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Roviditések jegyzéke

HE — Hofmeister-effektus

HS — Hofmeister sor

MD — molekuladinamika

REMD - Replika-csere molekuladinamika (Replica-Exchange Molecular dynamics)
SASA — olddszer szamara hozzaférhetd feliilet (Solvent Accessible Surface Area)
DDCI — legkozelebbi ionok tavolsag eloszlasa (Distance Distribution of Closest lons)
CP — kozvetlen / kontakt kolcsonhatas / parformélodas (Contact Pair)

SSP — olddszer kozvetitett kdlcsonhatas / parformalddas (Solvent Shared Pair)

2SP — két oldoszer molekula altal kozvetitett kolcsonhatas / parformalodas (2 Solvent Pair)
RDF — radialis eloszlas fliggvény (Radial Distribution Function)

Lys — lizin

Arg — arginin

Pro — prolin

Tyr — tirozin

Trp — triptofan

Gly — glicin

Ser — szerin



1. Bevezetés

Szervetlen sok hozzaadasa kémiai, vagy biologiai rendszerekhez szamos esetben fizikai-kémiai
tulajdonsagok sokasaganak egyértelmi és reprodukalhatd megvaltozasat vonja maga utan [1-
4]. Vizes kornyezetben a sok oldddasa révén megjelennek a rendszerben az egyes oldott ionok,
modositva a vizmolekulék és egyéb oldott agensek kozotti kdlcsonhatasok Osszetett rendszerét.
Ez a hatas ¢l6 szervezetekben is megnyilvanul, megvaltoztatva a biomolekuldk kozotti
kolcsonhatasokat, a fehérjék oldhatosagat ¢és aggregacios tulajdonsagait, valamint
térszerkezetiiket és annak stabilitasat is [5].

Az ionok - bioldgiai rendszerekre gyakorolt hatasuk szerinti - osztalyozasat eldszor a fehérjek
oldédasi tulajdonsagait tanulméanyozva végezték el. Mint az régdta ismert, a semleges sok
kozepes- €s nagyobb koncentracidban (megkozelitéleg 100 mM koncentracio felett) figyelemre
méltod hatdssal vannak a fehérjék oldhatosdgara. Az oldott ionok hatdsara vagy fokozddik a
fehérjék kivalasa az oldatbol - ezt nevezziik ,,kis6zasnak™ -, vagy ezzel ellentétesen, ndvekszik
az oldhatdsag, azaz ,,bes6zas” torténik. Ezt a jelenséget Hofmeister-effektusnak (HE) nevezziik
Franz Hofmesiter utan [6], aki a fehérjék oldhatosdganak kationok és anionok hatdsara
bekovetkezd valtozasat tanulmanyozta. A megfigyelések szerint az anionok hatasa
szamottevobb, mint a kationoké. Ezen feliil, 1888-ban Hofmeister empirikus moédon sorba
rendezte az ionokat, aszerint, hogy milyen mértékben moddositjak a globuléris fehérjék
oldhatdsagat (1. bra).

1. abra Néhany kivalasztott anion Hofmeister sora.

Az ionok ilyen (1. dbra szerinti) rendezését Hofmesiter-sornak nevezziik. Az ennek kozepén
talalhatd Cl” ion kozel semleges hatasu (,,Hofmeister-semleges” ion), tole balra taldlhatoak az
aggregaciot fokozo, mig jobbra az azt csokkentd anionok (egyiitt: ,,Hofmeister-aktiv” ionok).

A fehérjek egy komplex, vizmolekuldkat is tartalmazé rendszerben fejtik ki bioldgiai hatasukat.
Ez a kozeg az optimalis miikodésiikhoz sziikséges [7], €és egyszerre nyujt stabilitast €s
flexibilitast [8, 9] is. Szoros kapcsolat all fent a fehérjék biologiai aktivitasa és szerkezetiik
kozott, tovabba gyakran reverzibilis szerkezeti valtozasok 1épnek fel a biologiai hatas kifejtése
soran. A fehérjék szerkezetének jellemzésére négy jol elkiilonithetd szintet kiilonboztetlink
meg. Az elsédleges szerkezeten a fehérjéket alkotd, egymashoz peptid kotésekkel kapcsolodo
aminosavak sorrendjét, vagy szekvenciajat értjiik. A szekvencidban szerepld elsé aminosav az
ugynevezett N-terminalson talalhato, amit a szabad amin (-NH2) csoport utan neveziink igy;
ehhez hasonldan az utols6 aminosav a C-terminalison talalhaté (a karboxil csoport (-COOH)
utan elnevezve). A leggyakrabban eléforduld masodlagos szerkezeti elemek kozé tartozik az a-
¢és a 310-hélix, tovabba a B-redd és a B-kanyar szerkezetek. Minden egyes ilyen térszerkezeti
elem aminosavak egymashoz képest rogzitett térbeli elhelyezkedését jelenti, melyek példaul a
folanc meghatarozott diéderes szogparjai, vagy H-hid kotések segitségével azonosithatdak.
Harmadlagos szerkezet alatt a fehérje teljes térbeli szerkezetét értjiik, amelyben a kiillonb6zo
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masodlagos szerkezeti elemekkel rendelkezd szegmensek egymdashoz képest térben
rendezddnek. Ha egy tobb fehérje-alegységbdl allo komplex egyiittes térbeli szerkezetét
vizsgaljuk, akkor beszélhetiink negyedleges szerkezetrél. Emellett van szdmos olyan fehérje,
amelyekre nem-, vagy csak részben jellemzd a stabil méasodlagos és harmadlagos szerkezet,
ezek az IDP-k (Intrisically Disordered Proteins) [10]. Megkiilonboztetheté még a globularis
fehérjék népes csoportja, melyek ,,gombszeri” harmadlagos szerkezettel rendelkeznek,
altalaban viz-oldékonyak és a hidrofob aminosavak jelentds része nem kitett az oldoszer
szamara, hanem egy ,hidrofob magban” taladlhato. Ebbe a csoportba tartozik példaul a
hemoglobin, az albuminok, tobb globulin és szamos, alapvetd fontossaghi metabolikus
folyamatban résztvevd enzim.

A fehérjék esetében kisérleti modszerekkel is demonstraltak, hogy jelentds konformacios
valtozasaik az els6 oldddasi burkuknak és az azt koriilvevo tombfazisnak vannak alavetve [11,
12]. Ennek kovetkeztében a HE-t kapcsolatba hoztadk az anionok vizszerkezetre gyakorolt
hatasaval. A vizmolekuldk kozott kialakuld H-hid kotések erdssége szamos tényezotol fiigg,
érzékeny példaul a hdmérséklet valtozasara, amely a vizmolekuldk hdmozgasara is hatdssal
van. Mindemellett azonban az oldathoz hozzaadott ionok is gyengithetik, vagy erdsithetik a
vizmolekuldk kozotti kolcsonhatast, tovabba atalakithatjak a H-hid kotések rendszerét, a
vizmolekuldk térbeli orientalasa altal. Azokat az ionokat, amelyek a H-hid kotéseket erdsitik,
kozmotropoknak  (,,szerkezetépitdk™), = mig  amelyek  gyengitik, = kaotropoknak
(,,szerkezetrombolok™) nevezziik [3]. Osszekapcsolva az ionoknak dnmagaban a vizszerkezetre
illetve a globularis fehérjékre gyakorolt hatasat, megallapithatd, hogy a kozmotrép ionok
novelik az aggregaciot, a kaotropok pedig csokkentik.

Késobbi vizsgalatok kimutattdk, hogy az oldathoz hozzaadott ionok, és az altaluk 1étrehozott -
vizszerkezetet és H-hid kotéserdsséget érintd - valtozasok nem csak a fehérjék oldhatosagi
tulajdonsagaira vannak hatassal. Az oldodasi kornyezet ilyen jellegli megvaltozasa jelentdsen
befolyasolja a fehérjék térszerkezetét és annak stabilitasat, tovabba mindezek kovetkeztében
gyakran biologiai hatasukat is. A fehérjék elsé és masodik oldodasi burkdban talalhat6 ,,fehérje-
kozeli” vizmolekuldk szerepe nagyobb mértékli az egyes konforméciok kialakitasaban és
fenntartdsaban. A kozmotrop ionok altalaban novelik az enzimek aktivitasat és a szerkezeti
stabilitasat, a kaotrop ionok hatasa pedig ezzel ellentétes [2, 3], viszont némely fehérje esetében
mindez éppen forditva torténik, vagy mads, kivételes mdédon reagalnak az oldott ionok
jelenlétére.

Az ionok, a vizmolekuldk és a gyakran valtozé felszinnel rendelkezd egyéb oldott molekulak
(pl. fehérjék) egy komplex kolcsonhatasi halozatot hoznak létre egymas kozott. Ahogy azt a
fentiekben lathattuk, a fehérjék térszerkezetét és annak stabilitdsat dontéen az oldodasi
kornyezetiik hatarozza meg [8], mindemellett a fehérje - ennek a kornyezetnek kitett - feliileti
csoportjainak  fluktuacioi is fontos szerepet jatszanak, ahogy azt nemrégiben
femtoszekundumos spektroszkdpiai vizsgalatok is kimutattak [13]. Ugyanakkor, megforditva a
gondolatmenetet, a hatarfeliileten talalhato viz szerkezetét és kolcsonhatasat a fehérjékkel
javarészt a fehérjefelszin tulajdonsdgai (geometria, toltés) hatdrozzak meg [8]. A lokalis
geometria ¢s a feliileti toltéseloszlas meglehetdsen sokféle mintazatot eredményezhet, ami
viszont mas-mas fehérje-viz (és fehérje-ion, viz-ion) kdlcsonhatast von maga utan. A toltott és
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polaros kolcsonhatési helyek donorként, vagy akceptorként részt vehetnek kiilonbozo erdsségu
H-hid kotések kialakitasaban. A hidrofob feliiletelemeknél ez a tulajdonsag hidnyzik, igy a
vizmolekuldk ilyen kdrnyezetben jellemzden egymas kozott alakitanak ki H-hid kotéseket. Ez
egy specialis vizszerkezet kialakitasat jelenti, ami valamivel ,,merevebb”, mint a témbfazisbeli
szerkezet, bar nem olyan mértékben, mint azt kordbban Frank és mtsi. gondoltdk [14] a
,Jéghegy” modellben. Nemcsak a toltés és a hidrofobicitas a kizardlagos befolyasold tényezdok
vizszerkezetre. Egy kicsiny, konvex, hidrofob feliilet koriil un. ,,Clathrate” - kristalyszera
folyadékszerkezet - formalodik [15], emellett konkéav feliiletelemek is rendelkezhetnek
specifikus  viz-megkotési  tulajdonsaggal (pl. kotdzsebek) [16]. Osszességében egy
fehérjefelszin 6Gnmagéban valtozatos old6dasi mintdzatokat mutat altalaban, aminek hatésa van
tobbek kozott a fehérje és a kornyezete kozotti kdlcsonhatési energiara, ill. annak eloszlasara,
tovabba egyéb entalpikus és entropikus jellemzokre.

Az eddig emlitett oldodasi sajatsagokat természetesen jelentésen megvaltoztatja a Hofmeister-
aktiv ionok jelenléte. Mind a kozmotrop, mind a kaotrép ionok kordbban emlitett oldodasi
tulajdonsagai és a vizszerkezetre gyakorolt hatdsuk mellett megvannak a sajat,
fehérjespecifikus felhalmozodasi, eloszlasi jellemzo6i. Az oldott ionok nemcsak egymassal és a
vizmolekuldkkal hatnak kolcsén, hanem kiilonb6z6 tipusu kolcsonhatasokba 1éphetnek a
fehérjékkel is. Az ionokhoz kothetd hatasok gyakran meghatarozo szerepet jatszanak fizikai,
kémiai ¢és bioldgiai rendszerekben fellépd jelenségekben. Ilyenek példaul a kolloid
szuszpenziok stabilitdsa, enzimek aktivitasa, vagy ligandumok receptorhoz koétédése [2, 3, 17].
Vagyis a HE nem korlatozodik kizarolagosan fehérjékre, megjelenik poliszacharidok,
nukleinsavak és foszfolipidek esetében is. Nemrégiben Lo Nostro és munkatarsai [17] végeztek
szerteagazo vizsgalatokat a HE biologiai hatasanak tekintetében, illetve felhivtak a figyelmet
egyéb a HE-hoz kdotheté megoldatlan problémékra [18]. A HE jelentdsége és az intenziv
kutatasi munka ellenére, illetve az emlitett kivételek miatt, az effektus mogott rejlé atomi szinta
folyamatok értelmezése, azaz a teljeskorli, koherens elméleti leiras még tobb, mint 100 év
tavlatabol sem tortént meg.

A HE sokréti el6forduldsa és Osszetettsége ellenére, fenomenologikus szinten is torténtek
kisérletek az effektus leirasara és néhany egyszerti koncepcio meglepd modon kifejezetten jol
teljesitett [19-21]. Ezek a leirasok alapvetden a viz-fehérje hatarfeliilet tulajdonsagaival és
ahhoz kapcsolodé mennyiségekkel dolgoztak, bevezetve a hatarfeliileten fellépd feliileti
fesziiltséget. Alkalmazva ezeket a modszereket sikeresen értelmeztek egy sor HE-hez kothetd
jelenséget ,,globalis” (makromolekuldris) szinten. Tovabba, szimuldcids eredmények
tamogatdsaval sikeriilt kidolgozni mikroszkopikus szinten is koncepcidkat. A viz-molekula
hatérfeliileten értelmezett feliileti fesziiltség (a szabadenergia olddszer szamara hozzaférhetd
felilet —SASA-— szerinti derivaltja) sikeres alkalmazasa azt is jelenti, hogy az egyik
legjelentdsebb tényezd a HE-t tekintve a viz-fehérje hatarfeliilet ionok altal kivaltott
szabadenergia valtozasa.

Nemrégiben Dér és mtsi. bemutattdk, hogy egy egységes, fenomenologikus formalizmus, ami
a hatarfeliileti fesziiltségen alapszik, alkalmazhaté szamos HE-hoz kothet6 jelenség kvalitativ
leirasara [20]. A legfontosabb megallapitasuk az volt, hogy a kozmotrop és kaotrop sok
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novelhetik, illetve csokkenthetik a hatarfeliileten fellépd feliileti fesziiltséget a tiszta vizes
esethez képest, ami megjelenik az adott rendszer szabadenergia-valtozasban is. Tovabba, Dér
¢s Neagu azt is javasoltak [21], hogy a HE mikroszkopikus szintii értelmezéséhez a hatarfeliileti
fesziiltség és a fehérjék konformacids fluktuacioi kozotti kapcsolatot érdemes vizsgalni. Az
elmélet sikerességének ellenére kozvetlen bizonyiték a HE-hoz kdthetd, a sok altal kivaltott
hatarfeliileti fesziiltség valtozasra nincs. Ez az egyik kérdés, amivel foglalkozni fogunk, MD
modszerek felhasznaldsaval. Megvizsgaljuk a Hofmeister-aktiv sok altal kivaltott konformacios
fluktuaciokat, és a kapcsolodo SASA valtozasokat. A SASA adatokat felhasznalva
szarmaztatjuk a feliileti fesziiltség valtozasokat.

A mikroszkopikus folyamatok leirasa érdekében részletesen megvizsgaljuk a hatarfeliileti régio
tulajdonsagait is. Meghatarozzuk az ionok eloszlasat, a hatarfeliileti vizmolekulak
tulajdonsagait. Az ionok hatarfeliileti eloszlasa mellett a fehérje-ion kolcsonhatasok
feltérképezése fontos segédeszkdz a HE atomi szintli értelmezésében, melynek soran Collins és
mtsi. munkait is felhasznaltuk [22]. Az alapvetd elgondolds az anion-kation parformalddasi
tulajdonsagok Hofmeister-aktivitassal torténd dsszekapcsoldsa volt, alkéli-halogének esetében.
A ,,0sszeilld vizoldékonysag torvénye” szerint hasonld oldhatosagu kozmotrép-kozmotrop, ill.
kaotrop-kaotrép parok lehetnek stabilak. Ez a koncepcio fehérjefelszinen értelmezve hasznos
eszkoz a fehérje-ion kolcsonhatas értelmezésére. Nemrégiben, mind kisérleti, mind szimulacids
munkak kimutattdk, hogy fehérjék és kaotrop ionok kozott 1étrejon kozvetlen kdlcsonhatés, €s
a kaotrop anionok felhalmozddnak a fehérje-viz hatarfeliileten [2, 20]. A hatarfeliileti régio
részletes vizsgalata feltétleniil sziikséges annak érdekében, hogy jobban megérthessiik az ionok
altal kivaltott feliileti fesziiltség valtozast és a kapcsolddd mechanizmusokat.

Szimulaciés modszerek segitségével kimutattak az ionok hatasdra bekdvetkezd feliileti
fesziiltség valtozasokat vakuum-viz hatarfeliileten [23], melyek jol megfeleltek kisérleti
eredményeknek. Ezen feliil, alkali-halogenid sok altal kivaltott hatasokat vizsgéltak meg toltott
alanin-alapu fehérjéken [24-26], tovabba arginin ¢és alanin aminosavakbol felépiild
modellrendszerek masodlagos szerkezeti elemeinek perklorat ionok altal kivaltott valtozésait
is vizsgaltak [27]. Ezek a szamoldsok demonstraltak a klasszikus, nem polarizalhaté erdterek
¢s explicit vizes MD moddszerek alkalmazhatésagat az ionok altal kivaltott hatdsok
tanulmanyozasara. Felhasznalva ezeket az eldzményeket, a MD szamolasainkat egy sokkal
,fehérjeszertibb” modellrendszerre végeztiik el, a tcSb minifehérjére. Osszehasonlitas és
referenciaként torténd felhasznalas céljabol a valasztott modellrendszeriinket illetéen szamos
szimulacios és kisérleti adat [28-36] rendelkezésre all.



2. Elméleti attekintés

2.1 Hatarfeliileti fesziiltség koncepcio

A fehérjék oldodasat vizsgalva néhany szaz millimélos koncentracioban egy komplex oldodasi
kornyezetben, és figyelmen kiviil hagyva a kivételeket, a HE fenomenologikus képe igen
egyszerii. A kozmotrdpnak nevezett sok csokkentik a fehérjék oldhatdsagat (kisézodas), mig a
kaotropok ndvelik azt (bes6zodas) [2, 3]. A Setschenow-térvény egy egyszerii, kvantitativ

crer

lOg SO/S = KS - CS (1)

Ahol az S, ¢és S a fehérje oldhatosagat jelenti rendre a tiszta vizes esetben €s Cs sOkoncentracid
esetében. A Ks Setschenow-konstans értéke pozitiv kozmotrdp sokra és negativ kaotrop sok
esetében [37]. Ennek az 6sszefiiggésnek az egyszerlisége szamos, a Kg-hez kapcsolhato fizikai
mennyiség bevezetésére iranyuld probalkozast motivalt. Az egyik legnépszeriibb megkozelités
az un. kavitacidos-modell volt, melyet Melander és Horvath [38] javasoltak eredetileg, majd
szdmos finomitas tortént a modellen [5, 39-41]. Ezek az uttérd munkak azzal az alapotlettel
dolgoztak, hogy a HE altal bekdvetkezd, az ionok altal eldidézett vizszerkezet-valtozasokat
kapcsolatba hoztak a leveg6-viz hatéarfeliilet feliileti fesziiltség valtozasaval, mely mennyiségrol
ismert volt, hogy szintén fiigg a s6 koncentraciotél a HS-nak megfeleléen. Ezt irja le a
Heydweiller-egyenlet [42]:

Ahol az ,,L” index a leveg6-viz hatarfeliiletre utal a feliileti fesziiltség valtozas esetében, a Ky
pedig a Heydweiller konstans. melynek értéke kisebb kaotrop sokra, mint kozmotropokra [3].
Feltételezésiik szerint az oldodas soran a fehérje szabadenergidja tigy adhatdé meg, mint egy a
fehérjének megfeleld alaku és méretli kavitacio létrehozéasdhoz sziikséges mennyiség. Miutan
elsd 1épésként ez a kavitacio 1étrejott, a fehérje levegobdl, vagy vakuumbol behelyezhetd a
szamara létrehozott helyre, innen eredeztetve a levegd-viz hatarfeliileti fesziiltséget. Kisebb
méreti molekuldk, példaul, mint a benzol esetében, amit gyakorlatilag minden Hofmeister so
kisoz, az elmélet jo1 miikodott [5, 43]. Azonban fehérjékre nem volt alkalmazhato, mivel a HE-
nak csak az egyik felét, a kozmotrdp kisozast tudta kezelni. Ez annak a kovetkezménye, hogy
az Osszes vizsgalt s6 novelte a levegd viz hatarfeliileti fesziiltséget, igy mind a kaotrép, mind a
kozmotrdp sok pozitiv hatarfeliileti fesziiltség valtozast okoztak [3]. Masként fogalmazva a Ky
konstans eldjele mindig pozitiv, igy nem tudta szolgaltatni a Setschenow konstans esetében
fellépo eldjelvaltast, amely az oldodasi kornyezet kozmotrop/kaotrdp jellegének megvaltozasa
kovetkeztében figyelhetdé meg. Olyan fizikai jelentéssel bir6 mennyiség bevezetése, amely
onmagaban alkalmas a HE minden egyes megjelenési forméjanak leirasara nem volt sikeres az
utdbbi idokig.



