Doktori (PhD) értekezés tézisei

In silico vizsgalatok a hemosztazis és kapcsolodo
folyamatok teriiletén: a XIII-as faktor A alegység
reakciomechanizmusanak és az antitrombin
pentaszacharid-kotésének vizsgalata

Dr. Balogh Gabor

Témavezeto: Dr. Bereczky Zsuzsanna, Dr. Komaromi Istvan’

DEBRECENI EGYETEM
Laki Kalman Doktori Iskola

Debrecen, 2020



In silico vizsgalatok a hemosztazis és kapcsolodo folyamatok teriiletén: a XIII-as faktor
A alegység reakciomechanizmusanak és az antitrombin pentaszacharid-kotésének
vizsgalata

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az elméleti orvostudoményok tudoméanyagban

[rta: Dr. Balogh Gébor okleveles gyégyszerész

Késziilt a Debreceni Egyetem Laki Kdlman doktori iskoldja
(Trombdzis, hemosztézis és vaszkuldris bioldgia programja) keretében

Témavezetd: Dr. Bereczky Zsuzsanna, Dr. Komaromi Istvant

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balla Gyorgy, akadémikus
tagok: Dr. Métyén Janos, PhD
Dr. Bodé Imre, PhD

A doktori szigorlat 2020. augusztus 13-an (csiitortokon), 11:00 érakor, online forméaban keriil
lebonyolitasra.

Az értekezés birdloi:
Dr. Ferenczy Gyorgy, az MTA doktora
Dr. Purgel Mihaly, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balla Gyorgy, akadémikus
tagok: Dr. Ferenczy Gyorgy, az MTA doktora

Dr. Purgel Mihdly, PhD
Dr. Métyén Jénos, PhD
Dr. Bod6 Imre, PhD

A nyilvanossigot online formaban biztositjuk. Amennyiben a vitdn részt kivan venni, dgy
jelezze a zsbereczky@med.unideb.hu e-mail cimen a vitit megel6z0 munkanap
(2020. augusztus 12.) 12:00 o6rdig. Az értekezés védésének idépontja (online forméban):
2020. augusztus 13. (csiitortok), 13:00 6ra



1. Bevezetés

A hemosztazis kettds élettani funkcidval rendelkezik: egyfeldl biztositja a vér folyékony
allapotban maraddsit, masrészt nélkiilozhetetlen szerepet jitszik a tovabbi vérveszteség
megakadalyozdsaban az érpalya sériilése esetén. A hemosztdzis harom részfolyamatbdl all,
ezek az érfali sériilés helyén fellépd vazokonstrikcid, a trombocitdk aktivicidja és
aggregicidja, valamint a véralvadasi folyamat, amely a (keresztkotott) fibrinalvadék
képzddését eredményezi. Tobb véralvadasi faktor aktiv form4ja (trombin, VIla, [Xa, Xa, XIa,
XIla) is szerin protedz enzimaktivitdssal rendelkezik. A véralvadasi kaszkdd 1ényege, hogy az
ilyen enzimaktivitdssal rendelkezd faktorok proteolizis révén aktivaljak a soron kovetkezd

faktort, amely pedig az azt kovetd faktor aktivalasara képes, és igy tovabb.

A véralvadés XlIII-as faktora a folyamat egyik utolsé 1épésében aktivéalodik. A fehérje aktiv A
alegysége (FXIII-A) transzglutamindz enzimaktivitdssal rendelkezik, ¢és izopeptid
keresztkotések kialakitdsara képes, legfontosabb funkci6ja a fibrinszdlak kovalens
keresztkotése, de tovabbi extra- és intracellularis funkcidkkal is rendelkezik. Stieler és
munkatdrsai felvetették, hogy a FXIII A alegysége igéretes célpont lehet 4j véralvadasgatld

gyogyszerek fejlesztésére.

A gyodgyszerfejlesztés szempontjabol igen fontos a katalitikus mechanizmus megértése,
azonban a FXIII A alegysége esetén viszonylag kevés adat 4ll errdl rendelkezésre, szemben a
transzglutamindz 2-vel. Az enzimkinetikai méréseken til a mechanizmus tanulmanyozésa in
silico médszerekkel is lehetséges. Az enzimreakciok mechanizmusdnak in silico vizsgélatira
jelenleg a ,,hibrid” kvantumkémiai/molekulamechanikai (QM/MM) technikdk szamitanak a
legelterjedtebb modszertannak. Az ilyen protokollok az enzimreakcié szempontjabdl
legfontosabb atomokra, atomcsoportokra, aminosav-oldallancokra a reakciomechanizmusok
pontos lefrdsat lehetové tévd, azonban igen szdmitdsigényes kvantumkémiai modszereket
alkalmaznak. A vizsgalt rendszer tobbi részEét azonban ennél sokkal hatékonyabb, elsésorban

molekulamechanikai médszerekkel veszik figyelembe.

Abban, hogy a véralvadasi folyamat az érfalsériilés helyére korldtozédjon, nélkiilozhetetlen
szerepet jatszanak a véralvadasi kaszkad szabédlyozo6 fehérjéi. A legfontosabb ilyen fehérjék az
antitrombin, az aktivalt protein C és a szoveti faktor dtvonal inhibitor (TFPI), de a heparin

kofaktor II és a protein Z-fiiggd protedz inhibitor is szerepet jatszik a folyamatban. Az



antitrombin (AT) szerepét a hemosztazis szabdlyozdsdban az is mutatja, hogy az o6roklott vagy
szerzett hidnya trombotikus korképekre hajlamosit. A homozigéta AT deficiencia néhdny
muticiotol eltekintve letdlis. Az AT azonban emellett az egyik fontos véralvadasgatlo

gyogyszercsoport, a heparin és heparinszarmazékok farmakoldgiai célpontja is.

A heparinoidok hatdsara lejatsz6dé konformdaciés aktivalds mechanizmusdnak feltardsa
értékes informdacidkat nyujthat 4j AT-fiiggd véralvadisgitlo gyogyszerek fejlesztéséhez. Ezen
tdl a heparin k6tddési mechanizmusdnak megismerése azért is fontos, mert az AT tobb, ismert
patogén varidnsa is a heparinkotés zavarat okozza. A munkink sordn egy nagy affinitdsu
pentaszacharid-szarmazék kotdédését in  silico vizsgaltuk, javitott mintavételezésu
molekuladinamikai szimulaciok segitségével. Az ilyen szimuladciok a kotddési mechanizmus,
valamint a konformécidvaltozasok olyan részleteinek vizsgdlatara is lehetdséget nyujtanak,
amire a fehérjérol ,,statikus” képet adé rontgenkrisztallografids vizsgalatok csak korlatozottan
alkalmasak. Az AT azonban nemcsak a véralvadds szabdlyozdsanak szempontjabdl érdekes,
hanem modell rendszerként is szolgdlhat az allosztérikus aktivdlds jelenségének

tanulmanyozasdra.



2. Irodalmi attekintés
2.1 A FXIII katalitikus mechanizmusdnak vizsgdlata

A XIlII-as véralvadasi faktor A alegysége a transzglutamindz enzimek csalddjaba tartozik. A
humén transzglutamindazok koziil nyolc fehérje rendelkezik enzimaktivitassal: a
transzglutamindz 1-7 (TG 1-7) és a XllI-as véralvadasi faktor A alegysége. Szekvencia
homoldgia alapjdn ide tartozik tovdbba a human eritrocita membran band 4.2 protein is, amely
azonban Kkatalitikusan inaktiv. A transzglutaminiz enzimek kovalens, izopeptid
keresztkotéseket alakitanak ki a szubsztratjaikban taldlhaté glutamin, illetve lizin aminosavak
kozott. A katalitikusan aktiv humdn transzglutamindzok egy Cys, His valamint Asn
oldallancokbdl all6 katalitikus triddot tartalmaznak, mely a cisztein protedzokkal mutat
hasonldsagot. lismaa és munkatirsai egy kétlépéses mechanizmust javasoltak ezekre az
enzimekre, amely egy ,,megforditott” cisztein protedz reakcidval tekinthetd analégnak. A
humén transzglutamindzok amin donor szubsztrat (fehérjék vagy peptidek keresztkotése
esetén Lys oldalldnc) hidnydban a Gln amidcsoportjdnak a hidolizises reakcidjat katalizaljak

egy vizmolekula kdzremiikodésével, ez viszont kinetikailag 1ényegesen lassabb reakcid.

A Xlll-as véralvadasi faktor a vérplazmaban A;B> heterotetramer zimogén forméjaban
taldlhatd, a két A alegységhez két katalitikus aktivitissal nem rendelkezd B alegység
kapcsolodik. A XIlI-as faktornak 1étezik intracellularis formdja is, amely két A alegységbdl all.
Az A alegység N-termindlis végen elhelyezkedd aktivacids peptidbdl, valamint négy
doménbol all: B-szendvics, Kkataltikus (core) domén, valamint két B-hordé domén.
Rontgendiffrakcios vizsgalatok alapjdn az inaktiv A alegység dimer szerkezetll, a katalitikus
centrumot egyrészt az elsd B-hordé 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 4ltali lehasitasa,
kalciumionok kotddése, valamint a B alegységek disszocidcidja sziikséges. A fiziologidsnal
lényegesen magasabb kalcium-koncentraciok mellett azonban a FXIII nem-proteolitikusan, az
aktivaciés petidek hasitdsa nélkiil is aktivalédhat. Az FXIII a koaguldciés kaszkad késoi
szakaszdban aktivalodik. FO funkcidja a fibrin alfa és gamma ldncok kozott kovalens
keresztkotések kialakitdsa, ezen tdl azonban szamos extra-és intracellularis (nem-

hemosztatikus) funkciét lat el.

2013-ban Stieler és munkatarsai a FXIII A alegység egy nem-proteolitikusan aktivalt,
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monomer formdjanak rontgendiffrakcids szerkezetét publikaltdk, amelyhez egy irreverzibilis
inhibitor (ZED-1301) kotddott. Ez a szerkezet a B-hordé domének nagymértékii elmozdulasat
mutatja a nativ formahoz képest. A struktirdban harom betoltott kalcium-kotohelyet taldlunk.
Azonban #*Ca NMR mérések, valamint molekuladinamikai szimuldcidk alapjdn tovdbbi
»gyenge” kalcium-kotOhelyek 1étezésére kovetkeztethetiink, amelyek feltehetben a nem-
proteolitikus aktivdldsban jatszhatnak szerepet. A struktura alapjan valdszinlsitheto, hogy az
aktiv A alegység monomer szerkezetli, ezt késobb analitikai ultracentrifugdlds, valamint

atomerd-mikroszkopids kisérletek révén is megerdsitették.

A human transzglutamindz csalddon beliil a katalitikus mechanizmus részleteivel kapcsolatos
kisérleti adatok leginkdbb a transzglutamindz 2-re allnak rendelkezésre. Ezzel szemben a
FXIII esetén nagyon kevés ilyen adat all rendelkezésre. Az elérhetd kozlemények tobbsége
kiilonbozd peptid szubsztratok atalakitisanak kinetikdjara fokuszal, amin donor jelenlétében
vagy anélkiil. Olyan kinetikai mérésekrdl azonban nincs tudomasunk, amelyek részletesebb

betekintést engednének a reakcidémechanizmusba.

Az enzimkinetikai mérések mellett hasznos adatokat szolgéltathatnak az enzimreakcidk
mechanizmusdval kapcsolatban a QM/MM mddszereket alkalmazé szamitdsok. Tudomdasunk
szerint az értekezés alapjat képezd egyik kozlemény az elsd olyan munka, ahol egy human
transzglutamindz enzim Kkatalitikus mechanizmusdval kapcsolatban torténtek in silico
vizsgalatok. Egy kordbbi, QM/MM mddszertant alkalmazé kozleményben irreverzibilis
inhibitorok kotédését vizsgaltdk transzglutamindz 2-h6z, nem pedig valamilyen modell
szubsztrat atalakitdsat. Lényegesen tobb in silico tanulmanyt publikdltak a hasonl6 katalitikus
triddot tartalmazd cisztein protedzokkal kapcsolatban. Ezen fehérjecsaldd tobb tagjandl is
vizsgaltdk a katalitikus tridd aminosavainak protondltsagit, valamint a Kkatalitikus
mechanizmust, pl. papain, katepszin B és K, vagy kaszpdz 7 esetében. Ezekben a
tanulmanyokban energia-minimalizdcion alapul6 szamitasokat €s QM/MM MD szimuldcidkat
egyarant alkalmaztak. Tanszékiink egy kordbbi munkdjdban a papain katalitikus

mechanizmusét vizsgéaltuk, ONIOM-tipusd hibrid QM/MM szamitasokkal.
2.2 Az antitrombin pentaszacharid-kotése

Az AT egy 58 kDa molekulatomegii plazma glikoprotein, a szerin protedz inhibitor (szerpin)
szupercsaldd tagja. Ennek a szupercsalddnak a tagjai dllatokban, novényekben,

baktériumokban és virusokban is megtaldlhatok. A szupercsaldd a nevét onnan kapta, hogy



szamos tagjuk szerin protedz inhibitor aktivitdssal rendelkezik, de cisztein protedz inhibitorok
és eltérd, példaul hormontranszporter funkcidval rendelkezé fehérjék is ide tartoznak. A
human genomban 36 szerpint k6dolo gén taldlhaté. Bar a szerpinek kozott a szekvencia
homolo6gia mértéke sok esetben alacsony, a csalad gyakorlatilag 6sszes tagja nagy mértékben
hasonl6 harmadlagos szerkezettel rendelkezik, amely 8 vagy 9 a-hélixbdl és 3 B-reddbdl all.
A protedz inhibitor funkcidval rendelkez6 szerpinek nativ formadi tartalmaznak egy nagyrészt
a vizes kozeg felé mutatdé hurkot, amely a szerpin-protedz reakcié reakciécentrumat
tartalmazza (,,reactive center loop”, RCL). A szerpinek inhibiciés mechanizmusdban koézponti
szerepet jatszik az RCL-ban taldlhatd P1-P1° peptidkotés részleges elhasitdsa. A protedz
reakcié azonban az észter (vagy tioészter) intermediernél megéll, az intermedier jelentOs
konformdciovaltozasok révén stabilizalodik, ezek koziil a legfontosabb az RCL hasitéasi
helytél N-termindlisan elhelyezkedd részének beékelddése az ,,A” B-reddbe. A protedz
harmadlagos szerkezete torzul, ez is akadalyozza a proteolitikus reakci6é tovabbi 1épéseinek
végbemenetelét. Ezt a mechanizmust az teszi lehetdévé, hogy a szerpinek nativ konformécidja
val6jaban metastabil, a teljes RCL vagy annak egy részének a B-redobe ékelddése jelentds
szabadentalpia-csokkenéssel jar. Ez torténik szerpin-protedz komplex képzddése, az RCL

hasitdsa (protedz inhibici6 nélkiil) vagy inaktiv, latens allapotba valé dtmenet esetén.

