgok vizsgédlata szempontjabol Ilényeges aminosavak palcika
formatummal vannak megjelenitve, az Asnd75 és Arg662 kékkel szinezve lathatok. A kék
nyil a vizsgalt tavolsagot jeldli, a meghatarozott értékek valtozasa a trajektoria soran a 28.

abran keriil bemutatasra. Az abra a SDUF*' szerkezet alapjan késziilt.
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28. Abra: Az Asnd475-Arg662 aminosavak tavolsaga. Az Asnd75/Alad75 és Arg66
aminosavak tdmegkdzéppontjai kozott meghatarozott tavolsag (A) a trajektdoridkban. Az aktiv
konformerekre jellemzd értékeket kékkel, az Oninaktivaltak esetében kapottakat vordssel

jeloltiik. A kiilonbozo arnyalatok az eltérd szimuldcidkban meghatarozott értékeket jelolik.

Nem jelentdés mértékben, de szisztematikusan a vad tipusi Asn475 aminosavat
tartalmazé szerkezetek esetében (8DUF és 2HWK) a két konformer kozott eltérés volt
tapasztalhatd, az Oninaktivalt szerkezetre valamivel magasabb tavolsagérték volt jellemzo
minden szimulacio soran (28. abra). Az N475A mutacido esetében azonban az aktiv
konformerre (6BCMMP-aki) jellemzd érték volt nagyobb, elérte a SDUFMP-oninakiivilt egetéhen
tapasztalt értékeket és kiugrd fluktuaciokat mutatott. Ez a kristalyszerkezetb6l nem volt
egyértelmﬁen megéllapithat(’) (PDB ID: 6BCM, Compton és mtsai, 2017), az N475A mutacid
hatasara csokkent a két domén kozotti interakcio er('issége. Eredményeink arra utalnak, hogy az

Asn475 és Arg662 aminosavak kozotti interakcioknak szerepe lehet a domének stabilitasaban.

6.3.7. A katalitikus diad stabilitasa

Egy enzim miikddéséhez létfontossdgu a reakcio lefutdsat eldsegitd, megfeleléen
rendezett aktiv hely, ezért feltételezhetd, hogy a katalitikus aminosavak kozotti tavolsag
fluktualasa negativan befolyasolja az enzim miikodését. Ezért megvizsgaltuk a katalitikus diad
aminosavai kozotti tavolsagot is annak meghatarozasara, hogy az aktiv helyet érintd mutacio

(N475A) hatéassal van-e a hidrolizisért felelds aminosavak egyméshoz viszonyitott helyzetére.
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29. abra: A Cys477 és His546 aminosavak helyzete a VEEV nsP2pro szerkezetében. A
dinamikai tulajdonsdgok vizsgélata szempontjabdl Ilényeges aminosavak palcika
formatummal vannak megjelenitve, Cys477 és His546 kékkel szinezve lathato. A kék nyil a
vizsgalt tavolsagot jeldli, a meghatarozott értékek valtozéasa a trajektdria soran a 30. abran

keriil bemutatasra. Az dbra 8DUF™ szerkezet alapjan késziilt.

A Cys477 és His546 katalitikus aminosavak kozti tavolsag (29. abra) az aktiv helyen a
vad tipusu Asn475-6t tartalmazé szerkezet esetében (8DUF és 2HWK) stabilan 5 A-hoz kozeli
értéket mutatott, csupan kisebb mértékii fluktuaciokkal (30. abra). A N475A mutans esetében
azonban a tavolsagérték fluktuacidja joval nagyobb volt az aktiv konformer esetében
(6BCMMP-aktiv) "eoves szimuldciokban elérte akar a 10 A értéket is, ami egy joval kevésbé stabil
aktiv hely konformacidra utalt. Ennek rendkiviil jelentds szerepe lehet az enzim aktivitasa
szempontjabol: a destabilizalodott aktiv hely nem feltétlentil képes ellatni feladatat, azaz a

peptidkdtés hidrolizisét.
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30. abra: Az aktiv hely stabilitasa. A katalitikus diad Cys477 és His546 aminosavainak
tomegkdzéppontjai kozott meghatarozott tavolsig (A) a trajektoridkban. Az aktiv
konformerekre jellemzd értékeket kékkel, az oninaktivaltak esetében kapottakat vordssel

jeloltiik. A kiilonb6z6 arnyalatok az eltérd szimulaciokban meghatarozott értékeket jelolik.
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Az Asn475 aminosav altal kialakitott kolcsonhatdsok N475A mutacid kovetkeztében
torténd megsziinése a SAM MTaz és a proteaz domének kozott olyan konformdacios
valtozasokat okozhat, amely hatassal lehetnek a szubsztrat bekotédésére is. Az Asn545 és
Val476 kozotti interakciok korabbiak soran bemutatott megvaltozasa is erre utal (25. és 26.
abra). A SAM MTaz és proteaz domének ko6zott megnovekedett tavolsag elviekben segithetné
a szubsztrat és az N-terminalis aktiv helyre vald bek6tédését is. Azonban az N475A mutansban
az aktiv hely konformacidja sem megfeleld, amint az lattuk (30. abra), a katalitikus diad
tavolsaga kimagaslo fluktuaciokat mutat. Igy az N-terminalis bekotddésének valdsziniisége
nagyobb lehet (lévén azzal nincs reakcidba 1épésre lehetdség). Elmondhatéd tehat, hogy az
N475A mutansban nagyobb lehet az Oninaktivalt konformer kialakuldsanak valdszintisége, €s
az aktiv hely kedvez6tlen megvaltozasa negativ hatassal lehet az nsP2pro aktivitasara. Ezzel
szemben az aktiv helyen a vad tipusu Asn475 aminosavat - de a felszinen K741A és K767A
muticiokat - tartalmazod enzim esetében a molekuladinamikai vizsgalatok alapjan az

oninaktivalt konformer az, amely kevésbé stabil.