Nemrégiben Dér és munkatarsainak [20] sikeriilt olyan egységes elméletet kidolgozniuk, ami a
molekula-viz hatarfeliileti fesziiltség sofiiggésén alapul, és fenomenoldgiai leirast ad a HE-k
eddig ismert megjelenési formdira. A koncepcid kiindulasi pontja, hogy a kavitacios modell
viz-levegd hatarfeliiletén fellépd feliileti fesziiltség helyett a Setschenow torvényt kdzvetleniil
a fehérje-viz hatarfeliileten kell értelmezni. A HE értelmezését a teljes szabadenergia-valtozas
SASA-val aranyos tagjara tekintettel kozelitjiik meg. Altalanossagban egy fehérjét érintd
minden relevans folyamat (oldodas, aggregacid, konformacios valtozas) esetén feltételezziik,
hogy a szabadenergia-valtozas két tagra bonthato a kovetkezé mddon:

AGl:eljes = AGfehérje belss T AGhatérfeliileti (3)

A szabadenergia-valtozas hatarfeliileti tagjdnak meghatdrozasdhoz sziikséges az olddszer
szdmara hozzaférhetd feliilet (SASA) bevezetése, ami alatt a biomolekuldk felszinének azon
részét értjiik, ami hozzaférhetd az oldészermolekuldk szamara. A molekularis felszin fogalmat
elészor Lee és Richards vezették be [44]. Ezt a mennyiséget altaldban angstrom-, vagy
nanométer-négyzetben adjak meg, és a szdmoldsa foként olyan algoritmusok segitségével
torténik, amelyek sordn a vizsgalt molekula atomjainak van der Waals sugara 4ltal
meghatarozott felszinén egy vizmolekula, vagy egy adott sugara gomb segitségével (,,korbe
gorgetésével”) térképezziik fel a felszint. Az elsé sikeresen miikodd algoritmust Shrake és
Rupley dolgoztak ki, és segitségével meghataroztak az inzulin és a lizozim felszinét [45].

A fehérjeoldddas valdszintileg legegyszeriibb modellje szerint (kavitacios / cseppmodell),
amely szerint egy feloldott fehérje szabadenergidja lineérisan fligg a SASA nagysagatol, azaz:

Ghatérfeliileti =Gy+y-A 4)

Ahol G, egy konstans érték, y az effektiv feliileti fesziiltség, A pedig a SASA nagysaga.

Annak érdekében, hogy a feliileti fesziiltség Osszekdthetd legyen az oldhatosaggal egy
egyensulyt feltételeztek egy szilard- (fehérje aggregatum) és egy oldott (egyes fehérjék) allapot
kozott, tiszta vizes kornyezetben. Ekkor a kémiai potencialok kozott fennallo 6sszefiiggés:

hs = Uo + R T -1In (xo) (5)

Ahol a ug és a u, rendre a szilard és az oldott allapot kémiai potencialja, az R - T - In (x;) a
,keverési tag” [46], ahol az x, a moltortje az oldott €s a nem oldott fehérjéknek (a 0-s index
jelen esetben a tiszta vizes esetet jeloli) [47]. Ugyanez az Osszefliggés mas oldodasi
kornyezetben (pl. Hofmeister-aktiv sok jelenlétében):

s =u+R-T-In(x) (6)

Ahol u és x az adott oldatra jellemzé mennyiségeket jelolik.
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Feltételezve, hogy u és u, csak a feliileti fesziiltségekhez tartozo tagokban térnek el, a (5) és
(6) egyenletekbdl kovetkezik:

(¥ =vo) *Apy = R T - 1In (x0/x) (7

Ahol y és y, a fehérje-viz hatarfeliileti fesziiltség rendre a (Hofmeister-) sokat tartalmazoé- €s a
tiszta vizes oldatban, az As,, mennyiség pedig a fehérje-viz hatarfeliilet molaris €rteke (SASA *

N,, ahol N4 az Avogadro szam és SASA a molekularis oldoszer szamara hozzaférheto feliilet).

Ugyanakkor Dér és munkatarsai kimutattak, hogy az x,/x hanyados megfeleléen kozelithetd
az S,/S hanyadossal [20], igy az (7) és (1) egyenletek felhasznalasaval szarmaztathatd a
kovetkezd Gsszefiiggés:

K;-c (8)
fv

Ay=y—y,=2303-R-T-

Mely 0Osszefliggés linedrisan fiigg a so (altalanosabban barmilyen hozzédoldott anyag)
koncentraciojatol, és az aranyossagi tényezd a Setschenow-konstans (Ks), ami egy pozitiv
szdmmal van megszorozva. Ennek kovetkeztében Ay eldjele koveti K eldjelét, azaz pozitiv
lehet kozmotrop- és negativ kaotrop sok jelenlétében. A (8) egyenlet kdzvetlen kapcsolatot
teremt a Setschenow-konstans ¢és egy fizikai mennyiség kozott. A feliileti fesziiltség
segitségével a HE oldhatosagra vonatkozo értelmezése igy egy nagyon kifejezd értelmezést
nyer, amely a fehérje konformdcidkra vonatkozd csepp-modellt foglalja magéaba, egyszerre
kezelve a kozmotrop és kaotrop effektusokat.

Ugyanakkor elgondolkodtatd, hogy indokolt lehet-e egy makroszkopikus mennyiség, mint
példaul a feliileti fesziiltség mikroszkopikus szinten torténd alkalmazésa. Tulajdonképpen ez
egy régota tartd vita, foleg a hidrofob kdlesonhatdsok termodinamikai leirdséval kapcsolatban
[48]. Az eddigi vizsgalatok kimutattadk, hogy a mikroszkopikus és makroszkopikus felszinek
kvalitativan hasonloan viselkednek [5, 49], természetesen figyelembe kell venni a feliileti
geometria altal diktalt korrekcidkat (pl. nagyobb gorbiilet), tovabba a fehérjefelszin
inhomogenitésait és ,,szemcsésségét”[48, 49]. Habar mindezek jelentds korrekcids faktorokat
jelenthetnek, ésszerti feltételezni, hogy ez a koncepcid hasznos eszkozként szolgalhat a
molekularis felszinen végbemend folyamatok értelmezésére. A (8) egyenlet ugy is
értelmezhetd, hogy a Hofmeister-aktiv sok megvaltoztatjdk a fehérjefelszin hidrofob/hidrofil
tulajdonsagait, nevezetesen a kozmotrop sok hidrofobabba, mig a kaotrop sok hidrofilebbé
teszik azokat [20].

A Ay mennyiség mérésére nincs kdzvetlen mérési eljaras. Ugyanakkor a fehérje-viz hatarfeliilet
esetében, ha ismert, hogy milyen tényezoktdl fiigg az értéke, akkor kozvetett kisérleti
bizonyitékok alatdmaszthatjak a koncepciot. Az alabbi harom faktort6l mindenképpen fiiggenie
kell Ay értékének [20] (mivel, alapvetden a kohézids és adhézids erdk hatarozzak meg, amely
az egyes fazisok kozott, ill. fazisokban Iépnek fel):
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1) a felszinen 1év0 aminosavak tulajdonséagai

2) a vizmolekuldk kozotti H-hid kotések erdssége

3) a Hofmeister-aktiv sok felszin-kozeli és tombfazisban mért koncentracioi kozotti
kiilonbség

Az 1) pontbdl kovetkezik, hogy Ay fiigg a fehérje megvalasztasatol. Valojaban, az (1) és (8)
egyenletekben szerepld Ks a hozzaoldott sok mellett a valasztott fehérjétdl is fiigg [2]. A
Hofmeister-aktiv sok hozzaadasa a rendszerhez nyilvanvaléan befolyasoljak a 2) és 3) pontokat.
A 2) és 3) pontok szempontjabol szamos relevans kisérleti adat elérhetd az irodalomban [2, 50,
51], melyek kapcsolatba hozhatok a fehérje-viz hatarfeliileti fesziiltséggel.

A fehérje-viz hatérfeliileti fesziiltség koncepcid tekintetében a fehérjék kicsapodasa-
visszaoldddasa volt a kiindul6 pont, masfeldl viszont hasznos eszkdznek bizonyulhat a HE éltal
kivaltott fehérjekonformaciot/-miikodést érintd valtozasok jellemzésében. Ugyanis a fehérjék
jelentds szerkezeti valtozasait a SASA szamottevd valtozasai kisérik, példdul amikor egy
Hhyitott” és egy ,,zart” konformacio kozott valtakozik egy fehérje allapota. A fenti jeldléseket
alkalmazva, a szabadenergia-valtozas feliileti fesziiltséget érintd komponense a kovetkezd
alakban irhato:

AGhaearfetiteti ~ Vv * Agy )]

Hofmeister-aktiv sok jelenlétében viszont y]iv = Y5 + Aypy ((8) egyenlet), igy a sofliggd
jaruléka a hatarfeliileti szabadenergia-valtozasnak:

AAGyatsrfelileti = AYpy " DApy, = Ks-c*R-T (10)

Azaz a s6 hozzaadéasa egy linedris tagot ad hozza a szabadenergidhoz, amely noveli, vagy
csokkenti azt Ky eldjelének megfelelden.

Frauenfelder és mtsi. [11] fehérjekonformaciokkal kapcsolatos kiemelkedd munkdjukban
kimutattdk, hogy egy fehérje makroallapota egy U-alaku szabadenergia-profillal kozelithetd az
Agy fliggvényében, melyet a 2. abra szemléltet. Az als6 hatdra ennek a gorbének az
Osszenyomhatosagi- (A;), mig a felsé a kinyujthatdsagi hatar (A,). Ezen hatarok kozott csak
kisebb energiagatak valasztjak el egymastol az egyes allapotokat szobahdémérsékleten (vagy
magasabb homérsékleten), melyek kozott viszonylagosan szabadon fluktualhat a fehérje
szerkezete a SASA értékét valtoztatva. A 2. dbra igy egy sematikus abrazolas, mivel a
kiilonboz6 szinekkel rajzolt energia profilokat ugy kell értelmezni, hogy azok A1 és Az kdzotti
szakasza nem teljesen sima, hanem kisebb energiagatak kovetkeztében egyenetlen, vagy
,,10g0s”, €s a felrajzolt egyenes egy kozelités. Az I mennyiség pedig egy stabilitasi paraméter,
amit az elérhetd As, ertékek segitségével definidlhatunk az energia minimum feletti kg - T

magassagban, ahol kg a Boltzmann allandd, T pedig az abszolit hdmérséklet.
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G teljes

KT

Al AZ A fehérje-viz

2. abra Sematikus abrazolasa a teljes oldodasi szabadenergianak a fehérje-viz hatarfeliilet felszinének
fliggvényében. A harom megkiilonboztetett fehérje csalad kiilonbozé szinekkel jelolve.

Figyelembe véve, hogy a kiilonbozd fehérjék esetében mas-mds aminosavak talalhatoak a
fehérje-viz hatarfeliileten (és a Setschenow-konstans is fligg a vizsgalt fehérjétdl), ezért nem
biztos, hogy minden fehérje tigy viselkedik, mint ahogy azt a 2. abran a kék gorbe leirja.
Valojaban, az eddig vizsgalt fehérjek tobbsége a 2. abran zold gorbével (Ayys, > 0)
jellemezheto csaladba tartozik, ekkor a zart fehérjekonformacié a jellemzo6. Ebben az esetben a
kaotrép sok destabilizald hatasuak, a kozmotrop sok pedig stabilizaljék a térszerkezetet, ahogy
azt szamos kisérleti tapasztalat is igazolja [2, 3]. Azonban létezik szamos kivétel is, amikor a
kozmotrop ¢és kaotrop sok masként viselkednek, mint ahogy a fenti szabaly szerint
feltételezhetd. Némely esetben a kaotrop sok stabilizaljak a kiindulasi szerkezetet [2], vagy
novelik a fehérjeaktivitast [19, 52], mas esetekben mind a kozmotrép, mind a kaotrop sok
stabilizalo hatéassal rendelkeznek [2]. A 2. dbran lathatd piros (Ays, < 0) és kék szinl
gorbékhez tartozd fehérjecsaladok esetén lépnek fel foként ezek a jelenségek. Ezért nem
altalanosan igaz az az allitas, ami szerint a kozmotrdop sok stabilizaljak a fehérje térszerkezetét,
mig a kaotropok hatdsa ellentétes. (Valosziniileg onnan ered ez az elképzelés, hogy a nativ
Hhyitott” térszerkezet ritka). Az ilyen jelenségek altaldban nehezen értelmezhetdek szdmos
elméleti leiras keretén beliil, azonban teljesen természetes moddon felmeriild esetek a
hatarfeliileti fesziiltség koncepcidjaban.

A 2. abran felvazolt elképzelés HE-ra torténd alkalmazasa nyomdn az is varhato, hogy
egyensulyi allandok és atmenti aranyok is megvaltoznak olyan reakciokban, ahol jelentds
konformdacios valtozasok Iépnek fel (beleértve makromolekuldk nagymértékii SASA-
valtozasat, vagy szupramolekularis szerkezetek megvaltozasat). Ezt az elképzelést nemrég
sikeresen alkalmaztak a HE hatasara bekovetkezo jelentds szerkezeti valtozadsok azonositasara
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a fotoaktiv sarga fehérje (PYP) esetében [53], hierarchikusan felépiilé fotoszintetikus pigment
komplexeken [54] és DNS-fehérje komplexeken [55] is.

Ugyanakkor ez az U-alaku energiaprofil elképzelés a korabbi feltételezések indokldsaban és
értelmezésében is alkalmazhato, példaul a (9) egyenlet feltételezi, hogy a hatarfeliileti
szabadenergia-valtozas sordn a (4) egyenletben szerepld G, szabadenergia tag konstans marad
az oldodasi kornyezet megvaltozasa soran. Ez egy erds kozelités, mivel a fehérjén beliili
intramolekularis kolcsonhatdsok is megvaltozhatnak az oldodasi kornyezet megvaltozasanak
kovetkeztében. Példaul, az ionok jelenléte gyengitheti a sohidakat, hidrofob kdlcsonhatasokat,
vagy a H-kotéseket. Ez azt jelentené, hogy a 2. abran vazolt szabadenergia profilok ténylegesen
siméak az A €és A hatarok kozott. Masfeldl, egy fehérje kiindulési szerkezetében, ha egy toltott
oldallanccal rendelkezé aminosav ,eltemetett”, majd olddszernek kitett allapotba kertil, akkor
mindez a (4) egyenletben feltételezett linearis viselkedést modosithatja, mivel egy toltott
csoport oldoédasa nagyobb mértékli szabadenergia-valtozast eredményez. Mindazondltal a
globularis fehérjéket tekintve a toltott csoportok jellemzden az oldoszernek kitett felszinen
talalhatoak és a nagy mennyiségben ,,eltemetett” toltott csoportok inkdbb a kivételhez tartoznak
¢s ritkabban fordulnak eld. Ezért példaul olyan konformécios valtozas soran, amit nagy SASA-
novekedés kisér, mint mondjuk egy hidrofob mag felbomlésa, az oldoszernek kitett ,,u;5”
feliileten tobbségében hidrofob tulajdonsdgli aminosavak megjelenése a jellemzd. Igy az
olddészernek kitett toltott csoportok szamanak jelentds valtozasa nem valdszinii konformacios
valtozasok (vagy fluktudciok) soran a ,.hétkdznapi” fehérjék milkodése esetében, ill. ilyen
tipusu fehérjéket ir le pontosan a hatarfeliileti fesziiltség koncepcid. Természetesen, nemcsak a
to1tott- és nem toltott csoportok oldddasi tulajdonsagai kozott van kiilonbség, hanem ez minden
aminosav esetén fennall, aminek szintén hatdsa lehet a (4) egyenlet szerinti linearis
Osszefliggésre. Azonban, ha a SASA-valtozas sordn valdban csak akkora kiilonbségek vannak
a vizsgalt rendszer allapotai kozott, hogy a 2. abran szemléltetett U-alaku energiaprofil jo
kozelités, akkor a (4) egyenlet linearis Osszefiiggése tarthato, és a hatarfeliileti fesziiltség
koncepcio altal felvetett atlagos feliileti fesziiltség érték bevezethetd.

Osszességében, ez a leirasi mod a fehérje és a viz kozotti hatarfeliileten fellépd feliileti
fesziiltséget jeloli meg, mint kozponti jelentdségii fizikai mennyiséget, ami a HE szertedgazo
eléfordulasainak leirasara szolgal. Az elméletbdl eredd legfontosabb megéllapitas, hogy a
kozmotrop, vagy a kaotrop sok jelenléte noveli, illetve csokkenti hatarfeliileti fesziiltséget.
Megmutattak tovabba, hogy a hatarfeliileten fellépd feliileti fesziiltség és a fehérje szerkezeti
stabilitasa kozotti Osszefiiggés kozvetleniil Osszekapcsolhato a fehérje konformacios
fluktuacioival [21]. Annak ellenére, hogy a hatarfeliileti fesziiltség koncepcid segitségével
sikeresen lehetett kezelni szdmos, a HE-hoz kothetd problémat, kdzvetlen bizonyiték kisérleti
nehézségek kovetkeztében a Hofmeister-aktiv ionok altal 1étrehozott hatarfeliileti fesziiltség
valtozas és a HE kozotti kapcsolatra nincs.

Megjegyzendd még, hogy a feliileti fesziiltség szarmaztatasa lehetséges nem SASA-alapu
modszerekkel is. A y valtozas szdrmaztathato a feliileti adszorpci6 hagyomanyos elméletét
felhasznalva. Nemrégiben Chen és Smith [56] atdolgoztak az elméletet annak érdekében, hogy
szamitogépes szimuldcids adatok vizsgélatara is konnyen alkalmazhato legyen. Ebben az
atdolgozott elméletben a hatarfeliileti régid vizsgélatara a szimulacios rendszerben talalhatd
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egyes komponensek valdszintiségi eloszlasat (szamsiirtiség) hasznalja ¢és a Kirkwood-Buff
elméletnek megfelel6 RDF-eket alkalmazza [57, 58] a tombfazisbeli tulajdonsdgok
jellemzésére. Ezzel a modszerrel lehetséges egy két komponensbdl 4ll6 rendszer, mint példaul
viz ¢és valamilyen oldott molekula esetében a feliileti fesziiltségnek az oldott molekula
szamsiriség szerinti derivaltjanak meghatarozasa. Nemrégiben Horinek ¢és Netz [59]
sz¢leskort vizsgalatokat végeztek a fehérjék szabadenergia-valtozésait illetden, amikor is tiszta
vizes oldodasi kornyezetbdl karbamid molekulékat tartalmazo oldodasi kornyezetbe kertilnek.
A munkajuk sordn a fent bemutatott modszert alkalmaztdk a karbamid altal kivaltott feliileti
fesziiltség azonositasara.

Az implicit vizmodellek alkalmazasaval [60] végzett szimulaciokban is fontos szerepe van az
oldodasi szabadenergidnak ¢és a feliileti fesziiltségnek. A szamolasok sziikséges pontossaganak
eléréséhez a hidratacio elektrosztatikajanak modellezése mellett sziikséges a molekuldk
oldodési szabadenergidjanak pontos meghatarozasa [61, 62]. Tobb implicit modellben az
oldddasi szabadenergia nem polaros jarulékat egy lineéris kifejezéssel irjak le, és a SASA
segitségével hatdrozzadk meg, mely mennyiség egy effektiv feliileti fesziiltség értékkel
skalazodik [63, 64]. Brooks és mtsi. [65] kisebb molekulak abszolut oldddasi energiait
hataroztadk meg tobb implicit vizmodell felhasznalasaval, 6sszevetve eredményeiket explicit
oldoszeres rendszerekbdl szarmaztatottakkal, és kisérleti eredményekkel j6 egyezést mutattak.
Hasonlo6 vizsgalatokat végeztek Wenzel és mtsi. [66], tovabba van der Spoel €s mtsi. szerves
oldoszerek esetében is végeztek oldodasi szabadenergia szamolasokat [67].

