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1. Bevezetés
1.1. A venezuelai 16-1az encephalitis virus

Korunk orvostudomanyanak egyik legnagyobb kihivasat a virusokkal szembeni
védekezés €s a virusfertdzések kovetkeztében kialakuldo megbetegedések gyogyitasa jelenti. A
bakterialis eredetii megbetegedésekkel szemben a virusok ellen nem lchetséges
antibiotikumokkal védekezni. Az elmult években a vilagot megrazo jarvanyért felelds sulyos
akut 1égzdszervi szindroma koronavirus 2 (SARS-CoV-2) viruson kiviil szamos mas veszélyes
virus 1étezik még. Ezek kozé tartozik a venezuelai 160-1az encephalitis virus (Venezuelan equine
encephalitis virus, VEEV) is. A VEEV a virusok IV(+) csoportjanak Togaviridae csaladjaba
tartozik, azon beliil pedig alfavirus nemzetség Gjvilagi (New World) agaba. A nemzetségbe
tartozo virusok altalanos jellemzdje az ss(+)RNS genom, a gdmb alak, és a receptor-medialt
felismeréshez nélkiilozhetetlen glikoproteinek a sejtmembranban. Az 1jvilagi alfavirusok
(VEEV, EEEV és WEEV) emberben agyvel6gyulladast okozhatnak, aminek tiinetei enyhét6l
komolyig terjedhetnek, esetenként halalt is okozhatnak. A VEEV fertézés 4altaldban
influenzaszeri tiineteket produkal, azonban halalt okozhat, a halalozasi arany kb. 1 %, az esetek
tovabbi 14 %-aban pedig neurologiai tiineteket okoz. A fert6zés kezelésére jelenleg nincs az
amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer-Engedélyeztetési Hivatal (Food and Drug Administration,
FDA) altal elfogadott antiviralis gyogyszer, a megeldzését lehetéveé tevd vakcinak fejlesztése
jelenleg is folyamatban van. Ezek koziil kiemelhetiink egy virus-szerli részecskéken alapulo
vakcinat, amellyel mar klinikai vizsgalatok végeztek, illetve egy DNS-alapu vakcinat,
amelynek hatasat makakok esetében igazoltdk. A virus jovébeli potencidlis terjedéséhez
hozzajarulhat a klimavaltozas is, melynek kovetkeztében a VEEV olyan helyeken is
felbukkanhat, ahol kordbban nem volt jelen. Terjedéséhez a globalis utazasi héalézatok is
hozzajarulhatnak, amelyek segitségével a virus a vilag barmely pontjan felbukkanhat. Ezeket
figyelembe véve elmondhatjuk, hogy egy VEEV ellen kifejlesztendd antiviralis gyogyszer vagy

vakcina kiemelt fontossaggal birna.

1.2. Az nsP2pro fehérje

A VEEV genomjéaban két nyitott leolvasési keret (ORF) taldlhatd. Az elsé egy, a nem-
szerkezeti fehérjéket (non-structural protein, nsP) tartalmazo poliproteint kodol, a masodik
pedig a szerkezeti fehérjéket. Transzlacidt kovetden a poliprotein proteolitikus hasitassal

darabolodik 6nallo nsP1, nsP2, nsP3 és nsP4 nem-szerkezeti fehérjékre. Ezek koziil a nem-



szerkezeti fehérje 2 (nsP2) kiemelt fontossaghi a virus életciklusanak szempontjabol. Az
alfavirus nsP2 fehérjék esetében szamos fontos régiot hataroztak meg: az N-terminalis régiorol
(Gly1-1le456) megallapitottak, hogy ATPaz és GTPaz aktivitassal, tovabba RNS helikaz
aktivitassal is rendelkezik, mig a C-terminalis régiot (Met457-Cys794) alkotja tobbek kozott
egy papain-szeri cisztein proteaz domén, amit egy S-adenozil-L-metionin (SAM)-fiiggdé RNS
metiltranszferdz (SAM MTaz) domén kdvet. A VEEV nem-szerkezeti fehérje 2 protedza, az
nsP2pro (EC 3.4.22.B79) egy cisztein proteaz, melynek kiilondsen fontos szerepe van a virus
¢letciklusaban. A protedz domén Ossze van kotve a SAM MTaz doménnel, amelynek a
proteolizisben betdltott szerepét is sikeriilt igazolni: az Arg662, Lys705 és Lys706 aminosavak
részt vesznek a szubsztratkoté helyek kialakitasaban, ezaltal a szubsztrat felismerésében. Az
nsP2pro katalitikus diadjat egy cisztein és egy hisztidin aminosav alkotja, a Cys477 és a His546,
a szubsztratkoté hely pedig a protedz és a SAM MTaz domének kozott helyezkedik el. Az
nsP2pro legfontosabb szerepe az nsP1234 fehérje hasitasa az nsP1/nsP2, nsP2/nsP3 és
nsP3/nsP4 auotproteolitikus helyeken. A szubsztratk6té alhelyek és az ezekbe kot6do
szubsztrat egyes aminosavainak elnevezéséhez a Schechter és Berger altal 1967-ben bevezetett
nevezéktant vehetjiik alapul. A szubsztrat esetében a hasitohely fel6l az N-termindlis iranyba
haladva P1, P2, stb., mig a C-termindlis irdnyaban P1°, P2’, stb. szdmozast alkalmazunk. Az
enzim szubsztratkotd helyét alhelyekre osztjuk, amelyek koziil valamennyi egy-egy szubsztrat
aminosavrész kotéséért felel, és az elézéeknek megfeleléen S2, S1, S1°, S2°, stb. néven
hivatkozunk ezekre.

Az alfavirusok autoproteolitikus hasitohely szekvenciai nagyfoki hasonlosagot
mutatnak, altalaban a P1 helyen egy kisebb oldallanccal rendelkez6 aminosav talalhato, amit
P2 pozicidban egy glicin kovet. A P3 helyzetben 1évé aminosav konzervalt, mig a P4
jellemzéen eltéré lehet, mig a P1°-P4’ pozicidkban 1évé aminosavak nagyobb mértéki
valtozatossagot mutatnak.

A VEEV nsP2pro szubsztratkotd alhelyei koziil az S1 kialakitasaban az Asn475, Val476
és Ala509 aminosavaknak van fontos szerepe, a Val476 és Cys477 aminosavak f6lanci amidjai
oxianionos iireget képezhetnek. Az S2 alhely az in. ,,glicin-specifikus motivumra” emlékeztet,
amely mas cisztein proteazokban is el6fordul, egy magasan konzervalt Trp547 €s az elétte 1évo
katalitikus His546 alkotja, és a P2 helyen 1év6 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.



A VEEV nsP2pro nagyon fontos gydgyszercélpont, ennek oka tobbek kozott a virus
¢letciklusaban betoltott kritikus szerepe és az interferon védekezési mechanizmussal szembeni
aktivitasa. A proteaz képes felismerni a megfert6zott gazdasejtekben az immunvalaszért felelés
TRIM14 fehérjében el6forduld, a virdlis poliproteinben 1évé hasitdhelyhez hasonld
szekvenciat, és elhasitani ezt a fehérjét. Az ilyen szekvenciakat a gazdaszervezet és a patogén
fehérje szekvencidk rovid homoldg szakaszainak nevezziik (short stretches of homologous
host-pathogen protein sequences, SSHHPS). Mindezek alapjan elmondhato, hogy a VEEV

nsP2pro a gyogyszertervezés egyik fontos célpontjaban tekintheto.

1.3. Az alfavirus nsP2pro fehérjék kristalyszerkezete

Az alfavirus koziil csak a VEEV, a Chikungunya virus (CHIKV) és a Sindbis virus
(SINV) proteazanak szerkezetét hataroztak meg, a legtobb szerkezeti informaci6 a VEEV
nsP2pro esetében érhetd el. Az elsé VEEV nsP2pro szerkezetet 2006-ban sikeriilt leirni (PDB
kristalyositottdk, majd rontgenkrisztallografids modszerrel a proteaz és a SAM MTaz
doméneket magdba foglald 1égié (Asp468-Ser787) szerkezetét sikeriilt feloldani, 2,45 A
felbontassal.

Egy 2016-ban kozétett tanulmanyban a VEEV nsP2pro inhibitorral gatolt szerkezetét
irtak le (PDB ID: 5EZS). Ezt kovetéen, egy 2017-ben megjelent tanulmanyban a VEEV
nsP2pro egy mutans valtozatat is vizsgaltak, amely esetében alacsonyabb enzimatikus aktivitast
hataroztak meg. Az enzim az N475A mutaciot tartalmazta, kristalyszerkezetét a GIn471-
Glu791 régi6 esetében sikeriilt meghatarozni, 2,10 A felbontassal (PDB ID: 6BCM). A
szerkezetben az N-terminalis régio egy alternativ konformerét figyelték meg, amelyben az
enzim N-terminalis szakasza (GIn471-Cys477) az aktiv hely iranyaba fordulva jelent meg,
elfoglalva a szubsztratkotd helyet. A tanulmany szerzoi, mint ,,6ninaktivalt” formara utaltak ra
(6BCMPninaktivilty = s7emben a f6 konformerrel, amely az aktiv konformernek tekinthetd
(6BCM¥*WY) Az aktiv és inaktiv konformerek 60 és 40%-os eloszlasban voltak jelen a
szerkezetben az elektronstirtiségi térkép alapjan. A legljabb, 2023-ban publikalt vizsgalat
keretében egy in silico modszerek felhasznalasaval fejlesztett inhibitorral egytitt kristalyositott
VEEV nsP2pro szerkezetet is sikeriilt meghatarozni (PDB ID: 8T8N).



