EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

A human ciklooxigenaz-1 aszpirinnel tortéd gatlasanak es

az antitrombin miikddésenek in silico vizsgalata

Toth Laszlo

Témavezed: dr. Komaromi Istvan

DEBRECENI EGYETEM
LAKI KALMAN DOKTORI |SKOLA
Debrecen, 2015



Tartalomjegyzék

L. BOVEZEIES .. uuiiiiiiiiiiiieieiee ettt e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ——————aaaaaaaeaaaaaaeaaaaaaans 1
2. 1rodalmi AEEKINTES .......coei i emeemr e e e e e e e e e e e e 2
2.1. AZ @SZPINN €S @ COX-L...uuiiiiiiiiiiiieeeeeesieiiiiirerereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesasssssseseeeeeeaeaaaaees 2
pZ N 01 (11 £0] 01 o1 o PSP PPPPPPRI 4
3. Az alkalmazott elméleti MOASZErek alap]@iommmme . oeeeeeerrrrriiiiiiiiiiiiieiriereeeeeeeeeeieeeneeeeee 7
3.1, KVantUmMmMECNANIKA . ......ceviiiiiiiiee ettt e e e e e e as 7
3.1.1. HF €S MP2 MOUSZEIEK ..ccceeeeeeee et a e e 9
3.1.2. DFT MOUSZEIEK ..cceeiiiiiiiiiiii i i ettt ettt ee e e e e e 10
.13, BAZISOK ..ottt et e e e e e e e ettt e aaaaaaaes 12
3.2. MolekulamecCh@aniKa ... 13
3.3.1. Hibrid QM/MM MOASZETEK ........ccoiiiiiiiiiieicee e 16
3.3.2. ONIOM MOASZEIEK ...ttt e e e e e 18
I S \V [ ] 1= (U | F=To [ g = T 011 = P 20
3.4.1. Periodikus hatarfeltetelek ... 20
3.4.2. Anyomas és a@meérséklet szabalyozasa............cccvvvtvememmmmevviiieiiiiiiiiie e 21
3.4.3. Az oldészer hatasanak figyelembeveétele..............cceeeiiiiiieiiciiiiieeeeee, 21
3.4.4. NemKat KOICSONNALASOK ........ccooiiiiiiiiiiiiteeeeee e 21
3.4.6. A dinamikai trajektoria €s analiZiSe ..ccuueeeeeeeeeviviieeeiccr e 22
3.4.6.1. Areferenciatdl vald eltérés - RMSD .....c...ooooiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeee e 22
3.4.6.2. FIUKIUACIO - RMSF ......coiiiiiiiii ettt 23
3.4.6.3. BKOMPONENS @NAIIZIS ...cevviiiiiiiiiiie i st 23
B, ClIKITIZESEK ...t e e e e e 24
4.1. ASA-COX-1 CEIKIMZES ........everrruiiiiieieee e e et eeeeee e e e e e e e e e e e e e aeeeas 24,
4.2. Antitrombin CEIKIBZES ...........oooiiiiiiiieeeee e e 25
ST 1Y/ To £~ P PPPPPPRR 26
5.1 ASA-COX-1 komplex VIZSQAIALA............cummmeeeeeeereiieeiriiiiiiiiinsseeeeeeeesaeeeaeaasaeeens 26
5.1.1. Homoldégia modellezés €S dOKKOIAS ... eerrrrrriiiiiiiiiiiiiiiiieaeeeeee e s s 26
5.1.2. Modellépités €és QM/MM SZAMITASOK ....commmeiieeieiiiiieeeee e 26
5.2. Az antitrombin modellek eIKESZItESE ... mmeeeeiiieeeeieeiiiiiiiiiciiie e e e e 30
5.2.1. Modell a dinamikai fULASNOZ ..........cccceuiiiiiiiiiiiiiie e 30
6. Eredmenyek €S dISZKUSSZIO .............. e e e eeeeeeeeeasaseee ettt eeeeaeaaasssnnnnnnnneeneees 33
6.1. ASA-COX-1 €redmMENYEK .....cevvrrureniiiiiaeeeee e e e e ee ettt ettt s e e e e e e e e e aenaaaaaaeaaaaaees 33
6.1.1. Homologia modellezé€s és dOKKOIAS ... eeeeeeeeeiiiiiiieiiiiiieeee e eeeeeen 33
6.1.2. Potencidlis energia felUlEteK....... o errrrreiiiiiiiiiieieeee e 35
6.1.3. Geometria PAramMeEterek .............c e oo e eeeeeeee e 36
6.1.4. AKLIVACIOS ENEIGIAK ... ..uuuiiiiiiticeemm ettt ettt e e e e e e e et reeeee e e e e s e ennnnes 38
6.1.5. IMAGINATiUS FE€ZYESEK ......ciiiiieeeieee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeees 40
6.1.6. A tetraéderes intermedier |Et€ZESe ... riiiieeeiiii e e 41
6.1.7. A negativ toltés helye a szalicilsav MOI@RUL.................cooeiiiiiiiiiiiieeee o 42
6.1.8. A vizmolekuldk lehetséges hatasa a reakcCiara................coeeeeccvvivvrnnniennn. 43
6.1.9. A kilbvitett geometriai optimalas hatasa és a diszpéidgalt
SUFGSEGIUNKCIONAL. ....eeiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e s e e nnnnr e e e e e e aeeeaeas 45
6.2. Antitrombin eredmMeEnyeK..........coo i 48
6.2.1. HOmOolOgia MOAEIEZES ...........cco e e e e 48
6.2.2. Molekuladinamikai SZIMUIACIOK .........cccociiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 48

6.2.3. Masodlagos szerkezetek &bl VAItOZASUK ............ovvvviiiiieiii s 51



6.2.4. Referenciatol vald €lterés - RIMSD ... 54

6.2.5. Konformacios rugalmassadg - RMSF ... 56
6.2.6. RCL-SZEIKEZETEK ......uvviiiiiiiiiii s ettt e e e e 60
6.2.7. Altalanositott Korrelacio €s alloSZtEriaL..........c.ccveeeeeeeeeeeeee e eeeee e, 64
6.2.8. WISP ANaliZIS .....cceeiiiiiiiiiie e 68
6.2.9. BKOMPONENS @NAlIZIS ......cccooiiiiiii it 71
T KONKIUZIO ... ettt e e e e e e e e e e e e e s s aaanes 72
A Y O @ ) 72
A N 41 (11 (0] 01 o1 o PP P PP PPPPPPP 73
8. OSSZETOGIAIAS .......ccveeveeieeeee et sttt et e et e et e e et e e eteeete e eneeeaeens 75
O SUMMATY et e et e e et e ettt e et e nae e e e et e e e et e e e eaa e e eenans 76
O I [ (0T F=1 o]0 0] =10 ) V7 =1 P PPPPPRRRR 77
11. Targyszavak - SUDJECT WOITS .......uuuuiieeeiieiiiiieeiiiiiiieis s e s s e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeennennnnnns 91
12. KOSZONEtNYIIVANITAS ...ttt e e e e e 92
12,0, ASA-COX-L ottt et et e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e 92
12.2. ANTIITOMIDIN .o oot e e e e e aa e e e e e e e e e e e e eeeeeeeennenees 92
12.3. Szemeélyes KOSzONEetNYilVANITAS .......cccueeeeniiiii i 92
13 FUQQEIEK ...ttt e e e e e e e e e e e e e s e s e e mnnne e e e e e e aeaeaeaeeeeeeeaannnnnnes 93
13.1. Kiegeésziteés a diSSZEraCiONOZ .......ccceeeeeruriiiiiiiie e 93
R B w0 o] 1= T o | PP 97

13.3. Hazai- és nemzetkozi konferencidkon tartétdisok, bemutatott poszterek.......... 99



1. Bevezetés

A magasabb reridélé szervezetekben a hemosztazis rendszerének felduotapp a
kerings vert folyékonyallapotban tartsa az érpalyakon beélletve az erek sériilése utan
védekedrendszereket mozgositva a vérzést csillapitsalisdesetben megsziintesse.

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kagbdratoriumi Medicina
Intézet, Klinikai Laboratoriumi Kutaté Tanszékén hemosztazis normal és patoldgias
folyamatainak kutatdsa az egyi& kutatdsi irany. Ezekhez a terlletekhez kapcsolbdba
ciklooxigenaz-1 aszpirinnel tortérgatldsi mechanizmusénak valamint az antitrombialép
inhibicios potencialjaval 0sszefliggésbe hozhatdardikus tulajdonsagainakn silico
vizsgalata voltak munkany fcélkitizései. Azin silico latin kifejezést 1989-ben hasznaltak
elészor annak jelzésére, hogy a kisérletet virtudlisan"szamitégép processzoraban"
végezzik a biol6gidban elterjedt vivo, in vitro és in situkifejezések analdgigjara. A
dolgozat kéin silico médszer, a kvantumkémiai és az empirikugégrmodszer hemosztazis
kutatasokra tort@halkalmazasat mutatja be.

A kvantumkémia a kémia egyik aga, mely elméleti pata szamitdgépes
modszerekkel tanulmanyozza a molekulakat annakkébdm, hogy a kémiai tulajdonsagokat
megertsik, s vegscelkent akar tervezni tudjuk. A kvantumkémia anta friss tudomanyag,
az alig 100 eéves kvantummechanika eszkoztarara stodik. A jelenlegi
teljesibképességnek eléréséhez évtizedek oriasi elméletidiRai ebfeszitéseire és a
szamitéastechnikai forradalomra volt szikség. A okt fejlodés két iranyban haladt: a
"hagyoméanyos" mddszerekiahullamfliggvényre épitenek, mig @ségfunkcional-elmélet
alapu modszerek az elektrdngségre.

Az empirikus edtér modszerek esetében az atomok kozotti kdlcsasbktleirasara
nem kvantumkémiai modszereket, hanem klasszikugkafi ebket (harmonikus ("rugdo")
er6k, Coulomb ek, stb.) hasznalunk. Ez lelég€ teszi, hogy dinamikai szimuléciokat is
kivitelezziink tobb szazezer atomos rendszerekre.aBdaz id amit szimulaciokkal ilyen
rendszerekre lefedhetiink ma meég "csak" ritkan éria emiliszekundumos tartomanyt
szuperszamitogépek alkalmazasaval is. A szimulétiokben kdvetve ennek ellenére olyan
fontos informéacidkhoz juthatunk a mikrorendszeébkmelyeket mashogy nem-, vagy csak

igen korulmeényesen lehetne felfedni.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az aszpirin és a COX-1

Az el®y, kereskedelmi forgalomban kaphaté szintetikus, |&s- fajdalomcsillapito,
valamint gyulladascsokkehigyogyszer az aszpirin (angolul acetylsalicylicdacagy ASA)
volt, amelyet a 19. szazad végén a Bayer kezddtrghlmazni. Késbb azt talaltak, hogy
hasonléan az egyéb, nem szteroid gyulladascsdkkebdanyagokhoz, az aszpirin is gatolja a
prosztaglandin termelést [1]-{3]. Az aszpirin vadbcsdkkenti a prosztaglandin-H2 szintet,
ami a thromboxan-A2 (egy hatékony vérlemezke atdiygrekurzora. Az ASA ezt a hatast a
ciklooxigenaz-1 (COX-1) enzim egyetlen szerin arsmoegyseégenek (Ser530) acetiladlasaval
éri el [4]-[8]. Ez az alapja annak a véatasnak, amit az aszpirin a thromboembolias
vaszkularis esemeényekkel szemben mutat [9]-[12J.0OX-1 Ser530 acetilalasanak pontos és
egyértelnii reakciomechanizmuséara azonban az eddigi kisé&tetimények alapjan nem
lehetett javaslatot tenni.

A COX enzimek, méas néven prosztaglandin-H szintiazprostaglandin-H
synthases; PGHSs), bifunkciés enzimek [13]-[16]bdkleg két elkilonidl reakcio
centrummal, amelyek mechanikusan kapcsoltak [13}{[17]. A ciklooxigenaz centrum
katalizalja az arachidonsav atalakulast prosztaie62-vé (prostaglandin-G2, PGG2) [18],
[19], ami egy hidroperoxid endoperoxid prosztaglahd mig a peroxidaz [17]
reakciocentrum a PGG2 prosztaglandin-H2 (PGH2) redukcidért féel A PGH2 ezutan
specifikus enzimek segitségével tovabb alakul Kiiddh prosztanglandinokka és
thromboxan-A2-vé. A COX enzimeknek kétikoforméaja ismert, a COX-1 és a COX-2, bar
eléfordul, hogy a COX-1 enzim splice variansat COX&klpeldlik [20]. A COX-1-61 tudjuk,
hogy a PGH2 termelésért faisl[13], [14], [21], amely kdzds kiinduldpontja aopetaglandin
szarmazékoknak. A COX-2 szintén szerepet jatszikorlyios normal fiziologias
folyamatokban [22], de az expresszidj@dnt olyan korélettani folyamatokhoz kothemint
a gyulladas, ezért a nem-szteroid gyulladasgatiéangagok célpontja [16], [23], [24]. Mind
a COX-1, mind a COX-2 membranhoz kotott homodimerelelyek ~70 kDa mérét
alegységekti épulnek fel [25], [26]. Az alegységek egy rovidGE domént, egy
membrankd domént és egy nagy C-termindlis katalitikus donmt@mtalmaznak. Habar a
COX-1 és a COX-2 egymashoz viszonyitva csak ~ 6@%h@sav azonossaggal birnak, de
szerkezeti hasonlésdguk figyelemre mélté [15], H8B]]. A COX szerkezetek egyik

jellegzetessége a membrankdegysegen l&y hosszu bejarattal bird hidroféb csatorna.
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Ebben talalhatjuk az aktiv centrumot, melyet az 1&@ Tyr355 és Glu524 aminosav
egységek valasztanak el a csatorna bejaratatolzekkezet alapl aminosav szamozasi
rendszer altalanosan alkalmazhat6 mindkét ciklendg izoforma esetén, és megfelel a juh
COX-1 szekvencianak, amelynek 3D szerkezetékers irtak le [25]. Annak ellenére, hogy
a COX-1 és COX-2 aktiv centrumai kdzo6tt nagy a lezmsti és szekvencialis hasonlésag, a
megfeleb szubsztratk@ Uregek alakja valamelyest kilonbozik [22], [27B8]2megteremtve

a lehetséget a szelektiv COX inhibitorok fejlesztésérd,[ER]-[35].
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1. abra: Altalanos séma egy atészterezési reakciora (REH, enzim)

Kimutattak, hogy az ASA nukleofil reagensekkel éoit reakcidjanak etslépésben a
nukleofil kdzvetlen tamadast indit a fenolos éski@bonil szénatomjara (1. abra) anélkdil,
hogy anhidrid intermedier kéfdne [36]-[38]. EIméleti iton, QM/MM dinamikét futtea és
azon belil SCC-DFTB QM mddszert hasznélva [39] afak, hogy a fenti mechanizmus
igaz lehet az ASA-COX reakciora is.

ASA-COX kolcsbnhatasban, mind a COX-1 mind a COX&etében bizonyos
aminosavak dodtszerepet jatszanak abban, hogy a tapasztalatijditismert atészterezési
reakcio lejatszodhasson. Az aszpirin acetil cs¢gto@t14 izotdppal jelezve vad tipusd, illetve
pontmutacioval modositott COX-2 enzim felhasznaldb&isérleti médszerekkel igazoltak,
hogy a Tyr385 szerepe ddénfontossagu, mig az Argl20 és Tyr348 aminosav emgsé
hatdsa az atészterezési reakcidra valamennyiveblkisnértél [8]. Tudjuk, hogy mig a
Tyr385 fontos szerepet jatszik a ciklooxigenaz cé#han, addig a Tyr348Phe, Tyr355Phe és
az Argl20Ala mutaciok csak részben képesek befolyaa ciklooxigenaz aktivitast [40]. Az
acetilalt enzim és a szalicilsav (termék) kompléxtgendiffrakcios szerkezete [26] azt
mutatja, hogy a szalicilsav ~5A tavolsagra vandeglis atmeneti allapot helyzetéhez képest.
Ez a medgfigyelés arra utal, hogy az Argl20 szenegdésziriileg az, hogy biztositsa a

“ sz

3



2.2. Antitrombin

Az antitrombin Il (antitrombin, AT) egy nagyon k&bny endogén antikoagulans
fehérje [41]. Az antikoagulans aktivitas alapjazerin protedzokkal szemben mutatott gatlé
hatasa. A magasabb réndletformakban a szerin proteazokasdleges fizioldgiai inhibitorai
a szerpinek [42], [43]. Jellerizpélda a hemosztazis és a fibrinolizis folyamaty, [45]. A
vérerekben a legnagyobb mennyiségbéifioedluld szerpin az AT, amely nativ formajdban
csak gyenge inhibitora a véralvadasi protedzokkakszikséges feltétele annak, hogy nagy
koncentracidja ellenére elkertiljik a vérzést.

Az antitrombin vazat kilenc hélix (A-1) és harofitredd (A-C) alkotja, amelyek
nagymértékben konzervaltak ebben a fehérje csatadbha'reactive center loop" (RCL)
jellemzben ~20 aminosavbdl all, funkciéja pedig a protedgapdaba ejtése” és elfogasa (2.
abra). A proteaz az RCL kozépsészén, inkdbb a C-terminalisdhoz kdzelebb ela&kyd
Arg393-Ser394 aminosav egységek kototti P1-P1'ighegiitést hasitja és a reakcio cls
lépésében acil-enzim intermedier alakul ki. A ké&eab léepés az acil-enzim komplex
hidrolizise lenne, azonban erre nem kerllhet savelna felhasitott RCL konformacios
valtozason keresztul beéplupaeds-A-ba, a harmadik és 6todik szalag kdzeé (2. alithpen
a folyamatban a proteaz katalitikus centruma aanyiegvaltozik, hogy az megakadalyozza a
tovabbi hidrolizist. Az RCL beépiilése, melynek soea AT ,atvezeti” a proteazt a masik
oldalra (kb. 70 Angstrém tavolsagra a Michaelis-ktemhez képest) kdzds minden szerpin

gatlasi mechanizmusban (3. abra) [44], [45].
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2. abra: Az antitrombin szerkezete, a kezdeti (A) és az R€éplilése utani (B) geometria
nativ és latens formakon szemléltetve. Kék sziamdRCL, mig g-red-A elemei szamozva
lathadak.

3. abra: Az antitrombin (AT) aktivdlasahoz és az aktivaltT AFXa-t gatlo
mechanizmusahoz tartoz6 konformacios valtozasolaslkens abrazolasa [46].
A cimkék a dolgozat roviditéseinek megfé szerepelnek, a kozlemény s#erek
engedélyével.



Az AT-nak specialis mechanizmusokra van sziikséggy lssak ott és csak akkor érje
el teljes, két-harom nagysagrenddel nagyobb gatasit, ahol és amikor ez sziikséges [47].
A trombin géatlasdban az AT-trombin k6z6tti glikoZzaaglikan hid képédése, mig a FXa és
FIXa proteazok gatlasaban a glukézaminoglikano&l divaltott allosztérikus aktivacidnak
van kulcsszerepe. Aza&ilbihez hosszabb lancu heparin vagy heparan-saziiiséges [48],
mig az allosztérikus aktivaciohoz elegérad megfeled szulfatalt pentaszacharid-fragmensek
jelenléte [49]-[51]. Szamos kulonkbmértékben aktivalt AT rontgendiffrakcios szerkezet
erheb el a proteinek szerkezeti adatbazisaban [52]-[5zgk alapjan azt feltételezik, hogy az
AT FXa és FIXa protedzokkal szemben mutatott, nelffepentaszacharidokkal (PS)
kivaltott gatld hatasa harom elkilonithdepésben alakul ki. Ed&ént az efsen negativ
felilethez koordinalédik a PS ligandum. Ezt eg§sebb kébdés kialakuldsa kdveti, amely
konformacios valtozasokat eredményez, dénta kobd regidban (P-hélix kégzlés és D-
hélix kiterjedés), majd a valtozaseért fékeljel atterjed tavolabbi régiokra, példaul ekkor
szabadul ki a csuklo (hinge) régi@aeds-A-bal [58], [59]. Bar az AT-rdl rendelkezésre allé
rontgendiffrakcios szerkezetek felbecsllhetetlertékér informéciét szolgaltatnak az
allosztérikus aktivacios mechanizmusrol, ezek a#ign a dinamikus alloszterikus
aktivalasrol készitett, kristalyide altal befolyasolt statikus allapotoknak tekinthet Ezt
kivaléan szemlélteti a két szulfatalt glik6zaminlkgh-mentes, eltér RCL geometridval
rendelked nativ szerkezet; egyiket a nativ és latens forgpite kristalyositasaval [53],
masikat csak a nativ forma kristalyositasaval i@kef60]. Ezek egyike sem alkalmazhat6 az
aktivalo PS nélkil is tapasztalhatdé alap inhibicd$vitas magyarazatara, mert ezekben a
szerkezetekben az RCL kitlintetett fontossagu Arg88allanca a fehérje belseje felé mutat,
azt a FXa aktiv centruma nem tudja elérni. Ezdrkddl tételezniink, hogy Iéteznek tovabbi
RCL konforméaciok is [45], [61].

