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1. Bevezetés

A hemosztazis kettds élettani funkcioval rendelkezik: egyfeldl biztositja a vér folyékony
allapotban maradasat, masrészt nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a tovabbi vérveszteség
megakadalyozasaban az érpalya sériilése esetén. A hemosztazis harom részfolyamatbol all,
ezek az érfali sériilés helyén fellépd vazokonstrikcid, a trombocitdk aktivacidja és
aggregacioja, valamint a véralvadasi folyamat, amely a (keresztkotott) fibrinalvadék
képzddését eredményezi. Tobb véralvadasi faktor aktiv formdja (trombin, VIla, [Xa, Xa, Xla,
Xlla) is szerin proteaz enzimaktivitassal rendelkezik. A véralvadasi kaszkad 1ényege, hogy az
ilyen enzimaktivitassal rendelkezd faktorok proteolizis révén aktivaljak a soron kovetkezd

faktort, amely pedig az azt kovetd faktor aktivalasara képes, €s igy tovabb (1).

A véralvadas XIlI-as faktora a folyamat egyik utolso 1épésében aktivalodik. A fehérje aktiv A
alegysége (FXIII-A) transzglutaminaz enzimaktivitissal rendelkezik, ¢és izopeptid
keresztkotések kialakitasara képes, legfontosabb funkcidja a fibrinszalak kovalens
keresztkotése, de tovabbi extra- €s intracellularis funkciokkal is rendelkezik (2). Stieler és
munkatarsai felvetették, hogy a FXIII A alegysége igéretes célpont lehet 0 véralvadasgatld
gyogyszerek fejlesztésére (3).

A gyogyszerfejlesztés szempontjabol igen fontos a katalitikus mechanizmus megértése,
azonban a FXIII A alegysége esetén viszonylag kevés adat all err6l rendelkezésre, szemben a
transzglutaminaz 2-vel. Az enzimkinetikai méréseken tul a mechanizmus tanulmanyozasa in
silico modszerekkel is lehetséges. Az enzimreakciok mechanizmusanak in silico vizsgéalatara
jelenleg a ,hibrid” kvantumkémiai/molekulamechanikai (QM/MM) technikdk szamitanak a
legelterjedtebb modszertannak. Az ilyen protokollok az enzimreakcid szempontjabol
legfontosabb atomokra, atomcsoportokra, aminosav-oldallancokra a reakciomechanizmusok
pontos leirdsat lehetdvé tévd, azonban igen szamitdsigényes kvantumkémiai modszereket
alkalmaznak. A vizsgalt rendszer tobbi részét azonban ennél sokkal hatékonyabb, elsésorban

molekulamechanikai modszerekkel veszik figyelembe (4).

Abban, hogy a véralvadasi folyamat az érfalsériilés helyére korlatozodjon, nélkiilézhetetlen
szerepet jatszanak a véralvadasi kaszkad szabalyozo fehérjéi. A legfontosabb ilyen fehérjék az
antitrombin, az aktivalt protein C és a szdveti faktor utvonal inhibitor (TFPI), de a heparin
kofaktor II és a protein Z-fliggd proteaz inhibitor is szerepet jatszik a folyamatban (1, 5). Az

antitrombin (AT) szerepét a hemosztazis szabalyozasaban az is mutatja, hogy az 6roklott vagy
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szerzett hidnya trombotikus kérképekre hajlamosit (1, 5). Az AT azonban emellett az egyik
fontos véralvadasgatld gyogyszercsoport, a heparin és heparinszarmazékok farmakoldgiai

célpontja is (6).

A heparinoidok hatasara lejatszodé konformdcids aktivalds mechanizmusanak feltarasa
értékes informacidkat nytjthat uj AT-fliggd véralvadasgatld gyogyszerek fejlesztéséhez. Ezen
tul a heparin kétddésimechanizmusénak megismerése azért is fontos, mert az AT tobb, ismert
patogén varidnsa is a heparin kdtésének zavarat okozza (1, 7, 8). A munkéank sordn egy nagy
affinitdsu pentaszacharid-szarmazék kotddését in silico vizsgaltuk, javitott mintavételezésii
molekuladinamikai szimulaciok segitségével. Az ilyen szimulacidk a kdtddési mechanizmus,
valamint a konformacidvaltozasok olyan részleteinek vizsgalatara is lehetdséget nyujtanak,
amire a fehérjérdl ,,statikus” képet ado rontgenkrisztallografias vizsgalatok csak korlatozottan
alkalmasak. Az AT azonban nemcsak a véralvadéas szabdlyozasanak szempontjabol érdekes,
hanem modell rendszerként is szolgdlhat az allosztérikus aktivalas jelenségének

tanulmanyozasara.



2. Irodalmi attekintés
2.1 A FXIII katalitikus mechanizmusanak vizsgalata

A Xlll-as véralvadasi faktor A alegysége a transzglutaminaz enzimek csaladjaba tartozik. A
huméan transzglutaminazok kozil nyolc fehérje rendelkezik enzimaktivitassal: a
transzglutamindz 1-7 és a Xlll-as véralvadasi faktor A alegysége (9, 10). Szekvencia
homoldgia alapjan ide tartozik tovabba a human eritrocita membran band 4.2 protein is, amely
azonban katalitikusan inaktiv. A transzglutaminaz enzimek kovalens, izopeptid
keresztkotéseket alakitanak ki a szubsztratjaikban talalhaté glutamin, illetve lizin aminosavak
kozott (10). A katalitikusan aktiv humdén transzglutaminazok egy Cys, His valamint Asn
oldallancokbol allo katalitikus triddot tartalmaznak, mely a cisztein protedzokkal mutat
hasonlosdgot. lismaa és munkatarsai egy kétlépéses mechanizmust javasoltak ezekre az

enzimekre, amely egy ,,megforditott” cisztein proteaz reakcioval tekinthetd analognak (11).

His373

H': His373 (Cys314 Cys314
Sk o f
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His373 /‘ (&J (gn His373
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Z N\ Eys314 \
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1 abra: A humdn transzglutaminazok feltételezett katalitikus mechanizmusa, lismaa és
munkatarsai utan. Az eredetileg a transzglutamindz 2-re vonatkozo dabran az oldallancok

szamozasat a FXIII-A-ra adaptaltuk.

A human transzglutamindzok amin donor szubsztrat (fehérjék vagy peptidek keresztkotése

esetén Lys oldallanc) hianyaban a Gln amidcsoportjanak a hidolizises reakciojat katalizaljak
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egy vizmolekula kdzremitkddésével, ez viszont kinetikailag 1ényegesen lassabb reakcid (10).
A transzglutaminaz 2 esetén leirtak ezen kiviil GTP-4z és protein diszulfid izomeraz aktivitast

is (9). A XllI-as faktor azonban valosziniileg nem képes guanin nukleotidok kotésére (12, 13).

A XllI-as véralvadasi faktor a vérplazmaban A;B, heterotetramer zimogén forméajaban
talalhatd, a két A alegységhez két katalitikus aktivitassal nem rendelkezd B alegység
kapcsolodik. A XllI-as faktornak létezik intracellularis forméja is, amely két A alegységbdl
all. Az A alegység N-terminalis végen elhelyezkedd aktivacios peptidbdl, valamint négy
doménbdl all: B-szendvics, kataltikus (core) domén, valamint két B-hordd6 domén.
Rontgendiffrakcids vizsgalatok alapjan az inaktiv A alegység dimer szerkezetii, a katalitikus
centrumot egyrészt az elsé f-hordé6 domén Tyr541 oldallanca, masrészt a masik A alegység

aktivacids peptidje, elsdsorban az Argl2 aminosav teszi hozzaférhetetlenné.

A vérplazmaban az A alegység aktivacidjahoz az aktivacids peptidek trombin altali lehasitasa,
kalciumionok kotddése, valamint a B alegységek disszocidcidja sziikséges (2, 14). A
fiziologiasnal lényegesen magasabb kalcium-koncentraciok mellett azonban a FXIII nem-
proteolitikusan, az aktivacids petidek hasitdsa nélkiil is aktivalédhat (2, 15). Az FXIII a
koagulacids kaszkad késdi szakaszdban aktivalodik. FO funkcidja a fibrin alfa és gamma
lancok kozott kovalens keresztkotések kialakitasa, ezen tal azonban szamos extra-és
intracellularis (nem-hemosztatikus) funkciot 14t el. Ezen tovabbi funkcidkkal kapcsolatban a

témaban elérhetd 0sszefoglald kozleményekre hivatkozunk (2, 14).

2013-ban Stieler és munkatarsai a FXIII A alegység egy nem-proteolitikusan aktivalt,
monomer formajanak rontgendiffrakcios szerkezetét publikaltak, amelyhez egy irreverzibilis
inhibitor (ZED-1301) kotédott (3). Ez a szerkezet a B-hordd domének nagymértékii
elmozduldsat mutatja a nativ formdhoz képest. A strukturdban harom betoltott kalcium-
kotéhelyet taldlunk. Azonban meg kell jegyezniink, hogy *Ca NMR mérések (16), valamint
molekuladinamikai szimulaciok (17) alapjan tovabbi ,,gyenge” kalcium-kotéhelyek 1étezésére
kovetkeztethetlink a FXIII A alegységben, amelyek feltehetben a nem-proteolitikus
aktivalasban jatszhatnak szerepet. A struktira alapjan valdszintsithetd, hogy az aktiv A
alegység monomer szerkezetli, ezt késbb analitikai ultracentrifugalas (18), valamint atomer6-

mikroszkopias kisérletek (19) révén is megerdsitették.

A human transzglutamindz csalddon beliil a katalitikus mechanizmus részleteivel kapcsolatos

kisérleti adatok leginkdbb a transzglutaminaz 2-re allnak rendelkezésre, melyeket Keillor és
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munkatarsai foglaltak 0ssze kozleménylikben (20). Ezzel szemben a FXIII esetén nagyon
kevés ilyen adat all rendelkezésre, az elérhetd kozlemények tobbsége kiillonbozd peptid
szubsztratok atalakitdsdnak kinetikdjara fokuszal, amin donor szubsztrat jelenlétében vagy
anélkiil (21-24). Olyan kinetikai mérésekrél azonban nincs tudomasunk, amelyek részletesebb

betekintést engednének a reakciomechanizmusba.

Az enzimkinetikai mérések mellett hasznos adatokat szolgaltathatnak az enzimreakciok
mechanizmuséval kapcsolatban a hibrid kvantumkémia/molekulamechanikai moédszereket
alkalmazo szamitasok. Tudomasunk szerint a értekezés alapjat képezd egyik kozlemény az
els6 olyan munka, ahol egy humén transzglutamindz enzim katalitikus mechanizmusaval
kapcsolatban torténtek in silico vizsgéalatok ilyen modszerrel. Egy korabbi, QM/MM
moddszertant alkalmazd kozleményben irreverzibilis inhibitorok kotddését vizsgaltdk
transzglutamindz 2-h6éz, nem pedig valamilyen modell szubsztrat atalakitdsanak
mechanizmusat (25). Ebben a munkdban a rendszereket QM/MM MD szimuldciok
segitségével tanulmanyoztadk, a QM alrendszerre félempirikus modszereket (PM3, SCC-
DFTB) alkalmaztak. Lényegesen tobb in silico tanulmanyt publikaltak viszont a
transzglutamindzokhoz hasonl6d katalitikus triddot tartalmazd cisztein protedzokkal
kapcsolatban. Ezen fehérjecsalad tobb tagjanal is vizsgaltdk a katalitikus tridd aminosavainak
protonaltsagat, valamint a katalitikus mechanizmust, pl. papain (26-28), katepszin B és K (29,
30), vagy kaszpaz 7 (31) esetében. Ezekben a tanulmanyokban energia-minimalizacién
alapuld szamitasokat és QM/MM MD szimulaciokat félempirikus kvantumkémiai
modszerekkel (példaul PM3, SCC-DFTB) alkalmaztak. Tanszékiink egy korabbi munkéjaban
a papain katalitikus mechanizmusat vizsgaltuk, ONIOM-tipusu hibrid QM/MM szamitasokkal
(32).

2.2 Az antitrombin pentaszacharid-kotése

Az AT egy 58 kDa molekulatomegili plazma glikoprotein, a szerin protedz inhibitor (szerpin)
szupercsalad tagja (5, 33). Ennek a szupercsaladnak a tagjai allatokban, novényekben,
baktériumokban ¢és virusokban is megtalalhatok (5, 34). A szupercsaldd a nevét onnan kapta,
hogy szamos tagjuk szerin protedz inhibitor aktivitassal rendelkezik, de cisztein protedz
inhibitorok és eltérd, példdul hormontranszporter funkcioval rendelkezd fehérjék is ide
tartoznak (34, 35). A human genomban 36 szerpint kddolo gén talalhatd (36). Bar a szerpinek
kozott a szekvencia homologia mértéke sok esetben alacsony, a csalad gyakorlatilag 6sszes

tagja nagy mértékben hasonld harmadlagos szerkezettel rendelkezik, amely 8 vagy 9 a-
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hélixbol és 3 B-reddbal all (34, 37). A protedz inhibitor funkcidval rendelkezd szerpinek nativ
formai tartalmaznak egy nagyrészt a vizes kozeg felé mutatd hurkot, amely a szerpin-protedz
reakcio reakcidcentrumat tartalmazza (reactive center loop, RCL) (35). A szerpinek inhibicios
mechanizmusaban kozponti szerepet jatszik az RCL-ban taldlhatdo P1-P1° peptidkotés
részleges elhasitdsa. A protedz reakcid azonban az észter (vagy tioészter) intermediernél
megall, az intermedier jelentds konformacidvaltozasok révén stabilizalodik, ezek koziil a
legfontosabb az RCL hasitési helytdl N-termindlisan elhelyezkedd részének beékelddése az
,»A” B-redébe (34, 35, 37). A protedz harmadlagos szerkezete torzul, ez is akadalyozza a
proteolitikus reakcié tovabbi Iépéseinek végbemenetelét. Ezt a mechanizmust az teszi
lehetévé, hogy a szerpinek nativ konformacidja valojaban metastabil, a teljes RCL vagy
annak egy részének a B-redébe ékelddése jelentds szabadentalpia-csokkenéssel jar. Ez
torténik szerpin-proteaz komplex képzddése, az RCL hasitasa (proteaz inhibici6 nélkiil) vagy

inaktiv, un. latens allapotba (lasd 2. abra) val6 dtmenet esetén (34, 37).

2. abra: A. A nem-aktivalt, ,,nativ” antitrombin rontgendiffrakcios szerkezete (PDB: 1E04
(38)). A reakciocentrumot tartalmazo hurkot (RCL) lila, az ,,A” B-redot kék, a heparin-
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kotésben és a konformdcios aktivalasban nélkiilozhetetlen D-hélixet piros szinnel jeloltiik.
B. A latens antitrombin szerkezete (PDB: 1E04 (38)), az ,,A” B-redobe ¢kelodott RCL
hurokkal. C. Az aktivalt antitrombin szerkezete (PDB: 1E03 (38)), kétott pentaszachariddal.
Az abrak elkészitéséhez az UCSF Chimera szoftvert alkalmaztuk. (39). D. A pentaszacharid

ligandum kotédési modja az antitrombinhoz,

Az AT a véralvadasi kaszkad egyik legfontosabb szabalyozé fehérjéje, ezt a funkcidjat szerin
protedz aktivitassal rendelkezd véralvadasi faktorok gatldsa révén latja el (5, 33). A 16
célpontjai a trombin, a Xa és az [Xa véralvadasi faktorok, ezen til a XI-es faktor és egyéb
szerin protedz alvadasi faktorok gatlasara is képes (5). A vérplazméaban keringd nativ AT
kevéssé hatékony inhibitora a véralvadasi faktoroknak, azonban heparin és heparin analégok
jelenlétében a gatlds reakcidsebessége igen nagy mértékben ndvekszik (6). Az aktvitds
novekedésére az irodalomban két eltéré6 mechanizmust javasoltak. Egyfeldl a pentaszacharid
(a heparin molekuldk legkisebb, hatassal birdé egysége) kotddése hatdsara Osszetett
konforméciovaltozasok mennek végbe az AT molekuldban. Ez a ,,konformacids” aktivalasi
mechanizmus leginkdbb a IXa és a Xa véralvadasi faktorok gatldsanal jatszik szerepet,
trombin esetén kismértékii a hatdsa. Masrészt hosszabb heparin lancok az AT és a véralvadasi
faktor kozotti ,,hidak™ kialakitasa révén is jelentdsen fokozhatjak az gatlas hatékonysagat. Ez
utobbi mechanizmus leginkdbb a trombin esetén jelentds. Az AT-nak a vérplazmaban két
izoformdja van, az a-AT (a teljes AT mennyiség kb. 90%-a) négy aszparagin oldallancon
glikozilalt (Asn-96, 135, 155 és 192), mig a B-forma esetén (10%) az Asn-135 aminosavhoz
nem kapcsolodik glikan (33, 40). A B-forma heparin affinitdsa jelentdsen magasabb az alfa

formanal, és minden bizonnyal hatékonyabb inhibitor annal (33).

Az AT nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a véralvadasi kaszkad szabdlyozasaban, ezt az is
mutatja hogy az 6roklott €s a szerzett deficiencia trombotikus korképekre hajlamosit és hogy a
homozig6ta patogén mutaciok elenyészd kivétellel letalisak. Az 6roklott deficiencian beliil
megkiilonboztetiink I-es és Il-es tipust az alapjan, hogy mennyiségi vagy mindségi eltérést
okoznak. A II-es tipuson belill a variansokat harom altipusba soroljak, léteznek a
heparinkotéhelyet (ILHBS) illetve a reaktiv centrumot (IL.RS) érintd valamint a pleiotrop
hatast (II.PE) variansok (7, 8).