6.3.8. AK741A és K767A felszini mutaciok hatasa

Az altalunk vizsgalt VEEV nsP2pro esetében a kristalyszerkezet meghatarozéasahoz - a
felszini entrépia csokkentésének céljabol - keriiltek bevezetésre a K741A és K767A felszini
mutaciok. Szerkezeti vizsgalataink eredményei alapjan nem jelenthet6 ki egyértelmiien, hogy a
K741A ¢és K767A mutacidoknak van-e kdzvetlen szerepe az oninaktivalt forma kialakuldséban.
Ezek a mutéciok egyik kordbban vizsgalt VEEV nsP2pro szerkezeteben sem szerepeltek, és
vizsgalataink esetében is csak a kristalyszerkezet meghatarozasa érdekében keriiltek beépitése.
Az elektronsiiriiségi térkép alapjan nem sikeriilt meghatarozni annak a felszini Tyr764-Tyr774
hurok egy részének a szerkezetét (Arg769-Tyr774, lasd korabban, 18. abra). Ennek oka
feltételezhetéen az, hogy a mutaciok hatassal vannak a hurok dinamikai tulajdonsagaira,
megnovelik flexibilitasat. Bar a Lys741 és a Lys767 aminosavak az aktiv helytdl tavol
helyezkednek el és nem vesznek részt a ligandum kotésében, feltételezziik, hogy modositasuk
- bizonyos allosztérikus kolcsonhatasok megvaltoztatasa - miatt mégis hozzajarulhat az
oninaktivalt forma megjelenéséhez vagy annak stabilizalasahoz. Ezt a feltételezést tamasztja
ala az a megfigyelés is, hogy az oOninaktivalt konformer megjelenését korabban nem
tapasztaltak a vad tipust enzim esetében, mely sem az aktiv helyen, sem pedig az enzim
felszinén nem tartalmazott mutaciokat (PDB ID: 2HWK) (Russo és mtsai, 2006).

A kapott eredmények értelmezéséhez ¢és a tovabbi kutatdsok tervezéséhez egyarant

fontos lehet figyelembe venni, hogy milyen hatassal lehetnek a Tyr764-Tyr774 hurokrész
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stabilitdsara a kristalykontaktusok, azaz a kristalyban 1év6 fehérjek kozott kialakuld kdleson-
hatasok. Ennek érdekében Gsszehasonlitottuk az elemi cellakat a 6BCM és a 8DUF szerkezetek
esetében (31. abra).

A 6BCM

Aktiv
konformer

) ’ Iz
Oninaktivalt /
konformer

B 8DUF

Aktiv
konformer&[‘-‘v‘

31. abra: A Tyr764-Tyr774 hurok stabilitasaért felelés kristalykontaktusok.
Kristalykontaktusok bemutatasa (A) az N475A aktiv hely mutans és (B) a K741A és K767A
felszini mutaciokat tartalmazo enzimek esetében. A szinezés a korabbi abrakkal egyezd, a
monomerek elrendezése a pdb fajlokban elérhetd elemi cella paraméterek alapjan tortént. A
szaggatott vonallal bekarikazott rész az Arg769-Tyr774 hurokszakaszt, ill. ezeket a hianyzo
aminosavakat jeloli. Az abran piros szaggatott vonal jeloli a Lys767-Asp507 sohidat, kék
szaggatott vonalak az Arg769-Tyr774 aminosavak altal kialakitott intermolekularis
hidrogénhidakat.
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Megfigyelhetd, hogy az aktiv hely mutans esetében (PDB ID: 6BCM) a felszini hurkot
tobb kolcsonhatas is stabilizalja a kristalyszerkezetben, igy hidrogénhidak, valamint egy so6hid
a Lys767 és a szomszédos monomer Asp507 oldallanca kozott. Ezek az intermolekularis
kolcsonhatasok nem figyelhetok meg a felszini mutaciokat tartalmazo szerkezet esetében (PDB
ID: 8DUF), a K767A mutaci6 kovetkezében nem alakulhat ki s6hid az Asp507-tel, az Arg769-
Tyr774 szakasz pedig nem lathatdo a szerkezetben, igy kolcsOnhatdsai sem vizsgéalhatok.
Tovabba, a két szerkezetben a két monomer relativ orientacidja is eltérd. Lehetséges, hogy a
Tyr764-Tyr774 hurok flexibilitdsanak megndvekedéséért elsdésorban a sohid kialakitasaért
felel6s aminosav (Lys767) mutacidja okozza, és nem a K741A és a K767A mutaciok egyiittes
hatasa. Az elemi cellat megvizsgaltuk a 2HWK esetében is, a monomerek relativ orientacidja
ebben az esetben inkabb a 8DUF szerkezetre emlékeztet, a Lys767 a szomszédos monomer
Glu505 oldallancéaval alakit ki s6hidat. A monomerek orientacidja azokban a szerkezetkben
hasonlo, ahol a 475. pozicidban a vad tipusu aszparagin talalhato, sdhidak viszont csak azokban
a szerkezetekben megfigyelhetek, ahol az ionos kolcsonhatas kialakitasara képes bazikus

oldallanc taldlhat6 meg a 767. pozicidban.
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7. MEGBESZELES

Munkam soran azokba a kutatisokba kapcsolodtam be, melyeknek célja a VEEV
nsP2pro szubsztrat-specificitasanak kisérletes eljarasokkal torténd vizsgalata volt, ehhez
kapcsolddoan végeztem el az enzimnek a kisérletes aktivitasmérésekben is alkalmazott
szubsztrattal alkotott komplexének in silico modszerekkel torténd vizsgalatat. A modell
komplex elkészitéséhez egy masik kutatocsoport altal készitett (és Patricia M. Legler
kutatocsoportja altal a rendelkezéslinkre bocséjtott) komplexben 1évd oligopeptidet ugy
modositottam, hogy az megfeleljen az in vitro aktivitasvizsgalatokban is alkalmazott és az SFV
nsP1/nsP2 hasitohelyét reprezentalo (EYHAGA |GVVETP) szekvencianak. Ezutan molekula-
dinamikai moddszert alkalmazva a megfelelden eldkészitett szerkezetet explicit oldoszeres
szimulacid keretében vizsgaltam (10. abra), a szimulacié megfelel6 konvergenciajat az r.m.s.d.
értékek kiszamitasaval ellendriztem (11. abra). Az ekvilibracié utolsé 1épésben kapott
szerkezetet ezutdn DynaMut szoftver segitségével modositottuk az aktiv helyen 1év szubsztrat
kiilonbségeket és az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok megvaltozasat is nyomon kovettiik.