1.4. Kristalyszerkezet-meghatarozas

Az enzimek szerkezetének kisérleti modszerekkel valo vizsgalatara szamos lehet6ség
all rendelkezéstlinkre, ezek koziil fontos kiemelni a rontgenkrisztallografiat, amely tobb mint fél
évszazados multra tekint vissza a fehérjeszerkezeti vizsgalatok terén. A moddszer
alkalmazaséhoz sziikséges a fehérje expresszalasa, tisztitasa, majd kristalyositasa. A kapott
egykristalyt ezutan rontgensugarakkal sugarozzak be, majd a diffrakcids képekbdl torténik az
elektronstiriségi térkép alapjan torténik, ebbe a térképbe helyezik be az atomokat és épitik fel
a fehérje haromdimenzids szerkezetét. A fehérje meghatarozott szerkezetét tobbek kozott az

RCSB Protein Data Bank (PDB) adatbazisba feltoltve Orizziik meg.

1.5. Molekulamechanika

A kisérleti moédszerek eldtt jelentds kihivast jelent az egyedi fehérjemolekulak
vizsgalata, tobbek kozott a konformacidés valtozdsok idébeli megfigyelése. A
molekulamechanikai modszerek lehetéséget biztositanak arra, hogy megvizsgaljuk egyedi
molekulak, atomszervezodések dinamikai tulajdonsagainak valtozasait. A modszer alapelvei a
klasszikus, determinisztikus newtoni mechanikat kovetik, amelyben a molekuldkat rugdkkal
0sszekotott modell atomokkal irjuk le. Az egyes atomokat toltés, tomeg és méret paraméterek
jellemzik, idobeli mozgasuk a tobbi jelen 1évé atommal valdo kolcsonhatas alapjan
meghatarozott, tovabba az atomok kozotti kotések tipusa is elére megadott, ennek
kovetkeztében elektronatmenet modellezése nem lehetséges a molekuladinamika modszereivel.
A molekuladinamika moddszereinek rendkiviil nagy jelentdsége van szerkezetvizsgélati
tanulmanyok esetében.

A vizsgalt molekulakat valamilyen megtelelden paraméterezett erétérrel irjuk le, amely
egy tobb tagbdl allo fiiggvény, amely az atomi mindségek €s poziciok Osszességéhez, azaz
diéderes szogek, Lennard-Jones potencial és Coulumb kolcsonhatas szerepelnek, mint az
erfteret leird képlet tagjai. Az egyes kiilonalld, adott elektronszerkezettel rendelkezd
molekulak, tobbek kozott a fehérjék, vizmolekulak, ionok topologiajat is meg kell, hogy adjuk,
ezek nem valtoznak meg a szimuléaciok soran

A modszer alkalmazasahoz sziikséges egy megfeleld szerkezeti modell, ami lehetdség
szerint egy kisérletileg meghatarozott szerkezet, de sziikség esetén igénybe kell venni a

homologia modellezést, vagy ujabban gépi tanulason alapulé modszereket is (pl. AlphaFold).
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Meg kell jegyezni azonban, hogy a kristdlyszerkezetek, az ezek alapjan készitett
homologiamodellek, €s ezek alapjan tanitott mesterséges intelligencia-alapu modszerek altal
becsiilt szerkezetek egyarant kristalyfazisban reprezentaljak a fehérje szerkezetét, ami nem felel
meg az €16 sejtnek vagy in vitro kisérletek koriilményeinek.

A fehérje szerkezetet ezutan sziikséges elOkésziteniink a szimulédciok lefuttatdsara,
ellendrizni, hogy monomert, vagy dimert sziikséges vizsgalni, eltdvolitani a nem sziikséges
molekularészleteket, pl. inhibitort, meg kell vizsgalni az alternativ konformerek jelenlétét és
beallitani az egyes protonalhato oldallancok protonaltsagi allapotait, és sziikség esetén tn. end-
capping csoportokkal lezarni a fehérjelancot, potolni a hianyzé atomokat.

A szimulédciok lefuttatdisa ma mar szinte kizardlag explicit oldészer jelenlétében
torténik, amelyhez sziikséges valamilyen vizmodell kivéalasztasa, és az olddszermolekulak
hozzéadasa. A molekuladinamikai szimuldciok altalanos esetben periodikus kornyezetben
zajlanak (Periodic Boundary Condition), ami leggyakrabban téglatest vagy csonka oktaéderes
geometriaju szimulacios dobozt takar. Ionok hozzaadasaval neutralizalhatjuk a rendszert,
fiziologias modellek esetén az ionerésséget is beallithatjuk.

A szimuldciok elsd 1épése altaldban a szerkezet konformdcids energidjanak
minimalizalasa, amelynek soran a geometriai deforméaciok miatt jelentkezd fesziiltségeket
sziintetjik meg. Ezutan a molekuladinamikai szimulacidé sordn a program el6re beallitott
paraméterek alapjan és véletlenszerlien megadott kezddsebességekkel inditja el a szimuléciot,
az egyes lépésekben az erdtér alapjan kiszmitja az atomokra hatd erdket, és a szimuléciod
nagymértékben kontrollalhatjuk, meg kell adnunk milyen koriilmények kozott futtatjuk a
szimulaciot, milyen tulajdonsagok jellemzik majd a sokasagot. A leggyakrabban alkalmazottak
az un. NVT, azaz kanonikus és NPT, vagy izotermalis-izobarikus koriilmények. A képletekben
N az atomszamot, V a térfogatot, T a hdmérsékletet, P a nyomast jelenti, valamennyi esetben
ezeket tartjuk allandd (N és V), vagy egy elbre beallitott varhato érték (P és T) szintjén. A
szimuldcio soran rendszert az algoritmus a megadott idOkdzonként 1épteti, lehetdségiink van
megadni a mintavételezési idétartamot: azt az iddszakaszt, amennyi 1€pés utdn a rendszer
elmenti a kapott koordinatékat.

A kiindulasi szerkezetként hasznalt kristalyszerkezet vagy modellezés alapjan kapott
szerkezet jelentds mértékben eltérhet a fiziologids oldatban valojaban megjelend szerkezettol.
Az un. simulated annealing modszer alkalmazasaval ebbdl a szerkezetbdl juthatunk el az

oldatban valoban el6forduld szerkezethez, tgy, hogy a rendszert fiziologias hdmérsékletnél
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magasabb hémérsékletre felflitjiik, azon a hémérsékleten ekvilibraljuk, majd alacsony
hémérsékletre hiitjiik, tobb cikluson keresztiil ismételve a 1épéseket.

Egy fehérje és ligandja (pl. szubsztrat) altal alkotott komplex vizsgalata soran sziikség
lehet megkotések alkalmazasara, ugyanis a valosagban a bekotdédés utan a szubsztrat minden
valdszinliség szerint révid idon beliil reakcioba 1€p az enzimmel, mig egy molekuladinamikai
szimulacid soran nincs lehetdség reakcioba lépésre, ezért sziikséges lehet a szubsztratot

mesterségesen az aktiv helyben tartani.

1.6. Szimulaciok analizise

A lefutott molekuladinamikai szimulaciok mindségi ellendrzésének egyik lehetdsége a
négyzetes kozép eltérés (root mean square deviation, r.m.s.d.) értékek kiszamitasa. A
modszerrel a kristalyszerkezetekbdl nyert, hatirozott szerkezettel rendelkezé fehérjék
oldoszerben torténd viselkedésének megfeleld reprodukalasat -ellendrizhetjiik. Fontos
megjegyezniink, hogy a mozgékony, dinamikus fehérjék vagy fehérjeszakaszok (pl.
rendezetlen fehérjék) esetében akkor beszélhetiink konvergenciardl, ha egy tartomanyon beliil
fluktual ugyan, de atlagértéke mar nem valtozik.

A fehérjék dinamikai tulajdonsagainak vizsgalatdira szdmos modszer all
rendelkezésiinkre, tobbek kozott vizsgalhatunk kiilonbozé geometriai paramétereket, pl.
aminosavak kozotti tavolsagokat, amelyek kolcsonhatasok megjelenését igazolhatjak.

Kiemelt jelentdségili a hidrogénhidak vizsgéalata, amik a masodlagos koélcsonhatasok
koziil az egyik leger0sebb kolcsonhatast biztositjdk. A szimulaciok jo lehetdséget biztositanak
a hidrogénhidak altal alkotott kdlcsonhatasi rendszerek vizsgalatara. Egy kristalyszerkezet csak
a fehérje egy adott allapotat, még inkabb a kristalyban 1évé molekulak atlagat, reprezentalja,
méghozza nem is oldoészer fazisban, egy megfeleldé mindségli szimulacid nagyon értékes
részleteket mutathat meg a vizes kozegben jelen 1évd hidrogénhid kdlesonhatasokrol.

A szimulaciok soran a fehérje egyes részei elmozdulhatnak, a kapott hosszu trajektoriak
rendszerint szamos, tObbé-kevésbé eltérd szerkezetet tartalmaznak. Sziikség lehet a kapott
szerkezetek egymassal vald 0sszehasonlitdsara, csoportositaséara, és a csoport(ok)ra leginkabb

jellemzo szerkezet(ek) kivalasztasa, amit klaszterezés segitségével oldhatunk meg.