Az AT szerkezet-funkcio Osszefiiggéseinek megértése céljabol $Z4mos

rontgenkrisztallografids vizsgalatot végeztek. A nem-aktivalt és az aktivalt AT
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rontgenkrisztallografias szerkezetén kiviil (38, 41) elérheté olyan struktura is, amely az AT
egy ,.koztes” aktivaltsagu allapotanak felel meg. Ebben a szerkezetben az aktivacidhoz vezetd
konformécio-valtozasok tobbsége mar lejatszodott, kivéve az un ,hinge” régi6 (az RCL N-
termindlis szakasza) kimozdulasat az ,,A” B-redObe zart pozicidjabol, valamint a D hélix C-
termindlis részét érintd konformaciovaltozasokat (42). Az AT korabbi rontgenkrisztallografias
szerkezetei egy nativ és egy latens molekula dimerjét mutattak. Ezekben a struktarakban a
nativ molekula RCL-je Iényeges szerepet jatszik a latens formahoz valé kotddésben, és ez a
varians szerkezetét hataroztdk meg rontgenkrisztallografias uton, amelyben a latens formaba

valdé atmenetet egy mesterséges diszulfid hid segitségével akadalyoztdk meg (43). Ez a

s

Az AT pentaszacharid-kotddés hatdsdra lejatsz6dd konformacidvaltozasaira az irodalomban
egy haromlépcsds modellt javasoltak (6, 44, 45), a modell elsésorban rontgendiffrakcios
szerkezeteken (38, 41, 42) ¢és kinetikai méréseken alapul (44, 45). Az egyes 1épésekben a
pentaszacharid kotdédése fokozatosan egyre er0sebbé valik. Az elsé 1épésben a pentaszacharid
kotddése még relative gyenge, azonban a heparin kotéhelye kozelében bekovetkezd
konforméciovaltozasok révén a kotddés erdsebbé valik (6). A masodik 1épésben lejatszodo
folyamatok elsdsorban szintén a heparin kotdhelyet, valamint a fehérje hidroféb magjat
¢érintik (6, 45, 46). Az AT pentaszacharid-affinitasa a harmadik Iépésben valik maximalissa, a
D-hélix meghosszabbodasa, valamint az RCL A-B-reddbe beékelddott N-terminalis részének

(,,hinge” régio) kimozdulasa révén (6).
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3. Mddszerek elméleti alapjai

3.1 Kvantumkemiai modszerek

Tulajdonképpen minden kvantumkémiai szamitas alapjat képezi a Born-Oppenheimer
kozelités, amely azt feltételezi, hogy az atommagok ¢és az elektronok mozgasa szétvalaszthato.
Alapja az atommagok és az elektronok tomege kozotti tobb nagysagrendi kiilonbség. Tehat
lehetévé valik az elektronenergia meghatdrozasa ugy, hogy az atommagokat rogzitettnek

tekintjiik (47).

A Hartree-Fock elmélet a hullamfliggvény és az energia kozelité meghatarozasat teszi
lehetové. A sokelektronos hullamfiiggvényt Slater-determinans alakjaban adjuk meg, amelyet
N egyelektronos hullamfiiggvénybdl épitiink fel, ahol N az elektronok szama a molekulaban
(a Slater-determinans alak biztositja az antiszimmetriat két elektron felcserélésére nézve). A
Hartree-Fock egyenletek megoldédsa iterativ mddon torténik. Mivel a modszer ,,atlagos”
taszitasi potencialt alkalmaz, nem képes figyelembe venni az elektronok mozgasai kozti

korrelaciokat (elektronkorrelacio) (47).

Elterjedt modszer az elektronkorrelacid kozelité figyelembe vételére a Meller-Plesset féle
perturbacidelmélet. A gerjesztett allapotok figyelembe vétele a Rayleigh—Schrodinger
perturbacidelméleten alapuld perturbacidoszamitds segitségével torténik, melynek a
kiinduloépontja a Hartree-Fock moédszerrel szadmitott hulldmfiiggvény. Ha az alkalmazott
sorbafejtésben legfeljebb a masod, harmad és negyedrendii tagokat vessziik figyelembe,
kapjuk az MP2, MP3, MP4, stb. moddszereket (47). Ezek kozil az MP2 modszer a
legelterjedtebb. Lehetdvé teszi az elektronkorrelacio nagy részének figyelembe vételét,

azonban csak akkor alkalmazhato, ha az alapallapota elektronkonfiguracié a dominéns (47).

Elektronkorrelacio  figyelembe vételére alkalmas modszerek kozé sorolhatéak a
strtiségfunkciondl-elméleten alapuld technikdk is, ezekrdl a kovetkezd alfejezetben esik sz6

részletesen.

3.2 Stiriiségfunkcional-elmélet

A stiriségfunkcional-elmélet (density functional theory, DFT) elméleti alapjait Hohenberg és
Kohn fektette le (Hohenberg-Kohn tételek). Ez alapjan Kohn és Sham fejlesztett ki olyan

modszert, amely a probléma gyakorlatban is hasznalhaté hatékony kozelitd megoldasat tette
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lehetévé (48). Egymassal nem kdlcsonhato elektronokbol allo rendszert feltételez, amelyekre
ugyanaz az elektrosztatikus potencidl hat és ahol az elektronsiiriség azonos a ,,valodi”

rendszerével (47). A funkcional harom tagbdl all (49):

E(p(r)) = Exe(p (r)) + Eu(p (1)) + Exc(p (1))

Az els6 tag a kinetikus energia funkciondlja a feltételezett nem-kdlcsonhato elektronokbol
allo rendszerre, a masodik a Coulomb-energiat adja az elektron-elektron kdlcsonhatasokra. A
harmadik tag, a kicserélddési €s a korrelacios funkciondl egzakt matematikai alakja azonban

nem ismert, kiilonbdzd kozelitéd modszereket fejlesztettek ki.

A hibrid funkcionalok kozé tartozé moddszer a B3LYP. A B3LYP a Becke éltal javasolt,
harom paramétert tartalmazd modszert kombindlja az altalanositott gradiens kozelitésen
(generalized gradient approximation, GGA) alapulé Lee-Yang-Parr korrelacids funkcionallal
(47). Legfontosabb hianyossaga a diszperzids kolcsonhatasok figyelembe vétele, az Gijabban
kifejlesztett modszereknél fontos szempont volt ennek a ,korrigdldsa”. Az wB97X-D
funkcional empirikus atom-atom diszperzios korrekciokat tartalmaz ezen kdlcsonhatdsok
pontosabb leirasara (50). Ezzel szemben a funkciondlok MO06 csaladja a diszperzids

kolesonhatasokat a funkcionalban szerepld paraméterek révén veszi figyelembe (51).

3.3 Félempirikus modszerek

A félempirikus modszerek szamitasi igénye az ,,ab initio” kvantumkémiai moddszerek és a
,Kklasszikus” molekulamechanikai erdterek (lasd kés6bb) kozott helyezkedik el. Azonban
kvantumkémiai, igy példaul lehetdvé teszik kotések felbomlasanak és kialakuldsanak leirasat,
szemben a ,klasszikus” molekulamechanikai erdterekkel. A félempirikus modszerek egyik
csalddja a Hatrtee-Fock modszeren alapul, hozzd képest kiilonféle kozelitéseket ¢&s
elhanyagolasokat alkalmaz (példaul kételektron-integralok figyelmen kiviil hagydsa vagy
empirikus formuldkkal vald kozelitése). Ezek koziil jelenleg a legelterjedtebbek az NDDO
(neglect of diatomic differential overlap) mddszerek. Ide tartozik példaul az AM1, a PM3 és a
PM6 (47).

A DFTB modszer a rendszer striségfunkcional-elmélet szerinti energidjanak sorbafejtésén
alapul egy referencia elektronsilirliség kornyezetében (52, 53). A sorbafejtésben szerepld

nullad- és elsérendii tagokat csak a vegyértékhéjakat figyelembe vevé minimalis bazis
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segitségével szdmitja a mddszer. Az SCC-DFTB (DFTB2) mddszer esetén ehhez toltések
redisztribucidjat leirdé masodrendii tagok jarulnak (53). A DFTB3 modszer tovabbi tagokat

tartalmaz, mely a sor harmadrendii tagjait kozeliti. (54).

A paraméterfejlesztés az SCC-DFTB ¢és a DFTB3 moddszerekhez DFT szamitdsok alapjan
torténik, az elektronkorrelacio figyelembe vétele is a paraméterezésnél hasznalt DFT

modszeren alapul (53, 55).
3.4 Hibrid QM/MM technikak

A kémiai reakciok pontos elméleti kémiai targyaldsa kvantumkémiai modszereket igényel. A
szamitdsi igény a rendszer méretének fiiggvényében azonban nem linedrisan ndvekszik.
Nagyobb méretli rendszerek, példdul bioldgiai makromolekulak vizsgalata tisztan QM

modszerekkel az esetek nagy részében még ma sem kivitelezhetd.

A  kémiai reakcié szempontjabdl legfontosabb atomokra, atomcsoportokra megfeleld
kvantumkémiai modszereket (példaul strségfunkcional-elmélet, esetleg félempirikus
modszerek) alkalmazunk, a rendszer tovabbi részét pedig 1ényegesen gyorsabb szadmitast
lehetévé tévé modszerrel (leggyakrabban ,klasszikus” molekulamechanikai erdterek)

vehetjiik figyelembe.

A ,hagyomanyos” (vagy additiv, lasd (4)) QM/MM sémak esetén a rendszer Hamilton

operatorat a kovetkezdképpen definialjuk:

H= HQM + Hyv + HQM/MM

A rendszer teljes energiajat pedig a kovetkezdképpen:
E=FEqu + Evm + Equmm

Ahol az Eqm ¢és az Emm a két alrendszer energiajat jelenti, az Equmm pedig a két rendszer
kozotti kolesonhatdsok energidjanak felel meg. A QM és az MM alrendszerek kozti
elektrosztatikus kolcsonhatdsokat tobbféle séma szerint lehet figyelembe venni, ezek koziil a
legfontosabb a mechanikus (mechanical embedding) ¢és az elektrosztatikus beagyazas
(electrostatic embedding). Az eldbbi esetben ezeket a kdlcsonhatasokat ponttoltések kozotti

Coulomb-kdlcsonhatasokként irjuk le, utdbbi esetben viszont az MM rendszer atomjainak
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parcialis toltései a QM rendszer Hamilton-operatordban is figyelembe vannak véve
ponttoltésekként (4). A QM és az MM alrendszerek kozotti kovalens kotések kezelésének
talan legelterjedtebb modja a ,,link” (0sszekotd) atomok bevezetése. Ez leggyakrabban egy
hidrogénatom, amely altaldban a ,kettévagott” kovalens kotés mentén helyezkedik el és a

kotés QM atomjanak szabadon marado vegyértékét teliti (4).

A hibrid technikdk masik csoportjat a szubsztraktiv hibrid moédszerek alkotjak. Ezek
legfontosabb képviseldje az ONIOM modszer, amely a koradbban kifejlesztett és IMOMM
modszeren alapul (4, 56, 57). Az ONIOM modellt gyakran mint QM/MM sémat alkalmazzak,
azonban lehetdvé teszi kettonél tobb alrendszer definialasat is, valamint kiilonb6z6 modszerek
(molekulamechanikai erdterek, félempirikus modszerek, a magas szintli rendszernél
alkalmazottnal kisebb szamitdsigényli ab initio vagy DFT modszer) alkalmazasat az
alacsonyabb szinten szamitott alrendszerre vagy alrendszerekre. A jelen értekezés kizardlag a
két alrendszert tartalmazé esetet targyalja. QM/MM sémat feltételezve ez az eset dsszesen
harom szamitast igényel: (1) energiaszdmitas a teljes rendszerre molekulmechanikai erdtér
segitségével, (2) a ,,modell” rendszer szamitasa QM, illetve (3) az MM modszerrel. A teljes

rendszer energidjat a kovetkezo kifejezés adja meg (4, 56):

Eontom@m:Mm) = EmM,teljes T EQM,modell — EMM,modett

Elénye, hogy nem igényel kiilon tagot a QM és az MM rendszerek kozotti kdlcsonhatasok
leirasara, ennek leirdsa molekulamechanikai szinten torténik. A QM és az MM alrendszerek
kozti elektrosztatikus kolcsonhatasok figyelembe vételére leginkabb a kordbban mar targyalt
mechanikus (mechanical embedding) és az elektrosztatikus beagyazas (electrostatic
embedding) szolgdl. Az ONIOM modszerrel kapcsolatban tovabbi 1ényeges informdaciok,
példaul a gradiensek ¢€s frekvencidk szamitdsa, vagy az 0sszekotd atomok definidlasa a két
rendszer kozott megtalalhatok a mddszert részletesen ismertetd 0sszefoglald kozleményekben

(56, 58).

3.5 Molekulamechanikai erdterek

A molekulamechanika empirikus potencidlokat alkalmaz a molekuldk viselkedésének
leirdsara. A molekulamechanikdban az atomokat merev testeknek tekintjiik és eltekintiink az
elektronok mozgasatol. A vizsgalt molekula energidja igy csak az atomok (atommagok)

pozicigjatol fliigg. A molekulamechanikai mddszerek esetén azonban az atomok kozotti
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kotéseket elore definidljuk, ennek megfeleléen ezek a mddszerek altaldban nem képesek leirni
a kovalens kotések kialakulasat és felbomléasat, ezaltal a kémiai reakcidkat (kivéve az
ugynevezett reaktiv erdterek) (59). Az atomok kozott kotd és nemkotd kolcsonhatasokat
definidlnak. Biologiai makromolekuldk esetén alkalmazott erdterek matematikai alakja

altalaban a kovetkezo (60):

V(r) = Z ky (b — by)? + z ke (0 — 0,) + Z k,lcos(ng + &) + 1]

kotések kotésszogek torzids
szogek
. %9 Ay _ Ly
T i o
nemkotsd t t t
kolcsonhatisok

A képletben a V(r) az erétérrel szamitott teljes potencidlis energia, ,,b”, ,,0” és ,,0” egy kotés
hosszat, egy kotésszog valamint egy diéderes szOg nagysagat jelenti (ebben a sorrendben).
007, 5,007, ko7, ,.Ke” €s ko az erdtér altal definialt eréallandok illetve ,,egyensulyi” értékek.
qi és q; egy-egy atomhoz rendelt parcialis toltések, Ajj és C;; pedig a Lennard-Jones potencial
képletében szerepld atomtipustol fiiggd allandok, az rj; az atomok kozti tdvolsag a nemkotd

kolcsonhatasoknal.

A koté kolcsonhatdsokon belill a kotésekhez és a kotésszogekhez tartozd tagok esetén az
energia az egyensulyi értéktél valo eltérésének négyzetével aranyos (a Hooke-tdrvényhez
hasonléan)(49, 59). A molekulamechanikai eréterek kotések koriili rotaciot altalaban egy
Fourier-sor harom tagjanak megfelelé képlettel irjak le, ezek 4 atom altal bezart diéderes
szogektol figgenek (59). A nemkotd kolcsonhatasok kozil az  elektrosztatikus
kdlcsonhatasokat a molekulamechanikai eréterek az atomokhoz rendelt pontszerli toltések
kozti Coulomb-kolcsonhatdsokként irjak le. Az atomok kozotti van der Waals
kolcsonhatasokra a Lennard-Jones potencialt alkalmazzak, amely egy r°®nal és r'*nel
aranyos tagot tartalmaz, amelyek az atomok kozotti vonzd, illetve kisebb tavolsagok esetén
taszité kolcsonhatasnak felelnek meg (59). A ,klasszikus” molekulamechanikai erdterek a
molekulak polarizalhatosagat nem képesek figyelembe venni, szemben a jelentésen nagyobb

szamitasigényiik miatt ma még kevésbé elterjedt polarizalhat6 erdterekkel (59).
3.6 Molekuladinamikai szimulaciok

A molekuladinamikai szimulacidk sordan a tanulmdnyozott rendszer viselkedését az id6
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figgvényében vizsgaljuk. A ,klasszikus” molekuladinamikai szimuléciokban a rendszerben
talalhato atomok mozgasat a newtoni mozgasegyenletek alapjan szamitjuk numerikus
integralds segitségével. Az integralasi 1épéskoz a 0,1-5 fs (femtoszekundum) tartomanyba esik.
Altaldban nagyobb 1épéskoz hasznalhatd, ha nem hidrogén-hidrogén atomok vagy valamennyi
atom kozotti kovalens kotések rogzitésére példdul SHAKE vagy LINCS algoritmust
alkalmazzuk. Az erék szamitdsa nagyobb mértékli rendszerek esetén (példaul biologiai
makromolekula vizes kozegben) talnyomorészt ,klasszikus” molekulamechanikai erdterek
segitségével torténik. Van lehetdség azonban kvantumkémiai, illetve hibrid QM/MM
modszereket hasznalé molekuladinamikai szimulaciok futtatasara is (4). Utdbbi esetben a
rendszer kvantumkémiai modszerrel szamitott részénél gyakran valamilyen félempirikus

modszert alkalmaznak, mivel nagy szamu koztes allapotban sziikséges az energiak szamitasa.

A szimulaci6 inditasahoz sziikség van az atomok kiindulési pozicidira és a kezddsebességeire.
Az atomok kezddsebességét a molekuladinamikai szoftverek altaldban véletlenszeriien
generaljak a Maxwell-Boltzmann eloszlas alapjan (49, 59). A molekuladinamikai szimulacid
akar tobb milliardos nagysagrendi 1€pésbdl all, igy a szamitas idégénye jelentds, kiillondsen
nagyméretli rendszerek esetén. Minden 1épésben elséként az egyes atomokra pillanatnyilag
hat6 erdket kell kiszamitani az alkalmazott molekulamechanikai erétér (vagy kvantumkémiai
modszer) segitségével. Az atomokra haté erdk egy adott allapotban a potencidlis energia
gradiense alapjan hatarozhatéak meg. Az er6k alapjan a newtoni mozgasegyenletek
segitségével hatarozhatdé meg az atomok sebessége, illetve az elmozdulasa a kdvetkezo
iddpillanatban (59). A molekuladinamikai szoftverek meghatarozott szamu 1épéskozonként
mentik az atomok pozicidit, az egyes atomokhoz tartoz6 sebességeket, a molekulamechanikai
erétérben szerepld egyes kolcsonhatasokhoz tartozo energiaértékeket, valamint a homérséklet
¢s a nyomas pillanatnyi értékét is. Az egymas utani 1épésekhez tartozo, kimentett szerkezetek

crer

szimulé&ci6 utan a vizsgalt rendszer altalaban valamilyen egyensulyi allapotot ér el (59).

A molekuladinamikai szimulaciokat leggyakrabban élland6 hdmérsékleten és térfogaton
(NVT), vagy allando6 hémérsékleten ¢s nyomason (NpT) végezziik (59). A homérséklet,
valamint NpT szimulacidk esetén a nyomds szabdlyozdsira tobbféle moddszert is
kifejlesztettek. A legelterjedtebb homérsékletszabalyozok a Berendsen (61), a v-rescale (62)

¢s a Nosé-Hoover modszerek (63).

3.7, Javitott” mintavételezést lehetové tévd MD modszerek
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Az MD szimulaciok a gyakorlatban legfeljebb néhany vagy néhanyszor tiz mikroszekundum
hosszusaguak. Ez nagy mértékben neheziti az tgynevezett ,ritka események” vizsgalatat
hagyomanyos molekuladinamikai modszerekkel, mivel az ilyen eseményekhez tartozo
energiagatak jelentdsek és igy a valtozds bekovetkezésének valdsziniisége alacsony. (A
fehérjék bioldgiai szempontbol jelentds konforméciovaltozasai gyakran ,ritka események”™.)
Az ilyen események hatékonyabb in silico vizsgélatdra szamos un. javitott mintavételezésti
molekuladinamikai moddszert fejlesztettek ki (64). Ezek egy része eldre meghatdrozott
reakciokoordinatdkat vagy ,kollektiv valtozokat” (collective variable, CV) igényelnek, ¢és
ezek fiiggvényében vizsgélja a rendszer viselkedését, valamint teszik lehetévé szabadentalpia-
kiilonbségek szamitasat. Ilyen modszer tobbek kozott az umbrella sampling (65), az
adaptively biased molecular dynamics (ABMD) (66) és metadinamika (metadynamics) (67,
68). Ezen mddszerek hatranya, hogy a kollektiv valtozok megvalasztisa altaldban a rendszer

alapos ismeretét igényli és gyakran nem trivialis.