A kapott szerkezetek hozzdjarultak, hogy molekularis szinten is értelmezni tudjuk a
kisérletileg meghatarozott szubsztrat-specificitast (12. abra). Eredményeink alapjan a
szubsztrat P5 helyen 1év6 Tyr aminosavanak Gln-ra valo modositasa kedvez6tlen hatasu, a vad
tipust szubsztrat esetében azonositott hidrogénhid kdlcsonhatas megsziinése miatt (12A. abra).
A P4 helyzetben el6forduld hisztidin modositasa esetében a kisérletileg mért kea/Km €s a
hasitasa hatékonyabb volt, mint a vad tipust P4-His szubsztraté, ami 6sszhangban van azzal,
hogy a VEEV nsP1/nsP2 és nsP2/nsP3 hasitohelyei is glutamint tartalmaznak P4 pozicidban,
tovabba a korabbi vizsgélatok alapjan az S4 alhelyen elsdsorban a polaris enzim-szubsztrat
kolcsonhatasok a dominansak €s az S4-Lys706 oldallanc sohidat képes kialakitani a P4-Glu
oldallanccal (Russo és mtsai, 2010; Hu és mtsai, 2016). A vizsgalt mutansok koziil a P4-Gly
esetében tapasztaltuk a legalacsonyabb aktivitdst, ami az oldallanc-mediélt polaris
kolcsonhatdsok fontossagara utal. A P2 helyzetben 1évé glicin alaninra vagy valinra cseréje
pedig egy félanci hidrogénhid megsziinésével jart (12B. abra), ez destabilizal6 hatasu lehet, a
kisérletes mérések mindkét mutans esetében a vad tipusnal alacsonyabb aktivitast hatdroztak

meg, ami a nagyobb méretii oldallancok kedvezétlen kotédésére utal. A vad tipust szubsztrat

crcr
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glicinre mutalasa (12C. abra) a szamitott energiaértékek alapjan kismértékii valtozast okoz. Ez
Osszhangban volt a kisérletes méréseink és korabbi kutatasok eredményeivel is, melyek alapjan
az eldgazd apolaros oldallancok kotodése az S1 alhelyre kevésbé kedvezd, az elagazod
oldallancok alacsonyabb mértékii flexibilitasa miatt (Russo és mtsai, 2010). Az SFV nsP1/nsP2
hasitohely minden lehetséges P1’-mutans valtozatat megvizsgaltuk, a mért aktivitasok
leginkabb a teljes hasitohely hidrofobicitdsaval mutattak kismértékli korrelacidt. Sajat
megfigyeléseink alapjan - és az irodalmi adatokkal is 6sszhangban (Russo és mtsai, 2010) - az
enzim elsGsorban a szubsztrat P1’ aminosavak félancaval alakit ki hidrogénhidakat. Ennek
ellenére a hasitasi hatékonysag az oldallancoktol nem teljes mértékben fiiggetlen, a vad tipust
glicin mellett magas aktivitast tapasztaltunk aromas (Tyr, Trp, Phe) és polaros (Thr, Ser)
oldallancok esetében. Az alfavirusok valamennyi természetes nsP1/nsP2, nsP2/nsP3 ¢és
nsP3/nsP4 hasitohelye rendre Gly, Ala és Tyr aminosavat tartalmaz a P1” pozicioban (Lulla és
mtsai, 2006; Hu és mtsai, 2016; Bozoki és mtsai, 2020), ez igaz a VEEV-re is (4B. abra).
Ezek koziil a legnagyobb aktivitast a P1’-Tyr esetében kaptuk (14. abra). A P2’ pozicioban
modositott szubsztratok vizsgalata soran nem tapasztaltuk a kisérletes hasitasi hatékonysagok
szamottevd megvaltozasat. Ennek az lehet a szerkezeti oka, hogy az S2’ alhely kevésbé jol
definialt, és a P2’ pozicidban a szubsztrat oldallanca az oldoszer felé fordulva helyezkedik el
(15. abra), ami miatt a szubsztratnak elsésorban a félanca alakit ki interakciokat az enzimmel
(Hu és mtsai, 2016). A legtobb alfavirus esetében a poliproteinek nsP1/nsP2, nsP2/nsP3 és
nsP3/nsP4 hasitohelyei P2’ helyzetben hidrofob/apolaros aminosavakat tartalmaznak (Pro, Leu,
lle, Val) (Lulla és mtsai, 2006; Hu és mtsai, 2016), mig egyes alfavirusok esetében az
nsP1/nsP2 hasitohelyen polaros Ser talalhato ebben a pozicidban, ez jellemzd tobbek kozott a
VEEV-re is (4B. abra; Hu és mtsai, 2016). A szerkezetileg kevésbé jol definialt alhelyekre
kot8do és az oldoszer irdnyaba orientéltan elhelyezkedd P2°-P6’ pozicidkban 1évé aminosavak
esetében inkabb a félanc-medialt kolcsonhatasok szerepe jelentds az enzim aktiv helyére vald
kotodés esetén (Hu és mtsai, 2016), ezért a sajat és mas kutatasok eredménye alapjan is az S4-
S1’ alhelyek hozzdjarulasa tekinthetd jelentdsebbnek a szubsztrat felismeréséhez (Russo és
mtsai, 2010; Lulla é mtsai, 2006). Osszességében elmondhatd, hogy eredményeink
hozzajarulnak a VEEV nsP2pro aminosav preferencidinak és az azokat meghatarozé szerkezeti
kovetelmények jobb megértéshez.

A kutatasok masik részéhez kapcsoloddan munkatérsaim a kisérletes vizsgélatok soran
az nsP2pro egy, az N-terminalis régidban hosszabb lanccal rendelkez6 valtozataval dolgoztak,
az in vitro vizsgalatok soran az enzim aktivitasanak relative gyors csokkenését tapasztaltak.

Ennek szerkezeti okait felderitendd, kollaboracié keretében meghataroztuk az enzim
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kristalyszerkezetét. A meghatarozott szerkezetben (PDB ID: 8DUF) az Asn472-Cys477
aminosavakat magaba foglalé N-terminalis régio két, jelentdsen eltéré konformerét lattuk (16.
abra). Az egyik konformer a korabban a VEEV és mas alfavirus proteazok esetében is
megfigyelt aktiv konformernek volt megfeleltethetd, melyben az N-terminalis régio az oldoszer
iranyaba volt fordulva. Ezzel szemben a masik konformer esetében - melyet korabban az
N475A mutans VEEV nsP2pro esetében (6BCM) figyeltek meg és annak Oninaktivalt
formajaként azonositottak - az enzim N-terminalis szakasza az aktiv hely iranyaba fordul,
elfoglalva a szubsztratk6t6 helyet (5. abra). Az altalunk meghatarozott szerkezet esetében az
oninaktivalt konformer 57%-ban, mig az aktiv 43%-ban volt jelen, azaz megkdzelitéleg azonos
aranyban voltak jelen. Az N475A mutaciot tartalmazo szerkezetet (PDB ID: 6BCM) leird
kozlemény (Compton és mtsai, 2017) szerzoi azt feltételezték, hogy a szokatlan konformacios
allapot az aktiv hely mutacioja (N475A) kovetkeztében alakul ki. Err6l az aminosavrol korabbi
kisérletes vizsgalatok mar megéllapitottdk, hogy fontos az enzim katalitikus aktivitasanak
szempontjabol, amelynek egyik erds bizonyitéka volt az, hogy az N475A muticio
nagymértékben csokkentette az enzim aktivitasat (Compton és mtsai, 2017).