1.7. A szimulacios szoftverek alkalmazasa

Szamos molekuladinamikai szoftver all rendelkezésre, ezek koziil tobb ingyenesen
elérhetd, koziilok kiemelhetjiik az Amber, GROMACS és NAMD szoftvereket. A bemutatott
munka soran az Amber16 szoftvert alkalamztuk, amely t6bb programot és scriptet tartalmaz.
Két részbol all, az AmberTools-bol, és az Amber szamitasi programcsomagbol. Az
AmberTools, amely gyakorlatilag minden scriptet tartalmaz, amelyekkel egy fehérjét
elokészithetiink, lefuttathatjuk a szimuldciokat, és az eredményeket is értékelhetjiik.
Beletartoznak az egyes erdterek paraméterei, a szerkezetek elokészitéséhez sziikséges tleap
script, és a mas molekulak paraméterezését segité antechamber program is. A szimulaciok
lefuttatasara a sander programmal van lehetéség, eredményeinek analizisét a cpptraj scripttel
tudjuk elvégezni. Az AmberTools-ban elérhet6 szamitasi programoknal nagyobb teljesitményii
pmemd scriptet az Amber szamitasi programcsomag tartalmazza, amelyre a szimulaciok
gyorsabb, pl. grafikus processzoregység (GPU)-gyorsitdst hasznalo alkalmazasanak
lefuttatdsahoz van sziikség. Valamennyi bemutatott szamitdst az Amberl6 szoftverrel
futtattunk le, igénybe véve a pmemd algoritmus GPU-gyorsitott valtozatat. A szerkezetek
elokészitését, az eredmények analizisét pedig az AmberTools-ban elérhetd scriptek
segitségeével veégeztiik el.

A molekuladinamikai szimulaciok altalaban nagy szamitasi kapacitast igényelnek, és a
szimuldciok soran nagy mennyiségli adat generdlodik. Lefuttatasukra leginkabb
szuperszamitogépes (HPC) kdrnyezetben van lehetdség, szamos nagy teljesitményli CPU mag
és GPU igénybe vételével, parhozamosan futtatva tobb szimulaciot. A szuperszamitogépes
kornyezetben eldre telepitett szoftverek segitik munkankat, amelyeket az adott HPC
er6forrasainak megfeleléen paramétereztek, igy nekiink mar ezek beallitdsaval nem kell
foglalkoznunk. Tovabba, akadémiai licenccel olyan szoftverek is elérhetdek lehetnek, amelyek
kiilon megvasarlasa jelentds Osszegeket emésztene fel. A modern MD programok erdsen
optimalizaltak a GPU-kon val6é futtatasra, sokszorosan meggyorsitva munkdnkat ezzel a
hagyoményos CPU futasokkal szemben. Ebben kiemelhetjiik a CUDA programozasi interfész
szerepét, amelyre a legtobb GPU gyorsitast igénybe vevd molekuladinamikai szoftver

tamaszkodik.



2. Célkitiazések

A doktori disszertacio alapjaul szolgald kutatdsaink célja a VEEV nem-szerkezeti
fehérje 2 protedz (nsP2pro) miikodését meghatarozé szerkezeti sajatsagok szamitdsos kémiai
modszerekkel torténd vizsgalata volt, kiilonds tekintettel az aktiv helyen kialakul6 inter- és
intramolekularis kolcsonhatasokra. A szerkezeti vizsgélatok részét képezték azon kisérletes
vizsgalatoknak, melyek célja az enzim specificitasanak in vitro aktivitasmérésekkel torténd

meghatarozésa, valamint az enzim szerkezetének rontgenkrisztallografiaval valo feloldasa volt.

I. A VEEV nsP2pro szubsztrat-specificitasanak vizsgalata

A kisérletes specificitas vizsgalatok kiegészitéseként célul tliztiikk ki a VEEV nsP2pro
szubsztrattal alkotott komplex szerkezetének elkészitését, a komplex molekuladinamikai
szimulaciokkal torténé elemzését, valamint kiilonbdz0 szubsztrat variansok szerkezeti és
energetikai vizsgalatat, az aminosav preferencidkat meghatdrozo 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 stabilitdsat meghatarozo
szerkezeti sajatsagok feltérképezése az elérhetd kristalyszerkezetek Osszehasonlitasa és
molekuladinamikai szamitasok segitségével, kiilonos tekintettel az enzimet érinté mutaciok

hatasainak valamint az aktiv hely kdlcsonhatasi halozatainak feltérképezésére.
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3. Anyagok és modszerek

Doktori munkdim soran végzett valamennyi szamitds a Kormanyzati Informatikai
Fejlesztési Ugynokség (KIFU, korabban NIIF) 4ltal rendelkezésiinkre bocsatott HPC

er6forrasok igénybe vételével késziilt.

3.1. A VEEV nsP2pro szubsztrat-specificitasanak vizsgalata

A kiindulasi szerkezet a specificitas vizsgéalata soran a VEEV nsP2pro és a természetes
szubsztratja altal alkotott komplex modell szerkezete volt. A fehérje szerkezete a 469-767
pozicidoban 1évé aminosavak tartalmazta, a szerkezetet Dr. Patricia M. Legler bocsatotta
rendelkezésiinkre (Center for Bio/molecular Science and Engineering, U.S. Naval Research
Laboratory).

Az eredeti modell és a kisérletileg vizsgalt fehérje szekvenciait a Clustal Omega
szoftver alkalmazasaval illesztettiilk egymasra. A szerkezetben 1évé peptid szubsztratot az in
vitro kisérletek soran is alkalmazott szubsztratra (EYHAGA |GVVETP) modositottuk. Az
nsP2pro C-terminalis szakaszan két aminosavat modositottunk FoldX szoftverrel, hogy
megfeleljen a kisérletileg vizsgalt fehérjének. Az enzim és szubsztrat terminalisokon end-
capping csoportokat alkalmaztunk. A protonalhaté aminosavak allapotast PROPKA 3.1
szamitasok alapjan allitottuk be, a neutralis hisztidinek esetén Chimera szoftverrel vizsgaltuk a
proton helyzetét. Az aktiv hely Cys477 aminosavat deprotonalt, a katalitikus His546
aminosavat protonalt oldallanccal modelleztiik. Az elékészitést az Amberl16 tleap moduljaval
végeztiik el, ezzel adtunk hozza hidrogéneket is a szerkezethez. Mind a proteaz, mind a
szubsztrat leirdsdhoz a ff14SB erdteret alkalmaztuk, a vizmolekuldk leirdsa a TIP3P modell
alapjan tortént.

A szamitasok lefuttatdsdhoz az Amberl6 szoftvert alkalmaztuk, minimalizalast
kovetden NPT kortilmények kozott, 1 fs 1épéskdzzel végeztiink molekuladinamikai
szimulacidkat. A rendszert els6ként 300 K-re fiitottiik egy 2 ns hosszll szimulaci6 sordn, majd
300 K hdmérsékleten ekvilibraltuk 2 ns idétartamon keresztiil. A hdmérseklet szabalyozasahoz
a Langevin dinamika modszerét alkalmaztuk. Az egyik atomként hidrogént tartalmazo
kotésekre a SHAKE algoritmust alkalmaztuk. A rendszert ezutan tovabb fiitottiik 400 K-re egy
0,5 ns hosszl szimulaci6 sordn, majd 400 K-en ekvilibraltuk tovabbi 0,5 ns ideig. Ezutan 5 K
hémérsékletre hiitottiik egy 1 ns hossza szimulacid soran, a simulated annealing modszerének
megfelelden. Ezutan ismét 400 K-re melegitettiik egy 0,5 ns hossza szimulacio sordn, ezen a

hémérsékleten egy tovabbi 0,5 ns hosszl ekvilibracios szimuléaciot futtattunk. Ezt a szimulacios
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ciklust még kétszer megismételtilk, azonban a masodik esetben a rendszert csak 300 K
hémérsékletre fiitottiik fel. Ezen a hémérsékleten tovabbi 0,5 ns ideig egy ekvilibracios
szimulaciot futattunk.

A szimulaciok soran egy 50 kcal mol™ A2 értékii megkotést alkalmaztunk a katalitikus
diad Cys477 kénatomja és a szubsztrat P1 alanin karbonil oxigénje kozott. Egy ugyanilyen
értekli megkotést alkalmaztunk a katalitikus His546 donor nitrogén atomja és a szubsztrat P1°
glicin félanci nitrogén atomja kozott.

A konvergencidt az utolsd, ekvilibracios szakaszban meghatarozott r.m.s.d. értékek
ellendrzésével igazoltuk, az atlagszerkezetet, mint referenciat figyelembe véve. A kiilonb6zd
pozicidkban moddositott szubsztratot tartalmazé komplexek elkészitésére a DynaMut
webszervert alkalmaztuk. Osszesen 1 db P5, 4 db P4, 2 db P2, 2db P1, 20 db P1’ és 2 db P2’
mutans szubsztratot vizsgaltunk. A feltekeredési energia (szabadentalpia) definicio szerint a >0
kcal/mol valtozasokat (AAG) stabilizaldo, mig a AAG<0 esetében destabilizalé hatasunak
tekintettilk. Az interakciok kétdimenzids vizualizacidjahoz a LigPlot+ v2.1 szoftvert, mig a

szerkezetek térbeli megjelenitéséhez a PyMOL szoftvert hasznaltuk.