A metadinamika lényege, hogy a rendszer potencidlis energidjat meghatirozott szamu
Iépésenként Gauss-fliggvények hozzdadasaval moddositjuk, amelyek maximumpontja a
kollektiv valtozok pillanatnyi értékétdl fiigg (68). A potencidlis energia az atomkoordinatdk
fliggvényében tehat fiigg attdl, hogy a rendszer milyen korabbi allapotokat mintavételezett
korabban a kollektiv valtozok fliiggvényében. A hozzaadott, a rendszer korabbi allapotaitol
fiiggd potencidl alapjan szamithatdak az egyes allapotok kozotti szabadentalpia-kiilonbségek
(68). A metadinamika ,,tovabbfejlesztett” valtozata a ,,well-tempered metadynamics”, amely a
szimulécio, valamint a szamitott szabadentalpia értékek sokkal hatékonyabb konvergenciajat
teszi lehetdvé, a hozzdadott Gauss fliggvények méretének csokkentése révén, ha a
metadinamika a konvergencidhoz kozelit (69). Létezik a modszernek olyan valtozata is, amely

a Gauss-fiiggvények szélességét is automatikusan valasztja meg (70).

A Gaussian Accelerated Molecular Dynamics mddszer javitott mintavételezést tesz lehetové
elére definidlt reakcidokoordinatak megadasa nélkiil (71). A korabban kifejlesztett Accelerated
Molecular Dynamics (AMD) technikdhoz hasonloan. Viszont az AMD-vel szemben itt a
,»gyorsitd” potenciadl jo kozelitéssel Gauss-eloszlasu, ez pontos energiaszamitast (reweighting)
tesz lehetévé a ,,cumulant expansion” modszer segitségével (71, 72). A modszert Gjabban
eredményesen alkalmaztdk ligandk6tddés mechanizmusank tanulmanyozasara (73) tobbek

kozott G fehérjéhez csatolt receptorokhoz (74-76) és a HIV proteazhoz (77).
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4. Célkitiizések

Szamos kozleményt publikaltak a cisztein protedzokkal kapcsolatban, ahol a
reakciomechanizmust valamilyen hibrid QM/MM mddszerrel vizsgaltdk. Ezzel szemben
tudomasunk szerint az irodalomban még nem szerepel QM/MM reakciomechanizmus-
szamitasokkal alatamasztott modell egyetlen transzglutamindz acilezési reakcidjara sem.
Kisérleti adatok a transzglutamindz 2-re érhetdek el (20, 78), a FXIII-A esetén ilyen
informaci6 sem all rendelkezésre. Emiatt célul tiiztik ki az aktivalt FXIII-A
reakcidmechanizmusdban az elsd 1épés, az acilezés vizsgalatat két eltéré QM/MM protokoll
szerint is. Célunk volt tovabba vizsgalni a katalitikus centrum legfontosabb aminosavainak
protonaltsagat mind a Michaelis-komplexben, mind az enzim nyugvd, szubsztratot nem koto

aktivalt enzimben.

Az AT pentaszacharid-kotésének, illetve az allosztérikus aktivacidgjanak mechanizmusa
szamos korabbi vizsgalat targyat képezte (6). Azonban a kotddés viszonylag korai 1épéseire,
amikor az AT-pentaszacharid kdlcsonhatds még relative gyenge, nem all rendelkezésre atomi
szinti szerkezeti informacié. Célul tlztilk ki a pentaszacharid-kotddés vizsgalatat javitott
mintavételezésti molekuladinamikai szimuldciok segitségével, a GAMD modszerrel, egy
olyan rontgendiffrakcidos uton meghatarozott AT-konformacidhoz, mely nem tartalmaz
pentaszacharid vagy mas szerkezetli aktivatort. Célunk volt tovabba az AT
konformaciovaltozasainak tanulmanyozasa a kotddés GAMD szimulaciok kimenetébdl és
ezek Osszevetése az irodalomban szerepld informéciokkal. Ezen kiviil az AT aktivalasanak
allosztérikus utvonalait is tanulméanyozni kivantuk ugyanezen szimuldciok trajektdridinak

analizise révén.
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5. Modszerek

5.1 A FXIII-A transzglutaminaz reakcio elso lépésének in silico vizsgalata

5.1.1 FXIII — Alfa-2-antiplazmin peptid komplex szerkezete

A o2-antiplazmin (N-termindlison hasitott forma, lasd a (79) 0Osszefoglald cikkben) N-
termindlis dodekapeptid lehetséges konformacioit a késdbbi peptid-fehérje dokkolashoz egy
rovid, 10 ns-os molekuladinamikai szimulaciobol nyertiik. Az MD szimuldciéhoz egy olyan
kiindulasi konformécioét hasznaltunk fel, amelyben az Osszes ¢ torzids szoget -139°-ra,
valamint az 0sszes ® szoget 135°-ra allitottuk (B-redé konformaciora jellemzo értékek). A
szimulaciot a GROMACS szoftver (80) AMBERO3 (81) molekulamechanikai er6tér
segitségével, allandd homérsékleten és nyomdason végeztik. Az FXIII-A 4KTY jela
rontgendiffrakcios szerkezetét hasznéltuk a dokkolasnal (3). Ez a szerkezet a FXIII-A aktiv,

crer

kotddik kovalensen. A szerkezetbdl az inhibitor peptidet in silico eltavolitottuk.

A dokkolashoz HADDOCK szoftver 2.2-es verziojanak webes feliiletét alkalmaztuk (82-84).
A peptid hidrom, a molekuladinamikai szimuldciobol nyert szerkezetét hasznaltuk a
dokkolédshoz (t = 8, 9 és 10 ns). A XllI-as faktor esetén “aktivként” definialtuk a kovetkezd
aminosavakat: 214-215, 223, 279-283, 289, 290, 313-315, 317, 339, 342, 350-352, 360, 365-
374, 398-400, 441, 456, 459-460, valamint a dodekapeptid 6sszes aminosava. A fehérje Cys
314 aminosava ¢s a peptid GIn2 oldallanc karbonil szénatomja kozotti tavolsagot ezen kiviil
egy tovabbi, ,,unambigous restraint” segitségével rogzitettik. A HADDOCK szoftver a kapott
szerkezeteket klaszterekbe sorolja, mindharom peptidkonformacié esetén négy klaszter
a tovabbi szimuldcidkhoz. A legfontosabb szempontok a Trp279 — peptid GIn2 hidrogénkotés
megléte, a Cys314 megfeleld elhelyezkedése a peptid glutamin oldalldnchoz képest, valamint

a tovabbi oldallancok helyzete voltak.

A szerkezetb6l a katalitikus domént “simulated annealing” (szimuldlt hdkezelés)
szimulacioval finomitottuk tovabb, amelyhez a GROMACS szoftvert (80) és az AMBER
14SB molekulamechanikai erdteret (85) alkalmaztuk. Az alkalmazott protokoll 10, 10 ns
hosszi 1épésbol allt. Minden egyes 1épésben a rendszer eldszor 5 K-rél 400 K-re lett

melegitve 2 ns alatt, majd ezen a hdmérsékleten tartottuk 3 ns-ig, végiil 5 ns alatt lett lehiitve
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5 K hémérsékletre. A ,,simulated annealing” szimulacié NpT koriilmények kozott tortént, egy
,v-rescale” hdmérsékletszabalyozo (62) és Berendsen nyomasszabalyozo alkalmazasaval (86),
periodikus hatarfeltételek mellett. A 1 nm-nél tavolabb 1év6 atomok kozotti elektrosztatikus

kdlcsonhatasok figyelembevétele a Particle Mesh Ewald (PME) modszerrel tortént (87).
5.1.2 A OM/MM szimulacioknal alkalmazott modell rendszerek

A reakcidémechanizmus elsé 1€épését, amely k6zOs a transzglutamindz és a glutaminaz reakcid
esetén, két eltéro QM/MM protokoll segitségével is vizsgaltuk. Egyrészt ONIOM-tipusu
QM/MM szamitasokat végeztiink (56), ahol a QM rendszernél magas szinti MP2 mddszerrel,
illetve diszperzids korrekciot tartalmazé DFT modszereket alkalmaztuk. Masrészt QM/MM
alapi molekuladinamikai szimuldciokat futattunk, ahol szabadenergia-szamitasokat végeztiink

metadinamika segitségével, illetve a szolvataciot explicit oldoszerrel tudtuk figyelembe venni.

Az ONIOM tipust szamitdsainkhoz a modell rendszert ugy definialtuk, hogy az a katalitikus
domén aktiv centrumhoz kozeli aminosavait tartalmazza. A magas szintii (QM) alrendszerhez
tartoztak a katalizisben nélkiilozhetetlen Cys314 ¢és His373 aminosavak, valamint a peptidet
helyettesit6 molekula. A modell rendszerben a peptid helyett egy, a GIn2 aminosav
oldallancat helyettesitd propionamid molekula szerepelt. Ennek oka az volt, hogy a peptid
flexibilitdisa nagyban nehezitette az energiaminimalizicios futdsok konvergencidjat. A
rendszer tovabba tartalmazta a 211-216, 219-227, 266—268, 274-279, 283-292, 311-313,
315322, 334-342, 368—372, 374-376, 395—400, 430—434, 464—466 aminosavakat is (MM
rendszer), itt az AMBER molekulamechanikai erétér Gaussian szoftverben elérhetd verzidjat
hasznaltuk. Minden “Ujonnan” 1étrejott N-termindlishoz N-acetil, és minden C-terminalishoz
metilamido csoportot kapcsoltunk. A modell rendszer elkészitéséhez a TAO szoftvercsomagot
is felhasznaltuk (88). Létrehoztunk még egy tovabbi modell rendszert is a katalitikus Cys ¢€s
His aminosavak protonaltsagdnak tanulmanyozisa céljabol az enzim nyugvd, szubsztratot
nem kotd allapotaban. Ez a rendszer a szubsztratot helyettesité molekulat nem tartalmazta. A
modell rendszerben a fehérje mindharom aminosava esetén, ahol az oldallinc a QM

alrendszerhez tartozott, egy ,,0sszekotd” (,,link™) atomot definialtunk a Co — CB kdtés mentén.

A QM/MM MD szimulacié modell rendszere - a jobb Osszehasonlithatdsag érdekében - a
fehérje ugyanazon aminosavait tartalmazta, mint az ONIOM modszer esetén, valamint a
modell ligandum is azonos volt. A szolvatacidt explicit TIP3P vizmolekuldk (89), valamint

0,15 M sékoncentracionak megfeleld szamu Na® és Cl” ion hozzdadasaval vettiik figyelembe.
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Mivel a molekuladinamikai szimuldciok nagy szdmu 1épésbdl allnak, QM rendszernél az
energiak ¢és az erdk hatékony szamitdsat lehetové tevé félempirikus moddszert, a
strtiségfunkciondl-elméleten alapul6 DFTB3-at alkalmaztuk (53, 54). A felhasznalt
paraméterkészlet a szerves- és biomolekuldkra kifejlesztett 3ob-3-1 volt (55, 90). A ,,link”
atomokat az ONIOM-tipusu szamitasainknal hasznalt sémahoz hasonldéan definidltuk, a

Hkettévagott” Ca — CP mentén, utobbi atomtdl megkodzelitden 1 A tavolsigra helyezkedtek el.
5.1.3 ONIOM-tipusu szamitasok

Az ONIOM-tipusu szdmitasainkhoz a Gaussian szoftvercsomag 03 és 09 verzioit alkalmaztuk
(91, 92). Az els6 a geometria optimalizalasa volt az elkészitett modell rendszerre, amelyben
az 211-216, 219-227, 266-268, 274-279, 283-292, 311, 320-322, 334-342, 368-369, 371, 376,
395, 397, 399, 430-434, 464-466 aminosavak rogzitve voltak, a katalizisben kdzvetleniil részt

vevd aminosavakra viszont semmilyen megszoritast nem alkalmaztunk.

A nukleofil tdmadasi 1épésnél eldszor a potencidlis energiafeliilet (potential energy surface,
PES) feltérképezését (,,pasztazas”, ,,scan”) végeztik két kiilonbozd reakcidkoordinata-par
fiiggvényében (PES1 és PES2): Cys314 kénatom — szubsztrat amid szénatom tavolsag (d;) és
amid szénatom- amid nitrogénatom tavolsag (d;), valamint kénatom — szubsztrdt amid
szénatom tavolsadg (d;) és a His373 e-protonjanak tavolsidga az amid nitrogéntdl (ds).
Geometria-optimalizaldsokat futtattunk a racspontokban tobbnyire 0,2 A, az 4tmeneti 4llapot
feltételezett helye kdzelében nagyobb, 0,1 A siiriséggel, a két reakcidkoordinatat az elére
megadott értékekre rogzitve. Konvergenciaproblémak miatt a kovetkezd tartomanyokban nem
minden pontban végeztiink energiaszamitasokat: d: 2,8-3,2 A, dy: 2,0-2,6 A. (Ezek azonban
minden bizonnyal nagyon magas energidji konformaciok és gyakorlatilag nincsen bioldgiai
relevancidjuk). A szamitdsainkat az MP2/6-31G(d) valamint az MO06-2X/6-31+G(d,p)
modszerrel is elvégeztik, mindkét reakcidkoordindta-par esetén. (Az MP2 szintll
optimalizalasokhoz a Gaussian 03 szoftvert alkalmaztuk, ennek a Gaussian 09-tdl eltérd
minimumkeres6 algoritmusa szamos esetben joval hatékonyabb konvergenciat eredményezett.
Az M06-2X funkciondl viszont kizardlag a Gaussian 09 vagy 16 verziokban elérhetd.) Az
tovabbi, egyvaltozos ,scan” segitségével vizsgaltuk. A QM rendszerre ugyanazt a két
modszert hasznaltuk, mint az eldbbi esetben. A stacionarius pontokra és nyeregpontokra
(Michaelis komplex, atmeneti allapotok, intermedierek) wjabb optimalizalast futtattunk a

reakciokoordinatak rogzitésének feloldasaval, tobb kiillonbozé bazis, valamint MP2 és DFT

23



moédszerek  (M06-2X, ®B97XD) segitségével. A DFT moddszereknél ezen tul
frekvenciaszamitast is végeztiink, részben zérusponti vibraciora (ZPV) torténd
energiakorrekciok szamitdsa céljabol, részben annak az ellendrzésére, hogy a megtalalt

atmeneti allapotok valdban elsdrendli nyeregpontok-e.

A Cys314 és His373 aminosavak protonaltsdgat a Michaelis-komplexben egy egydimenzios
»scan” segitségével vizsgaltuk. A proton €s a Cys314 kénatomja kdzotti tavolsagot hasznaltuk
reakcidkoordinataként. Hasonld szamitasokkal vizsgaltuk ezen aminosavak protonaltsagat az
enzim ‘“nyugvé” allapotdban is. Itt egy olyan modell rendszert hasznaltunk, amely a

szubsztratot nem tartalmazta.

B His373 ys314
7 Nevxds 5

H
/
Trp279 O

3 abra: A. Az ONIOM-tipusu szamitasoknal alkalmazott modell rendszer. B. A
reakciomechanizmus vizsgalatanal alkalmazott ,, karakterisztikus” tavolsagok (d;-dy). d;:
Cys314 ken-szubsztrat amid C tavolsag, d,: szubsztrat amid C-amid N tdavolsag, ds: szubsztrat

amid N-proton tavolsag, dy: His373 imidazol epszilon nitrogén-proton tavolsag.
5.1.4 OM/MM MD szimulaciok

A QM/MM MD szimulaciokhoz a GROMACS szoftvercsomag 5.0 verzidjat hasznaltuk. A
DFTB 3 félempirikus moddszer hasznalatat lehetdvé tevd kodot Kubaf és munkatarsai
fejlesztették ki a GROMACS szoftverhez (93). A szoftver a metadinamikai szimulacidkhoz a
PLUMED programmal is bdvitve lett (94). A modell rendszerre (lasd a ,,A QM/MM
szimulacidoknal alkalmazott modell rendszerek” szakaszban) energiaminimalizdciot futtattunk
“steepest descent” modszerrel, amit egy, 1 ns hossziusagi “konvencionalis” molekuladiamikai

szimulacid kovetett NVT koriilmények kozott, T=310 K homérsékleten. Az integralasi
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1épéskoz 0.5 fs volt. A 312-319, 370, 372-375, 396, 398 és 400 aminosavak szabadon
rogzitettik. Az “ekvilibraciés” MD szimulacio alatt a Trp279 aminosav oldallancéra,

valamint a szubsztrat molekulara is gyenge megszoritast alkalmaztunk.

A Cys314 és a His373 odallancok protonaltsagat 2 ns hosszasagth WT-MetaD szimuléacioval
vizsgaltuk, a ,,bias factor” (a szimulacidé konvergenciajat befolyasold paraméter) értékét itt
30-nak valasztottuk. A kollektiv valtozd a proton tavolsaga volt a Cys314 kénatomjatol,
hasonloan az ONIOM-tipusi szadmitasainkhoz. A nukleofil tdmadési 1épés szabadenergia-
feliiletét egy 4,3 ns hosszisagh Well-Tempered Metadynamycs (WT-MetaD) szimulaciod
segitségével térképeztiik fel. A kollektiv valtozok az ONIOM-tipusu szamitasainknal
alkalmazott d; (Cys314 kénatom-karbonil szénatom) €s d, (amid szénatom-amid nitrogénatom)
tavolsagok voltak. A Gauss-fliggvények szélességét a szoftver automatikusan hatarozta meg.
(70). A szabadenergia-feliilet rendszer altal bejarhato részének korlatozasa céljabol ,,falakat”

(lower walls, upper walls) alkalmaztunk (d;: 0,17 és 0,37 nm, d,: 0,13 és 0,33 nm)

A molekulaszerkezetek haromdimenziés abrazoldsahoz az UCSF Chimera (39) szoftvert

hasznaltuk. A kétdimenzios enegiafeliileteket a DPlot szoftverrel dbrazoltuk (95).

5.2 Antitrombin pentaszacharid-kotédési mechanizmusanak vizsgalata

5.2.1 Modell rendszerek

A pentaszacharid-kotédés korai 1épéseinek vizsgalata céljabol harom modell rendszert
hoztunk létre a molekuladinamikai szimulacidinkhoz. Az elsO rendszer a ,,nativ”’, nem-aktivalt
AT ITIF rontgendiffrakcios szerkezetén alapult (43). Ez a szerkezet monomer AT-nak (tehat
nem egy ,,nativ”’ és egy latens molekula dimerjének) felel meg. Ez a rendszer ligandumot nem

tartalmazott.
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4. dabra: A munkank soran alkalmazott pentaszacharid, az idraparinux szerkezete (96)

valamint (97) alapjan.