Munkank soran a VEEV nsP2pro kristalyszerkezeteiben megfigyelheté konformereket
(Asn485, PDB ID: 8DUF és 2HWK) és alanint (N475A mutans, PDB ID: 6BCM) tartalmazo
enzimek esetében egyarant. Az r.m.s.d. értékek (19. abra) nem utaltak olyan konformacios
valtozasokra, melyek befolyasoltak volna a szerkezetek tovabbi vizsgélatat.

A hidrogénhidak szazalékos megjelenési aranya alapjan vizsgaltuk az N-terminalis
régiok kolcsonhatdsi halozatat az altalunk meghatarozott szerkezet és az N475A mutdns
esetében (8DUF és 6BCM) (21. abra). A kolcsonhatasok nem mutattak jelentds kiilonbségeket
a két vizsgalt valtozat kozott, azonban fontos kiemelni, hogy a 475-6s pozicioban 1év6 mind az
aszparagin, mind az alanin képes volt jelentds hidrogénhidak kialakitasara, amelyekben félanci
atomjaival vett részt. Ezen feliil az aszparagin tovabbi hidrogénhidakat is kialakitott az N-
terminalis tovabbi aminosavaival. Mindez arra utal, hogy az 0ninaktivalt forma stabilitasaért
nem feltétlen az N475A mutécio felel, ez a forma a vad tipusit Asn475 aminosavval is
megjelenik, sot, az polaros aszparagin oldallanc olyan tovéabbi kolcsonhatasokat is kialakithat,
amelyek eldsegitik ennek a konformernek a stabilizalasat.

Megvizsgaltuk a B-hajtli és az Asn545 aminosav kozott mért tavolsagot (22. és 23.
abrak), amellyel az interdomén tavolsag jellemzése volt célunk. Mind az 6ninaktivalt, mind az
aktiv konformerek esetében, valamennyi vizsgalt szerkezet esetében hasonlo értékeket kaptunk,

ami arra utalt, hogy az N475A mutacidé nem valtoztatja meg a hurok mobilitasat.
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Vizsgaltuk tovabba az N-terminalison 1év6 Val476 aminosav és Asn545 kolcsonhatasat
IS (24. abra). Az N475A mutaci6 tanulmanyozasa soran ugyanis azt allapitottak meg, hogy
ezek interakcioja felelhet a B-hajtli hurok relative alacsonyabb flexibilitasaért. Hidrogénhid
kolcsonhatést figyeltiink meg a két aminosav kozott mindkét oninaktivalt szerkezet (SDUF és
6BCM) trajektoriaja esetében (25. abra). Az N475A mutansban ez a hidrogénhid a trajektoria
31%-aban jelent meg, mig az altalunk meghatarozott, vad tipusit Asn475 aminosavval
rendelkez6 szerkezet esetében csak 13%-ban, ami arra utalt, hogy a mutans esetében erésebb
kolcsonhatasrol lehet szo6. Vizsgaltuk a két aminosav tavolsagat is (26. abra), amelyre a kapott
értekek szerkezetiink esetében jol elkiiloniiltek, azonban az N475A mutdns esetében az aktiv
konformer tobb esetben is az 6ninaktivalt konformerre jellemzo értékeket vette fel. Ez arra utalt,
hogy az aktiv konformer kevésbé stabil az N475A mutans esetében.

Megvizsgaltuk az aktiv helyen kialakul6 kolcsonhatasokat is mindkét Oninaktivalt
formaban, valamint szubsztratot koté szerkezet esetében is (2. tablazat). A kolcsonhatasi
halézatok a két Oninaktivalt esetben nem tértek el jelentés mértékben. A szubsztrat kevés
hidrogénhidat alakit ki az enzimmel, leginkdbb apoldros kolcsonhatasok felelnek annak
bekotésért.

Korabbi tanulmanyok arra utaltak, hogy az Asn475 és Arg662 kozotti kolcsonhatasnak
fontos szerepe lehet a protedz domén és a SAM MTaz domén komplexének stabilizalasdban
(27. abra). Vizsgaltuk a két aminosav tomegkdzéppontjanak tavolsagat a szimulacios
trajektoriakban (28. abra), azzal a céllal, hogy feltérképezziik az esetleges kiilonbségeket. Az
Asn475 aminosavval rendelkez6 szerkezetek esetében nem lattunk jelentds kiilonbséget a két
konformer kozott, az Oninaktivaltra jellemzd érték volt valamivel magasabb. Azonban az
N475A mutéans esetében az aktiv konformerre jellemz6 érték volt nagyobb, ami arra utal, hogy
az N475A mutécio csokkentette a domének kozotti interakcid erdsségét.

Szerettlink volna informéciokat kapni arrél, hogyan befolyasolhatja az N475A mutécio
az enzim aktiv helyét, ezért megvizsgaltuk a katalitikus diad aminosavainak tavolsagat is (29.
abra). Jelent6s kiilonbség volt lathato a vad tipust Asn475 aminosavat tartalmazo és az N475A
mutans enzimek szerkezete kozott (30. abra). A mutans aktiv konformere esetében a diad
aminosavainak tavolsaga egészen nagy értékeket vett fel, ami az aktiv hely relative nagyobb
instabilitdsdra utal. Ez az enzim aktivitdsa szempontjabol kedvezdtlen kdvetkezményekkel
jarhat, csokkentheti az aktivitasat. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az N475A mutacid
megvaltoztatja az enzim dinamikai tulajdonségait az aktiv hely koérnyékén, ami csokkenti az
aktiv konformer stabilitasat. Az instabilabb aktiv hely magdban is elegendd lehet az enzim

aktivitasanak csokkentéséhez, tovabba, az aktiv konformer nagyobb flexibilitdsa azzal a
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kovetkezménnyel jarhat, hogy az konnyebben alakul at az Oninaktivalt konformerré. Ennek
igazolasara dsszehasonlitottuk a kiindulasi és az ekvilibralt szerkezeteket. Az N-terminalisnak
az N475A mutans esetében tapasztalt jelentés elmozdulasa (20. abra) arra utalt, hogy
bekovetkezhet az aktiv konformacié atalakulasa az Oninaktivalt allapotba, azonban ennek
igazolasa hosszabb szimulacidk vizsgalataval lenne lehetséges.