A protein adatbankban (PDB) elérbeszamos rontgendiffrakciéos AT szerkezet
ellenére csak nagyon korlatozott métiéks csak kdzvetett informéaciét kaphatunk az AT
aktivalasat kisér konformacios valtozasokrol. Keveset tudunk a kitimd monoszacharid
egysegek szerep#y illetve a pentaszacharidok okozta indukalt atéskus jel terjedésének
mechanizmusardl is [62]. A véralvadasi fehérjgksilico moédszerekkel torténszerkezeti
vizsgalatainak folyamatosan novekszik a jeleage [63]. Talalunk koztik rejtett szerkezeti
esemeények dinamikai szimulécioval tokénleirast [64] és szerpineken végzett
molekuladinamikai tanulmanyt is [65]-[68]. Med@gdésink szerint a kébiekben
részletezentlin silico vizsgalataink segithetnek az AT fehérjére rendsikee allo kisérleti

eredmények rendszerezesében és értelmezésében.
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3. Az alkalmazott elméleti mddszerek alapjai

3.1. Kvantummechanika

A XX. szazad elején kialakult 0j tudomany, a kvanmechanika egészen Uj
szemléletet kovetelt meg: a mikrovilagban a résadcanozgésa elvileg nem kovethet
nyomon ugy, olyan részletességgel, mint ahogyan aztmakrovilagban, hétkdznapi
tapasztalataink alapjan megszoktuk. A kvantummekham kvantumfizika eszkdztarat
hasznalja egy mikrorendszer tulajdonsagainak I@ieas Ezeket a tulajdonsagokat a
Schrodinger-egyenlet alapjan hatarozhatjuk megyehédibtél fliggetlen, nem relativisztikus
formaban az (1) egyenlet szerint irhatunk fel [6B]0]. Matematikailag a rendszert
legpontosabban a Dirac-egyenlet irja le, ami a \@spek szamara) sokkal ismertebb
Schrédinger-egyenlet relativisztikus altalanositésainyerhet 6sszes informacio®(r, t)
komplexértek regularis fuggvény tartalmazza, melyet vagy hullfggvénynek, vagy

allapotfiiggvénynek nevezink.

9> 0> 0°
{Zm(axz oy af] }" = @

Az allapotfiggvényen tul, a kémiai problémak megshl soran, szikségink van a
molekularis Hamilton-operatorra, melyet a klassgikoechanikai analogia alapjan kinetikus-
€s a potencidlis energiatagok dsszegeként is kifejnk (2. egyenlet). Az egyenlet jobb
oldalan szerepl el tag n db elektron kinetikus energiaoperatora, aauik tag a magok
kinetikus energidjat irja le, mig a szogletes zbgn |é¥ tagok a mag-mag taszitast, az

elektron-elektron taszitast és a mag-elektron v&tne& 6 potencialis energiatagok [71].

H=T+v=-_— Zn:DZ

gyy Lyt ZZ (2)

a1 2M, a <8 i< b

A rendszert 6ként a potencidlis energia-fliggvénnyel jellemeihetgs etil fligg a
megoldas nehézsége is, ugyanis a masik tag, akkinatnergia operatora univerzalis és adott
részecskeszam mellett mindig azonos. A Schrodiaggenlet analitikus megoldasa csak a

legegyszedibb potencialfiggvények esetén végeéhetl. Azért, hogy bonyolultabb



rendszereket is jellemezhessink, a hullamfliggvéaljozoit szét kell valasztanunk és
numerikusan megoldanunk az egyenletet. Ez a mégesleeosen csokkenti a figyelembe
veend pontok mennyiségét. Egy tobbvaltozés fliggvéenyezdlk szerinti szeparaldsa
azonban altalaban csak valamilyen elhanyagolaselitég aran lehetséges. A célunk egy
olyan redalis kompromisszum megteremtése, mely magkti a szamitasokat, s egyben a
lehet) legkevésbé torzitja a fizikai tartalmat. Ennek nedgjben altalanosan harom kozelitést
szoktak alkalmazni a szamitasok soran:

» Schrédinger-egyenlet nemrelativisztikus formajéljut meg,

* Born-Oppenheimer kozelitést (az elektronok kdvatikagok mozgasat) alkalmazunk,

» Egyelektron médszerrel dolgozunk.

Ezen tul a modszereket feloszthatjuk annak medfetelhogy hasznalnak-e kisérletesen
vagy preciz szamitasokkal meghatarozott paramégrelagy semEz alapjan két nagy
csoportot képezhetliink, a szemiempirikus- éalaanitio modszerekétA DFT mdodszerek
valdjaban a ketit kozott helyezkednek el, ugyanis ezek a He-ra yamgogén elektron gazra
paraméterezett funkcionalokat tartalmaznak.

Az ab initio médszerek (a latin ,a kezdetéKtkifejezéssel 6sszhangban) egyaltalan nem
hasznalnak kisérleti paramétereket, hanem kizamlgantummechanika dsszefliggéseit és
néhany fizikai allandét (fénysebesség, Planck-dibarstb.) hasznélnak fel a szamitdsokhoz.
Az egyes mddszerek abban térnek el egymastdl, moigen kozelitést alkalmaznak a
Schrédinger-egyenlet megoldasara.

A szemiempirikus modszerek (pl. MINDO/3, MNDO, AMIPM3, stb.) viszont
kulonbod kisérletekBl szarmaz6 paramétereket hasznalnak a szamitasglzefgitése
érdekében, melyek segitségével a Schrodinger-eglydadizelit alakjait oldjak meg.A
szamitasi kapacitast (geptdl foként az egyes integralok kiszamitasa koti le. Eegl
részének elhanyagolasa vagy kozektzamitasa jeletsen noveli a gyorsasagot. Bevalt
modszer, hogy csak a vegyérték elektronokat vefigylkelembe, a tobbi elektront pedig az
atommaggal egy egységkeént kezelik. A szemiempirikagszerek tovabbi k6zos jelletije,
hogy az atlapolasi matrix azonos lesz az egysegmzat, ami a Roothan-Hall egyenletet (FC
= SCE) FC = CE alakra egys#siti. Az egyes modszerek paraméterkészletikbeamrat

alkalmazasukat tekintve is eltérhetnek egyméas@.[7



3.1.1. HF és MP2 mdédszerek

Az ab initio tipusu szamitasokhoz leggyakrabban a Hartree-RaE)K mddszereket
hasznaljuk, melyek altalaban alapallapotu hullamgfi@myek és energiak meghatarozasara
alkalmasak, és azt feltételezik, hogy egy adotkteda a tobbi elektron &tlagos terében
mozog, mas széval a sokelektronos hullamfiiggvényelegtron hulldmfliggvények
szorzataként é&llithato [69], [71].

Prr = AJu(1) 12(2) 13(3) ... h(n) = Do 3

Ezért egy n-elektronos rendszer egzakt hullamfiggyéregyetlen Slater-
determinanssal kozelitiigtamely mar figyelembe veszi a Pauli-elvet (a hfliggvénynek
elojelet kell valtania, ha a két elektron hely- ésmgpordinatait felcseréljik). A Hartree-Fock
kozelitést kapjuk egy alapallapoti hullamfiiggvényma ezzel a Slater-determinanssal, mint
prébafiiggvénnyel képezzik a Hamilton operator uarhértékét, és a variacios elv
alkalmazasaval meghatarozzuk azokap; eegyelektron palyakat, ahol ez a varhaté eérték
minimalis. A ¢; palyak meghatdrozasara onkonzisztens, nemlinegsisnletrendszert kell
iterativ uton megoldani, amihez valamilyen végeggfiénybazis szerint kifejtjuk @ —ket és
a kifejtési egyttthatokat dnkonzisztensen megharéa Mivel ez egy variacios eljaras, az
igy elért kozelid energia legfeljebb azonos lehet (de inkabb madmgsahint az egzakt
energia.

A vegyértékhéj barmilyen valtozasanak (ionizacdisszociacios és kotési energiak,
vagy a két allapot kilonbség@#lkaphat6 aktivalasi energia) kémiai pontossagiéasdihoz az
elektronok mozgasat figyelembe kell venni (poszt H#ROdszerek). Szamos eliér
megvalositas létezik erre a problémara, de kézig eoekben, hogy egyetlen determinans
helyett determinansok lineéris kombinacidjaval kirjé@ a hullamfliggvényt, melyeket ugy
allitanak eb, hogy a betoltott palyak felett adddd, alapalldpot betbltetlen, virtualis
palyakat felhasznalva egyes elektronokat magasapalppa helyeznek. llyen maodszer
példaul a masodrefid Moller-Plesset perturbacios elmélet (MP2) [73]. A&P2-szint
altalaban a korrelaciés energia 80-90%-at képaelggnbe venni, és ehhez a gépigénye
csak 20-50%-kal magasabb, mint a HF mddszerneklt(dbit nevezhetjik MP1-szintnek is)
[71], igy a szamitasok soran ez az egyik legegyibbees legolcsobb moddja az elektron

korrelaciés hatasok figyelembe vételének. Fontogjj@ggezni azonban, hogy az MP2



modszer a gyakorlatban a vartnal jobban teljesiertma szokasos értékekészletek

(benchmark) az atomizalasi energidkat hangsulygzzéka gyenge pontja MP2-nek, de ezek
nem tul fontosak a legtobb kémiai szamitas esetelidiismert, hogy az MP2 médszernél kis
bazisok esetében a problémak rejtve maradnak (iptera 6-31G(d) bazis) és inkabb a

kiterjesztett bazis készleteknél jelennek meg, adl@onvergencia problémak formajaban.

3.1.2. DFT modszerek

Az elbzé alfejezetben megismert poszt Hartree-Fock modkearetul, az
elektronkorrelacio figyelembe vételének egy tovalehietséges maddja dir§ségfunkcional
elmélet (density functional theory, DFT), melyne#t lalapvei fontossagu tételét Hohenberg
és Kohn fogalmazta meg [74]. Az él$ételiikkel bebizonyitottdk, hogyha egy rendszer
nemdegeneralt alapéllapotanak elekttiotisegét ismerjuk, akkor az egyértéiem
meghatarozza a nemdegenerdlt rendszer alapaliEpatyiajat és minden egyéb alapallapoti
tulajdonsagat. Bebizonyitottak, hogy egy additiségfiiggvényhez csak egy adott Kils
potencial tartozhat, tehat az meghatarozza pl.t@mraagok helyzetét és néiségét. igy a
siriségfiiggvény ismeretében a molekularis Hamiltondtper is egyértelien
meghatarozott. A tétel csak azt mondja ki, hogytgisegfiggvény és az alapallapoti
tulajdonsagok kozott egy-egy értdlmmegfeleltetés van, de nem mondja meg, hogy az
hogyan irhat6 fel és azt sem, hogy ismeretébendrmogyamolhatnank a rendszer energiajat
és alapallapoti tulajdonsagait, tehat a funkcioféirasahoz sem nyudjt segitséget. A
siriségfuiggvény ismeretének nagyrete lenne a molekularis szamitasoknal, hiszen akz cs
harom térbeli koordinatatdl fligg, szemben a rendsamplexitasaval rohamosan néveked
minden elektron harom térbeli és egy spinkoordja&iafigg hullamfliggvénnyel.

Tegyuk fel, hogy fel tudunk irni olyan proba elekisriiség-fliiggvényeket, amelyek
kielégitik az adott rendszerre érvényes peremééket, tehat pl. a teljes térre szamitott
integraljuk a vizsgalni kivant rendszer elektrong@idmaval egyeél Hogy ezek kozll a
legjobbat ki tudjuk valasztani sziikkséges még arnbkonyitdsa, hogy az dsszes lehetséges
prébafiiggvény energia funkcionalja az egzakt eaedi mindig nagyobb vagy azzal
legfeljebb egyerd. Ezt a masodik Hohenberg-Kohn-tételt a hullamfigye&re vonatkozé
variaciés elvvel analég, ezért Hohenberg-Kohn wéb& elvnek is szoktdk nevezni. Ez
azonban még mindig nem ad praktikus uUtmutatast, an@gy hogyan irjuk fel a
prébafiiggvényt és arra sem, hogy abbsol hogyan dp#in@z energiat vagy mas

tulajdonsagokat.
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Kohn és Sham 1965-ben javasoltak egy modszert,yamegnyitotta az utat a DFT
szamitdsok nagyobb rendszerekre tdrt@tkalmazasa étt [75]. Mddszerik elvileg az
energia és alapdllapoti tulajdonsagok egzakt éniékemegadasara alkalmas, de mivel a
funkcionalok nem ismertek, arra legfeljebb kozelibrmak irhatok fel, igy csak kozelit
ertékeket nyerhetlnk.

Kiindulépontjuk egy nem valos rendszer (referencendszer), melyben nincs
kolcsdnhatas az elektronok kozott. Az elektronolamgzt a kils potencialt észlelik és
feltételezésik szerint egyuttesen a vizsgalni kivandszer ki potencialjanak megfelél
egzakt elektrorigiiséget szolgaltatjak. Ekkor a referencia rendszert¢amilton-operator
egyszeiien felirhatd (4. egyenlet).

: 1
H, :Z[—Eﬂf +Vs(ri)}
i=1 (4)

Nem kolcsbnhat6 elektronokra az egyenlet viszongiggszeiien megoldhato, és ily
modon, a hullamfliiggvényekhez hasonl6éan nyérheet referencia rendszer Kohn-Sham
orbitalokbdl felépib Slater-determinansa.

Mivel az elektronok kozoétt kdlcsbnhatas van, eadektronsiriségldl (amit a 4.
egyenlet alapjdn szamolt palydk alapjan kaphatukkihdulva fel lehet irni egy
energiafunkciondlt a rendszeriinkre, amelyben seésgjilk (az egyére még ismeretlen)
elektron-elektron Coulomb kélcsonhatast és az etelt kozotti kicseréldési energianak,
valamint az elektronok korrelalt mozgasanak medfelekicserébdesi-korrelacios

funkcionalokat:
EDFT[,O] :Ts[,O]"' Eme[,O]+ J[,O]+ EX‘{lO] (5)

A rendszer energiaja tehat az 5. egyenlet szetiatd fel. Itt az Ber[p] a teljes
siriség-funkcional energia, a T@®[a kinetikus energia (az elektronok kdlcsdnhatdséat
elhanyagolva a 4. egyenlet szerint szamithato.@a] a mag-elektron kdlcsénhatas, amely
szintén ugyanezen egyenlet alapjan szamithato..Aegyenlet az ék6h6z képest a g] a
Coulomb kolcsonhatas és azJlp] kicserébdési-korrelacidos korrekcios tagokat tartalmazo
funkcionalokban kilénbdzik. A Coulomb energiat addzikus médon szamitani tudjuk, az
igazi nehézséget a kicseréési-korrelacios funcional megadasa jelenti.

Kezdetekben a szamitasokhoz az ugynevezett lofaliseg kozelitést (local density
approximation, LDA) médszert hasznaltdk. Ekkor felgzték, hogy az elektroigiség a
helykordindtédk valtoztatdsaval csak kismértékbefltoxdk és alkalmazhaté a homogén

elektron gazra kel pontossaggal szarmaztathatd kicgetési-korrelacios funkcional.

11



Molekulak és altalaban valos kémiai rendszereldsginoz azonban a homogén elektron gazra
megadott kicser8tési-korrelaciéos funkcional nem szolgéltatott &ellpontossagu
eredményeket, igy felmertlt, hogy ne csak a reféaerendszerre kapott elektrdingséget,
hanem annak mintegy sorfejtéseként a gradiend@ssnaljak a DFT szamolasokban. Ez az
alapja kémiai rendszerekre igen gyakran és eredesényalkalmazott altalanositott gradiens
kozelitésnek (generalized gradient approximaticBAEG

Az ugynevezett hibrid modszereknél a kics&éki kdlcsonhatast részben HF szinten
szamitjak ki. A kémiai szamitasokban igen gyakrasznalt BALYP maodszernél (amely egy

hibrid GGA maodszer) pl. az energia a 6. egyenlethegadott moédon irhaté fel [76].

Exc>>""lp] = (1 — a - b)EPA[p] + aB™ + bE**p] + cE-"Fp] + (1 - )& [p] (6)

ahol a, b és ¢ (rendre 0,20, 0,72 és 0,81) empaikuneghatarozott paramétere};°E[p] a

kicserébdési energia tag LDA kozelitése, E valamint 528

[p] ugyanennek a HF alakja és
Becke &ltal javasolt [76] alakja. A korrelaciés ¢ionalokat Lee, Yang és Parr(E][p],
[77]), valamint Vosko, Wilk és Nusair (£""[p], [78]) javasoltak.

A DFT modszereket kémiai problémakra alkalmazva a rhfbtdszernél jobb, igen
gyakran a MP2 maddszerrel kapotthoz hasonlé eredek@&bykapunk sokkal kisebb szamitasi
igény mellett.

Mivel az egzakt funkciondlok nem ismertek igy azokokszor intuitiv médon vagy
kulonbod modell rendszerek parametrizalasaval kell javaslenni. Jelenleg nem ismert
olyan altalanos eljaras, amely szisztematikusaftgas a funkcionalok formajat és azokat
végrehajtva az egzakt kicseféési-korrelaciés funkcionalt fel tudnank irni [7Hz |ényeges
eltérés a HF modszeib kiindulé ab initio szamitasoktdl, ahol pl. a kanfraciés
kblcsonhatas maodszerrel egyre nagyobb bazist a#kalen és egyre ndvelve a gerjesztett

elektronok szamat elérkezhetliink a nemrelativisgt&chrédinger-egyenlet megoldasahoz.
3.1.3. Bazisok

A HF, MP2 és a DFT moddszerek megoldasadhoz sziikaggbezisokra is, melyek
jellemzben vagy Slater-tipusu palyakbol (STO) vagy Gausasstipalyakbol (GTO) allnak (7.
€s 8. egyenlet).

xsto= N rexp €r) Y'n (9,0) (7)

Gpa= N X'y*Z7exp (£r7) (8)
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Az STO-kkal ellentétben a GTO-k nem adjak visszadaolgienszdr fliggvények éles csucsat
az atommag helyén és az exponencialis lefutas igdnmék mondhatd, viszont
szamitastechnikai szempontbdl szerencsésebbek,ps@nazinte csak ezeket hasznaljak
(ezek példaul analitikusan integralhatoak, illeteé¢ Gauss-fliggvény szorzata is Gauss-tipusu
marad). Felmerul kérdés, hogy hova helyezzik ekeiza bazisfliggvényeket a térben.
Szdmos lehéség kozil a legelterjedtebb az atomon centréalt sfidggvény, konny
automatizalhatésaga miatt. Minél nagyobb bazistzisink, varhatban annal pontosabb
eredményt kapunk mar az &lszamitas soran. Fél&orlatot a szamitasi kapacitas jelent, also
korlatot pedig az elektronok szama, illetve a szettta megmaradas. A p-tipusu
flggvényekidsl harom vagy a harom tobbszorose szikséges. A rélisirhazishoz szikséges
flggvények szadmat Ugy hatarozhatjuk meg, hogy nmmindeompéalyahoz rendelink 1-1
megfeleb tipusa (s, p, d, f) fuggvenyA kontrahalt bazis éhllitas soran GTO-k linearis
kombinaciojaval STO-kat jobban leir6 fuggvenyeketrtak |étre. Az eljarasnak az a lényege,
hogy a linearkombinacié kézel STO mgedi lesz, megtartva a GTO-k szamitastechnikai
elényeit. A kontrakcios sémak kozil tébb tipus ismart dltalunk is leggyakrabban hasznalt
6-31G(d) bazisban az atomok lelgalyait hat primitiv Gauss-fliggvénnyel irja le,gnd
vegyertekhéj palyait két olyan palyaval, melyek dmay illetve egy primitiv Gauss-
fluggvénytdl allnak. A bazisokat gyakran polarizacios fuggvényekkel efjgski, azaz olyan
atompalyakhoz tartozé fliggvénykészlettel, amelyelkadott atomnal nem betoltottek, pl. d-
tipusu figgvények a C atomnal. Azolgbi példaban a 6-31G(d)-bazisnal a (d) ezt a
kiegészitést jeldli, azaz a molekula fentebbi tipmem-hidrogén atomjaira egy sorozat (6 db)
d-tipusu fluggvényt helyeziink el, amelyek a bazisxilbilisebbé teszik, hatasuk
észrevehéien javitja az elektronszerkezet leiraséat [71].

3.2. Molekulamechanika

A modellezés soran felmefil problémak vizsgalatakor sokszor olyan miret
rendszerekkel kell dolgoznunk, melyeket mar nenumldeirni a kvantumkémia eszkozeivel.
Az egyik legegyszdébben elképzelhétkozelit modszer a molekulamechanika, amely az
atomok, mint merev golyok kozott fell@gkdlcsonhatdsok leirasara egyszegyenleteket
alkalmaz. A rendszer atomjai kulonféle kdlcsonhagaskerilhetnek egymassal. A
molekulamechanika, mas néven oétér (force field) moddszerek a kvantumkémiai

modszerekkel ellentétben nem veszik figyelembe lektrenokat sem, hanem a rendszer
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energiajat kizardlag a magok helyzete alapjan saziajak. Ezért az ilyen médszerek nem
alkalmazhat6ak olyan esetekben, amikor elektroenéiEzéssel jellemezidéeproblémakat
vizsgalunk. Mas esetekben, megfélpharamétervalasztas esetén, gyors és viszonylagspon

valaszt kaphatunk [69].