Az AT a véralvadasi kaszkad egyik legfontosabb szabdlyoz6 fehérjéje, ezt a funkcidjét szerin
protedz aktivitdssal rendelkez0 véralvadasi faktorok gatlasa révén latja el. A {6 célpontjai a
trombin, a Xa €s az IXa véralvadasi faktorok, ezen til a XI-es faktor és egyéb szerin protedz
alvadési faktorok gétlasdra is képes. A vérplazmaban keringd nativ AT kevéssé hatékony
inhibitora a véralvadasi faktoroknak, azonban heparin €s heparin anal6gok jelenlétében a
gatlas reakcidsebessége igen nagy mértékben novekszik. Az aktivitds novekedésére az
irodalomban két eltér6 mechanizmust javasoltak. Egyfel6l a heparin molekuldban taldlhaté
pentaszacharid szekvencia AT-hoz kotodése hatdsara 6sszetett konforméciévaltozasok mennek
végbe az AT molekuldban. Ez a ,,konformaciés” aktivaldsi mechanizmus leginkdbb a IXa és a
Xa véralvadasi faktorok gatlasanal jatszik szerepet, mig trombin esetén kismértékii a hatésa.
Masrészt hosszabb heparin ldncok az AT és a véralvadasi faktor kozotti ,,hidak™ kialakitasa
révén is jelentdsen fokozhatjak az inhibicié hatékonysagét. Ez utébbi mechanizmus leginkabb
a trombin esetén jelentds. Az AT-nak a vérplazmaban két izoformdja van, az alfa-AT (a teljes
AT mennyiség kb. 90%-a) négy aszparagin oldallancon glikozildlt (Asn-96, 135, 155 és 192),
mig a béta forma esetén (10%) az Asn-135 aminosavhoz nem kapcsolddik glikdn. A béta

forma heparin affinitdsa jelentésen magasabb az alfa formandl, és minden bizonnyal
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hatékonyabb inhibitor annal.

Az AT nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a véralvadasi kaszkdd szabdlyozdsdban, ezt az is
mutatja hogy az 6roklott €s a szerzett deficiencia trombotikus kérképekre hajlamosit és hogy a
homozigéta patogén muticiok elenyészd kivétellel letdlisak. Az 6roklott deficiencidn beliil
megkiilonboztetiink I-es és Il-es tipust az alapjan, hogy mennyiségi vagy minOségi eltérést
okoznak. A II-es tipuson beliill a varidnsokat harom altipusba soroljak, léteznek a
heparinkotohelyet (ILHBS) illetve a reaktiv centrumot (IL.LRS) érintd valamint a pleiotrop
hatasu (II.PE) variansok.

Az AT szerkezet-funkcid Osszefiiggéseinek megértése céljabol SZAmos
rontgenkrisztallografids vizsgalatot végeztek. A nem-aktivalt és az aktivalt AT
rontgenkrisztallogrifids szerkezetén kiviil elérhetd olyan struktdra is, amely az AT egy
,koztes” aktivaltsagu éallapotdnak felel meg. Ebben a szerkezetben az aktivicidhoz vezetd
konformdcid-véltozadsok tobbsége mar lejatszodott, kivéve az Un ,,hinge” régié (az RCL N-
termindlis szakasza) kimozduldsat az ,,A” B-red6be zart pozici6jabol, valamint a D hélix C-
termindlis részét érintd konformdcidvaltozasokat. Az AT szémos rontgenkrisztallografids
szerkezetei egy nativ €s egy latens molekula dimerjének felel meg. Ezekben a struktirdkban a
nativ molekula RCL-je kotédik a latens molekuldhoz, és ez a hurok konformadcidjat is
jelentdsen befolydsolja. Johnson és munkatarsai egy olyan AT-varidns szerkezetét hataroztik
meg rontgenkrisztallografids dton, amelyben a latens formdba val6 dtmenetet egy mesterséges
diszulfid hid segitségével akadalyoztdk meg. Ez a struktira az AT RCL-jének egy ujfajta

konformadcidjat mutatta.

Az AT pentaszacharid-k6todés hatdsédra lejatszodd konformécidvaltozasaira egy haromlépcsos
modellt javasoltak rontgendiffrakcids szerkezetek és kinetikai mérések alapjan. Az els6
lépésben a pentaszacharid kotddése még relative gyenge, azonban a heparin kotohelye
kozelében bekovetkezd konformdcidvaltozdsok révén a kotddés erdsebbé valik. A masodik
1épésben lejatszodo folyamatok elsOsorban szintén a heparin kotShelyet, valamint a fehérje
hidroféb magjat érintik. Az AT pentaszacharid-affinitdsa a harmadik 1épésben valik

maximalissd, a D-hélix meghosszabboddasa, valamint a ,,hinge” régié kimozdulasa révén.



3. Médszerek elméleti alapjai
3.1 Kvantumkémiai modszerek

Tulajdonképpen minden kvantumkémiai szdmitds alapjat képezi a Born-Oppenheimer
kozelités. Feltételezi, hogy az atommagok és az elektronok mozgdsa szétvalaszthatd. Alapja
az atommagok és az elektronok tomege kozotti tobb nagysagrendi kiilonbség. Lehetdvé valik
az elektronenergia meghatdrozdsa gy, hogy az atommagokat rogzitettnek tekintjiik. A
Hartree-Fock elmélet a hullamfiiggvény €s az energia kozelitd meghatdrozdsat teszi lehetové.
A sokelektronos hulldmfiiggvényt Slater-determinans alakjdban adjuk meg, amelyet N
egyelektronos hullamfiiggvénybdl épitiink fel, ahol N az elektronok szdma a molekuldban (a
Slater-determindns alak biztositja az antiszimmetridt két elektron felcserélésére nézve). A
Hartree-Fock egyenletek megoldasa iterativ mddon torténik. Mivel a moddszer ,,atlagos”
taszitdsi potencidlt alkalmaz, nem képes figyelembe venni az elektronok mozgdsai kozti

korrelaciokat (elektronkorrelacio).

Elterjedt modszer az elektronkorrelacio kozelitd figyelembe vételére a Mgller-Plesset féle
perturbaciéelmélet. A gerjesztett dllapotok figyelembe vétele a Rayleigh—Schrodinger
perturbdcidelméleten alapulé perturbaciészamitds segitségével torténik, melynek a
kiindulépontja a Hartree-Fock modszerrel szamitott hullamfiiggvény. Ha az alkalmazott
sorbafejtésben legfeljebb a mdsod, harmad és negyedrendii tagokat vessziik figyelembe,
kapjuk az MP2, MP3, MP4, stb. mddszereket. Ezek koziil az MP2 mddszer a legelterjedtebb.
Lehetové teszi az elektronkorreldcié nagy részének figyelembe vételét, azonban csak akkor

alkalmazhatd, ha az alapéllapoti elektronkonfiguracié a domindns.
3.2 Striségfunkciondl-elmélet

A stirliségfunkciondl-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 haszndlhatd, hatékony kozelitd megoldasat tette
lehetévé. Egymadssal nem kolcsonhatd elektronokbdl 4ll6 rendszert feltételez, amelyekre
ugyanaz az elektrosztatikus potencidl hat és ahol az elektronsiirliség azonos a ,,valodi”
rendszerével. A funkciondl harom tagbdl 4ll, az els6 tag a kinetikus energia funkciondlja a
feltételezett nem-kolcsonhatd elektronokbdl all6 rendszerre, a méasodik a Coulomb-energiat
adja az elektron-elektron kolcsonhatdsokra. A harmadik tag, a kicserélodési és a korrelacios

funkciondl egzakt matematikai alakja azonban nem ismert, kiilonb6z6 kozelit6é modszereket
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fejlesztettek ki.

Elterjedt, a hibrid funkciondlok kozé tartozé6 moddszer a B3LYP. A B3LYP a Becke é4ltal
javasolt, harom paramétert tartalmazé kombindlja az éltaldnositott gradiens kozelitésen
(generalized gradient approximation, GGA) alapul6 Lee-Yang-Parr korrelaciés funkcionallal.
Legfontosabb hidnyossdga a diszperzids kolcsonhatasok figyelembe vétele, az wjabban
kifejlesztett moddszereknél fontos szempont volt ennek a ,korrigdldsa”. Az ©B97X-D
funkciondl empirikus atom-atom diszperzids korrekcidkat tartalmaz ezen kolcsOnhatasok
pontosabb leirdsdra. Ezzel szemben a funkciondlok MO06 csalddja a diszperzids

kolcsonhatdsokat a funkciondlban szereplé paraméterek révén veszi figyelembe.

3.3 Félempirikus modszerek

A félempirikus moédszerek szamitasi igénye az ,.ab initio” kvantumkémiai mdodszerek és a
,klasszikus” molekulamechanikai erdterek (ldsd késobb) kozott helyezkedik el. Azonban
lehetové teszik kémiai reakcidk leirasat, szemben a ,klasszikus” molekulamechanikai
eroterekkel. A félempirikus modszerek egyik csalddja a Hatrtee-Fock mddszeren alapul, hozza
képest kiilonféle kozelitéseket és elhanyagoldsokat alkalmaz (példdul a kételektron-integralok
esetén). Ezek koziil jelenleg a legelterjedtebbek az NDDO (neglect of diatomic differential
overlap) mddszerek. Ide tartozik példaul az AM1, a PM3 és a PM6.

A DFTB mddszer a rendszer slrtiségfunkciondl-elmélet szerinti energidjanak sorbafejtésén
alapul egy referencia elektronsilirliség kornyezetében. A sorbafejtésben szereplé nullad- és
elsérendii tagokat csak a vegyértékhéjakat figyelembe vevd minimélis bazis segitségével
szamitja a médszer. Az SCC-DFTB (DFTB2) mdédszer esetén ehhez toltések redisztribucidjat
leir6 mésodrendii tagok jarulnak. A DFTB3 mddszer tovabbi tagokat tartalmaz, mely a sor
harmadrendil tagjait kozeliti. A paraméterfejlesztés az SCC-DFTB és a DFTB3 mddszerekhez

DFT szamitasok alapjan torténik.

3.4 Hibrid QM/MM technikdk

A kémiai reakciok pontos elméleti kémiai tirgyaldsa kvantumkémiai mddszereket igényel.
Nagyobb méretli rendszerek vizsgalata tisztin QM mddszerekkel az esetek nagy részében
még ma sem Kkivitelezhetd. A hibrid mddszerekben a kémiai reakcié szempontjabdl
legfontosabb atomokra, atomcsoportokra megfelel6 kvantumkémiai mddszereket (példaul

stiriségfunkcionél-elmélet, esetleg félempirikus modszerek) alkalmazunk, a rendszer tovéabbi
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részét pedig lényegesen gyorsabb szdmitdst lehetdvé tévo moddszerrel (leggyakrabban

,.klasszikus” molekulamechanikai erdterek) vehetjiik figyelembe.

A QM/MM moédszerek egyik tipusa a ,,hagyomanyos” (vagy additiv) QM/MM sémdk. 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 el0bbi esetben ezeket a
kolcsonhatdsokat ponttoltések kozotti Coulomb-kolcsonhatasokként irjuk le, utobbi esetben
viszont az MM rendszer atomjainak parciélis toltései a QM rendszer Hamilton-operatoraban
is figyelembe vannak véve ponttoltésekként. A QM és az MM alrendszerek kozotti kovalens

kotések kezelésének taldn legelterjedtebb modja a ,,link™ (6sszekotd) atomok bevezetése.

A hibrid technikdk masik csoportjat a szubsztraktiv hibrid mddszerek alkotjdk. Ezek
legfontosabb képviseldje az ONIOM modszer, amely a kordbban kifejlesztett és IMOMM
modszeren alapul. Az ONIOM modellt gyakran mint QM/MM sémat alkalmazzak, azonban
lehetOvé teszi ketténél tobb alrendszer definidl4sat is, valamint kiilonb6z6 moédszerek (MM,
félempirikus médszerek, kisebb szamitasigényll ab initio vagy DFT mdédszer) alkalmazdsat az
alacsonyabb szinten szdmitott alrendszerre vagy alrendszerekre. QM/MM sémat feltételezve
ez az eset Osszesen hdrom szdmitast igényel: (1) energiaszamitds a teljes rendszerre
molekulmechanikai erétér segitségével, (2) a ,,modell” rendszer szamitdsa QM, illetve (3) az
MM mddszerrel. El6nye, hogy nem igényel kiilon tagot a QM és az MM rendszerek kozotti
kolesOnhatasok leirasara, ennek leirdsa molekulamechanikai szinten torténik. A QM és az MM
alrendszerek kozti elektrosztatikus kolcsonhatdsok figyelembe vételére leginkabb a kordbban
mar targyalt mechanikus (mechanical embedding) és az elektrosztatikus bedgyazds

(electrostatic embedding) szolgal.
3.5 Molekulamechanikai erdterek

A molekulamechanika empirikus potencidlokat alkalmaz a molekuldk viselkedésének
leirdsara. A molekulamechanikdban az atomokat merev testeknek tekintjiik és eltekintiink az
elektronok mozgdsatél. A vizsgélt molekula energidja igy csak az atomok (atommagok)
pozicidjatol fiigg. A molekulamechanikai modszerek esetén azonban az atomok kozotti
kotéseket eldre definidljuk, ennek megfeleléen ezek a mddszerek dltalaban nem képesek leirni

a kovalens kotések kialakulasat és felbomlasat, ezaltal a kémiai reakciokat.