A masodik rendszer ugyanezen a struktiran alapult, azonban egy pentaszacharid molekulat,
idraparinuxot helyeztiink el a szerkezetben (az idraparinux szerkezetét lasd a 4. dbran). Az
idraparinux konformacidja oldatban kordbban mar vizsgalatra keriilt egyetemiinkdn magneses
magrezonancia-spektroszkdpia (NMR) mérések valamint molekuladinamikai szimuldciok
segitségével (97). A pentaszacharid kiinduldsi szerkezetét az 1NQ9 rontgendiffrakcios
szerkezetben (42) (AT-pentaszacharid komplex) talalhatd, az idraparinuxtdl kismértékben
kiilonboz6 ,,NTP” jelzésti ligandum alapjan hoztuk létre. A molekula kiindulési poziciojat ugy
hataroztuk meg, hogy elébb a két rontgendiffrakcios szerkezetet egymasra illesztettiik a
legkisebb négyzetek modszere segitségével, majd a ligandumot 12 A-mel elmozditottuk a két
molekula tomegkozéppontjat 6sszekotd vektor irdnyaban. Igy az AT és a ligandum kozott

valamennyi kozeli kdlcsonhatds megsziint.

A harmadik rendszer az 1NQ9 jelzésti rontgendiffrakcids szerkezeten alapult, amely az AT
egy ,.részlegesen aktivalt” allaoptat mutatja egy pentaszachariddal alkotott komplexben (42).
A szimulacidhoz a pentaszacharidot itt is idraparinuxra mddositottuk. A rontgendiffrakcios
szerkezetekbdl hidnyzoé hurkokra a kiinduldsi konforméciokat a MODELLER szoftverrel
nyertiik (98).

Az AT glikozilacigjat az Asn-96, az Asnl55 és az Asn192 oldallancokhoz kapcsolodo, két N-
acetil-D-gliikozamin egységb6l 4all6 diszacharidokkal modelleztiik. A ,.csonkitott”
szénhidrategységek alkalmazéasat az tette sziikségessé, hogy a nagy méretli és rendkiviil
flexibilis glikdnok hatékony mintavételezése még javitott mintavételezésit modszerekkel is

igen nehéz lenne. A glikozilacios helyek az AT béta izoformajanak feleltek meg (33, 40).

Korabbi, javitott mintavételezési szimulacidink alapjan a CHARMM szénhidrat erdteret

talaltuk legalkalmasabbnak a rendelkezésre all6 NMR adatok reprodukaldsara (hidrogén
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hidrogén tavolsagok Nuclear Overhauser Effect (NOE) alapjan) (97). Ennek megfeleléen a
pentaszacharid modellezésére ezt az erbteret valasztottuk (99, 100), mig a fehérjére a

CHARMM36m eréteret alkalmaztuk (101).

A szimulacid eldkészitd 1épéseihez €s a topoldgia fajlok elkészitéséhez a CHARMM-GUI
(102-104) webes feliiletet hasznaltuk. A szimulaciok kocka alaki dobozban torténtek,
periodikus hatarfeltételek mellett. A rendszert vizmolekuldkkal szolvataltuk, melyeket a
CHARMM erétér modositott TIP3P vizmodelljével vettiink figyelembe. A hozzaadott Na® és
CI ionok szamat ugy hatdrozta meg a szoftver, hogy a sdékoncentracié6 megkozelitéen 0,15 M

legyen.
5.2.2 Molekuladinamikai szimulaciok

A munka alapjat képezé molekuladinamikai szimuldcidkat a 2. kiegészitd tablazatban
foglaltuk Ossze. A szimuldciokhoz az AMBERI16 szoftvercsomag pmemd.cuda programjat
hasznaltuk (105-107). Valamennyi molekuladinamikai szimulaciét energiaminimalizacid
el6zott meg, ahol az elsd 500 Iépésben ,,steepest descent”, az azt kovetd 1500 lépésben
konjugalt gradiens mddszert alkalmaztunk. Ezt egy tjabb 2000 1épéses energia-minimalizacid

kovette, a megszoritasok eltavolitasa utan.

A javitott mintavételezést szimulaciok elétt minden esetben 150 ns hossziisagu egyensulyi
molekuladinamikai szimulaciokat futtattunk. A megfelelé kiinduldsi konformaciok
kivalasztasa céljabol a ,,nem-aktivalt AT és hozzaadott pentaszacharid” rendszer esetén négy
fiiggetlen szimulaciot hajtottunk végre (A-D), ezek koziil kettét hasznaltunk a késdbbiekben
GAMD szimulacidk kiinduldpontjaul (jelolésiik A és B) a pentaszacharid pozicidja alapjan

(lasd 1. kiegészitd abra).

A GAMD szimuldcidkat minden esetben egy 60 ns ekvilibracidés szakasz elézte meg (a
GAMD szimulaciok 4altalanos protokollja szerint, lasd (71)). A szimulacioknal kettOs
gyorsitast (dual boost) alkalmaztunk, tehat a rendszer teljes potencidlis energidjat és a

diéderes szogekhez tartozo6 energiatagokat is érintette a gyorsitas.

Az els6 10 ns egyensulyi dinamikanak felelt meg, adatgytijtés az elsé 4 ns-ban nem tortént. A
maradék 50 ns-ban a szoftver gyorsitd potencialt alkalmazott a rendszer energidjanak mindkét

komponensére, az utolsé 40 ns alatt rendszeresen frissitve ennek paramétereit. Minden
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kiindulasi szerkezetbdl két parhuzamos futast inditottunk, a ,,nem-aktivalt AT €s hozzaadott
pentaszacharid” rendszer esetén ez négy szimulaciot jelentett (jelolésiik Al, A2, B1 és B2). A
GAMD szimuléciok allandé 310 K hémérsékleten és térfogaton torténtek Langevin tipusu
hémérsékletszabalyozo6 alkalmazasaval, az integralasi 1épéskdz 2 fs volt. A 12 A-nél tdvolabb
elhelyezked6 atomok kozotti elektrosztatikus kdlcsonhatdsokat a PME moddszer segitségével

vettiik figyelembe (87).

A ,,produkcios” szimulaciok 600 ns hosszasaguak voltak, azonban harom szimulaciot, ahol a
rontgendiffrakcids szerkezethez hasonld pentaszacharidkotést tudtunk megfigyelni, 1 ps-ra

hosszabbitottunk (az A1, a B1, valamint az INQ9 szerkezeten alapul6 1. szimulacio).
5.2.3 A szimulaciok eredmeényeinek kiértékelése

A trajektoridk analiziséhez, az atom-atom tavolsagok, RMSD értékek és szénhidrat
gytriikonformaciok szadmitasdhoz a CPPTRAJ programot hasznaltuk (108). A fehérje
masodlagos szerkezetét a DSSP moddszer segitségével vizsgaltuk (109). A pentaszacharid
modszerrel hatdroztuk meg: elészor az AT 6-26, 39-133, 137-355, 361-377, 402-431
aminosavait a rontgendiffrakcios szerkezetére illesztettiik, majd a gytirii és az interglikozidos
atomok tavolsagainak négyzetes kozépértékét hataroztuk meg a szerkezetek kozott. A
konforméciovaltozasok jellemzése céljabol reprezentativ konformacidkat valasztottunk ki az
egyes trajektoriakbol, klaszteranalizis segitségével (lasd 2. kiegészitd adbra). Az analizishez a
CPPTRAJ szoftverben elérheté K-means algoritmust hasznaltuk. Egy, a P-hélixet érintd
konformacid esetén azonban mads utat valasztottunk a konformaciok nyerésére: a trajektoriat
kettéosztottuk annal a pontnal, ahol a valtozas végbement, és a két ,,rész” atlagdhoz leginkabb

hasonlitdo konformaciokat hasznaltuk.

A fehérjék egyes aminosavai kozotti korrelalt mozgasokat a Lange ¢és Grubmiiller altal
kifejlesztett ,,altalanositott korrelaciés” moddszerrel elemeztiikk, a g correlation program
segitségével (110, 111). A GAMD szimulaciokbdl a szabadenergia-feliilet szamitashoz a

PyReweighting programot alkalmaztuk (72).

28



6. Eredmények és diszkusszio

6.1 A FXIII katalitikus mechanizmusanak vizsgalata

6.1.1 A FXIII és az a2-antiplazmin peptid komplexének szerkezete

A FXIII reakciomechanizmusaval kapcsolatos munkankhoz a FXIII-A katalitikus domén-
dodekapeptid ,,simulated annealing” szimulacigjabol vett utolsd6 konforméciot (t= 100 ns)
hasznaltuk (5. abra). Az altalunk kapott konformacié dsszhangban van a rendelkezésre allo
enzimkinetikai mérések eredményeivel, valamnt az NMR mérésekkel (23, 24, 112). A peptid
Asnl aminosavdnak pozitivan toltott N-termindlisa intramolekuléris sohidat képez a Glu3
szerepét a kotddésben kinetikai mérések is megerdsitik (a katalitikus hatékonysag jelentdsen
alacsonyabb ezt az aminosavat nem tartalmaz6 peptideknél). Ugyanezen aminosav oldallanca
hidrogénkotést alakit ki a fehérje Tyr372 aminosavaval. A peptid Pro7 aminosava egy kis
hidrofob zsebbe illeszkedik, amelyet az FXIII-A Val369, Phe339, Leud439 és Tyrd4l
aminosavai alkotnak. A Leu8 és a LeulO oldallancok elsdsorban kdlcsonhatdsokat alakitanak
kolesonhatasat az FXIII A alegységgel a kisérleti adatok is alatamasztjak (24). A Lysl2
aminosav, amely szintén szerepet jatszik a kotddésben kinetikai mérések alapjan, sohid
kolcsonhatéast alakit ki a FXIII-A Asp456 aminosavaval. A kapott szerkezet és a kisérleti
adatok kozti kisebb kiilonbségek azzal indokolhatok, hogy a QM/MM szimulaciok

kiindulopontjanak szant egyetlen szerkezettel szemben az NMR allapotok sokasagat vizsgélja.

29



Tyradd QA | o110
A\

\\/'”

Pro7,

5 abra: Az o2-antiplazmin dodekapeptid kotodése az FXIII-A katalitikus doménjéhez,
dokkolas és ,,simulated annealing” szimuldcio utan. A peptidet lila szinnel tiintettiik fel. A
legfontosabb oldallancok sorszamai a FXIII-A esetén fekete, a peptid esetén lila szinnel

szerepelnek.

6.1.2 A Cys314 és a His373 aminosavak protonaltsaga ONIOM-tipusu szamitdasok alapjan

A proton transzfer nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a transzglutaminazok, cisztein- és szerin-
protedzok katalitikus mechanizmusaban egyarant. A folyamatban kiilonosen kiemelkedd a
szerepe a Cys és a His aminosavak protonaltsaganak (eldbbi oldallancnak protont kell atadnia
a His oldallancnak, hogy tiolat forméba keriiljon), valamint a protonatmenetnek a katalitikus
hisztidinrdl a ligand glutamin -NH; csoportjara. Szamos tanulmény sziiletett a katalitikus Cys
¢s His oldallancok protonaltsagar6l a transzglutamindzokhoz hasonld katalitikus triddot
tartalmazd cisztein protedzok esetén. Ezen tanulmanyok alapjan ez a két aminosav
valdsziniileg ionpar formaban van jelen a legtobb ilyen enzimben viszonylag széles pH-
tartomanyban (32, 113-115). Kevesebb adat &ll rendelkezésre a transzglutaminazok
enzimcsaladja esetén. A cisztein protedzokkal szemben Case és Stein reakcidkinetikai
vizsgalatok alapjan neutrdlis Cys-His par jelenlétére kovetkeztetett tengerimalac ma4j
transzglutamindz, valamint transzglutamindz 2 ,nyugvé” forméjadban (78). A FXIII A

alegység esetén azonban tudomasunk szerint semmilyen kisérleti adat nem all rendelkezésre
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ezen aminosavak protonaltsagarol.

A protonaltsagot ONIOM-tipusut QM/MM szimuléaciokkal vizsgaltuk, az enzim nyugvé
allapotdban és a Michaelis-komplexben egyarant. Két egyvaltozds pasztazast (,.scan”
végeztiink, a Modszerek fejezetben leirt modon, két kiilon rendszerre, melyek egyike nem
tartalmazott szubsztratot. Az energidkat a reakciokoordindta fliggvényében a 6. abran
tiintettiik fel. A legalacsonyabb energiaju allapot a két esetben 2,4, illetve 2,3 A-nal
helyezkedett el, amibdl az ionpar forma nagyobb stabilitasara kovetkeztethetiink mindkét
allapotban. A Cys-protondlt forma energidja lényegesen magasabbnak adddott (36,1 és
54,7 kJ/mol), A két végallapotra meghataroztuk a zérusponti vibraciéra (ZPV) korrigalt
energiakat is, két modszerrel (M06-2X, ®B97XD) és tobbféle bazis alkalmazasaval (1.
kiegészité tablazat). Valamennyi esetben a His-protondlt forma adddott jelentdsen
stabilabbnak, megerdsitve a korabbi eredményeket. A nagy energiakiilonbség miatt utdbbi
forma eléfordulasi valészintisége nagyon alacsony. Igy valosziniitlennek tekinthetd egy olyan
mechanizmus, ahol a protonatmenet a ciszteinrdl a hisztidinre azonos elemi 1épésben menne
végbe a nukleofil tdmadassal. Tehat a protondtmenetet és a nuklefoil tdmadast két teljesen

elkiiloniild reakciolépésként targyalhatjuk.

Case ¢és Stein javaslata szerint a FXIII A alegységével szekvencia-homoldgidt mutatd
transzglutamindz 2 szubsztratot nem kotd, nyugvo allapotdban a Cys314 és a His373
oldallancok neutralis allapotban vannak, viszont a nukleofil timadasi 1épésben mar kezdetben
is cisztein tiolat formaval, valamint protonalt hisztidinnel kell szdmolni (78). Ezzel szemben a
szamitasaink alapjan az aktivalt FXIII A alegységében az ionpar forma lehet a stabilabb, a

cisztein protedzokhoz hasonlé mddon.

A 200

180 Cys protonalt His protonalt

Energia (kJ/mol)

1011121314151617181920212223242526272829 A N

ds-n (A) Cys protonalt His protonalt

— Michaelis komplex — Szubsztrat nélkl

6. abra: A. Az optimalizalt geometridkhoz tartozo energiik a reakciokoordinata (S-H

tavolsag) fiiggvényében a Cys314 és a His373 oldallancok protonaltsaganak vizsgalata soran.
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A szamitast a Michaelis komplex mellett az enzim nyugvo, szubsztratot nem tartalmazo
dllapotara is elvégeztiik. B. A Cys, illetve a His oldallancon protonalt forma optimalizalt

geometridja.
6.1.3 Az acilezési lépés mechanizmusa ONIOM-tipusu szamitasok alapjan

A rendelkezésre 4allo irodalmi adatok alapjan az acilezési reakciolépés mechanizmusa a
cisztein protedzok csalddjan beliil valdszinilileg nem egységes. Ezekre az enzimekre elsOként
Lowe javasolt egy, a szerin protedzokéval analdég sémat (116). Kvantumkémai szdmitasok
alapjan tobb kiillonb6z6 mechanizmus is lehetségesnek tiinik a csaladon beliil: a Cys kénatom
nukleofil timadasa vagy egy elemi 1épésben megy végbe a proton transzferrel a hisztidinrél,
vagy a protonatmenet akar meg is eldzheti a nukleofil tdmadast. Kiilonbségek vannak a
javaslatok kozott abban a tekintetben is, hogy feltételezik-e egy tetraéderes intermedier (tio-

félacetal anion) 1étezését.

lismaa és munkatarsai a transzglutaminaz 2 Trp241 (amely az FXIII A alegységben a Trp279-
nek felel meg) aminosavval kapcsolatos mutagenezises kisérleteikben azt talaltak, hogy a
katalitikus hatékonysag jelentésen csokken, ha ez az aminosav példaul fenilalaninra
cserélodik (11). Feltételezték, hogy a triptofan oldallainc a tetraéderes intermedier

stabilizalasaban jatszhat szerepet (11).

Az acilezési 1épés vizsgalata céljabol két kiilonboz6é reakciokoordinata-par segitségével
feltérképeztiik a potencialisenergia-feliiletet (d;-d,, valamint d;-ds, a tdvolsagok definicidja 3.

abran), két kiilonb6zé maodszerrel (MP2/6-31G(d) és M06-2X/6-31+G(d,p)).
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7. abra: A nukleofil tamadasi lépésre kapott potencialisenergia-feliiletek. A szamitasokat két
kiilonb6zo reakciokoordinata par hasznalataval (A. d; és d, B. d; és ds tavolsagok, lasd 2.

dabra B része) végeztiik.

A d; (Cys314 kénatom-amid karbonil szdnatom tavolsag) és d, (C-N tavolsag a szubsztrat
amidcsoportjaban) valtozok segitségével kapott energiafeliileteken a legalacsonyabb energidju
konformacié mindkét esetben a Michaelis-komplex volt (7/A 4bra) (kériilbeliil d; =2,0 A,
d> = 1,35 A -nél). Az abrak alapjan nyeregpont valosziniisithetd a d; = 2,0 A, d, = 1,5 A hely
kozelében. Megfigyelheté tovabba egy helyi minimum d; = 1,8 A, d, = 1,7 A kériil, ez egy
ikerionos szerkezetii, tetraéderes intermediernek felel meg, protonalt -NH;" csoporttal és
negativ toltést hordozé oxigénatommal (I 1). A d; = 1,8 A, d, = 2,4-2,6 A régioban a
potencialfeliilet mas részeihez képest viszonlylag kis energiakiilonbségek figyelhetok meg.

Kiilonosen az M06-2X/6-31+G(d,p) moddszerrel kapott energiafeliilet alapjan egy masodik
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atmeneti allapotot is feltételezhetliink ebben a régidoban. (Ennek a 1épésnek az energiagatjat
kiilon is vizsgaltuk, lasd késdbb.) Az eredményeink alapjan a cisztein kénatom nukleofil
tamaddsa, valamint a protondtmenet a His-H" aminosavrol a szubsztrat -NH, csoportjara egy
1épésben megy végbe, mig az ammonia levalasa a tetraéderes intermedierbdl (I 1) egy kiilon
reakcidlépés. A két kiilonboz6 modszerrel kapott potencidlisenergia-feliiletek alakja
egymashoz hasonl6, a legfontosabb kiilonbség, hogy az M06-2X/6-31+G(d,p) mddszernél a

Michaelis-komplexhez viszonyitott relativ energidk kovetkezetesen magasabbak.

Ugyanezen reakciolépést, azaz a nukleofil tdmadast és a protonatmenetet az amid -NH;
csoportra egy tovabbi ,relaxed scan” segitségével is vizsgaltuk (7/B abra). Két potencialis
energia-feliilet egyértelmiien egy elemi 1épésben lejatszodo (koncertikus) reakciora enged
kovetkeztetni, jO egyezésben azzal, amit a masik reakcidkoordinata-parral végzett
szdmitasaink alapjan feltételeztiink. A végallapot mindkét modszerrel a kordbban emlitett
tetraéderes, ikerionos intermedier volt. Fontos azonban megjegyezni, hogy a C-N kotés

hasadasa a tetraéderes intermedierben spontan nem megy végbe energiaminimalizacid soran.