E = > k(d-d)+ ¥ k(@-6)'+ ¥ k[1+cos(gp+d]+

kémiai kotésszogek diéderes
kotések szogek
12 6
Z O-AB —- O-AB + 1 q Aq B
Ens 4
nemkoto

Ezeket a kdlcsOnhatasokat egys$izanalitikus figgvényekkel irjak le (9. egyenlet).t Ez
leirdst nevezzik étérnek [77]. Az alkalmazott figgvények és analisilalakjuk efterenként
valtozhat, de altalaban haromféle kdlcsdnhatast zneds figyelembe: kovalens,
elektrosztatikus és van der Waals (vdW) kolcsordtataelyek a kévetkéztagokbol épilnek
fel (sorrendben):

» kotési potencial, ahol jka kotési efallandd, d a kotéstavolsag és eferencia
kotéstavolsag,

* hajlitasi potencial, ahol¢ka hajlitasi efallandd, 6 a hajlitasi kotésszog &% a
referencia kdtésszog,

» diéderes potencialykaz adott tipusu torziés potencial amplitid@ja torzids szog, n
€s 6 pedig a torzids potencial periodicitasat és a aliésl szog referenciapontjat
definialé paraméterek,

e mig a nemkdt kdlcsOnhatasok jellemzésére az utolsé tagban adrdrlones (12,6)
potencialfiiggvénye a potencialgdodor mélységeas az a véges tavolsag, ahol a
potencial nullava valik, az utolsé tag pedig a

» Coloumb-potencial, azo az abszolut permittivitas (dielektromos allanddy, és @
ponttoltések, Az az ezek kozti tAvolsag.

A kvantummechanikdban a szerkezetek leirdsdhoz o#&etm rendelink, a

molekulamechanikaban pedig atomtipusokat hasznilEgk adott elemhez gyakran egynél
tobb atomtipus tartozik, mivel a paraméter megbatis soran figyelembe kell venni az atom

rendszaman kivil a hibridizaciojat és a kémiai képetét is.
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A szamitasokhoz a paramétereket atezek tartalmazzak. Ezeket az adatokat kisérleti
aton vagy a kis molekuldk kvantumkémiai szamitdsadtnlédd potencidlis energiafellilétb
visszaillesztéssel hatarozzdk meg. Pontossagukatcsak alakjuk, hanem legaldbb annyira
az alkalmazott atomtipusok szama és a megfplmtaméterezése is befolyasolja [78]. Ezért a
paraméterkészletet minden esetben a megoldanddépréhoz kell kivalasztani. Széles

korben alkalmazzak az dereket a molekuladinamikai (MD) szamitdsoknal is.
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3.3. Vegyes modszerek

3.3.1. Hibrid QM/MM moédszerek

Nagy atomszamu rendszerek esetébéke(ft szerves-, illetve biokémiai reakciok) az
elobbieksl kovetkeden kézenfek§ megoldas a kvantummechanika (QM) otvozése a
molekulamechanikaval (MM). Ezt nevezzik réviden \eg®M/MM mddszernek. Ennek az
a lényege, hogy a teljes rendszert kisebb alrenelszebontjuk fel, melyekben ezutan eitér
pontossagu elméleti modelleket hasznalunk. A &eléteghez a rendszer szamunkra
legfontosabb része tartozik, melyben valamilyektedmszerkezeti valtozast szeretnénk leirni
(kotésfelhasadast, illetve -kéjmest, toltésatmenetet, ionizaciot, elektrongerfestzstb.) és
amely szikségesseé teszi pontos kvantummechaniteng@al alkalmazasat. A kidlgétegben
azon atomok szerepelnek, amelyek elektronikus x@#ai az adott folyamatban
elhanyagolhatdk, azonban a koézponti részre gyakbethsuk nem hanyagolhat6 el. E részt
molekulamechanikai modszerekkel targyaljuk. Torekdée!l a QM/ MM gazdasagossaganak
megtartdsara, azaz a QM pontossagu és MM gyorsasagmitas kozti egyensuly
megtalalasara [79], [80].

Az egyik nehézségeezeknek a moddszereknek a hataron elhelydzieitések
modellezése. Ha a hatar kémiai kotést érint, aldzoegyik megoldas erre a széles kdrben
alkalmazott link atom (LA) modszer [76], [81]. Enrgltechnikanal a kidsrészt egyetlen

LA-mal helyettesitjik a befsrészben, ami altalaban egy paraméterezett H atoab(a).

teljes rendszer modell rendszer
H/
MM %2 _H .
régi6 H\"C/ b link atom
QM ~ c",,,” H Oy
régiod H ) H \H

4. abra: A link atom modszer bemutatasa egy etanmolekélaregyik metilcsoportot egy

paraméterezett hidrogénnel helyettesitettiik a QGdlen

A kotés iranyaban, rogzitett skalafaktor altal nuegh tavolsagban helyezik ebket.
Amennyiben a geometria optimalasa soran az er€d€tikotés valtozik, a valtozast koveti az
C-LA kotés is
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A QM/MM modszereket az energia kiszamitasa alapjén csoportba oszthatjuk:
szubtraktiv és additiv modszerek. A szubtraktiv szédeknél a rendszer dsszenergidjat a
telies rendszerre szamolt MM, a modell rendszer&Emelt QM, és a modell rendszerre
szamolt MM energiatagokbol szamithatjulsMam = Euw (teljes rendszer) +dm (bels rész
+ link atom) - Eym (bels rész + link atom). Bihye a szubtraktiv modszereknek, hogy nincs
sziikség tovabbi explicit QM/MM tagokra, melyek $s§fével 6sszekapcsoljuk a két részt. A
modszer képes a link atom altal okozott hibdk&bisigalni (a kivonassal), ha az MM rész jol
reprodukalja a QM potencialt. A szamitasok elvéghég az alkalmazott @erben
szerepelnie kell a bélgendszer leirasahoz sziikséges MM paraméterekmadty @setenkeént
nehezen teljesith&t Tovabba a héjak kozotti kapcsolat leirasa is kizgr MM szinten
torténik, ez pontatlansagot eredményezhet az elskttikus kdlcsdnhatasok vizsgalatanal.

Ezzel ellentétben az additiv médszereknél MM sziotak a kils részt szamitjuk. A
rendszer 0sszenergiajat agvimm = Buwm (KUISO rész) + ku (bels rész + link atom) + &u-

vv (belss rész, kil§ rész) egyenlet alapjan kapjuk meg, aholugdso tag a két héj kozti
kolcsbnhatasokat foglalja magaba.

A masik nehézséga két rész egymasra gyakorolt kdlcsonhatasanakitzsa. A
Jradicionalis” QM/MM modszer esetén egy, megfétai felépitett Hamilton-operatorral a

rendszer leirhato [80]:

~

Heffektiv =H oM +H wa T H OM- MM +H hatarpot (10)

ahol aH,,_,, tag, ami a modszes fijitasa és legfontosabb része, a kornyezet ésohktizp
rész kolcsbnhatasat hivatott jellemezni, és amelgktmsztatikus és Kkicserilési
kolcsdnhatasokat tartalmaz,ﬁathatérpot pedig a tavoli oldészertbmeget irja le.

A QM - MM rész kozotti elektrosztatikus kolcsonhatéigyelembe vételére két
modszer all rendelkezésre. Az egyik a klasszikugy vaechanikus beagyazas (mechanical

embedding, (ME)), a masik az elektronikus beagya@sctronic embedding, (EE)).
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Az ME-nél a QM és az MM régié kolcsdnhatasat atoomokentralt parcialis ponttoltések
kblcsonhatasaként, MM stilusi formulaval jellemeztz egyszdr technika, de
hibalehebséget hordoz magaban. Ez egyrészt abbdl adodik, pogtgdltéseket hasznalunk
toltésdiriség helyett, masrészt, ha valtozik a QM szinterelaktronok elhelyezkedése az
MM szintii szamitdas nem képes kovetni ezt a valtozast, aihianyaléan hibat okoz. Ez
utodbbit a toltés-modell frissitésével ki lehet lgktbolni, de ekkor a potencialis energia
felllet nem lesz folytonos.

Az EE esetében a kvantummechanikai atomokra nenmdtelsparamétereket megadni, mert
az elektrosztatikus energia az MM ponttoltések ésQB atomi bazisfliggvéenyek
kolcsonhatasaként adédik a Hamilton-operator egyreleos részében (11. egyenlet), ami
mar (elvileg) sokkal pontosabb leirast ad a kétz r&§zott fellep elektrosztatikus

kdlcsdnhatasrol.

parcilis parcidlis

elektronok toltések atommagok toltések
olst (QM) (MM) q (QM) (MM) ZaoM
HQM MM z z Z

_ _ (11)
| I =R, RM| IR - R
A 11. egyenletben az élstag szamlaldjdban az egyes MM parcidlis ponttb(gs a
nevedjeben ennek a ponttdltésneky(Rés a @ elektronoknak (f a tavolsaga, dsszegezve
minden MM parcidlis toltésre. A masodik tag szagjithan az adott magtéltés,J£&s a mar
emlitett parcialis ponttoltések szorzata szerepel, nevedben pedig ezen toltések

koordinatainak kilonbsége, minden egyes ilyen kislhatas-parra.
3.3.2. ONIOM mobdszerek

Az utdbbi idbkben kdnnyi alkalmazhatdésaga és kédolhatésaga miatt lett répegy
Uj extrapolaciés séma, az ONIONDYr N-layer Integrated molecular Orbital molecular
Mechanic$ modell [82]-[85]. A kétszirit modell esetén a rendszer extrapolalt magasiszint
leirasahoz harom szamitast kell végeznink: a medelszerre (belsréteg) alacsony (ft és
magas sziriit (E;) modszerrel, a teljes rendszerre (Kiléteg) alacsony @k szinten. A teljes
rendszerre az extrapolalt energiat agbw = Es — B + E; 0sszefliggés alapjan szamolhatjuk

ki (5. ébra). Ebben a forméjéban ez egy szubtrakiddszernek felel meg. Az igy kapott

V4
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hiba az adott rendszerre allandonak tekidthetkkor a szamitas eredménye a relativ

energidkra pontos lesz.

Szint A
EZ EONIOM
Magas T~
E,-E, E,-E,
Alacsony e
E, E,
t —»
Modell Teljes
Rendszer

5. bra: A kétrétedd ONIOM mdbdszer sematikus abrdja. A teljes rendszazrextrapolalt

energiat az bniow = Es — B + E; 6sszefliggés alapjan szamolhatjuk ki.

A fentebb emlitett egyszigség rovasara, de természetesen ennél a médszerbél lehet
vezetni, hogy a rétegek kozotti kdlcsOnhatast m@szimagas szinten, pontosan a 11.
egyenletnek megfeléen szamoljuk ki. Ezt a mddszert, az additiv modsreileemlitett
electronic embedding elnevezés alapjan ONIOM-EE neydsk nevezik. A maodszer
feltételezi, hogy a rétegek kozotti egyelektronckdhhatasokon tali tagok a Lennard-Jones
tagokkal kozeliien jol irhatdk le.
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3.4. Molekuladinamika

Nem minden kérdés valaszolhatdé meg statikus alkpwuizsgalataval, olykor arra

vagyunk kivancsiak, hogyan valtozik az 6idelérehaladtaval egy rendszer. A
molekuladinamika a részecskék mikroszkopikus dikajanak leirasaval foglalkozik. A
szamitasi kapacitas korlatai miatt itt sem tehetjidg, hogy Avogadro-szamnyi részecskére
felijuk a klasszikus mozgasegyenletet, de néhdyajgondolt egyszésités utan elég
kevesebb szamu részecskét szimuladlnunk ahhoz, hoggrmodinamikai tulajdonséagokat
vizsgalhassuk. llyenkor a rendszer részecskéi ak réjatd etk hatasara a klasszikus
(newtoni) dinamika torvényei szerint mozognak. A zgésegyenleteket kis dlozoket
valasztva integraljuk és igy kapjuk a rendszentdleitomi pozicidk iélbeli véltozaséat (a
trajektoriat).
Elvileg mind a kvantummechanikai- mind az empirikei$tér potencialfeliileten tortén
mozgasok szamithatok. Nagyobb rendszerekre, hadiassd alatt kialakulo valtozasokat
szeretnénk megfigyelni, akkor kizarélag csak az igkys elterek altal leirt
potencialfellleten torténmozgéasokat modellezhetjik.

3.4.1. Periodikus hatarfeltételek

A dinamikai szimuléciét végezhetink gézfazisban yvagdoszerben. Biokémiai
reakciok soran a kornyezetet az eredeti allapoimagfeleben vizes kdzegben érdemes
vizsgalni. Ennek kialakitasa ugy torténik, hogy alekolat egy virtualisan vizzel tolt6tt
doboz kbzepére helyezik, és a doboz méretét Ugrdrtak meg, hogy a fala a molekulatol
kell6 tavolsagban (8-15 Angstrém) legyen. A molekulakjal®l (és néha a reakciotol,
konformacio-valtozas mertélédt figg, hogy milyen a doboz geometriat valasztinzza
(ortogonalis, hatsztges, csonkolt oktaéderes). E#Bp6, hogy szimulacié soran a definialt
hatarfeltleten kivulre is kertlhet egy vizmolekulegy akar a molekulakonformécio is
megvaltozhat annyira, hogy ,kilogjon” a dobozbdl. nek megoldasara a periddikus
hatarfeltétel (periodic boundary conditions, PB&jhnikat alkalmazzuk, azaz a dobozt az
eltoltjaival vesszuik korul, ennek kovetkeztébenebg vizmolekula az egyik oldalon kilép, az
a szomszédos doboz ellentétes oldalan azonnal bépjsigy a vizsgalt rendszerben a
vizmolekulak szama allando értéken tarthatd ésérjie is ugyanolyan kérnyezetben marad a
szimulacio soranmA vizdoboz méretét agy kell megvalasztani, hoggleéfje és a szomszédos

dobozban Iéf fehérje kdzt ne lépjen fel kdlcsdnhatas [86].
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3.4.2. Anyomas és a h émérséklet szabalyozasa

A szimulacio lémérsékletét termosztattal, mig a nyomasat baroaktat
szabalyozhatjuk. Egy-egy csatolasi allanddéra is szgik van, amelyekkel az 6e¢
meghatarozott értékre vald visszaléptetaskddét tudjuk megadni. Ezt nem céldzdal
kicsire valasztani, mert az akadalyozhatja a rezrdszabad mozgéasat, ha pedig tal nagyra
allitjuk, akkor nagy lehet admeérséklet- és nyomasingadozas. A leggyakrabbannélisz
algoritmusok a Berendsen-, a v-rescale és a Nosedfldermosztat, illetve barosztat [87]—
[90].

3.4.3. Az oldGszer hatasanak figyelembevétele

A szimulaciék soran az oldészert (legtobbszor viekadat) vagy implicit, vagy
explicit médon vehetjuk figyelembe. d&lbinél az olddszer jelenlétét egy folytonos
kozegkent irjak le, és a kdzeg dielektromos allgndd hat az ,oldott” anyagra €s nem a
tényleges oldészer molekulakkal tordéholcsonhatast veszik figyelembe, ahogy ezt az
explicit eljardsnal teszik [915zamos vizmolekula modell l1étezik, mi a szamitdsaoran
az AMBER eétérben (is) megtaldlhatd [92] explicit TIP3P moddiisznaltuk, amely
hatékonyan szamithaté és széles korben elterje@i. [Még pontosabb kornyezet
modellezéséhez a rendszerheZ-N Cl-ionokat adva a rendszerhez fiziologias idsség

is kialakithato.

3.4.4. Nemkot 6 kolcsonhatasok

Az atomok kozotti nemkétkdlcsdnhatast a szomszédos atomokon tul, toblskéke
megfeleb tavolsagban is vizsgalnunk kell. Az 6ebekben megismert van der Waals
kblcsbnhatas a tavolsaggal gyorsan lecseng, ezémyms tavolsagon tal ez a kblcsénhatas
elhanyagolhatéva valik. Definialhatunk egy tavolsag@melyen tul a vdW kdlcsdnhatdsokat
figyelmen kivil hagyjuk (cut-off tavolsagnak nevaky, igy csokkentve a szamitasigényt. Az
elektrosztatikus kdlcsdnhatas esetén azonban n#joktazt a megkozelitést alkalmazni, mert
ott a kolcsbnhatds nem cseng le olyan gyorsan. Ekee&lésére egy bevalt modszer az

Ewald dsszegzés, pontosabban annak egy praktikogjmra Particle Mesh Ewald (PME)

21



modszer [94], mely soran minden részecske kdlcgbntiaden részecskével a végtelen

rendszer periédikus cellaiban definialt racspordolatitett parcidlis toltéseik révén [95].

3.4.6. A dinamikai trajektéria és analizise

Kilonb6d kezdeti feltételek valasztasaval kapott MD sziroidla elsidleges
eredmeényét trajektorianak nevezzik. A trajektéria rendszert alkotd részecskék
helykoordinatéit tartalmazza azéidliggvényében. Tetsleges pontossagot érhetlink el ezek
utolagos elemzésénél, ugyanis rajtunk (és természeta tarolasi kapacitasunkon) mulik,
hogy a minden szimulécids lépéskdz utan kimentjilzeaz adatsort, vagy csak minden n-
edik pillanatképet (frame) raktdrozzuk el. A trafgidk elemzésére, egymassal toétén
dsszehasonlitasara, tobbek kozo6tt, az alabbi tegkati szokték alkalmazni.

3.4.6.1. A referenciatol valo eltérés - RMSD

A szimulacio sordn a rendszer transzlacios ésits&dzabadsagi fokoktdé megtisztitott
elmozdulasat egy referenciaszerkezethez képestngnl aoot mean square deviation
kifejezéslol nyert RMSD—vel szokas jellemezni. A referenciakeeet lehet példaul egy
rontgenkrisztallografiai adatok alapjan definiadeskezet, vagy a szolvatalt, 310K-re hozott,
energetikailag egyensulyban t\atlagszerkezet, vagy barmely mas allapotara jetlem
ismert szerkezet. A szimulacié soraxt Iépésenként kiszamithatjuk az RMSD-t, ami
egyensuly esetén azdiduggvenyében abrazolva egy allando érték korUhdogik. Ha a
rendszer nincs egyensulyban, akkor a trajektoriatémeaz RMSD vagy felfele, vagy lefele
mozdul el. A trajektéria szerkezetei (A) és a refeia-szerkezet (B) kozotti atlagos eltérést
az aldbbi formula irja le [96]:

Nca

RMSD= \/(1/ No) > ()= ) (12)

i=1
ahol Ns, —vel aza szénatomok szamat jeldljuk, aZ\(t) a vizsgalt szerkezet i—edik
szénatomjanak a t szimulacié$pillanatban vett koordinataja és az a referenciaszerkezet
i—edik a. szénatomjanak a koordinatgja.
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3.4.6.2. Fluktuaci6 - RMSF

Ve

angol root mean square fluctuatiprazaz RMSF paraméterrel jellemezhetjik, amelyet az
alabbiak szerint hatarozhatunk meg:
RMsF=2 |3 (r(t) -y
T (13)

tlzl

ahol r —vel az i—edik @ atom koordinatajat jeldltik,; ra koordinatanak a trajektoria
kivalasztott szakaszara vett 6atlaga, T az atlagolas dthrtama At egységben.A
rontgenkrisztallografids meérések kiértékelésekarnp-faktorok kapcsolatban a kdvetkez
0sszeflggésben allnak az atomi fluktuaciokkal [96]:

RMSF=[(AF) =3B/ (87) (14)

3.4.6.3. lBkomponens analizis

A foékomponens-analizis vagyKomponens-elemzés egy tobbvaltozés statisztikai
eljaras, mely az adatredukcios mddszerek kozeé tstdlés a faktoranalizis egy specialis
esetének tekinth@t{97]. Lényege, hogy egy nagy adathalmamelynek valtozéi kdlcsénos
kapcsolatban allnak egymassatdimenzidit lecsdkkentse, mikdzben a jelersléarianciat a
lehety legjobban megtartsa [98]. A modszer ezt Ggy éri mbgy egy ortogonalis
transzformacié segitségével az adathalmaz lehetsggeorrelaltathatd valtozoit linearisan
korreldlatlan valtozok értékkészletévé alakitja éteket nevezzikékomponenseknekA
fokomponensek szama szikségéerr kisebb az eredeti valtozok szdméanal vagy azzal
egyenb. A transzformaciora jellendz hogy az el fokomponens rendelkezik a lefiet
legnagyobb varianciaval, s minden utana koveéikeamponens a fennmaradd legnagyobb
varianciaval fog rendelkezni, ha megfelel annak edtéfelnek, hogy méleges (azaz
korreldlatlan) az azt medalb komponensekreA fékomponensek mélegesek, mivel a
kovariancia matrix — ami szimmetrikassajatvektorai [99].