Az altalunk meghatarozott 8DUF szerkezet két, a felszini entropia csokkentésének
céljaval beépitett mutaciot tartalmazott (K741A és K767A). A kristalyszerkezetek elemzése
alapjan feltételezhetd, hogy ezek a mutaciok novelik a Tyr764-Tyr774 felszini hurok
flexibilitasat, ugyanis a hurok egy szakasza (Arg769-Tyr774) nem volt meghatarozhat6 a
kristalyszerkezetben (18. abra). Mivel a kristalyszerkezetben megjelent az N-terminalis
Oninaktivalt formaja, feltételezhetd, hogy a felszini mutaciok érzékenyebbé tehetik az enzimet
az oninaktivalt forma kialakuldsara vagy annak stabilizalodasara, az allosztérikus interakciok
megvaltozadsa révén. Nem all rendelkezésre informdaci6é arrdl, hogy a VEEV replikdcios
ciklusara hatassal vannak-e a felszini mutaciok, de az alfavirus proteazok kozti nagymértékii
hasonlosag alapjan kovetkeztethetiink a moddositott aminosavak jelentdségére. A VEEV
nsP2pro K741A és K767A aminosavai megfeleltethetok a SINV nsP2 SAM MTaz domén R755
és R781 aminosavainak. Az R781 aminosav a SINV SAM MTaz doménjének felszinén
helyezkedik el, az nsP2 fehérje valamint az nsP3 ,,macro” €s cink-k6td domeénjét 6sszekotd
linker kozti felszinen. Az nsP2 és nsP3 kozti interakcidkban az R755 aminosav is részt vehet
(Shin és mtsai, 2012). Az R718A SINV mutaciorol korabban Kimutattak, hogy nem okoz
valtozast a virus életképességében (Mayuri és mtsai, 2008). Azt, hogy a VEEV replikacios
ciklusédra van-e hatdssal ez a két felszini mutacio, nem ismerjiik, erre vonatkozéan nem allnak
rendelkezésre irodalmi adatok és korabban ilyen mutacidkat tartalmazd enzimformét nem
vizsgaltak. A jelen disszertdcioban bemutatott munkdk célja egy rekombidns fehérje
szerkezetének in vitro és in silico vizsgalata volt, ezért kutatasaink nem terjedtek ki az életciklus
vizsgélatara sejtes rendszerben. A szerkezetek azonos pozicidiban elhelyezkedd aminosavak
hasonl6 szerepet tolthetnek be a fehérjék miikodésében, igy - a SINV nsP2pro-hoz hasonloan -
a VEEV pozitivan toltott Lys741 és Lys767 oldallancai is szerepet jatszhatnak az nsP2 és nsP3
kozti kolcsonhatdsok kialakitdsaban. Vizsgalataink ezekrdl a kolcsonhatdsokrol nem
szolgaltattak informacidkat, mert az altalunk vizsgalt fehérje csupan az nsP2pro enzimatikus
domént reprezentalta. A vad tipusu enzimmel és a K741A/K767A mutanssal végzett in vitro
aktivitasvizsgalatok adhatnak valaszt arra a kérdésre, hogy ezek a muticiok hogyan

befolyasoljak az enzimatikus sajatsagokat.
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A teljes hosszisaga nsP2pro, nsP2 vagy nsP1234 poliprotein fehérjék in vitro és/vagy
in silico vizsgalata segithet jobban megérteni azt is, hogy az egyes konformacios allapotok
kialakulasa hogyan befolyasolja az nsSP2pro miikddését in vivo, hiszen az enzim aktivacioja és
inaktivacidja egyarant kiemelt jelent0ségli a virdlis poliprotein és a cellularis fehérjék
processzalasaban is. Az in silico vizsgalatok azonban szamos kihivast tartogathatnak, az egyik
limitalo tényezd, hogy a nagy méreti fehérjék és makromolekuldris komplexek vizsgalatdhoz
sziikséges szdmitasi igény igen jelentds lehet. A kutatdsunkban vizsgélt nsP2pro-nél hosszabb
fehérjeformak, igy az nsP2 molekuladinamikai szimulacioja is jelentésen nagyobb szamitasi
kapacitast kovetelne meg, mig a teljes nsP1234 poliprotein esetén mar a modellt sem lehetne
felépiteni az AlphaFold felhasznaloi feliiletén keresztiil, ilyen léptéki modell elkészitése
szuperszamitogépes kornyezetben lehetséges. A szdmitasi korlatok athidalasaval vagy az arra
alkalmas kisérletes rendszerek alkalmazasaval érdemes lehet megvizsgalni, hogy az
Oninaktivacio az enzim miikodését szabalyozé endogén mechanizmus-e vagy az csak az enzim
iranyitott mutagenezise kdvetkeztében megfigyelhetd. Ismertek példak inaktivalodo enzimekre,
mint példaul a T7 bakteriofag kinaz is, mely képes foszforilalni 6nmagat (Pai és mtsai, 1975),
ami aktivitasanak elvesztését okozza, vagy a NADH dehidrogenaz, melynek aktivitasat az altala
termelt szuperoxid molekula gatolja az enzim oxidacioja révén (Chen és mtsai, 2005). Ezek az
oninaktivaciés mechanizmusok intermolekularis Gton zajlanak, azaz az egyes enzimmolekuldk
képesek a tovabbi, azonos enzimek inaktivalasara. Egyes enzimek azonban sajat magukat is
képesek lehetnek inaktivalni, mint pl. az aszpartil protedzok kozé tartozd Kimozin
emésztéenzim (Andreeva és mtsai, 1992) és egy rovar-eredetii aszpartil proteaz (Gustchina
és mtsai, 2005), amelyek esetében megfigyeltek egy olyan mechanizmust, melynek soran az
enzim katalitikus helye kozelében 1évé aminosavainak konformacios valtozasai vezetnek
oninaktivalashoz. Lehetséges, hogy a VEEV nsP2pro esetében megfigyelt konformacids allapot
az enzim Onszabalyozasi mechanizmusa miatt jon létre, azonban nem ismerjiik azokat a
faktorokat, amik ennek az oninaktivalt formanak a kialakulasat segithetik vagy gatolhatjak.
Eredményeink alapjan az Asn475 aminosavnak fontos szerepe lehet az aktiv konformacio
stabilizalasdban és gatolhatja az dninaktivalt konformacio kialakulasat.