A kot kolcsonhatdsokon belill a kotésekhez és a kotésszogekhez tartozd tagok esetén az
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energia az egyensulyi értéktdl valo eltérésének négyzetével aranyos. A molekulamechanikai
erOterek kotések koriili rotaciot altalaban egy Fourier-sor hdrom tagjdnak megfeleld képlettel
irjék le, ezek 4 atom 4ltal bezart diéderes szogektdl fiiggenek. A nemkotd kolcsonhatdsok
koziil az elektrosztatikus kolcsonhatdsokat a molekulamechanikai erdterek az atomokhoz
rendelt pontszerii toltések kozti Coulomb-kolcsonhatasokként irjédk le. Az atomok kozotti van
der Waals kolcsonhatdsokra a Lennard-Jones potencialt alkalmazzdk, amely egy r®-nal és r'!%-
nel ardnyos tagot tartalmaz, amelyek az atomok kozotti vonzo, illetve kisebb tavolsdgok
esetén taszitd kolcsonhatdsnak felelnek meg. A ,klasszikus” molekulamechanikai erdterek a
molekuldk polarizalhatosdgat nem képesek figyelembe venni, szemben a jelentésen nagyobb

szamitasigényiik miatt ma még kevésbé elterjedt polarizdlhat6 erdterekkel.
3.6 Molekuladinamikai szimuldciok

A molekuladinamikai (MD) szimul4cidk sordn a tanulményozott rendszer viselkedését az id6
fliggvényében vizsgaljuk. A ,klasszikus” molekuladinamikai szimuldcidkban a rendszerben
taldlhatd atomok mozgdsat a newtoni mozgdsegyenletek alapjan szdmitjuk numerikus
integralds segitségével. Az integrildsi 1épéskoz a 0,1-5 fs tartoményba esik. Altalaban
nagyobb 1€péskoz haszndlhatd, ha a kovalens kotések rogzitésére példaul SHAKE vagy
LINCS algoritmust alkalmazzuk. Az MD szimuldciékhoz nagyobb mértékii rendszerek esetén
tilnyomorészt |, klasszikus” molekulamechanikai erdtereket alkalmaznak. Van lehetdség

azonban kvantumkémiai, illetve hibrid QM/MM alapu szimul4cidkra is.

A szimuldci6 inditdsdhoz sziikség van az atomok kiinduldsi pozicidira és a kezdOsebességeire.
Az atomok kezddsebességét a molekuladinamikai szoftverek daltaldban véletlenszertien
generdljdk a Maxwell-Boltzmann eloszlas alapjdn. A szimulidcié egymast kovetd 1épésekbdl
all, minden 1épésben elsoként az egyes atomokra pillanatnyilag hat6 erdket kell kiszdmitani,
az atomokra hat6 erdk egy adott allapotban a potencidlis energia gradiense alapjan
hatdrozhatéak meg. Az er0k alapjan a newtoni mozgdsegyenletek segitségével hatdrozhatd
meg az atomok sebessége, illetve az elmozduldsa a kovetkezd idOpillanatban. A
molekuladinamikai szoftverek meghatarozott szamu 1épéskozonként mentik az atomok
pozicidit, az egyes atomokhoz tartozd sebességeket, valamint tovdbbi adatokat (egyes
kolcsonhatdsok energidi, homérséklet, nyomads, stb.). A molekuladinamikai szimuldcidkat
leggyakrabban édlland6 hémérsékleten €s térfogaton (NVT), vagy dllandé homérsékleten és
nyomdason (NpT) végezziik. A hOmérséklet, valamint NpT szimulaciok esetén a nyomas

szabdalyozésara tobbféle modszert is kifejlesztettek (Berendsen, a v-rescale és a Nosé-Hoover).
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3.7, Javitott” mintavételezést lehetové tévé MD modszerek

Az MD szimulaciok a gyakorlatban legfeljebb néhdny vagy néhanyszor tiz mikroszekundum
hosszusiguiak. Ez nagy mértékben neheziti az tgynevezett ,ritka események” vizsgalatat
hagyomanyos molekuladinamikai mddszerekkel, mivel az ilyen eseményekhez tartozd
energiagdtak jelentdsek és igy a véltozds bekovetkezésének valdszinlisége alacsony. (A
fehérjék bioldgiai szempontbdl jelentds konformdcidvaltozasai gyakran ,ritka események™.)
Az ilyen események hatékonyabb in silico vizsgdlatdara szamos un. javitott mintavételezésii
molekuladinamikai moddszert fejlesztettek ki. Ezek egy része elére meghatarozott
reakciokoordindtakat vagy ,kollektiv valtozékat” (collective variable, CV) igényelnek, és
ezek fiiggvényében vizsgdljdk a rendszer viselkedését, valamint teszik lehetdvé
szabadentalpia-kiilonbségek szamitdsat. llyen mddszer tobbek kozott az umbrella sampling,
az adaptively biased molecular dynamics (ABMD) és metadinamika (metadynamics). Ezen
modszerek hatranya, hogy a kollektiv véaltozék megvalasztdsa édltaldban a rendszer alapos
ismeretét igényli és gyakran nem egyértelmii. A metadinamika lényege, hogy a rendszer
potencidlis energidjat meghatdrozott szamu lépésenként Gauss-fliggvények hozzdadédsival
modositjuk, amelyek maximumpontja a kollektiv valtozok pillanatnyi értékétdl fiigg. A
potencidlis energia az atomkoordinatdk fiiggvényében tehat fiigg attdl, hogy a rendszer milyen
korabbi allapotokat mintavételezett kordbban a kollektiv valtozék fliggvényében. A
hozzdadott, a rendszer kordbbi éllapotaitdl fiiggd potencidl alapjdn szamithatéak az egyes
allapotok kozotti szabadentalpia-kiilonbségek. A metadinamika ,,tovabbfejlesztett” valtozata a
,well-tempered metadynamics”, amely a szimuldcié sokkal hatékonyabb konvergencidjat
teszi lehetové. Létezik a mddszernek olyan véltozata is, amely a Gauss-fiiggvények

szélességét is automatikusan vdlasztja meg.

A Gaussian Accelerated Molecular Dynamics mddszer javitott mintavételezést tesz lehetové
eldre definidlt reakcidkoordinidtdk megaddsa nélkiill a kordbban kifejlesztett Accelerated
Molecular Dynamics (AMD) technikdhoz hasonldéan. Viszont az AMD-vel szemben itt a

499

,»gyorsitd” potencidl jo kozelitéssel Gauss-eloszlisu, ez pontos energiaszdmitast (reweighting)
tesz lehetévé a ,,cumulant expansion” moddszer segitségével. A moddszert udjabban
eredményesen alkalmaztak ligandk6tddés mechanizmusdnak tanulmédnyozasara tobbek kozott

G fehérjéhez csatolt receptorokhoz €s a HIV protedzhoz.
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4. Célkitiizések

Szamos kozleményt publikdltak a cisztein proteazokkal kapcsolatban, ahol a
reakciomechanizmust valamilyen hibrid QM/MM modszerrel vizsgéltdk. Ezzel szemben
tudomdsunk szerint az irodalomban még nem szerepel QM/MM reakciomechanizmus-
szamitasokkal aldtdimasztott modell egyetlen transzglutamindz acilezési reakcidjara sem.
Kisérleti adatok a transzglutamindz 2-re érhetdek el, a FXIII-A esetén ilyen informacié sem
all rendelkezésre. Emiatt célul tliztiik ki az akitvalt FXIII-A reakcidmechanizmusaban az elsd
1épés, az acilezés vizsgdlatat két eltéré6 QM/MM protokoll szerint is. Célunk volt tovabba
vizsgalni a katalitikus centrum legfontosabb aminosavainak protonéltsdgat mind a Michaelis-

komplexben, mind az enzim nyugvo, szubsztritot nem kotd aktivalt enzimben.

Az AT pentaszacharid-kotésének illetve az allosztérikus aktivacidjanak mechanizmusa
szamos korabbi vizsgélat targyat képezte. Azonban a kotddés viszonylag korai 1épéseire,
amikor az AT-pentaszacharid kolcsonhatds még relative gyenge, nem 4ll rendelkezésre atomi
szintll szerkezeti informdacid. Célul tliztikk ki a pentaszacharid-k6tddés vizsgdlatat javitott
mintavételez€sli molekuladinamikai szimuldciok segitségével, a GAMD mddszerrel, egy
olyan rontgendiffrakcidés uton meghatdrozott AT-konforméaciéhoz, mely nem tartalmaz
pentaszacharid vagy mdas szerkezetii aktivatort. Célunk volt tovdbba az AT
konformécidvéltozasainak tanulmanyozdsa a kotddés GAMD szimuldcidok kimenetébol €s
ezek Osszevetése az irodalomban szerepld informdacidkkal. Ezen kiviil az AT aktivdldsanak
allosztérikus utvonalait is tanulmdnyozni kivantuk ugyanezen szimulacidk trajektéridinak

analizise révén.
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5. Moédszerek

5.1 A FXIII-A transzglutamindz reakcio elso lépésének in silico vizsgdlata

5.1.1 FXIII — Alfa-2-antiplazmin peptid komplex szerkezete

A o2-antiplazmin (N-termindlison hasitott forma) N-termindlis dodekapeptid lehetséges
konformadcioit a késébbi peptid-fehérje dokkoldshoz egy rovid, 10 ns-os molekuladinamikai
szimuldciobdl nyertiik. Az MD szimuldciéhoz egy olyan kiinduldsi konformdciét hasznéltunk
fel, amelyben az Osszes ¢ torzids szoget -139°-ra, valamint az Osszes ® szoget 135°-ra
allitottuk. A szimuldciot a GROMACS szoftver AMBERO3 molekulamechanikai erdtér
segitségével, dlland6 homérsékleten €s nyomadson végeztik. Az FXIII-A 4KTY jela
rontgendiffrakcids szerkezetét haszndltuk a dokkoldsndl. Ez a szerkezet a FXIII-A aktiv,
monomer konformdcidjdnak felel meg, amelyhez egy irreverzibilis inhibitor (ZED-1301)

kotédik kovalensen, amelyet a szimuldcidkhoz eltavolitottunk.

A dokkoldshoz HADDOCK szoftver 2.2-es verzidjanak webes feliiletét alkalmaztuk. A peptid
harom, a molekuladinamikai szimuldciobdl nyert szerkezetét hasznaltuk a dokkolédshoz (t = 8,
9 és 10 ns). A XlII-as faktor esetén “aktivként” definialtuk a kovetkez6 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 0sszes aminosava. A fehérje Cys 314 aminosava és a
peptid GIn2 oldallanc karbonil szénatomja kozotti tdvolsagot ezen kiviil egy tovébbi,
wunambigous restraint” segitségével rogzitettik. A HADDOCK szoftver a kapott
szerkezeteket klaszterekbe sorolja, mindharom peptidkonformacié esetén négy klaszter
reprezentativ konformaciéjat vizsgaltuk meg a legmegtelelobb szerkezet kivalasztasa céljabdl
a tovabbi szimuldciokhoz. 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 szerkezetbdl a katalitikus domént “simulated annealing” szimulaciéval finomitottuk tovabb,
amelyhez a GROMACS szoftvert és az AMBER 14SB molekulamechanikai erdteret
alkalmaztuk. Az alkalmazott protokoll 10, 10 ns hosszu 1€pésbdl allt. Minden egyes 1épésben
a rendszer el0szor 5 K-rél 400 K-re lett melegitve 2 ns alatt, majd ezen a homérsékleten
tartottuk 3 ns-ig, végiil 5 ns alatt lett lehlitve 5 K homérsékletre. A ,,simulated annealing”
szimuldci6 NpT koriilmények kozott tortént, egy ,,v-rescale” hOmérsékletszabdlyozd és

Berendsen nyomdsszabalyozé alkalmazasdval, periodikus hatédrfeltételek mellett. A 1 nm-nél
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tadvolabb 1évé atomok kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasok figyelembevétele a Particle

Mesh Ewald (PME) médszerrel tortént.
5.1.2 A QM/MM szimuldciokndl alkalmazott modell rendszerek

A reakcidémechanizmus els6 1€pését, amely ko6zos a transzglutaminédz és a glutamindz reakcié
esetén, két eltér6 QM/MM protokoll segitségével is vizsgédltuk. Egyrészt ONIOM-tipusu
QM/MM szamitasokat végeztiink, ahol a QM rendszernél magas szinti MP2 mddszerrel,
illetve diszperzids korrekcidt tartalmazé DFT moddszereket alkalmaztuk. Masrészt QM/MM
alapi  molekuladinamikai szimuldcidkat futtattunk, ahol szabadenergia-szamitasokat
végeztiink metadinamika segitségével, illetve a szolvaticiét explicit olddszerrel tudtuk

figyelembe venni.

Az ONIOM tipust szdmitdsainkhoz a modell rendszert tgy definidltuk, hogy az a katalitikus
domén aktiv centrumhoz kozeli aminosavait tartalmazza. A magas szintli (QM) alrendszerhez
tartoztak a katalizisben nélkiilozhetetlen Cys314 és His373 aminosavak, valamint a peptidet
helyettesitd molekula. A modell rendszerben a peptid helyett egy, a GIn2 aminosav oldallancét
helyettesitd propionamid molekula szerepelt. Ennek oka az volt, hogy a peptid flexibilitdsa
nagyban nehezitette az energiaminimalizacids futdsok konvergencidjat. A rendszer tovabba
tartalmazta a 211-216, 219-227, 266-268, 274-279, 283-292, 311-313, 315-322, 334-342,
368-372, 374-376, 395-400, 430-434, 464—466 aminosavakat is (MM rendszer), itt az
AMBER molekulamechanikai erdtér Gaussian szoftverben elérhetd verzigjat haszndltuk.
Minden “Gjonnan” létrejott N-termindlishoz N-acetil, €és minden C-termindlishoz metilamido
csoportot kapcsoltunk. A modell rendszer elkészités€éhez a TAO szoftvercsomagot is
felhasznaltuk. Létrehoztunk még egy tovabbi modell rendszert is a katalitikus Cys és His
aminosavak protondltsiganak tanulmanyozasa c€ljabdl az enzim nyugvo, szubsztritot nem
kotd allapotdban. Ez a rendszer a szubsztratot helyettesitd molekuldt nem tartalmazta. A
modell rendszerben a fehérje mindhdrom aminosava esetén, ahol az oldallinc a QM

alrendszerhez tartozott, egy ,,0sszekotd” (,,link™) atomot definidltunk a Co — Cf kotés mentén.