MP2/6-31G(d) MO062X/6-31+G(d,p)
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C-N tévolsag (A) C-N tavolsag (A)

8. abra: Az emergia a reakciokoordinata (C-N tavolsag) fiiggvenyeben, a C-N kotés
felhasadasat vizsgalo egyvaltozos ,,scan’ alapjan, két kiilonbozé modszerrel szamitva. 1: az
elso, tetraéderes intermedier (I 1), 2. a masodik lépés atmeneti dllapota (TS 2), 3. a tioészter

intermedier és kotott ammonia (I 2).

A C-N kotés felhasadasat, amely az eddigiek alapjan egy kiilonallo reakcidlépésnek tekinthetd,
tovabb  vizsgéaltuk két ujabb ,scan” segitségével, az amid C-N tavolsagot
reakciokoordinatanak valasztva (d;). A két ,,scan” a kordbbiakhoz hasonldan az alkalmazott

modszerben kiillonbozott egymastol (lasd 8. dbra.) A geometriaoptimalizalasok utan kapott
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energiaértékek alapjan egy atmeneti allapotot (TS 2) feltételezhetiink d, = 2,2 - 2,3 A
tavolsagnal. Ennek energidja 23, illetve 27 kJ/mol-nak adddik a két esetben, ami gyors, nem
sebességmeghatarozé reakciolépésnek felel meg, viszont magyardzza, hogy miért nem megy
végbe spontan a C-N kotés felhasaddsa. A tioészter intermedier allapotra (I 2) magasabb
energiat kaptunk, mint a tetraéderes intermedierre, ennek az lehet az oka, hogy az ammonia
lehasaddsa nem ment teljesen végbe ebben az allapotban. A Gaussian szoftverben elérhetd
reakcio-koordinatdk azonban az ammoniamolekula a kdzegbe valo eltavozasanak vizsgalatat

nem vagy csak igen koriilményesen teszik lehetévé.

His373 rcysm 4 His373 His373
@v”‘ L @m He, S/Cys314 @\‘ '/Cys314
H H; Ly H2>L\; H HA
sp396 'f' sp396 T @

MC TS1 Il

His373
@ Cys314 /;] ys314
H HsN., H
— . o)
& o’%‘\Gln (% NH; o}\/Gln
H
sp396 "" sp396 [

Trp27 TrP27

TS 2 I2

9. abra: Az ONIOM-tipusu szamitasaink alapjan kapott mechanizmus az aktivalt FXIII-A
enzimreakciojnak elsé lépésére, a Michaelis komplextol (MC) a tioészter intermedierig (I 2).

(TS: elso armeneti allapot, I 1: elsd, tetraéderes intermedier, TS2: masodik atmeneti allapot,)

Osszefoglalva tehat a szamitasaink alapjan a nukleofil tAmadés, valamint a protonatmenet a
protonalt hisztidin oldallancrol az amid nitrogénatomra egy elemi 1épésben megy végbe, és ez
lesz a sebesség-meghatarozd 1épés. A N-H kotés felbomlasa és az NH; tavozasa egy ettol
kiilonb6zd, am igen gyors Iépésben torténik. A szamitdsaink alapjan javasolt mechanizmust a

9. 4bran tiintettik fel.
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1. tablazat: Az optimalizalt atmeneti dllapot (TS 1), valamint a tetraéderes intermedier (I 1)

energidja a Michaelis komplex (MC) energidjahoz viszonyitva. A szamitasokat t6bb

kiilonbozé modszerrel és bazissal is elvégeztiik. A tablazatban szerepelnek a DFT

modszerekkel szamitott zérusponti vibraciora (ZPV) korrigalt energidk is.

Modszer/Bazis
MP2/6-31G(d)
MP2/6-31G(d,p)
MP2/6-31+G(d,p)
MP2/6-311+G(d,p)
®B97XD/6-31G(d)
®B97XD/6-31G(d,p)
®B97XD/6-31+G(d,p)
®B97XD/6-311+G(d,p)
MO062X/6-31G(d)
MO062X/6-31G(d,p)
MO062X/6-31+G(d,p)
MO062X/6-311+G(d,p)

E(TS 1) - E(MC)
(kJ/mol)
83,9
79,2

89,1

85,4
107,2
105,8
114,5
118,2
93,6

93,3
102,4
105,7

E(I11)-EMC,)
(kJ/mol)

62,4
65,2
72,2
69,1
92,4
96,4

100,9
103,8

82,4
86,5
92,1
94,6

E(TS 1) - E(MC), ZPV E(I 1) - E(MC) ZPV

korrigalt (kJ/mol)

93,4
91,5
101,5
105,1
80,8
80,5
89,6
92,8

korrigalt (kJ/mol)

91,7
93,9
100,2
103,5
80,8
83,5
90,3
92,7

2 tablazat: Az optimalizalt masodik atmeneti allapot, valamint a tioészter intermedier (I 2)

energidja az elso, tetraéderes intermedier (I 1) energiajahoz viszonyitva. A szamitdsokat t6bb

kiilonbozé modszerrel és bazissal is elvégeztiik., valamint zérusponti vibraciora (ZPV)

korrigalt energiaat is szamitottuknk a DFT modszerekkel.

Modszer/Bazis
MP2/6-31G(d)
MP2/6-31G(d,p)
MP2/6-31+G(d,p)
MP2/6-311+G(d,p)
®B97XD/6-31G(d)
®B97XD/6-31G(d,p)
®B97XD/6-31+G(d,p)
®B97XD/6-311+G(d,p)
MO062X/6-31G(d)
MO062X/6-31G(d,p)
MO062X/6-31+G(d,p)
MO062X/6-311+G(d,p)

E(TS2)-E(I1)
(kJ/mol)
22,9
20,7
27,9
25,8
22,5
22,2
26,9
243
23,0
22,9
267,0
24,1

E(12)-E(11)

(kJ/mol)

12,8
8,5

17,3
13,2
16,7
14,7
18,3
13,4
16,2
14,5
17,7
12,8
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E(TS2)- E(I11),ZPV E(12)-E({ 1) ZPV

korrigalt (kJ/mol)

16,2
17,2
20,4
17,7
17.8
18,4
21,6
18,0

korrigalt (kJ/mol)

8,4
6,5
8,3
3,0
9,3
8,5
10,6
54



Az egyes stacionarius pontok energidjat a Michaelis komplexhez képest az 1. és a 2.
tablazatokban tiintettiik fel, a szamitott zérusponti vibraciora korrigalt energidkkal egyiitt. A

stacionarius allapotok haromdimenzios szerkezetét a 10. dbra mutatja.

10. abra: A stacionarius pontok M06-2X/6-311+G(d,p) szinten optimalizalt geometriai. A. A
Michaelis komplex. az elsé datmeneti dllapot és a tetraéderes intermedier. B. Az dtmeneti
dllapot a masodik lépésben (C-N kotéshasaddas és ammonia levalasa), és a tioészer
intermedier kotott ammoniamolekulaval. (MC: Michaelis-komplex, TS: elsé armeneti allapot,
1 1: elso, tetraéderes intermedier, TS2: mdasodik datmeneti allapot, I 2: tioészter intermedier és

részben felszabadult ammonia)

Az Ot stacionarius pont ,.scan”-ekbdl nyert geometridit kiilonboz6é moddszerek és bazisok
segitségével ujraoptimalizéltuk, a reakcidokoordinatakra vonatkozo rogzitések feloldasaval. Az
energiaértékeket abszolut zérusponti vibracidra korrigaltuk két DFT modszer felhasznalasaval.
Az energiaértékeket az 1. tdblazatban a Michaelis-komplexhez, mig a 2. tdbldzatban a
tetraéderes intermedierhez viszonyitva adtuk meg. Az elsé dtmeneti allapotra kapott energidk

a z€érusponti vibracid alkalmazésa nélkiil 1ényegesen alacsonyabbak voltak a MP2 szamitasok
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esetén, mint DFT modszerek alkalmazasaval, a kiilonbség 23—33 kJ/mol volt wB97XD ¢és
10—20 kJ/mol M06-2X funkcionallal.

Ugyanezen két DFT modszerrel kapott energidk a tetraéderes intermedier esetén 29-35, illetve
20-25 kJ/mollal magasabbak az MP2 mddszerrel szadmitott értékeknél. A Michaelis-
komplexhez viszonyitott korrigalt energidk a 80,8-91,5 kJ/mol tartomanyban voltak az
atmeneti allapot és 80,8-93,9 kJ/mol kozott a tetraéderes intermedier esetén. A két allapot
korrigalt energiaja igen kozel van egymashoz szinte valamennyi médszer esetén. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az intermedier féléletideje nagyon rovid lehet. A masodik atmeneti
allapot energiajara (ammonia kilépése a tetraéderes intermedierbdl) valamennyi médszer 21-
27 kJ/mol kozotti értéket ad korrekcié nélkiil, a korrigalt energidk ennél 4-6 kJ/mollal
alacsonyabbak. A ,,végsd” allapotra kapott korrigalt energiak a DFT moédszerekkel 3,0-10,6

kJ/mollal adédnak magasabbnak a tetraéderes intermediernél.

A kapott aktivalasi energia értékeket az Erying-Polanyi egyenlet révén hasonlithatjuk dssze a
kisérletileg meghatarozott katalitikus hatékonysagi értékekkel (kca). Azonban fontos
megjegyezni, hogy FXIII-A esetén a rendelkezésre allo kisérleti eredmények keresztkotési
reakcidra vagy a szubsztrat Gln aminosavéanak hidrolizisére vonatkoznak, a két reakciolépés
kinetikdjat még nem vizsgaltdk kiilon-kiilon. Amennyiben az acilezési 1épés leglassabb
részfolyamatat, a Cys nukleofil tdmadasat sebességmeghatarozo 1épésnek feltételezziik, az
aktivalasi energia kb. 85 kJ/mol lenne a magas szinti MP2 szdmitasaink alapjan. Ezen a
szinten a zérusponti vibraciora vald korrekcio technikai okokbol nem volt kivitelezhetd, a
korrekcié nagysagat azonban a DFT modszerekkel kapott értékek alapjan -15 — -10 kJ/mol-
nak becsiilhetjiik. Ez alapjan a , korrigalt” energiagat 70-75 kJ/mol-nak adodik, amely 0,5-4 s
! kinetikai 4llandonak felel meg. Ezzel szemben az irodalomban kiilonféle szubsztratokra 16-
490 s allandok szerepelnek (23, 24). Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a hatékony

katalizishez felteheten a peptid tobb aminosavanak jelenlétére is sziikség van.
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3. tablazat: 4 d;-d, ,, karakterisztikus” tavolsagok a Michaelis komplex, az elso atmeneti
dallapot valamint a tetraéderes intermedier optimalizalt geometridiban.

Médszer/Bazis Michaelis complex (MC) 1. atmeneti dllapot (TS 1) Tetraéderes intermedier (I 1)
di A & (A) d3(A) dy(A) dy(A) da(A) d3 (A) dy(A) di (A) dy (A) d3 (A) dy (A)
MP2/6-31G(d) 3,436 1,352 2,874 1,040 2,179 1,516 1,303 1,293 2,016 1,595 1,060 1,800
MP2/6-31G(d,p) 3,406 1,351 2,856 1,035 2,161 1,519 1,287 1,292 2,017 1,594 1,061 1,750
MP2/6-31+G(d,p) 3,630 1,347 2,962 1,033 2,100 1,518 1,286 1,294 1,985 1,583 1,057 1,781

MP2/6-311+G(d,p) 3,435 1,350 2,857 1,036 2,129 1,517 1,290 1,292 1,997 1,585 1,061 1,760
oB97XD/6-31G(d) 3,525 1,349 2,824 1,032 2,330 1,508 1,229 1,363 2,040 1,592 1,060 1,773
oB97XD/6-31G(d,p) 3,507 1,349 2,827 1,032 2261 1,514 1,226 1,363 2,044 1,587 1,065 1,741
oB97XD/6-31+G(d,p) 3,511 1,346 2,840 1,028 2,144 1,516 1,250 1,335 2,004 1,580 1,060 1,776
oB97XD/6-311+G(d,p) 3,515 1,344 2,852 1,027 2,180 1,513 1,246 1,340 2,012 1,583 1,058 1,780
M062X/6-31G(d) 3,370 1,350 2,684 1,034 2,284 1,515 1,228 1,373 2,033 1,595 1,063 1,765
M062X/6-31G(d,p) 3,364 1,349 2,688 1,033 2,242 1,521 1,209 1,395 2,041 1,588 1,072 1,717
MO062X/6-31+G(d,p) 3,368 1,347 2,715 1,029 2,162 1,519 1,238 1,360 2,002 1,583 1,065 1,756
M062X/6-311+G(d,p) 3,370 1,346 2,730 1,028 2,202 1,516 1,232 1,366 2,009 1,586 1,060 1,772

4. tablazat: A d;-d, , karakterisztikus” tavolsagok a mdsodik atmeneti allapot, valamint a

tioészter intermedier optimalizalt geometridiban.

Médszer/Bazis 2. atmeneti allapot (TS 2) Tioészter intermeider (I 2)
di(d) &@A) &A) d@) di(d) & @A) &A) d(d)
MP2/6-31G(d) 1,854 2,170 1,030 1,990 1,801 2,972 1,023 2,270
MP2/6-31G(d,p) 1,859 2,139 1,027 1,960 1,800 2,979 1,019 2,266
MP2/6-31+G(d,p) 1,845 2,180 1,026 1,992 1,796 2,991 1,019 2,266
MP2/6-311+G(d,p) 1,854 2,154 1,029 1,971 1,799 2,987 1,020 2,269
®B97XD/6-31G(d) 1,852 2,233 1,028 1,990 1,810 2,824 1,024 2,177
®B97XD/6-31G(d,p) 1,855 2,170 1,028 1,982 1,810 2,850 1,023 2,195
®B97XD/6-31+G(d,p) 1,848 2,215 1,026 2,015 1,804 2,878 1,022 2,226
oB97XD/6-311+G(d,p) 1,857 2,179 1,026 2,000 1,807 2,900 1,020 2,241
M062X/6-31G(d) 1,862 2,205 1,029 1,971 1,810 2912 1,023 2,221
M062X/6-31G(d,p) 1,867 2,174 1,029 1,952 1,809 2,984 1,021 2,253
MO062X/6-31+G(d,p) 1,856 2,179 1,028 1,987 1,802 3,005 1,020 2,287
MO062X/6-311+G(d,p) 1,866 2,144 1,027 1,975 1,805 3,052 1,019 2,317
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A 3. és a 4. tablazat tartalmazza a d,-d4 karakterisztikus tdvolsagokat (a tavolsagok definicidja
a 3. abran szerepel) a kordbban targyalt stacionarius pontokban. A Michaelis-komplex
geometridgja az adatok alapjan szinte allando a moddszertdl és az alkalmazott bazistol
fiiggetleniil. Az elsé atmeneti allapot és a tetraéderes intermedier szerkezete meglehetdsen
kozel all egymashoz, nagyon kicsi a kiilonbség a d; és a d, tavolsagokban. A szerkezetben
megfigyelheté a Trp279 és az amid karbonil szénatom kozti hidrogénkotés, ez a tirptofan
megfelel a transzglutaminaz 2 Trp241 aminosavanak, mely az datmeneti 4allapot
stablilzalasdban jatszik szerepet. Az amid nitrogén-proton tavolsdg azonban az atmeneti
allapotban lanyegesen nagyobb, mint a tetraéderes intermedierben. Az intermedierben a C-S
kotéstavolsag még jelentdsen hosszabb (2,00-2,02 A), mint egy ,,atlagos” C-S kotés hossza
(~1,82 A) Diffz fiiggvényeket tartalmazo bazisokkal a kapott értékek valamivel kisebbek. A
mésodik 4tmeneti 4llapotban a karbonil szén-nitrogén tavolsag (d,) a 2,14-223 A
tartomadnyban mozog a moddszertél és a bazistol fiiggben. A szén-kén kotéstavolsag
minimalisan nagyobb, mint a tioészter intermedierben. A Michaelis komplex esetén a d;, a
tioészter intermedier és kotott NH; esetén pedig a d, és ds tavolsdg nagyobb variabilitast
mutat. Ennek az a magyardzata, hogy ezekben az allapotokban a szubsztrat, illetve az

ammonia az enzimhez nem kovalens modon kotodik.
6.1.4 QM/MM MD szimulaciok

A protonatmenetet a His373 és a Cys314 aminosavak kozott a fentieken tul egy QM/MM MD
metadinamikai szimulacioval is vizsgaltunk, a DFTB félempirikus modszer alkalmazasaval a
QM rendszerre. A szolvataciot explicit TIP3P oldoszerrel tudtuk figyelembe venni. Az 3.
kiegészitd abran jol lathato, hogy a szimulacionk soran tobb protonatmenet is tortént, mindkét
iranyban. A rendszer a His-protonalt allapotokhoz képest jellemzden joval rovidebb
iddintarvallumokban talalhat6 a Cys-protonalt allapotban. (Ugyanakkor az egyes allapotokban
toltott  idotartamok nem tiikrézik a valds reakcidkinetikat, szimuldcio ,javitott
mintavételezési” jellegébdl adoddan.). A metadinamikai szimulacid eredményei alapjan
meghataroztuk a két allapot relativ szabadenergidjat (11/A abra), az energiakiilonbség 38
kJ/mol-nak adodott. Az adatok alapjan az ikerionos (His protonalt) forma bizonyult
Iényegesen stabilabbnak, 6sszhangban az ONIOM-tipust szdmitasokban kapott eredménnyel.
A nem ,rogzitett” aminosav-oldallincok konformacidja viszonylag stabilnak adddott a

szimulacio soran.
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A nukleofil tdmadasi 1épést vizsgald, két kollektiv valtozos metadinamikai szimulacio
kimenetébdl meghataroztuk a nukleofil tdmadasi 1épés szabadenergia-feliiletét (11/B ébra). A
kapott feliilet egy egylépéses reakciomechanizmusra enged kovetkeztetni. Az egyetlen
atmeneti allapot a d; = 0,22 nm ¢és d, = 0,18 nm kdzelében talalhato, energiaja ~98 kJ/mollal
magasabb a Michaelis komplexnél. Ez az energiaérték abba a tartomanyba esik, amit az
ONIOM-tipust szamitdsainknal tapasztaltunk. A tioészter intermedierre a Michaelis-
komplexnél mintegy 40 kJ/mollal nagyobb energiat kaptunk, azonban meg kell jegyezni, hogy
az ammonia felszabaduldsa a szimulaciénk ezen allapotaban nem ment végbe teljesen, a
tioészter valds energidja ennél valdsziniileg alacsonyabb. Azonban ellentétben az ONIOM-
tipusu szamitdsainkkal, a tetraéderes intermedier rendkiviil labilisnak bizonyult, és a
potencialisenergia-feliileten sem volt megfigyelhetd ilyen intermediernek megfeleld helyi
minimum. A nukleofil tdmadés, a protontranszfer (a protonalt hisztidinrél) és az ammonia

levalasa gyakorlatilag egyetlen 1épésben, koncertikus médon ment végbe.
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11. abra: A QM/MM MD szamitasok eredményei. A. A szabadenergia a kollektiv valtozo (CV)
fiiggvényében (proton tavolsaga a Cys kénatomtol), a Cys-His protonatmenet QM/MM MD
szimulaciojabol. B. A kétvaltozos QOM/MM MD metadinamika kimenetébol szamitott
szabadenergia-feliilet. A két kollektiv valtozo a cisztein kénatom-karbonil szénatom kozti

tavolsag (d;) valamint az amid karbonil szénatom-amid nitrogénatom tavolsag (d>) voltak.