A virdlis poliprotein egyes régioi és proteaz aktiv helye kozott kialakulo kdlcsonhatasok
megismerése azért is lehet fontos, mert a viralis poliprotein részeként expresszalodo
funkcionalis domének miikodoképessé valasa mas virusok életciklusaban is kulcsfontossagu.
Ilyen funkciondlis domének lehetnek szerkezeti (példdul matrix ¢€s kapszid) vagy
enzimaktivitassal rendelkez6 nem-szerkezeti fehérjék is (példaul integraz, protedz). A

poliproteinbdl torténd kihasadassal aktivalodik a HIV virus aszpartil protedza (Louis és mtsai,
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2000) és a SARS-CoV-2 cisztein proteaza is (f6 proteaz, Mpro) (Aniana és mtsai, 2023), de a
virusokéhoz hasonlé mdédon hasitja ki magat a teljes hosszisagu prekurzor fehérjébol az emberi
szervezetben is megtalalhatd retrovirus-szerli aszpartil protedz 1 (ASPRV1) fehérje protedz
doménje is, ami a protedz aktivalodasahoz vezet (Golda és mtsai, 2020). Kimutattak, hogy a
HIV-1 és SARS-CoV-2 proteazok aktivacioja a proteolitikus aktivacié sordn a protedz domén
N-terminalisan  bekdvetkez6 hasitas intramolekularis, mig a C-terminalis hasitasa
intermolekularis modon torténik meg (Louis és mtsai, 2000; Aniana és mtsai, 2023). Jovobeli
kutatasok tisztdzhatjak, hogy a VEEV esetében is jellemzoek-e ezek a 1épések az nsP2pro
kihasadasara, és hogy az autoaktivaci® mechanizmusa altalanosan jellemz6-e azokra a
protedzokra, melyek a prekurzor fehérjébdl torténd kihasitas révén aktivalodnak. Ezeknek a
folyamatoknak a megértése segithet valaszt adni arra a kérdésre is, hogy a VEEV nsP2pro
Oninaktivacioja is megtorténhet-e intra- és intermolekularis kdlcsonhatasok altal egyarant.

Az alfavirus protedazok vizsgalatanak jelentéségét adja tobbek kozott a fehérjéik, igy a
nem-szerkezeti proteazok szerkezete (17. abra) és hasitohely-szekvenciaik (4. abra) kozti
nagyfoku hasonlosag. A hasitohely szekvencidk hasonlosaganak jelentdségét a VEEV, EEEV
¢s WEEV virusok proteazai esetében is vizsgaltak mar (Morazzani és mtsai, 2019; Lulla és
mtsai, 2006; Russo és mtsai, 2006; Russo és mtsai, 2010, Hu és mtsai, 2023). Kimutattak
tobbek kozott, hogy ezen virusok nsP12 autoproteolitikus hasitéhely szekvencidi teljes
mértékben azonosak, és ez az szekvencia megtalalhatd a velesziiletett immunrendszer
miikodésében szerepet jatsz6 TRIM14 fehérjében is, amit igy ezek proteazok mindegyike képes
clhasitani (Morazzani és mtsai, 2019). A VEEV nsP2pro vizsgalataval tehat fontos
informaciok nyerhetdek tobbek kozott az EEEV és WEEV virusok azonos fehérjéirdl is, hiszen
példaul az azonos és/vagy hasonld szekvencidkat felismerd és hasitani képes alfavirus
proteazok a fertdzott sejtekben is potencidlisan ugyanazokat a fehérjéket lehetnek képesek
hasitani. A specificitas vizsgalataval szerzett 0j ismertetek tehat a jovOben segithetik az nsP2pro
uj cellularius szubsztratjainak az azonositasat, akar a virus €s a cellularis fehérjék kozti
szekvencia-azonossag viszgalataval (SSHHPS clemzés; Morazzani és mtsai, 2019). Ezen
tilmenden a hasitohelyek kozti hasonlésag nem csak a rokon virusok miikddését segithet
jobban megérteni, de nagyban segitheti példaul egyszerre tobb virus replikdciojat is gatolni
képes inhibitor kifejlesztését. Az alfavirusok mas fehérjéi, igy a felszini bruokfehérjék kozti
szerkezetek homologia mar napjainkban is alapjat képezi az Ujvilagi alfavirusok elleni
kombinalt vakcina kifejlesztésének (Fierro és mtsai, 2024). A vakcinak fejlesztése mellett
széles-spektrumu gatloszerek kifejlesztéséhez is hozzajarulhat azoknak az enzim-szubsztrat és