3.2. A VEEV nsP2pro kristalyszerkezetének meghatarozasa

A rekombinans fehérje eldallitasa, kristalyositasa és a szerkezet feloldasa George T.
Lountos, Danielle Needle, Alexander Wlodawer és David S. Waugh munkaja. A kisérletesen
vizsgalt fehérje a VEEV nsP2 Argd63-Thr785 régiojat tartalmazta, a feloldott szerkezet
csaknem a teljes hosszusagl fehérje szerkezetét magaba foglalja (Asn472-Thr785). A fehérje
a K741A ¢és K767A felszini entropiat csokkenté mutaciokat is tartalmazott az nsP2pro SAM
MTéz doménjében, mig a cisztein proteaz domén nem tartalmazott modositast. A kristalyositott
fehérjét rontgendiffrakcios vizsgalatnak vetették ald, a kapott kristalyszerkezet a Protein Data

Bank adatbézisban érhet6 el, azonositdja: SDUF.

3.3. A VEEV nsP2pro kristalyszerkezetének molekuladinamikai vizsgalata

A molekuladinamikai elemzések sordn harom nsP2pro szerkezetet vizsgaltunk: a
K741A és K767A felszini mutacidkat tartalmazé enzim altalunk meghatarozott szerkezetét
(PDB ID: 8DUF), a vad tipust nsP2pro szerkezetét (PDB ID: 2HWK) valamint az N475A
mutans fehérje szerkezetét (PDB ID: 6BCM). A fehérjelancokon és a kristalyszerkezetekben
1év6 vizmolekuldkon kiviil minden egy¢éb jelenlévd atomot eltavolitottunk. A 8DUF esetében a

szerkezetet az Asn472 aminosavtol az Ala768 aminosavig vizsgaltuk. Az aktiv és oninaktivalt
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szerkezeteket kiilon vizsgaltuk. A titralhaté aminosav oldallancok protonaltsagi allapotainak
meghatdrozasdhoz a PROPKA 3.1 szoftvert alkalmaztuk. A terminéalisokhoz GaussView 6
segitségével acetil- vagy N-metilamid csoportokat adtunk. A hidrogéneket az AmberTools16
program tleap moduljanak segitségével adtuk hozza a szerkezetekhez. A katalitikus
aminosavak ebben az esetben is toltott formaban szerepeltek (deprotonalt cisztein, ill. protonalt
hisztidin).

Explicit oldoszer vizmolekulakkal egészitettiik ki a rendszereket, a Split charge modszer
alkalmazaséval a fizioldgias ionkoncentraciot €s az egyes szerkezetek toltését figyelembe véve
allitottuk be a natrium és a klorid ionokra szamat. A protein paraméterezésére az ff14SB
erbteret hasznaltuk, mig a vizmolekulakat a TIP3P modell segitségével irtuk le.

A szamitasok lefuttatdsdhoz ugyancsak az Amberl6 szoftvert alkalmaztuk,
minimalizalast kovetden 1 fs 1épéskozt alkalmazva, a rendszereket elsé 1épésként 300 K-re
futottiik egy 1 ns hossza szimulécio soran, NVT sokasagot alkalmazva, amit egy 1 ns hosszu
NVT ekvilibracios szimulacio kévetett 300 K homérsékleten. Ennek soran 10 kcal mol™® A
mértékll helyzeti megkotést alkalmaztuk a fehérje atomjain. Ezutan egy tovabbi ekvilibraciot
futattunk, NPT koriilmények kozott, 0,5 ns idStartamon at. Az ekvilibraciot kovetden a
rendszereket 400 K hdémeérsékletre fltottik, egy 0,5 ns hosszu szimulacidé soran. Ezen a
hémérsékleten tovabbi 1 ns idétartamig ekvilibraltuk a rendszereket. Ezutan egy 2,5 ns hosszu
szimulacid soran lehiitottilk azokat 5 K hémérsékletre. Ezutan a rendszert ismét 400 K-re
futottiik, ekvilibraltuk, és 5 K-re hiitottiik, a simulated annealing protokollnak megfeleléen, az
elébbiekben megadott idétartamokat alkalmazva. Ennek soran egy Kisebb, 5 kcal mol?t A~
mértékii helyzeti megkotést hasznaltunk a fehérje atomjainak megkotésére. Ezutan tovabbi két,
ugyanilyen ciklust futattunk le, melyek soran rendre 3 kcal mol™* A2 és 1 kcal mol™? A2 mértéki
pozicionalis megkotést alkalmaztunk, de mar csak a fehérje félancban 1évé atomjain. Végiil
megkotések alkalmazasa nélkiil a rendszereket 5 K-en 1,5 ns id6étartamig ekvilibraltuk, majd
300 K homeérsékletre flitottiik egy 1,5 ns hossza szimulacio soran, és 300 K-en ekvilibraltuk
tovabbi 5 ns id6tartamig. Ezutan a kiértékelésre tervezett, adatgyiijtési szakaszok (production
run) kovetkeztek, amelyek soran megkdtések nélkiil, 300 K-en futtattuk a szimulaciokat 50 ns
id6tartamig. A szerkezeteket jellemzd koordinatak mintavételezése 5 ps iddtartammal tortént.
Minden altalunk vizsgalt szerkezet esetében 3-3 kiilonalld szimulaciot futtattunk le.

Az adatgytijtési szakaszok sordn kapott szerkezetekre kiszamitottuk az r.m.s.d. értékét,
referenciaként a minden tizedik szerkezet 6sszegzésével kapott koordinatak atlagat adtuk meg.

Vizsgaltuk az N-termindlis szakaszok altal képzett hidrogénhidak halozatat is, az egyes
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szerkezetekkel szamitott harom trajektoriat egyben értékeltiik ki. A tovabbiak soran a
trajektoria legalabb 10%-aban jelenlévd hidrogénhidakat vettilk figyelembe, mint jelentds,
valoban megjelend kolcsonhatdsok. A fehérjék dinamikai tulajdonsdgai meghatarozasanak
céljaboél kiilonbozo tavolsagméréseket is végeztiink. Az egyes, fiiggetlen szimuléaciokat kiilon-
kiilon kezeltiik, az igy kapott, szimulacios i1d6 fliiggvényében mért tavolsagértékeket is kiilon-
kiilon elemeztiik. Vizsgaltuk az aktiv hely kolcsonhatasait is, ehhez az Oninaktivalt
konformerek esetében szamitasos modszerrek kapott szerkezeteket klaszterezésnek vetettiik
ala. A klaszterezés utan a legnagyobb mértékben jelen 1évo klaszter centroidjat vettiik, mint a
szimulaciot reprezentald szerkezetet. A kolcsonhatasokat ebben a szerkezetben vizsgaltuk a
LigPlot+ szoftver segitségével. Az Osszehasonlitashoz a korabban leirt, szubsztratot kotd
modellt vettiik alapul.

A kristalyszerkezetek molekuladinamikai vizsgalata soran alkalmazott hosszabb
simulated annealing protokoll célja az volt, hogy fel tudjuk térképezni a N-terminalis
kolcsonhatasait, mig a szubsztrat-specificitds vizsgalat esetén célunk egy olyan enzim-
szubsztrat komplex ekvilibralasa volt, amelybdl kiindulva kiillonb6zd varidnsokat tudtunk

vizsgalni, DynaMut szoftver alkalmazasaval.
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4. Eredmények
4.1. A VEEV nsP2pro szubsztrat-specificitasanak vizsgalata

Célunk a VEEV nsP2pro specificitasanak kisérletes ¢és szamitogépes vizsgalata volt.
Munkank soran az enzim S5, S4, S2, S1, S1° és S2’ szubsztratk6t6 alhelyeinek aminosav
preferenciait olyan rekombinans fehérje szubsztratokkal vizsgaltuk in vitro, melyek az SFV
virus nsP1/nsP2 természetes hasitasi helyének vad tipusta (EYHAGA |GVVETP), valamint P5,
P4, P2, P1, P1’ és P2' pozicidkban modositott varidnsait reprezentaltak. A vizsgalatokhoz
Osszesen 31 kiillonb6z0 szubsztratot hoztunk létre és hasznaltunk fel (Dr. Bozoki Beata
munkaja). Azzal a céllal, hogy magyarazatot talaljunk a kisérletesen megallapitott hasitasi
hatékonysagok és kinetikai paraméterek kozotti kiilonbségekre, elvégeztiik a szerkezetek in
silico elemzését. Ehhez felépitettem a kisérletes vizsgalatok soran is alkalmazott enzim és a vad
tipusu  SFV nsP1/nsP2 hasitohelyet reprezentdld oligopeptid szubsztrat komplexének
szerkezetét, amit ezt kovetden molekuladinamikai szimulaciokkal vizsgaltam. Megvizsgaltuk a
szimulacid utolso 1épésében, az adatgyiijtési szakasz lefuttatdsa sordn szamitott r.m.s.d. értéket,
ami nem fluktualt jelentés mértékben. Az utolso 1épésben kapott szerkezetet fogadtuk el, mint
a VEEV nsP2pro enzim ¢és az oligopeptid szubsztrat komplexének szerkezetét.

Az ekvilibralt enzim-szubsztrat komplex szerkezetét alapul véve Ilétrehoztuk a
modositott szubsztratokat tartalmazo szerkezeteket a DynaMut szoftverrel (Dr. Métyan Janos
Andras munkaja), majd a komplex szerkezetek vizsgalataval feltérképeztik az enzim-
szubsztrat kolcsonhatidsokat, az aminosav-preferencidkat meghataroz6 szerkezeti sajatsagai
meghatarozasa érdekében.