A QM/MM MD szimuldcié modell rendszere - a jobb Osszehasonlithatésag érdekében - a
fehérje ugyanazon aminosavait tartalmazta, mint az ONIOM mddszer esetén, valamint a
modell ligandum is azonos volt. A szolvataciét explicit TIP3P vizmolekuldk, valamint 0,15 M
sokoncentracionak megfelelé szamid Na* és CI™ ion hozzdadasaval vettiik figyelembe. Mivel a

molekuladinamikai szimuléacidk nagy szamu 1épésbdl dllnak, QM rendszernél az energidk és
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az er0k hatékony szamitisat lehetové tevd félempirikus modszert, a stiriségfunkcional-
elméleten alapul6 DFTB3-at alkalmaztuk. A felhasznédlt paraméterkészlet a szerves- és
biomolekuldkra kifejlesztett 3ob-3-1 volt. A ,link” atomokat az ONIOM-tipusu
szamitasainkndl haszndlt sémahoz hasonléan definidltuk, a ,kettévagott” Ca — CB mentén,

utébbi atomtdl megkozelitben 1 A tavolsdgra helyezkedtek el.
5.1.3 ONIOM-tipusii szdamitdsok

Az ONIOM-tipusu szamitdsainkhoz a Gaussian szoftvercsomag 03 és 09 verzi6it alkalmaztuk.
Elséként geometria optimalizalast futtattunk 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 kozvetleniil részt

vevO aminosavakra viszont semmilyen megszoritast nem alkalmaztunk.

A nukleofil tdmadasi 1€pésnél eldszor a potencidlis energiafeliilet (potential energy surface,
PES) feltérképezését (,,pasztazas”, ,scan”) végeztiik két kiilonbozd reakcidkoordinata-par
fiiggvényében (PES1 és PES2): Cys314 kénatom — szubsztrat amid szénatom tdvolsdg (di) és
amid szénatom- amid nitrogénatom tdvolsig (d2), valamint kénatom — szubsztrat amid
szénatom tavolsdg (di) és a His373 e-protonjanak tdvolsdga az amid nitrogéntdl (dz).
Geometriaoptimalizdcidkat futtattunk a rdcspontokban tobbnyire 0,2 A, az dtmeneti 4llapot
feltételezett helye kozelében nagyobb, 0,1 A stiriséggel, a két reakciokoordinatat az eldre
megadott értékekre rogzitve. Konvergenciaproblémdk miatt a kovetkez6 tartomdnyokban nem
minden pontban végeztiink energiaszamitdsokat: di: 2.8-3.2 A, da: 2.0-2.6 A. (Ezek azonban
minden bizonnyal nagyon magas energidji konformaciok és gyakorlatilag nincsen bioldgiai
relevancidjuk). A szdmitdsainkat az MP2/6-31G(d) valamint az MO06-2X/6-31+G(d,p)
modszerrel 1is elvégeztik, mindkét reakciokoordinita-par esetén. (Az MP2 szintl
optimalizalasokhoz a Gaussian 03 szoftvert alkalmaztuk, ennek a Gaussian 09-t6l eltérd
minimumkeresd algoritmusa szamos esetben joval hatékonyabb konvergenciat eredményezett.
Az MO06-2X funkciondl viszont kizdrdlag a Gaussian 09 vagy 16 verziokban elérhetd.) Az
el6zd esetben kapott tetraéderes intermedier geometridjabdl kiindulva C-N kotés felbomldsat
tovabbi, egyvaltozds “scan” segitségével vizsgédltuk. A QM rendszerre ugyanazt a két
modszert haszndltuk, mint az elébbi esetben. A staciondrius pontokra €s nyeregpontokra
(Michaelis komplex, atmeneti allapotok, intermedierek) tjabb optimalizaldst futtattunk a
reakciokoordinatak rogzitésének feloldasdval, tobb kiilonbozd bazis, valamint MP2 és DFT

modszerek  (M06-2X, ®B97XD) segitségével. A DFT mddszereknél ezen til

17



frekvenciaszamitast is végeztiink, részben zérusponti vibracidra torténd energiakorrekcidok
szamitdsa c€ljabol, részben az imagindrius vibricids frekvencidk meglétének ellendrzésére az

atmeneti dllapotokban.

A Cys314 és His 373 amonisavak protonaltsdgat a Michaelis-komplexben egy egydimenzids
»scan” segitségével vizsgéltuk. A proton é€s a Cys314 kénatomja kozotti tdvolsagot hasznéltuk
reakciokoordinataként. Hasonl6 szdmitdsokkal vizsgaltuk ezen aminosavak protondltsagét az
enzim “nyugv6” édllapotdban is. Itt egy olyan modell rendszert hasznaltunk, amely a

szubsztratot nem tartalmazta.

5.1.4 OM/MM MD szimuldciok

A QM/MM MD szimuldciékhoz a GROMACS szoftvercsomag 5.0 verzigjat hasznaltuk. A
DFTB 3 félempirikus modszer hasznalatat lehetové tevd kodot Kubaf és munkatarsai
fejlesztették ki a GROMACS szoftverhez. A szoftver a metadinamikai szimuldciokhoz a
PLUMED programmal is bdvitve lett. A modell rendszerre energiaminimalizaciét futtattunk
“steepest descent” modszerrel, amit egy, 1 ns hosszusagu “konvenciondlis” molekuladiamikai
szimuldci6 kovetett NVT koriilmények kozott, T=310 K homérsékleten. Az integralasi
1épéskoz 0,5 fs volt. A 312-319, 370, 372-375, 396, 398 és 400 aminosavak szabadon
mozoghattak, az 0sszes tobbi aminosav pozicidjat harmonikus potencidlok bevezetésével
rogzitettiik. A “ekvilibracios” MD szimulaci6 alatt a Trp279 aminosav oldallancédra, valamint

a szubsztrat molekuldra is gyenge megszoritast alkalmaztunk.

A Cys314 és a His373 odallancok protonaltsagat 2 ns hosszusagi WT-MetaD szimulacidval
vizsgaltuk, a ,,bias factor” (a szimuldcié konvergencidjat befolydsolé paraméter) értékét itt
30-nak vdlasztottuk. A kollektiv véltozé a proton tavolsdga volt a Cys314 kénatomjatdl,
hasonléan az ONIOM-tipusi szdmitdsainkhoz. A nukleofil tdmadési 1épés szabadenergia-
feliiletét egy 4,3 ns hosszisagu Well-Tempered Metadynamycs (WT-MetaD) szimulécié
segitségével térképeztiik fel. A kollektiv véltozok az ONIOM-tipusi szamitdsainkndl
alkalmazott d; (Cys314 kénatom-karbonil szénatom) és d> (amid szénatom-amid nitrogénatom)
tdvolsdgok voltak. A Gauss-fiiggvények szélességét a szoftver automatikusan hatdrozta meg.
A szabadenergia-feliilet rendszer altal bejarhat6 részének korlatozasa céljabol ,,falakat” (lower

walls, upper walls) alkalmaztunk (di: 0,17 és 0,37 nm, d»: 0,13 és 0,33 nm)
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5.2 Antitrombin pentaszacharid-kotodési mechanizmusdnak vizsgdlata

5.2.1 Modell rendszerek

A pentaszacharid-kotddés korai lépéseinek vizsgédlata céljabol hidrom modell rendszert

<00

hoztunk létre a molekuladinamikai szimulacidinkhoz. Az els6 rendszer a ,,nativ’, nem-aktivalt
AT 1TIF rontgendiffrakciés szerkezetén alapult. Ez a szerkezet monomer AT-nak (tehat nem
egy ,nativ’ és egy latens molekula dimerjének) felel meg. Ez a rendszer ligandumot nem

tartalmazott.

A maésodik rendszer ugyanezen a struktirdn alapult, azonban egy pentaszacharid molekulat,
idraparinuxot helyeztiink el a szerkezetben. Az idraparinux konformécidja oldatban korabban
mar vizsgélatra keriilt egyetemiinkon NMR mérések valamint molekuladinamikai szimulacidok
segitségével. A pentaszacharid kiinduldsi szerkezetét az 1NQ9 rontgendiffrakcids
szerkezetben  (AT-pentaszacharid komplex) taldlhatd, az idraparinuxtdl kismértékben
kiilonbozo ,,NTP” jelzésti ligandum alapjan hoztuk létre. A molekula kiindulési pozicidjat ugy
hatdroztuk meg, hogy elébb a két rontgendiffrakciés szerkezetet egymadsra illesztettiik a
legkisebb négyzetek médszere segitségével, majd a ligandumot 12 A-mel elmozditottuk a két
molekula témegkozéppontjat 6sszekotd vektor irdnyaban. Igy az AT és a ligandum kozott

valamennyi kozeli kolcsonhatds megsziint.

A harmadik rendszer az 1NQ9 jelzésli rontgendiffrakcids szerkezeten alapult, amely az AT
egy ,részlegesen aktivalt” éllapotdt mutatja egy pentaszachariddal alkotott komplexben. A
szimuldci6hoz a pentaszacharidot itt is idraparinuxra moédositottuk. A rontgendiffrakcids
szerkezetekbOl hidnyz6 hurkokra a kiinduldsi konformaciokat a MODELLER szoftverrel

nyertiik.

Az AT glikozilaciojat az Asn-96, az Asnl55 és az Asn192 oldallancokhoz kapcsol6do, két N-
acetil-D-gliik6zamin egységbdl 4ll6 diszacharidokkal modelleztiik. A ,.csonkitott”
szénhidrategységek alkalmazdsat az tette sziikségessé, hogy a nagy méretli és rendkiviil
flexibilis glikdnok hatékony mintavételezése még javitott mintavételezésli mddszerekkel is

igen nehéz lenne. A glikozilacids helyek az AT béta izoformajanak feleltek meg.

Korédbbi, javitott mintavételezésli szimuldcidink alapjdan a CHARMM szénhidrat erdteret
taldltuk legalkalmasabbnak a rendelkezésre 4ll6 NMR adatok reprodukéldsara (hidrogén
hidrogén tavolsdgok Nuclear Overhauser Effect (NOE) alapjan). Ennek megfeleléen a

19



pentaszacharid modellezésére ezt az erdteret védlasztottuk, mig a fehérjére a CHARMM36m

erOteret alkalmaztuk.

A szimuldcid elOkészitd 1é€péseihez €s a topoldgia fijlok elkészitéséhez a CHARMM-GUI
webes feliiletet haszndltuk. A szimuldcidk kocka alaki dobozban torténtek, periodikus
hatarfeltételek mellett. A rendszert vizmolekuldkkal szolvatdltuk, melyeket a CHARMM
er6tér modositott TIP3P vizmodelljével vettiink figyelembe. A hozzdadott Na* és CI” ionok

szamat Uigy hatdrozta meg a szoftver, hogy a s6koncentracié megkozelitéen 0,15 M legyen.
5.2.2 Molekuladinamikai szimuldciok

A szimuldciokhoz az AMBERI16 szoftvercsomag pmemd.cuda programjit hasznéltuk.
Valamennyi molekuladinamikai szimuléciét energiaminimalizdcié el6zott meg, ahol az els6
500 1épésben ,,steepest descent”, az azt kovetd 1500 1épésben konjugdlt gradiens mddszert
alkalmaztunk. Ezt egy djabb 2000 Iépéses energia-minimalizacié kovette, a megszoritasok

eltavolitasa utan.

A javitott mintavételezésti szimuldciok eldtt minden esetben 150 ns hosszusigu egyensulyi
molekuladinamikai szimuldcidkat futtattunk. A megfeleld kiinduldsi konforméciok
kivalasztasa céljabdl a ,,nem-aktivalt AT €s hozzdadott pentaszacharid” rendszer esetén négy
fliggetlen szimuldciot hajtottunk végre (A-D), ezek koziil kettdt hasznaltunk a késdbbiekben

GAMD szimulé4ciok kiindulépontjaul (jelolésiik A €s B) a pentaszacharid pozicidja alapjan.