enzim-ligand kolcsonhatasoknak az azonositasa, melyek mindegyik virus proteaza esetében
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kialakulnak. A VEEV nsP2pro 6ninaktivaldo konformacidja esetében az enzim N-terminalisa
pszeudo-szubsztratként kotodik az enzim aktiv helyére. Mivel az enzim N-terminalis régioja
képes az aktiv helyre kotddni, az ezt a szekvenciat mimikalo molekuldk akar szubsztrat-analog
gatloszer fejlesztésének is alapjat képezhetik. A virdlis protedz természetes hasitohely
szekvencidjahoz hasonld, a szubsztratot mimikaldo protedz inhibitorokat a HIV-1 proteaz
esetében is kifejlesztettek (Tozsér, 2001; Flexner, 2007; Tie és mtsai, 2012). Vizsgalataink
soran tobb olyan kolcsonhatast is azonositottunk a VEEV nsP2pro aktiv helyén, amelyek
elosegithetik az Oninaktivalt konformer stabilizaldsat az N-termindlis bekotddése esetén, de
szerepet jatszhatnak akar egy szubsztrat-analdg inhibitor kotésében is. Jovobeli vizsgalatok
célja lehet példaul olyan inhibitor kifejlesztése is, amely kovalens kotést alakit ki a katalitikus
ciszteinnel (Huang és mtsai, 2022), melyhez leggyakrabban nitrilcsoportot alkalmaznak
(Brogi és mtsai, 2022). Ilyen csoportot talalunk a SARS-CoV-2 f6 proteazt gatolni képes
inhibitorban, a nirmatrelvirben is (Owen és mtsai, 2021), melynek kdlcsonhatasait a proteaz
aktiv helyével mar kutatocsoportunk is vizsgalta (Motyan és mtsai, 2022). A kozelmultban
oldottak fel a VEEV nsP2pro-nak egy peptid-szerii, epoxid csoportot tartalmazo kovalens
cisztein proteaz inhibitorral (CAQ074) alkotott komplexének kristalyszerkezetét (PDB ID:
8T8N, Hu és mtsai, 2023). Kimutattak, hogy az inhibitor hatékonyan képes gatlé hatast
kifejteni a VEEV, a WEEV ¢és a Chikungunya virus protedz esetében, mely enzimek szerkezete
nagyfoku hasonlosdgot mutat. A CAO074 inhibitor bekotddésében kifejezetten azon
aminosavaknak van szerepe, amelyek jelent6s konzervaltsagot mutatnak ezen alfavirusok
szekvenciaiban. Az enzim-inhibitor kélcsonhatasot molekuladinamikai szimulaciokkal torténd
vizsgalata segithet felderiteni, hogy hogyan lehet tovabb novelni a gatloszer hatékonysagat. A
szamitogépes modellezés modszereit mar korabbi tanulmanyok soran is alkalmaztak lehetséges
alfavirus inhibitorok vizsgalataban (Byler és mtsai, 2016), a jovében pedig az inhibitorok
tervezésekor akar az oninaktivalt N-terminalis konformer esetében meghatarozott interakcidkat

is figyelembe lehet venni.
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8. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben bemutatott kutatasok célja a Venezuelai 16-1az encephalitis
virus (VEEV) nem-szerkezeti fehérje 2 proteazanak (nsP2pro) szamitasos kémiai modszerekkel
torténd vizsgalata volt, amelyhez a molekuladinamika médszereit alkalmaztam. Vizsgalataink
soran az enzim specificitasat, valamint az oninaktivalt konformacié kialakulasat és az enzim
stabilitasat meghataroz6 szerkezeti sajatsagok vizsgalatat tliztiik ki célul.

A szubsztrat-specificitas vizsgalatdhoz az nsP2pro oligopeptid szubsztrattal alkotott
komplex modelljét hoztam 1étre, mely szubsztrat a kisérletes vizsgalatok soran is hasznalt SFV
nsP1/nsP2 természetes hasitohely szekvenciat reprezentalta. Az igy felépitett enzim-szubsztrat
komplexet molekuladinamikai szimulaciokkal vizsgaltam, majd az ekvilibralt komplexben 1évé
szubsztratot kiilonbozo (P5-t61 P2’°-ig) pozicidkban mutaltuk in silico, és meghataroztuk, hogy
a szubsztrdt modositdsa hogyan befolydsolja az enzim-szubsztrat kolcsonhatasokat.
Eredményeinket a kisérletes specificitdsi vizsgélatok eredményeinek értelmezéséhez és az
aminosav-preferenciakat meghatarozo szerkezeti sajatsagok azonositasahoz hasznaltuk fel.

A VEEV nsP2pro szerkezetének vizsgalatait kollaboracids  partnereink
rontgenkrisztallografiaval is elvégezték. Az aktiv helyen nem (de a felszinen két pozicidban is)
modositott enzim szerkezetében az N-terminalis aktiv hely iranyaba fordult konformerét
észleltiik, amely jelentés hasonlosagot mutatott a korabban az N475A aktiv hely mutans enzim
esetében leirt, in. oninaktivalt formaval. Az 6ninaktivalt konformacids allapot kialakuldsanak
szerkezeti hatterét molekuladinamikai szimuldciokkal vizsgaltam a munkénk soran
meghatarozott, valamint kordbban publikalt szerkezeti koordinatak alapjan. Vizsgaltam az N-
terminalis hidrogénhid-interakciés halozatat és a dinamikai szempontok alapjan fontos
aminosavak tavolsaganak valtozasat is. Tovabba, 6sszehasonlitottam az aktiv helyen kialakuld
kolcsonhatasokat az enzim N-terminalis régioja (Oninaktivalt konformer) vagy oligopeptid
szubsztrat kotddése esetében, meghatarozva a kolcsonhatasi halozatok legfontosabb
hasonlosagait és kiilonbségeit. A szimulacios eredmények felfedték a vad tipusu Asn475
aminosav esetében is megjelend, az 6ninaktivalt forma kialakulasért felelos kolcsonhatasokat.

Eredményeink hozzajarulnak a VEEV nsP2Pro specificitasat valamint stabilitasat
meghataroz6 szerkezeti kdvetelmények jobb megértéséhez €s potencialisan felhasznalhatdak
lehetnek méas homolog virdlis protedzok vizsgalatdban, valamint a proteazt gatolni képes

molekulak tervezésekor.
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9. SUMMARY

The goal of the research - presented in my doctoral thesis - was to study the Venezuelan
equine encephalitis virus (VEEV) non-structural protein 2 protease (nsP2pro) by using
computational approaches, for which | have applied the molecular dynamics methods. During
our studies, we aimed to investigate the structural features that determine the specificity and
stability of the enzyme and have correlation with the formation of the self-inactivated
conformation

To investigate the substrate specificity, | prepared a model of the nsP2pro in complex
with an oligopeptide substrate representing the SFV nsP1/nsP2 natural cleavage site sequence,
this substrate used in the in vitro specificity study, as well. The enzyme-substrate complex was
investigated with molecular dynamics simulations, followed by the modification of the
substrate in the equilibrated complex in various positions (form P5 to P2”) in silico. We have
determined how the modification of the substrate affects the enzyme-substrate interactions. The
results of the computational analyses were used to interpret those of the experimental specificity
assays and to identify the structural features that determine amino acid preferences.

The structure of VEEV nsP2pro was determined by our collaboration partners using X-
ray crystallography. We found that the N terminus of the enzyme lacking any mutation at the
active site (but containing two in its surface) flipped into the active site, which so-called self-
inactivated conformation closely resembled that of the previously described N475A active site-
mutant enzyme. The structural requirements of the self-inactivated conformation were
investigated by using molecular dynamics simulations, based on the structural coordinates
determined in this work or published previously. We examined the hydrogen bond interaction
network of the N terminus and the changes in the distances between the most important
residues. In addition, the similarities and differences of the interaction networks were also
determined in the case of binding of the N terminus (self-inactivated conformer) or an
oligopeptide substrate to the active site. The simulations revealed the interactions that are
responsible for the formation of the self-inactivated conformation and also appears in the case
of the wild-type Asn475 residue.