2.2 A Collins szabaly

A feliileti fesziiltség, mint a HE-t jellemzé mennyiség sikeres eszkdznek bizonyult kisérleti
eredmények értelmezésében és szimulacios szempontbdl is vizsgalhatd mennyiség. Annak
érdekében, hogy Hofmeister-aktiv ionok altal kivaltott hatarfeliileti fesziiltség valtozasokat ¢és
az ezt kivaltd mechanizmusokat jobban megérthessilk a fehérje-viz hatarfeliileti réteg
részletesebb vizsgalata sziikséges. A kozmotrop és kaotrop ionok felhalmozodésa a hatarfeliilet
kozelében altaldban ellentétes jellemzokkel rendelkezik. Ahogy azt kisérletileg is kimutattak a
kozmotrdop ionokra jellemzobb a felhalmozoddas ebben a régidban [2], aminek kovetkeztében
altalaban a feliileti fesziiltség csokken. Ezt a felhalmozodast elsd sorban az oldoszernek kitett
toltott atomok hatarozzak meg. Masfeldl, ezen t6ltott atomok kozvetlen kornyezetének
jellemzoi s befolyasoljak a lokalis ion striiséget. Ilyen példaul az oldasi kornyezetnek kitett
toltést tartalmazo feliilet geometridja (mennyire homoru, konkav), ahogy azt Gibb ¢és
munkatarsai is kimutattdk [68]. Mindez az ionok anizotrop felhalmozddast eredményezi,
melyek a fentebb leirt médon lokalisan megvaltoztatjak a vizszerkezetet és a kialakuldo H-hid
kotések erdsségét és emellett magaval a fehérjével is kolcsonhathatnak. A felhalmozodasi
kiilonbségek értelmezésében és a fehérje-ion kolesonhatas vizsgalatdban a Collins szabaly
hasznos eszkdznek bizonyul.

Az egyes toltott atomok, vagy atom csoportok kozotti parformalodasi / kolesonhatési
lehetdségeket harom csoportra osztottuk: kdzvetlen /kontakt/ par (CP: contact pair), olddszer
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altal kozvetitett par (SSP: solvent separated pair) és 2 olddszer altal kozvetitett par (2SP: two
solvent pair). A 3. dbra szemlélteti ezeket a parképzddési-, kolcsonhatasi tipusokat.

(A) (B)

(©)

3. abra A CP (A), SSP (B) és 2SP (C) tipusu kolcsonhatasok.

Collins és munkatarsai mintegy évtizeddel ezel6tt kimutattdk [22], hogy kapcsolat all fenn a
vizben oldott anionok és kationok parképzési affinitasa és Hofmeister aktivitdsa kozott. Az
altaluk megfogalmazott ,,0sszeillé viz-oldékonysdg torvénye” (melyet alkali halogének
oldhatosagara alapoztak) szerint azok az ellentétes toltésti ionok preferaljak a parformalast,
amelyek hasonl6 az oldhatosaggal rendelkeznek.

kozmotrép

kaotrop

kozmotrop
@

kaotrop

kozmotrop

kaotrop

kaotrop

kozmotrop

. 3 .

Preferalt kolesonhatas

CP

Cp

Preferalt kolcsonhatas

SSP/2SP

SSP/2SP

4. abra A Collins szabaly szerint a preferalt parképzodés[22].
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Collins hangsulyozta tovabba, hogy az oldddasi aktivitas, azaz a hidratacidé erdssége ugy
kapcsolodik a Hofmeister aktivitdshoz, hogy a kaotrdp ionok a gyengén-, mig a kozmotrdp
ionok az erdsen hidratalt agensek [69, 70]. Kovetkezésképpen a stabil ion parok csak kaotrdp-
kaotrdp, illetve kozmotrop-kozmotrdp tulajdonsdgi ionok kozott johetnek 1étre, mig egyéb
esetben az ion parokra inkdbb jellemzd, hogy részben, vagy egészben megtartjak a sajat
hidratacidés burkukat (4. abra).

Mint azt kimutattuk, ez a koncepci6 altalanosithato fehérjék és ionok kozotti kdlcsonhatdsokra,
illetve toltott felszini csoportok és ionok kozotti parképzés sajatsagainak vizsgalatara is. Collins
osztalyozasat szem el6tt tartva a fehérjék javarészt kaotrop épitdelemekbdl allnak, mint
semleges amid- és szénhidrogén csoportok, vagy protonalt guanidinium- és amino csoportok.
Egyediiliként erésen hidrataltnak, azaz kozmotropnak, tekinthetd csoport a karboxilcsoport,
amely igy varhatoan rendelkezik parképzési affinitassal a kozmotrép ionok tekintetében.
Nemrégiben kisérleti- és szimulacidés eszkozokkel is kimutattdk kozvetlen kolesonhatés
jelenlétét fehérjék és a fehérje-viz hatarfeliileten felhalmozddott kaotrop anionok kozott [71-
74].

2.3 Modellrendszer: tcSb minifehérje

A Trp-kalitkat (5.4bra), vagy mas néven tcSb minifehérjét mind szimulacids-, mind kisérleti
modszerekkel széles korben vizsgaltak [28, 29, 34-36]. Mindennek kdszonhetden a térbeli
struktiraja mar jol karakterizalt (az NMR szerkezet az 1L.2Y PDB kdod alatt elérhetd). A tc5b
népszerlisége foként kis méretének, stabil és kompakt térszerkezetének, illetve ez utobbinak
hémérséklet-valtozassal szembeni érzékenységének koszonhetd. Tovabba megjegyzendd, hogy
nagyon rovid, mikroszekundumos iddskalan veszi fel a térszerkezetet, amely olyan szimulacios
1d6t jelent, ami napjainkra MD eszk6zokkel kezelhetd. Ez a minifehérje egy mindosszesen 20
aminosavbol allé oligomer, melyet Neidigh ¢és munkatarsai [28] terveztek 2002-ben; a
szekvenciaja a kovetkezd: NLYIQ WLKDG GPSSG RPPPS.
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5.abra A tc5b minifehérje térszerkezete.

A minifehérje elnevezés onnan ered, hogy kis mérete ellenére megtalalhatdo benne tobb olyan
masodlagos- és harmadlagos szerkezeti elem, ami altaldban csak joval nagyobb rendszerek
sajatja. A térszerkezete tartalmaz egy hosszabb, az N-terminalisndl kezd6dd a-helikalis
szegmenst, ezt kovetden egy B-kanyar szerkezetet ¢s egy PP-II hélixet a C-terminalis kdzelében.
Mindemellett, tartalmaz egy hidroféb magot, melyet foként a Tyr® és a Trp® aminosavak
oldallancaiban talalhato gytiriik Osszetapadasa (stacking) és a Pro'?, Pro'”! aminosavak
alkotnak. Megtaldlhat6 egy sohid is a tc5b szerkezetében, mely az Asp’ és az Arg!'® aminosavak
kozott formalodik. Mind ez utobbi, mind a korabban emlitett hidrofob kdlcsonhatasok egyiittes
jelenléte kiilonosen alkalmassa teszik ezt a modell rendszert a HE vizsgalatara, mivel eltérd
modon valtoztathatjdk meg ezeket az ellentétes hatasu Hofmeister-aktiv ionok. Ugyanakkor
vizsgéalhatjuk az ionok hat4sat a szerkezeti elemekre, vagy a térszerkezet stabilitdsara vald
tekintettel, tovabba azonosithatjuk az eltérd tulajdonsagi feliiletek mentén az ionok
felhalmozodasi jellemzdit is.
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3. Szimulacios elozmények és lehetoségek

A HE szamitogépes eszkozokkel torténd vizsgalataval kapcsolatban mar szamos elméleti és
kisérleti munka sziiletett. Dzubiella és munkatdrsainak nemrégiben tobb részletes vizsgalata
[24-26] bemutatta a Hofmeister-aktiv halogének alkali soinak (nagy koncentracidoban) toltott
aminosavakat ¢és sohidakat tartalmazo, jelentds helikalis tartalommal biré alanin alap
polipeptidek stabilitasara gyakorolt hatasat. Ezek MD szimulacidk voltak és nem polarizalhatéd
erdterek felhasznalasaval késziiltek. Asciutto és munkatéarsai [27] alacsony koncentracioban
jelen 1évo perklorat ionok szerkezet stabilizald hatasat mutattdk ki az AAAAA(AAARA)A
modellrendszeren.

A tc5b térszerkezetét és annak kialakulasat szamos kisérleti és szimuldciés moédszerrel
vizsgaltak eddig, a fent emlitett elényds tulajdonsagai miatt. Garcia és munkatarsai
mikorszekundum hosszisagih REMD szamolasokat végeztek [32], melyek a tc5b minifehérje
feltekeredését (folding) vizsgaltdk. Mindemellett elemezték két vizmodellnek (TIP3P és
TIP4P-EW) a minifehérje szerkezeti stabilitdsara gyakorolt hatasat [33]. A minifehérje
karbamid és guanidinium altal kivaltott denaturalédasanak molekularis mechanizmusat Heyda
¢s mtsi. térképezték fel kisérleti mddszerek €s hosszt MD szamolasok segitségével [72].
Hasonloan a karbamid hatasat vizsgaltdk Canchi ¢és munkatarsai REMD szimulaciok
segitségével [75], a folyamat termodinamikai jellemzdire koncentralva. A tcSb szerkezetének a
hémeérséklet novelésének hatdsara bekovetkezd felbomlasat is vizsgaltak mind kisérleti, mind
elméleti eszkdzok segitségével. Mindezek ellenére még mindig vannak nyitott kérdések, mint
példaul a toltott oldallancok és a sohid szerepe [76, 77], tovabba, hogy két- [78], vagy tobb
allapotu-e [79] az 4&tmenet. Halabis és mtsi. kimutattak [36], hogy a tombfazisbeli térszerkezet-
felbomlés gy irhat6 le, mint a hidrofob kdlcsonhatasok meggyengiilése (foként a hosszatavu
kolcsdnhatasok, kiilondsen a Trp®-Pro'?) és az N-termindlisnél talalhatd o-hélix szétesése.
Ugyanakkor a rovidtavi hidrofob kodlcsonhatdsok még hamarabb meggyengiilnek, és a sohid is
felbomlik. Tobb szimulacids munka is foglalkozott a homérsékleti destabilizacios folyamat
leirasaval, némely azonban irrealisan magas atmeneti hdmérsékleteket eredményezett, példaul
megkozelitdleg 440 K-t [31, 75], amelyek nem voltak 0sszeegyeztethetdk kisérleti adatokkal.
Ahmed és mtsi. UV rezonancia-Raman spektroszkopiai modszerrel (UVRS) megmutattak [80],
hogy a Trp® még 343 K-en is ,.el van temetve” a hidrofob magban. Emellett az a-helikalis amid
kotések szamat is megbecsiilték az N-terminalisndl talalhatd relevans szegmenset vizsgalva.
Azt talaltak, hogy 298 K-ig nincs valtozas, részleges a leolvadas az a-hélixben 343 K-en és az
atmeneti hdmérséklet 313 K kozelében van, ami nincs 6sszhangban a Neidigh ¢és mts altal CD
mérések alapjan megallapitottakkal [28]. Emellett a hémérséklet 298 K-rél 343 K-re
novelésével a Tyr’ aminosav eltdvolodik a C-terminalison talalhaté prolintol, ezzel kinyitva a
szerkezetet, mig a Trp® oldoszer-kitettsége kozel linearisan novekszik, de a hidrofob mag nem
esik szét teljesen. Ezek a folyamatok természetesen megvaltoztatjdk a SASA értékét és a
folyamatot varhatéan befolyéasoljak a Hofmeister-aktiv ionok is.

Ahogy azt tobb munkaban is kimutattak, az ionok oldodasaval kapcsolatos fizikai mennyiségek
kelléen pontos kiszamitdsa nem lehetséges polarizalhato erdterek alkalmazasa nélkiil [81, 82].
Ugyanakkor Kalcher és mtsi. meg tudtdk hatarozni halogén ionok (F-, CI°, I') altal kivaltott
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feliileti fesziiltség valtozasok értékét vakuum-viz hatarfeliileten MD moédszerek segitségével és
nem polarizalhato erdterek alkalmazasaval [24]. A kapott értékek a kisérleti trendet kdvetik,
nevezetesen, minél nagyobb az ion, annal kisebb a feliileti fesziiltség ndvekedése. Sun és mtsi.
szintén a vakuum-viz hatérfeliileten fellépd feliileti fesziiltség valtozasokat vizsgaltak [23]
halogének natrium so6i esetében nem polarizalhat6 erétérrel és szemi-flexibilis SPC/E vizmodell
segitségével. Az eredményeik jO pontossaggal visszaadtak a kisérleti adatokat: 3,6; 2,6 és 1,5
mN/m novekedés a feliileti fesziiltségben rendre a NaF, NaCl és Nal sokra, 1,2 molos
koncentracioban.

Az ionok oldodésat €s a kation-anion kdlcsdnhatasokat tekintve tobb fliggetlen tanulmany is
hangsulyozza a kvantummechanikai effektusok fontossagat [83-87]. Mindazonaltal, explicit
vizes szimulaciok is konzisztens eredményeket szolgaltatnak, ha a diszperzids kdlcsonhatasok
megfeleléen vannak kezelve a Lenard-Jones kdlcsonhatds 7~° tagjan keresztiil [84]. Tovabba,
az elérhetd szimulacids id6 az olyan nagy rendszerekre, mint egy oldott fehérje erdsen korlatos,
ha a kvantummechanikai szamolasokat legalabb részben hasznalo szimulacidkat alkalmazunk
(mint példdul QM/MM, vagy Born-Oppenheimer MD). Annak érdekében, hogy az ionok altal
kivaltott szerkezeti valtozasokat feltérképezhessiik hosszit MD szdmolasok kellenek, ahogy azt
korabban tobb tanulmany is kimutatta [25, 88]. Mindez ezért sziikséges, hogy elérhessiik az
egyensulyi allapot és a mintavételezés is elégséges mértékii legyen, és ez minden bizonnyal
igaz a kvantummechanikai alaptt modszerekre is. Ennek megfelelden szamos explicit
vizmodellt hasznalo, egyarant polarizalhat6, és nem-polarizdlhatd erdteres MD szimulaciok
késziiltek, melyek olyan kérdésekkel foglalkoztak, mint: ion-viz kdlcsonhatasok és kapcsolodo
HE fehérjék esetében [73, 89-92], DNS-kation kolcsonhatasok [93-95]. Megallapithat6, hogy
né¢hany latvanyos kivételtdl eltekintve, mint példaul a szulfat ionok esete [96], a polarizalhato
¢és nem-polarizalhat6 erdterek altaldban ugyanolyan jol mikodtek [97, 98]. A tc5b minifehérje
esetén egy nem polarizalhato eréteres MD szamolas szintén sikeres lehet aminosav alapt ionos
folyadékok és vizes oldatuk esetében, ahogy ezt Chevrot és mtsi. kimutattak [99]. Ugyanakkor
megjegyzendd, hogy DFT-alapi Born-Oppenheimer MD szamolasokat végeztek Willow és
mtsi. [100], melyek egy modellfehérje esetén szarmaztattak feliileti fesziiltség értékeket,
azonban a mintavételezés és a szimulacios id0 is erdsen korlatozott volt, az utdbbi
pikoszekundumos nagysagrendii volt 130 vizmolekula jelenléte mellett.
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4. Célkitiizes

Figyelembe véve a korabbi szimuldcios tapasztalatokat és Otleteket, tovabba a rendelkezésre
allo kisérleti eredményeket, ennek a munkdnak a célja, hogy MD szimulaciés eszkozok
segitségével megvizsgaljuk a tc5b fehérje tulajdonsagait kiilonb6z6 oldodasi kornyezetekben.
Kozmotrop, kaotrop, és Hofmeister-semleges ionok hozzaadésaval és kiillonb6z6 szimulacios
hémérsékletek alkalmazasaval az alabbi feladatokra fokuszaltunk:

R/
A X4

X/
°e

X/
L X4

X/
L X4

X/
°e

Megmutatjuk, hogy a tc5b minifehérje a valasztott szimulaciés feltételekkel olyan
modellt alkot, amelyben a vizsgalt ionok jelenlétében a Hofmeister sornak megfeleld
szerkezet-stabilitasi kiillonbségek azonosithatok.

Modellrendszeriinkben a Hofmeister-aktiv sok altal kivaltott, olddszer szamara
hozzaférhetd feliilet valtozasok felhasznaldsdval meghatarozzuk a vizsgélt sok
jelenlétében fellépd hatarfeliileti fesziiltség valtozasokat. Megmutatjuk, hogy ezek a
szimuldcios eredmények Osszhangban vannak a Dér és mtsi. altal kidolgozott
hatarfeliileti fesziiltség koncepcidval [20,21].

A tc5b minifehérje és a hidratacios kornyezete kozotti hatarfeliileten azonositjuk az
kivalasztott Hofmesiter-aktiv ionok felhalmozodasi tulajdonsdgait, és az ennek
kovetkeztében fellépd valtozasokat a hatarfeliileti vizmolekuldk orientacios
dinamikdjaban

Meghatdrozzuk a vizben oldott minifehérje és kornyezete kozotti kdlcsonhatasok
kiilonbségeit, ha az oldatban nincsenek Hofmeister-aktiv ionok, illetve, ha kozmotrop
fluorid, vagy kaotrdp perklorat ionokat tartalmaz. A tc5b minifehérje és kornyezete
kozotti  kolecsonhatasi  energia-eloszlasban csakugy, mint a legkdzelebbi ionok
tavolsageloszlasaban is azonositjuk a kiilonbségeket.

Szamitogépes szimulacid soran mesterségesen két részre bontjuk a kaotrdp perklorat és
a kozmotrép fluorid ionok 4&ltal a tcSb minifehérje vizes oldatdban indukalt
folyamatokat. Az elsd, felhalmozodasi szakaszban a rogzitett fehérje-feliilet kozelében
kialakul6 ioneloszlasokat, illetve hidratacios valtozasokat; a masodik atrendezddési
szakaszban pedig a minifehérje szerkezeti atrendezddése soran létrejovo tovabbi
valtozasokat is irtjuk le. Eredményeink alapjan azonositjuk a tc5b minifehérje kaotrop
destabilizaciojanak és kozmotrdp stabilizacidjanak meghatdroz6 mozzanatait.
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5. Modszerek

Biomolekularis  rendszerek szamitogépes modellezése alapvetéen a  statisztikus
termodinamikan alapul. A célja az, hogy egy erdsen korlatozott méreti modellrendszer
segitségével szarmaztassuk a valds rendszer tulajdonsagait. Az utdbbi évtizedek
szamitastechnikai és metodikai fejlesztéseinek kdszonhetden szerteagazd lehetdségek allnak
rendelkezésre. Az alkalmazott mddszer és programcsomag nagymértékben fligg a vizsgalni
kivant jelenségtol, a modellrendszer nagysagatol, a rendszer atomi Osszetételétdl stb. Az ebben
a munkdban bemutatott eredményeket molekuladinamikai (MD) moédszerek felhasznalaséval
szarmaztattuk. Ezt a szimuldciés modszert, a hasznalt beallitasokat ¢és a kiértékelések modjat
tekintjlik 4t ebben a fejezetben.

5.1 Molekuladinamikai szimulaciok
5.1.1 MD szimulacio altalaban

A molekuladinamikai szimulacids eljarasok alapvetden két fobb csoportba sorolhatok:
kvantummechanikén alapulé modszerek (ab initio szamolasok, stirliségfunkcional alapti (DFT)
modszerek stb.) és klasszikus erdterek hasznalatan alapulé modszerek. Egy adott szimulacios
eljaras kivalasztasa kompromisszum kérdé€s is egyben, melyet az elvart pontossag, a szamitasi
igény, maga a vizsgalt jelenség és a modell rendszer is befolyasol. A klasszikus potencialokat
alkalmaz6 molekuladinamikai megkdzelités széles korben alkalmazott és elfogadott modszer,
mivel tobb bioldgiailag- és kémiailag relevans kérdést illetden kezelheté kompromisszumok
mellett hasznalhato. A molekuladinamikai szimulaciok kivitelezésére szdmos programcsomag
all rendelkezésre, ilyenek példaul az Amber [101], CHARMM [102], NAMD [103] és a
GROMACS [104]. Minden klasszikus MD szimul4ci6 alapja a newtoni mozgasegyenlet
Iépésenkénti integraldsa numerikus modszerek alkalmazasaval, illetve az egyes atomok
helykoordinatainak és sebességeinek meghatarozasa. Ezekben a szimulaciokban a vizsgalt
molekulékat felépité atomokhoz tartoznak konstans paraméterek: tomeg, parcidlis toltés, van
der Waals sugéar, azonban a polarizacié kezelése ¢€s a toltésatadas az esetek tobbségében nem
lehetséges. Ennek a mddszernek az egyik legnagyobb elénye, hogy alkalmazhat6 olyan nagy
molekuldk konformacios terének feltérképezésére, mint példaul egy adott hidratacios
kornyezetben talalhato fehérje. Az alkalmazott MD protokoll, a szimulacids id6, tovabba az
alkalmazott algoritmusok és egyéb MD bedllitdsok mind hatassal vannak az eredményként
kapott trajektoriara és az ehhez tartoz6 konformécids sokasagra. A kisérleti eredményekkel
torténd Osszehasonlitdshoz altalaban sziikséges egy megfeleld mintavételezésii, egyensulyi
allapothoz tartozd sokasdg szarmaztatasa. Mindez alapvetd fontossagi, mert a megfeleld
pontossagi mintavételezéssel rendelkezd, ergodikus sokasagokban az id6beli- és a sokasagra
vonatkoz6 atlagolas felcserélhetd, és ez altal szarmaztathatoak termodinamikai- és egyéb
statisztikus eredetli mennyiségek is.