A GAMD szimulédcidkat minden esetben egy 60 ns ekvilibraciés szakasz eldzte meg. A
szimuldciokndl kettds gyorsitast (dual boost) alkalmaztunk, tehat a rendszer teljes potencidlis
energidjat és a diéderes szogekhez tartoz6 energiatagokat is érintette a gyorsitds. Az elsé 10 ns
egyensulyi dinamikdnak felelt meg, adatgyiijtés az elsd 4 ns-ban nem tortént. A maradék 50
ns-ban a szoftver gyorsitd potencidlt alkalmazott a rendszer energidjdnak mindkét
komponensére, az utols6 40 ns alatt rendszeresen frissitve ennek paramétereit. Minden
kiindulési szerkezetbdl két parhuzamos futdst inditottunk, a ,,nem-aktivalt AT és hozdadott
pentaszacharid” rendszer esetén ez négy szimulaciot jelentett (jelolésiik Al, A2, B1 és B2). A
GAMD szimul4cidk allandé 310 K hdmérsékleten és térfogaton torténtek Langevin tipusd
hémérsékletszabalyozé alkalmazdsédval, az integraldsi 1épéskoz 2 fs volt. A 12 A-nél tavolabb
elhelyezkedd atomok kozotti elektrosztatikus kolcsonhatdsokat a PME modszer segitségével

vettiik figyelembe.
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A ,,produkcids” szimuldciok 600 ns hosszusdguak voltak, azonban hdrom szimulaciot, ahol a
rontgendiffrakcids szerkezethez hasonld pentaszacharidkotést tudtunk megfigyelni, 1 ps-ra

hosszabbitottunk (az Al, a B1, valamint az INQO szerkezeten alapul6 1. szimulacid).
5.2.3 A szimuldciok eredményeinek kiértékelése

A trajektéridk analiziséhez, az atom-atom tdvolsagok, RMSD értékek és szénhidrat
gylrlikonformécidk szamitdsdhoz a CPPTRAJ programot haszndltuk. A fehérje méasodlagos
szerkezetét a DSSP moddszer segitségével vizsgaltuk. A pentaszacharid pozicigjat a
rendelkezésre 4all6 rontgendiffrakcids szerkezetekhez képest egy kétlépéses moddszerrel
hatdroztuk meg: el0szor az AT 6-26, 39-133, 137-355, 361-377, 402-431 aminosavait a
rontgendiffrakcids szerkezetére illesztettiik, majd a gylirli és az interglikozidos atomok
tdvolsdgainak négyzetes kozépértékét hatdroztuk meg a szerkezetek kozott. A
konformdcidvaltozasok jellemzése céljabol reprezentativ konforméacidkat valasztottunk ki az
egyes trajektoridkbol, klaszteranalizis segitségével. Az analizishez a CPPTRAJ szoftverben
elérhetd K-means algoritmust hasznaltuk. Egy, a P-hélixet érinté konforméci6 esetén azonban
mads utat valasztottunk a konformdcidk nyerésére: a trajektdriat kettéosztottuk annal a pontnal,
ahol a véltozds végbement, és a két ,rész” atlagdhoz leginkdabb hasonlité konformdacidkat

hasznaltuk.

A fehérjék egyes aminosavai kozotti korreldlt mozgéasokat a Lange €s Grubmiiller altal
kifejlesztett ,.altaldnositott korrelacids” moddszerrel elemeztiik, a g_correlation program
segitségével. A GAMD szimulaciokbdl a szabadenergia-feliilet szamitdshoz a PyReweighting

programot alkalmaztuk.
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6. Eredmények és diszkusszio
6.1 A FXIII katalitikus mechanizmusdnak vizsgdlata
6.1.1 A FXIII és az alfa-2-antiplazmin peptid komplexének szerkezete

A FXIII reakciomechanizmusdval kapcsolatos munkdnkhoz a FXIII-A katalitikus domén-
dodekapeptid ,,simulated annealing” szimuldci6jabol vett utolsé konforméciét (t = 100 ns)
hasznéltuk. Az A&ltalunk kapott konformdaci6 Osszhangban van a rendelkezésre 4llo
enzimkinetikai mérések eredményeivel, valamint az NMR mérésekkel. A peptid Asnl
aminosavanak pozitivan toltott N-termindlisa intramolekuldris soéhidat képez a Glu3
oldallanccal, ezdltal jelentdsen befolydsolja a peptid konformaciéjat. Az Asnl aminosav
szerepét a kotddésben kinetikai mérések is megerdsitik (a katalitikus hatékonysdg jelentdsen
alacsonyabb ezt az aminosavat nem tartalmaz6 peptideknél). Ugyanezen aminosav oldalldnca
hidrogénkotést alakit ki a FXIII-A fehérje Tyr372 aminosavaval. A peptid Pro7 aminosava egy
kis hidroféb zsebbe illeszkedik, amelyet az FXIII-A Val369, Phe339, Leud439 és Tyrd41
aminosavai alkotnak. A Leu8 és a LeulO oldalldncok elsdsorban kolcsonhatdsokat alakitanak
ki a fehérje azon régidjaval, amely a TG2 ,,hinge” régidjadval homoldg. Utobbi két oldallanc
kolcsonhatdsat az FXIIT A alegységgel a kisérleti adatok is aldtdmasztjak. A Lys12 aminosav,
amely szintén szerepet jatszik a kotddésben kinetikai mérések alapjan, séhid kolcsonhatést
alakit ki a FXIII-A Asp456 aminosavaval. A kapott szerkezet €s a kisérleti adatok kozti kisebb
kiillonbségek azzal indokolhatdk, hogy a QM/MM szimul4cidk kiindulépontjanak szdant

egyetlen szerkezettel szemben az NMR dllapotok sokasiagat vizsgalja.
6.1.2 A Cys314 és a His373 aminosavak protondltsdga ONIOM-tipusi szdmitdsok alapjdn

A proton transzfer nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a transzglutamindzok, cisztein- és szerin-
protedzok katalitikus mechanizmusdban egyardnt. A folyamatban kiilonésen kiemelkedd a
szerepe a Cys és a His aminosavak protonaltsdgénak (elébbi oldallancnak protont kell dtadnia
a His oldallancnak, hogy tiolat forméba keriiljon), valamint a protondtmenetnek a katalitikus
hisztidinrdl a ligand glutamin -NH> csoportjara. Szamos tanulmany sziiletett a katalitikus Cys
és His oldallancok protondltsagdrdl a transzglutamindzokhoz hasonl6 katalitikus triddot
tartalmazo cisztein protedzok esetén. Ezen tanulmanyok alapjan ez a két aminosav
val6szintileg ionpar formédban van jelen a legtobb ilyen enzimben viszonylag széles pH-
tartomanyban. Kevesebb adat dll rendelkezésre a transzglutamindzok enzimcsalddja esetén. A

cisztein protedzokkal szemben Case és Stein reakciokinetikai vizsgalatok alapjan neutrdlis
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Cys-His par jelenlétére kovetkeztetett tengerimalac mdj transzglutamindz, valamint

transzglutamindz 2 ,,nyugv6” formdjdban. A FXIII A alegység esetén azonban tudomasunk

szerint semmilyen kisérleti adat nem 4ll rendelkezésre ezen aminosavak protonaltsagarol.

A protondltsigot ONIOM-tipusi QM/MM szimuldcidkkal vizsgéltuk, az enzim nyugvo
allapotdban és a Michaelis-komplexben egyarant. Két egyvéltozds pasztazast (,,scan’”)
végeztiink, a Mddszerek fejezetben leirt modon, két kiilon rendszerre, melyek egyike nem
tartalmazott szubsztratot. A legalacsonyabb energidju édllapot a két esetben 2,4, illetve 2,3 A-
ndl helyezkedett el, amibdl az ionpar forma nagyobb stabilitdsara kovetkeztethetiink mindkét
allapotban. A Cys-protondlt forma energidja lényegesen magasabbnak addédott (36,1 és
54,7 kJ/mol), A két végéllapotra meghatdroztuk a zérusponti vibricidra korrigdlt energidkat is.
Valamennyi esetben a His-protondlt forma adddott jelentdsen stabilabbnak, megerdsitve a
kordbbi eredményeket. A nagy energiakiilonbség miatt utébbi forma eléfordulési
val6sziniisége nagyon alacsony. Igy valdsziniitlennek tekinthetd egy olyan mechanizmus, ahol
a protondtmenet a ciszteinrdl a hisztidinre azonos elemi 1épésben menne végbe a nukleofil
tdmaddssal. Tehdt a protondtmenetet €s a nuklefoil tdmadast két teljesen -elkiiloniild

reakci6lépésként targyalhatjuk.

Case és Stein javaslata szerint a FXIII A alegységével szekvencia-homol6gidt mutatd
transzglutamindz 2 szubsztrdtot nem kotd, nyugvé dllapotdban a Cys314 és a His373
oldalldncok neutralis dllapotban vannak, viszont a nukleofil tdmadasi 1épésben mér kezdetben
is cisztein tiolat formdval, valamint protondlt hisztidinnel kell szdmolni. Ezzel szemben a
szamitasaink alapjan az aktivalt FXIII A alegységében az ionpar forma lehet a stabilabb, a

cisztein protedzokhoz hasonlé médon.
6.1.3 Az acilezési lépés mechanizmusa ONIOM-tipusi szamitdsok alapjdan

A rendelkezésre 4ll6 irodalmi adatok alapjan az acilezési reakcidlépés mechanizmusa a
cisztein protedzok csalddjan beliil val6szintileg nem egységes. Ezekre az enzimekre elsOként
Lowe javasolt egy, a szerin protedzokéval analdég sémdat. Kvantumkémai szamitasok alapjan
tobb kiilonb6z6 mechanizmus is lehetségesnek tlinik a csalddon beliil: a Cys kénatom
nukleofil timadésa vagy egy elemi 1épésben megy végbe a proton transzferrel a hisztidinrol,
vagy a protondtmenet akdr meg is eldzheti a nukleofil tdmadast. Kiilonbségek vannak a
javaslatok kozott abban a tekintetben is, hogy feltételezik-e egy tetraéderes intermedier (tio-

félacetdl anion) 1étezését. lismaa és munkatarsai a transzglutaminaz 2 Trp241 (amely az FXIII
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A alegységben a Trp279-nek felel meg) aminosavval kapcsolatos mutagenezises
kisérleteikben azt taldltdk, hogy a katalitikus hatékonysdg jelentdsen csokken, ha ez az
aminosav példaul fenilalaninra cserélddik. Feltételezték, hogy a triptofan oldalldnc a

tetraéderes intermedier stabilizaldsdban jatszhat szerepet.

Az acilezési 1€pés vizsgdlata céljabol két kiillonbozd reakcidkoordindta-par segitségével
feltérképeztilk a potencidlisenergia-feliiletet (di-d2, valamint di-ds; di: Cys314 kénatom-
szubsztrat amid szénatom tavolsag, d»: szubsztrat amidcsoport C-N tavolsdg, ds: szubsztrit
amid N-proton tdvolsdg), két kiilonbozé moédszerrel (MP2/6-31G(d) és M06-2X/6-31+G(d,p)).
A di (Cys314 kénatom-amid karbonil szdnatom tavolsag) €s d> (C-N tdvolsdg a szubsztrat
amidcsoportjaban) valtozok segitségével kapott energiafeliileteken a legalacsonyabb energidju
konformacié mindkét esetben a Michaelis-komplex volt (kériilbeliil di = 2,0 A, d>=1,35 A -
nél). Az eredmények alapjén nyeregpont valésziniisithetd a di = 2,0 A, d2 = 1,5 A hely
kozelében. Megfigyelheté tovdbba egy helyi minimum d; = 1,8 A, d2 = 1,7 A koriil, ez egy
ikerionos szerkezetii, tetraéderes intermediernek felel meg, protondlt -NH3z*™ csoporttal és
negativ toltést hordozd oxigénatommal (I 1). A di = 1,8 A, d = 2,4—2,61& régioban a
potencidlfeliilet més részeihez képest viszonlylag kis energiakiilonbségek figyelhetok meg.
Kiilonosen az M06-2X/6-31+G(d,p) mddszerrel kapott energiafeliilet alapjan egy mdasodik
atmeneti dllapotot is feltételezhetiink ebben a régidban. (Ennek a 1épésnek az energiagatjit
kiilon is vizsgaltuk, lasd késObb.) Az eredményeink alapjdn a cisztein kénatom nukleofil
tdmadasa, valamint a protondtmenet a His-H* aminosavrdl a szubsztrat -NH» csoportjara egy
1épésben megy végbe, mig az ammonia levéldsa a tetraéderes intermedierbdl (I 1) egy kiilon
reakciolépés. A két kiillonbozd modszerrel kapott potencidlisenergia-feliiletek alakja
egymdashoz hasonld, a legfontosabb kiilonbség, hogy az M06-2X/6-31+G(d,p) mddszernél a

Michaelis-komplexhez viszonyitott relativ energidk kovetkezetesen magasabbak.

Ugyanezen reakcidlépést, azaz a nukleofil tdmadast és a protondtmenetet az amid -NH>
csoportra egy tovdbbi ,,relaxed scan” segitségével is vizsgéltuk. Két potencidlis energia-
felilet egyértelmlien egy elemi Iépésben lejatsz6dd (koncertikus) reakcidra enged
kovetkeztetni, jO egyezésben azzal, amit a masik reakcidkoordindta-parral végzett
szamitasaink alapjan feltételeztiink. A végallapot mindkét mddszerrel a kordbban emlitett
tetraéderes, ikerionos intermedier volt. Fontos azonban megjegyezni, hogy a C-N kotés

hasadésa a tetraéderes intermedierben spontan nem megy végbe energiaminimaliz4ci6 sordn.

A C-N kotés felhasaddsat, amely az eddigiek alapjin egy kiilonallé reakcidlépésnek tekinthetd,
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tovabb  vizsgdltuk két djabb ,scan” segitségével, az amid C-N tdavolsiagot
reakciokoordinatanak valasztva (d2). A két ,,scan” a kordbbiakhoz hasonléan az alkalmazott
modszerben kiillonbozott egymdstdl. A geometriaoptimalizaldsok utdn kapott energiaértékek
alapjan egy dtmeneti dllapotot (TS 2) feltételezhetiink d2 = 2,2 - 2,3 A tdvolsdgnal. Ennek
energidja 23, illetve 27 kJ/mol-nak adédik a két esetben, ami gyors, nem
sebességmeghatarozo reakcidlépésnek felel meg, viszont magyardzza, hogy miért nem megy
végbe spontdn 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 édllapotban. A Gaussian szoftverben elérhetd
reakcié-koordindtdk azonban az ammoéniamolekula a kézegbe vald eltdvozdsanak vizsgalatat

nem vagy csak igen koriilményesen teszik lehetdvé.

Osszefoglalva tehdt a szamitdsaink alapjdn a nukleofil tdmadds, valamint a protonitmenet a
protondlt hisztidin oldalldncrdl az amid nitrogénatomra egy elemi 1épésben megy végbe, és ez
lesz a sebesség-meghatarozé 1€pés. A N-H kotés felbomldsa és az NH3 tdvozdsa egy ettdl

kiillonbozo, am igen gyors 1épésben torténik.