A principalis komponensek szamitasakor, a sajatwektmellett adodnak sajatértékek
is. Ezeket sorba rakva, a legnagyobb sajatértékdrezik az el fokomponens, a kovetkéz
legnagyobbhoz a masodik, és igy tovabb. Eé&kekb mozgasokbdl (kiulonbdzlineéaris
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kombinaciok segitségével) fel lehet épiteni a ktéygat. A trajektoria felépitése soran az
egyes sajatvektorok eltérfontossaguak, kihagyasuk eliéhibat generdl. Mig a sokadik
sajatvektor-sajatérték parosok, mint nagyfrekvencianozgasok csak a lokdlis
vegyertekrezgések leirasat adnak, és nem mondasanakit a globalis mozgasrdl, a fentiek
szerint sorba rakott €lsnéhany paros, mint kisfrekvencias rezgésekjselban a globalis
mozgast irjak le. Az ets frekvenciahoz vagy 6komponenshez tartozik a legnagyobb
amplitidé, tehat a globalis mozgas szempontjabal legfontosabb.

4. Célkit izések

4.1. ASA-COX-1 célkit dgzés

Az irodalomban csak egy, a COX enzim irreverzibgétlasi mechanizmusanak
felderitését célzo, aszpirin atésztési reakcid mechanizmusat vizsgaldo kdzleményt
talaltunk [39]. Ugyan@osco és munkatérsai altal javas@iy/MM dinamikaiszimulaciora
alapozottreakcidmechanizmus nagyon raciondlisnéhik, de mindenképpen megsitést
igényel szofisztikaltabb elméleti és/vagy kisértethdszerekkel. Mig a QM/MM dinamikai
reakcio Ut feltérképezés elvileg j6 eredményt saltdghat a reakcio mechanizmusara, az ilyen
szimuléciok tualzottan figgnek az alkalmazott kvamkémiai moddszeét. Ebbsl a
szempontbdl, a statikus szamitdsokhoz haszndlt sabbaszirnit kvantumkémiai elméletek
nagy jeleniséggel birnak, mint a dinamikus reakcio-modellekzdgegészidi [100], [101].
Mivel vizsgéalataink egy atfogdbb human COX-1 kusatészét képezték és a human COX-1
enzimre rontgendiffrakcios szerkezet nem all rekesdsre, ezért célkitésiink volt annak
komparativ modellezéssel torteszarmaztatasa.

Célunk volt tovabba az irreverzibilis ciklooxigerAz aszpirin reakcio
mechanizmusanak jellemzése hibrid ONIOM tipusi QM/Mnodszerekkel. A modell
rendszereinken Kkivitelezedd magas szitit ab initio és DFT szamitdsok soran a
reakciocentrumot korilvév viszonylag nagy kornyéz régioban talalhaté szomszédos
aminosavak sztérikus és elektrosztatikus hata$@yslembe kivantuk venni. Ezt az ONIOM
electronic embeddingnddszerrel értik el [85], [102], [103], amely lehe teszi, hogy a
hulldmfluggvényt a kornyézparcialis toltések polarizélni tudjdk. Kivancsiaéltunk arra,
hogy a reakcidban a szerkezeti vizmolekuldknak evazerepe, és ha igen, milyen. Az is

célunk volt, hogy megtalaljuk az egzakt atmendapato(ka)t és a lokalis minimumokat a
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potencialis energiafelileten és vibracios anakétidgszonyitsuk a létezéstket [80], [104],
[105]. Szamitasok sorozatait végeztik annak meghmatdara, hogy az eredményeink
mennyire figgnek az alkalmazott QM moédséleés a bazis méretidt Javaslatot kivantunk
tenni arra, hogy az ASA-COX-1 komplex szalicilsav és acetilalt COX-1 termék atalakulas

egy vagy tobb elemi reakciolépésben torténik-e?

4.2. Antitrombin célkit dzés

Az AT esetében az alloszterikus mechanizmus poratiérképezéséhez szikséges
térbeli és idbeli felbontas elérése kisérleti (pl. magmagnesesmrancia) médszerekkel még
nem lehetséges. Ugyanakkor, megfektamitasi kapacitast és alkalma&tenet feltételezve,
molekularis dinamikai szimulaciék elvileg alkalmkdahetnek az allosztérikus jel terjedési
Gtvonalainak feltarasara.

Munkdnkban a szabad, szulfatalt glik6zaminoglik@mies AT dinamikus
tulajdonsagainakin silico molekularis dinamikai vizsgalatatiztik ki célul. Vizsgalni
kivantuk, hogy a szimulacioé ideje alatbéfelrdul-e olyan RCL konformécié, amelynek hinge
régibja meég nem szabadult kifareds-A-bdl, de alkalmas lehet az AT — szerin proteaz
Michaelis-komplex kialakulasara. Célulztik ki, hogy informaciot szerezziink a PS &ot
régio flexibilitasardl, ami doit szerepet jatszhat a megféleAT-PS komplex kilénbdz
formainak képédésében. Tudni szerettik volna, hogy a PS jelemétkili szimulacio
trajektoriajdban utal-e valamilyen jel az 0] P-kélkialakulasara vagy a D-hélix
.Kiterjedésére”. Kivancsiak voltunk arra is, hogginsulacié soran mennyire stabil a mar
kialakult P-hélix a szabad nativ AT szerkezetekldema is valaszt kivantunk kapni, hogy a
RCL hinge régiojanak kiszabadulasa és a pentaszddtias régio mozgasa kozott talalhato-
e kapcsolat a szimul4ciok trajektériaiban? Az eggesok kozotti, informacio-elmélet alapu
"kolcsonos informacio” értékek kiszamitasa szimésee volt célkiizéseinknek. Az utébbi
adatok segithetnek annak a megértésében, hogy legztétikus kolcsbnhatast kiger
szerkezeti valtozasok hogyan, milyen Gton jutnal Bhtasért felés régidhoz és hogy ezek

az ,informacids csatornéak” léteznek-e mar a szatzty antitrombin esetében is?
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5. Modszer

5.1 ASA-COX-1 komplex vizsgalata

5.1.1. Homoldgia modellezés és dokkolas

Mivel a human COX-1 enzinit nem allt rendelkezésre atomi felbontasu 3D
szerkezet, ezért egy juh COX-1 szerkezet (PDB atiid?ayl [106]) és a YASARA szoftver
felnasznalasaval [107] szarmaztattuk a human CQ@¢dmetriat. A homoldgia modellezés
soran simulated annealingipust minimalizalast, explicit oldészer (viz) mkllakat és
oldallanc optimalizaciot allitottunk be, amely emsghyeképpen a target végi,53 A
RMSD eltérést mutatott a templathoz képest. A jalaszerkezetet PROCHECK [108] és
verify3D [109] szoftverekkel ellgiztik. Az ellerbrzés soran azt kaptuk, hogy a Yasara
szoftver altal javasolt human COX-1 szerkezetdsége formalisan legaldbb olyan jo, mint a
templaté. Egyrészt az elvégzett tesztek eredményatt, minasrészt pedig azért, mert
funkcionalis azonossag all fenn a templat és a etargbzott, nem veégeztink
molekuladinamikai szimulaciot a szerkezet stalsiéitéak elletrzésére.

Ezt kbveben az ASA-t a human COX-1 enzim aktiv helyére ddtkko be az
Autodock 4.0 szoftver grafikus fellletét haszngli/a0]. A dokkoldshoz Lamarcki genetikus
algoritmust és merev receptor - flexibilis ligandyrotokollt alkalmaztunk. A 98x98x122
racspontmérefi dobozban, melynek kozepét a Ser539 &@omjahoz rendeltiik, 0,177A
finomsagu racspontavolsdgot definialtunk. Minden mas értéket alafiliéd szerint
hagytunk. Két jellem& konforméciés allapotot kaptunk eredményil, ahib mélyebb

energiaju £70% gyakorisaggal élorduld) konformert hasznaltuk a tovabbi munkahoz.

5.1.2. Modellépités és QM/MM szamitasok

A reakciocentrumot korulveév régiét ugy definidltuk, hogy azok az aminosavak
tartozzanak bele, amelyek legalabb egy atomja AAd#elebb helyezkedik el a Ser539-O
vagy az ASA karbonil C atomjahoz (6A abra). A vaéamiatt keletke& lancvégeket (N- és
C-termindlisok) acetil és N-metil csoportokkal z&rte. Az igy Iétrehozott régié 81 aminosav
egységet tartalmazott, mebfl61 ,valdédi” aminosav és 20 a lezarashoz haszaggtil vagy

N-metil csoport. Egy erre a célra készitett segggharamal a protein adatbazis tipusu fajlt
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Gaussian stilusu input fajlra konvertaltuk, mely BER eftér atomtipusokat €s hozzajuk
tartozo parcialis toltéseket [111] rendelte az athinoz.

Kezdésnek két kiindulasi rendszert definidltunk la @ninosav egység alapjan. Az
egyik azA modell, amiben csak a Ser530 oldallanc és a Tyr385 oldglMalamint az ASA
molekula mozgéasa volt megengedett az optimalas alatodell tdbbi atomjanak koordinatai
a szamitds alatt rogzitve voltak a Gaussian progegm erre alkalmas funkciojaval. E
modellnek bel§ rétege csak az ASA-t, valamint a Ser530 és a ByedBinosavak oldallancat

tartalmazta, ezekre végeztink el a magasistaataz kvantummechanikai) szamitasokat.

6. abra: A: A homoldgia modellezés soranééllitott telles human COX-1 enzim ,new
cartoon” megjelenitéssel és attétgpld jeldléssel ennek alrendszere, melyet a sadokhoz
definialtunk.B: A 6A abran szerefilalrendszer kinagyitva, péalcika megjelenitéssdiali.
Ezen a modellen végeztik az ONIOM-tipusi QM/MM szasakat. Az ASA molekulat lila

szinnel, a relaxacio alatt is mozgd aminosavakdigpsilddel jeldltuk.

A masik rendszer 8 modell, amiben az Arg120, Phel198, Phe205, Phe209, Tyr348,
Val349, Leu352, Ser353, Phe381, Leu384, Tyr385, Tfp38Bhe518, Ille525, Leu534
aminosavak oldallancai, valamint a Ser530 és az A®fekula volt ‘aktiv’ a geometria-
optimalizalas alatt, mig a tobbi atom helyzete ftigzvolt (6B abra). Ennek a modellnek a
bels rétege az ASA molekulabdl, a teljes Ser530-b@dk&szitve az ezt megeb és kdved
aminosavak helyett a lezar6 acetil és N-metil cemp&al) és a Tyr385 aminosav

oldallancabal all (7A &bra).
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7. abra: A: A B modell bel§ rétege, amelyen magas s#intkvantummechanikai)
szamitasokat végeztink az ONIOM madszerrel. A k&hwelekula helyzete W1 és W2.

B: Négy reprezentativ tavolsag (d1-d4), melyeket ARA-COX reakcio stacionarius
pontjainak leirdsa soran figyelembe vettink.

A COX enzim belsejében taldlhaté szubsztrédildstatorna éisen hidroféb karaktere
ellenére a rontgenkrisztallografids szerkezet alagbfordulhat benne szerkezeti viz, lasd
példaul a 2ayl, 194g és leqg PDB azonositoju szet&ket [106], [112], [113]. Ezért a
szamitasokat olyan modelleken is elvégeztik, arkelggy vagy két vizmolekulat is
tartalmaznak a Ser530 kozelében. Feltételeztuky hgvizmolekuldk hozzajarulnak az
atmeneti allapot stabilizaldsdhoz vagy a Ser530péton transzferéhez (7A &bra). A B
modellt ezutan 4 alcsoportra bontottuk: B1 modellbeem szerepelt viz, a B2 és B3
modellekben egy-egy vizmolekula, mig a B4-ben mindkiz poziciot feltoltottik (W1 és
W2).

Szadmos ONIOM-tipusi QM/MM szamitast végeztlurdtectronic embedding
kozelitéssel kulonbdzszinti QM elméleti modszerekkel, kezdve a HF/6-3bGeigészen az
MP2/6-31G(d,p)-ig. Az A modellen végzett szamitasmak a potencialis energiafeltilet
feltérképezését szolgaltak a két Bedsordinata fliggvényében: az egyik a felszakadé3Xer
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Oy-Hy koétéstavolsaga, a masik a kégd Oy-C(ASA acetil szénatom) kotéstavolsag (7B.
abra, d3 és d4 tavolsagok). A potencialis enerljikgfieeldleges szerepe a Kdxbi atmeneti
allapot keresési szamitasok alapjaul szolgalé kgedmetria kivalasztasa volt.

A B1 modellen a HF, B3LYP és MP2 elméleti szinteke¥sziletek szamitasok,
kulonbo®d méreti bazisokat alkalmazva. A B1 modell esetében az £&%-1 komplex, az
atmeneti allapot és a ,termék” optimalt geometriditinden elméleti modszerrel
meghataroztuk. A zérusponti rezgési energiaval dZpoint vibration energy (ZPVE))
korrigalt energiaszinteket az MP2, HF/6-31+G(d,® B3LYP/6-31+G(d,p)kivételével
szintén kiszamitottuk minden médszerrel. Azoadi nyeregpontok Iétezésének és lokalis
energiaminimumok bizonyitékanak tekinthedz analitikusan szamitott egy vagy zérus
imaginarius frekvencia. A B2, B3 és B4 modellekealkcB3LYP szamitdsokat végeztink.

Annak felderitésére, hogy aminosavak rogzitéséndem hatasa van a megfeaiel
geometriakra és energiaértékekre, a B1-B4 modelleMdogidjara elkészitettiik a B1'-B4’
modelleket, melyeken agy végeztink B3LYP/6-31G(dansitdsokat, hogy kdzben végig
szabad, teljes mozgast biztositottunk a B-modelfeforolt aminosavakon tul a His90,
Val435, lle346, Tyr356, Leu360, lle523, Gly526, B¥Y, Pro528, Pheb529, Leu531
egységeknek, tovabba a Metl113, Valll6, Leull?,,ITBR06, Met522, Glu524 és Leu535
aminosavaknak csak a peptid kotéseit rogzitettik.

Az intermolekularis diszperzids kélcsdnhatasok digybe vételére azés B1'-B4’
modellekre a Grimme [114] altal a DFT szamitasokjmasolt B97-D funkcionalt [115]
hasznaltuk, 6-31G(d) bazissal. A B1-B4 szamitaspkHapest ezek sokkal tobb
optimalizacios |épést és emiatt tobb CPUstidgényelnek, raadasul nagyobb annak a
valbszirisége, hogy lokalis minimum csapdaba esik a ren@sm@nimalizalas soran.

A szamitasokat Gaussian '03 és Gaussian '09 szofivmaggal [116], [117]
végeztik. A megjelenitéshez a Molekel [118], Chan&r4 [119], VMD 1.9 [120], DPlot
[121] és az ESPript [122] szoftvercsomagokat hds#aA Bl, B2, B3 és B4 modellek
rendre 988, 991, 991 és 994 atombdl alltak, migva dlrendszer vizmolekula nélkul, egy
vizmolekulaval és két vizmolekula jelenlétében 58, illetve 62 atombdl éplltek fel. A

reakcio részletesebben elemzett geometria paragitéaerB abran jeloltik.
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5.2. Az antitrombin modellek elkészitése

5.2.1. Modell a dinamikai futashoz

A molekuladinamikai szimulacionk egyik alapjaul (kzimulacid) a protein
adatbazisban talalhaté 1e04ij@T szerkezet szolgalt [53]. Ebben a szerkezetbeatia s a
latens antitrombin formak egydtt kristdlyosodnak. Mésodik modell az haromszorosan
mutalt 1t1f PDB szerkezeten alapul, amelyben azndohomer formaban kristalyosodott ki,
és az RCL az AT felszinéhez képest Iényegeserd élatyzetben [60] lathato. Ekkor a nativ-
latens formak kozott az atalakulast a mesterségé®lVCys és Thr401Cys mutaciok, azaz Uj
diszulfid hid létrehozasa akadalyozta meg. A Cys3HF Cys401 aminosavakat a
modellinkben virtualisan visszaalakitottuk a vapus$il szekvenciara mig a Serl37Ala
mutaciot megtartottuk. Az utdbbi szerepe csupanhagy miatta az Asnl135 glikozilacioja
nem torténik meg, igy az aktivalfantitrombin van jelen a rendszerben. Ez megitélésiin
szerint nem befolyasolja érdemben a varhaté eregekén (2. szimulédcid). A harmadik
modellt a Serl37Ala/Val317Cys/Thr401Cys mutaciotalarazo (eredeti) 1tlf szerkezet
alapjan épitetttik (3. szimulacio).

A fentebb emlitett, protein adatbankban taldlhatditambin struktarak (PDB
azonosité: 1e04, 1t1f) hianyzé peptidszakaszalpdt, hogy teljes antitrombinon tudjunk
dinamikai szimulaciot futtatni. A révid N-terminalrégion és a hianyz6é C-terminalis Lys432
aminosav egységen kivil, hianyzott egy 10 aminadavosszabb peptid szekvencia is. Ez a
22-45 (1e04) és 25-36 (1t1f) kozotti szakasz kigdetendséggel bir, mivel ez a fehérje PS
[123] automatikus loop generald algoritmusaval, raig 1e04 szerkezetnél a Schrodinger
programcsomag [124] segitségével potoltuk. Utohkaniéapott loop szerkezet finomitasat a
PLOP [125] szoftverrel tettik meg, mely a Schrodimmodellezési csomagban elétheh
homologia modellezéssel kapott szerkezeteket ehBobicszoftverrel [108] elleémiztik.

Az elkészilt szerkezetek energia minimalizaciojaa AMBER '03 ebtér
alkalmazasaval [126], [127] a GROMACS szoftvercsggsd [128] végeztik. Az eredeti
rontgendiffrakcios strukturak szerkezeti vizmolékulmegtartottuk. A modelleket ezutén
(virtualisan) dodekaéder dobozba helyeztiik és aralluk. A doboz méretét agy allitottuk
be, hogy a doboz fala és a falhoz legkozelelblpestein atom kozotti tavolsag legalabb 12A
legyen az 1e04, és 15A az 1t1f modellnél. Az utGlbéket azért valasztottuk nagyobbra,

mert az 1tlf kompaktabb szerkdzemint az 1e04. A rendszereket neutralizaltuk és a
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fiziologias ioneésség (~0,15M) eléréséig Nas Cl ionokat adtunk hozzajuk. Egy rovid, 2
ns-ossimulated annealingeriddus alattiftottik fel a rendszert 310K-re. Ezt ko&enh 2000

ns produkciés dinamikat futtattunk allandé részesstm (N), allandé nyomas (P2R@) és
allando fbmérséklet (T=310K) mellett, peridédikus hatarfelie(PBC) és TIP3P [93] explicit
vizmodellt alkalmazva. A kozti elektrosztatikusaégan der Waals kolcsonhatasokra 10A cut-
off tavolsagot alkalmaztunk. A nagy hatotavolsatpkteosztatikus kélcsénhatas korrekciét a
Particle Mesh Ewald (PME) [95] mOdszer segitségér@imoltuk. A Bmérséklet csatolashoz
av-rescal€g88], a nyomas csatolashoz pedig a Berendsen atggst [87] hasznaltuk. Ahhoz,
hogy j6 eséllyel vizsgalni tudjuk a nagy l|épiékonformacios atmenetekhez tartozé
konforméciés ingadozédsokat, a szimulaciésinek elég nagynak kell lennie. Ezt
hatékonyabban érhetjik el, ha a szimuléci@éputéket hosszabbra valasztjuk. A virtudlis
atomi pozicio protokoll\jrtual sites protocgl egy alternativaja a témeg Ujraparticionalasi
modszernek, amelyet a szimulaciokban aiépték hosszanak novelésére hasznalnak ugy,
hogy a hidrogén atomok helyzetét a szomszédos awmak fliggvéenyeként definéljak
[129], [130]. Munké&nkban ezt alkalmazva mindegyziknsulaciondl 4 fs-ra tudtuk névelni az
idoléptéket. A harom rendszer mérete (N), beleértvetaalis pozicidkat is, rendre 85566,
88291 és 88165 részecskEmllt. A GROMACS szoftvercsomagot hasznaltuk mimde
szimulécidhoz és trajektoria analizishez. A fehé&gerkezet megjelenitése a VMD 1.9.1
szoftverrel [120] tortént.

Szamitottunk a Lange és Grubmdiller altal javasdlicdonds informacio (mutual
information, MI) alapu altalanositott korrelacidée(geral correlation) értékeket, amihez a
g_correlation segédprogram letdlthieta Max Plank Intézet EIméleti és Szamitasi Biofizika
Kutatocsoport honlapjardl [131], [132]. A szamitdzala frame-eket a trajektériabdl nyertik
ki, minden egyes nanoszekundum végégyet-egyet, 6sszesen 2000 db-ot.

A ProDy csomag [133] segitségévékdmponens analizis szamitasokat is végeztiink a
dinamikai trajektéria élbbi 2000 pillanatképét felhasznalva. Ehhez grafikierfészként a
VMD molekulagrafikai szoftver “normal mod” funkci#j (hormal mode wizadhasznaltuk.

A normal mod szamitasokhoz a kovariancia matrixatsgk a @ atomi elmozdulasokra
készitettlik el és csak a tiz legnagyobb amplitiddpzgast szamitottuk ki a szoftver alap
beallitasait hasznalva. Az allosztérikus Utvonalaka trajektoriabol nyert (fentebb emlitett)
pillanatképekbl szamitottuk ki a WISP program [134] segitségénadly szintén integralhato
volt a VMD grafikus csomagba. A Lyslldtta Ser380-ig tartd allosztérikus utvonal

szamitasat az aminosavak @omjaira, mint “csomopontokra” végeztik el. A WI8ontakt
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csomopont meghatarozasi hatarértéket 4.5A értdkrettlk be és 20 allosztérikus Gtvonalat
generaltattunk.