Azonban a megfeleld mértéki mintavételezés az atomi szinten torténd, nem klasszikus
szamolasok esetén jelenleg nem megoldott probléma. A magas szintli kvantumkémiai ab initio
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eljarasok maximum par szdz atomos nagysagrendre korlatozodnak. Tovabba, ezen mddszerek
alkalmazésa nem teszi lehetévé a bioldgiailag relevans idétavok szimuldlasat (példaul fehérje-
feltekeredés, aggregacids folyamatok, stb.), hanem 4altalaban pikoszekundumos korlatok a
jellemzdek. Ezzel ellentétben a klasszikus potencidlokot alkalmazé MD moédszerek tobb
tizezres, akar tobb szazezres atomszamot tudnak kezelni. Ez azért is 1ényeges kiilonbség, mert
igy oldészer molekulakat, ionokat is alkalmazhatunk nagyobb modellrendszerekben, melyek
jelenléte alapvetd fontossaggal bir példaul a fehérjék térszerkezetének kialakitdsaban és annak
stabilitasdban. Mindazonaltal, ezt a modszert hasznalva is altalaban csak kevés szamu vizsgalt
molekula van jelen a modellrendszerben, 6sszevetve példaul 1 molnyi anyagmennyiséggel. Az
elérhetd szimuldcios idétavok mellett (melyek akar mikroszekundumos nagysagrendiiek) egy-
egy vizsgalt molekula adataibdl eredeztethetdek nagyszamu molekula tulajdonsagait leird
eredmények a statisztikus megkdzelités segitségével.

Tovabba, egy klasszikus MD szdmolas soran olyan, a rendszer allapotat leiré adatokat
generalunk, amelyek az id0 fiiggvényei. Ez a tulajdonsag egy jelentds kiilonbség a Monte Carlo
szimulaciokhoz képest (melyek inkabb sztochasztikus algoritmusok, mint valos dinamikék),
mivel igy lehetséges 1d6fliggd tulajdonsagok kiszamitasa is. Ilyenek példaul két kivalasztott
mennyiség kozott szamolt korrelacios koefficiens, vagy relaxéacios idok, autokorrelacios
fliggvények, orientacios korrelacids fliggvények stb. A mintavételezés ezekben az esetekben is
nagy jelentdséggel rendelkezik, példaul a numerikus zaj csokkentésének érdekében kelld
mennyiségli adatot sziikséges atlagolni.

A klasszikus mechanikan alapul6 MD protokollok egyik korlatja, hogy nem alkalmasak a teljes
mértékben kvantummechanikai jelenségek vizsgalatira, mint példaul kémiai kotések
kialakulasa, vagy azok felbomlasa. Ugyanakkor, a klasszikus eréterekben hasznalt paraméterek
kvantummechanikai eredetiick (altalaban kisebb bazist és Hartree-Fock (HF) modszert
alkalmaz6 szamolasok) és gyakran a kisérleti eredményekkel vald jobb egyezés szerint
korrigaltak.

Megjegyzendd tovabba, hogy a klasszikus potencialok és a tdmegpontokra torténd redukalas
segitségével torténd leiras kozelitéseket tesz sziikségessé, hiszen olyan atomi / molekularis
rendszereket vizsgalunk, amelyeket ideélis esetben kvantummechanikai kezelést igényelnek. A
legpontosabb vizsgalatokhoz természetesen tisztdn kvantummechanikabdl szarmaztatott
potencialra van sziikség. Ennek kovetkeztében mara mar elérhetdek elterjedt és kiprobalt
modszerek, melyek a klasszikus €s a kvantum potencidlok 6tvozésével miikddnek, miszerint a
rendszer egy kis részében kvantummechanikai, a kimaradé részében pedig klasszikus potencialt
hasznalunk, ezek a QM/MM modszerek [105]. Tovabba vannak olyan tisztan
kvantummechanikat alkalmazé dinamikék is, amelyekben periodikus hatarfeltételek mellett
oldészer molekulak és homérsékleti csatolas is alkalmazhatoak kisebb rendszerekre, azonban
ez utdbbiak roppant nagy szamitasi igényekkel rendelkeznek, aminek kovetkeztében a
klasszikus MD moddszerek méret- €s szimuldcids id6 korlatai még mindig elérhetetlenek.
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5.1.2 Eroterek

A molekuladinamikai szimulacidkban sziikséges meghatarozni, hogy az egyes atomok milyen
modon Iépnek kolcsonhatasba egymassal, ehhez elengedhetetlen a potencialfiiggvények
definidldsa. Ezen fliggvények Osszességét szokds erdtérnek nevezni. Sokféle modon lehet
erdtereket definidlni a kolcsonhatasok leirdsdra, ezek az erdterek természetesen fiiggnek a
megoldani kivant problématol, de altalaban konformacios valtozasok vizsgalatara joval
alkalmasabbak, mint kémiai reakciok tanulmanyozasara, melyre csak kevés erdtér képes, ilyen
példaul a ReaxFF [106]. A MD szédmolas soran az atomok kozott fellépo erdket a potencialis
energia negativ gradiensének segitségével hatarozhatjuk meg az atomtomegek ismeretében. Az
egyes MD programcsomagokban altaldban sajat fejlesztésti, kiprobalt, jol miikodo erdterek
valaszthatéak (mint példaul Amber erdterek [107], GROMOS eréterek [108], OPLS erdterek
[109, 110] stb.), melyek a mai napig optimalizalas targyai. A potencialis energia komponensek
szarmaztatasa tobbféle modon lehetséges, szdmos algoritmus haszndlataval, melyek altalaban
programcsomagonként eltéroek.

Az erdterekben szerepld erdk két részre oszthatok: a kémiai kotéshez kapcsolddd erdk
(kotéstavolsag, kotésszog stb.) és elektrosztatikus jellegi er6k. Egy molekula teljes
energidjanak minden egyes Osszetevjérdl feltessziik, hogy fliggetlenek egymastol. Ezek az
energidk a kovetkezok: Exuv a kotések megnytjtasabol szarmazo energia, Exszog a kotésszog
megvaltozasabol szarmazd energia, Ewor a torzios szog megvaltozasabol szarmazo energia, Eel
az elektrosztatikus kolcsonhatasbol eredd energia és Evaw a van der Waals kolcsonhatasbol
szarmaz0 energia:

Evp = Egesr + Ekszég + Etor + Eei + Evaw (11)

Az els6 harom tag 6sszessége adja a kovalens kotésekbdl adodo (kotd-) energia jarulékot, mig
utolso két tag a nem-kovalens (nem kot6-) jarulék. A potencialfiiggvények alakja természetesen
fiigg az alkalmazott programcsomagtol, a benniik szereplé paraméterek (mint példaul: atomok
toltése, Van der Waals paraméterek, kotéstavolsag, kotésszogek, diéderes szogek stb.) pedig a
vélasztott er6tértdl is. Altalaban a kotéstavolsaghoz és kotésszoghodz tartozo energiatagokat
harmonikus potencidlokkal modellezik, a torzids szogekhez tartozo tag esetében pedig altalaban
tobb minimum is megjelenik, igy nem lehet harmonikus potencialokkal kozeliteni.

A nem kot6 tagok altalaban 6sszetettebb alakuiak és nagyobb szamitasi id6t is igényelnek, mint
a koto tagok, ezért gyakran kozelitéseket kell alkalmazni. Ez annak a kdvetkezménye, hogy
MD rendszerekben egy tetszOlegesen kivalasztott atom altaldban elhanyagolhat6 szamu
atommal alkot kémiai kotést a szimulacids rendszerben taldlhatod 6sszes atomhoz viszonyitva,
viszont a nem kotd tagok minden més atommal szdmitandoéak. A két szoban forgd energiatag
koziil a van der Waals joval gyorsabb lecsengésii fiiggvénnyel van modellezve, nevezetesen a
6-12 Lennard-Jones potenciallal. Ez azt jelenti, hogy a vonzo6 kdlcsdnhatésokat leird tag r—©
fiiggvény szerint cseng le, mig taszitas esetén r 12 szerint, ahol r a két atom kozotti tdvolsagot
jeloli. Az elektrosztatikus tag is jellemzden nagy szamitasi igényli és gyakran a nagyobb
tavolsagokban fellépd elektrosztatikus kdlcsonhatdsok is relevansak, pl. fehérjék vizsgalatakor.
Az elektrosztatikus kolcsonhatas esetén a Coulomb fliggvény az alapvetd jelent0ségli, mely
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r~l.es lecsengéssel rendelkezik. Ezek kiszdmitdsa sziikiti leginkabb a molekuladinamika
mozgasterét, mivel rendkiviil meghosszabbitja a sziikséges szamitasi i1d6t. A sziikséges
szamitasi id6 mérséklésére hasznalatban vannak bizonyos kozelitések, mint példaul: periodikus
hatarfeltétel, rogzitett levagéasi sugar a nemlokalis kolcsonhatdsokra, PME (Particle Mesh
Ewald) modszer [111] stb.

Mindkét nem kot tag esetén lehetséges egy lecsengési tavolsagot valasztani, ami azt a
tavolsagot jelenti, amin belill keresiink kolcsonhatd atom parokat és szamitunk nem kotd
energidkat minden atom esetén. Ugyanakkor egy bizonyos tavolsag utan lehet egy nagyon gyors
lecsengésti fliggvényt is alkalmazni a szadmitasokra. Vannak azonban fejlettebb, viszont
valamivel er6forras-igényesebb algoritmusok, mint példaul a fent emlitett PME, ami az energia
tagokat a Fourier-térben 0sszegezi.

5.1.3 Oldoszermodellek

A biologiailag és kémiailag relevans rendszerekben daltalaban sziikséges az olddszer
jelenlétének figyelembe vétele is. Ennek a problémanak a kezelésére kiillonféle lehetdségek
allnak rendelkezésre, melyek két nagy csoportja az implicit- és az explicit modellek. A
szamitasi kapacitdsok novekedésével az utobbi csoport az egyre inkabb haszndlatos és
elfogadott. Az explicit oldoészermodellekben molekuldnként van jelen az olddszer (ellentétben
¢s kolcsonhatasainak szamolasat teszi sziikségessé. Biologiai rendszerekben ez az oldoszer
javarészt viz, ezért a vizmolekuldkat illetden szamos eltéré modell és ehhez kapcsolodo
paraméterhalmaz kifejlesztése tortént meg.

A fentiekben részletezett nagy szamitasi igénynek volt a kovetkezménye az implicit oldoszer
modellek elterjedése. Az ilyen tipust szimulaciokban a modellrendszerben nincsenek jelen
oldészer molekuldk, hanem folytonos kdzegként veszik figyelembe az oldodasi kdrnyezetet,
ezzel csokkentve az egyes atompdrok esetén sziikséges szamoldsokat. A régebbi implicit
modellek SASA-alaptiak, melyek az oldodéasi szabadenergia kozvetlen felhasznélasaval
dolgoznak, az ujabbak pedig a folytonos elektrosztatikus modellek. A SASA-alapt
megkozelitést kovetden az altalanositott Born- (GB, generalized Born) modell jatszott kozponti
szerepet, ami a linearizalt Poisson-Boltzmann egyenletet kozelitésén alapult, de természetesen
ebben az esetben egy oldodési szabadenergia kifejezést hasznalunk az oldodasi kornyezet
leirasara. A GBSA tulajdonképpen egy hidrofob SASA-taggal kiegészitett altalanositott Born-
modell. Ez a legelterjedtebb és a legszélesebb kdrben hasznalt implicit olddszer modell. Ennek
a modszernek megvannak a hatarai, szerkezeti informaciot és egyéb fizikai mennyiségeket kelld
pontossaggal csak kis atomszamu rendszerek, illetve néhany aminosavat tartalmazo oligomerek
esetén szolgaltat. Ugyanakkor a modszer természetesen jellegénél fogva nem alkalmas az
oldoszer tulajdonsagainak vizsgélatara. Napjainkban azonban a legelterjedtebbek az explicit
oldoszeres modellek, melyek jellemzdje, hogy molekulanként van jelen maga az olddszer és
esetleg az adott olddszer paraméterezésével egylitt hasznalhatdo ionok is (megfeleld sajat
paraméterekkel). Szdmos oldoszerként hasznalt molekulara vannak elfogadott, megfeleld
pontossagu eredményeket szolgaltatd paraméterek, ilyenek példaul: viz, etil- és metilalkohol,
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DMSO stb. Természetesen a viz molekulakra talalhat6 a legtobb féle modell a legismertebbek
a SPC [112], TIP3P [113], TIP4P [114] és TIP5P [115], SPCE [116]. Illetve az ezekbdl
szdrmaztatott egyéb valtozatok, mint példaul a TIP4P/2005 [117], mely vizmodell arra a van
optimalizalva, hogy a lehetd legpontosabban adja vissza a viz kisérleti fazisdiagrammjat
(hasonlo6 példak még: TIP4P/Ice, TIP4P-Ew [118]). A vizmodelleket harom tulajdonsag alapjan
kategorizalhatjuk: (1) hany kolcsonhatasi pontbol all, (2) merev, vagy flexibilis és (3)
polarizacios hatasokat kezel-e, vagy sem. Az 1-es tulajdonsagot tekintve a legjellemzdbb a 3
(pl. TIP3P, SPC, SPCE), a 4 (pl. TIP4P, TIP4P/2005) és az 5 (TIP5P) és 6 kolcsonhatasi pontot
tartalmazd modellek, tovabba Iéteznek még 6 pontos vizmodellek is (6. dbra).

AN IN

H
(A) (B)

-
H
(D)

R P @
N AN

(€)

6. abra A 3 (A), 4 (B), 5(C) és 6 (D) kdlcsonhatasi pontot tartalmazé vizmodellek.

A harom-pontos vizmodellekben természetesen a harom kdlcsonhatasi pont az oxigén atom ¢€s
a két hidrogén atom. Minden atomhoz tartozik egy ponttdltés és az oxigén atom esetén Lennard-
Jones paraméterek is (némely eréterekben a H atomokhoz is tartoznak). Szamitasi szempontbol
ez a leghatékonyabb modell, mivel az tartalmazza a legkevesebb kolcsonhatasi helyet. A
harompontos TIP3P, SPC ¢és SPCE merev modellek, azaz a nem-koté kolcsonhatasok a
legfontosabbak ebben az esetben, a kotd kolcsonhatasokra pedig erds geometriai kényszerek
vonatkoznak. Az SPCE modell tartalmaz polarizacios korrekciokat, aminek kdvetkeztében pl.
a viz slriiségét jobban adja vissza, mint az SPC. Ugyanakkor az SPC-bdl 1étezik flexibilis
valtozat is.

A négy-, 6t- €s hatpontos vizmodellek tigynevezett ,,dummy atomokat” tartalmaznak, ezeket az
atomokat M és L betli jeldli a 6. abran. Az M és L atomoknak negativ toltése van és a céljuk,
hogy jobban kozelitse a vizmolekula elektronszerkezetét. A TIP4P és valtozatai csak egy M
dummy atomot tartalmaznak, merev modellek, kivéve a pl. a q-TIP4P/f valtozatot. Az Stpontos
modellek két L dummy atomot tartalmaznak az O atom kdriili magényos par palyat modellezik,
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tetraéder-szerti térszerkezettel. A hatpontos modellek pedig a négy- és 6tpontos modellek
egyesitettje: kettd L és egy M dummy atomot tartalmaznak az oxigén és a két hidrogén mellett.

Minden fent bemutatott modellnek van sajat paraméterhalmaza, amelyek kiilonb6zo6 problémak
vizsgalatara teszik alkalmassa az adott modellt. Altalaban az olddszer szolgéltatja a legtobb
atomot egy szimulacios rendszerben, ami meghatidrozo a szamitasi id6 tekintetében. Ennek
kovetkeztében a harom-, ill. négypontos vizmodelleket alkalmazzdk a leggyakrabban,
amennyiben kelld pontossagot szolgaltat és a vizsgalt jelenség ezt lehetdvé teszi.

5.1.4 Termodinamikai sokasagok, h6mérséklet- és nyomascsatolas

Az egyes atomok paraméterei, az atomok kozotti kdlcsonhatast leird erdtér és az olddszer
leirdsa mellett még sziikséges a hdémérséklet- és nyomascsatolds kezelése is. A
homeérsékletcsatolas altalaban a sebességek ujraskaldzasaval torténik, a nyomds hatdsanak
figyelembe vétele pedig a szimulacids rendszert kijel6ld vektorok és az atomi koordinatak
atskalazasaval. A homérséklet- €s nyomadscsatoldsra vonatkozoan sokféle termosztat és
barosztat alkalmazhatd, melyek azonban altaldban nem varidlhatok tetszélegesen, azaz
bizonyos hdémérsékletcsatolasi algoritmusok mellett nem valaszthatd tetszdleges
nyomascsatolasi mod ¢és forditva. Hasonloan a fent emlitettekhez ezen algoritmusok
megvalasztasa is optimalizalasi kérdés az elérni kivant pontossag és a sziikséges szamitési
kapacitasok fiiggvényében, természetesen a vizsgalni kivant rendszer méretének és egyéb
sajatsagainak figyelembe vétele mellett.

A MD modellrendszereket, illetve sokasagokat tobb csoportra oszthatjuk. Tekintsiink egy olyan
rendszert, amelyben N darab részecske van, a szimulaciés doboz térfogata V nagysagu ¢és a
hémeérséklet pedig T (és a rendszer kapcsolatban all egy hétartéallyal), e mennyiségek pedig
fixaltak. A statisztikus mechanikéban ezt a rendszert egy termosztattal ellatott NVT sokasdgnak
nevezziik (mas néven kanonikus sokasag). Amennyiben a rendszer nincs kapcsolatban
hoétartallyal, azaz a szimulacid soran nincs hémérsékleti csatolas, akkor NVE sokasagokrol
beszéliink. Ebben az esetben az ,,E” betli az energia konstans értéken tartasat jeldli, azaz
kinetikus és a potencialis energia 6sszege allando, de a nyomas €és a homérséklet értéke nem
szabalyozott. Széles korben hasznalt még az NPT sokasag, amelyben a részecskék N szdma, a
P nyomas és a T hdmérséklet rogzitett értékkel bir, illetve ez utobbi két mennyiség egy barosztat
¢€s egy termosztat segitségével szabalyozva van, de a szimulalt térfogat valtozhat.

5.1.4.1 Szimulacio termosztattal

Ha egy rendszer termodinamikailag €s mechanikailag elszigetelt, akkor a teljes energia allando.
Viszont bizonyos szimulaciokban az energianak vagy a homérsékletnek meg kell véltoznia.
Sziikséges lehet példaul a hoémérséklet valtoztatdsara, ha fazisatmenetet akarunk
tanulméanyozni; vagy egy elszigetelt rendszer vizsgalata esetén sziikség lehet a kezdeti
hémérséklet kivant szintre vald beallitasara.
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A hémérséklet konstans szinten tarthat6, ha lehetdveé tessziik a vizsgalt rendszer szamara, hogy
hécserét folytasson egy jelentdsen nagyobb rendszerrel, az tgynevezett hétartallyal vagy
termosztattal. A kisebb rendszer hatdsa a termosztat hdmérsékletére elhanyagolhatd, ezért
annak hémérsékletét egy elére megadott konstans értéknek tekinthetjiik. Igy az idé malasaval
a kisebb rendszer felveszi a termosztat hdmérsékletét. Mikroszkopikus szinten a hdcsere a
részecskék és a két rendszert elvalaszto fal kozotti iitkozések altal megy végbe. Atlagokat
tekintve, az elvalasztd falakba 1itk6z0 részecskék kinetikus energidjanak megvaltozasa a
termosztat homérsékletétdl fligg. Az ez altal eredményezett veszteség illetve novekedés a
kinetikus energiaban noveli vagy csokkenti a hdmérsékletet, amig az azonos nem lesz a két
rendszerben. Ahhoz, hogy ugyanezt a hatast érjiilk el a szimuldcidink soran, a vizsgalt
rendszernek energiat kell nyernie, illetve elvesztenie egy alkalmas moddon, amig a kivant
hémérsékletet el nem érte, ez az egyensulyi fazisban torténik meg. Kezdetben a részecskék
meghatarozott kezdeti hellyel és induldsi sebességgel rendelkeznek, ezutdn a rendszer
homérsékletét beallitjuk egy termosztat segitségével. Miutan a kivant homérsékletet elértiik,
kiszamitjuk a részecskék palyajat és a sziikséges mennyiségeket.