A P5 helyen 1évé tirozint glutaminra modositottuk, ebben az esetben DynaMut
szamitasok alapjan a mutacio hatasara az enzim-szubsztrat kdlcsonhatas gyengiil (AAG=-0,222
kcal/mol), ami a kisérletes vizsgalatok eredményével 6sszhangban volt. A P5-GIn-t tartalmaz6
szubsztrat esetében a kevésbé hatékony in vitro hasitas hatterében az allhat, hogy a vad tipusu
tirozin két hidrogénhidat is kialakit az S5 alhelyen (oldallanc- és f6lanc-medialt kdlcsonhatasok
a Ser371 és Ser701 aminosavakkal), mely k6lcsonhatasokat nem mutattuk ki a P5-GIn-mutans
szubsztrat esetében.

A P4 helyen 1év6 vad tipusu hisztidint tobb kiilonb6z6 aminosavra is mddositottuk. A
DynaMut-tal szamitott AAG értékek jo korreldciot mutattak a kisérletileg meghatarozott
értékekkel, valamennyi vizsgalt varians esetében a vad-tipusnal is magasabb proteolitikus
aktivitas volt mérheté in vitro. Az S4 alhelyen els6sorban a polaris enzim-Szubsztrat

kolcsonhatasok a dominansak és az S4-Lys706 oldallanc sohidat képes kialakitani az S4-GlIn
15



oldallanccal. Ezzel Osszhangban a kisérletes vizsgalatainkban a P4-Gln 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-medialt polaris kolcsonhatasok valoban fontos szerepet
toltenek be a szubsztrat-felismerésben.

A P2 pozicidban a vad tipust hasitohely glicint tartalmaz, aminek alaninra vagy valinra
modositasa esetében egy folanci hidrogénhid megsziinése jar destabilizalo hatasokkal. 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 mutanssal jelentsen
alacsonyabb aktivitas értéket hatdroztunk meg, a szerkezet vizsgdlata alapjan a glicinnél
nagyobb méretii valin és alanin oldallancok kotddése az S2 alhelyre kedvezdtlen.

A vad tipusi szubsztrat esetében a P1 helyzetben el6forduld alanin hidrofob
kolesonhatasokat alakit ki az S1 alhely aminosavaival. A glicinre valdé moédositas esetében
mérsékelt valtozast josoltunk a szerkezet vizsgalata alapjan (0,188 kcal/mol), ami 6sszhangban
volt a kisérletes vizsgalatok eredményével, a vad tipusi (P1-Ala) és mutans (P1-Gly)
szubsztratok esetében meghatarozott aktivitasértékek nagymértékben hasonldak voltak. Az
enzim-szubsztrat kolcsonhatasok jelentdsebb valtozasat josoltuk a P1-Val mutéacid esetén
(1,207 kcal/mol), a kisérletes vizsgalatok soran pedig ezen mutans szubsztratot az enzim csupan
elhanyagolhatd6 mértékben hasitotta. Eredményeink Osszhangban vannak korabbi kutatdsok
megfigyeléseivel, az elagazo, apolaros oldallancok alacsonyabb mértékii flexibilitdsa miatt
ezek kotédése az S1 alhelyre kevésbé kedvezo.

A vizsgalt vad tipusu hasitohely P1’ pozicidban glicin aminosavat tartalmaz, félanca
hidrogénhidat tud képezni az Arg662 aminosav oldallancéval. A kisérletesen vizsgalatok soran
a hasitohely valamennyi lehetséges valtozatat megvizsgaltuk, az in vitro meghatarozott
aktivitdsok leginkabb a teljes hasitohely hidrofobicitassal mutattak korrelacidt, ugyanis az
enzim a szubsztrat folancéval alakit ki hidrogénhidat ebben a pozicioban. Eredményeink
alapjan azonban az enzim P1’ aminosav preferencidja mégsem teljes mértékben fiiggetlen az
oldallanctol. A glicinen kiviil a legnagyobb aktivités értékeket polaros (Thr és Ser) vagy aromas
(Tyr, Trp, Phe) oldallancok esetében tapasztaltuk. Az alfavirusok valamennyi természetes
nsP1/nsP2, nsP2/nsP3 és nsP3/nsP4 hasitohelye rendre Gly, Ala és Tyr aminosavat tartalmaz a
P1’ pozicidban, ez igaz a VEEV-re is. Ezen variansok koziil a legnagyobb aktivitast a P1’-Tyr

esetében hataroztuk meg, amely esetében az aromas oldallinc miatt tovabbi hidrofob
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kolesonhatdsok is megjelenhetnek, tovabba a lancvégi hidroxil csoport egy tovabbi
hidrogénhidat alakithat ki a Leu665 félancaval. Ezek a hidrofob kolcsonhatasok Phe vagy Trp
oldallanc esetében is jelen lehetnek, ami megmagyarazza az aromas oldallancot tartalmazo
szubsztratok esetében tapasztalt jelentdsebb aktivitdst. A szamitott feltekeredési energia-
eltérések nem mutattak jelentds korrelaciot a kisérletesen meghatarozott relativ specifikus
aktivitds értékekkel, aminek oka, hogy ebben a pozicidoban a szubsztritban egy ,,t0rés”
figyelhetd meg, egy nagyobb oldallanc beépitése jelentds szerkezeti valtozasokat okozhat, az
ezzel jaro jelentds energetikai valtozasokat a DynaMut kevésbé képes prediktalni.

A legtobb alfavirus esetében az nsP1/nsP2, nsP2/nsP3 és nsP3/nsP4 autoproteolitikus
hasitohelyek P2’ helyzetben hidrofob/apolaros aminosavakat tartalmaznak (Pro, Leu, Ile vagy
Val), mig egyes alfavirusok esetében, beleértve a VEEV-t is, az nsP1/nsP2 hasitohelyen polaros
Ser talalhato ebben a pozicidban. A kisérletes vizsgalatok sordn kollégaim az SFV nsP1/nsP2
vad-tipusti hasitohelyének P2’ valin aminosavat szerinre vagy prolinra mutaltak. Korabbi
kutatasok igazoltdk, hogy az S4-S1° alhelyek hozzdjarulasa a szubsztrat felismeréséhez
jelent6s. A vad-tipusu valin szerinre torténé modositasa nem okozott jelentés kiilonbségeket a
kinetikai paraméterekben, a kcai/Km értéke mindkét esetben 0,06 mMs? értéknek adodott. A
P2’ oldallanc az olddszer irdnyéaba fordul, legink4bb a szubsztrat félanca alakit ki interakciot
az enzimmel. A szamitott feltekeredési energia megvaltozasanak mértéke -0,068 kcal/mol volt,
ami igen kis mértékii valtozast jelent a mutacidé hatasara. A P2’-Pro esetében szamitott
feltekeredési energia-valtozas ehhez képest jelentdsebb volt (0,427 kcal/mol). A vad tipusu,
valamint a P2’-Pro és P2’-Ser varians szubsztratok esetében a kisérletesen meghatarozott
specifikus aktivitas értékek nagymértékben hasonlonak bizonyultak. Az S2 alhely esetében
szamitott és mért értékek azzal magyarazhatok, hogy az S4-S1° alhelyekhez képest az S2’
alhely kevéssbé jol definialt, az olddszer felé nagyobb mértékben nyitott. Korabbi vizsgalatok
arra utaltak, hogy a P2°-P6’ pozicidkban 1évé aminosavak az oldoszer iranyaba orientaltak és a

P1’-P6’ pozicidkban leginkabb folanc-medialt kolcsonhatasok dominansak.

4.2. A VEEV nsP2pro kristalyszerkezetének meghatarozasa és elemzése

Rontgendiffrakcioval meghataroztuk a VEEV nsP2pro kristalyszerkezetét. A szerkezet
meghatarozasahoz eldallitott rekombinans fehérje a VEEV nsP2 Argd63-Thr785 régiojat
tartalmazta. Az enzim SAM MTaz doménje a megfeleld diffrakcio és nagy felbontas — a feliileti
entropia csOkkentése révén torténd — elérése végett két feliileti mutéciot is tartalmazott (K741A
és K767A). A cisztein proteaz domén nem tartalmazott modositasokat. Az Arg463-Thr785
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rekombinans fehérje szerkezetét csaknem teljes hosszaban sikeriilt feloldani (Asn472-Thr785),
azonban a Tyr764-Tyr774 hurok egy része (Arg769-Tyr774) nem volt lathatd az
elektronstiriségi térképen, feltehetéen a régid relative nagyobb mértékii flexibilitasa miatt. A
meghatarozott szerkezet felbontasa relative nagy, 1,46 A volt. Az elektronsiiriiségi térkép
konformacioja volt megfigyelhetd (SDUF 1Y ¢s §DUFOninakiivlty

A 8DUF™ konformer esetében a Lys473 aminosavtdl kezdédéen volt lathato
szerkezet, mig a SDUF®nkVilt konformer esetében az Asnd72-t6l kiindulva. Az N-
terminalison egészen Cys477-ig minden aminosav rendelkezett alternativ konformerrel. Az N-
terminalis szakasz a 8DUF*% konformer esetében az olddszer iranyaba fordulva jelent meg,
mig a §DUFinakiValt k onformer esetén az aktiv hely irdnyéba fordulva volt lathato, a domének
kozotti részbe kotédve, kozvetleniil a B-hajtii alatt. Mivel az 6ninaktivalt konformerben az N-
terminalis szakasz az S5-S1° szubsztratkoté helyeket foglalja el, katalitikusan inaktivnak
tekinthetd. Ez megfelelt a kordbban az N475A aktiv hely mutans enzim esetében megfigyelt
konformacios allapotnak (6BCM®Minakivilty Az gninaktivalt allapotot nem figyelték meg a nem-
modositott aktiv helyet tartalmazé enzim esetében (PDB ID: 2HWK).