Ebben a munkaban éorban arra voltunk kivancsiak, hogy a nativ, sdabha
egyensulyi dinamikai tulajdonsagaiban hogyan ései@ egy késbbi konformacio
valtozasra vagy allosztérikus jeltovabbitasra utlldozdulasok. Ezért az altalunk vizsgalt
rendszerekre majdnem kizardlagosan egyensblyité forcé NPT dinamikai szimulaciokat
végeztink. Kivételt jelentett azoknak a kérdésekaakegvalaszolasa, hogy az 1tlf- és az
1e04 PDB szerkezeteketnek megiIRICL konformaciok Iétezhetnek-e egyutt oldat faarsb
és hogy ezek kozétt a konformacids allapotok kozéttetséges-e atmenet, melyekre
metadinamikai szimulacioval tettik kisérletet [135]

A metadinamikai szimulaciokat a PLUMED [136] és R@MACS szoftver-egyiittes
segitségeével végeztik. Kollektiv valtozokként (eclive variable, CV) egyrészt a Met251-
CA, a Glu255-CA és az RCL-t alkot6 Ala384-, Ser383386-, Ala387-, Val388-, Val389-,
és az 1le390-CA atomok tomegkdzéppontja altal liezAiget masrészt a Lys236- valamint a
Val388-, Val389- és az I11e390-CA atomok tomegkozépm kozott 166 tavolsagot
definialtuk. Minden CV-nél a Gauss potencial maggases szélessége egyforman 0,1 értékre
volt beallitva, a mértékegységuk pedig rendre kll/manométer és radian. 1000 MD
lépésenként 1 torzitd potencidl lett elhelyezverad tipusu 1t1f rendszeren végzett szimulaco
utols6 (egyensulyi) szerkezetdéhbnditottuk a metadinamikai szimulaciot. Ahhoz,gyo(az
altalunk hasznalt modell keretein beliil) kozel éggzezabadenergia fellletet nyerjink egy
ilyen nagy és flexibilis rendszerre, hatalmas st@snikapacitasra lenne szikség. Ezért az
eddigi eredményiinket, melyet az 1tlf és az 1e04 R@hformaciés allapotok kozotti
atmenetre kaptunk, csupan durva becslésnek kéatitési.

Az RCL pozicioja, mind a pentaszachariddal kompleképes nativ-latens dimer
komplexben, mind az AT-proteaz komplexben, sokkkbb hasonlit az 1e04 szerkezetben
taldlhatd RCL-re, mint az 1tlf-ben talalhatéra. Eza 1e04-re vonatkozd szimuldciot (1.
szimul&cio) tekintjuk el&dleges szimulaciénak és csak a karakterisztikusri@sagokra

és/vagy kulonbségekre fogunk kitérni a 2. és 3nslacio vonatkozasaban.
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6. Eredmények és diszkusszio

6.1. ASA-COX-1 eredmények

6.1.1. Homologia modellezés és dokkolas

Az aminosav azonossag a juh és human COX-1 szeiédkekoz6tt majdnem teljes
(tébb mint 90%), ami nagy valos#seggel azt jelenti, hogy a szarmaztatott szerkeziges
(8. abra). Kulonésen magas aminosav azonossagdéah@OX-1 katalitikus centrumnal és

annak kozelében. A juh szekvencia negyedik poZbai egy GIn delécio lathato (8. abra).
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8. abra: A juh és human COX-1 enzimek szekvencia egyeZ&s@bran lathaté masodlagos
szerkezeti elemeket a juh COX-1 rontgendiffrakapsrkezetéll adodtak. AB-redsk nyillal,
mig a helikdlis szerkezeti elemek rugo-fizetoléssel lathatdak az abran.

Ez a kilonbség a human és a juh enzimek kozott az askak, hogy human
szekvencia szamozasadééth poziciotdl a juh szekvenciatdl eggyel eltér. (ph: Ser530,
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human: Ser529). Ahogy ez a COX enzimek szerkeaeatilinanyaiban megszokott, mi is
kovetni fogjuk a juh COX-1 szamozast.

Az aszpirinnak a human COX-1 aktiv helyére valdlad&saval nyert legstabilabb és
a leggyakoribb konformere egy olyan komplexhezotaki amely geometriajat tekintve

alkalmas arra, hogy a reakci6 soron kovetikdépése bekovetkezzen (9. abra).
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9. abra: A human COX-1-ASA dokkolassal nyert konforméacidiesgia szerinti szazalékos
megoszlasa (AutoDock 4.0 szoftver) és a legstabikdzpirin konformer helyzete, illetve a
reakcioban résztvévatomok tavolsaga Angstromben.

Ebben a pozicibban a Ser539 &omja egy nukleofil tamadashoz elég kézel van az
ASA acetil csoportjdnak karbonil szénatomjahoz, mi§er530 K kozel helyezkedik el a
karboxilat csoport oxigénjéhez, amely segit a S@i6G8 atomhoz kapcsol6odé H atomnak a

tavozasban. Meg kell emliteni, hogy azonos modaom, ettés paraméterekkel véegzett
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dokkolas eredményeként egy olasz munkacsoportd@@JASA — Arg120 ion-parhoz tartozé
poziciot talalt legstabilabbnak. Valéstieg mindkét emlitett pozicio jelefg statisztikali

V4

mig az altalunk talalt konformer az atészterezmkeciohoz szikséges.

6.1.2. Potencialis energia fellletek

Az egyszeitbb modell esetében (A modell), a Ser530-OC (ASA acetil karbonil) és
Ser530 H — Ser530 @ tavolsagok fuggvényében felvett, kilénboelméleti modszerrel
kapott potencidlis energia fellletek azt mutatf&@gy a reakcié mindegyik ONIOM QM/MM
szamitas szerint csupan egy nyeregponttal jelleet@z{10A-C abrak). A nyeregpontok
hozzavetleges helyzetét 'x-szel jeloltik a fellleteken. potencialis energia fellletek
ugyanakkor kissé kiloénbdznek egymastol. A B3LYP/&RI):AMBER médszerrel szamitott
felllet esetében viszonylagikzvolgy vezet a nyeregponthoz. Sem a HF/6-31G(d)B&ER
sem a MP2/6-31G(d):AMBER felllet nem hasonlit ehhdincs jele egy jol elkilonithét
reakcio-lepesnek, melyben az Oxigén atom K protonjanak az ASA karboxilat csoportjara
tortérs transzferét vagy az yOatomnak az ASA karbonil szénatomjara inditott eokl
tamadasat kulon lathatnank. A potencialfellletelpjn az atmeneti allapotot (transition state
(TS)) egy viszonylag révid ©— Hy tavolsag jellemzi. A fellletek a nyeregpontnalgya
annak kbézelében nagyon laposnahrtek. Ez azt jelenti, hogy nagyon kis perturbacigagy
valtozast okozhat az atmeneti allapot helyzetéb&n potencialfeliletek alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy az ASA, amikor nem kovalerdglon kéddik a COX-1 enzimhez,
jelentbs energiagat atlépése nélkll viszonylag szabadarogpdgy a karbonil szénatomja

kénnyen megkdzelitheti a Ser53¢ @&omjat és megtorténhet a nukleofil tamadas.
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10. &bra; Az ONIOM (HF/6-31G(d):AMBER) 4), ONIOM (B3LYP/6-31G(d):AMBER)
(B) és az ONIOM (MP2/6-31G(d):AMBERX) potencidlis energia fellletek a Ser539-©
Ser530 K és az Ser530 ¥— C (ASA acetil karbonil) tavolsagok fuggvenyébeh.
nyeregpontok hozzavgeges helyzetét 'x’-szel jeldltik a fellleteken.

6.1.3. Geometria paraméterek

A 11A-C abran a B1 modellre a dokkolt poziciob@pmetria-optimalas utan kapott
ASA-COX-1 komplex reakcido centruma, az atmeneta@dt és az acetilalt COX-1 —
szalicilsav komplex lathatd. A harom szerkezeteresail a Ser530 Hés az ASA karboxil
csoportjanak egyik oxigén atomja kozotti karakidikas hidrogén-kotés tavolsag valtozaséat
kovethetjiuk (d1 tavolsag, lasd a 7B abran és 1azakban). Az ASA-COX-1 komplexben a
Hy proton az altalunk alkalmazott minden elméleti sgmt szerint az © atomhoz
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kapcsolodik (d4 tavolsag, lasd a 7B abran). A kaillszén és a fenolos oxigén kozotti kotés
az Ujonnan képms kotés (d3 tavolsag, lasd 7B abra) hidatomjai kKbtolsag 3.5 A kordl
van; ez az érték csak kis meértékben fligg az alkedth® M/MM mobdszeiil. Ez egy kicsit
hosszu a kovetkéz reakcidlépés (nukleofil tamadas) indithsahoz, depdaencialis
energiafellletek tanulmanyozéasa soran lathattugy H@zeledésiik kis energiabefektetéssel
megvaldsithaté folyamat.

11. abra: Reprezentativ példak az ASA, a Tyr385 és a Sehedfretére: az ASA-COX-1
komplex rendszerA), az atmeneti allapoB| és az acetilalt COX-1 és a szalicilsav termék

(C) geometria.

Ami az atmeneti allapot geometriai paraméteredtiil{7B és 11B abrak) érdemes
megfigyelni, hogy a Ser530y+proton — ASA karboxil O tavolsagok kozel vannakamal
O-H kotéstavolsagokhoz, mig a Ser53p HOy tavolsagok sokkal hosszabbak. Ugpik,
mintha a proton transzfer me§ehé az O-C koétés kialakulasat. Az Gjonnan kélpzO-C
kotéstavolsagok 1,7-1,9 A tartomanyban vannak. Aisbé&zett hatasat vizsgalva azt
tapasztaljuk, hogy a geometria paraméterekre kfsly@suk van. A fenolos O — acetil
karbonil C kétés az atmeneti allapotban jedeah nyujtott helyzetben talalhatd, mivel ennek
a kotésnek a felhasadasa szikséges az acetikdit kgpzidésehez.

A termékre vonatkozoan (7B és 11C abrak) kulondséggelhettk meg a geometria

paraméterekben (Ser530yH Ser530 @ és fenolos O — acetil karbonil C tavolsag) az
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atmeneti allapot> szalicilsav reakciokoordinata mentén. Mig az MBansitasok szerint a
szalicilsav mérsékelten tavolodik a reakcié centdlmaddig a HF modszer jeléisebb
eltavolodast valosziisit (kivéve a 6-31G bazist). A 6-31G(d) és 6-31@)hazis szettek
hasznalataval a rontgendiffrakciés szerkezethezyamaghasonld geometriat kaptunk a
termékre [26]. A B3LYP mddszerrel szamolt tavolddgokét masik modszerrel kapottak
kozott helyezkednek el. Fontos megjegyezni, hogyaamedfigyelés, hogy a proton a
szalicilsav egyik karboxil oxigénjén taldlhato, reggezik egy kordbban sziiletett modellezési
tanulmannyal [39]. Az elIméleti megfontolasok édseketi tapasztalatok [26] is arra utalnak,
hogy a hidrogénnek a fenolos oxigénre kell vandweolA proton athelygrését a fenolos O-
re energiagat vagy ténylegesen magasabb energépoxlat tautomer akadalyozhatja. Ez
utdbbit sem lehet kizarni, mert a fehérje belsajélog elektrosztatikus mézaltalaban
inhomogén, és az a tény, hogy SCC-DFTB QM modszkiveklezett QM/MM dinamikai
szimulacioban a proton a karboxilat csoporton nmtafaél] szintén ebbe az iranyba mutat.
Annak a lehdiségnek a kizardsara, hogy az eredmény csak az FIB-Dnddszer
miterméke, a két izolalt tautomert B3LYP/6-31G(d) m@elrel Gjra optimaltdk és ugy a

fenolos format talaltak stabilabbnak.

6.1.4. Aktivacios energiak

A Bl modell esetében ONIOM tipusut QM/MM szamitasakkapott atmeneti
allapotok eredményeit foglalja 6ssze az 1. tAbl&aantummechanikai (magas) szinten HF
szamitdsokat alkalmazva az aktivacios energidkz aza ASA-COX-1 komplex &tmeneti
allapot modellek kozoétti energia kilénbségek renaiggasabbak, mint amelyeket B3LYP
siraségfunkcional vagy MP2 mddszerrel kaptunk. Ez nenglepd, mivel a HF mddszer
figyelmen kivil hagyja a korrelacidos energiat, aményegesen nagyobb az atmeneti
allapotokban, mint ,normal” kétési korulmények kdtzfr2], [137], [138]. Az alkalmazott
bazis szett hatasa kevesebb jéls@ggel bir, kivéve, ha a nem-hidrogén atomhoz pdleids
fuggvényt adunk. Ha a ZPVE korrekciot is figyelembesszik az aktivaciés energia
szamitasanal, akkor alacsonyabb értékeket kapuek,a dkorrekcié nagysaga fligg az

alkalmazott elméleti szirik
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1. tAblazat: Reprezentativ d1, d2, d3 és d4 tavolsagok (lagi2) [A] és relativ energia értékek [kcal/moBtacionarius pontokban az ASA-
COX-1 reakcié B1 modellje alapjan, kulontoelméleti szinteken szamolva. A TS-komplex (ASA-COXomplex) és TS-termék (szalicilsav-

komplex és acetilalt-COX-1) aktivacios energiak egheleb elére és visszafelé reakciokhoz. A ZPVE korrekcioskék is fel vannak tiintetve.

ASA-COX-1 komplex ASA-COX-1TS SA-Acetil-COX-1 TS-komplex TS-termék
. - TS-C TS-P
Modszer béazis dl d2 d3 d4 dl d2 d3 d4 dl d2 d3 d4 TS-C ZPVE TS-P ZPVE
HF 6-31G 1.735 1.349 3522 0968 1.091 1.444 1.775 091.30.993 4.333 1.335 3.284 32.92 30.32 44.34 43.27
6-31G(d) 1.806 1.328 3526 0.960 0.995 1417 1.872603 0.986 7.212 1.323 6.202 40.16 39.48 59.89 60.48
6-31G(d,p) 1.809 1.328 3521 0.956 1.002 1.415 4.811.529 0.987 7.206 1.323 6.216 40.01 39.12 60.11 60.50
6-31+G(d,p) 1.847 1329 3526 0955 1.006 1.417 21.8 1.513 0.985 7.168 1.322 6.1714259 41.70 64.18 64.57
B3LYP 6-31G 1.638 1376 3.446 1.044 1.086 1536 1.740 721.31.071 4.536 1.357 3.654 18.59 17.13 34.78 35.16
6-31G(d) 1.699 1.352 3476 0991 1.055 1.479 1.790448 1.040 5.333 1.341 4.372 24.35 22.21 40.01 39.77
6-31G(d,p) 1.682 1.352 3467 0.990 1.052 1.495 6.731.433 1.052 5.083 1.340 4.180 23.77 21.28 39.80 39.24
6-31+G(d,p) 1.725 1.354 3.456 0.986 1.054 1513 04.7 1.434 1.090 6.965 1.347 6.236 27.05 2456 5094 50.3¢
MP2 6-31G 1.713 1.399 3.395 1.001 1.089 1.552 1.807 071.4 1.057 4.699 1.378 3.728 22.74 2025 3230 31.74
6-31G(d) 1.708 1.358 3.368 0.992 1.095 1470 1.800L370 1.050 3.989 1.345 2.978 2431 21.8% 3447 33971
6-31G(d,p) 1.664 1359 3.313 0.987 1.076 1.481 2.751.372 1.062 3.888 1.346 2.927 23.42 20934 3363 33.07

"HF/6-31G(d,p) elméleti szinten szamolt ZPVE-velriglt killénbség
*B3LYP/6-31G(d,p) elméleti szinten szamolt ZPVE-keirigalt killonbség
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Az ASA-COX-1 komplex, illetve a szalicilsav-acetilaCOX-1 komplex koz6tti
energiakllonbséget szintén kiszamoltuk. Ahogy atdblazatban is lathatd, fuggetlenil a
szamitashoz hasznalt médsékra termék mindig Iényegesen alacsonyabb energagaz
sokkal stabilabb, mint az ASA-COX-1 komplex, ezé&t inverz reakcio-Utvonalak
elhanyagolhato valosZieédiek. Ez a tapasztalat 6sszhangban van a gatlasi meches
irreverzibilis jellegével [16], [139], valamint akbbi modellezési eredményekkel [39].

Az aktivacios energidra nem talaltunk kisérleteket a szakirodalomban. Tosco és
munkatarsai kimutattak, hogy a QM/MM tipusu szamiéalmazasa soran az SCC-DFTB
QM modszer valészitleg alabecsuli az aktivalasi energiat. A B3LYP/658d) korrekcio
hasznalataval szamolt SCC-DFTB potencialis enerdidett ~10 kcal/mol aktivaciés energia
értéket valoszifsitett [39]. Mi a firiségfunkcional modszerrel és MP2 elméleti szinten is
viszonylag magasabb, ~20-22 kcal/mol korili ZPVE kit aktivacidés energia értekeket
kaptunk. Ennek az eltérésnek a szamitasokhoz hasuodkllek kozotti kilonbség lehet az
oka. A mi célunk ugyanis az volt, hogy meghatdrbzar egzakt atmeneti &allapot
geometrigjat kulonbdz szinti elméleti mddszerekkel, s ehhez csak a COX-1 abzardt
engedtik mozogni a geometria optimalas soran. T@&scanunkatarsai az atészterezeési
reakciot ugy modellezték, hogy egy sokkal inkablzdtiio QM modszert hasznaltak a
QM/MM szamitasokhoz, amely viszont lebwt tette, hogy a teljes ASA-COX-1 rendszer

részt vegyen a dinamikai szimulaciéban.

6.1.5. Imaginarius rezgések

Minden esetben csak egy imaginarius frekvenciatutdpaz atmeneti allapotra, az
0sszes ASA-COX-1 és szalicilsav-acetilalt COX-1 kber geometriakra pedig csak pozitiv
frekvencia-értékek adodtak. Az imaginarius frekvéhoz tartozé normal méd (12. abra) azt
mutatja, hogy a proton mozgasa a Ser53@siaz ASA karboxilat oxigén atomja kdzott és a
kotés kialakulasa a Ser530 @s ASA acetil csoportjan I&karbonil szénatom kozoéttdsen
csatolt, ugyanabban az elemi lépésben torténik megg ha nem is teljesen szinkron
folyamatban. Tekintettel arra, hogy az atmeneap@tban a K proton vandorlasa az ASA
karboxil csoportjara mar majdnem teljesen megtikiéez egy érdekes eredménynek
mondhato.
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12. &bra: Az atmeneti allapotban ONIOM (B3LYP/6-31G(d):AMBER}inten szamitott
imaginarius frekvenciahoz tartozo rezgési mod. AAfacetil karbonil szénatomja, a Ser530
Oy és a Ser530 Hatomok rendre C, Dés H jeldléssel, a vibracios rezgések halvanykék
nyillal jeldlve lathatéak. Az abrA ésB része a reakciokoordinataed és visszafelé iranyat
mutatja be.

6.1.6. A tetraéderes intermedier létezése

Egy masik fontos kérdés, hogy létezhet-e az Ugyrsivdetraéderes intermedier.
Ebben az esetben egy lokalis minimumnak kell lenpotencialis energia fellleten, amely
egy mar kialakult @C (ASA-karbonil) koétéshez és egy ezzel egyuttzétéenolos O-C
(ASA-karbonil) kétéshez tartozik. Minden igyekezdtiellenére ezt az intermediert nem
sikertlt megtalalnunk. Ezek utdn geomeriai optiredkat végeztiink az atmeneti allapothoz
kozeli, de mar azon tdli, a feltételezett tetraédentermedier iranyaba mutaté geometriakbol
kiindulva. Az optimalasok nem a koztitermékhez, drankivétel nélkil a termékekhez
vezettek. Bar ez nem egy egzakt bizonyitéka anmaigy nem létezik a tetraéderes
intermedier, de azt val6sdisiti, hogy termék oldalon nincs olyan energiaganely
megakadalyozna a termék képesét és egy koztes allapotot (tetraéderes intéemed

stabilizalna.
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6.1.7. A negativ toltés helye a szalicilsav molekul  &n

Azt talaltuk (lasd 6.1.3 fejezet), hogy az atészési reakcio befejezése utan a Ser530
Hy protonja az ujonnan képdott szalicilsav karboxilat oxigénjéhez kapcsoldédikvizben
kozel semleges a pH, igy a protonnak inkabb a éenokigénen kellene elhelyezkedni, sem
mint a karboxilat oxigénen [140]. Ugyanez volt \a@d az altalunk vizsgalt rendszernél is.
Mivel a fehérje (COX-1) belsejében elektrosztatikieset az atomok parcialis toltései
inhomogénné tehetik, igy a proton helyzetérézetiesen nem kovetkeztethetiink teljes
bizonyossaggal. Ezért relaxalt potencialis energikersnelést végeztink, ahol a proton
pozicidjat a karboxilat oxigén atom és a fenologén atom kozott 0,05 Angstroménként
valtoztattuk. A potencialis energiagorbét B3LYP/B=4d):AMBER szinten szamoltuk (13.

abra).
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13. &bra: Potencialis energia grafikon, a proton — szabsilfenolos oxigén tavolsag
fuggvényében a termék geometrianal. A szamitas ONIB3LYP/6-31G(d):AMBER)

elméleti szinten késziilt.
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A fehérje elektrosztatikus mezejét itt is alectronic embeddingnddszerrel vettik
figyelembe, ahogyan korabban is tettik. A 13. &mh mutatja, hogy a proton inkabb a
fenolos oxigénhez kétik, bar az energia nyereség nem kulonésebben wadgitételezett
energiagat, amely a karboxil oxigénre toétarandorlast gatolnd nagyon alacsony, kisebb,

mint 0,5 kcal/mol. Ezt az akadalyt a termikus mozgdsgyszheti.