Az alabbiakban 0sszefoglaljuk, hogy miképpen lehet egy molekularis rendszer hémérsékletét
adott értekre bedllitani. A rendszer T homérsékletét és a kinetikus energidjat az ekviparticio
tétel kot Ossze:

3N (12)

_kBT

N jeloli a részecskék szamat, a rendszer szabadsagi fokainak szama 3N (mindhdrom térbeli
iranyra egy) €s kg a Boltzmann-allando. Tehat a hdmérséklet a kovetkezd mdodon adhatd meg:

2 2 m; 2
T = Bn = s » ] (13)

A leggyakrabban hasznalt hémérséklet-kontrollalé eljarasok az Andersen, Brendsen, illetve
Nosé és Hoover altal kidolgozott termosztatok. Ezen termosztatok mindegyike a sebességek
modositasan alapszik, ami vagy explicit mdédon torténik minden részecske sebességének
skalazésa alapjan, (Andersen, Berendsen) vagy implicit modon, amikor is hozzavesziink a
mozgasegyenletekhez egy surlodasi tagot (Nosé-Hoover). Ezek koziil a Berendsen-termosztat
mukodését tekintjiik 4t sematikusan, illetve ennek egy modositott valtozatat az un. v-rescale
eljarast.

A kinetikus energidra vonatkozd fenti Osszefiiggést tekintve nyilvanvalo, hogy a sebesség

megszorzasa a
B = ’E]?in/Ekin =To/T (14)
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faktorral a rendszer T homérsékletét Ty-re valtoztatja. Tehat egy egyszeri lehetdség a
hémérséklet iranyitdsdra a kovetkezd: minden részecskének a sebességét a valasztott
iddpillanatban meg kell szorozni B-val (ami természetesen maga is idofiiggo).

Hogy ezt implementaljuk az aktudlis T(t) hdmérsékletet ki kell szamolnunk, majd ebbdl az
értekbdl és az elérni kivant Ty homérsékletbdl megkonstrudljuk B-t. Az aktualis és az elérni
kivant hémérsékletek kozotti kiillonbségbdl eredden P értéke lehet viszonylag nagy vagy
kicsiny, tehat a sebességek skalazasa igen jelentdsen megvaltoztathatja az energiaeloszlast a
rendszerben. Ezért a kordbban hasznalt  helyett gyakran alkalmaznak egy modositott
valtozatot a sebességek skalazasara, ami fiigg egy y €[0,1] paramétertdl:

By = (1 (7 - 1))1/2 (15)

A y=1 valasztas a korabbi B definiciot eredményezi, a y=0 esetben pedig a sebesség értekek
nem valtoznak. Ha az integralasi eljaras idokozével aranyos skalafaktort valasztunk, y ~ o -¢,

akkor a sebességek skaldzdsa minden 1épésnél olyan szintli hdmérsékletvaltozast eredményez,
ami aranyos T és T kiilonbségével:

dT(t) _ (Ty = T(t) (16)
dt T

fgy miikodik a Berendsen hémérsékletcsatolas, azaz egy kiilsé, allandé hémérsékletii T,
hotartaly mikodését modellezi, egy 1 csatoldsi allandd felhasznalasaval, ami a hémérséklet
kiilonbség gyors, exponencialis lecsengését eredményezi. A v-rescale eljaras lényegét tekintve
nem mas, mint egy Berendsen termosztat, amely egy sztochasztikus korrekcios tagot is
tartalmaz, amely a kinetikus energia korrekt eloszlasat biztositja. Ez azért sziikséges, mert habar
a Berendsen termosztat gyors algoritmus és sikeresen allit be rendszereket egy adott
homérsékletre, de a megfelelé kanonikus sokasagok generalasara egy hosszabb szimulécio
esetén korlatozottan alkalmas. A v-rescale modszer kikiiszobdli ezt a hibat és megtartja a
Berendsen termosztat gyorsasagat.

5.1.4.2 Nyomascsatolas

A fenti gondolatmenetnek megfelelden a szimulacids rendszeriinkhez csatolhatunk egy ,.kiilsé
nyomas tartalyt” is. A leginkabb alkalmazott algoritmusok Berendsen, ill. Parrinello ¢s Rahman
nevéhez kothetdek. Ennek az egyik oka, hogy ezek az eljarasok tetszélegesen kombinalhatoak
a fent emlitett termosztatok mindegyikével.

A Berendsen barosztat minden nyomadscsatolasi 1épésben Gjra skdldzza a szimulacids dobozt
meghataroz6 vektorokat (és természetesen ennek megfelelden a tobbi koordinatat is), ezzel
beallitva egy P, nyomas értéket. Az eljaras hasonlit a termosztat esetéhez, a nyomas valtozas
leirhato, mint:
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dP(t) _ (Po = P(t) (17)
dt Tp

Ahol a P, referencia nyomas, 7, pedig a csatolési allando.

A megfeleld6 NPT sokasdgok generalasahoz, foképp kisebb rendszerek és termodinamikai
mennyiségek szdmitdsa (ahol P és V értékek kiemelten fontosak) esetén ajanlott a Perrinello-
Rahman barosztat alkalmazni. Ez a modszer egyfeldl a szimulacids rendszert meghatarozo
vektorokra vonatkozo differencidlegyenletet hasznal, ahol is ezen vektorok valtozasa
természetesen aranyos a (P, — P) nyomaskiilonbséggel. Masfel6l viszont az egyes atomok
mozgasegyenlete is megvaltozik, egy sebességfiiggd surlodasi tag hozzavételével, aminek M
szorzoja a szimuldcidés doboz vektoraitol fiigg:
d*r, F dr; (18)

_ M -—
dt> m; dt

Ahol r; az i-edik atom helykoordinatdja, F; a ra hat6 erd, a tomege pedig m;. A Parrinello-
Rahman modszer egyik hatranya, hogy nem alkalmazhato egyenstlytdl tavoli rendszerek
esetén, mert tilontil nagy vektorvaltozasokat, oszcillaciokat okoz és nagyobb csatolasi allandot
kell vélasztani az alkalmazasdhoz. Egy célnyomasra torténd beallitasra a Berendsen modszer
alkalmasabb, megfelelé NPT sokasag generalasara pedig a Parrinello-Rahman.

5.1.5 MD szimulacios protokoll

A fentiekben attekintettiik a fontosabb MD paramétereket ¢s a fobb alkalmazhatd eljarasok
tulajdonsagait. Most egy tipikus MD szimulécids protokollt Iépéseit vessziik szemiigyre.

Miutan 0Osszeallitottunk egy szimuldcios rendszert, azaz a valasztott programcsomagnak
megfelelé formaban megadtuk minden atom koordinatdjat, ismertek a hozzajuk tartozo
paraméterek ¢és az adott feladathoz megfeleld erdteret is kivalasztottuk az elsé 1épés altalaban
egy energiaminimalizacid. Erre azért van sziikség, hogy a MD szimulacié inditdsakor ne
jelenjenek meg tul nagy sebességek, megakadalyozva a szimuléci6 lefutasat, illetve, hogy
nyomads-, vagy hdmérsékletcsatolassal kapcsolatos problémak ne 1épjenek fel.

Az energiaminimalizacid torténhet tobb 1épésben, mas-mas mddszereket alkalmazva és/vagy
mas-mas atomcsoportokra vonatkozo kényszerek mellett. A két legelterjedtebb modszer a
steepest descent (SD) és a conjugate gradient (CG). Az elébbi mddszer egyensulytdl tavoli
rendszerekre is alkalmazhatd, mig az utébbi nem, viszont a CG moddszer az egyensuly
kozelében joval hatékonyabb.

Az SD modszer a rendszerben szerepld Osszes atom koordinatdjat valtoztathatja, de csak
meghatarozott nagysagli valtoztatasok lehetségesek a koordindtdkat illetden. Egy kezdeti
maximalis elmozduladsnagysagot kell megadni, ami az elmozdulés kovetkeztében bekovetkezo
erénagysag-valtozast figyelembe véve skalazodik, ez az érték tipikusan 0,01 nm. Az
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energiaminimalizacid sordan konvergencia-kritériumokat adunk meg, melyek a rendszerben
haté er6k nagysdganak atlaga, illetve, minden atomot figyelembe véve a maximalis erd
nagysaga. A 7. abra szemléleti az eljardst. Természetesen nem garantdlt, hogy elsd
probalkozasra elérjiik a keresett energiaminimumot, ezért mindig alkalmazunk egy maximalis
1épésszamot, amit ha elériink, akkor az épp aktudlis geometria lesz a szamolas kimenete.
Altalaban egy kezdeti SD minimalizacié utan a CG moédszert alkalmazzuk ugy, hogy annak
bementi koordinatai az SD futds kimeneti koordinatai.

Energia minimalizacio » — -
‘ Kiindulasi geometria ‘

‘ Atomok kozotti erk kiszamitasa ‘

Koordinatak megvaltoztatasa

=14k
| . l .
— Atomok ko6z6tti er6k kiszamitasa I
Szimulacios rendszer definialasa L l

= Szimulaciés doboz Elfogathats = —
Periodikus hatarfeltételek ‘ ogathato-e az ty pozicio:

Kiindulasi koordinatak ‘ ! |

Topologia / paraméterek ‘ Igen: Vi <V ‘ Nem: V,pq >V, ‘
Erdtér megvalasztasa l ‘

Tonok hozzaadasa Uj koordinatak elvetése L

Feloldas ‘ Erdkre vonatkozé konvergencia “J Uj koordinatak megtartasa

| kritériumok teljestiltek-e? hi = hiy, hi = hiy, \
[N‘?lmj Igi:i
‘ Maximalis 1épésszamot elértiik? ‘
—@ ‘Tgij : Kimenet: aktualis koordinatak

7. abra Szimulacios rendszer elokészitése, SD energia minimalizacid 1épései. A potencidlis energiat V
jeloli, az atomok pozicidjat r, mig az elmozdulasokat h.

Sikeres energiaminimalizacié utan lehet elvégezni magat az MD szimulaciot, ami a valasztott
csatolasoktol fliggéen NVT, NPT, vagy NVE lehet. A fent emlitetteken tul a MD szempontjabol
fontos megvalasztand6 paraméterek még: szimulacios idd, idobeli 1épéskoz, adatgyiijtés
gyakorisaga, kotésekre vonatkozoé és egyéb kényszerek stb. A beallitasoktodl fiiggetleniil az MD
szamolasok egyazon 1épéseket kovetik, melyeket sematikusan a 8. abra mutat.

A hosszu MD szamolasok eldtt szokas fiitési- és egyensulyi dinamikakat futtatni. Az eldbbi
lényege, hogy a szimulacidés hdmérsékletet egy rovid dinamikéban 1épésrol-1épésre allitjuk be,
hagyva id6t a rendszerben jelen 1évé molekulaknak a reagalasra, ahelyett, hogy a nulladik
Iépésben egy adott pl. 300 K-es érték mellett generdljuk a (Maxwell-Boltzmann)
sebességeloszlast minden atomra. Az egyensuly dinamika is altaldban egy rovidebb MD
szamolas, melynek a célja szintén az, hogy a rendszer alkalmazkodhasson az adott oldési- és
kiilsé kornyezethez. fgy a kiértékelésre gytijtott trajektoriak kevésbé valoszinii, hogy nem
adekvat adatokat fognak tartalmazni, mint pl. nem-egyensulyi koriilményekre vonatkozo
értekek.
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Konfiguricio frissitése

Atomokra haté eré kiszamitasa Newtoni mozgazsegyenlet megoldasa:
v d’ry _F

F,=—— =—
Bemeneti adatok / ¢ ar; \ dtz  m;
Kitndulasi kourdintile Nem kotési Katési kolesonhato
Molekula topologidk - kélesonhaté parok: parok: 1, 2, 3, vagy -

Vi F;=%;F; négy atomto] fii
MD beallitisok : JE Y gy 2g

Energia homérséklet, nyomas stb.
Kényszerek, kiilsé erdk kiszamitasa

|
’ Uj konfigurécié eltarolasa (1, v;, t) I
|

| Szimulacios 1d6 végét elértiik-e? \ ‘ Sziikséges-e az adatok kiirdsa? |

Igen Nem Igen

Trajektoria adatok Kiirasa (r;, v;)
Egyéb kért kimeneti adatok kiirasa, mint
pl. h6mérséklet, nyomas, energia stb.

8. abra Egy MD szimulacio 1épései. A potencidlis energiat V jeldli, az atomok pozicidjatr, az
atomokra hat6 er6t F, az atomok tomegét m, sebességiiket pedig v, az idot pedig t.

5.1.6 REMD szimulacio

A REMD (Replica Exchange Molecular Dynamics) modszer [119-121] tulajdonképpen tobb
parhuzamosan, kiilonb6z6 homérsékleten futdé MD szimulaciot, illetve a kiilonb6zo

o

hoémérsékleten realizalodo geometriak egymas kozott idordl-idore megkisérelt cseréjét jelenti
(9. abra).

A REMD szimulédciok eldnye, hogy felgyorsitja a konformacids tér mintavételezését.
Ugyanakkor kikiiszobolhetd tobb, az MD szdmolasok soran fellépd probléma. Példaul, ha egy
szimulacios rendszer trajektoriagja bekeriil egy olyan lokalis energia minimumba, amely a
szimulacio jelentds részében torzitana a mintavételezést, a REMD szdmolds soran van lehetdség
arra, hogy egy magasabb hdémérsékleten kialakult konformacioval torténd csere altal
kiszabaduljon ebbdl az allapotbdl. Megforditva, ha egy molekuldnak olyan konformacios tere
van, amelyben a konforméciok egy halmazat olyan magas energiagat valasztja el, hogy azt csak
kicsiny valoszinliséggel 1éphetd at az adott szimulaciés hdmérsékleten, akkor a REMD soran
fellépd cserék segitségével ezek a konformdacidk is feltérképezhetové valnak. Ezzel a
modszerrel egy széles hdmérsékleti skalan meghatarozhat6 tobb termodinamikai mennyiség a
homérséklet fliggvényében. A mddszer legfobb hatranya pedig az eréforras-igényesség, hiszen
egy N db hémérsékleten fut6 REMD szamolas N db parhuzamos MD szamolést kdvetel meg,
viszont az egyes szalak ugyanugy paralelizalhatéak, mint az MD szimulaciok esetében. Az MD
¢s REMD moddszerek alkalmazasakor ahhoz, hogy kisérleti adatokkal Osszevethessiik a
szamolasi eredményeket a szimulacioknak kelld pontossagli egyensulyi eloszlasokat kell
biztositaniuk. Amennyiben a vizsgalt sokasdg ergodikus, Uigy az iddbeli és a sokasagra
vonatkozo6 atlagok felcserélhetéek. Ha ezzel a jellemzdvel nem rendelkezik a szimulacio, akkor

-32-



a korrekt sokasagra vonatkozo atlagolas tigy érhetd csak el, hogy tobbszor megismételjiik a
szimulacidt, eltérd kezdeti értékekkel (koordinéatak és sebességek), ami rendkiviil forrasigényes
lenne szamitastechnikai oldalrol. Ezért alapvetd fontossdgi az egyensulyi allapot mieldbbi
elérése és a mintavételezés hatékonysaga.

to tq

Replika 1, T,

Replika 2, T,

v

N 2N N
LI LI LT
[} [} [
S N S

Replika 5, T mm————— e e —

°
Reeppika N, T,

9. abra A REMD szimulécié sematikus abrazolasa. A telt fekete nyilak a sikeres cseréket jelentik a
kiilonb6z6 hémérséklett replikak kdzott, mig az tiresek a sikertelen probalkozasokat szimbolizaljak.

A mintavételezés hatékonysaganak novelése a REMD szimulaciok esetében tigy torténik, hogy
a szomszédos MD szalak kozott rogzitett idokozonként cseréket kisérel meg a szamolas. Ha
teljesiilnek a feltételek, akkor a kiilonbozé homérsékleten realizalodott struktirdk ,helyet
cserélnek” és az i) hdmérsékleteken folytatodik a dinamikajuk. Ennek a cserének természetesen
van egy bizonyos valdszintisége, amit 0,2-0,25 kozott érdemes tartani, €s ennek megfeleléen
kell generdlni az egyes MD szalakhoz tartoz6 homérsékleteket. A csere valdszinlisége
alapvetden a két szomszédos replika kozotti potencidlis energia kiilonbségtdl fligg, illetve az
egyes replikakhoz tartozd homérsékletektdl, az alabbi modon az 1-es €s 2-es replika esetében:

P(1 & 2) =min (1, exp [(k:Tl - ﬁ) -(Uy = Uz)]) (19)

Ahol kg a Boltzmann allando, U a potencialis energia, T pedig a hdmérséklet. Egy sikeres csere
utan a sebességek azonnal Gjraskalazodnak és a kovetkezd szimulacids 1épésben uj kdlcsonhatd
atomok keresése torténik.
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5.2 Az MD paraméterek megvalasztasa, a modellrendszer

A vizsgélataink soran NPT MD ¢és REMD szimulaciokat alkalmaztunk. A szimuldciok
elokészitését, futtatasat és részben azok kiértékelését a GROMACS [104] programcsomag
segitségével végeztik el. Mindkét tipusu szamoldsban 4,18 nm oldalhossziisagu kobos
szimulacids dobozt hasznaltunk, a szimulacids rendszer egy tc5b minifehérjét tartalmazott. A
korlatozott méretbél adodo feliileti hatdsok kikiiszobolésére periodikus hatarfeltételt
alkalmaztunk. Az alkalmazott vizmodell a TIP3P [113] volt, a rendszerben talalhato
vizmolekuldk szdma megkozelitéleg 2200. A szimulacidkat elvégeztiik mind a kivalasztott
Hofmeister-aktiv sok jelenlétében, mind azok hianyaban. A NaF, NaCl, NaClO4, NaNOs sokat
kiilon-kiilon, 1 molos koncentracioban adtuk hozz4 a tiszta vizes modellrendszerhez. A Na*, F-
¢s CI” ionok esetén Joung és mtsi. paramétereit [122], a ClO4 és NO3™ ionok esetén pedig
Baaden és mtsi. paramétereit hasznaltuk [123].

A két szimulécios csoport esetén az els6 1épés az energiaminimalizacié volt, egy 10.000 Iépéses
steepest descent eljaras segitségével. Ezt pedig egy rovid, 10 ns hosszisagu egyenstlyi NPT
dinamika kovette, minden vizsgalt rendszer esetén az aktualis hdmérsékleteken. Ennek a
protokollnak a kimeneti szerkezeteibdl indul a kiértékelésre hasznalt trajektoria adatok
szamolasa.

Az NPT szamolasok soran a tc5b minifehérjét egy harmonikus kényszer segitségével rogzitett
szerkezetben tartottuk, a kényszer eréallandéja: 10° kJ mol ! nm™. A valasztott erétér az Amber
ff99SB-ILDN [124] volt, a szimulaciés homérséklet pedig 300 K. A szimulécids id6t 100 ns
hosszusagunak valasztottuk, mig az integralasi 1épéskoz 1 fs volt. A hémérsékletcsatolast a v-
rescale eljaras [125] segitségével végeztiik, a nyomascsatolasért pedig a Parrinello-Rahman
barosztat [126] felelt, rendre 0,1 és 0,5 csatolasi allandokkal. Tovabba a H atomokat tartalmazo
kovalens kotésekre a LINCS algoritmust alkalmazva [127] kényszerek vonatkoztak, melyek a
dinamika stabil futisat segitették eld. Az elektrosztatikat 1,0 nm-es lecsengési tavolsaggal
kezeltiik és a PME eljarast hasznaltuk, a kdlcsonhatd atomparok keresése minden tizedik
1épésben tortént.