Az ismert VEEV nsP2pro és a CHIKV nsP2pro szerkezetek Gsszehasonlitasa alapjan
megallapitottuk, hogy az aktiv konforméciéo esetén az N-terminalis szakasz az oldoszer
iranyaba fordulva lathato, azonban az N-terminalis konformacidja eltérést mutatott abban az
esetben, ha az enzimben jelen volt az N475A mutacio6 is (6BCM*),

A 8DUF kristalyszerkezetben a C-terminalis régidban az Arg769-Tyr774 aminosavak
nem jelentek meg, illetve kiilonbségek voltak figyelhetéek meg ezen régid esetében a SAM
MTaz domén mutdcioit nem tartalmazo6 szerkezetekhez képest (SEZS, 2HWK, 6BCM), ami
arra utal, hogy a Tyr764-Tyr774 hurok flexibilisebbé valt a mutaciok kovetkeztében.

A CHIKV nsP2pro esetében a katalitikus His548 aminosavat tartalmazé B-hajtli a
proteaz és SAM MTdaz domének kozotti tdvolsdgot csokkentve meg tudja akadéalyozni a
szubsztrat bekotddesét, és ehhez hasonldan alacsony tavolsagot figyelhetiink meg az N475A
VEEV nsP2pro mutéans esetében is. A 8DUF esetében azonban nem talaltunk kisebb tavolsagot,
ami arra utal, hogy a N475A mutacionak feltehetéen nincs szerepe az Oninaktivalt forma

kialakulasaban.
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4.3. A VEEV nsP2pro kristalyszerkezetek molekuladinamikai vizsgalata

4.3.1. A molekuladinamikai szimulacidk ellendrzése

A protokoll ,simulated annealing” szakasza soran a szerkezetek geometrigjat
vizualizacidval ellendriztiikk. Az ekvilibracids szakasz utdni adatgyiijtési szakasz szamitasok
lefutasat az r.m.s.d. értékek kiszamitasaval ellendriztiik, a referencia minden fehérje esetében a
teljes trajektoriabol minden tizedik mintavételezett szerkezet atomi pozicidinak atlagabol
szamitott szerkezet volt.

Az eredmények alapjan nem tortént jelentds konformacids valtozads egyik vizsgalt
szerkezet egyik konformere esetében sem, ami el6feltétele volt az egyes konformerek tovabbi
vizsgalatinak. Az N475A mutans Oninaktivalt szerkezetében (6BCMPOinakivilty magasabh
valtozat 6ninaktivalt szerkezetének nagyobb flexibilitadsara utal. Megvizsgaltuk az adatgytijtési
szakaszok utolsd 1épésében kapott szerkezeteket is, a 6BCM* szimulaciok egyikében
megfigyelhetd volt, hogy az N-terminalis egy az aktiv és Oninaktivalt konformerek kozotti

konformert vett fel.

4.3.2. AVEEV nsP2pro N-termindlisanak interakcioi

Feltérképeztiik valamennyi vizsgalt szerkezet esetében az nsSP2pro N-terminalis régidja
altal kialakitott interakcioikat. A trajektoridban megjelend hidrogénhidak nem mutattak jelentds
kiilonbségeket az N475A mutans (6BCM) ¢és a vad-tipusu Asn475 aminosavval rendelkezd
K741A/K767A mutans (§DUF) aktiv és oninaktivalt konformerei kozott. Az ellentétes toltéssel
rendelkezd katalitikus aminosavak (Cys477 és His546) hidrogénhid koélcsonhatast alakitottak
ki valamennyi trajektériaban. Fontos kiemelni a 475. aminosavat jellemzd kiilonbségeket. A
8DUF szerkezetben, a vad-tipusti Asn475 jelenlétében az aktiv konformer négy hidrogénhid
kolcsonhatast alakitott ki (8DUFMP-V) " melyek koziil két oldallanc és egy folanc altal
kialakitott hidrogénhid az 507. pozicioban 1évé Asp aminosavval jelent meg, mig egy oldallanc
altal kialakitott hidrogénhid a 662. helyzetben 1évé Arg aminosavval. Az oldallanc altal
kialakitott hidrogénhidak minden esetben csak a trajektoria kevesebb, mint felében jelentek
meg. A fdlanc altal kialakitott hidrogénhid a trajektoriak 78%-aban volt jelen, ami erdsebb
kolcsonhatasra utal.

A 8DUF esetében az oninaktivalt forma (§DUFMP-oninakiivilty eoéq7en mas interakcios
halézatot mutat: Asn475 oldallanca hidrogénhidakat alakit ki az N-terminalison talalhat6 472-

es és 473-as pozicidban 1évé aminosavakkal. Ezek jelenléte rendre 11% és 24%, mindez az N-
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terminalis erdsen fixalt, bels6leg rendezett szerkezetére utal. Lys473 ¢és Ala474 tovabbi
hidrogénhid kolcsonhatasokat alakit ki a fehérje mas aminosavaival is, Asn475 pedig két
hidrogénhidat alakit a His510 aminosavval, amelyek jelentdsebb mértékben vannak jelen a
szimulaciok soran (25% és 34%).

A 6BCMMP-aktiv s7arkezetet esetében egyértelmiien nem kell szamitani az oldallanc 4ltal
kialakitott hidrogénhid kdlcsonhatasokra, 1évén az N475A mutans alanin oldallancanak a metil
csoportja nem képes kialakitani ilyeneket. Az N475A mutans aminosav és Asp507 kozotti
oldallanc hidrogénhid joval kisebb mértékben, 13%-ban jelenik meg, ami egy joval gyengébb
interakciora utal. Sem a Lys473, sem pedig az Ala474 nem alakit ki hidrogénhidakat, ami a
szerkezet kisebb stabilitasara utal. A 6BCMMDP-dninaktivlt g7erkazethen viszont nem latszik, hogy
az oldallanc hidrogénhidak megsziinése N475A f6lanci hidrogénhidjait jelentdsen befolyasolta
volna. A 475-6s helyzetben 1év6 aszparagin oldallanca tobb hidrogénhid kialakitasara is képes,
amelyek szerepe jelentés lehet mind az aktiv, mind az Oninaktivalt konformerek
stabilizaldsédban is. Az N475A mutaciot kdvetden ezek megsziinése jelentds kiilonbségeket
okoz az N-terminalis régi6 hidrogénhid kdlcsonhatasi haldzataban, és ez az aktiv konformerben

még inkdbb jelentdsebb.

4.3.3. A B-hajtii és Asn545 aminosav

Az Asn545 aminosav a cisztein protedz doménben 1év6 egyik hurokban, az un. B-
hajtiben helyezkedik el, mely hajtli alacsony relativ B faktor értéket mutatott mindkét
oninaktivalt konformer esetében. Az interdomén tadvolsag valtozasanak kdvetéséhez az Asn545
¢s Leu665 aminosavak tomegkodzéppontjanak tavolsagat mértiik meg a szimulacidkban. Ezek a
domének kolcsonhatasi felszinén helyezkednek el, igy feltételeztiik, hogy a koztiik 1évo
tavolsadg esetleges megvaltozdsa a cisztein protedz és SAM MTaz domének egymashoz
viszonyitott tavolsaganak megvaltozasara utalhat. A domének tavolsaganak hasonldé mértéki
fluktuécioit figyeltiik meg mind az aktiv, mind az 6ninaktivalt konformerekben egyarant. A
trajektoriakban szamitott tavolsag valamennyi esetben 5-10 A kozott volt, ami arra utalt, hogy

az N475A mutécié nem valtoztatja jelentdsen ennek a huroknak a mobilitasat.

4.3.4. Az Asn545 és Val476 kozotti kdlcsonhatas
A B-hajtli hurok mozgéasat kordbban megfigyelték az N475A mutécidt tartalmazo
szerkezetben, megallapitva, hogy az N545-O ¢és V476-NH atomok kozotti hidrogénhid

kolcsonhatas felelhet a B-hajtii relativ alacsonyabb flexibilitasért az oninaktivalt konformerben.
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A 8DUF szimulaciok soran Asn545 félanci oxigénje és Val476 folanca kozott hidrogénhid volt
megfigyelhetd, amit az N-terminalis intramolekularis kapcsolatainak vizsgélata is megerdsitett,
ott az 6ninaktivalt konformerben a terminalis interakciokat alakit ki B-hajtiivel (Asn545-tel),
azonban az aktiv konformerben nem figyelhetd meg ilyen kdlcsonhatas.

A molekuladinamikai szimulaciok alapjan az Asn545 és Val476 kozotti hidrogénhid
kolesonhatds még nagyobb mértékben volt jelen az N475A mutans 6ninaktivalt szerkezetben,
aranya 31%, szemben a vad-tipusi Asn475 esetében szamitott 13%-kal, ami er6sebb
kolcsonhatast jelent.

Kiszamitottuk a trajektoridkban az Asn545 és Val476 tomegkozéppontjainak tavolsagat
is. A 8DUF szerkezetben az aktiv konformer esetében a tavolsag stabilan 10-15 A kozé esett,
mig az dninaktivalt konformerre kapott tavolsagérték jelentésen alacsonyabb, kb. 5-8 A értékek
kozott fluktualt. A 2HWKMP2K gzerkezetre szamitott értékek jo egyezést mutattak a SDUFMP-
akiiv esetében szamitottakkal. Az N475A mutins 6BCMMP-Oninakiivilt gy 5 gy JFMD-ninaktivilt
szerkezetének vizsgalatakor kapott értékek hasonloak voltak, ami az oninaktivalt konformerek
kozotti strukturalis hasonlésagra utal. A 6BCMMP-aKY egetén szamitott értékek azonban tobb
trajektoriaban is nagy fluktuaciot mutattak az N475A mutaciot nem tartalmazo enzimekhez
képest, a tavolsag elérte az Oninaktivalt konformerre jellemzo6 értékeket is, ami az N475A
mutacionak az aktiv szerkezetet esetlegesen destabilizalé hatasara utalt. A tavolsagérték
csokkenésének kovetkezménye lehet tovabba az is, hogy a mutdnsban az aktiv konformer

konnyebben alakulhat at az 6ninaktivalt konformerré.