A két kollektiv valtozot, valamint az amid/ammodnia nitrogén-proton tavolsidgot az id6
fliggvényében a 4. kiegészitd dbra mutatja. A szimuldci6 soran nukleofil tamadas eldszor ~1-
54 ns-ndl ment végbe, ezt azonnal kdvette a tioészter intermedier kialakuldsa. Ezt kdvetden
3,05 ns-nal a reakcio forditott iranyba is lejatszodott, az intermedierbdl a rendszer

visszaalakult a Michaelis-komplexnek megfeleld allapotba. 4,10 ns koriil egy ujabb nukleofil
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tamadas volt megfigyelhetd. A szimulaciokbdl vett ,,reprezentativ”’ konformacidokat mutat be a

5. kiegészit6 abra.

A nem megszoritott oldallancok pozicioja viszonylag stabil maradt egészen 4,3 ns-ig, azonban
kb. 4,3 ns-nal megsziint a szubsztratmolekula karbonil oxigénje és a Trp279 oldallanc kdzotti
hidrogénkotés. Emiatt a szimulacid kezdeti 4,3 ns hosszi szakaszat vettiik figyelembe a

szabadenergia szamitasanal.

6.2 Pentaszacharid-kétodés vizsgalata az antitrombinhoz MD szimulaciok segitsegével

6.2.1 A pentaszacharid kotodési mechanizmusa az antitrombinhoz

Az AT pentaszacharid kotédési mechanizmusira az irodalomban egy haromlépcsds
mechanizmust javasoltak. Az adatok elsésorban rontgendiffrakcids vizsgéalatokon és
kiilonboz6, modositott vagy csonkitott oligoszacharid-szarmazékokkal végzett kinetikai
mérésekbdl szarmaznak. Azonban nem all rendelkezésre olyan rontgendiffrakcids szerkezet,
amely a kotddés korai 1épéseinek vagy egy relative gyenge AT-pentaszacharid komplexnek
felelne meg. Az elérhetd szerkezetek vagy teljesen aktivalt, vagy koztes aktivaltsagu

allapotnak tekinthetdk.

A kotédés mechanizmusdnak vizsgalata céljabol GAMD szimulacidkat futtattunk, az
,»Antitrombin pentaszacharid-k6tédési mechanizmusanak vizsgdlata” szakaszban leirt
protokoll szerint. A 6. kiegészitd abra az egyes szimulaciokbol 50 ns siiriséggel vett koztes
allapotokat mutat be. A négy ,,antitrombin és hozzaadott pentaszacharid” rendszer esetén (Al,
A2, Bl és B2) két trajektoridban figyeltink meg olyan kotddést, ahol az RMSD a
pentaszacharid gy(ir(i — és interglikozidos atomjaira 2,5 A alatti értékeket vett fel a szimulacid
hosszabb szakaszaban (A1 és B1). Ezekben a szimulaciokban 1 A-nél alacsonyabb RMSD-t
mutatd allapotok is jelentds gyakorisaggal fordultak eld. Az Al szimulaci6 esetén az erds
kotddés leginkabb az utols6 300 ns-os iddintervallumban volt megfigyelhetd, mig a Bl
rendszernél 450-800 ns kozott volt a pentaszacharid pozicidja leginkdbb hasonld a
rontgendiffrakcios szerkezethez. Az 12./A abran a legalacsonyabb RMSD-vel rendelkezd
konformécidkat abrazoltuk, 1000, egyenletes stirliséggel vett koztes allapot koziil kivalasztva.
Osszehasonlitasképpen feltiintettiik az egyik 1NQ9 szimul4cié (AT-pentaszacharid komplex)

utols6 100 ns-os szakaszabol szdrmazo koztes allapotot is, ahol az elébbi két esethez hasonld
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kotddési mod volt megfigyelhetd. Az 12./B dbran a harom szerkezetet az INQ9 strukturara
illesztettik a konnyebb 0Osszehasonlithatosdg érdekében. A pentaszacharidot a
rontgendiffrakcios szerkezet esetén sotétkékkel tiintettiik fel. A konformaciok a varakozasnak
megfelelden nagyon kozel allnak ahhoz, amit az INQ9 szerkezetben taldlunk. A G és a H

alegységeknél az eltérések valamivel nagyobbak, mint a D-F gytirtik esetén.

A GAMD, 1T1F + IDR, A1 GAMD, 1T1F + IDR, B1 GAMD, 1NQ9, 1 B
(t =902 ns) (t = 493 ns) (t = 928 ns)

12. abra: A. A harom 1 us GAMD szimulaciobol RMSD alapjan kivalasztott konformaciok
(az dabran szereplo elso két szimulacio a ,,nem aktivalt AT és hozzdadot pentaszacharid”, a
harmadik az ,,INQ9” rendszerre vonatkozik). B. A harom konformdacio egymdsra illesztve
(lila), valamint osszehasonlitasképpen a pentaszacharid koétodési modja (kék) az INQ9

rontgendiffrakcios szerkezetben.

A kotddés folyamatanak jellemzése céljabol harom alegység, a D, az F ¢s a H RMSD-jét
kiilon-kiilon is meghataroztuk (13. 4bra, valamint 7-10. kiegészitd abrak.). Ezek sorrendben a
pentaszacharid nemredukald végének, ,.kozepének™ valamint a redukald végének felelnek
meg. Jelentds hasonldsagot figyelhetiink meg a kotddési mechanizmus tekintetében az Al és a
B1 szimulaciok kozott: a H gylirli csak akkor tud a rontgendiffrakcios szerkezetbelihez
hasonl6 pozicidba keriilni, ha a D és az F gyliri mar elérte a megfeleld poziciot. Az INQ9
rendszer 1 ps-os szimuldcid esetén viszont a részfolyamatok sorrendje ettdl eltérd volt, a H
gyurt ,,er6s” kotddéséhez nem volt sziikség arra, hogy az F gytirii elobb kotddjon be. Ennek
magyarazata, hogy itt a kiindulasi szerkezet mar eleve tartalmazott egy pentaszacharidot, azaz

a H gytrt kotéhelye mar eleve is eldnyds konformacioban volt a kotédéshez.
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A GAMD, 1T1F + IDR, Al
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13. abra: A D, az F és a H gyiiriik kotodésének sorrendje a harom 1 us-os szimulacioban. Az
LAL” és a ,,Bl” szimulaciok esetén (az , antitrombin és hozzaadott pentaszacharid”
rendszerre) a H gyiirii ,,erds” kotodesének feltétele, hogy a D és az F gyiirik megfelelo

pozicioban legyenek. A mechanizmus eltéro az ,, INQ9” rendszer 1 us-os szimulacioja esetén.
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Az Al és a Bl rendszereknél tapasztalt mechanizmus hasonldsdgokat mutat azzal, amit Desai
¢s munkatdrsai kiilonbdz6 moddositott penta-, tetra- és triszacharidokkal végzett kinetikai
méréseik soran tapasztaltak (117). Ok a kisérleteik alapjan egy olyan mechanizmust
javasoltak, ahol a pentaszacharid DEF alegységei kotddnek be eldszor, és ez indukalja a G és

a H gytriik kotohelyének konformacidvaltozasait az AT-ban.

Az AT kotéhelyének pozitiv toltést hordozd aminosavai elengedhetetlenek a szimos negativ
toltésti csoportot tartalmazd pentaszacharid kotédéséhez. A kolcsonhatasban legfontosabb
szerepet jatszo harom aminosav a Lys114, a Lys125 és az Argl29, de a Lysl1, Argl3, Argd6
¢s Argd7 aminosavak hozzdjarulasa is jelentds a kolcsonhatdsi energidhoz (118). Az AT
kotohelyének pozitiv toltésti oldallancai, valamint a pentaszacharid negativ toltésii csoportjai
(szulfat, karboxilat) kozti kolcsonhatasok jelenlétét az id6 fiiggvényében vizsgaltuk. Két
atomcsoport kozott akkor feltételeztiink kolcsonhatast, ha koztiik a tavolsag 5 A alatt volt. Az
eredmények a harom, 1 ps-os szimuldciora a 14. abran szerepelnek, ugyanezen adatokat a
tobbi rendszer esetén kapott adatokkal egyiitt a 11. kiegészitd abran abrazoltuk. Az
eredmények alapjan a sohid kolcsonhatasok tobbsége akkor is ki tud alakulni, ha a
pentaszacharid nem pontosan a rontgendiffrakcios vizsgéalatok altal megéllapitott pozicioban

van.

Ennek magyardzata valdszinileg az Arg és a Lys oldallancok jelentds flexibilitdsaban
keresendd. Azonban a kolcsonhatdsok jelenléte a nagyobb RMSD-vel rendelkezd
konformaciokban nem jelenti azt, hogy a pentaszacharid kotddési energidja ilyen pozicid
esetén csak kevéssel marad el az energiaminimumto6l. Az AT-pentaszacharid kdlcsonhatasnak
azonban jelentds hidrofob komponense is van, és ez nagymértékben fiigg attdl, hogy az AT

oldallancok ,,megfeleld” pozicidban legyenek (119).
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GAMD, 1T1F + IDR, Al GAMD, 1T1F + IDR, Bl GAMD, 1NQ9, 1
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14. abra: A pentaszacharid negativan toltott csoportjai, valamint az antitrombin pozitiv
toltesii oldallancai kozotti kélesonhatasok a harom 1 us-os szimuldaciobol. Keét atom kozott

akkor feltételeztiink kélcsonhatdst, ha a két atom tavolsaga 5 A alatt volt.
6.2.2 Az antitrombin konformaciovaltozasai

Az AT konformacios aktivalasdnak atomi szintli részleteire vonatkozd adatok dontden
rontgendiffrakcios szerkezetekbdl szarmaznak. A lejatszodd konforméciovaltozasokat két
részfolyamatra bonthatjuk aszerint, hogy ezek a valtozasok a nem-aktivalt allapothoz képest
mar az aktivacid ,.koztes” allapotaban (1NQ9(42)) is megfigyelhetek, vagy csak a teljesen
aktivalt allapotban (1E03(38), 1AZX(41)). Az els6 1épés leginkdbb az A és a D hélixekhez
kozeli régiok konformacigjat érinti, a pentaszacharid kotShelyet is beleértve. A P hélix
kialakulasat 1is altalaban ide soroljak, az irodalomban azonban elérheté olyan
rontgendiffrakcios szerkezet is, ahol ez a hélix nem-aktivalt allapotban is megfigyelhetd. A
masodik 1épésben megy végbe a ,hinge” régid kimozdulasa az ,,A” B-redébe rogziilt
helyzetébol, valamint a D hélix meghosszabbodasa a C-termindlis irdnyba, a pentaszacharid

kotddés ezen folyamatokban még erdsebbé valik.

A P hélix kialakulasanak vizsgalatara kordbban kisérletet tettiink olyan GAMD
szimulacidkkal, amelyek az AT 1E04 rontgendiffrakcids szerkezetébdl indultak ki (38), amely
nem tartalmazza ezt a szerkezeti elemet. Ezekben az ,,el6zetes” szimulaciokban azonban
javitott mintavételezés mellett sem sikertiilt a P hélix kialakuldsara utalo jeleket észlelniink (12.
kiegészitd abra). Emiatt a munkénkban a pentaszacharid kotodését egy olyan, nem-aktivalt
AT konforméciohoz vizsgéltuk (1T1F), amely eleve tartalmazza a P hélixet (43). A hélix a
DSSP adatok alapjan az 6sszes GAMD (és az Osszes egyensulyi) dinamikai szimulacidoban

igen stabilnak bizonyult (13. kiegészitd abra). Az egyik pentaszacharid nélkiili szimulécioban
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kismértékli konformaciovaltozas volt megfigyelheté a hélix C-termindlis része kozelében,
azonban a hélix tobbi része ennél a szimuldcional is stabil volt (15/A abra). Tehat ez a
valtozéas igazabol nem mond ellent a feltevésiinknek, viszont részleteket arulhat el a hélix
kialakulasdnak mechanizmusarél. A hélix stabilitdsaval kapcsolatos kordbbi, egyensulyi
molekuladinamikai szimuldcioval nyert eredményeinket (120) javitott mintavételezési
szimulaciok segitségével is megerdsitettiik. Ez alapjan felmertil, hogy az ilyen konformaciok
jelentds aranyban jelen lehetnek fizioldgids koriilmények kozott és szerepet jatszhatnak az AT

heparin-k6tédési mechanizmuséaban.

A
GAMD, 1T1F, 1 (ligandum nélkdl) 3 ¢ = 12 5 ns 2.t =428,3ns 1T1F, energia-minimalizalt
I ,, Ly T
L ; ;, Y-
B

GAMD/ 1NQ9.' 1 . . . 1.t =400,6 ns 2.t=891,4ns 1NQ9, energia-minimalizalt
H m m i Bend | — W il
m.aiwa.m.u&'.'."m /1R

AAAAA

15. abra: A P, illetve a D hélix konformdciovaltozasai. A. A P hélix konformdciovaltozasa ez
egyik olyan GAMD szimuldacioban, amely nem tartalmazott pentaszacharid ligandumot. Az
abran a 110-139 régio DSSP modszerrel meghatarozott masodlagos szerkezetét tiintettiik fel,
két ,, reprezentativ”’ konformdaciéval egyiitt. Osszehasonitasként feltiintettiik ugyanezt a régiot
az ,,ITIF” rontgendiffrakcios szerkezetben is. A , reprezentativ” konformdciok
kivalasztasanak modja a ,, Trajektoriaanalizis”  fejezetben talalhato. Az a-hélixket
narancssarga, a p-redoket kek, a konformdciovaltozasban érintett, masodlagos szerkezet
nélkiili peptidszakaszokat zold szinnel jeloltiik. B. A D hélix meghosszabboddasa az egyik
GAMD szimulacioban, ahol az ,, INQ9” AT-pentaszacharid szerkezetet hasznaltuk kiindulasi
strukturanak. A reprezentativ konformdciokat klaszteranalizis segitségével nyertiik (2/4

kiegészito abra).
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A hinge régié kimozduldsa - a témaban megjelent legfrissebb kozlemények alapjan -
feltehetden az aktivacié masodik 1épésében megy végbe (6, 45). Ezzel szemben Langdown ¢és
munkatarsai azt javasoltdk, hogy a régio ,,zart” és ,,nyilt” konformacidja kozott konformacios
egyensuly allhat fenn, és az A B-redd zarddasa rogzitheti ezt a molekularészt a ,nyitott”

allapotban (46).

A trajektoridkban a ,hinge” régié konformacidjat a Val375 és a Ser380 aminosavak o-
szénatomjai kozotti tdvolsdggal jellemeztik. Ezt a tavolsdgot az id6 fliggvényében
valamennyi pentaszacharidot tartalmazé szimuldciora a 14. kiegészitd abran tiintettiik fel.
Ezen paraméter alapjan a ,nyitott” (kimozdulds utani) ¢és ,,zart” konformaciok jol
elkiilonithetdk, elébbi esetben a tivolsag megkdzelitden 6 A felett, utdbbi esetben ez alatt van.
A tavolsag szamitasan tul ,,reprezentativ”’ konformaciok kivalasztasa céljabol klaszteranalizist
is végeztiink, ennek eredményét az 16. abran és az 5. kiegészitd abran tiintettiik fel. A hinge
régid kimozduldsat a zart konformaciobol 2 szimuladcid kivételével valamennyi esetben
sikeriilt megfigyelniink. A hinge régi6 zart pozicidba vald "visszatérését" harom szimulacid
esetén sikeriilt észlelniink, a 16. abran feltiintetett A1 és az 1NQ9 rendszert vizsgald egyik

szimuléciot is beleértve (lasd a 14. kiegészitd abrat).

A ,hinge” régid kilokddését és a pentaszacharid kotédését a GAMD szimulaciokbol végzett
szabadenergia—szamitasok (reweighting) segitségével is vizsgaltuk. A két reakcidkoordinata
az emlitett Val375-Ser380 tavolsag, valamint a pentaszacharid RMSD-je (szamitasi modjat
lasd korabban) voltak. A kiértékelést elvégeztiik az 6sszes GAMD szimulacidra kiilon-kiilon,
illetve a négy ,,1TIF és pentaszacharid” és a két ,,INQ9” szimulaciokbol szarmazé adatok
egyesitésével is (17. abra és 15. kiegészitd abra). Az eredményeink alapjan a ,,hinge” régiod
kimozduldsa nem csak az aktivacid folyamatanak egyik utolso 1épéseként mehet végbe. A D
hélix meghosszabboddsdnak hianya miatt valosziniitlen, hogy az Al és a Bl rendszerek
»teljesen” aktivalt allapotba keriiltek volna a szimulacié sordn. Az ,,INQ9” rendszer 1 ps-os
szimulacidjaban viszont ez a konformaciovaltozas is megfigyelhetd volt (14/B é4bra), tehat ez
esetben valoszintsithetd, hogy az AT elérte ezt az allapotot. A ,.teljesen” aktivalt allapot
eléréséhez sziikséges konformacidvaltozas talan az A B-redd ,,zarddasa” lehet, ez a valtozas

jol lathat6 az 15/C abran.
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A GAMD, 1T1F + IDR, Al 1.t=59,9ns 2.t=2383ns 3.t =409,5ns 4.t=8858ns
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B = GAMD, 1T1F + IDR, B1 2.t=357,2ns 3.t=491,2ns 4.t=627,0ns
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C GAMD, 1NQ9, 1 1.t=271,4ns 2.t =560,6 ns 3.t=710,2ns 4.t=934,4ns

s

V375.CA - S380.CA tavolsag (A)

ti

16. abra: Az , hinge” régio , reprezentativ’ konformdcioi a harom 1 us-os szimuldaciobol. A

» @Y

o 2"]0 4I;0 6 (ns) S(‘)O E:)O 1000
K236.CA — 1390.CA tavolsagot hasznaltuk a konformdcio jellemzésére. Az alacsony értékek
(kevesebb mint 6 A) a zdrt, beékelédott dllapotnak felelnek meg. A , reprezentativ”
konformdciokat klaszteranalizis segitségevel valasztottuk ki (lasd Trajektoriaanalizis fejezet,

valamint 2/B. kiegészité abra)
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17. abra: A. ,, GAMD reweighting” segitségével nyert kétdimenzios szabadenergia-feliiletek a
harom 1 us-os szimulaciora B. Két tovabbi ,,GAMD reweighting” szamitds eredménye, a

négy ,,nem-aktivalt AT és hozzaadott pentaszacharid”, illetve a két ,, INQ9” szimulaciora.
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A D hélix jelentés meghosszabbodasat kizardlag az egyik olyan szimuldcionkban sikertilt
megfigyelni, amely az AT-pentaszacharid komplex szerkezeten (1NQ9, 1. szimulacid) alapult
(15/B abra). A konforméciovaltozas koriilbeliil 720 ns-nal kezddédott, a trajektoria ~850 ns
utani részében nagyobbrészt meghosszabbodott hélixet tartalmaz6 konformaciok fordultak eld.
A hélix ebben az allapotban koriilbeliil egy aminosavval rovidebb annél, amit az ,,aktivalt”
allapotok rontgendiffrakcios szerkezetében (példaul 1E03 (38)) megfigyelhetd. Mivel
egyidejlleg a ,,hinge” régi6 kimozdulasa is végbement, feltételezhetjiik, hogy az AT a ,,koztes”

aktivaltsagu allapotbdl kiindulva ,teljesen” aktivalt allapotot ért el.