A REMD szimuléaciok 32 hémérsékleten késziiltek egy 300-450 K fokos hémérsékleti savban,
a szimuldcios id6 600 ns volt. A szimuldcidos homérsékletek generdlasa egy webserver [128]
segitségével tortént, ami kifejezetten a GROMACS programcsomagra ¢€s all-atom erdterekre
tekintettel dolgozik. A relevans MD paraméterek identikusok voltak az NPT-nél hasznaltakkal,
azonban a minifehérjére nem vonatkozott most harmonikus kényszer. A replikék kozotti cserére
minden kétezredik integraldsi 1épésben tortént kisérlet (2 ps-onként). A kiértékelés soran csak
a 300-360 K homérsekleti sdvba tartozo trajektoriak utolsd 300 ns-os részét hasznaltuk.

A fentiek mellett szimulaciok egy harmadik csoportjat is elvégeztiik. Ezek szintén NPT
szamolasok voltak, de csak vizmolekulakat és a kivalasztott sokat tartalmaztak 1 molos
koncentracioban. A relevans MD paraméterek megegyeztek a tc5b molekulat is tartalmazo NPT
szdmolasoknal alkalmazottakkal. Ezen szamolasok célja az ionok oldodési sajatsagaiknak és az
els6-, ill. a masodik oldodasi burkukban 1év6 vizmolekuldk tulajdonsagainak a vizsgélata volt.
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5.3 A molekuladinamikai szimulaciok kiértékelése

A kiértékelések soran vagy a GROMACS programcsomagba beépitett programokat, illetve
altalunk irt szkripteket és programokat hasznaltunk.

5.3.1 Hatarfeliileti fesziiltség kiszamitasa

A hatarfeliileti fesziiltség koncepcidban alkalmazott hatarfeliileti szabadenergia (4) egyenlet
szerinti Osszefiiggésére alkalmazhatd a statisztikus fizikaban ismert Linedris valasz elmélet
(Linear Response Theory, LRT) [129]. Linedris Osszefiiggést feltételezve A és G kozott €s
feltéve, hogy Go konstans a kovetkez6 Osszefiiggés igaz:

./ —
Es (20)

Ahol 4 és AA? rendre a SASA atlaga és szorasnégyzete. Tovabba B = (kg - T)™1, ahol kp a
Boltzmann-allando, T pedig az abszolut hdmérséklet. Ebbdl pedig a sok altal kivaltott feliileti
fesziiltség valtozasra a kovetkezé numerikus integralassal szamolhat6 egyenlet nyerheto:

Ao
s6 1 _
AYs6-viz = — f_ 'Bm dA (21)

Ayiz

Ahol az als6 indexekben szerepl6 ,,viz” a referenciaként hasznalt tiszta vizes rendszert jelenti,
mig ,,s0” egy Hofmeister-aktiv sot tartalmazo rendszert.

5.3.2 Radialis eloszlas, feliiletszamolas

Az RDF és a SASA szamolasok a GROMACS beépitett programjai segitségével torténtek. A
SASA szamolas algoritmusat Scharf és mtsi. [130] munkéi alapjan implementaltdk. Ez az
algoritmus hasonlé mdédon szamitja a feliilet értékeket, mint ahogy Shrake és Rupley eldszor
kidolgoztak a modszert [45], azonban kevesebb szadmitdsi igénnyel rendelkezik. A mddszer
lényege hogy a molekuldban taldlhaté minden egyes atom van der Waals sugarai altal
meghatarozott felszin f61¢ ekvidisztans modon egy pont halét hatarozunk meg, amibdl a SASA
értekét szamoljuk. A tavolsdg, amit az egyes atomok koriili pont halé meghatarozasdhoz
hasznéalunk az egy ,,vizmolekulat” tartalmaz6 gémb becsiilt sugara. Ez 1ényegében megfelel
egy gomb ,,végiggorgetéséhez” a van der Waals feliileten. A pontossadg természetesen fiigg
mind a van der Waals sugarak értékétl, mind a becsiilt vizmolekula-sugart6l; ez utobbit
altalaban 1,4 A-nek valasztjak. A kiértékeld program kimenete az adott atomcsoporthoz tartozo
teljes SASA érték az 1d6 fliggvényében, illetve kiilon-kiilon hidroféb és hidrofil feliiletek
valtozésa.

-35-



Az RDF egy tavolsagtdl fiiggd gap(r) parkorrelacios fliggvény egy rogzitett A és B
atomcsoport kozott:

) (22)
9as (05)

Ahol (pg(r)) a B atomok szamslirlisége az A atomcsoporttol r tavolsdgban 1év6 dr vastagsagh
gémbhéjban és (pg) pedig az atlagos szamslrliség a B csoportban 1év6 atomoknak az Gsszes
lehetséges gdbmbhéjra. A szamolés soran egy rmax €rtékig torténik a goémbhéjak kijeldlése, ami
egy kobos szimulacids dobozban alapbeallitason az oldalhossz fele, a dr pedig 0,002 nm. A
stirliségeket az 6sszes szimulacios 1épésben kiszamoljuk és id6beli atlagot képziink beldle, erre
utal a( ) jelolés. Ez a modszer kivaltképp arra hasznalatos, hogy azonositsunk olyan régiokat,
ahol az egyik atomcsoport nagyobb szdmban van jelen az egyéb térfogatokhoz képest.
Amennyiben vannak ilyen kitiintetett térrészek, akkor azokban a tavolsagokban az RDF-nek
maximuma van, amit altaldban egy minimum érték kovet, elvalasztva ezzel az adott kitiintetett
régiot a tobbitdl, vagy ha nincs tobb maximum, akkor onnantol a fliggvény egyenletesen tart a
nagy tavolsagokban jellemz6 (tombfazisbeli) értékhez.

5.3.3 DDCI gorbék, minimalis tavolsag

Ahogy a fenti definiciobol is latszik, az RDF alkalmas eszk6z oldodasi sajatsagok vizsgalatara
(pl. vizmolekulak szama egy adott régioban, ezek atlagos orientacioja), vagy ionfolhalmozodas
toltott csoportok kozeli feltérképezésére. Masfeldl, makromolekuldk esetében (melyek
alacsonyabb szimmetriaval rendelkeznek a kisebb szerves molekuldkkal dsszehasonlitva), az
RDF-¢ek egy finomitott valtozata az un. proximalis p-RDF fiiggvények [131, 132] az inkabb
adekvat eszkdzok, melyek pontosabb térfogatszdmoldssal miikodnek. Mindazonaltal barmilyen
RDF alapu megkozelitéshez a normaéldshoz egy kellden sirli grid beosztds melletti
térfogatszamolas sziikséges ¢és az ehhez kapcsolddo hibdk nem kikiiszobolhetdek. Példaul a
mioglobin esetében p-RDF alkalmazasa mellett is jelentds hibak meriiltek fel a molekula koriili
oldoszer stirtiségének szamolasaban [133]. Az RDF-ek értelmezése olyan régiokra koncentral,
amelyek minimumokkal vannak egymastol elvalasztva. Amennyiben két atomcsoport kozotti
kolesonhatast vizsgalunk ezek a minimummal elvalasztott régiok nem kotédnek kozvetlentil az
egyes tipusu kolcsonhatasok megvalosuldsi valoszinliségéhez, ha RDF-et, vagy p-RDF-et
alkalmazunk. Ezen megkozelitések mellett egy egyszerlibb leird eszkozt is hasznaltunk, ami
kozvetlen informacidt szolgaltat az ionok és fehérje egyes részei kozotti parformalddasi
tulajdonsagokrol: a legkdzelebbi ionok tavolsag eloszlasat (DDCI gorbék). Hasonld modszert
hasznaltak Friedman és mtsi. [134] ion-aminosav kdlcsonhatasok feltérképezésére egy kisebb
globularis fehérje esetében. A DDCI (Distance Distribution of Closest lons) gorbék szamolasa
soran az elsé 1épés a kérdéses atomcsoportok kozotti 6sszes lehetséges tavolsag meghatarozasa,
majd a minimalis érték kivalasztasa, amit a szimuldcié minden idépontjaban megtesziink (10.
abra).
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MD trajektoria

10. abra A DDCI gorbékhez sziikséges minimalis tavolsagok szamolédsa. A negativ toltéscsoporthoz
csak a legkozelebbi kék vonallal jel6lt d tavolsagot vessziik figyelembe, a minimum keresést minden t
idépontban elvégezziik.

Ezt kovetden egy dr = 0,01 nm-es beosztds mellett az egyes tavolsagértékekhez (r + dr)
tartozo relativ gyakorisagokat hatarozzuk meg, majd a szimuldcids idovel normélva egy
valosziniliségi eloszlast kapunk.

Azaz annak a valdsziniisége, hogy egy adott r tavolsagban 1év6 dr vastagsagu térrészben van
a legkozelebbi kolcsonhatd atom a vizsgalt atomcsoporttdl P(r < & < r +dr), ahol & egy
folytonos eloszlasu valoszinliségi valtozo €s a két atomcsoport kozotti minimalis tavolsagot
jelenti.

A DDCI gorbék segitségével kozvetlen informacido nyerhetd a két atomcsoport kozotti
eldnyben részesitett kdlcsonhatéstipust illetden. Ezek az atomcsoportok lehetnek csak ionok,
vagy ionok és egy fehérje kivalasztott kdlcsonhatasi helyei. Csak a legkdzelebbi atomot, vagy
iont vessziik csak figyelembe a DDCI gorbék szamolasa sordan, ami viszont szavatolja, hogy
minden kolcsonhatasi hely esetében mindig csak a legerésebben kolcsonhaté atomot / iont
vizsgaljuk. Ez a tulajdonsag nem 4all fent az RDF-ek esetén, mivel ez a mddszer tobb iont is
szamitasba vehet. Igy egy vizmolekulak altal kozvetitett klcsonhatas jelenléte nem zérja ki az
ezzel parhuzamosan fellépd kozvetlen kolcsonhatas megvalosulast az RDF alapu
megkozelitéseket alkalmazva, ugyanakkor a DDCI gorbék esetében ez a probléma nem
jelentkezik. A DDCI gorbék kiszamithatdak tobb atombol allo ion csapdékra, csak egy toltott
csoportra, vagy akar az egész fehérje felszinre. Ezt a leir6 mennyiséget hasznalva természetes
modon, egyszerre azonosithatd a kozvetlen- és vizmolekulak altal kozvetitett kolcsonhatasok
preferaltsdga. Ez a mennyiség alkalmas a korabban bevezetett ion-ion kdlcsonhatas tipusok
azonositasara is (CP, SSP, 2SP). Ha egy DDCI gorbének csak egy csticsa van egy megfelelden
kicsiny tavolsdgban, akkor a két vizsgalt elem part formal, azaz kozvetlen CP tipusu
kolesonhatasba 1épnek egymassal. Tobb maximum jelenléte azt jelzi, hogy vizmolekulak altal
kozvetitett kdlcsonhatasok is fellépnek. Amennyiben csak egy vizmolekula van a kdlcsonhato
atomok / atomcsoportok kozott, akkor SSP tipusu a kdlcsonhatas, ha két vizmolekula, akkor
pedig 2SP tipusu [135].
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5.3.4 Orientacios autokorrelacios fiiggvények

Az orientacios autokorrelacios fiiggvény egy vizmolekula esetén a kovetkezo:

1 (T
Cy(t) = ’II‘I—I;EIOT,[ Py(a(@) - u(r + t))dr (23)

Ahol Pn N-edrendli Legendre polinom, u# pedig egy a vizmolekula szerkezetéhez rogzitett
egységvektor, mint példaul a vizmolekula sikjara merdleges, vagy az oxigén €s egy hidrogén
atom kozotti egységvektor. Ennek a mennyiségnek az eldnye, hogy nem fligg a vizmolekulak
szamatol, igy a vizsgalt régiokban taldlhatd Osszes vizmolekulara ki lehet atlagolni. A
szdmolésaink sordn minden vizsgalt esetben 500 egymadstol fiiggetlen autokorreldcios
fliggvényt atlagoltunk Gssze egyenletes elosztds mellett 20 ps hosszisagu MD trajektoria
szakaszokat felhasznalva. Annak érdekében, hogy a Kkisérleti (IR spektroszkdpiai)
eredményekkel dsszevethetdek legyenek az adatok N=2 (azaz C,(t)) valasztassal éltiink.
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6. Eredmények

6.1 Oldoszer szamara hozzaférheto feliilet [P1]

A feliileti fesziiltség valtozasok kiszamitasdhoz a 600 ns hosszisagu, 32 szélas, 300-450 K
homérsékleti sdvban végzett REMD szimulacidinkat hasznaltuk fel. Ezek a szimulaciok két
csoportra bonthatdk, az egyikben csak vizmolekuldkat, semlegességet biztosito ellenionokat és
a tcSb minifehérjét tartalmazott a modell rendszer, ez referenciaként szolgalt. A szamolasok
masik csoportjaban a vélasztott Hofmesiter-aktiv ionok natrium s6i 1 molos koncentracioban
voltak jelen. A kozmotrép ¢és kaotrdép ionok befolyasoljak a globularis fehérjék térbeli
stabilitasaban kulcsszerepet jatszo hidrofob kolcsonhatasokat, ezért a fehérje allapotat leird
mennyiségnek az atlagos olddszer szdmara hozzaférhetd feliiletet (SASA) valasztottuk.
Ahogyan a 11.A abréan lathat6 a vizsgalt ionok a HS-ban elfoglalt helyzetiiknek megfeleléen
valtoztattdk meg a SASA értékét. A kaotrép ClO4™ €s NO3™ anionok jelenlétében ez a feliilet a
tiszta vizes esethez viszonyitva megkozelitdleg, rendre 1,5 és 1 nm?-rel novekedett 300 K-en,
a nyitottabb térszerkezetek iranyaba tolva el a konformaciods sokasagot. A Hofmeister-semleges
NaCl s6 hozzdadasa kis mértékben novelte az atlagos SASA-t, enyhén kaotrop jellemzoket
mutatva, mig a F~ ion jelenlétében az 4tlagos SASA megkdzelitdleg 0,2 nm?-rel csokkent. A
SASA értékek atlagos fluktuacioit (RMS) mutatja a 11.B abra, mely egy széles hdmérsékleti
savban (megkozelitéleg 300-345 K kozott) hasonld jellemzokkel rendelkezik, mint a SASA
atlag, nevezetesen a fluktudciok nagyobbak a kaotrép ionok jelenlétében, viszont
mérsékeltebbek a kozmotrdp anion esetében a tiszta vizes rendszerhez viszonyitva.
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11. abra A SASA atlaga (A) és fluktuacidja (B) a hdmérséklet fliggvényében az Osszes vizsgalt
rendszer esetében.

crer

valtoztatta meg az adott hdmérséklethez tartoz6 konformécios sokasagot, azaz a kaotrop hatasa
sok a ,nyitottabb” szerkezetek felé toltak el a sokasagot, mig a kozmotrép NaF s6 hatdsa
ellentétes volt.

Hasonl6 szerkezeti ,.fellazulas” volt megfigyelhetd a bakteriorodopszin esetében is, kaotrop

oldasi kornyezetben [19]. Nemrégiben Tadeo ¢és mtsi. a Streptoccocus Magnus

cyey
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a Hofmeister-aktiv anionoknak a fehérjeszerkezet stabilitdsara gyakorolt hatasat, CD ¢és
fluoreszcens spektroszkdpiai mddszereket hasznalva [4]. Ez a rendszer szamos hasonlosagot
mutat a tcSb-vel (bar valamivel nagyobb, 62 aminosavbdl épiil fel): stabil méasodlagos-, és
harmadlagos szerkezettel rendelkezik, a masodlagos szerkezeti elemek kozott talalhatod a-hélix
¢s kiilonféle B szerkezetek. Tovabba, a hidrofob kolcsonhatasok fontos szerepet jatszanak a
szerkezet stabilitasdban. Tadeo ¢és mtsi. lizin ¢és glutamin mutaciokat alkalmazva
megvaltoztattak kiilonb6z6 apolaros feliiletelemeket a fehérje felszinén. Minden vizsgalt
modositas esetén azt talaltdk, hogy a kozmotrop F~ ion stabilizalja az adott szerkezetet, mig a
NO3™ és ClO4 kaotrop anionok pedig ellentétes hatast fejtenek ki az Osszes vizsgalt
koncentracioban (0,1-1,0 M). Ezek a megallapitasok alatdmasztjdk a REMD szimuldciokbol
szamolt SASA-valtozasok megalapozottsagat. Emellett az eredmények teljesen konzisztensek
a Dér és mitsi. altal javasolt hatarfeliileti fesziiltség koncepcioval [20, 21], és a feliileti fesziiltség
értékeket szimulacios eszkozokkel sikeriilt szarmaztatnunk.

6.2 Hatarfeliileti fesziiltség [P1]

A 11. dbran bemutatott eredmények felhasznalasaval és egy egyszerli numerikus integralas
segitségével kiszamithato a vizsgalt ionok altal indukalt feliileti fesziiltség valtozas a tiszta vizes
esethez képest (Ayss_piz)- Ahogy a 12. abran lathato, 300 K-en a kaotrop ClO4™ és NO3™ anionok
csokkentették a feliileti fesziiltséget rendre 5,2 és 2,7 mN/m-rel. Ugyanakkor a Cl ionok
csokkentették, mig a F~ ionok novelték y értékét megkozelitdleg 1 mN/m-rel.
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12. abra A NaF, NaCl, NaNOs és NaClOs sok altal kivaltott Feliileti fesziiltség valtozasok a tcSb
minifehérje-viz hatarfeliileten a tiszta vizes esethez viszonyitva.

A nagyobb hémérsékleti értékekhez kozelitve a Aygs_pq, €rtéke csokken, mivel a megnovelt
homérséklet hatasara a tiszta vizes esetben is destabilizalodik a tc5b kompakt szerkezete €s az
oldatban jelenlévO ionok hatasara 1étrejové SASA-fluktuaciok marginalissa valnak a
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homérséklet hatasahoz képest. A feliileti fesziiltség valtozasok a 300-360 K homérsékleti
intervallumban HS szerinti rendezettséget mutatnak. A hatarfeliileti fesziiltség koncepciod
elérejelzéseinek megfelelon a kaotrop ionok csokkentik, mig a kozmotrop ionok novelik Ay
értékét a tiszta vizes esethez viszonyitva.

A tcSb-t érintd szdmolasok mellett végeztlink szimulaciokat az Alzheimer-korban kulcsszerepet
jatsz6 amiloid Pi-42 szakaszara tiszta vizes esetben, illetve NaF és NaClOs sok jelenlétében.
Ugyanezeket a sokat hasznalva szdmolasaink egy masik csoportja a FAD (flavin-adenin-
dinukleotid) molekuléra iranyult [136], mely egy elektronatvivé kofaktor. Az amiloid Pi-42 a
tc5b-nél jelentdsen nagyobb nem globularis fehérje, a FAD molekula pedig egy minddsszesen
86 atombol allo két gytirtit tartalmazd, a tcSb-nél jelentdsen kisebb rendszer. Mindezek ellenére
mind a két esetben a SASA-szamoléasokat és a Ay (21) Osszefliggés szerint meghatarozasat
elvégezve a tc5Sb-nél latottakkal teljesen konzisztens eredményeket kaptunk. Azaz a kaotrop
anionok megndvelték az atlagos SASA-t és annak fluktudcigjat is, negativ y valtozast okozva,
mig a kozmotrdpok jelenlétében a hatas ellentétes volt.

6.3 Szabadenergia profil [P2]

Az oldott ionok altal kivaltott fehérje-viz hatarfeliileti fesziiltség valtozasok meghatdrozasa
mellett a hatéarfeliileti fesziiltség koncepcid szempontjabol fontos kérdés még a koncepcidban
feltevésként hasznalt U-alaka szabadenergia profil (2. dbra) létezése. Felhasznalva a REMD
szimulaciok szolgaltatta sokasagokat egy AGpgrarferiteri €loszlas szarmaztathatéo a teljes
konformadcios térre, az egyes allapotok megvaldsulasat leird valdsziniiségi eloszlas segitségével
az alabbi modon:

AG(R) = —kg - T - In(P(R)) (24)

Ahol R a konformacios tér egy pontja, P(R) az ehhez az allapothoz tartoz6 megvaldsulasi
valosziniiség, kg a Boltzmann-allando, T pedig az abszolut hdmérséklet. Mivel a konformacios
tér altalaban csak sok valtozdval irhato le, gyakran csak egy, vagy két mennyiséget hasznalnak
fel a szabadenergia-profil meghatarozasara. Ezt a modszert kdvetve a SASA mennyiséget
vélasztottuk a minifehérje allapotat leir6 mennyiségnek a fé reakcidkoordinata mentén (a
feltekeredett allapotbol a szétesett allapotba vezetve). A tiszta vizes esetet tekintve egy
szigmoid-illesztés segitségével meghataroztuk az atmeneti hdmérsékletet, ami 340,47 K-nek
adddott. A szdmolashoz az atlagos helicitas értékét valasztottuk leir6 mennyiségnek. Ezeket a
gorbéket €s a szarmaztatott atmeneti hémérsékleteket minden vizsgalt rendszer esetén a 13.
abra mutatja. A tiszta vizes rendszerhez tartozd atmeneti hdmérséklet a kisérleti értékek felett
van [28, 80], azonban az eltérés nem annyira jelentds, mint egyéb szimulacidés munkakban,
amelyek kozott eléfordul 440 K-es érték is [31, 75]. A pontatlansag valdsziniileg alapvetden a
klasszikus er6tér altal szabott korlatok kdvetkezménye, tovabba a polarizacié hidnyabol
eredeztethetd.
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13. Abra Az atlagos helicitasok hdmérséklet fliiggése és a szarmaztatott atmeneti hdmérsekletek értéke
a Hofmeister-aktiv ionok jelenlétében és azok hianyaban.
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14. abra A tc5b minifehérje szabadenergia-profilja a tiszta vizes és a NaF, NaClO;, sokat tartalmazo
esetben a 340,47 K hémérséklethez legkdzelebb esé sokasagokban szamolva.