4.3.5. Az aktiv hely kolcsonhatéasai

A 8DUF®inaktivilt konformer az N475A mutéans dninaktivalt konformerének feleltethetd
meg (6BCMPninakivilty * amelyben az N-terminalis az aktiv hely iranyaba fordul és a
42AKANVC*7 aminosavak kotddnek az aktiv helyre. Mindkét esetben a Cys477 aminosav
foglalja el a S1’ alhelyet, mig az N-terminalis tovabbi aminosavai (472-476) az S5-S1’
alhelyekre kotddnek. Az Oninaktivalt konformer esetében az enzim N-terminalis régidja az
aktiv helyre kotodik be, a természetes szubsztrathoz hasonlé moddon, azért ezt a szakaszt
tulajdonképpen pszeudo-szubsztratnak tekinthetjiik ezekben a konformerekben. Feltérképeztiik
a pszeudo-szubsztrat altal az aktiv helyen kialakitott legfontosabb kolcsonhatasokat
(intramolekuldris kolcsonhatasok), amit Osszehasonlitottunk egy oligopeptid szubsztrat altal

kialakitott interakciokkal (intermolekularis kolcsonhatasok).
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Az oligopeptid szubsztrat és az enzim kozt az S2-S7 helyeken kialakulé kdlcsonhatasok
vizsgalatahoz a VEEV nsP2pro és a VEEV vad-tipusu nsP1/nsP2 hasitohelyet reprezentaciod
oligopeptid szubsztrat modell szerkezetét hasznaltuk fel, melyet Dr. Patricia M. Legler
bocsajtott rendelkezéstlinkre, vizsgalatat az indokolta, hogy ez reprezentalja a VEEV nsP2pro
valds hasitohelyének szekvenciajat, ami viralis replikacid soran is hasitasra keriil. Annak
érdekében, hogy a pszeudo- és az oligopeptid szubsztratok kotddését dssze tudjuk hasonlitani,
a peptid szubsztrat P2-P7 aminosavainak (?QEAGAG’) kolcsonhatasait térképeztiik fel. A
szerkezetet vizsgalva azt lattuk, hogy 0sszességében relative alacsony az enzim €s a szubsztrat
kozott kialakuld hidrogénhidak szama, ami egyezik a kordbban leirt megallapitdsokkal,
miszerint a szubsztrat aktiv helyhez kotddéséért leginkabb a P4-P1” aminosavak altal kialakitott
van der Waals interakciok felelnek.

Az inter- és intramolekularis kolcsonhatasok Gsszehasonlitasa alapjan megallapithattuk,
hogy az Oninaktivalt konformerek esetében a kolcsonhatdsok kozott nincsenek jelentds
kiilonbségek a vad-tipus Asn475 és az N475A mutans esetében, ami a konformerek
nagymértékii hasonlosagara utal. A pszeudo- és az oligopeptid szubsztratok kotddése alapvetd
hasonlésadgokat mutat, mindkét ,,szubsztrat” aminosavai az S5-S1° alhelyeket foglaljak el, és
jelentds hasonlosag lathaté kolcsonhatasaik kozott is. A hasonlosagok mellett azonban
szamottevd kiilonbségek is lathatdak az inter- €s intramolekularis kdlcsonhatdsok haldzataban,

amelynek jelentésége lehet inhibitor molekulak tervezésekor.

4.3.6. Az aktiv hely hozzaférhetdsége

Korabbi molekuladinamikai tanulmanyok megéllapitottak, hogy a VEEV nsP3/nsP4
hasitohely P6-P6’ aminosavait reprezentald szubsztrat (RFDAGA |YIFSSD) konformacios
valtozasokon mehet keresztiil, és a P1’-P6’ helyen 1év6 aminosavak nem csak a proteaz domén,
hanem az SAM MT4az domén felé is fordulhatnak. Az enzim konformacids flexibilitdsanak
jelentds szerepe lehet a szubsztrat bekotdédésében, a flexibilitas dsszefiiggésben lehet az aktiv
hely hozzaférhetdségével, amely kulcsfontossdgu a szubsztrat, vagy az N-terminalis
bekotddéséhez. Egy masik tanulmany arra utalt, hogy az Asn475 és Arg662 aminosavak kdzotti
interakcionak jelentds szerepe lehet az nsP2pro stabilizalasaban.

Vizsgaltuk ezen két aminosav tomegkozéppontjanak tavolsagat szimulacidink soran és
megallapitottuk, hogy nem jelentds mértékben, de szisztematikusan a vad tipusi Asn475
aminosavat tartalmaz6 szerkezetek esetében (8DUF és 2HWK) a két konformer kozott eltérés
volt tapasztalhato, az oninaktivalt szerkezetre valamivel magasabb tavolsagérték volt jellemzo.
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Az N475A mutécié esetében azonban az aktiv konformerre (6BCMMP-2ktY) jellemzé érték volt
nagyobb, elérte a SDUFMP-oninakivilt eqetéhen tapasztalt értékeket és kiugrd fluktuaciokat
mutatott. Ez az informaci6 kristalyszerkezetb6l nem volt egyértelmiien megallapithato
megmutattak, hogy az N475A mutacid csokkentette a két domén kozotti interakcid erdsségét.
Eredményeink az Asn475 és Arg662 aminosavak kozotti interakciok domének stabilitdsaban

betoltott szerepére utalnak.

4.3.7. A katalitikus diad stabilitasa

Altaldnos esetben a katalitikus aminosavak tavolsiga egy adott, az enzimre jellemzd
értek, ami az aktiv hely stabilitasat jellemzi, ezért megvizsgaltuk a Cys477 és His546
aminosavak kozti tdvolsagot is. A SDUF és a 2HWK esetében ez a tdvolsagérték stabilan 5 A-
hoz kozeli értéket mutatott, csupan kisebb mértéka fluktuaciokkal. 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 feltétleniil képes ellatni feladatat, azaz a
peptidkdtés hidrolizisét.

Az N475 aminosav altal kialakitott kolcsonhatasok N475A mutacio kovetkeztében
torténd megsziinése olyan konformacios valtozasokat okozhat, amely hatadssal lehet a szubsztrat
bekotodésére 1s. Az Asn545 és Val476 kozotti interakciok korabbiak sordn részletezett
megvaltozasa is erre utal. A SAM MTaz és protedz domének kozott megnovekedett tavolsag
elviekben egyarant segithetné a szubsztrat és az N-terminalis aktiv helyre valo bekotddését. Az
N475A mutansban azonban a katalitikus diad tavolsaga kimagaslo fluktuaciokat mutatott, igy
az N-terminalis bekotédésének valdszinlisége nagyobb lehet (1évén azzal nincs reakcioba
1épésre lehetdség). Az N475A mutansban nagyobb lehet az Oninaktivalt konformer
kialakulasanak valdsziniisége, és az aktiv hely kedvezdtlen megvaltozasa negativ hatassal lehet
az nsP2pro aktivitasara. Ezzel szemben az aktiv helyen a vad-tipusii Asn475 aminosavat - de a
felszinen K741A és K767A mutacidkat - tartalmazd enzim esetében a molekuladinamikai

vizsgalatok alapjan az oninaktivalt konformer az, amely kevésbé stabil.
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4.3.8. A K741A és K767A felszini mutacidk hatasa

A 8DUF kristalyszerkezet meghatarozasahoz - a felszini entropia csokkentésének
céljabol - keriiltek bevezetésre a K741A és K767A felszini mutaciok. A VEEV nsP2pro ezen
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” és cink-koté doménjét 6sszekotd szakasz kozotti felszinen. Az R755
aminosav az nsP2 és nsP3 kozti interakciokban is részt vehet. Az R718A SINV mutaciorol
korabban Kimutattak, hogy nem okoz valtozast a virus életképességében. Azt, hogy a VEEV
replikacios ciklusara van-e hatassal ez a két felszini mutacid, nem ismerjik, erre vonatkozoan
nem allnak rendelkezésre irodalmi adatok, korabban ilyen mutacidkat tartalmazé enzimformat
nem vizsgaltak. Tovabba, a doktori disszertacioban bemutatott munkak célja a rekombians
nsP2pro fehérje szerkezetének in vitro és in silico vizsgalata volt, kutatasaink nem terjedtek Ki
az ¢letciklus vizsgalatara sejtes rendszerben. A VEEV ¢és SINV fehérjék kozti hasonlosagok
alapjan azonban mégis kovetkeztethetiink arra, hogy a K741A és K767A mutacidok milyen
hatassal lehetnek a VEEV nsP2pro miikddésére. A szerkezetek azonos pozicidiban
elhelyezkedd aminosavak hasonlo szerepet tolthetnek be a fehérje mitkédésében, igy - a SINV
nsP2pro-hoz hasonléan - a VEEV pozitivan toltott Lys741 és Lys767 oldallancai is szerepet
jatszhatnak az nsP2 és nsP3 kozti kolcsonhatasok kialakitasdban. Vizsgalataink alapjan errdl
nem kaptunk informdaciokat, az altalunk vizsgalt fehérje csupan az nsP2pro enzimatikus domént
reprezentalta, nem a teljes hossztsagu nsP2 poliproteint vagy az nsP23 prekurzor fehérjét. A
vad-tipust és a K741A/K767A mutansokkal végzett in vitro aktivitasvizsgalatok adhatnak
valaszt r4, hogy ezek a mutacidk hogyan befolyasoljdk az enzimatikus sajatsagokat.