A reakcidcentrumot tartalmazo hurok (RCL) nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a szerpinek
rontgendiffrakcids vizsgalatok csak korlatozottan szolgaltatnak adatokat, ugyanis ezek a
szerkezetek egyfeldl egy kristalyracsban ,,rogziilt” allapotot mutatnak, masrészt a kristalyon
beliili kdlcsonhatasok nagy mértékben befolyasoljak a konformaciét annak flexibilitasa miatt.
Tobb elérhetd AT szerkezet valdjaban egy ,,nativ”’ és egy latens molekula dimerjét mutatja,
amelyben a nativ molekula RCL-je szoros kolcsonhatasokat alakit ki a latens molekulaval,
ezaltal befolyasolva a konforméciot. Johnson és munkatarsai az AT egy olyan szerkezetét
publikdltadk (PDB: 1T1F), ahol egy ,mesterségesen” kialakitott diszulfid hiddal
megakadalyoztdk az atmenetet a latens formaba. Ez a struktira azonban az RCL egy
munkdjaban hossza (2 ps) molekuladinamikai szimulacidkkal vizsgéaltuk az RCL szerkezetét
oldatfazisban, mindkét korabban emlitett konformécios tipusbdl kiindulva. Az egyensulyi
dinamikai szimuldcidkban egyaltalan nem tapasztaltunk dtmenetet a két forma kozott, viszont
sikerlilt kimutatnunk az &tmenet lehetdségét az egyik irdnyba egy metadinamikai

szimulacidval. (120)

A 18. 4bran bemutatott konformaciodkat, hasonldéan a ,hinge” régidhoz, klaszteranalizis
alapjan valasztottuk ki. A tavolsag jellemzésére az Arg236 és az 11e390 aminosavak a-
szénatomjai kozotti tavolsdgot valasztottuk, ez alapjan a két konformaciés tipus jol
elkiilonithetd. (A paraméter idobeli valtozasat a 16. kiegészitd adbran tiintettiik fel valamennyi
rendszerre.) Az Al és a Bl szimulaciok kezdetén a vizsgalt tavolsagadat értéke joval 15 A

crer

Az Al szimuldcid esetén kb. 270 ns-ndl, mig a Bl esetén kb. 140 ns-nal jelentds
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konformécidvaltozas volt tapasztalhat6. Ett6l a ponttdl kezdve mindkét esetben dontden olyan
konforméciok voltak megfigyelheték, ahol az Arg236.CA — 11e390.CA tavolsag 15 A felett
volt. Az Al trajektoridban a paraméter igen széles tartomanyban valtozott, viszont a
tartoméany majdnem azonos volt azzal (koriilbeliil 16-32 A), ami az eltéré RCL konforméciot
mutatd INQ9 szerkezetb6l (AT-pentaszacharid komplex) inditott 1 ups-os GAMD
szimulacional volt tapasztalhato. Ezzel szemben a B1 szimulécidoban ~ 180 ns utdn az RCL

konformécidja viszonylag stabil volt, 21 A koriili Arg236.CA — 11e390.CA tavolsaggal. Az

cres

crer

nem figyeltiink meg.
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18. abra: Az RCL ,,reprezentativ’” konformdcioi a harom 1 us-os szimulaciobol. A K236.CA —

erer

A) az , ITIF” szerkezetbelihez hasonlo konformdcioknak felelnek meg. A , reprezentativ”
konformadciokat klaszteranalizis segitségével valasztottuk ki (lasd Trajektoria-analizis fejezet,

valamint 2/B. kiegészito abra).
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Azonban a javitott mintavételezés ellenére is, vagy csak egyetlen dtmenetet tapasztaltunk a
két fobb konformacios tipus kozott, vagy egyaltalan nem tapasztaltunk atmenetet. Ennek
lehetséges oka, hogy a két allapot kozott az atmenetet valamilyen energiagét lassitja, még
javitott mintavételezés mellett is. Az RCL konformacidvaltozasait szabadenergia-feliiletek
segitségével is jellemezni probaltuk, az energiafeliileteket ,,GAMD reweighting” segitségével
segitségével. Ennek eredményét a 17. kiegészitd abra tartalmazza. Az abrak alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az RCL két konformacids tipusa kozotti atmenetet valamilyen
energiagat lassithatja. Az is lehetséges azonban, hogy az INQ9-szerli konformaciok esetén a

konformaciods tér nagy mérete miatt nem volt elegend6 a mintavételezés.

6.2.3 Allosztérikus folyamatok

A pentaszacharid kotddése olyan allosztérikus folyamatokat indit el az AT-ban, melyek
végeredményben az FXa és az FIXa hatékonyabb gatlasdhoz vezetnek. Az ilyen utvonalak
tanulméanyozéasa tehat elengedhetetlen az allosztérikus aktivalds megértéséhez. Ezeket a
folyamatokat korabban rontgendiffrakcids szerkezetek (6, 46), valamint molekuladinamikai
szimulaciok segitségével egyarant vizsgaltak (120-122). Az allosztérikus folyamatokat a
szimulacidink kimenetébdl Lange és Grubmiiller mddszere segitségével vizsgaltuk (110). A

kapott korrelaciés matrixokat a 19. dbran és a 18. kiegészitd abran tiintettiik fel.

Az Al szimuléci6 esetén kiilonods jelentdsége lehet azon korreldlt mozgasoknak, amelyeket a
D hélix, valamint a fehérje 230-310 aminosavak kozelében sikeriilt kimutatnunk. Az utobbi
régidoban taldlunk tobb olyan aminosavat (Asn233, Arg235, Glu237, Tyr253 és Glu255),
amelyeknek korabban nagy jelentdséget tulajdonitottak az FXa és az FIXa faktorokkal valod
kolesonhatasban (,,exosite”) (123), mig a D hélix a pentaszacharid kotésében jatszik
kulcsszerepet. Egy tovabbi régid, melynek szerepe lehet az allosztérikus folyamatokban, (a
75-78 aminosavak kornyékén), a fehérje hidrofob magjahoz tartoznak. A véralvadasi faktorok
kotddésében résztvevd 233-253 régid a fehérje C-terminalis részével (kb 400-432 aminosavak)
is korrelaciot mutat, ennek oka az lehet, hogy egymashoz kozel helyezkednek el a

szerkezetben. Az 1NQ9 rendszer 1 ps-os szimuldcidja esetén, amely mar eleve tartalmaz egy
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kotott pentaszacharidot, a korrelacidos matrix lényegesen kiilonbozik az eddigiektdl. Itt
jelentds korrelalt mozgésokat észleltiink egyrészt a korabban mar emlitett ,,exosite”, az RCL
¢s a molekula C-termindlis része, masrészt a 110-230 régi6 aminosavainak tobbsége kozott.
Az utobbi régié magéaban foglalja a D , az E és az F hélixeket, valamint az A B-redd két szalat.

Hasonl6 a helyzet a 75- 95 régio esetén is, mely tobbek kozott a B hélixet foglalja magéba.
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19. abra: A hdarom 1 us-os szimulaciora szamitott ,,altalanositott korrelacios” matrixok

Lange és Grubmiiller modszere segitségével.

Ezen kiviil vizsgaltuk, hogy a pentaszacharid kotédése hogyan befolyasolja az AT egyes
aminosavainak flexibilitasat. (20. abra). A fluktuacio (RMSF) értékét az AT egyes a-
szénatomjaira a 18. abran kék szinnel abrazoltuk a harom 1 ps-os szimulacid esetén. (Az
eredmények az 0sszes szimulaciora az 19. kiegészité dbran lathatok). Az eredmények alapjan
a fehérje legflexibilisebb részei az RCL ¢s a mésodlagos szerkezettel nem rendelkezé hurkok
a fehérje N-terminalis részénél. Az atlagosnal nagyobb flexibilitast tapasztaltunk a D hélix C-
termindlis végénél (a hélix meghosszabbodasa), az F hélix C-terminalis végénél (190-210.
aminosavak), valamint a X-es véralvadasi faktor masodlagos kotdhelyéhez kozeli
aminosavaknal (235-240) (123). A pentaszacharid-k6tddés kovetkezményeinek vizsgalata
céljabol az RMSF szamitasokat megismételtiik a harom 1 ps-os trajektoria azon részeire, ahol
a rontgendiffrakcids szerkezetekhez leginkdbb hasonld kotddési modok eléfordultak (Al:
640-1000 ns, B1 440-800 ns, INQ9: 720-1000 ns). Csokkent fluktuaciot észleltiink a
heparinkothely kozelében (110-140. aminosavak), az Al és a Bl szimuldcidk esetén
egyarant. Ez feltehetéen arra utal, hogy az antitrombin pentaszacharidot erésebben kotd

konformaciodi stabilizalodhattak. Szintén valtozast észleltink az RMSF-ben a 220-240
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aminosavaknal. A valtozas kiilonosen az Al szimuldciondl jelentés, de a Bl esetén is
megfigyelheté. Tobb olyan aminosavat is taldlunk ebben a régidoban (Asn233, Arg235,
Glu237), amelyek feltehetden szerepet jatszanak az AT és a Xa véralvadasi faktorokkal vald
kolcsonhatasaban (123). Az RCL fluktuédciojanak csokkenése latszolag ellentmond annak,
hogy korabbi kozleményekben a hurok flexibilitdsdnak novekedését mutattak ki MD
szimulaciok segitségével ligandkotdédés hatasara (122). Azonban figyelembe kell venni, hogy
az RCL rendkiviil flexibilis, az analizis leszikitése a szimuldcid egyes szakaszaira
valdsziniileg szamos konformdci6 ,kizarasat” eredményezi. Az RCL azonban a trajektoridk

ezen részeében is fehérje egyik legflexibilisebb részének adodik.

GAMD, 1T1F + IDR, A1l

-

RMSF (A)
oON 2O ® O

50 100 150 200 250 300 350 400

Aminosav sorszama
——— RMSF ——— RMSF (640 - 1000 ns)

GAMD, 1T1F + IDR, B1

10 r ; T T T
z 8
e 6
s 4 T
x 2
0
50 100 150 200 250 300 350 400
Aminosav sorszama
=—— RMSF = RMSF (440 - 800 ns)
GAMD, 1NQ9, 1
10 | - |
< 8
e 6
2 4
x 2
0 B
50 100 150 200 250 300 350 400
Aminosav sorszama
= RMSF = RMSF (720 - 1000 ns)

crer

szénatomjaira a harom 1 ps-os szimulaciobol. A teljes trajektoriara szamitott értékeket kék
szin jeloli. A szamitast kiilon is elvégeztiik a trajektoridk azon részeire, ahol az alacsony
RMSD-val rendelkezé allapotok leginkabb elofordultak (piros). A hatteret az adott régiora

Jjellemzo masodlagos szerkezet alapjan szineztiik (narancs: a-hélix, kék: p-redo.).
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7. Konklazio

A munkank sordn az aktivalt FXIII A alegység katalitikus mechanizmuséanak elsd, acilezési
1épését tanulmanyoztuk hibrid QM/MM mobdszerek segitségével. Szemben a hasonld
katalitikus triddot tartalmaz6 cisztein protazokkal, tudomasunk szerint egyetlen human
transzglutamindz enzimre sem volt elérhetd az irodalomban kvantumkémiai szamitasokkal
alatdmasztott reakcidomechnaizmus. Célunk a katalitikus triad részét képezo Cys314 és His373
aminosavak protondltsaganak vizsgalata, valamint a nukleofil tdmadis egyes

részfolyamatainak tanulmanyozasa volt.

A Michaelis-komplexben a cisztein tiolat-protonalt hisztidin forma mindkét alkalmazott
moddszertan esetén lényegesen stabilabbnak adodott a neutrdlis His-Cys part tartalmazé
formanal. Hasonl6 eredményt kaptunk az enzim nyugvo, szubsztratot nem tartalmazéd
formajara is. A nagy energiakiilonbség miatt utobbi forma eléfordulési valoszinilisége nagyon
alacsony. Igy valosziniitlennek tekinthetd egy olyan mechanizmus, ahol a protonatmenet a
ciszteinrdl a hisztidinre azonos elemi 1épésben menne végbe a nukleofil tdmadassal. Az
ONIOM-tipust QM/MM szamitasaink alapjan az acilezésre egy kétlépéses mechanizmust
kaptunk, ahol az elsd Iépésben torténik a Cys314 kénatom nukleofil tdmadasa, valamint a
protonatmenet a szubsztrat amid —NH, csoportjara, ezt koveti a C-N kotéshasadas €s az
ammonia levalasa. A két 1épés koziil az elsé a sebességmeghatarozd, a masodik ehhez képest
valdsziniileg igen gyorsan végbemegy. Ezzel szemben a QM/MM MD szdmitasaink alapjan
mindharom részfolyamat egyetlen elemi Iépésben ment végbe. A két kiillonb6zd protokoll
segitségével kapott mechanizmusok kozti eltérés oka egyfeldl a QM/MM MD esetén
alkalmazott félempirikus modszer lehet a magas szinti QM modszerekkel szemben. Az
eltéréshez hozzéjarulhat az explicit olddszer alkalmazdsa is a szolvatacid figyelembe vételére
a QM/MM MD moédszer esetén. Az altalunk kapott mechanizmus részben attdl is kiillonbozik,
amit lismaa és munkatarsai a transzglutamindz 2-re javasoltak: a szamitdsaink alapjan az
intermedier vagy ikerionos szerkezetli (ONIOM-tipust szamitasok), vagy nem is mutathato ki
(QM/MM MD), szemben az irodalomban javasolt oxianionos intermedierrel és neutralis —

NH; csoporttal.

Az AT pentaszacharid-kotédési mechanizmusat egyensulyi, valamint javitott mintavételezési
MD szimuldciok segitségével vizsgaltuk. Ehhez egy olyan rontgendiffrakcios uton
meghatarozott AT-konformaciot alkalmaztunk, amely nem tartalmaz pentaszacharidot vagy

mas szerkezetli aktivatort. Két egymastdl fliggetlen szimuldcidban sikeriilt olyan kotott
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allapotokat megfigyelniink ahol a pentaszacharid RMSD-je 1 A alatti volt ,,részlegesen
aktivalt” AT 1NQ9 rontgendiffrakcios szerkezetéhez képest. E két trajektoria, valamint
tovabbi javitott mintavételezésti szimuldcidink alapjan kovetkeztetéseket tudtunk levonni az
AT kotédés hatasara végbemend konformacidvaltozasainak a részleteirdl, példaul a ,hinge”
régi6 kimozdulasa és a D hélix C-terminalis irdnyu hosszabbodasa. A P hélix a ,javitott
mintavételezés” ellenére is igen stabilnak bizonyult a pentaszacharidot nem tartalmazd
szimulacidk esetén is, megerdsitve a tanszékiink egy korabbi munkdjaban egyensulyi MD
szimulaciokkal kapott eredményeket. Ez alapjan felmeriil, hogy az ilyen konforméciok
fiziologias koriilmények kozott is eldéfordulhatnak, és szerepet jatszhatnak a heparin-
szarmazékok kotddésében. Tobb trajektéridban is meg tudtuk figyelni a hinge régio
kimozdulasat az ,,A” B-redobe zart helyzetébdl, valamint a visszahelyez0dését is a reddbe.
Azonban az irodalomban szerepld javaslatokkal szemben a kimozduldsnak nem volt feltétele
az, hogy az AT elérje a ,maximalisan” aktivalt allapotot. Erre leginkabb abbdl
kovetkeztethetlink, hogy tobb esetben nem mentek végbe az ezzel a feltételezések szerint egy
idében lejatszodd folyamatok, példaul a D hélix meghosszabboddsa. A D hélix
konformaciovaltozasat egyetlen szimulacidban sikeriilt megfigyelniink, mely a ,,részlegesen”
aktivalt AT szerkezetébdl (1NQ9) indult. Osszhangban vannak az eredményeink viszont egy
olyan modellel, ahol a hinge régié kétféle konformacioja egymadssal egyensulyban van ¢€s az
egyensulyt az AT aktivaltsagi allapota befolyasolja. A GAMD moédszer az RCL oldatbeli

konformacidinak hatékonyabb vizsgalatat is lehetdvé tette.

A GAMD moédszer egyik alkalmazasi teriilete a receptor-ligand kolcsonhatasok
mechanizmusénak tanulmanyozasa. A munkank alatdmasztja a modszer alkalmazhat6sagat
egy heparin analdégra, mely tobb szempontbol is jelentésen kiilonbozik a korabbi
tanulmanyokban alkalmazott molekuldktol (nagy flexibilitds a szénhidrat struktira miatt,
tobbszOrds negativ toltés). A GAMD mddszer potencidlisan hasznos lehet kiilonb6zo
pentaszacharid-szarmazékok kotddésének az Gsszehasonlitasara, és informaciokat nyujthat uj
AT-fiiggd véralvadasgatlok fejlesztéséhez. Masrészt az AT esetén leirtak tobb olyan mutaciot,
amelyek a heparin-kotés zavarat okozzdk (7, 8, 124). GAMD szimuldcidk révén
tanulmanyozhat6 lehet, hogy milyen mechanizmus révén befolyéasoljak a kotddést az egyes

mutaciok.
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8. A jelolt sajat eredményei, uj megallapitasai

Az aktivalt XIII-as vérlvadasi faktor katalitikus mechanizmusanak elsé lépése

A munkankban elséként javasoltunk QM/MM szamitasokkal alatdmasztott modelleket
egy humén transzglutaminaz enzim, az (aktiv) XIlI-as faktor A alegység katalitikus
mechanizmusdnak els6, acilezési 1épésére, két eltér6 QM/MM protokoll
alkalmazasaval.

A katalitikus centrum Cys314 és His373 aminosavaira az ionpar forma jéval
stabilabbnak adodott a neutrdlis formdnal, mindkét QM/MM mddszertan
alkalmazéséaval is. Ez eltér attol amit Case és Stein javasolt transzglutaminaz 2-re,
azonban megfelel tobb, cisztein protedz enzimekre kapott eredménynek.