6.1.8. A vizmolekulak lehetséges hatasa a reakciéra

Ahogy mar emlitettiik, a rontgendiffrakciés szerkekealapjan strukturalis viz
eléfordulhat a COX-1 szubsztratkibhelyén. Ez felveti a kérdést, hogy az ASA vajonyhag
szabadon helyet a vizmolekulanak (vagy vizmoleldék a hidroféb csatornaban, és ha
igen, akkor hogyan befolyasolja mindez a reakciéchmaizmuséat és/vagy az aktivalasi
energiat? A kérdések megvalaszolasahoz szamitaséyertiink a B2, B3 és B4 modelleken.
Ezeknél a futasoknal az ONIOM szamitasok QM részétmak B3LYP modszert, de
kulonbo® bazisokat hasznaltunk. Az eredményeket a 2. tatilam foglaltuk 6ssze.

A B2 modellben a vizmolekula olyan pozicidoban aogy hidrogén-kotést létesithet
az Oy atommal, ezért azt varjuk, hogy edsagitheti a proton transzfert az-@l az ASA
karboxilat csoportjara (7A abra, W1 viz). Annalealtre, hogy az ©rél kdnnyebb a proton
transzfer, az aktivacios energia megkoatdd hasonlo marad (vagy a 6-31G bazist
alkalmazva egy kicsit magasabb) ahhoz képest, ammikws jelen vizmolekula a szamitas
soran (B1 modell). Az egyik lehetséges magyaramat &, hogy az atmeneti allapotban a
proton szinte teljesen atkerult az ASA karboxilwmortjara, még a B1 modellnél is. A viz és
a Serb530 @ kozott kialakuld 0) H-kotés nagyon kis mértékbéru] hozza a folyamathoz.
Még ez a kis hozzajarulas is kompenzalhatd, ugyani$-kotott vizmolekula csokkenti a
Ser530 @ nukleofilicitdsat, amely az aktivalasi energiankéstéki ndvekedését okozhatja.
Az atmeneti allapotban a Sery G Hy kotéshossz nagyobb, mint a B1 modell esetén. A
szamitasok azt mutatjak ugyanakkor, hogy ez a Vigkata nem befolyasolja jelefgen az

ASA-COX-1 nemkdd komplex geometriai paramétereit (2. tablazat).
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2. tablazat: Az ASA-COX-1 komplex B2, B3 és B4 modellrendszexeszamolt reprezentativ d1, d2, d3 és d4 tavolsélgsd 7.
abra) [A] és relativ energia értékek [kcal/mol], yeiet B3LYP DFT modszerrel, killbnb®zbézis szettek alkalmazésaval
szamitottunk. Az aktivaciés energiat, mint az atetedllapot (TS) energiajanak és az ASA-COX-1 kamp(C) energianak a

kulonbségét valamint ennek a ZPVE korrigalt értékéhegadtuk.

ASA-COX-1 komplex ASA-COX-1TS TS-C TS-C

rendszer bazis di d2 d3 da di d2 d3 d4 ZPVE
6-31G 1.560 1.379 3.433 1.016 1.200 1.531 1.730 1.400 25.02 22.01

B2 6-31G(d) 1.622 1.354 3.462 1.001 1.006 1.513 1.756 1.677 24.18 23.44
6-31G(d,p) 1.591 1.354 3.449 1.001 1.003 1.531 1.708 1.656 24.41 23.61

6-31G 1.664 1.367 3.546 1.003 1.111 1.495 1.777 1.327 18.42 16.80

B3 6-31G(d) 1.723 1.344 3.546 0.990 1.072 1.449 1.831 1.409 24.63 22.80
6-31G(d,p) 1.712 1.344 3.542 0.988 1.069 1.460 1.780 1.398 24.02 22.36

6-31G 1.590 1.370 3.565 1.013 1.029 1.533 1.720 1.550 20.48 19.44

B4 6-31G(d) 1.655 1.346 3.555 1.013 1.015 1.471 1.801 1.613 24.16 23.19
6-31G(d,p) 1.632 1.346 3.550 0.997 1.013 1.484 1.746 1.591 24.28 23.27
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A B3 modellben a vizmolekula egy olyan poziciot l&bgel, amelyben H-kotést
képezhet az ASA acetil-csoportjanak karbonil oxjgeal (7A abra, W2 vizmolekula). Azt
feltételezzik, hogy az &tmeneti allapot egy teteaesl intermedierhez hasonlit, a plusz H-
kotés pedig stabilizalja az atmeneti allapotot. Asdnlé H-kotésben résztveviyr385s
aminosav jelenléte alapwefontossagu az ASA-COX-1 atészterezési reakcioBanHzt a
hipotézist nem sikerilt szamitasokkal alatamasZfartablazat). Azt talaltuk, hogy a H-kotés
stabilizalé hatdsa az atmeneti allapot energi&@érgeometrigjara elenyészolt. A fentebbi
eredményekhez hasonléan, a B4-es modellben kéblgékoiaval betdltve mindkét korabban
emlitett poziciét, sem az atmeneti allapot geo@@ira, sem az aktivacios energiara nem

tapasztaltunk jeleis hatast.

6.1.9. A kib évitett geometriai optiméalas hatésa és a diszperzié korrigalt

siriségfunkcional

A Bl', B2’, B3’ és B4’ modellek B3LYP/6-31G(d) optimalasat azergesik el,
hogy megvizsgaljuk, hogyan befolyasoljakibévitett, szabad mozgéassal biaminosavak
relaxacidja az ékéekben részletezett eredményekekkor az optimélas sordan a B1'-B4’
rendszerek jéval nagyobb alrendszere mozoghataliasion, mint a B1-B4 rendszereknél.

A 3. tablazatban szerépB3LYP/6-31G(d) értékeket dsszehasonlitva az R.és
tablazat megfelél eredményeivel, egyértelran latszik,hogy a kildvitett geometriai
valtozék optimalasa nem valtoztat jelésdn sem a reprezentativ valtozok értékein, sem
pedig a reakcid aktivalasi energiagatjissé mas helyzet figyelh&meg, mikor a B97-

D funkcional eredményeit hasonlitjuk 6ssze a B3le¥Réleti szinttel. A B97-D modszer
szignifikAnsan alacsonyabb 3-4 kcal/mol) aktivalasi energia értéket valégsity mint a
B3LYP. A megfeled geometriai paraméterek megledsin hasonléak, kivéve a d4
értékeket, amelyekre a B97-D 6itként |ényegesen magasabb értéket ad. Ez a
megfigyelés alatdmasztja azt a jol ismert ténygyha DFT energia szamitas esetében a
diszperzidés koélcsonhatasok nem elhanyagolhatéalB1AB4’ rendszereken végzett
ONIOM (B3LYP/6-31G(d):AMBER és B97D/6-31G(d):AMBER}zamitasokkal is
kisérletet tettink arra, hogy a potencialis enéefiileten taldljunk tetraéderes

intermedierhez tartozé lokdalis energia minimumokat.
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3. tablazat: Az ASA-COX-1 komplex B1’, B2’, B3’ és B4’ modellendszereire szamolt reprezentativ d1, d2, d3 daudsagok
(lasd 7. abra) [A] és relativ energia értékek [koal], melyeket B3LYP és B97-D DFT modszerekkel&é381G(d) bazis szettek
alkalmazasaval szamitottunk. Az aktivaciés energraht az atmeneti allapot (TS) energiajanak éA8A-COX-1 komplex (C)

energianak a kulonbségét, valamint ennek a ZPVEdar értékeét is megadtuk.

ASA-COX-1 komplex ASA-COX-1TS rec Ts-C
rendszer bazis di d2 d3 d4 di d2 d3 d4 ZPVE

B Bgtéi’d’?' 1.694 1.352 3.514 0.992 1.058 1.466 1.823 1.448  23.89 22.05
B’ 53?17(';%‘;' 1.669 1.362 3.312 0.999 1.042 1515 1.787 1526 2017 19.00
B2’ Bg'iézf' 1.616 1.354 3.507 1.002 1.007 1.492 1.800 1683  23.31 22.41
B2’ 53?17(';%‘;' 1578 1.365 3.303 1.013 1.003 1.547 1.778 1769  19.06 18.55
B3’ Bg'iézf' 1.715 1.345 3.629 0.991 1.068 1.442 1.849 1.422 25.2 23.30
B3’ 53?17(';%‘;' 1.708 1.353 3.451 0.997 1.046 1.481 1.808 1515  21.16 20.21
B4’ Bg'iézf' 1.650 1.357 4.011 1.004 1.012 1.463 1.821 1.640  24.78 23.78
B4 5517('3%‘)3' 1.621 1.355 3.464 1.008 1.004 1513 1.766 1743 20.02 19.59
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Az optimalasok soran az atmeneti allapot geometgétik alapul, de &er530 H
atomot a Ser530©@Hy szakasz mentén azy@®agy a H-O(ASA-karboxilat) szakasz mentén
az O(ASA-karboxilat) irAnyaba a tavolsag egy tizedidoltuk el. Az igy indul6 geometriai
optimalas ezekll a pontokbol kivétel nélkil a reaktansok vagy amtekek geometriait

eredményezte. Tetraéderes intermediernek megfgéeimetriat nem talaltunk.
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- {ASA +COX-1) -7 ) b
M ~ Termékek
“[SA +Ac-CON-1)
:_‘..

Reakcio koordinita

14. abra: Az ASA-COX-1 atészterezési reakcié sematikus abdésa az altalunk végzett
szamitasok alapjan. Az atészterezési reakcio egmielépésben jatszddik le, ahol egy

atmeneti allapot koti 6ssze a reagenseket és @kekmat.

Ez az észrevétel medsiti azt is, hogy az elsendi atmeneti allapot 6sszekéti a
kezdeti ASA-COX-1 komplexet az acetilalt-COX-1:3eddav termékekkel és tovabbi
igazolast ad arra nézve, hogy nem létezik a tetr@sdntermedier-sziekoztitermék.

Az eredményeket vazlatosan a 14. abran lathatdo mtedet 6sszefoglalni. Eis
[épésként az ASA megkozeliti a COX-1 szubsztrétkidtregét, nem kovalens
kdlcsdnhatasokat alakit ki és egy j6l meghatardamtiplexet alkot a COX-1 enzimmel.
Mig az orientacié kialakitasaban nagy valogézéggel az Arg120, addig a nem kovalens
kdlcsdnhatas kialakitasaban a Tyr385 jatszik kolusissagu szerepet. Ezt a kezdeti
komplexet tekinthetjik reaktansoknak (14. abra).

Ebben a komplexben az ASA acetil karbonil szénadgoatyan helyzetben van,

hogy a Ser530 Ptamadast tud inditani felé. Ez vezet az atmenlep@t szerkezethez,
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ahogy ez az abran is lathat& Atmeneti allapotban a C (acetil karbonil szénytddy és

az O (ASA-karboxilat) - K kotés kialakulasa, valamint a Ser53@ Gly kotés és a C (acetil
karbonil szénatom) - O (ASA fenolos) kotés felha@sadegy elemi |épésben jatszodik le.
Meg kell jegyezni, hogy ez nem jelenti azt, hodyoeesek felhasadasa és kégese teljesen
szinkron folyamat lenne. Szamitasaink szerint példaHy vandorlas megékti a C (acetil
karbonil szénatom) - ©kotés kialakuldsat. Tovabbi &tmeneti allapot é®ztitermék nem
alakul ki, ez az atmeneti llapot vezet a terméiégidéséhez, amelyben g lgroton még
mindig a szalicilsav karboxilat oxigénjén talalha® Hy proton kénnyen atvandorol a
karboxilat csoport oxigénjér a fenolos oxigénre. Ez a folyamat mar nem latheatd4.

abran.

6.2. Antitrombin eredmények

6.2.1. Homologia modellezés

Az 1e04 és 1tlf protein adatbankbol letoltott seeeteiben hianyzo
peptidszakaszokat a Modeller, valamint a Schrodirggmftvercsomagban elériePrime
modul segitségével potoltuk. A Procheck szoftveeltdnsrizve a generdlt szerkezeteket a
tiltott régidban nem talaltunk nem-glicip-y diéderes szodgparokat, illetve még azok az
ertékparok is, melyek a “nagyvonalian megengedmtornanyba” (generously allowed
regions)estek, kdzel voltak a “megengedett”-hez. Meg kelyanakkor emliteniink, hogy a
rontgendiffrakcios szerkezetek nem-feloldott N-terélis régiodiban 1é¢ szekvencia
hosszusaga miatt (ez a szakasz egyetlen rontgekdifbs felvételen sem lathato), nagy
valosziriséggel tobb kilénbézloop konformacio egyuttesen létezhet. Ez azt jelaogy az

altalunk eballitott loop szerkezet csak egy a szamos tetdet kdzul.

6.2.2. Molekuladinamikai szimulaciok

Az altalunk kivitelezett 2 mikroszekundumos dinaaigzimulacids iéintervallum
nem elegendl a nativ— latens &tmenet vagy akar az antitrombin aktivaoapfigyelésehez,
mivel ezek ritka eseménynek mondhatok ezen aésk@an. Mindazonaltal mas
molekuladinamikai tulajdonsagok kinyertiek a trajektoriakbdl. llyenek pl. a loop

konformacios flexibiltas, konformacidegadozasok nagysaga (rmsf) vagy a proteinek egyes
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régioi kozotti korreldlt mozgasok. Ezen tulajdondagalapjan értékes informacidkat
kaphatunk a konformécios atmenetek kezdeti szakaszgy az allosztrérikus Utvonalak
létezésére.

A teljes energiat az éfuiggvényében abrazolva megfigyeliyehogy a meglehésen
révid, 2 nssimulated annealindelfiitési szakaszt kovén a rendszer mar j0 kozelitéssel
egyensulyba kerllt (15. abra). Mikozben az enemgmilozasok figyelemre méltéak (+4000
kJ/mol kozottiek, a szimulaciés dobozban dlémagy részecskeszam és végeskadii
integralasnak koszontéen), a futd, 10 ns &éartamra atlagolt értékek azt mutatjak, hogy a
telies energia kozel allanddé és a szimulacid méasdeiel az energiaértékekben
gyakorlatilag nincs allandé irdnyad mozgéas sem é&feém felfelé. Kijelenthetjik tehat, hogy a

szimul&ciok energetikai szempontbdl konvergaltak.

19.2¢405 : : : : : :

29226405 i

-9.24e+05

-9.26¢405

9.28¢+05 |
9.3¢+05 [

-9.32¢+05 ' ' : ' ' '
-9.5¢+05 '
[

-9.52e+05
-9.54e+05
-9.56e+05
-9.58e+05 [

-9.6e+05

1E04

(kJ/mol)

|
ITIF-W

(kJ/mol)

-9.5e+05
-9.52e+05
-9.54e+05
-9.56e+05
-9.58e+05

-9.6e+05
-9.62e+05 | | | 1 | |

0 5e+05 le+06 1.5e+06 2e+06
1d6 (ps)

ITI1F-
Val317Cys &
Thr401Cys

(kJ/mol)

15. abra: A telles GROMACS energia az ddfuggvenyében. A molekuladinamikai
szimulaciokat kulonbdz (1e04 és 1tlf PDB) konformaciés allapotbandsl@ntitrombinra
végeztik. Az utébbi szerkezet esetében mind a vamisd (1tlf-w), mind a
Val317Cys/Thr401Cys diszulfid hidat tartalmazé médegsgaltuk.
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Konforméciés szempontbol hasonlo konklizio megfogalasa sokkal problémasabb,
mert az ilyen nagymértproteinek szadmos konformacios allapotot tdlthetbek és ezek
kozott a dinamikai trajektoridkban folyamatos ateteR varhatéak. llyen esetben valamilyen
konformacioval dsszefuggtulajdonsag, pl. a referencia szerkedettlo eltérés idfiggése

jelezheti a konformacio-valtozasokat vagy éppenravkrgenciat [141].
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6.2.3. Masodlagos szerkezetek ésid 6beli valtozasuk

A nativ AT masodlagos szerkezeti elemeingibali valtozasat a DSSP szoftver [142]
segitségével a dinamikai trajektériabol nyertik.18. abra fuggleges tengelyén az AT
aminosav egységei szerepelnek, a vizszintes tamaly id talalhato us |éptékben. Az egyes
aminosav egységekhez tartozé masodlagos szerlaeatek szinkdddal vannak jeldlve. A
szinkdd idbeli valtozasan keresztul kovethetjik az adott asamat érirhk masodlagos
szerkezet megvaltozasat. Lathatd, hogy ezek a eszsiik elemek viszonylag stabilak,
nincsenek példaul felboml6 helikalis va@yreds elemek, illetve hasonlo tipusa Uj elemek
sem képéadnek. Ez 6sszhangban van az AT masodlagos szerkeleetieinek allandé
jellegével, annak ellenére, hogy pl. a nativ forteanodinamikailag instabil. Bizonyos
régiokban a masodlagos szerkezeti elemek kiseliilitgtst mutatnak az elért szimulacios
iddintervallum alatt és néhany bélsitalakulas is végbe megy koztik. Ez utdbbi jelenség
figyelheth meg a G- és H-hélixek kdzelében, illetve a C- d#lixeknél is.

A fehérje kulbénboé allapotaira elérhét rontgendiffrakciés szerkezetek alapjan
elfogadott, hogy a pentaszacharid&kégioban a C- és D-hélixek k6zott egy ) P-hélig. (
és 17. abrakon nyilakkal jeldlve) kéjuik, amikor a pentaszacharid az AT-hoz asszociklodi
Azt gondoltak erdl, hogy ez a PS—AT kdlcsdnhatéds kévetkezménye, dgepiemodon, ez a
hélix a szabad monomer AT kristalyszerkezetben Ylielflétezik [60]. Ezt a kulonbéz
konformacioval bir6 szerkezetek kozotti érzékenyeegullyal magyaraztak, amelyek a
szabad monomer nativ AT-nal istkddnek. A feltételezés szerint az egyensuly a
kornyezetdl figgéen eltolhaté az egyik iranyba (1e04-hez hasonl@)la@agy masik (1t1f-
szefi helikalis szerkezet) kérnyezéttfiiggéen. A D-hélix C-termindlis végének kiegészilése
szintén a pentaszacharid megotés szerkezeti kéeémeként ismert. Mindazonaltal,
létezik olyan szerkezet is a PDB adatbazisban, yaela PS mar bekiitott, de a D-hélix
még nem egészdlt ki [143].
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Masodlagos szerkezetek
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16. abra: Az antitrombin masodlagos szerkezeti elemei dz fitggvényében, kilonbdz
(1e04 és 1t1f PDB) konformaciods allapotbarvléntitrombinra. Az utébbi szerkezet esetében
a szimulaciokat mind a vad tipusu (1t1f-w), min&/a317Cys/Thr401Cys diszulfid hidat
tartalmazé modellre is elkészitettik. A potencidiishélix és a D-hélix C-terminalis

kiterjedését tartalmazé C- és D-hélix régiokatlayjeloltik.
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Masodlagos szerkezetek
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17. abra: Az antitrombin masodlagos szerkezeti elemei dv ficggvényében, kilénbdz
(1e04 és 1tif PDB) konformécidés allapotbandélé@antitrombinra; a 16. abrardl a 95-135

szekvencia-részletének nagyitasa.