Az 0t staciondrius pont ,,scan’-ekbdl nyert geometridit kiilonbozé moddszerek és bédzisok
segitségével Ujraoptimalizaltuk, a reakcidkoordindtakra vonatkozé rogzitések feloldasaval. Az
elsd dtmeneti dllapotra kapott energidk a zérusponti vibracié alkalmazasa nélkiil 1ényegesen
alacsonyabbak voltak a MP2 szdmitdsok esetén, mint DFT mddszerek alkalmazésival, a
kiilonbség 23—-33 kJ/mol volt wB97XD és 10-20 kJ/mol M06-2X funkciondllal. Ugyanezen
két DFT mddszerrel kapott energidk a tetraéderes intermedier esetén 29-35, illetve 20-
25 kJ/mollal magasabbak az MP2 mddszerrel szamitott ért€keknél. A Michaelis-komplexhez
viszonyitott korrigalt energidk a 80,8-91,5 kJ/mol tartomdnyban voltak az dtmeneti allapot és
80,8-93,9 kJ/mol kozétt a tetraéderes intermedier esetén. A két dllapot korrigdlt energidja igen
kozel van egymdshoz szinte valamennyi modszer esetén. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
az intermedier féléletideje nagyon rovid lehet. A mdsodik atmeneti allapot energidjara
(ammonia kilépése a tetraéderes intermedierbdl) valamennyi moédszer 21-27 kJ/mol kozotti
értéket ad korrekcid nélkiil, a korrigalt energidk ennél 4-6 kJ/mollal alacsonyabbak. A ,,végs0”
allapotra kapott korrigdlt energidk a DFT mddszerekkel 3,0-10,6 kJ/mollal adédnak

magasabbnak a tetraéderes intermediernél.

A kapott aktivéilasi energia értékeket az Erying-Poldnyi egyenlet révén hasonlithatjuk 6ssze a

kisérletileg meghatdrozott katalitikus hatékonysdgi értékekkel (kcar). Azonban fontos
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megjegyezni, hogy FXIII-A esetén a rendelkezésre all6 kisérleti eredmények keresztkotési
reakcidra vagy a szubsztrdt Gln aminosavanak hidrolizisére vonatkoznak, a két reakci6lépés
kinetikdjat még nem vizsgéltdk kiilon-kiilon. Amennyiben az acilezési 1€pés leglassabb
részfolyamatat, a Cys nukleofil tdmadasat sebességmeghatirozd 1épésnek feltételezziik, az
aktivalasi energia kb. 85 kJ/mol lenne a magas szinti MP2 szamitdsaink alapjan. Ezen a
szinten a zérusponti vibricidra vald korrekcié technikai okokbdl nem volt kivitelezhetd, a

korrekci6 nagysdgat azonban a DFT mddszerekkel kapott értékek alapjan -15 — -10 kJ/mol-

nak becsiilhetjiik. Ez alapjan a ,,korrigdlt” energiagat 70-75 kJ/mol-nak adédik, amely 0,5-4 s
! kinetikai dllandénak felel meg. Ezzel szemben az irodalomban kiilonféle szubsztratokra 16-
490 s! 4llanddk szerepelnek. Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy a hatékony katalizishez

feltehetden a peptid tobb aminosavanak jelenlétére is sziikség van.

A Michaelis-komplex geometridja a di-ds ,karakterisztikus” tdvolsdgok vizsgdlata alapjan
szinte dlland6 a médszertdl és az alkalmazott bazistdl fiiggetleniil. Az elsé dtmeneti dllapot és
a tetraéderes intermedier szerkezete meglehetdsen kozel 4ll egymdshoz, nagyon kicsi a
kiilonbség a di és a dz tdvolsdgokban. A szerkezetben megfigyelhetdé a Trp279 és az amid
karbonil szénatom kozti hidrogénkotés, ez a tirptofan megfelel a transzglutaminaz 2 Trp241
aminosavdnak, mely az atmeneti allapot stablilzdlasdban jatszik szerepet. Az amid nitrogén-
proton tdvolsdg azonban az 4tmeneti dllapotban ldnyegesen nagyobb, mint a tetraéderes
intermedierben. Az intermedierben a C-S kotéstavolsdg még jelentésen hosszabb (2,00-2,02
A), mint egy ,atlagos” C-S kotés hossza (~1,82 A) Diffiz fiiggvényeket tartalmazé
bazisokkal a kapott értékek valamivel kisebbek. A masodik dtmeneti allapotban a karbonil
szén-nitrogén tavolsdg (d2) a 2,14-2,23 A tartomdnyban mozog a médszertél és a bazistdl
fliggden. A szén-kén kotéstadvolsdg minimélisan nagyobb, mint a tioészter intermedierben. A
Michaelis komplex esetén a di, a tioészter intermedier és kotott NH3 esetén pedig a da és ds
tdvolsdg nagyobb variabilitdst mutat. Ennek az a magyardzata, hogy ezekben az allapotokban

a szubsztrat, illetve az ammodnia az enzimhez nem kovalens médon kotodik.
6.1.4 OM/MM MD szimuldciok

A protondtmenetet a His373 és a Cys314 aminosavak kozott a fentieken til egy QM/MM MD
metadinamikai szimulécidval is vizsgaltunk, a DFTB félempirikus médszer alkalmazaséaval a
QM rendszerre. A szolvaticiot explicit TIP3P olddészerrel tudtuk figyelembe venni. A
szimuldcionk sordn tobb protondtmenet is tortént, mindkét irdnyban. A rendszer a His-

protondlt allapotokhoz képest jellemzden joval rovidebb iddintarvallumokban taldlhat6 a Cys-
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protondlt allapotban. (Ugyanakkor az egyes allapotokban toltott idotartamok nem tiikrozik a
valos reakcidkinetikat, szimuldcié ,javitott mintavételezési” jellegébol addéddan.). A
metadinamikai szimuldci6 eredményei alapjdn meghatdroztuk a két A4llapot relativ
szabadenergidjat, az energiakiilonbség 38 kJ/mol-nak adédott. Az adatok alapjan az ikerionos
(His protondlt) forma bizonyult 1ényegesen stabilabbnak, dsszhangban az ONIOM-tipusu
szamitdsokban kapott eredménnyel. A nem ,,rogzitett” aminosav-oldalldncok konformécidja

viszonylag stabilnak addédott a szimuldci6 sorén.

A nukleofil tdmadési lépést vizsgdld, két kollektiv valtozés metadinamikai szimuldcid
kimenetébdl meghatdroztuk a nukleofil tdmaddsi 1épés szabadenergia-feliiletét. A kapott
feliilet egy egylépéses reakciomechanizmusra enged kovetkeztetni. Az egyetlen dtmeneti
allapot a d; = 0,22 nm és d» = 0,18 nm kozelében taldlhatd, energidja ~98 kJ/mollal magasabb
a Michaelis komplexnél. Ez az energiaérték abba a tartoményba esik, amit az ONIOM-tipust
szamitdsainkndl tapasztaltunk. A tioészter intermedierre a Michaelis-komplexnél mintegy 40
kJ/mollal nagyobb energidt kaptunk, azonban meg kell jegyezni, hogy az ammonia
felszabaduldsa a szimuldcidonk ezen éllapotdban nem ment végbe teljesen, a tioészter valds
energidja ennél valdsziniileg alacsonyabb. Azonban ellentétben az ONIOM-tipusu
szamitidsainkkal, a tetraéderes intermedier rendkiviil labilisnak bizonyult, és a
potencidlisenergia-feliileten sem volt megfigyelhetd ilyen intermediernek megfeleld helyi
minimum. A nukleofil tdmadés, a protontranszfer (a protondlt hisztidinrdl) €s az ammodnia

levalasa gyakorlatilag egyetlen 1épésben, koncertikus médon ment végbe.

A szimuldci6 soran nukleofil timadas el6szor ~1-54 ns-ndl ment végbe, ezt azonnal kovette a
tioészter intermedier kialakuldsa. Ezt kovetden 3,05 ns-ndl a reakcié forditott irdnyba is
lejatszodott, az intermedierbdl a rendszer visszaalakult a Michaelis-komplexnek megfeleld
allapotba. 4,10 ns koriil egy djabb nukleofil tdimadas volt megfigyelhetd. A nem megszoritott
oldallancok poziciéja viszonylag stabil maradt egészen 4,3 ns-ig, azonban kb. 4,3 ns-ndl
megszlnt a szubsztratmolekula karbonil oxigénje és a Trp279 oldalldnc k6zotti hidrogénkotés.
Emiatt a szimuldcié kezdeti 4,3 ns hosszi szakaszdt vettiikk figyelembe a szabadenergia

szamitasanal.
6.2 Pentaszacharid-kotodés vizsgdlata az antitrombinhoz MD szimuldciok segitségével
6.2.1 A pentaszacharid kotodési mechanizmusa az antitrombinhoz

Az AT pentaszacharid kotddési mechanizmusara az irodalomban egy héiromlépcsds
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mechanizmust javasoltak. Az adatok elsdsorban rontgendiffrakcidés vizsgédlatokon és
kiillonbozd, modositott vagy csonkitott oligoszacharid-szarmazékokkal végzett kinetikai
mérésekbdl szarmaznak. Azonban nem 4all rendelkezésre olyan rontgendiffrakcids szerkezet,
amely a kotddés korai 1épéseinek vagy egy relative gyenge AT-pentaszacharid komplexnek
felelne meg. Az elérhetd szerkezetek vagy teljesen aktivélt, vagy koztes aktivaltsagu

allapotnak tekinthetok.

A kotddés mechanizmusdnak vizsgdlata céljadbol GAMD szimulédcidkat futtattunk, az
»Antitrombin pentaszacharid-k6t0dési mechanizmusdnak vizsgédlata” szakaszban leirt
protokoll szerint. A négy ,,antitrombin és hozzdadott pentaszacharid” rendszer esetén (Al,
A2, Bl és B2) két trajektoridban figyeltiink meg olyan kotddést, ahol az RMSD a
pentaszacharid gytirli — és interglikozidos atomjaira 2,5 A alatti értékeket vett fel a szimuldcid
hosszabb szakaszaban (Al és B1). Ezekben a szimulaciokban 1 A-nél alacsonyabb RMSD-t
mutaté allapotok is jelentds gyakorisdggal fordultak el6. Az Al szimuldcié esetén az erds
kotodés leginkdbb az utolsé 300 ns-os iddintervallumban volt megfigyelhetd, mig a Bl
rendszernél 450-800 ns kozott volt a pentaszacharid pozicidja leginkdbb hasonlé a
rontgendiffrakcids szerkezethez. Az Al és a B1 trajekt6riakbdl vett 1000 koztes allapot koziil
kivalasztottuk azt, ahol az RMSD legalacsonyabb volt, és az 1NQ9 rontgendiffrakcids
szerkezetre illesztettiilk. Hasonldan jartunk el az 1NQY rendszer 1 ps-os szimuldcidjdnal. A
konformdciok a vdrakozdsnak megfeleléen nagyon kozel éllnak ahhoz, amit az 1NQ9
szerkezetben taldlunk. A G és a H alegységeknél az eltérések valamivel nagyobbak, mint a D-

F gytirik esetén.

A kotddés folyamatdnak jellemzése céljabol harom alegység, a D, az F és a H RMSD-jét
kiilon-kiilon is meghataroztuk. Ezek sorrendben a pentaszacharid nemredukdlé végének,
,kozepének” valamint a redukalé végének felelnek meg. Jelentds hasonlésagot figyelhetiink
meg a kotddési mechanizmus tekintetében az Al és a B1 szimulaciok kozott: a H gytiri csak
akkor tud a rontgendiffrakcids szerkezetbelihez hasonlé pozicioba keriilni, ha a D és az F
gylrli mar elérte a megfeleld poziciét. Az INQ9 rendszer 1 ps-os szimuldcidja esetén viszont
a részfolyamatok sorrendje ettdl eltérd volt, a H gylirQi ,,er0s” kétddéséhez nem volt sziikség
arra, hogy az F gylrii elobb kotddjon be. Ennek magyarazata, hogy itt a kiindulasi szerkezet
madr eleve tartalmazott egy pentaszacharidot, azaz a H gytirti ktéhelye mér eleve is elényos
konformdacioban volt a kotddéshez. Az Al és a B1 rendszereknél tapasztalt mechanizmus

hasonldsagokat mutat azzal, amit Desai €s munkatarsai kiilonboz6 modositott penta-, tetra- €s
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triszacharidokkal végzett kinetikai méréseik sordn tapasztaltak. Ok a kisérleteik alapjan egy
olyan mechanizmust javasoltak, ahol a pentaszacharid DEF alegységei kotédnek be eldszor,

és ez indukdlja a G és a H gytirlik kotohelyének konformacidvaltozdsait az AT-ban.

Az AT kotOhelyének pozitiv toltést hordoz6é aminosavai elengedhetetlenek a szamos negativ
toltésti csoportot tartalmazé pentaszacharid kotddéséhez. A kolcsonhatdsban legfontosabb
szerepet jatszo harom aminosav a Lys114, a Lys125 és az Argl29, de a Lysl1, Argl3, Argd6
és Argd47 aminosavak hozzdjaruldsa is jelentés a kolcsonhatdsi energidhoz. Az AT
kotéhelyének pozitiv toltésii oldalldncai, valamint a pentaszacharid negativ toltésti csoportjai
(szulfat, karboxilat) kozti kolcsonhatdsok jelenlétét az idé fiiggvényében vizsgaltuk. Két
atomcsoport kozott akkor feltételeztiink kdlesonhatast, ha koztiik a tavolsag 5 A alatt volt. Az
eredmények alapjan a soéhid kolcsonhatdsok tobbsége akkor is ki tud alakulni, ha a
pentaszacharid nem pontosan a rontgendiffrakcios vizsgalatok dltal megallapitott poziciéban
van. Ennek magyardzata valésziniileg az Arg és a Lys oldallancok jelentds flexibilitdsaban
keresendd. Azonban a kolcsonhatdsok jelenléte a nagyobb RMSD-vel rendelkez6
konformécidokban nem jelenti azt, hogy a pentaszacharid kotddési energidja ilyen pozicié
esetén csak kevéssel marad el az energiaminimumtdl. Az AT-pentaszacharid kdlcsonhatdsnak
azonban jelentds hidroféb komponense is van, és ez nagymértékben fiigg attél, hogy az AT

oldallancok ,,megfeleld” pozicidéban legyenek.
6.2.2 Az antitrombin konformdciovdltozdsai

Az AT konforméciés aktivdldsdnak atomi szintli részleteire vonatkoz6 adatok dontden
rontgendiffrakcids szerkezetekbdl szarmaznak. A lejatsz6dé konformdcidvaltozasokat két
részfolyamatra bonthatjuk aszerint, hogy ezek a véltozdsok a nem-aktivalt dllapothoz képest
mar az aktivicié ,.koztes” dllapotdban is megfigyelhetdek, vagy csak a teljesen aktivalt
allapotban. Az els6 1€pés leginkdbb az A és a D hélixekhez kozeli régiok konformacidjat érinti,
a pentaszacharid kotOhelyet is beleértve. A P hélix kiakuldsat is éltaldban ide soroljdk, az
irodalomban azonban elérhetd olyan rontgendiffrakcids 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 helyzetébdl, valamint a D-hélix meghosszabbodésa a C-

termindlis irdnyba, a pentaszacharid kotodés ezen folyamatokban még erdsebbé valik.