Az ONIOM-alapi modellel végzett szamitasainkban, ahol a QM alrendszerre MP2
modszert vagy kiillonbozé DFT moddszereket alkalmaztunk, az acilezés egy kétlépéses
folyamatnak adodott. Hibrid QM/MM MD szimuldcidnkban azonban eltérd
mechanizmust tapasztaltunk, itt mindhdrom részfolyamat (nukleofil tamadas,
protontranszfer, ammonia levalasa) koncertikus médon ment végbe.

A mechanizmusok kozotti kiilonbség valosziniileg modszertani okokra vezethetd
vissza: az ONIOM sémaban magas szintii kvantumkémiai modszereket (MP2, DFT)
tudtunk alkalmazni, mig a QM/MM MD metadinamikai szimulacidink konformécios

mintavételezést tesznek lehetdvé félempirikus modszer alklamazasaval.

Az antitrombin pentaszacharid-kotési mechanizmusa

A ,javitott” mintavételezést lehetové tévd GAMD modszerrel vizsgéltuk egy
pentaszacharid-szarmazék, az idraparinux kotédését egy rontgendiffrakcios uton
meghatarozott, nem-aktivalt AT konformacidhoz.

Két, egymastdl fiiggetlen szimuldcioban is jelentds szamu olyan konforméaciot
figyeltink meg, amelyek a pentaszacharid RMSD alapjan nagyon hasonloak a
rontgendiffrakcios uton meghatarozott kotédési modhoz.

Két kiilonb6zé rendszerre (nem-aktivalt AT és hozzdadott pentaszacharid,
Hrészlegesen” aktivalt AT (1NQ9)-pentaszacharid komplex) futtatott GAMD

szimulaciok segitségével atomi szinten tudtuk vizsgalni a ,,hinge” régié kimozdulasat,
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a D hélix konformacidvaltozasait, valamint ezek kapcsolatat a pentaszacharid
kotddésével.

Javitott mintavételezésti szimulaciokkal is megerdsitettiik a P hélix stabilitasat az AT
,hem-aktivalt” allapotdban. Ez alapjan felmeriil, hogy az ilyen konformdacidknak
fiziologias koriilmények kozott is jelentdsége lehet.

,Altalanositott” korreldciés matrixok alapjan sikeriilt olyan részeit azonositani a
molekulanak, amelyek részt vehetnek az allosztérikus jel tovabbitdsdban a

pentaszacharid-kotohely feldl az FXa és az FIXa exosite-ja felé.
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9. Osszefoglalé

A FXIII A alegysége (FXIII-A) a human transzglutaminazok csalddjaba tartozé multifunkcios
fehérje. Elérhetd ugyan az irodalomban egy javasolt reakcidmechaizmus ezekre az enzimekre,
azonban ezt nem tamasztjdk ald QM/MM alapu szamitdsok. A reakcidmehanizmust
részleteiben vizsgalo in vitro mérések kizardlag a transzglutaminédz 2-re érhetdk el, a FXIII A
alegységre azonban nem. A célunk egy javasolt reakcidomechanizmus felallitasa volt FXIII-A
transzglutamindz reakcid elsd lépésére (tioészter intermedier létrejotte), hibrid QM/MM
szamitasok alapjan. A mechanizmust két eltér6 QM/MM alapu protokoll szerint is vizsgéltuk:
egy ONIOM alapu modszer alkalmazasaval, ahol a QM alrendszernél magas szintii MP2 vagy
DFT modszereket hasznaltunk, valamint félempirikus QM/MM MD szimulaciokat a DFTB3
félempirikus modszerrel. A Cys314-His373 aminosavak ionpar formaja 1ényegesen
stabilabbnak bizonyult a neutralis formanal, mindkét protokoll szerint. Az ONIOM-tipusu
szamitdsaink alapjan a tioészter intermedier egy kétlépéses folyamat révén alakul ki,. Az els6
1épésben torténik a nukleofil timadas és az amid —NH, csoport protonaldédasa, mig a masodik
Iépésben megy végbe az ammoénia felszabaduldasa. Ezzel szemben a QM/MM MD
szimulacionkban mindhdrom részfolyamat egyetlen elemi 1épésben ment végbe.

Jelentés mennyiségli informaci6 all rendelkezésre az irodalomban az antitrombin (AT)
pentaszacharid-kotésével és  allosztérikus — aktivalasaval —kapcsolatban. Azonban a
rendelkezésre all6  rontgendiffrakciés szerkezetek nem adnak teljes képet a
konforméciovaltozasok dinamikus természetérol, a legkorabbi 1épésekkel kapcsolatban pedig
csak reakciokinetikai mérések érhetoek el. A munkank soran a kotédési mechanizmust,
valamint az AT konformacidvaltozasait egy javitott mintavételezésti MD modszer (GAMD)
segitségével vizsgaltuk. Egy nem-aktivalt AT konformécio rontgenkrisztallografias
szerkezetébdl kiindulva, két egymastdl fiiggetlen MD trajektdriaban is sikeriilt jelentds szamu
AT konformaciot észlelniink, ahol a pentaszacharid RMSD-je a komplex szerkezetéhez képest
alacsony volt. Ezek, valamint tovabbi trajektoridk alapjan, ahol az AT-pentaszacharid
komplexét haszndltuk kiinduldsi szerkezetnek, sikeriilt képet alkotnunk az AT tobb
konforméciovaltozasarol, példaul a ,hinge” régidé kimozduldsarol ¢és a D hélix
meghosszabbodasarol. Sikeriilt megerdsiteniink a P hélix kordbban egyensilyi MD
szimulaciokban megfigyelt jelentds stabilitasait az AT nem-aktivalt allapotaban.
,Altalanositott korrelacios” szamitasok révén sikeriilt meghatdroznunk a molekula olyan
régioit, melyek feltehetden szerepet jatszanak az allosztérikus szignal tovabbitasaban a

pentaszacharid-kotohely feldl az FIXa és az FXa faktorok ,,masodlagos” kotdhelye felé.
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10. Summary

The A subunit of factor XIII (FXIII-A) is in its active form a multifunctional enzyme
belonging to the human transglutaminase family. Although a proposed reaction mechanism
has been published for these enzymes, no QM-based calculations have been performed to
confirm this. Additionally, the mechanism was studied in details in case of transglutaminase
2, but not in the case of FXIII-A. Our aim was to propose a mechanism for the first step of the
reaction (i.e. formation of a thioester intermediate), supported by QM/MM based calculations.
The reaction mechanisms were investigted using two different QM/MM based protocols: an
ONIOM-based model where high level MP2 or DFT methods were applied to the QM
subsystem, and QM/MM MD simulations, where the QM region was treated using the
semiempirical method DFTB3. In our calculations using both protocols, the ion pair form of
Cys314 and His373 was predicted to be significantly more stable than neutral form. The
formation of the thioester intermediate was calculated to be a two-step process using the
ONIOM protocol, the nucleophilic attack and the ammonia release took place in the first, the
ammonia release in the second step. However, in our QM/MM MD based metadynamics
simulations, all three events occurred in the same reaction step.

Significant amount of information is available on the allosteric activation mechanism of the
serpin antithrombin (AT), which is one of the main regulators of the coagulation cascade.
However, the ,,static” structures obtained by X-ray crystallography cannot provide the full
picture on the complex allosteric process. Furthermore, only kinetic measurements are
available for the early events of binding. In the present work, the pentasaccharide-binding and
conformational behavior of AT was studied by the means of an ,,advanced sampling” MD
technique, GAMD. Using a non-activated AT conformation as starting strucutre, we could
observe AT conformations with low RMSD compared to the X-ray structure of the complex
in two independent MD trajectories. From these trajectories, as well as additional ones based
on the AT-pentasaccharide complex structure, we could gain insight into the conformation
changes discussed in the literature, including the expulsion of the hinge region and the
expansion of helix D. We have also confirmed the high stability of the P helix in non-
activated AT conformations, that was previously proposed based on ,.equilibrium” MD
simulations. Using ,,generalized” correlation calculations from the trajectories, we could gain
insight into the allosteric pathways connecting the pentasaccharide binding site with the FIXa

and FXa binding exosites.
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reakciomechanizmus
kvantumkémia

hibrid QM/MM médszerek
antitrombin

kotddési mechanizmus
heparinszarmazékok
allosztéria

konformacidvaltozas
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14. Fiiggelék
14.1 Kiegészito abrak
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1. kiegészité abra: A pentaszacharid gylri- és inerglikozidos atomjainak RMSD-je az INQ9
rontgendiffrakcios szerkezethez viszonyitva, a 150 ns-os ,.ekvilibraciés” szimuldciokban,
valamint a GAMD 60 ns-os “el6készitd” szakaszédban (IDR: idraparinux, a szimuldciokban
hasznalt ligandum)
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2. kiegészité abra: A klaszter-analizis eredménye, a reprezentativ konformacidk nyerése
céljabol. Harom konformdaciovaltozas esetén végeztink ilyen analizist: A. a D hélix
meghosszabboddsa (130-140 aminosavak), B. a ,hinge” régid kimozduldsa (375-385
aminosavak) és C. az RCL konformaciovaltozasai (382-401 aminosavak). A klaszter
sorszamat az id6 fliggvényében abrazoltuk az adott konforméciovaltozas esetén relevans
trajektoriaknal.

71



S-H tavolsag (nm)

01 .
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3. kiegészité abra: A kollektiv valtoz6 (Cys314 kénatom-proton tavolsag) az idd
fiiggvényében abrazolva, a Cys-His proton transzfer QM/MM MD szimulé4cidja soran.
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4. kiegészité abra: (A) A Cys314 S-amid C (d;, CV1), (B) az amid C-N (d,, CV2) ¢és (C) az

N-H tavolsagok (d;) az id6 fiiggvényébeén abrazolva, a nukleofil timadasi és az ammonia-
felszabasulési 1épések QM/MM MD metadinamikai szimuldciojabol.
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Michaelis komplex (MC) Tioészter intermedier + NH; (I 2)
t=0,50ns t=4,10ns

5. kiegészito abra: A Michaelis-komplex (MC) ¢és a tiooszter intermedier (I 2)
,karakterisztikus” konforméacioi a nukleofil tdmadasi és az ammoniafelszabadulési 1épések
QM/MM MD metadinamikai szimuldciojabol. Azokat a vizmolekuldkat tiintettiik fel, ahol az
oxigénatom tavolsaga a Cys314 kénatomjatol legfeljebb 7 A volt.
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GAMD, 1T1F + IDR, Al GAMD, 1T1F + IDR, A2 cMD, 1T1F + IDR, A
\ Vo T,

6. kiegészité6 abra: A pentaszacharid kiilonb6z6 kotdédési modjai a GAMD, valamint a
,konvencionalis” MD (cMD) szimuldciokbol. A koztes allapotokat 50 ns surliséggel
abrazoltuk. A kék szin alacsony, a piros magas RMSD-nek felel meg.
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GAMD, 1T1F + IDR, Al GAMD, 1T1F + IDR, A2
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7. kiegészit6 abra: A pentaszacharid gytirli- és inerglikozidos atomjainak RMSD-je az INQ9
rontgendiffrakcidos szerkezethez viszonyitva a ,konvenciondlis” MD ¢és GAMD
szimulacidkban, az id6 fiiggvényében abrazolva.
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GAMD, 1T1F + IDR, Al GAMD, 1T1F + IDR, A2
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8. kiegészité abra: A pentaszacharid D gylrlijének RMSD-je az 1NQ9 rontgendiffrakcios
szerkezethez viszonyitva a ,,konvenciondlis” MD (cMD) és GAMD szimulaciékban az id6
fiiggvényében abrazolva.
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9. kiegészité6 abra: A pentaszacharid F gylirijének RMSD-je az INQ9 rontgendiffrakcios

szerkezethez viszonyitva a ,konvencionalis” MD és GAMD szimuldciokban az idd

fiiggvényében abrazolva.
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GAMD, 1T1F + IDR, Al

GAMD, 1T1F + IDR, A2
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10. kiegészité 4 riijé

abra: A pentaszacharid H gyUr{ijéne

k RMSD-je az INQ9 rontgendiffrakcios

szerkezethez viszonyitva a ,konvencionalis” MD és GAMD szimuldciokban az idd

fiiggvényében abrazolva.
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11. kiegészité abra. A pentaszacharid negativ toltésii csoportjai, valamint az antitrombin
pozitivan toltott oldallancai kozotti kolcsonhatasok. Két atom kozott kolcsonhatast
feltételeztiink, ha a tavolsag 5 A alatt volt.
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GAMD, 1E04, 1 GAMD, 1E04, 2
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12. kiegészité6 abra: A. A masodlagos szerkezet vizsgalata DSSP modszerrel all1-139
régioban, két ,elézetes” 450 ns hosszi GAMD, valamint egy 600 ns-os egyensulyi MD
szimulaciobdl. A régidé magaban foglalja a D hélixet, valamint a P-héix aminosavait. (Para:
Parallel B-redd, Anti: Anti-parallel B-redd, 3-10: 3-10 hélix, Alpha: a-hélix, Pi: Pi hélix.) B. A
molekuladinamikai szimuldciokbol vett konformaciok a harom szimuldcid esetén.
Osszehasonlitasképpen az 1E04 rontgendiffrakcios szerkezetben is feltiintettiik a molekula
azonos részeét.
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13. kiegészité abra: A masodlagos szerkezet vizsgalata DSSP mddszerrel al11-139 régioban,
a 12 GAMD, illetve ,konvencionalis” MD szimuldciébol. A régi6 magaban foglalja a D
hélixet, valamint a P-héix aminosavait. (Para: Parallel B-red6, Anti: Anti-parallel B-redd, 3-
10: 3-10 hélix, Alpha: a-hélix, Pi: Pi hélix.)
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GAMD, 1T1F + IDR, A2
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14. kiegészit6 abra. A ,hinge” régio konformacioja, a V375.CA — S380.CA tavolsag alapjan,
a GAMD ¢és a “konvencionalis” MD szimuldciokban. Az alacsony értékek (kevesebb, mint

kériilbeliil 6 A) a “zart” allapotnak felelnek meg.
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GAMD, 1T1F + IDR, A2 (kcal/mol)
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15. Kkiegészit6 abra. A GAMD szimuldciokbol szamitott szabadenergia, két
reakciokoordinata fiiggvényében: a pentaszacharid RMSD-je (4. kiegészité abra) és V375.CA
— S380.CA tavolsag (14. kiegészitd abra).
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GAMD, 1T1F + IDR, Al

GAMD, 1T1F + IDR, A2
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16. Kkiegészito

a GAMD ¢és a ,konvencionalis”

abra. Az RCL (reakcidcentrumot tartalmazoé hurok) konformacidja, a
K236.CA — 1390.CA.CA tavolsdg alapjan,

MD

szimuldciokban. Az alacsony értékek (5-16 A) az 1TIF szerkezetbelihez hasonld

konformacidknak felelnek meg.
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GAMD, 1T1F + IDR, Al GAMD, 1T1F + IDR, A2 (keal/mol)
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17. Kkiegészité abra: A GAMD szimuldciokbol szamitott szabadenergia, két
reakciokoordinata fliggvényében: V375.CA — S380.CA tavolsag (14. kiegészité abra) és
K236.CA —1390.CA tavolsag (16. kiegészito abra).
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18. kiegészito
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korrelacios” matrixok a 12 GAMD, illetve ,,konvencionalis” MD szimulaciora.
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GAMD, 1T1F + IDR, Al
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19. kiegészité abra: Az a-szénatomok fluktuacidja (RMSF) a GAMD és ,.konvencionalis”
MD szimulaciokban. A hatteret a méasodlagos szerkezet alapjan szineztiik az adott aminosav-
pozicidban (narancssarga: hélix, kék: B-redo.)
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Michaelis komplex, »Nyugvo” allapot,

Michaelis komplex, E(Cys protonalt) — »Nyugvo”allapot, E(Cys protonalt) —

E(Cys protonalt) — E(His protonalt) E(Cys protonalt) — E(His protonalt)

E(His protonalt) zérusponti vibr. korr. E(His protonalt) zérusponti vibr. korr.
Moédszer/Bazis (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
MP2/6-31G(d) 34,1 - 53,0 -
MP2/6-31G(d,p) 30,0 - 48,4 -
MP2/6-31+G(d,p) 47,7 - 48,8 -
MP2/6-311+G(d,p) 22,6 - 41,9 -
®B97XD/6-31G(d) 47,5 35,9 63,1 50,0
oB97XD/6-31G(d,p) 48,5 37,0 64,1 50,6
®B97XD/6-31+G(d,p) 54,6 434 64,9 53,2
®B97XD/6-311+G(d,p) 54,1 43,1 63,0 51,0
MO062X/6-31G(d) 45,1 34,5 60,1 45,9
M062X/6-31G(d,p) 46,2 35,1 61,2 47,3
MO062X/6-31+G(d,p) 52,0 42,2 62,0 50,0
MO062X/6-311+G(d,p) 51,4 41,1 59,8 48,1

1. kiegészitd tablazat: A Cys-protonalt allapotok (neutrdlis Cys-His par) energiaja a His-
protonalt (ikerionos) formdhoz viszonyitva, a Michaelis komplexben, valamint az enzim
,hyugvo” allapotdban. Az energidkat tobbféle modszerrel és bazissal is meghataroztuk,
valamint a DFT modszereknél a zérusponti vibracidra korrigdlt energidkat is feltlintettiik.
Valamennyi esetben az ionpar forma bizonyult stabilabbnak.
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Rendszer Egymast koveté MD vagy GAMD lépések

»Nativ” AT, 150 ns 60 ns GAMD 600 ns GAMD
ligandum nélkiil ,konvencionalis” MD .ekvilibracid”
(1T1F) szimulacid

60 ns GAMD 600 ns GAMD

,.ekvilibracio”

600 ns ,,konvencionalis” MD

»Nativ” AT, 150 ns 60 ns GAMD 1000 ns GAMD (41)
hozzaadott ,konvencionalis” MD .ekvilibracid”

pentaszachariddal szimulacio (4)

(idraparinux) 60 ns GAMD 600 ns GAMD (42)

,.ekvilibracio”

600 ns ,,konvencionalis” MD

150 ns 60 ns GAMD 1000 ns GAMD (B1)
,konvencionalis” MD .ekvilibracid”
szimulacio (B)

60 ns GAMD 600 ns GAMD (B2)
,ekvilibracié”

600 ns ,,konvencionalis” MD

150 ns
,.konvencionalis” MD
szimulacié (C)

150 ns
,.konvencionalis” MD
szimulaci6 (D)

,»Részlegesen” 150 ns 60 ns GAMD 1000 ns GAMD

aktivalt AT- ,konvencionalis” MD .ekvilibracid”

pentaszacharid szimulacid

komplex (INQ9) 60 ns GAMD 600 ns GAMD
,ekvilibraci6”

600 ns ,,konvencionalis” MD

2. kiegészito tablazat: Az antitrombin, valamint az antitrombin-pentaszacharid komplex
molekuladinamikai szimulécioi.
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