Részletesen elemezve a 17. abrat lathatd, hoge@4 9zimulacié alatt a megfalel
régioban idnként megjelennek a P-hélixre emlékekxtatasodlagos szerkezeti elemek. Bar
ezeket a 3-hélix szerkezeti elemeket csak a hétikalkulas kezdeti lépésének tekinthetjuk,
meégis arra utal, hogy a megfélebzekvencia részlet, még ha csekény meértékbeneis, d
hajland6sagot mutat hélix kialakitdsara. Ha malakigt a P-hélix, akkor az 1t1f kiindulasi
szerkezetdl végrehajtott szimulacioink szerint meglebsn nagy stabilitdst mutat (17. 4bra).
Ahogy varhato volt, a 17. abran ennél sokkal kegéstrlelhét a D-hélix kiterjedése. Ezt
azzal magyarazhatjuk, hogy masodik lépésként (vagy ebtte) a P-hélix képiik,
0sszhangban a mar ismertetett AT-PS komplex h&épésks elmélettel [58], [59]. A D-hélix
kiterjedése az utols6 (harmadik) |épés az AT-PS fHerképzbHdésben, amely soran a
harmadik és 6todilg-szalag kozil a RCL N-termindlisa (hinge) kiszablaghia két szalag

0sszezar. Ezen mozgasok eredményezik a teljeselaliir konformaciot.
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6.2.4. Referenciatol valo eltérés - RMSD

A Kkiindulasi geometridktdl, mint referenciaktél a. &gyenlet szerint szamolt
eltéréseket a szimulaciossifiiggvényeben mutatjak a 18. és 19. abrak. A emdgfrakcion
alapulo kiindulasi szerkezetekhez képest mért altggéseket a mérések (merési hiba) és a
szamolasok betls pontatlansaga (&tér elégtelensége és a numerikus hiba) tovabba az
magyarazhatja, hogy a szimulaciét (virtualis) oldarisban végezzik, mig a rdntgen

felvételek szilard fazisra vonatkoznak.
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18. abra: Az antitrombin megfelél CA atomjainak RMSD-je az & flggvényében. A
kiindulasi geometria CA atomjaira illesztettiik viasa dinamikai szimulacié pillanatképélib
kinyert CA atomokat. Az abrakat két kuloniédAde04 és 1t1f PDB) konformacios allapotban

lévé antitrombinra illetve az utébbinak a Val317Cys/T0t€ys diszulfid hidat tartalmazo

modelljére is elkészitettiik.
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RMSD RMSD
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19. abra: Az antitrombin megfelél CA atomjainak RMSD-je az & fuggvényében. A
kiindulasi geometria CA atomjaira illesztettiik viasa dinamikai szimulacié pillanatképélib
kinyert CA atomokat. A 18. abraval ellentétberaitiendkivil flexibilis N-terminalis régiot és
az RCL-t toroltik a szerkezéib Az abrakat két kilonb@z(1e04 és 1t1f PDB) konformaciés
allapotban Ié¢ antitrombinra, illetve az utébbinak a Val317CysAbtCys diszulfid hidat

tartalmazo modelljére is elkészitetttk.

A fentiek ellenére a kiindulasi geometriatdl szattitRMSD eltérések nem
kuldnosebben nagyok, az RCL nélkiili AT-ra vissesifitve 0,15-0,20 Angstrom kozottiek.
Ez 6sszhangban van azzal a ténnyel, hogy a refat@mti valasztott AT szerkezetek egy
kinetikai csapdaba kerilve lokalis minimumban (nadilapot) vannak és a szimulaciés
intervallum alatt mindvégig ott is maradnak. Az @trhindlis el§ 45 aminosav egysége, a
diszulfid-hiddal rogzitett Cys8 és kornyezete lelétel, rosszul, vagy €éppen nem
kiértékelhed diffrakcios mintazattal rendelkezik, ami vilagosawtatja, hogy ez a régio

flexibilis mind az 1e04, mind az 1tlf rontgendiKc#ds szerkezetben. Szamotiev
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valtozékonysagot feltételeztiink az RCL régioéraatspgy ezt korabban mar megallapitottak
[66]. Ezért ezeket a peptid szakaszokat kihagyv&MSED szamitasbdl, Iényegesen kisebb
értékeket kaptunk, ahogy az a 19. abran lathatézimulacié soran ez kb. ~0,2 nm kordli
értéknél stabilizalodik. Erdekességképpen megjegyzeinogy ez nagyjabél megegyezik a
rontgendiffrakcids szerkezetek felbontasanak tagtoyaval. A 18. és 19. abrakon szintén
megfigyelhed, hogy az RMSD értékek kb. 1000-1500 ns alatt braddtak, azaz

konvergaltak.

6.2.5. Konformacios rugalmassag - RMSF

Az RMSF értekek hasznos informéacidkat szolgaltamd&herje kilonbdzrégioinak
flexibilitasarol. A teljes fehérjére vonatkoz6 RM8Reékek kiszamolasakor azt talaltuk, hogy
az AT N-terminalis régidi ezen szimulaciok alapjélents rms fluktuaciéval jellemezhik
(20-21. abrak), ami 6sszhangban van azzal, hogkbenrea régidkban a peptid szakaszokhoz
réntgendiffrakcids szorasképek alapjan nem mindkigrélt koordinatakat rendelni. Emiatt az
varhat6 volt, hogy az altalunk kiegészitett (tgljggerkezet N-terminalisanak fluktuacioja is
nagy lesz. Az RCL-ek fluktuicidja is atlag folotami szintén nem meglép mivel az
alapszinti gatlé hatast nem lehet értelmezni ebben a régidlgmibemet konformacids
valtozasok nélkil. Ezek a tapasztalatok jol egyezrek kordbban leirt 8 ns-os
molekuladinamikai szimulacié eredményeivel, melgemar aktivalt AT-bdl szarmaztatott

szabad AT formara vegeztek el [141].
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1E04 1T1F-W

1T1F
1E04 1T1F-W Val317Cys/Thr401Cys

20. abra: Az AT 1e04, 1t1f-w és 1tlf (Val317Cys/Thr401Cys) &eeetek szimulacioibol
szarmaztatott rms fluktuaciok grafikus megjelerdié@s,new cartoon” médon abrazolt fehérje
szerkezetre vetitve. Pirossal jeldltik a legkiséblkékkel a legnagyobb flexibilitassal bird
régiokat. A megjelenitésnél a szokasos AT orientd@) és annak a fldgdeges tengely

kordl ~90° -kal elforgatottjat (B) alkalmaztuk. Azg393 aminosav péalcika modellel jeldlve.
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A 20. abran lathat6é, hogy az aminosavak tulnyonidbsége kis effektiv ingadozast
(piros szin) mutat minden &ltalunk vizsgélt rendsee Ezek az aminosav egységek szinte
teliesen megegyeznek az AT &l&s legnagyobb) merev vazaval, amelyet az antiinom
kulonbo® allapotaira rendelkezésre allé rontgendiffrakcsasrkezetek dsszehasonlitasakor
mar definialtak [58]. Megfigyelhéf hogy néhany hurok szekvencia még ezekben a merev
részekben is nagyobb ingadozast mutat. Erdekes, hegysak a hurkok, hanem a merev
vazhoz sorolt periférikus hélix szerkezetek és @400 aminosavakbdl felégiip-red is (a
mesterséges Val317Cys/Thr401Cys mutacio kivételgelhts fluktuacioval bir. Ahogyan
varhato volt, nagyok az ingadozasok a P$ kégiot szegélydrA- és D-hélixnél, az tjonnan
képzdé P-hélixnél, valamint a fehérje N-termindalis régid@l is. Az utdbbiak fluktuacios
szabadsaga jol magyardzhat6 azzal, hogy részt elesam optimélis PS két régio
kialakithsaban és ez az egyébkeént szabad allapethyanast elkerlni igyeldvpozitiv toltés
oldallancok nagy atrendédésével jar, ami feltételezi a flexibilitast.

A D-hélix C-terminalisa és az azt koGef-redd-A harmadik B-szalagja kozotti
peptidszakasz fluktuacidja nagyobb, mint a proteiialalhaté legtébb loop szekvenciaé.
Abbdl, hogy van olyan szabad (sem PS-ot, sem mbte@m kod) rontgendiffrakcios AT
szerkezet, amelynek megfdéigbeptidszakaszahoz a szoérasi Kidpiem lehetett egyérteln
szerkezetet rendelni, szintén a loop kulondsen flagyuéciojara utal [144]. Az F-hélix C-
termindlisa atlagosat meghaladd termikus mozgaséaretértéséhez pedig elegénahnak
figyelembe vétele, hogy ennek a régionaR-eeds-A harmadik és 6todil-szalagjainak a
pentaszacharid kédését kisdér dsszezarddasakor illetve az RCL negyeflikzalagként
beépilésekor is el kell mozdulnia. Szimulacidinkpghn (2. és 3. szimulacid) sokkal kisebb
amplitadéju mozgasokkal jellemezBied mér kialakult P-hélix, ami arra utal, hogy antad

masodlagos szerkezet, ha mar egyszer kialakulgrak&zonylag stabil.
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21. abra: A PS kotregidban kulcsszerepet jatsz6 néhany aminosav RiK&i&cidja.

A 21. abra az eddigi tanulmanyok [145]-[149] alapjgéhany, a loop-ok> helikalis
szerkezdivé valdé atrenddémésében (P-hélix kéfidés és D-hélix kiterjedés)
kulcsfontossagunak talalt aminosavak atomi rmstdiagioit mutatja be, melyeket az 1e04
proteink®l kiinduld szimulacio (1. szimulacio) trajektoriéibszarmaztattunk. A szamitasaink
alapjan azt mondhatjuk, hogy a D-hélixet alkoto ramsavak oldallancai, figgetlentl attol,
hogy szolvatéaltak-e vagy sem, nagy amplitidéju rhsagkal irhatok le. A rendelkezésre allé
kisérleti adatokkal 6sszhangban, az 1. szimulati&htbndsen nagy oldallanc fluktuacio
figyelhet® meg néhany aromas és bazikus oldallancnal. Ezal kiamelkednek a Phel21 és
Argl29 aminosavak, amelyek szignifikAnsan nagydbktdacioval jellemezhéek, mint a
kozvetlen szomszédaik. Eredményeink mégigik ezeknek az aminosavaknak a
konformacios atmenetek soran és/vagy a P&déssel kapcsolatban leirt kulcsszerepét, pl. az
Argl29-nek “hotspot” természetére [145], vagy a nemos hozzajarulas aktivalt allapot

stabilizal6 szerepére [148] vonatkozdan. Osszefiemlaijelenthed, hogy a konformacios

59



atmenetekben részt uevegiok (P-hélix kepd&dés és D-hélix kiterjedés) joval az atlag feletti

RMSF értékekkel jellemezhik, amelyek nem korlatozédnak az oldallancokra.

6.2.6. RCL-szerkezetek

Az AT szerkezet-funkcié tanulmanyokban az RCL didami tulajdonsagainak
értelmezése még annak szabad nativ konformacidjabdivételes jeleriséggel bir. A
szabad antitrombinra eddig rendelkezésre all6 @ssdmtgendiffrakcios szerkezetben az
Arg393 guanidinium csoportja az AT belseje felé mutez RCL olyan konformacidjat,
amelyben az Arg393 oldallanca az AT bels#jdifelé mutat, eddig csak AT-proteinaz
komplexben mutattak ki [55], [57], [61], [150]. Mal a proteinaz megkdtésében az Arg393
oldallancanak doiltszerepe van, ezért ennek a konformacionak vagy elaamyagolhato
gyakorisaggal kell megjelennie a szabad AT-ban \&aAT-proteinaz kélcsdnhatasban kell
indukalodnia.

Az 1e04 szerkezetnél [53] talalt RCL konformaci@tében a guanidinium csoport
felllethez kotott, ami a feltételezések szerintegylitt kristalyositott dimer (nativ + latens)
AT szerkezetben a kristalyide kovetkezménye. A monomer nativ PS nélklli AT prote
adatbankban elhelyezett 1tlf kodjelszerkezete teljesen mas RCL konformacioval
rendelkezik, amelyben az Arg393 oldallanc egy ARy83u237 sbéhidon keresztil [60]
szintén a felllethez kédik. Az 1e04 konformaciobol kiindulé aia-os dinamikai szimulacio
alatt az RCL konformaciéo nagymeértékaltozasait figyelhettink meg. Az 22. abran a
guanidinium csoport Catomja és az AT barmely atomja (amely nem rész&@k-nek)
kozotti tAvolsagot brazoltuk a szimuléciés fidggvényeben, mindharom szimulaciora. Az
1e04 rendszernél (1. szimulacid) a ~0,3 nm tavolsgggrtelnien megfelel a fellilethez
kotétt guanidinium-csoportnak. A nagyobb, 0,5-1,4n nértékek pedig azokhoz a
konformaciokhoz tartozik, amelyek legaldbb részegeoldoszer altal hozzaférbek, azaz
olyanok, amelyek potencialisan Michaelis-kompleképezhetnek a protedzokkal. Az 1tlf
vad tipusu proteinre veégzett szimulacio trajekjanak elemzése az Arg393 oldallanc
helyzetében az &bbinél nagyobb flexibilitast mutat. Erdekes modomikeor az RCL C-
termindlis vége diszulfid-hiddal stabilizalt, az Rflexibilitdsa nem elég nagy ahhoz, hogy az
Arg393 guanidinium csoportja kiszabaduljon a Glu2Barboxilatjaval alkotott soéhid
fogsagabol (22. abra). Megjegyzénttogy nemcsak a sohid stabilizalja ezt a pozib&nem
az Arg393 oldallancanak szoros illeszkedése is.aknellenére, hogy a 2, vad tipusu 1tlf

szerkezetl kiindulé szimulacioban az RCL nagy konformaciéeret jar be, ezen
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konformaciok egyike sem fed at az 1e04 szerkékédinduldé szimulaciokban bejart RCL

konformaciokkal.
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22. abra: Az Arg393 @ atomjanak tavolsaga az AT barmely atomjahoz ké@esely nem
az RCL része) az idfluggvényében. Az abrakat két kilonbogle04 és 1tlf PDB)
konformacios allapotban lévantitrombinra, illetve az utébbinak a Val317CysAbitCys

diszulfid-hidat tartalmazé mutaciojara is elkéstiltie.

Annak ellerdrzésére, hogy ezen RCL konformacios ,osztalyok”dtbiehetséges-e
atmenet, metadinamikai szimulaciot végeztink. Avdrasokat [135] a 2. szimulacié utolso
egyensulyi helyzetélh a GROMACS programcsomaghoz [128] illesztett PLUMEIDftver
segitségével hajtottuk végre [136]. llyen nagy é& &onformaciés lehéséggel bird
rendszerre kozel egzakt (a hasznalt modell kerebeiil) szabadenergia/szabadentalpia
felilet meghatarozasa oriasi szamitasi kapacigéstyelne, ezért a szamitasainkbdl nyert, az
1t1f és 1e04 RCL Allapotok kozotti konformacios étethez tartozé aktivacios
szabadentalpiat csak kozéltecslésként kezelhetjuk. A 23. abran lathato, reaggtlf-szer
RCL konforméciés allapot 1e04-s#iekonformaciova atalakulasat csupan ~15-20 kJ/mol

magas energiagat akadalyozza.
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23. abra: Az RCL mozgasokhoz tartoz6 Gibbs-féle szabademtafplilet két kollektiv
véltozo (CV) fuggvényében. A CVl1-el a Lys236 és al388, Val389 illetve 11390
tomegkozéppontjanak tavolsagat, a CV2-vel pedige#2Bll-CA, Glu255-CA és az Ala384-,
Ser385-, Thr386-, Ala387-, Val388-, Val389-, illetite390-CA atomok tomegkozéppontja

altal bezart szoget definialtuk.

Feltételezve, hogy a becslés hibdja nem tul naggordormacios atmenetre kapott
energiagat elegefdek tinik arra, hogybrute forceszimulaciéban a szimulaciédthrtama
alatt (2 ps) megakadalyozza a két (1tlf-6zés 1e04-szé) konformacios osztaly
keveredését. Az atmenethez szikséges energia Udpargbba a tartomanyba esik, amely
hémozgésok segitségével szamaitealdszirtiséggel kiizdhétle, még ha nem is 2 ps alatt.
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Fontos megjegyezni, hogy a fenti konforméaciés agheoran a hinge régionak nem kellett
kiszabadulnia ap-red-A harmadik és 0todikp-szalagjai kozll, tehat az ismertetett
konformécios atmenet a nativ szabad antitrombiiahegtorténhet. Tehét feltételezhet
hogy konformacios egyensuly all fenn. Mivel az 1s¥erkezetben a P-hélix mar kialakult,
azért azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy @li-Rkialakulasa megétheti pentaszacharid
bekotdéesét.

Arg393 oy,
Ons Gluzs7 \/-\'/\ > 397ns T%

/

949ns 1290ns

24. abra: Néhany jellegzetes pillanatkép az antitrombin seeekek kozil az 1e04
konformaciobdl kiindulé szimulacié alatt, ,new caoh’ és palcika (Glu237 és Arg393)
megjelenitést alkalmazva. A helikalig;reds és a bend/coil mdsodlagos szerkezeti elemek

rendre lila, sarga és cian/szirke szinnel vanrék/g

Az 1e04 rendszeren végzett 1. szimulacio trajekitddl kivalasztottunk néhany
jellegzetes RCL-t &brazold pillanatképet (24. abdy Arg393-Glu237 sohid, amelyet
eredetileg mar az 1980-as évek végén feltételefitBk] és késbb az 1tlf szerkezetben
megfigyeltek [60], ~400 ns szimulaciéséiditan kialakul. Az oldoszer altal hozzaféihet

Arg393 konforméacié a szimulacio alatt tdbbszor ésrdjohet. Az RCL gerince, azonban
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minden esetben kulonbozik azoktdl, amely az lthtgéndiffrakcidos szerkezetben talaltak
(az &bran nem lathatd). A valdsiziok az lehet, hogy a megfalekonformécios atmenet ritka
eseménynek szamit azon aéskidlan, amelyet a szimulacié lefedett. Ennél isdsabb, hogy
a rendszer (a mi modellinkben) kikertlhet a medte®en §riin populalt (Arg393-Glu237 s6
hid) RCL konformaciébdl és benépesitheti azokaglgekben az AT-hoz képest az Arg393
oldallancai kifelé mutatnak (24. &bra). Ehhez neniksgges sem a PS-AT komplex
képadése, sem a hinge régio kiszabadulasa. Egy ilyafokmacioban aztan lelietég van
arra, hogy az antitrombin az RCL-en keresztll Matisakomplexet képezzen proteinazokkal.
Megemlitend, hogy a mi tanulmanyunktdl eltéan aktivalt AT formabdl (PDB azonosito:
1e03) kiindulva, 8 ns-os molekuladinamikai szimid&at futtatva [66] kimutattdk, hogy az
oldészerhatasnak kitett Arg393 aminosav oldall&r@anotted flexibilitdssal rendelkezik.

6.2.7. Altalanositott korrelacié és allosztéria

Az antitrombinon végzett szerkezeti tanulmanyolagsk, amelyekben a kilénk#z
AT formakat (nativ, latens, pentaszacharid kotott pgsteaz kotott) hasonlitjak Ossze
egymassal, tobbnyire feltételeztek egy-egy lehets@josztérikus jel terjedési Gtvonalat [45],
[152]. Mindazonaltal, az még tovabbra sem telj@sarert, hogy a konformécios valtozdsokat
okozo jel terjedését mi és hogyan inditja-e el.iEggzenfeke lehetiség az, hogy az AT-PS
komplex kialakulasa, amely végiul a fehérje masikat@in az RCL hinge régidjanak
kiszabadulasat, és ennek kovetkeztében a FXa és fakiorokkal szembeni teljes inhibicios
potencial elérését eredményezi. Mivel ebben a mharkdcsak a nativ, nem komplex
formdban 166 AT-ra végeztink molekuladinamikai szimulaciokat, RS-dal val6
kolcsonhatasbdl kiindulé konformacids valtozasokésgalni nem tudjuk. Az viszont
feltételezhet, hogy mar a nativ szabad AT esetében is |étezrakazinformaciot tovabbito
csatornak, amelyek az allosztérikus informéciotehéfje egyik oldalarél a fehérje masik
oldalara tovabbitjdk. Ezelr az informéacidés csatornakrél szerzett ismeretelszhas
kiegészitései lehetnek a statikus rontgendiffraksgerkezetek alapjan megszerzetteknek.

Az allosztérikus jel terjedésére vonatkozo kézevdeleltételezésnekiihik az, hogy
hal6zati csomoOpontokon (aminosav egységek, régkekpsztil terjed a hatds, amelyek
kdlcsbnhatva egymassal észlelik és tovabbitjak as m@somodpontokon tortén
valtozas/mozgast. Ezért a régiok kozotti kovariagsialtalanositott korrelacié egy lehetséges
modja a jel terjedés nyomon kévetésére. Megjegyzemagy mig a kovariancia matrixon az

aminosavak / régiok / domének kdzotti linearisarrdddlt mozgasok lathatéak [131], [153],
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addig az altalanositott korrelacié (informéacié diéalapu kdlcsénds informacio [131])
sokkal komplexebb maédon, ugyanakkor sokkal érzéklebgn jelzi a fehérjékben korrelélt
mozgasokat, mivel a korrelalt mozgasoknak a lisekdmponensén til azok nem lineéris
Osszetetit is megjeleniti.

Az altalanositott korrelacidé matrixot a Lange ésnkatarsai [131] altal javasolt
modon szamitottuk. A 25. abran lathatd, hogy agziimulacio a 80-200 szekvencia részleten
belul figyelemre mélt6é korrelaciot jelez. Ez dssajizan van azzal azddetes tapasztalattal,
hogy a teljes D-hélix N-terminalisanak peptid szsiaidi, illetve az E- és F-hélixeknek C-
termindlis végei szamottévkorrelaciét mutatnak [58]. Ezeknek a peptidszekidamak
illetve a 412-420, és a 305-310 szakaszoknak &lkmidja részlegesen magyarazhat6 azzal a
ténnyel, hogy kozel vannak egyméshoz. A D-, E- d&lixek megfelel részei és az RCL
kozott, illetve a 340-350 peptid szakasz kozott lymee PS kod régio febl nézve hatul

helyezkedik el) észlelt altalanositott korrelaciarrkevésbé egyeértelim
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25. abra: Az antitrombin CA atomjainak mozgasahoz tartozélahositott korrelaciés matrix
az 1e04 konformécids allapoton végzett szimulatapjan. A korreldlt régiok potencialis
szerepét az allosztérikus jel terjedésben szadgetgialapokkal jeleztuk. Az A-1 hélixek
helyzetét pedig a megfetepiros nagybéivel jeldltik.