A P hélix kialakuldsdnak vizsgalatira kordbban kisérletet tettiink olyan GAMD

szimuldciokkal, amelyek az AT 1E04 rontgendiffrakcids szerkezetébdl indultak ki, amely nem
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tartalmazza ezt a szerkezeti elemet. Ezekben az ,.eldzetes” szimuldciokban azonban javitott
mintavételezés mellett sem sikeriilt a P hélix kialakuldsédra utal6 jeleket észlelniink. Emiatt a
munkdnkban a pentaszacharid kotddését egy olyan, nem-aktivalt AT konforméaciéhoz
vizsgaltuk (IT1F), amely eleve tartalmazza a P-hélixet. A hélix a DSSP adatok alapjan az
0sszes GAMD (€s az Osszes egyensilyi) dinamikai szimuldciéban igen stabilnak bizonyult.
Az egyik pentaszacharid nélkiili szimuldcioban kismértékii konforméacidvaltozas volt
megfigyelhetd a hélix C-termindlis része kozelében, azonban a hélix tobbi része ennél a
szimuldciondl is stabil volt. Tehét ez a valtozds igazabol nem mond ellent a feltevésiinknek,
viszont részleteket drulhat el a hélix kialakuldsdnak mechanizmusarél. A hélix stabilitdsdval
kapcsolatos kordbbi, egyensulyi molekuladinamikai szimuldciéval nyert eredményeinket
javitott mintavételezésii szimuldcidk segitségével is megerdsitettiik. Ez alapjan felmeriil, hogy
az ilyen konformécidk jelent0s ardnyban jelen lehetnek fizioldgids koriilmények kozott és

szerepet jatszhatnak az AT heparin-k6tddési mechanizmusédban.

A hinge régi6 kimozduldsa - a témdban megjelent legfrissebb kozlemények alapjan -
feltehetden az aktivici6 mdsodik 1épésében megy végbe. Ezzel szemben Langdown és
munkatdrsai azt javasoltdk, hogy a régi6 ,,zart” és ,,nyilt” konformaciéja kozott konformacios
egyensily éllhat fenn, és az ,,A” B-red6 zarédasa rogzitheti ezt a molekularészt a ,,nyitott”

allapotban.

A trajektéridkban a ,hinge” régié6 konformdécidjat a Val375 és a Ser380 aminosavak o-
szénatomjai kozotti tavolsaggal jellemeztiik. Ezen paraméter alapjan a ,,nyitott” (kimozdulas
utdni) és ,,zart” konformécidk jél elkiilonitheték, elébbi esetben a tavolsdag megkozelitéen 6 A
felett, utobbi esetben ez alatt van. A hinge régié kimozduldsit a zart konforméciébol 2
szimuldcié kivételével valamennyi esetben sikeriilt megfigyelniink. A hinge régié zart

pozicioba val6 "visszatérését" harom szimuldcio esetén sikeriilt észlelniink.

A ,hinge” régi6 kilokOdését és a pentaszacharid kotddését a GAMD szimulaciokbol végzett
szabadenergia—szamitasok (reweighting) segitségével is vizsgédltuk. A két reakcidkoordinéta
az emlitett Val375-Ser380 tavolsag, valamint a pentaszacharid RMSD-je voltak. A kiértékelést
elvégeztiik az 6sszes GAMD szimuldciéra kiilon-kiilon, illetve a négy ,,nem aktivalt AT és
pentaszacharid” és a két ,,1NQ9” szimuldciokbdl szarmazé adatok egyesitésével. Az
eredményeink alapjén a ,,hinge” régié kimozduldsa nem csak az aktivicié folyamatdnak egyik
utolso 1épéseként mehet végbe. A D hélix meghosszabbodasdnak hidnya miatt valészintitlen,

hogy az Al és a B1 rendszerek ,,teljesen” aktivalt allapotba keriiltek volna a szimuldci6 sorén.
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Az ,,INQ9” rendszer 1 ps-os szimuldcigjdban viszont ez a konformdacidvaltozas is
megfigyelhetd volt, tehdt ez esetben valdszintisithetd, hogy az AT elérte ezt az allapotot. A
Hteljesen” aktivalt allapot eléréséhez sziikséges konformdciovéltozds talan az ,,A” B-redd

,,zarodasa” lehet.

A D-hélix jelentds meghosszabbodasat kizardlag az egyik olyan szimuldcidnkban sikeriilt
megfigyelni, amely az AT-pentaszacharid komplex szerkezeten (1NQ9, 1. szimuléci6) alapult.
A konforméciévaltozas koriilbeliil 720 ns-ndl kezdddott, a trajektdria ~850 ns utdni részében
nagyobbrészt meghosszabbodott hélixet tartalmaz6 konformaciok fordultak eld. A hélix ebben
az allapotban koriilbeliill egy aminosavval rovidebb anndl, ami az ,aktivalt” dllapotok
rontgendiffrakcidés szerkezetében megfigyelhetd. Mivel egyidejliileg a ,hinge” 1égid
kimozdulésa is végbement, feltételezhetjiik, hogy az AT a ,koztes” aktivaltsagu éllapotbol

kiindulva ,.teljesen” aktivalt dllapotot ért el.

A reakcidcentrumot tartalmaz6 hurok (RCL) nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a szerpinek
inhibiciés mechanizmusdban. Azonban az RCL oldatbeli konformdci6javal kapcsolatban a
rontgendiffrakcids vizsgdlatok csak korldtozottan szolgdltatnak adatokat, ugyanis ezek a
szerkezetek egyfeldl egy kristalyracsban ,,rogziilt” dllapotot mutatnak, masrészt a kristalyon
beliili kolcsonhatasok nagy mértékben befolydsoljdk a konformdcidt annak flexibilitdsa miatt.
Tobb elérhetd AT szerkezet valdjaban egy ,,nativ”’ és egy ,,Jatens” molekula dimerjét mutatja,
amelyben a nativ molekula RCL-je szoros kolcsonhatdsokat alakit ki a latens molekuléval,
ezéltal befolydsolva a konforméciét. Johnson és munkatdrsai az AT egy olyan szerkezetét
publikdltdk (PDB: 1TI1F), ahol egy ,mesterségesen” kialakitott diszulfid hiddal
megakaddlyoztdk az atmenetet a latens formdba. Ez a struktira azonban az RCL egy
eddigiektdl jelentsen eltérd konforméacidjat mutatta. A tanszékiink egy kordbbi munkdjaban
hosszi molekuladinamikai szimuldciokkal vizsgaltuk az RCL szerkezetét oldatfizisban,
mindkét kordbban emlitett konforméciés tipusbdl kiindulva. Az egyensilyi dinamikai
szimuldciokban egyaltaldn nem tapasztaltunk dtmenetet a két forma kozott, viszont az 1T1F
szerkezetbdl kiindulvasikeriilt kimutatnunk az atmenet lehet6ségét a masik konformdacioba

metadinamikai szimulacidval.

A tavolsag jellemzésére az Arg236 és az [1e390 aminosavak o-szénatomjai kozotti tavolsagot
valasztottuk, ez alapjan a két konformacios tipus jol elkiilonithetd. Az Al és a B1 szimuldciok
kezdetén a vizsgélt tavolsdgadat értéke jéval 15 A alatt maradt. Ez koriilbeliil megfelel az

RCL 1TI1F szerkezetben megfigyelhetd pozicidjanak. Az Al szimulaci6 esetén kb. 270 ns-ndl,
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mig a Bl esetén kb. 140 ns-ndl jelentds konformacidvéltozds volt tapasztalhatd. Ettél a
ponttdl kezdve mindkét esetben dontden olyan konformaciok voltak megfigyelhetok, ahol az
Arg236.CA — 11e390.CA tavolsiag 15 A felett volt. Az Al trajektoridban a paraméter igen
széles tartoméanyban valtozott, viszont a tartomany majdnem azonos volt azzal (koriilbeliil 16-
32 A), ami az eltér6 RCL konforméciét mutaté 1NQ9 szerkezetbdl (AT-pentaszacharid
komplex) inditott 1 ps-os GAMD szimuldciondl volt tapasztalhatd. Ezzel szemben a Bl
szimuldciéban ~ 180 ns utan az RCL konforméci6ja viszonylag stabil volt, 21 A koriili
Arg236.CA - 11e390.CA tavolsaggal. Az INQ9 rendszer 1 us szimuldci6jaban szamos, eltérd
RCL konformdcié volt megfigyelhetd, azonban kevés esett ezek koziil a 15-18 A tartoményba.

2,20

A Langdown és munkatérsai altal publikdlt szerkezet (1T1F) ,alternativ’ konformaci6jdhoz

hasonl6 format pedig egyéltaldn nem figyeltiink meg.

Azonban a javitott mintavételezés ellenére is, vagy csak egyetlen dtmenetet tapasztaltunk a
két fobb konformaciés tipus kozott, vagy egyaltalain nem tapasztaltunk atmenetet. Ennek
lehetséges oka, hogy a két allapot kozott az dtmenetet valamilyen energiagat lassitja, még
javitott mintavételezés mellett is. Az RCL konforméacidvaltozasait szabadenergia-feliiletek
segitségével is jellemeztilk, az energiafeliilleteket ,,GAMD reweighting” segitségével
szamitottuk, az RCL, illetve a ,hinge” régi6 poziciéjat leiré két reakcidkoordinita
segitségével. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az RCL két konformécios tipusa kozotti
atmenetet valamilyen energiagat lassithatja. Az is lehetséges azonban, hogy a konformécids

tér nagy mérete miatt nem volt elegendd 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 gitlasidhoz vezetnek. Az ilyen dtvonalak
tanulmanyozdsa tehdt elengedhetetlen az allosztérikus aktivdlds megértéséhez. Az
allosztérikus folyamatokat a szimuldcidink kimenetébdl Lange €s Grubmiiller mddszere
segitségével vizsgaltuk. Az Al szimulidcid esetén kiilonos jelentdsége lehet azon korrelélt
mozgasoknak, amelyeket a D hélix, valamint a fehérje 230-310 aminosavak kozelében
sikeriilt kimutatnunk. Az utébbi régidban taldlunk tobb olyan aminosavat (Asn233, Arg235,
Glu237, Tyr253 és Glu255), amelyeknek kordbban nagy jelentdséget tulajdonitottak az FXa
és az FIXa faktorokkal valé kolcsonhatdsban (,,exosite”), mig a D hélix a pentaszacharid
kotésében jatszik kulcsszerepet. Egy tovédbbi régid, melynek szerepe lehet az allosztérikus

folyamatokban, (a 75-78 aminosavak kornyékén), a fehérje hidroféb magjadhoz tartoznak. A
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véralvadasi faktorok kotddésében résztvevod 233-253 régio a fehérje C-termindlis részével (kb
400-432 aminosavak) is korrelaciét mutat, ennek oka az lehet, hogy egymdshoz kozel
helyezkednek el a szerkezetben. Az 1NQ9 rendszer 1 ps-os szimuldcidja esetén, amely mér
eleve tartalmaz egy kotott pentaszacharidot, a korrelacidés matrix lényegesen kiilonbozik az
eddigiektdl. Itt jelentds korreldlt mozgésokat észleltiink egyrészt a kordbban mér emlitett
»exosite”, az RCL és a molekula C-termindlis része, masrészt a 110-230 régié aminosavainak
tobbsége kozott. Az utdbbi régié magaban foglalja a D, az E és az F hélixeket, valamint az ,,A”
B-redd két szalat. Hasonl6 a helyzet a 75- 95 régid esetén is, mely tobbek kozott a B hélixet

foglalja magaba.