Our results help better understanding of the structural determinants of the specificity
and stability of VEEV nsP2Pro, and can potentially be used in the investigation of other
homologous viral proteases as well as can aid the design of protease inhibitors.
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdomnek, Dr. Mdtyan Janos Andrasnak a
kutatbmunkamhoz és doktori dolgozatom elkésziiléséhez nytjtott rengeteg segitségért, tovabba
a szamos palyazati anyagom, eléadasom elkésziiléséhez nyujtott Onzetlen segitségért, ami
hatalmas mértékben jarult hozza szakmai fejlddésemhez.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Tézsér Jozsef intézetvezetd professzor irnak, mind
a szakmai segitségért, mind a lehetdségért, hogy a Retroviralis Biokémiai Kutatd Laboratorium
kutatocsoporthoz csatlakozva kutatomunkat folytathassak, és szdmos kutatdsi projektben,
konferencian részt vehessek.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Bozoki Beatanak a doktori munkam elkésziiléséhez
nélkiilozhetetlen szubsztrat-specificitast vizsgalo kisérletes munkak elvégzéséért.

Koszonettel tartozom Dr. David S. Waugh professzor trnak, tovabba Dr. George T.
Lountos-nak, Dr. Danielle Needle-nek és Dr. Alexander Wlodawer-nek, a VEEV nsP2pro
kristalyszerkezetének meghatarozasaért, amely nélkiil e doktori dolgozat nem sziilethetett volna
meg.

Koszonetet mondanék a Retroviralis Biokémiai Kutatd Laboratorium munkatarsainak,
Dr. Mohamed Mahdinak, Dr. Szab6 Andrasnak, Dr. Golda Marianak és Irene Wanjiru
Kiarie-nek a k6zos munkaért és a lehetdségért, hogy tovabbi érdekfeszité projektekben is részt
vehettem. Kdszonettel gondolok a munkacsoport tovabbi tagjaira, megkdszonném a segitséget
Miltner Noéminek, Ambrus Viktornak, tovibba Nagyné Veres Agotanak és Janics-Peté
Szilvianak. Kiemelt halaval tartozom Kunkli Balazs Tibornak a szakmai segitségért, a barati
beszélgetésekért és kozos palyazatunk sikeréért.

Koszonettel tartozom Dr. Shina Caroline Lynn Kamerlin professzor asszonynak,
mind az EBSA 0sztondijas lehetdségért, mind a szamitdsos kémia teriiletén nyujtott rengeteg
segitségért, tanacsért.

Szeretnék koszonetet nydjtani tanulmanyaim soran korabbi mentoraimnak, Dr. Mandi
Attilanak, aki megismertetett a szamitdsos kémia alapjaival. Kdszonetet mondanék Dr.
Fuxreiter Monika professzor asszonynak a szakmai segitségért. Halaval szeretnék
megemlékezni Dr. Komaromi Istvanrol’, aki megismertetett a fehérjemodellezés szamos

modszerével.
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Szeretném megkoszonni Dr. Fésiis Laszlo professzor trnak, Dr. Karancsiné Dr.
Menyhiard Doéranak és Dr. Fehér Krisztindnak a komplex vizsgan nyujtott szakmai
tanacsokat, ami jelentés mértékben jarult hozza a doktori dolgozat szinvonalanak emeléséhez.

Koszonet szeretnék mondani Dr. Fekete Attilanak a szamitasos kémia teriiletén
nyujtott tanacsokért, és a szuperszamitogépek hasznalatdban nyujtott segitségéért, tiirelméért.
Szeretném megkdszonni a szdmos szakmai tanacsot Dr. Miskei Martonnak. Koszonettel
tartozom Dr. Hajdu Péter Bélanak a fizika tudomanyaval kapcsolatos szamos tanacsaért.
Koszonettel tartozom Dr. Kurtan Tibor professzor urnak, aki egyetemi tanulméanyaim alatt
segitette munkam. Koszonet illeti Tornyi Ilonat, a bioinformatikai mddszerekkel kapcsolatos
tanacsaiért.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Tiiii-Szabo Boldizsarnak, Duré Norbertnek és
Kertiné Ferenczi Renatanak a korabbi kutatomunkam soran nyujtott segitségért.

Koszonettel tartozom Tolli Lajosnak a szamitdstechnikai segitségért.

Koszonettel tartozom Olah Zsuzsannanak, Szabé Orsolyanak, Nagy Anettnek és
Vida Ildikénak az adminisztrativ feladatokkal kapcsolatos segitségért.

Koszonetet mondok csalddom tagjainak is. Kiilondsen nagy halaval tartozom
édesanyamnak a tanulmanyaim soran nyujtott tdmogatasért, tlirelméért. Szeretném
megkdszonni a rengeteg dnzetlen segitséget és tamogatast nagynénémnek. Oszinte hélaval
gondolok névéremre és batyamra.

Oszinte halaval gondolok édesapamra, aki mindig tAmogatott tanulmanyaimban, és

batoritott a felmeriild nehézségekkel szemben. Emlékét mindig 6rizni fogom.

A doktori dolgozatban targyalt munkak a felsorolt palyazatok tamogatasaval késziiltek:

Adatintenziv és Nyitott Tudomany Program 6sztondij (Hoffka Gyula részére), Tématertileti
Kivalésagi Program (TKP2021-EGA-20), MTA Post-covid jelenségek kutatdsara iranyuld
palyazati program (POST-COVID2021-16), ,,Idea to Life” Tudomanyos Otletfejlesztési Program
(EFOP-3.6.1-16-2016-00022) és EBSA Bursary (Hoffka Gyula részére). A Kulturalis és
Innovacids Minisztérium UNKP-23-5-DE-486 kodszamu (Motyan Janos Andréas részére) és
UNKP-23-3-11-DE-456 kodszamti (Hoffka Gyula részére) Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak
a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacids Alapbdl finanszirozott szakmai tAmogatasaval
késziilt, tovdbba Moétyan Janos Andras munkajat az MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij

tamogatja (BO/00110/23/5).

Koszonetet mondok a KIFU altal biztositott szamitasi idoért.
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