Az atlathatésag érdekében csak a tiszta vizes rendszer esetén, tovabba a leginkabb kozmotrép
¢s kaotrop anion jelenlétében tekintjiik at az eredményeket.

A tiszta vizes eset atmeneti hOmérsékletéhez tartozd szerkezeti sokasdgokat hasznalva
meghataroztuk a szabadenergia-profilokat a tiszta vizes, tovabba a NaClO4 és NaF sokat
tartalmazd rendszerekre. Ahogy a 14. abran lathatd a tiszta vizes esetben az energiaprofil
megkozelitdleg U-alakt és kozel allandé értékekkel rendelkezik a 17,5-21 nm? intervallumban,
a gorbe ,,alsé részén”. Ugyanakkor a kozmotrép anion jelenléte egy pozitiv meredekségii
linearis tagot ad hozza az alapvonalhoz, a kaotrép anion esetében pedig a meredekség negativ.
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Vagyis a hatarfeliileti fesziiltség koncepcio feltevéseinek megfelelden egy megkdzelitdleg
linedris tag azonosithatdo a AG SASA-t6l val6 fiiggését tekintve, (4)-nek megfelelden

15. abra A tc5b minifehérje egy ,,zart” és egy ,,nyitott” szerkezete, a képek a tiszta vizes REMD
szimulacioé konformacios sokasagaibol szarmaznak.

A F ionok jelenléte a ,zartabb” konformaciok irdnyaba tolja el a szerkezeti sokasag
Osszetételét, mig a ClO4™ ionok jelenlétében a ,,nyitottabb” konformaciok a preferaltabbak ezen
a homérsékleten. A 15. abra szemlélteti a tc5b minifehérje egy ,,zart” és egy ,.nyitott”
allapotokat). A szabadenergia-profil szdmolasok kvalitativ természetiilk ellenére erds
tamogatast jelentenek a hatarfeliileti fesziiltség koncepcidonak, ami alapvetden a fehérje-viz
hatarfeliileten fellépd feliileti fesziiltség valtozas kdzponti szerepét hangsulyozza a fehérjékhez
kotheté HE-ban.

Megjegyzendd még, hogy a feliileti fesziiltség értékek szarmaztatasahoz hasznalt SASA értékek
szamolasa elvégezheté nemcsak a teljes feliilet esetében, hanem kiilon-koliin a hidrofob és
hidrofil komponensekre is. Ezek a szdmoldsok mindkét esetben hasonld karakterisztikaju
gorbéket eredményeznek az atlag és szoras tekintetében, mint a teljes SASA esetén
bemutatottak (11. abra). Tovabba, az eloszldsukat vizsgalva szintén a teljes SASA adataibol
szarmaztatottakhoz hasonldé U-alaki szabadenergia-profilokat szolgaltatnak. Mindezek azt
mutatjak, hogy a hatarfeliileti fesziiltség koncepcid feltételezései a G,-t és a (4) egyenletet
illetéen megallnak a tcSb minifehérje esetében.

6.4 Fehérje-viz hatarfeliilet jellemzo6i

Az el6z6 szekcidban kimutatott Hofmeister-aktiv sok altal kivaltott SASA- €s y-valtozasok nem
adnak informaciét a kapcsolédd mikroszkopikus szintli mechanizmusokrél. A vizsgalt ionok
esetén tapasztalt felhalmozddasi kiilonbségeknek ¢és a hatarfeliileten talalhaté vizmolekulak
szerkezeti valtozasainak fontos szerepiik van az el6z6é szekcidban targyalt feliileti fesziiltség
valtozasok létrejottében [20, 57-59, 137]. Annak érdekében, hogy megérthessiik, hogy pontosan
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hogyan magyarazhat6 ez jelenség atomi szinten a fehérje-viz hatarfeliileti réteg részletes
feltérképezése sziikséges. A y-értékek megvaltozdsa alapvetéen a fehérje és az oldasi
kornyezete kozotti kapcsolat modosulasabol eredeztethetd. Az ionok hatdsat a kovetkezd
szempontok szerint vizsgaljuk:

(1.) az ionok felhalmozddasa a hatarfeliileten

(2.) a vizmolekuldk egymas kozotti kolcsonhatasanak erdsségét jellemzd orientacios
dinamika megvaltozasa

(3.) a fehérje ¢€s a hidratacids kornyezete kozotti kolcsonhatasi energia megvaltozasa

(4.) a kolcsonhatasi energiavaltozas hatasanak feltérképezése a fehérje-ion, fehérje-viz,
illetve a fehérje elsd hidratacids burkdban talalhat6 viz-viz kdlcsonhatdsra fokuszalva

(5.) a fehérje térszerkezet szempontjabol kiemelkedéen fontos ,.felszinkozeli”
vizmolekuldk kiszoruldsa ebbdl a régiobdl, illetve a fehérje és az ionok hidratacios

burkainak atfedése

Ezen kérdések vizsgalathoz a szimulaciok egy masik csoportjat hasznaltuk, nevezetesen olyan
100 ns hosszusagu, 300 K-en végzett NPT dinamikékat értékeltiink ki, amelyekben a tc5b
minifehérje kiinduldsi geometridjat harmonikus kényszerek segitségével fixen tartottuk.
Referenciarendszerként tovabbra is a tiszta vizes eset szolgal, a tobbi esetben pedig a vizsgalt
Hofmeister-aktiv anionok natrium séit 1 molos koncentracioban tartalmazta a modellrendszer.
Az ioneloszlast és a vizmolekuldk orientacios dinamikajat tekintve az 6sszes vizsgalt anionhoz
tartoz6 eredményt attekintjiik. A kdlcsonhatdsi energiat és a hidratacios burkok atfedését érintd
kérdésekben pedig a tiszta vizes, valamint a ClO4™ és F~ ionokat (melyek a ,,hataresetek™ a HE
szempontjabol) tartalmazé rendszerekkel foglalkozunk a jobb atlathatdsag érdekében.

6.4.1 Hatarfeliileti ioneloszlas [P1]

A hatarfeliileti ioneloszlas vizsgalatat RDF-ek segitségével végeztiik el, melyeket az 16. abra
mutat. Osszességében megallapithatd, hogy a kaotrop ClO4 és NOs™ ionok felhalmozodnak a
fehérje-viz hatarfeliileten, ezzel ellentétben a kozmotrép F~ €s a Hofmesiter-semleges Cl™ ionok
kiszorulnak onnan.

A 16. abran lathat6, hogy a kaotrop ionok lokalis koncentracidja joval magasabb, mint a
kozmotrop ionoké, mar a legkdzelebbi hatéarfeliileti régioban (0,3-0,5 nm) is. Az egyes ionok
hatérfeliileti felhalmozodasanak vizsgalatara az RDF-eken kiviil az atlagos ionszamot is
meghataroztuk. Az 1. tdblazat tartalmazza azoknak az ionoknak és vizmolekulaknak az 4tlagos
szamat, amelyeknek legalabb egy atomjuk legfeljebb 0,35 nm tavolsdgra talalhato a tcSb
minifehérje tetszéleges atomjatol.

-44 -



2,071 RDF A

1,5
1,0

0,5

0,0

02 04 06 08 10

8 -
RDF C
6 A
4 .
24 :’;‘: %
N ey
0 '

02 04 06 08 1,0

Tavolsag [nm]

RDF B

1 - - NaClO,
S
S NaNO,
3 :
R ¢
P
SR
? e 4
e 3
’ .
£ .
e e weron o s & 7 T e 2.
- e hoay
»

81RrDF D
6
4
24 ak "
- TP

02 04 06 08 1,0
Tavolsag [nm]

16. abra Az oldott anionok kdzponti atomjaink radialis eloszlasa: (A) a fehérje nehéz atomjai koriil;
(B) a Lys® aminosav tolt6tt N atomja koriil; (C) a Gly's aminosav H-k6tés donor N atomja koriil; (D) a
Pro'? aminosav apolaros gylirtijének egy C atomja koriil.

Osszhangban az el6z6 (RDF) eredményekkel, a Cl104™ ionok halmozédnak fel a legnagyobb
mértékben a fehérjefelszinen, melyeket a NO3™ ion kdvet; atlagosan, rendre 8,0 és 6,4 ion
tartozkodik ebben a régidban. A F~ és a Cl ionokhoz tartozo értékek jelentdsen kisebbek,
megkozelitleg 1,3. A Na' ionok atlagos szama rendre 2,3 és 2,7 az NaClO4 és NaNO3 sok
esetében, mig valamivel kisebb (1,7 és 1,8) a NaCl és NaF sok esetében.

Tiszta Viz NaClOg4 NaNO3 NaCl NaF

H>O 131,5 115,3 123,2 129,8 129,8
Na* - 2,3 2,7 1,7 1,8
anionok - 8,0 6.4 1,3 1,3

1. tablazat A tcSb minifehérjétél mért 0,35 nm tavolsagon beliil talalhat6 ionok és vizmolekulak
atlagos szama.

Az ionok felhalmozddasat nemcsak a teljes fehérje felszinre tekintettel végeztiik el, hanem
kiilonbozo toltéssel rendelkezd régidkban is kiszamitottuk az RDF-eket. A 16.B-D é&bran



lathatoak az anion-eloszlasok eltérd felszini toltéssel rendelkez6 karakterisztikus régiok kortil:
(B) a Lys® aminosav t5ltétt N atomja; (C) a Gly'® aminosav félancan talalhato NH csoport N
atomja; (D) a Pro'? aminosav apoléros gyfirijének egy C atomja. A F~ és a Cl ionok figyelemre
mélto felhalmozodasa csak a (B) esetben figyelhetd meg, azaz a legnagyobb olddszernek kitett
toltés kortil, mig a tobbi vizsgalt feliiletrdl ezek az ionok kitiriilnek. A ClO4 és NO3™ ionok
minden vizsgalt régioban felhalmozddnak ¢€s a lokalis ionkoncentracio tekintetében a felszini
toltés nagysaga alapvetd fontossdggal bir a vizsgalt atomcsoportok esetében. A leginkabb
kozmotrop €s kaotrdp hatasti F~ és Cl104™ anionok térbeli eloszlasat szemléleti a 17. abra.

A kaotrop ionok fehérjefelszinen torténd felhalmozdodasat kisérleti eszkozokkel is kimutattak
[71, 73], tovabba az - el6z6 fejezet megallapitasai szerint - jelenlétiik csokkenti a fehérje-viz
hatarfeliileti fesziiltséget Dér és mtsi. [20] eldrejelzéseinek megfelelden. Ahogy a 16. dbran is
lathato, a kaotrop hatast ionok inkabb felhalmazodnak a fehérjefelszinen és a felhalmozodast
tekintve a feliileti toltéssiirliség fontos tényezdnek mutatkozik. Természetesen a feliileti toltés
mellett més faktorok is szerepet jatszanak a lokalis ionstirliség tekintetében, példaul a felszin
geometridja, ahogy arra Gibb és mtsi. felhivtak a figyelmet [68]. Nemrégiben tobb kisérleti és
elméleti kutatas is kimutatta, hogy kozvetlen kdlcsonhatasok 1épnek fel a fehérje és a fehérje-
viz hatarfeliileten felgyiilemld kaotrép anionok kozott [71-74].

17.4bra A F (z61d) és ClO4 (sarga) ionok eloszlasa a minifehérje-viz hatarfeliilet kdzelében.
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Az RDF-ek ismeretében a feliileti fesziiltség kiszamitasa lehetséges mas, nem SASA-alapu
modszerek alkalmazasaval is, melyek a Kirkwood-Buff elméletbdl eredeztethetdek. Ezek a
feliileti fesziiltség szamolasok az olddszer és az ionok fehérje koriili RDF-jeinek és az oldott
ionok koncentracidinak segitségével torténnek. Ebben az esetben azonban a konkrét SASA-
valtozasokat nem vessziik figyelembe, viszont a SASA-alapii megkozelitéssel ellentétben fix
fehérjefelszin mellett is elvégezhetd a szamolas. Horinek és mtsi. végeztek nem SASA-alapu
feliileti fesziiltség szamolasokat [59]. Kovetve ezeket a modszereket kiszamoltuk a feliileti
fesziiltség valtozasokat [P1], melyek alacsony homérsékleten jo kozelitéssel visszaadjak a (21)
Osszefliggés szerint kapott eredményeket. Ezt a nem SASA-alapi modszert alkalmazva az
egyetlen kivétel a NaCl sot tartalmazo rendszer, mely esetben pozitiv Ay értékeket kapunk a
tiszta vizes esethez viszonyitva. Mindemellett, a vizsgalt 300-360 K intervallumban az értékek
homérséklettol valo fiiggést gyakorlatilag nem mutatnak.

6.4.2 Vizmolekulak orientacios autokorrelacios fiiggvényei [P1]

Ahogy az korabban is megemlitésre kertilt, a tdmbfazisi vizhez képest az oldott anionok és
fehérjék els6 hidratacids burkdban a vizmolekulak orientacios dinamikaja altalaban lassul. Most
a tcSb minifehérje elsé oldasi burkaban 1évé vizmolekuldk orientdcids tulajdonsdgainak az
oldott anionok altal kivaltott megvaltozasat vizsgaljuk meg, kiilonds tekintettel azokra a
régiokra, ahol jelentds az anionok felhalmozddasa.

Az els6 hidratacios burokra jellemzd tdvolsdgot a minifehérje koriili viz oxigén atomok RDF-
je segitségével allapitottuk meg. Ahogy a 18. abran lathat6 az RDF fiiggvénynek két kozeli
maximuma van, az elsé ~ 0,19 nm tavolsagban, a masik pedig ~ 0,28 nm tavolsagban. Ez a két
régio egyiittesen alkotja az elsé hidratacidés burkot, és az els6 maximumhoz tartozo
vizmolekuldk az O — H kotésiiket elforditjdk a fehérje felszinétdl, igy akceptor szerepet
jatszanak, mig a masodik csoport molekulai donorként viselkednek, a H atomot a felszin felé
forditva. Az els6 halmaz vizmolekulai (melyeknek oxigén atomjuk 0,23 nm-nél kozelebb van
a tcSb-hez) valdszintileg a pozitivan toltott felszinek kornyezetében taldlhatoak, a masodik
halmaz vizmolekulainak (melyeknek oxigénatomjuk 0,23-0,31 nm tavol van a tc5b-t6l) pedig
az Osszes tobbi régidban jellemzd a jelenléte. Ezek a pozitivan toltott felszinek a kaotrdp ionok
kitlintetett felhalmozodasi / kdlcsonhatési helyei, ahogy azt a kordbban bemutatott RDF-ek
szolgaltatta eredményekbdl lathattuk (16. Abra).
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18. abra Viz-oxigén atomok RDF-je a tc5b minifehérje koriil (feliil). A két kitiintetett csoport: 1.
akceptor vizmolekuléak, 2. donor vizmolekulak szemléltetése (alul).

Viszonyitasi alapként meghataroztuk a minifehérjétél 0,7 nm tavolsagban 1évé 0,05 nm
vastagsdgu tartomanyban taldlhaté vizmolekuldk atlagos orientacios autokorrelacios
fiiggvényeit mind a vizsgalt ionok jelenlétében és azok hianyaban (19. dbra), a tiszta vizes esetet
tombfazisnak tekintjiik. A tiszta viz esetében a leggyorsabb az autokorrelacios fiiggvények
lecsengése, tovabba ezek a fiiggvények az anionokat tekintve HS-nak megfeleld rendezettséget
mutatnak: a leggyorsabb vizmolekula-reorientaciot a perklorat jelenlétében lathatunk, mig a
fluorid ionok lassitjak a leginkabb ezt a folyamatot.

Az orientacios autokorrelacios fliggvényéket a minifehérje elso hidratacids burkdban talalhat6
vizmolekulak mindkét halmazara szarmaztattuk (20. dbra). Osszehasonlitva a 19. abran lathato
eredményekkel megallapithatd, hogy a gorbék lecsengése jelentdsen lassabb a vizmolekuldk
mindkét halmazara, mint a tombfazis esetében. Az 1-es halmaz vizmolekulai lassabban
randomizaljadk a kezdeti orientacidjukat, mint a 2-es halmazba tartozok mind az ionok
jelenlétében, mind azok hidnyaban.
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19. abra Orientacios autokorrelacios fliggvény egy 0,05 nm vastagsagu burokban a tc5b
minifehérjétél mért 0,7 nm tavolsdgban a vizsgalt sok jelenlétében és azok hianyaban.

A masik fontos megfigyelés, hogy az elsé hidratacids burokban talalhaté vizmolekuldk két
halmazanak orientacios autokorreldcios fiiggvényét eltérdé modon befolyasoljadk az oldott
anionok. A kaotrép anionok (ClO4 és NOj") gyorsitjak, mig a CI" és F~ ionok lassitjak a
reorientaciot a tiszta vizes esethez képest az 1-es halmaz esetében. Ugyanakkor a 2-es halmazt
tekintve az Osszes anion lassitja ezt a folyamatot a tiszta vizes esettel 6sszevetve €s az egyes
ionok hatéasa is hasonldé mértékii. A hatarfeliileten jelenlévd ionok mellett a minifehérje elsd
hidrataciés burkaban taldlhatdo vizmolekuldk tulajdonsédgai, kiilondsen a hatarfeliileti viz-
szerkezet stabilitasa szintén meghatdroz6 fontossagu tényezok. A HE mikroszkopikus szintii
értelmezése mar egy régota tartd vita. A korabbi értelmezéseknek az volt az alapotlete, hogy a
struktara-épitd, kozmotrop ionok erdsitik, mig a struktira-rombold, kaotrép ionok gyengitik a
vizmolekuldk kozotti H-hid kotések erdsségét nagy tavolsdgokban [138]. Nemrégiben azonban
szamos kisérleti eredmény ugy tiinik, ellentmond ennek az elképzelésnek. Omta és mitsi.
spektroszkopiai modszerekkel vizsgaltak a Mg(ClO4)2, NaClO4 és NaxSO4 sok oldatat [139], a
vizmolekuldk orientacios korrelacios idejét mérve. Munkajuk soran megallapitottak, hogy az
ionok csak az els6 hidratacios burkukban befolyadsoljak jelentdsen a vizmolekuldk
tulajdonsagait. Ugyanezt a hatast vizsgaltak Stirnemann €s mtsi. polarizaciés erdteret ¢s MD
szimulacids eszkozoket hasznalva [140]. Magyarazatott adtak arra, hogy miért lassitja a
sooldat. A 18. abran lathato, tombfazisra vonatkoz6 eredményeink dsszhangban vannak ezekkel
a megallapitasokkal, megfelelnek az altaluk kimutatott tendencidknak.
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20. abra Orientacios autokorrelacios fliggvények a vizmolekulak két halmazara: (A) oxigén atomjuk
0,23 nm-nél kozelebb van a tc5b-hez és (B) oxigén atomjuk 0,23-0,31 nm tavol van a tc5b-t6l; mind a
vizsgalt ionok jelenlétében, mind azok hianyaban.
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A hatarfeliileti viz orientacios dinamikdjanak lassuldsat spektroszkopiai modszerek
segitségével kimutattdk Aoki és mtsi., lizoszomdk vizes oldatat hasznalva teszt rendszernek
[141], ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak Perticaroli és mtsi. [142]. Emellett MD modszerek
segitségével ugyanerre a rendszerre mutattak ki jelentds lassulast Sterpone és mtsi. [143].