Szerkezeti vizsgalataink eredményei alapjan nem jelenthetd ki egyértelmiien, hogy a
K741A és K767A mutacioknak van-e kdzvetlen szerepe a VEEV nsP2pro 6ninaktivalt forma
kialakulasédban. Ezek a mutdciok egyik korabban vizsgéalt VEEV nsP2pro szerkezeteben sem
szerepeltek, és jelen tanulmany esetében is a kristdlyszerkezet meghatarozasa érdekében
keriiltek beépitése. Az elektronsiiriségi térkép alapjan nem sikeriilt meghatarozni annak a
felszini huroknak egy részét (Arg769-Tyr774), amely a két modositott aminosav kodzelében
helyezkedik el, igy feltehetd, hogy a mutaciok megnovelik ennek flexibilitasat. Megvizsgaltuk
a kristalykontaktusok szerepét ennek a huroknak a stabilizalaséban, €s azt talaltuk, hogy a
Lys767 oldallanca egy so6hid kialakitasan keresztiil jarulhat hozza a hurok stabilizaldsdhoz a
kristalyszerkezetben. Bar a Lys741 és a Lys767 aminosavak az aktiv helytdl tavol helyezkednek
el és nem vesznek részt a ligand kotésében, feltételezziik, hogy modositasuk - bizonyos
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allosztérikus kolcsonhatasok megvaltoztatasa - mégis hozzajarulhat az Oninaktivalt forma
megjelenéséhez vagy annak stabilizaldsdhoz. Ezt a feltételezést tamasztja ald az a megfigyelés
is, hogy az Oninaktivalt konformer megjelenését korabban nem tapasztaltak a vad tipusti enzim
esetében, mely sem az aktiv helyen, sem pedig az enzim felszinén nem tartalmazott mutaciokat

(2HWK).
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5. Osszefoglalas

A doktori értekezésemben bemutatott kutatasok célja a venezuelai 16-laz encephalitis
virus (VEEV) nem-szerkezeti fehérje 2 proteazanak (nsSP2pro) szamitasos kémiai modszerekkel
torténd vizsgalata volt, amelyhez a molekuladinamika modszereit alkalmaztam. Vizsgalataink
soran az enzim specificitadsat, valamint az 6ninaktivald konformacié kialakulésat és az enzim
stabilitdsat meghatarozo szerkezeti sajatsagok vizsgalatat tliztiik ki célul.

A szubsztrat-specificitas vizsgalatahoz az nsP2pro oligopeptid szubsztrattal alkotott
komplex modelljét hoztam létre, mely szubsztrat a kisérletes vizsgéalatok soran is hasznalt SFV
nsP1/nsP2 természetes hasitohely szekvenciat reprezentalta. Az igy felépitett enzim-szubsztrat
komplexet molekuladinamikai szimulaciokkal vizsgaltam, majd az ekvilibralt komplexben 1év6
szubsztratot kiilonb6z6 (P5-t61 P2’-ig) pozicidkban mutaltuk in silico, és meghataroztuk, hogy
a szubsztrdt modositdsa hogyan befolyasolja az enzim-szubsztrat kolcsonhatasokat.
Eredményeinket a kisérletes specificitasi vizsgalatok eredményeinek értelmezéséhez és az
aminosav-preferenciakat meghatarozo szerkezeti sajatsagok azonositasahoz hasznaltuk fel.

Rontgenkrisztallografidval hataroztuk meg a VEEV nsP2pro szerkezetét. Az aktiv
helyen nem (de a felszinen két pozicioban is) modositott enzim szerkezetében az N-terminalis
aktiv hely irdnyaba fordult konformerét észleltiik, amely jelentds hasonlosagot mutatott a
kordbban az N475A aktiv hely mutans enzim esetében leirt, in. oninaktivalt formaval. Az
Oninaktivalt konformacios allapot kialakulasanak szerkezeti hatterét molekuladinamikai
szimuldciokkal vizsgaltam a munkank soran meghatarozott, valamint korabban publikalt
szerkezeti koordinatak alapjan. Vizsgaltam az N-terminalis hidrogénhid-interakcids halozatat
¢s a dinamikai szempontok alapjan fontos aminosavak tavolsaganak valtozasat is. Tovabba,
Osszehasonlitottam az aktiv helyen kialakul6 kodlcsonhatasokat az enzim N-termindlis régioja
(6ninaktivalt konformer) vagy oligopeptid szubsztrat kotédése esetében, meghatarozva a
kolcsonhatasi  halézatok legfontosabb hasonlosagait és  kiilonbségeit. A szimulacids
eredmények felfedték a vad-tipusti Asn475 aminosav esetében is megjelend, az oninaktivalt
forma kialakulasért felelds kolesonhatasokat.

Eredményeink hozzajarulnak a VEEV nsP2Pro specificitasat valamint stabilitasat
meghatdroz6 szerkezeti kovetelmények jobb megértéséhez és potencialisan felhasznéalhatoak
lehetnek mas homolog virdlis protedzok vizsgdlatdban, valamint a proteazt gatolni képes

molekulak tervezésekor.
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6. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdémnek, Dr. Métyan Janos Andrasnak a
kutatomunkamhoz és doktori dolgozatom elkésziiléséhez nytjtott rengeteg segitségért, tovabba
a szamos palyazati anyagom, eléadasom elkésziiléséhez nyujtott Onzetlen segitségért, ami
hatalmas mértékben jarult hozza szakmai fejlédésemhez.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Tézsér Jézsef intézetvezetd professzor trnak, mind
a szakmai segitségért, mind a lehetéségért, hogy a Retroviralis Biokémiai Kutat6 Laboratorium
kutatdcsoporthoz csatlakozva kutatomunkat folytathassak, és szamos kutatisi projektben,
konferencian részt vehessek.

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

Koszonettel tartozom Dr. David S. Waugh professzor urnak, 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.

Ko6szonetet mondanék a Retroviralis Biokémiai Kutatd Laboratorium munkatarsainak,
Dr. Mohamed Mahdinak, Dr. Szab6 Andrasnak, Dr. Golda Marianak és Irene Wanjiru
Kiarie-nek a kozos munkaért és a lehetdségért, hogy tovabbi érdekfeszité projektekben is részt
vehettem. Koszonettel gondolok a munkacsoport tovabbi tagjaira, megkdszonném a segitséget
Miltner Noéminek, Ambrus Viktornak, tovabba Nagyné Veres Agotanak és Janics-Petd
Szilvianak. Kiemelt halaval tartozom Kunkli Balazs Tibornak a szakmai segitségért, a barati
beszélgetésekért és kdzos palyazatunk sikeréért.

Koszonettel tartozom Dr. Shina Caroline Lynn Kamerlin professzor asszonynak,
mind az EBSA 6sztondijas lehetdségért, mind a szamitdsos kémia teriiletén nyujtott rengeteg
segitségert, tanacsért.

Szeretnék koszonetet nyljtani tanulmanyaim sordn kordbbi mentoraimnak, Dr. Mandi
Attilanak, aki megismertetett a szamitdsos kémia alapjaival. Koszonetet 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 Laszlé professzor urnak, Dr. Karancsiné Dr.
Menyhard Doéranak ¢és Dr. Fehér Krisztinanak a komplex vizsgan nyujtott szakmai
tandcsokat, ami jelentdés mértékben jarult hozzé a doktori dolgozat szinvonalanak emeléséhez.

Koszonet szeretnék mondani Dr. Fekete Attilainak a szamitdsos kémia teriiletén
nyujtott tanacsokért, és a szuperszamitogépek hasznalataban nyujtott segitségéért, tiirelméért.
Szeretném megkOszonni a szdmos szakmai tandcsot 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. Kdszonet illeti Tornyi Ilonat, a bioinformatikai mddszerekkel kapcsolatos
tanacsaiért.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Tiiti-Szabé Boldizsarnak, Duré Norbertnek és
Kertiné Dr. Ferenczi Renatanak a korabbi kutatdmunkam sordn nyujtott segitségért.

Koszonettel tartozom Tolli Lajosnak a szamitastechnikai 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 Onzetlen segitséget és tamogatast nagynénémnek. Oszinte halaval
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 Tudoméany Program 6sztondij (Hoffka Gyula részére), Témateriileti
Kivalésagi Program (TKP2021-EGA-20), MTA Post-covid jelenségek kutatdsara iranyuld
palyazati program (POST-COVID2o21-16), ,,Idea to Life” Tudomanyos Otletfejlesztési Program
(EFOP-3.6.1-16-2016-00022) és EBSA Bursary (Hoffka Gyula részére). A Kulturalis és
Innovéciés Minisztérium UNKP-23-5-DE-486 kodszamu (Motyan Janos Andras részére) és
UNKP-23-3-11-DE-456 kodszamii (Hoffka Gyula részére) Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak
a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacioés Alapbdl finanszirozott szakmai tdmogatasaval
késziilt, tovdbba Motyan Janos Andrds munkajat az MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij
tamogatja (BO/00110/23/5).

Koszonetet mondok a KIFU altal biztositott szamitasi idoért.
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