Ezen kiviil vizsgéaltuk, hogy a pentaszacharid kotddése hogyan befolydsolja az AT egyes
aminosavainak flexibilitdsat. Az eredmények alapjin a fehérje legflexibilisebb részei az RCL
és a masodlagos szerkezettel nem rendelkez6 hurkok a fehérje N-terminalis részénél. Az
atlagosndl nagyobb flexibilitdst tapasztaltunk a D hélix C-termindlis végénél (a hélix
meghosszabbodésa), az F-hélix C-termindlis végénél (190-210. aminosavak), valamint a X-es
véralvaddsi faktor maésodlagos kotohelyéhez kozeli aminosavakndl (235-240). A
pentaszacharid-kotédés kovetkezményeinek vizsgdlata céljabol az RMSF szdmitdsokat
megismételtik a hdrom 1 ps-os trajektdria azon részeire, ahol a rontgendiffrakcids
szerkezetekhez leginkdbb hasonlé kotddési médok el6fordultak (Al: 640-1000 ns, B1 440—
800 ns, 1NQO9: 720-1000 ns). Csokkent fluktuaciot észleltiink a heparinkotohely kozelében
(110-140. aminosavak), az Al és a B1 szimuldcidk esetén egyardnt. Ez felteheten arra utal,
hogy az AT pentaszacharidot erdsebben kotd konformécidi stabilizalédhattak. Szintén
véltozast észleltiink az RMSF-ben a 220-240 aminosavakndl. A véltozds kiilonosen az Al
szimuldciéndl jelentds, de a B1 esetén is megfigyelhetd. Tobb olyan aminosavat is taldlunk
ebben a régidban (Asn233, Arg235, Glu237), amelyek feltehetden szerepet jatszanak az AT és
a Xa véralvadési faktorokkal valé kolcsonhatdsaban. Az RCL fluktudciéjanak csokkenése
latsz6lag ellentmond annak, hogy kordbbi kozleményekben a hurok flexibilitdsdnak
novekedését mutattdk ki MD szimuldciok segitségével ligandkotddés hatdsdra. Azonban
figyelembe kell venni, hogy az RCL rendkiviil flexibilis, az analizis lesziikitése a szimuldcid
egyes szakaszaira valdsziniileg szdmos konformécid ,kizdrasat” eredményezi. Az RCL

azonban a trajektoridk ezen részében is fehérje egyik legflexibilisebb részének adddik.
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7. Konklazio

A munkénk sordn az aktivalt FXIII A alegység katalitikus mechanizmusénak elso, acilezési
1épését tanulmanyoztuk hibrid QM/MM moédszerek segitségével. Szemben a hasonld
katalitikus triddot tartalmazé cisztein protazokkal, tudomdsunk szerint egyetlen human
transzglutamindz enzimre sem volt elérhetdé az irodalomban kvantumkémiai szadmitasokkal
alatamasztott reakcidomechanizmus. Célunk a katalitikus tridd részét képezo Cys314 és His373
aminosavak protondltsigdnak vizsgdlata, valamint a nukleofil tdmadis egyes

részfolyamatainak tanulmanyozasa volt.

A Michaelis-komplexben a cisztein tiolat-protondlt hisztidin forma mindkét alkalmazott
modszertan esetén lényegesen stabilabbnak adddott a neutrdlis His-Cys part tartalmazé
formdnal. Hasonlé eredményt kaptunk az enzim nyugvo, szubsztratot nem tartalmazé
formdjéra is. A nagy energiakiilonbség miatt utébbi forma eléforduldsi valészinlis€ége nagyon
alacsony. gy valdsziniitlennek tekinthetd egy olyan mechanizmus, ahol a protondtmenet a
ciszteinr6l a hisztidinre azonos elemi lépésben menne végbe a nukleofil tdmadéssal. Az
ONIOM-tipusi QM/MM szdmitdsaink alapjan az acilezésre egy kétlépéses mechanizmust
kaptunk, ahol az els6 1épésben torténik a Cys314 kénatom nukleofil tdmaddsa, valamint a
protondtmenet a szubsztrdit amid —NH> csoportjara, ezt koveti a C-N kotéshasadds és az
ammonia levéldsa. A két 1€pés koziil az elsé a sebességmeghatarozd, a mdsodik ehhez képest
valoszinilileg igen gyorsan végbemegy. Ezzel szemben a QM/MM MD szamitasaink alapjan
mindhdrom részfolyamat egyetlen elemi Iépésben ment végbe. A két kiilonb6z6 protokoll
segitségével kapott mechanizmusok kozti eltérés oka egyfelol a QM/MM MD esetén
alkalmazott félempirikus modszer lehet a magas szinti QM mddszerekkel szemben. Az
eltéréshez hozzajarulhat az explicit olddszer alkalmazasa is a szolvatacio figyelembe vételére
a QM/MM MD médszer esetén. Az altalunk kapott mechanizmus részben attdl is kiilonbozik,
amit lismaa és munkatdrsai a transzglutamindz 2-re javasoltak: a szdmitdsaink alapjan az
intermedier vagy ikerionos szerkezetli (ONIOM-tipusu szamitdsok), vagy nem is mutathat6 ki
(QM/MM MD), szemben az irodalomban javasolt oxianionos intermedierrel és neutrdlis —

NH2: csoporttal.

Az AT pentaszacharid-kotédési mechanizmusat egyenstlyi, valamint javitott mintavételezésu
MD szimuldcidk segitségével vizsgaltuk. Ehhez egy olyan rontgendiffrakcids tton
meghatdrozott AT-konforméciét alkalmaztunk, amely nem tartalmaz pentaszacharidot vagy

mas szerkezetll aktivatort. Két egymadstdl fiiggetlen szimuldcioban sikeriilt olyan kotott
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dllapotokat megfigyelniink, ahol a pentaszacharid RMSD-je 1 A alatti volt ,részlegesen
aktivalt” AT 1NQO9 rontgendiffrakcids szerkezet€éhez képest. E két trajektdria, valamint
tovabbi javitott mintavételezésli szimuldcidink alapjan kovetkeztetéseket tudtunk levonni az
AT kotddés hatdsara végbemend konformécidvaltozasainak a részleteirdl, példaul a ,hinge”
régié kimozduldsa és a D hélix C-termindlis irdnyd hosszabbodasa. A P-hélix a ,javitott
mintavételezés” ellenére is igen stabilnak bizonyult a pentaszacharidot nem tartalmazé
szimul4ciok esetén is, megerOsitve a tanszékiink egy kordbbi munkdjaban egyensilyi MD
szimuldciokkal kapott eredményeket. Ez alapjan felmeriil, hogy az ilyen konformaciok
fiziologids koriilmények kozott is eléfordulhatnak, és szerepet jatszhatnak a heparin-
szarmazékok kotddésében. Tobb trajektoridban is meg tudtuk figyelni a hinge régio
kimozdulésat az ,,A” B-redobe zart helyzetébdl, valamint a visszahelyezddését is a reddbe.
Azonban az irodalomban szerepld javaslatokkal szemben a kimozduldsnak nem volt feltétele
az, hogy az AT elérje a ,maximdlisan” aktivalt allapotot. Erre leginkabb abbdl
kovetkeztethetiink, hogy tobb esetben nem mentek végbe az ezzel a feltételezések szerint egy
idében lejatsz6dé folyamatok, példaul a D hélix meghosszabboddsa. A D hélix
konformdcidvaltozasat egyetlen szimuldcidban sikeriilt megfigyelniink, mely a ,,részlegesen”
aktivalt AT szerkezetébdl (1NQ9) indult. Osszhangban vannak az eredményeink viszont egy
olyan modellel, ahol a hinge régi6 kétféle konformacidja egymadssal egyensulyban van és az
egyensilyt az AT aktivaltsagi allapota befolydsolja. A GAMD mddszer az RCL oldatbeli

konformdcidinak hatékonyabb vizsgalatat is lehetdvé tette.

A GAMD moédszer egyik alkalmazasi teriilete a receptor-ligand kolcsonhatasok
mechanizmusdnak tanulmédnyozédsa. A munkdnk aldtdmasztja a modszer alkalmazhatésdgat
egy heparin analégra, mely tobb szempontbdl is jelentdsen kiillonbozik a kordbbi
tanulmanyokban alkalmazott molekuldktdl (nagy flexibilitds a szénhidrat struktira miatt,
tobbszords negativ toltés). A GAMD mddszer potencidlisan hasznos lehet kiillonbozo
pentaszacharid-szarmazékok kotddésének az 0sszehasonlitdsara, és informécidkat nyujthat uj
AT-fiiggd véralvadasgatlok fejlesztéséhez. Masrészt az AT esetén leirtak tobb olyan mutaciot,
amelyek a heparin-kotés zavarat okozzdk. GAMD szimulaciok révén tanulmanyozhat6 lehet,

hogy milyen mechanizmus révén befolyasoljdk a kotddést az egyes mutaciok.
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8. A jelolt sajat eredményei, ij megallapitasai

Az aktivalt XIII-as vérlvadasi faktor katalitikus mechanizmusanak elsé 1épése

A munkénkban elséként javasoltunk QM/MM szamitdsokkal alatdmasztott modelleket
egy human transzglutamindz enzim, az (aktiv) XIII-as faktor A alegység katalitikus
mechanizmusanak els6, acilezési 1épésére, két eltér6 QM/MM protokoll
alkalmazdasaval.

A Kkatalitikus centrum Cys314 és His373 aminosavaira az ionpar forma jéval
stabilabbnak adddott a neutralis formanal, mindkét QM/MM mddszertan
alkalmazasaval is. Ez eltér attol amit Case és Stein javasolt transzglutaminiz 2-re,
azonban megfelel tobb, cisztein protedz enzimekre kapott eredménynek.

Az ONIOM-alapi modellel végzett szdmitdsainkban, ahol a QM alrendszerre MP2
modszert vagy kiillonbozé DFT mddszereket alkalmaztunk, az acilezés egy kétlépéses
folyamatnak adddott. Hibrid QM/MM MD szimuldciéonkban azonban eltérd
mechanizmust tapasztaltunk, itt mindhdrom részfolyamat (nukleofil tdmadas,
protontranszfer, ammonia levaldsa) koncertikus médon ment végbe.

A mechanizmusok kozotti kiillonbség valdsziniileg modszertani okokra vezethetd
vissza: az ONIOM sémdban magas szintli kvantumkémiai médszereket (MP2, DFT)
tudtunk alkalmazni, mig a QM/MM MD metadinamikai szimulédciéink konformacios

mintavételezést tesznek lehetdvé félempirikus modszer alklamazédsaval.

Az antitrombin pentaszacharid-kotési mechanizmusa

A ,javitott” mintavételezést lehetové tévd GAMD mobdszerrel vizsgaltuk egy
pentaszacharid-szarmazék, az idraparinux kotddését egy rontgendiffrakcids uton
meghatédrozott, nem-aktivélt antitrombin (AT) konforméaciohoz.

Két, egymastdl fiiggetlen szimuldcioban is jelentds szamud olyan konformaciot
figyeltiink meg, amelyek a pentaszacharid RMSD alapjdn nagyon hasonldak a
rontgendiffrakciés tton meghatarozott kotddési médhoz.

Két kiilonbozd rendszerre (nem-aktivdlt AT ¢és hozzdadott pentaszacharid,
»részlegesen” aktivalt AT-pentaszacharid komplex) futtatott GAMD szimuldcidk
segitségével atomi szinten tudtuk vizsgélni a ,,hinge” régié kimozduldsat, a D hélix

konformécidvaltozasait, valamint ezek kapcsolatat a pentaszacharid kétdédésével.
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Javitott mintavételezésti szimulédcidkkal is megerdsitettiilk a P hélix stabilitdsat az AT
,hem-aktivalt” &allapotdban. Ez alapjan felmeriil, hogy az ilyen konformdacioknak
fiziologias koriilmények kozott is jelentosége lehet.

,Altaldnositott” korreldciés matrixok alapjan sikeriilt olyan részeit azonositani a
molekuldnak, amelyek részt vehetnek az allosztérikus jel tovabbitasdban a

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

A FXIII A alegysége (FXIII-A) a human transzglutamindzok csalddjaba tartoz6 multifunkcids
fehérje. Elérheto ugyan az irodalomban egy javasolt reakciomechaizmus ezekre az enzimekre,
azonban ezt nem tdmasztjdk ald QM/MM alapui szamitdsok. A reakcidmehanizmust
részleteiben vizsgald in vitro mérések kizardlag a transzglutamindz 2-re érhetdk el, a FXIII A
alegységre azonban nem. A célunk egy javasolt reakciomechanizmus feldllitdsa volt FXIII-A
transzglutamindz reakcid elsé 1épésére (tioészter intermedier létrejotte), hibrid QM/MM
szamitasok alapjan. A mechanizmust két eltér6 QM/MM alapu protokoll szerint is vizsgaltuk:
egy ONIOM alapid médszer alkalmazdasaval, ahol a QM alrendszernél magas szinti MP2 vagy
DFT mddszereket hasznaltunk, valamint félempirikus QM/MM MD szimuladciokat a DFTB3
félempirikus modszerrel. A Cys314-His373 aminosavak ionpar formdja lényegesen
stabilabbnak bizonyult a neutrdlis formandl, mindkét protokoll szerint. Az ONIOM-tipusu
szamitasaink alapjan a tioészter intermedier egy kétlépéses folyamat révén alakul ki,. Az els6
1épésben torténik a nukleofil tdimadas és az amid -NH> csoport protonalédasa, mig a masodik
lépésben megy végbe az ammonia felszabaduldsa. Ezzel szemben a QM/MM MD
szimuldcionkban mindhdrom részfolyamat egyetlen elemi 1épésben ment végbe.

Jelentés mennyiségli informdacié all rendelkezésre az irodalomban az antitrombin (AT)
pentaszacharid-kotésével és allosztérikus  aktivalasdval kapcsolatban. Azonban a
rendelkezésre  4ll6  rontgendiffrakciés szerkezetek nem adnak teljes képet a
konformdciovaltozasok dinamikus természetérol, a legkorabbi 1€pésekkel kapcsolatban pedig
csak reakcidkinetikai mérések érhetoek el. A munkank soran a kotddési mechanizmust,
valamint az AT konformécidvaltozasait egy javitott mintavételezést MD mddszer (GAMD)
segitségével vizsgéltuk. Egy nem-aktivdlt AT konformdcié rontgenkrisztallografids
szerkezetébdl kiindulva, két egymastdl fiiggetlen MD trajektdridban is sikeriilt jelentds szamu
AT konformadciot észlelniink, ahol a pentaszacharid RMSD-je a komplex szerkezetéhez képest
alacsony volt. Ezek, valamint tovdbbi trajektéridk alapjan, ahol az AT-pentaszacharid
komplexét haszndltuk kiinduladsi szerkezetnek, sikeriilt képet alkotnunk az AT tobb
konformdciovaltozasardl, példaul a ,hinge” 1égié kimozduldsarol és a D hélix
meghosszabboddsardl. Sikeriilt megerdsiteniink a P hélix kordbban egyensilyi MD
szimuldciokban megfigyelt jelentdés stabilitdsat az AT nem-aktivalt 4allapotdban.
,Altaldnositott korreldciés” szamitdsok révén sikeriilt meghatdroznunk a molekula olyan
régidit, melyek feltehetden szerepet jatszanak az allosztérikus szigndl tovabbitisiban a

pentaszacharid-kotohely feldl az FIXa és az FXa faktorok ,,masodlagos” kotohelye felé.
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