A 2. és 3. szimulacidhoz tartoz6 altalanositottrédacios matrixokbol 1ényegében
hasonl6 kovetkeztetésishet le, néhany szemhet6 kilonbséggel (26. abra). Mindkéta
korreldlt mozgasok ugyanolyan regionalis elkilosété mutatja, mint amelyet az 1.
szimulacié esetében medgfigyelhettiink. Megjegyzéderéel, hogy az 1tlf szerkezétb
indulé szimuléciok nagyobb, gyengén korrelalt régidomutatnak. Kulondsen igaz ez arra a
rendszerre, ahol nincs jelen extra diszulfid-k@g&8A abra).
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A Ca korrelacios matrix B Co korrelacios matrix

Atom #

1TIF-W 1T1F
Val317Cys/Thrd01Cys

26. abra: Altalanositott korrelaci6 matrix grafikus repretmioja az antitrombin CA
atomjaira az 1t1f (A) konformacios allapotbdl ésa 1t1f Val317Cys/Thr401Cys diszulfid

Ve

nagybetivel jel6ltik.
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6.2.8. WISP analizis

A kozelmultban jelent meg a WISRVeighted implementation of suboptimal path
modszer [134], mely segitségével a molekuladinamikajektoriakbdl allosztérikus
Gtvonalakra vonatkoz6 informéacidkat lehet kinyerrtzt a modszert alkalmazva a
trajektoriainkra azt talaltuk, hogy az AT-PS kolokétas lehetséges hel§#¢esetiinkben pl.
a Lysl114) a hatas helyéhez (az RCL hinge régidjagtyeallosztérikus utvonalra a WISP
modszer harom szimulacié trajektoriaibol harom négnkilénb6s Gtvonalat ajanl. Mig az
1. szimulacié azt mutatja, hogy a jel a D-hélix méenterjed (27. abra), a 2. szimulacié egy
részben betls Utvonalat javasol, amelyben az A-hélix N-termis&hiége vesz részt (28A.
abra). Ez is elképzelhietehet, mivel tudjuk, hogy a Trp49 fontos szerepétzik az aktivalt
allapot stabilizalasaban [154]. A 3. szimulaciorsteelonydsebb egy a P- és E-hélixen,
valamint ap-red5-A masodik és harmadik szalan keresztul «eZet(28B. abra). Mig az 1.
szimulaciobol kapott Gtvonaliimik a legkézenfekébbnek, ez utbébbiak sem zarthatdk ki
teliesen. Meg kell jegyezni azonban, hogy az ATwr@z komplexekben az RCL
konformacio sokkal inkabb hasonlit ahhoz, amelyat & szimulacibban (1e04)
megfigyelhettiink. igy feltételeziet hogy az 1tlf — soé-hidat tartalmazo 1e04-sier
konformaci6 atmenet medel az aktivalodast.
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27. abra: Lehetséges allosztérikus Utvonalak az antitronplotencialis P-hélixe és a hinge
régioja kozott, WISP szoftverrel szamolva. A sziauibt az 1e04 PDB szerkezethez tartoz6

kiindulasi konformaciobol végeztik.
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IT1F
Val317Cys/Thr401Cys

28. abra: Lehetséges allosztérikus utvonalak az antitronploitencialis P-hélixe és a hinge
régioja kozott, WISP szoftverrel szamolva. Az abed oldalan az 1tlf PDB szerkezethez
tartoz6 kiindulasi konformaciobol kapott Gtvonal )(Aa jobb oldalan pedig az 1tlf
konformacios allapot Val317Cys/Thr401Cys diszulfidds mutacidjara szamolt allosztérikus

utvonal lathat6 (B).

A fenti eredmények elemzése alapjan arra kovetitettéink, hogy ha a PS Kiithet a
nativ AT kulonbo3 konformacioju allapotaihoz, a KiitésBl az informécié nem biztos, hogy
azonos allosztérikus utvonalon terjed. Tovabbi \afskat igényel, hogy a valos#sitett
utvonal fligg-e (ha igen, akkor hogyan) a moéds$teramelynek felhasznalasaval az
eredmeényt kapjuk. Mindazonaltal ugiintk, hogy a teljes D-hélixnek dként az 1le119,
Phel22, Phel23 és Leul30 aminosavaknak), az F-fétermindlis részének (Vall6bs,
Tyrl66) illetve ap-reds-A masodik szal N-termindlis végének (Leul40) é$-meds-A

harmadik szal C-terminalis végének (Phe221) szerapez allosztérikus jeltovabbitasban.

70



6.2.9. Fékomponens analizis

A transzlacios és rotacios szabadsagi fokok eltésdlval nyert globélis béls
mozgasok dkomponensekre bonthatéak. Ezelbkoimponensek nagy amplitidoja (alacsony
frekvenciaju) rezgések és feltételezhetjik, hogloaformacios atmenetek ezen rezgések
mentén kezédnek el. A ProDy szoftverrel szamolt &lkomponenshez (legnagyobb
amplitudd) tartoz6 mozgasokat lathatjuk a 29. abran

29. abra: A legkisebb frekvencia - legnagyobb amplitidéjagési mod, amely az 1e04
konformacios allapothoz tartozik és a molekulaisachika soran nyert trajektoriab6l szamolt
kovariancia matrixbol kaptunk. A B abra a bal oldaderkezet ~90°-0s, fudlgges tengely

kordl tortérd elfogatasaval készult.

Ezekhez a mddokhoz azokban a régidkban a legnaggolitnzzajarulas, ahol
legnagyobb a fluktuacié, ilyenek az N-terminaligiég a pentaszacharid Kotégio, az E- és
F-hélixek, valamint az RCL, valGstisitve, hogy ezek egymashoz kapcsolt mozgasok.Bar e

nem egy teljes bizonyitéka annak, hogy ezeknek agésmknak kodzvetlen szerepe van az
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allosztérikus informacioban [155], [156], de a msoki csatolt atomi mozgasai révén

segitenek megérteni az allosztéria jelenségét.

7. Konkllzié

7.1. ASA-COX-1

A human COX-1 szerkezetet jun COX-1 rontgendiffiakc felvétel alapjan
homolégia modellezéssel készitettiik el, majd az ASAekulat dokkolassal pozicionaltuk
az enzim szubsztrat ldtelyébe. Szamos ONIOM tipusi QM/MM szamitést végeet
electronic embeddingtzelitéssel, kulonbézszinti QM elméleti moédszerekkel az ASA-ra
€s az azt korulvév aminosavakra azért, hogy egy elfogadhatdé reakabarézmust
talaljunk az ASA-COX-1 atészterezési reakciora. Megroztuk, a tanulmanyhoz készitett
modellek keretein bellll, az egzakt atmeneti allapdts lokalis minimum geometridkat
valamint a megfelél ZPVE korrigalt energiaértékeket. Azt taléltuk, hogg/ ASA-COX-1
komplex kép#adését figyelmen kivul hagyva az egész reakcid lgélyen egyetlen elemi
lépésidl all. Az ASA-COX-1 komplexet tekinthetjlk a reak&bknak. a komplex
kialakulasa soran az ASA megkozeliti a COX-1 akdmatrumat, egy kezdeti konforméciéval
képez komplexet a COX-1 enzimmel. Mig az orientdai® nagy valdszirséggel az
Argl20, addig a koétés kialakitasaban a Tyr385 jjétkmlcsfontossagu szerepet. Ebben a
komplexben az ASA acetil karbonil szénatomja egyaolhelyzetben van, hogy a Ser53p O
tamadast tud inditani felé. Ez eredményezi az éattneéilkapot szerkezetet. Ebben az
atmeneti allapotban a C (acetil karbonil szénato) és az O (ASA-karboxilat) - Hkotés
kialakulasa, valamint a Ser530y @ Hy kotés és a C (acetil karbonil szénatom) - O (ASA
fenolos) kotés felhasadasa egy elemi Iépésbertditsie. Meg kell jegyezni, hogy ez nem
azt jelenti, hogy a kotések felhasadasa és ddgse teljesen szinkron folyamat lenne.
Szamitasaink szerint példaul @ Mandorlas megéti a C (acetil karbonil szénatom) O
kotés kialakulasat. Tovabbi atmeneti allapot nétkigiton termék képalik (acetilalt-COX-
1:szalicilsav), amelyben az yOproton még mindig a szalicilsav karboxilat oxigemj
taldlhat6. A H proton kdnnyen vandorol at a karboxilat csoporigérjél a fenolos
oxigénre.

Az atmeneti allapot létezését frekvencia analiki$seonyitottuk. Az imaginarius

frekvencia 6ként a Ser530 tproton transzfert és a Ser53@ © C (ASA acetil szénatom)
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kotés-nyuljtas rezgéseket mutatja, ami szintén iamhkitja, hogy a proton transzfer és ag O
— C kotés kialakulasa egy elemi lépéssel jellem@ateakcio.

A szerkezeti vizmolekulak vizsgéalatabdl arra koeeatkthettiink, hogy a lehetséges
hidrogénkoétés stabilizaldo hatasa az atmeneti dllepergiajara és geometriajara elenyesz
fuggetlentl attél, hogy hany vizmolekulat alkalma és milyen elméleti modszerrel
szamoltunk.

Az optimélandd geometriai valtozok szamanak ndeefémm valtoztat jeleéisen sem
a reprezentativ valtozok értékein, sem pedig aciéakktivalasi energiagatjan. Efteltérd
kovetkeztetésre jutottunk a B97-D diszperzios fumkéllal kapott eredményeket hasonlitva
0ssze a B3LYP elméleti szinten kapottakkal. A B97nbdszer szignifikansan (~3-4
kcal/mol-lal) alacsonyabb aktivalasi energia értéja@sol, mint a B3LYP. A megfelél
geometriai paraméterek meglebsdn hasonloak, kivéve a d4 értékeket, amelyekr@7alB

idonként lenyegesen magasabb értéket mutat.

7.2. Antitrombin

2 us-os molekuladinamikai szimulaciokat végeztink abaz AT nativ formainAzt
talaltuk, hogy a korrelalt konforméaciés atmenetakpelyek az allosztérikus informaciot
kozvetithetik a glukézaminoglikanok Kdtelyétl az RCL-hez, vagy az RCL hinge
régiojahoz, a glikézaminoglikanok jelenléte nélkiis léteznek. Szamitasokkal
valbszirisitettik, hogy az Arg393 oldallanc specifikus kanfacidja, amely a szerin
nem nyilt RCL konformaciéban is. Ez magyarazza azafdpszinti gatlasi képességét. Az
1e04 szerkezeth kiindulo 1. szimulacidban, ahol a P-hélix még nalakult ki, a megfelél
szekvencia kulonésen nagy fluktuaciét mutatott ésmagvalosult szerkezetek kozott
eléfordulnak a hélix-szdérkonformacios allapotok is.

Kimutattuk, hogy a D-hélix kiterjedésében érintiethérje szekvencia-részlet szintén
nagy RMS fluktuaciéval jellemezhiet A kolcsonds informacié elemzések jelent
(altalanositott) korrelaciot mutattak azok kdozotégiok kozott, melyek a rontgendiffrakcios
szerkezetek alapjan az AT-PS komplexek kialakuldiskknformécios valtozast szenvednek
el. Azt is kimutattuk, hogy az allosztétikus infatamo-terjedés utvonalai mar az AT nem
aktivalt nativ formajaban is megjelennek. A traggkik alapjan hasonlé kdvetkeztetést lehet
levonni ©komponens analizissel és WISP analizissel is. Medadkai szamitasokat
végeztink a PLUMED-hez illesztett GROMACS molekutetnikai csomag segitségével
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azért, hogy realis minimum energia Utvonalakat tésegeti allapotokat talaljunk, amelyek
0sszekotik a szabad nativ antitrombin eddig ledtt kilonb6s tipust (1e04 és 1t1f) RCL
konformaciojat. A szimulaciokbol azt a kovetkezsttéudtuk levonni, hogy ilyen utvonal
(vagy utvonalak) létezhetnek és a két konformaaddgtalyt viszonylag csekély, mar

hémozgassal is legizhet energiagat valasztja csak el.
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8. Osszefoglalas

Acetilszalicilsav (aszpirin) gatolja a prosztaglanti2 termelést, amely a tromboxan-A2
prekurzora. Az aszpirin acetikézerként hat, amelynek acetil-csoportja kovalensen
kapcsolddik a ciklooxigenaz-1 (COX-1) enzim akténtrumaban talalhaté Ser530 aminosav
oldallancahoz. A reakcid pontos mechanizmusat nziddégy sem kisérleti- sem
kvantumkémiai modszerekkel nem sikerilt megnyugiatiisztazni. A human COX-1 enzim
modell arachidonsav kétliregébe dokkoltuk be az acetil-szalicilsav molékuhz acetilezési
reakcid0 potencialis energiafelllete, illetve a @k stacionarius pontjainak és azok
energiainak meghatarozasa érdekében szamos ONI@EIEti kvantummechanikai /
molekulamechanikai szamitast végeztink. A szanktéso az acetilszalicilsavra és az azt
korilvew aminosavakra kulonbdzszinti kvantummechanikai modszereket alkalmaztunk az
elektronikus beagyazas (electronic embedding) ki#sekeretein belil. Geometriai masodik
derivaltakkal igazoltuk, hogy az altalunk talalin&neti allapotokhoz elsendi nyeregpontok
(egy negativ sajatértékkel) tartoznak. Az aktivialéeergia értékek azonban jelésgen
flggnek az alkalmazott modsz#rtMinden alkalmazott megbizhatgb initio és $iriiség-
funkcional modszer szerint a Ser53Q-By kotés felhasadasa és az-O (acetilszalicilsav
karbonil) kotés képmése egy elemi lépésben torténik.

Az antitrombin (AT) a véralvadasi kaszkad egyik tegbsabb fiziolégias inhibitora.
Géatolja az aktivalt X-es faktort (FXa), a trombiéd mas szerin protedz tipusu véralvadasi
faktorokat, példaul a FXla és a FIXa faktort. C&#wolt annak megértése, hogy az AT egyik
folyamatokon keresztil indukal valtozasokat a protévoli régidiban. Szintén célunk volt az
AT alap inhibicios képességének megértése, amely magyarazhaté az eddig publikalt
rontgendiffrakcios szerkezetek alapjan. Ezen céligkése érdekében molekuladinamikai
szimulaciokat végeztink az AT-ra ugy, hogy a szauidban fiziologias kornyezetet a
lehetiség szerint figyelembe vegyuk.

Azt talaltuk, hogy olyan korrelélt elmozdulasok, elyek nagy valosziiséggel szerepet
jatszanak a konformaciés informaciénak a glukézaglikdanok koéhelyétl a ,hinge”
régiohoz és a reaktiv kozponti hurokhoz (RCL) ttifteerjedésében, a glikozaminoglikdnok
jelenléte nélkidl is leteznek. Szamitasokkal vakdissdtettik, hogy az RCL-en talalhato
Arg393 specifikus konformaciéja, amely a szerintpaaok megkotéshez szikséges, nem
elhanyagolhatd valésaieéggel fordul € még a nem-kinyilt RCL esetében is. Ez

magyarazhatja az AT alapsZirgatlasi képességét.
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9. Summary

Acetylsalicylic acid (aspirin) suppresses the gatien of prostaglandin H2, which is the
precursor of thromboxane A2. Aspirin acts as antydaéng agent. Its acetyl group is
covalently attached to a serine residue (Ser53Q@henactive site of the cyclooxygenase-1
enzyme. The exact reaction mechanism has not bgenleel by experimental methods. The
acetylsalicylic acid was docked into the arachidoacid binding cavity of the human
cyclooxygenase-1 enzyme model.

To characterize the shape of the potential energgiof the acetylating reaction and to
determine the relative energies of the stationaniptp on the surface, a series of ONIOM-
type quantum mechanical/molecular mechanical caficuis were carried out at different
guantummechanical levels of theories applying ed@t embedding approximations. The
acetylsalicylic acid and the surrounding amino soigere included in these calculations.
Frequency analyses were performed to prove theteexis of first order saddle points
(representing transition states) and local minimahe potential energy surface.

It was found that all levels of theories predicgahilar transition state geometries. The
activation energy values, however, demonstratecifgignt dependence on the methods that
were applied. All the applied “dependabk initio and density functional theory methods
predicted that the breakage of the Ser536HY and formation of the ©C (acetylsalicylic
acid carbonyl) bonds occur in a single elementtey.s

Antithrombin (AT) is one of the most important ploisigical inhibitor of the blood
coagulation cascade. AT inhibits thrombin and otfeine protease coagulation factors, e.g.
FXa, FXla and FIXa. Our goal was to understand hbg conformational change, which
caused by pentasaccharide binding, at one siteecAT resulted in a specific conformational
change at the distant site of the protein. To undedsthe small basic inhibitory potential of
AT, which cannot be explained by the available X-satyictures, was also aimed. To these
end, a relatively long molecular dynamics simulation the AT has been carried out
mimicking the real physiological conditions.

It was found that correlated conformational traosg which can conduct the
conformational information from the glycosaminogiycbinding site to the reactive center
loop (RCL) are exists even without the presenceglgtosaminoglycans. Computational
evidence revealed that specific conformation fog323 side chain, suitable for serine
protease binding, can exist even at the non-exguReL conformation with non negligible
probability. It explains the basal inhibitory potiehof AT.
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targyszavak: subject words:
ciklooxigenaz-1 enzim cyclooxygenase-1 enzyme
aszpirin aspirin
reakcibmechanizmus reaction mechanism
kvantummechanika guantum mechanics
molekulamechanika molecular mechanics
atmeneti allapot transition state
antitrombin antithrombin
molekuladinamika molecular dynamics
konformacios valtozas conformational change
reaktiv kdzponti hurok reactive center loop
alapszint gatlasi képesség basic inhibitory potential
allosztérikus informécio allosteric information
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13. Fuggelék

13.1. Kiegészités a disszertaciéhoz
« ASA-COX-1

Az arachidonsav egy négyszeresen telitetlersirsav, amely esszencialis zsirsavnak
tekinthet, mivel a szervezetink csak mas esszencidlis zakbél tudja eéllitani. Az
arachidonsav az emberi szervezetben a méjban, mgybokban és mirigyekben talalhat6
meg. Jellem@en glicerofoszfolipidek 2-acil pozicidéjaban és#Aikélva fordul eb. Az
arachodonsav két féle uton valhat szabadda: ak egfyoszfolipaz-A2 (PLA) izoenzimek
hatdsara, a méasik pedig a foszfolipdz-C és didickl-lipadz enzimek hataséra torténik és
elsssorban a vérlemezkékben fordub.el

A felszabadult arachidonsav harom féle atalakukasiedet részt: kikertlhet a seijth
eszterifikalédhet koenzim-A-val és a keletkezettachrdonil-CoA (Gjra beépul a
foszfolipidekbe, vagy oxidalédhat.

Az oxidacié folyamatat mutatja be az F1 abra.0H&pésben egy ciklizaciot és
oxidaciot lathatunk (endoperoxid és hidroperoxigpAélés, prosztaglandin G2), masodik
lépésben egy redukcié soran a 15-OH szarmazeékoidpzprosztaglandin H2). Ez utdbbi
molekula a kozponti elem a tovabbi atalakulasokasorA prosztaciklin vérlemezke
aggregaciot gatolja (értagité hatas), mig a trorAhoX2 a vérlemezke aggregaciot indukalja
(értsZikito hatés).

A ciklooxigenaz enzim (COX) felés a fenti atalakulasi folyamat él$&péseert. Két
aktiv helye van az enzimnek, az egyik a ciklizatiégelés, a masik pedig az oxidaciéért. A
COX enzim irreverzibilis gatlasaval a prosztaglandzintézist blokkolni lehet. A COX-1
enzim szerkezetét az F2. abran a membrénddtnének (MBD) fall 1athatuk.
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F2. abra: Human COX-1 szerkezete a membragkdomeének (MBD) fall nézve, kdzépen
az aszpirin kdthely lathat6, valamint a palcika modellel kiemeleTyr 355, Arg120. Az

EGF domén az abra bal als6 oldalan talalhato.

¢ Antitrombin

Az antitrombin szamos véralvadasi faktort gatol. (@%a). Az antitrombin alap inhibicios
potencialja alacsony, de heparin, hepardn szulégy vbizonyos megfeléén szulfatélt
pentaszacharidok jelenlétében dramaian (2-3 nagisddel is) megemelkedhei Eélpontjai
FIXa, FXla, de kulonésen a FXa valamint a Flla,zazambin. Az emlitetteken kivil gatolja
még a FVlla-t, inaktivalja a kallikreint és a plant Megjegyzend, hogy a fenti
véralvadasban érintett szerin proteazokon kivublgapl. a tripszint is. Vizsgélatainkban,
tobbek kozo6tt a pentaszacharid (azaz heparin-hat@kili alap inhibicio szamitasi kémiai

modszerekkel torténigazolasatitztik ki célul.
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jelélve). Az antitrombin (AT) gatolja a FXla, FIX&Xa, valamint az Flla véralvadasi

faktorokat. (JC Rau et al., J Thromb Haemost.Jur26(Buppl 1): 102-115.)
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