Emellett, a vizmolekuldk 1-es halmaza (a lehetséges akceptorok) esetében, melyek a pozitivan
toltott hatarfeliileti elemek koriil talalhatéak, az orientdcios autokorrelacios fiiggvények a HS-
nak megfelelé rendezettséget mutatnak (20. abra). Ennek kovetkeztében feltételezhetd, -
figyelembe véve a pozitiv felszin feletti anion eloszlast (16. abra) - hogy az els6é oldddas
burokban tapasztalhatd reorientacidos dinamika megvaltozasa a vizmolekuldk kozotti H-hid
kotés rendszer megvaltozasat is jelzi, ahogyan azt kisérletileg is megfigyelték Hofmeister sok
esetében [50, 51]. Valosziniileg az autokorrelacios fliggvények modosulasa kapcesolatban all a
fehérje felszin kozeli vizstirtiség fluktuaciokkal is, ahogy azt Garde és mtsi. javasoltak [144,
145], amely entropikus jellegli jarulékot adhat a feliileti fesziiltséghez, azonban ez még
igazoland6. Hasonldan a hatérfeliileti effektusok finom részleteihez, mint példaul a polarizacid
szerepe a HE tekintetében [73, 146], ezek a kérdések késdbbi vizsgalatok targyai lehetnek.

6.4.3 A fehérje és hidratacios kornyezete kozotti kolcsonhatasi energia eloszlasa [P3]

A kaotrop €s kozmotrdp ionok rendre felhalmozodnak a fehérje-viz hatarfeliilet kozelében,
vagy kiszorulnak ebbdl a régiobdl (16. abra, 1. tablazat). Mindkét esetben megvaltozik a fehérje
¢s a hidratacios kornyezete kozotti kolcsonhatas. Annak érdekében, hogy nyomon kdvethessiik
ezeket a valtozdsokat, kiszdmoltuk a Coulomb és van der Waals kolcsonhatasi energiak
Osszegének az eloszlasat. A szamoldsokat elvégeztiik a fehérje és a teljes oldasi kornyezete
kozotti kolesonhatas vizsgalatara, illetve csak az ionokra €s csak a vizmolekulakra tekintettel
is. A 21.A éabran lathat6 a fehérje és a teljes hidratacios kornyezete kozotti kdlesonhatasi energia
eloszlasa. Megallapithatd, hogy a NaClOs4 s6 hozzaadasara a gorbe a negativabb értékek
iranyaba tolodik el, mig a NaF s6 ezzel ellentétes hatast valt ki a tiszta vizes esethez viszonyitva.
Ennek a valtozasnak az eredete feltérképezhetd az 21.B-C abrak segitségével, melyek az ionok
¢és a vizmolekuldk kolcsonhatasi energia hozzajarulasanak eloszlasat mutatjak. A fehérje-viz
kolesonhatas mindkét vizsgalt so jelenlétében csokken a tiszta vizes esethez viszonyitva (21.B
abra). Ugyanakkor a csokkenés mértéke jelentésebb a NaClOs esetében, mint a NaF
hozzaadasakor. Az ionok hozzajarulasa a kolcsonhatasi energiahoz joval nagyobb a NaClO4 s6
esetén a NaF jelenlétéhez viszonyitva (21.C abra).
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21. abra Kolcsonhatasi energia eloszlasok (%-ban) a NaF és a NaClO, sok jelenlétében, illetve a tiszta
vizes esetben, a tc5b minifehérjét és (A) teljes hidratacios kdrnyezetét-; (B) csak a vizmolekulakat- és
(C) csak az ionokat figyelembe véve.
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Mindemellett a kolcsonhatasi energia eloszlasok eltérd karakterisztikat mutatnak. A ClO4
ionokhoz tartozé gorbe simabb és egy csuccsal rendelkezik, mig a F~ ion esetében tobb csucs is
megfigyelhetd. A natrium ionokhoz tartozé gorbe hasonl6 a két vizsgalt rendszerben, a kisebb
eltérések valodszintileg az anionok hatarfeliileti felhalmozddasi sajatsagai miatt jelentkeznek.

Habar a fehérje-viz kdlcsonhatas nagyobb mértékben csokken a NaClO4 hozzdaddsakor, mint
a NaF esetében, 0sszegezve az ionok hozzajarulasaval a teljes kdlcsonhatési energia nagyobb
lesz, mint a tiszta vizes esetben. Ellenben a NaF s6 esetében az ionok hozzéjarulasa
mérsékeltebb, igy ez a kolcsonhatdsi energia jarulék nem tudja poétolni a fehérje-viz
kolcsonhatés tekintetében fellépd csokkenést, igy a teljes kdlcsonhatasi energia kisebb lesz,
mint a tiszta vizes esetben.

A NaClOg4 s6 hozzaadésa a rendszerhez negativ irdanyba tolja el az eloszlast, mig a NaF s¢ hatasa
ellentétes, ami rendre novekvd és csokkend kolcsonhatést jelent (21.A abra). Zhao és mitsi.
kimutattak (explicit vizes MD szimulacidk segitségével), hogy negativ korrelacié all fenn a
hidratacids kornyezethez torténd csatolas és a szerkezeti stabilitas kozott [147]. Alkalmazva
ezeket az eredményeket a tc5b-s eredményekre a perklorat ion jelenléte destabilizalodast valt
ki, mig a fluorid ion jelenléte stabilitasnovekedést jelez. Ezek a megfigyelések 6sszhangban
vannak kisérleti eredményekkel, valamint a kényszer eltavolitasa mellett szdmolt REMD-bdl
szarmazo6 adatokkal is (11. abra). A tc5b minifehérje és a hidratacios kornyezete kozott szamolt
kolcsonhatasi energia eloszlas (21.A 4abra) egy entalpikus jellegli jarulék a fehérje-viz
hatarfeliilet szabadenergidjahoz. A hatarfeliileti fesziiltség koncepci6 szerint ennek a feliiletnek
az oldott 1ionok hatdsara bekovetkezd szabadenergia-valtozasai ,vezetik” a HE-t.
Tulajdonképpen az eldjele és az aranya a kolcsOnhatdsi energia gorbék eltoloddsanak
megegyeznek az ionok altal kivaltott feliileti fesziiltség valtozasokkal (12. abra), melyeket a
SASA értékekbdl, illetve azok fluktuacidibdl szarmaztattunk (1:5,5 ardny, 300K
hémeérsékleten). Ugyanakkor entalpikus tényezdk mellett entropikus jarulékok is nyilvanvaldan
fellépnek, mint példaul a fehérje-viz hatarfeliilethez kozeli vizmolekuldk reorientacios
dinamikéjanak a megvaltozdsa (20. abra), és azoknak is jelentds szerepiik van a sok altal
kivaltott szabadenergia-valtozasokban.

6.4.4 Fehérje-ion kolcsonhatas [P3]

A kozmotrdp és kaotrdp ion eltérd kdlcsonhatési energiaeloszlas gorbéje (21.C 4bra) arra enged
kovetkeztetni, hogy a fehérje-ion kdlcsonhatds kiilonb6zé moddokon torténik a két anion
esetében. A kolesonhatasi tipusok azonositasa a DDCI gorbék segitségével lehetséges. A DDCI
szamolasokat elvégeztiik a teljes fehérjefelszin esetében, illetve a tcSb tébb kivalasztott
kolcsdnhatasi helyére is. Ez utobbiak toltdtt N atomok voltak a Lys®, Arg!'® aminosavak lizil és
guanidinium oldalldncain €s az N-terminalison, melyeket a 22. dbra szemléltet. Ahogyan azt a
16. és 17. abra is mutatja, a feliileti toltésnek fontos szerepe van az ionok hatarfeliileti
felhalmozodéasaban. Ugyanakkor a fehérje-ion kdlcsonhatas tekintetében a feliileti toltésen
kiviil mas jellemzOk is szerepet jatszhatnak abban az értelemben, hogy milyen tipust
kolesonhatas alakul ki az adott Hofmeister-aktiv ion és a fehérje egy kitiintetett kolcsonhatasi
helye kozott. Az RDF eredmények (16. abra) azt mutattdk, hogy minél inkabb kaotrép egy
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anion annal inkabb felgylilemlik a fehérje-viz hatarfeliileten, a perklorat esetében ez szinte
minden nem negativ tdltéssel rendelkezd helyen megtdrténik, ellenben a F- ionok csak a Lys®
N atomja koriil halmozodnak fel. Azonban az RDF gorbék maximumait tekintve nem
hatarozhaté meg, hogy az anionok milyen hajlanddsaggal kapcsolodnak kdzvetleniil a tc5b-hez,
illetve az esetek milyen hanyadaban torténik vizmolekuldk kozvetitésével, azaz hidratacios
burkok atfedésével, vagy Osszeérésével a kolcsonhatas. Ezek a tulajdonsagok alapvetden
fontosak a 21.C abra értelmezéséhez.

Toltott N-terminalis

22. 4bra A tc5b minifehérje vizsgalt kolcsonhatasi helyei a Lys®, Arg!'® és Asn' aminosavakon.

Az 23. 4brén lathat6 a legkozelebbi anionok tc5b minifehérjétél mért tavolsdganak eloszlasa,
mely gorbe eltérd karakterisztikdval rendelkezik a leginkabb kozmotrop és kaotrép ion
esetében. A ClO4 esetében ,,egy csucs” a jellemzd, viszont a F~ ion jelenlétében a DDCI gorbe
kettd, jol megkiilonboztethetdé maximummal rendelkezik. Annak a valosziniisége, hogy egy
perklorat ion megtaldlhatd a minifehérjétdl mért 0,25 nm tavolsagon belil 0,9997.
Kovetkezésképpen, szinte az egész szimulacid sordn legalabb egy perklorat ion részt vesz egy
CP tipusu kolcsonhatasban a tcSb-vel. A kozmotrép F~ ionok nem rendelkeznek ezzel a
tulajdonsaggal, a hozzajuk tartoz6 eloszlas egy mérsékeltebb csuccsal rendelkezik 0,17 nm
tavolsdgban, melyet egy minimum kdvet 0,25 nm tévolsadgban, de 0,25 és 0,8 nm kozotti
tavolsagok is realizalddnak. Annak a valdszintisége, hogy a tc5Sb-t6] mért 0,25 nm-es tdvolsdgon
beliil taldlunk egy, CP tipust kdlcsonhatasban résztvevd F~ iont, minddssze 0,4233. A masodik
¢s kevésbé ¢éles maximuma ennek a gorbének 0,37 nm tavolsagban talalhatd, ami 0,2 nm-es
eltolédas az els6hoz képest. Ez az eltolodas hasonldé nagysagrendd, mint a F~ ionok elsd
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hidrataciés burkanak a vastagsaga, mely a viz-oxigén atomokra val6 tekintettel 0,23-0,32 nm
nagysagu (lasd Fliggelék 1F. abra és 1F. tdblazat). Ez a tulajdonsag a F~ ionok hidratacios
burkénak legalabb részleges megdrzését, illetve SSP tipusu kdlcsonhatas 1étrejottét jelzi.

—CIO/
0,4 .
F
0,3 -
- 0,24
f-1
0,1
0,0 L — 7| — T % === 1 = 1 r |
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

d [nm]

23. abra A F és ClOy4 ionokhoz tartozo DDCI gorbék a tcSb minfehérje esetén szamolva.

Mindemellett a kolcsonhatasi tipusok joval részletesebb feltérképezése is lehetséges a DDCI
gorbék segitségével. Megvizsgaltuk a F~ és ClO4™ ionok parképzési alkalmassagat a tc5b
minifehérje protonalt csoportjai esetében. A DDCI gorbék szarmaztatast elvégeztiik a Lys®
aminosav oldallancanak toltott N atomjara, az Arg'® aminosav oldallancénak toltdtt N
atomjaira, illetve az N-terminalison talalhat6 a-amino csoport toltott N atomjara valé tekintettel
(24. 4bra). Ezekben az esetekben a F~ ion DDCI gorbéi mar harom maximummal rendelkeznek,
ellentétben a teljes tcSb-hez tartozo gorbével. Ez a harom régié a CP, SSP ¢és 2SP tipust
kolesonhatasoknak feleltethetéek meg, melyek kozvetlen-, illetve egy-, vagy tobb vizmolekula
altal kozvetitett kolcsonhatast jelez. Ezzel szemben a ClO4 ionhoz tartozd gorbék koziil
tovabbra is egy maximummal rendelkezik az N-terminalis NH3" csoportjanak N atomjahoz
tartozo, mig a masik két esetben egy masodik maximum is azonosithatd. Kovetkezésképpen, ez
utobbi két esetben a kaotrop anion esetén is megjelennek az SSP ¢és a 2SP tipusu
kolcsonhatasok, mig az N-terminalis kozelében szinte csak a CP kdlcsdnhatas azonosithato. Az
N-terminalishoz, a Lys®-hoz és az Arg!S-hoz tartozo DDCI gorbéken taldlhatdé minimumok
kozel esnek egymashoz. A F~ ionokhoz tartozo gorbéknél a minimumok helye 0,35 és 0,65 nm,
mig ClO4 ion gorbéjénél a minimum helye 0,38 nm.

Az egyes kolcsonhatasok kialakulasat jellemzé valoszinliségeket az 2. tablazat tartalmazza.
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24. abra A vizsgalt anionok DDCI gorbéi: (A) Lys®-; (B) Arg'® oldallanc t61t6tt N atomjaira és (C) az
N-terminalis NH3" csoportjanak N atomjara vonatkoztatva.

Az egész tcSb-re vonatkoz6 DDCI gorbénél megjelend, egy maximummal rendelkezd, a
kaotrép ClO4™ anionhoz tartozo karakterisztika valosziniileg az N-terminalisnal 1étrejové CP-
tipusu kolcsonhatds kovetkezménye. Masrészt az Osszes vizsgalt atomcsoport esetében az
olddszer altal kozvetitett kdlcsonhatasok a meghatarozéak a F~ ionok szdmara, tovabba a 2SP
tipus preferaltabb az SSP-nél, mindez az N-terminalisndl jelenik meg a legjellemzdébben.
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>< Lys8 i Argl6 . N-terminalis NH3"

ClO4 .

CP ; 0,5320 0,5083 0,9997
SSP § 0,4414 0,4324 0,0003
2SP i 0,0266 0,0593 0,0000

F- !

CP i 0,0601 0,1043 0,0122
SSP | 0,3652 0,3101 0,2810
2SP ; 0,5747 0,5856 0,7068

2. tablazat A CP, SSP és 2SP tipusu kolcsonhatasok megvaldsulasi valdszinliségei a harom vizsgalt
toltott atomesoportra ( Lys®-; Arg!® oldallanc t6ltott N atomjaira és az N-terminalis NH3* csoportjanak
N atomjara) vonatkozoan.

Az eddig vizsgalt kdlcsonhatasi helyek mind jelentOs pozitiv toltéssel rendelkeztek, azonban
felmeriil a kérdés, hogy példaul a f6lanc NH csoportjai mennyire preferalt kolcsonhatasi helyek.
A F ionok esetében mar az RDF eredmények (16. abra) utan kizarhato a CP tipusu
kolcsdnhatas, hiszen a Lys® aminosav N atomjan kiviil mas jelentés felhalmozdodas sehol sem
volt tapasztalhato, amit a DDCI gorbék (24. abra) is megerdsitettek.

A perklorat ion esetében ennek a kérdésnek a vizsgalatara kivéalasztottunk a Ser'®, Gly' és
Arg'® aminosavak félanc NH csoportjait és elvégeztiik a DDCI szamolast (az N atomoktol
mérve a tavolsagot), amit a 25. dbra mutat.
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25. 4bra DDCI gorbék a perklorat ionok és a tc5b (i) Pro'? oldallanc nehézatomjai; és (ii) a Ser'?,
Gly" és Arg'® aminosavak félanc N atomjai kozott szamolva.

Ezek az atomok joval kisebb parcidlis toltéssel rendelkeznek, mint a protonalt csoportoknal

crer
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csucsa (ami a CP kolcsonhatashoz tartozik) szélesebb, mint a toltott csoportok esetében és a
kumulativ valosziniisége a kdzvetlen kdlcsonhatasnak 0,5564. Ez az érték magasabb a Lys® és
az Arg'® aminosavaknal latottaknal (2. tablazat). A Pro'?> aminosav (ami egy a térszerkezeti
stabilitas szempontjabol fontos hosszatdvi hidrofob kolcsénhatisban vesz részt a Trp®
aminosavval) oldallancén talalhatdo H atomok parcialis toltése még a félanc NH csoportokéinal
is kisebb. Ennek ellenére a DDCI gorbe hasonl6 karakterisztikaji, mint az el6z6 esetben (25.
abra) ¢és ezen atomok ¢és a ClO4 ionok kozotti CP-tipusu kolcsonhatas kialakuldsanak
valoszinlisége 0,5403. Ebben az esetben a perklorat ionok szintén egy sekély mélyedésben
helyezkednek el a Pro'? aminosav kdzvetlen szomszédsagaban.

A 23-25. abrakon bemutatott parképzdédési tulajdonsagok Osszhangban vannak a Collins-
szaballyal. Ennek az empirikus torvénynek az az alapvetd allitdsa, hogy egy anion és egy kation
akkor preferalhatja a parformalodast, ha mindkettd vagy kaotrdp, vagy kozmotrop. A vizsgalt
kaotrop tulajdonsagu, pozitiv toltésti kolcsonhatasi helyek a szintén kaotrop ClO4  ionnal
kozvetlen kolcsonhatasba 1épnek, azonban a kozmotrép F~ ionok esetén nem ez a meghatarozo
kolcsonhatasi tipus. Ahogy azt korabban kimutattuk (16. abra), a feliileti toltés az egyik fontos
tényezd, ami befolyéasolja az ionfelhalmozodast a fehérje-viz hatarfeliileten, és foként a kaotrop
ionok halmozodnak fel pozitiv feliileti toltéssel rendelkezd feliileteken. Mindazonaltal, a
kozvetlen kolcsonhatas preferalasa tekintetében nincs erds korrelacio a feliileti toltés nagysaga
¢s a CP-tipust kolcsonhatas kialakulasi valoszintisége kozott. Ugyanis a protonalt oldallancok
(2. tablazat) és a joval kisebb parcialis toltéssel rendelkezd kotési helyek (25. 4bra)
megkozelitdleg ugyanolyan mértékben kotik meg a perklordt ionokat. Cremer és mitsi.
kimutattak kordbban [73], hogy a f6lanc amid csoportjaival létrejovo kozvetlen kdlcsonhatas a
kaotrop ionok esetén preferalt. Az alacsonyabb feliileti toltéssel rendelkezé kolcsonhatasi
helyek esetén pedig egyaltalan nem azonosithaté CP-tipusu kdlcsonhatés a F~ ionok esetében.
Azonban az Asn! aminosavnal talalhaté NH3" csoport egy feliileti mélyedésben talalhato, és
ezen a kolcsonhatasi helyen szinte a teljes szimulécidban talalhaté CP-tipusu kélcsonhatasban
résztvevo perklorat ion, ami vizmolekuldk allando kiszoritasat is jelenti ebbdl a régiobol. Tehat
az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy a perklorat ionok oldddasa / feliileti kotddése erdsen fiigg
is. Osszességében megallapithatd, hogy az ionok és vizmolekulék eloszlasi tulajdonsagai egy
fehérje-elektrolit hataron elektrosztatikus ¢és térbeli kényszereknek vannak aldvetve, ami
entropiacsokkenést eredményez, és ennek megfeleléen modositja a rendszer szabadenergidjat.
A lokalis hidratacids sajatossagok feltérképezése megvilagithat fontos tulajdonsagokat a
fehérje, vizmolekulak és ionok alkotta komplex kdlcsonhatasi rendszert illetden.

Ezek a fehérje-ion kdlcsonhatési kiilonbségek ugyanakkor magyarazattal szolgalnak a 21.C
abran bemutatott kolcsonhatési energia eloszlasok eltérd karakterisztikdjara. Mivel a ClO4
ionok szamara a CP-tipusu kolcsonhatas a preferalt, a protonalt- és a kisebb parcialis toltési
kolcsonhatasi helyeken egyarant, ezért a perklorat ionokhoz tartozd kolcsonhatasi energia
eloszlasban -100 kJ/mol és -600 kJ/mol kozotti értékek is eléfordulnak. Ezzel ellentétben a F-
ionok a vizmolekuldk altal kozvetitett kdlcsonhatasokat (SSP, 2SP) preferaljak, a CP-tipusuval
szemben, az Osszes vizsgalt kolcsonhatdsi helyen. Ezen tul, ez a megallapitas a teljes
fehérjefelszinre is igaz (23. 4bra), mivel ebben az esetben is a CP-tipusi kolcsonhatas
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valoszinlisége jelentdsen 0,5 alatt van, ugyanakkor az SSP tipus a jellemzd ebben az esetben, a
2SP-tipus valoszinlisége pedig elhanyagolhatd. Ez azt is jelenti, a szimuldcids id0 nagyobb
hanyadéaban van legalabb egy olyan F~ ion a hatérfeliilet kozelében, mely osztozik a hidratacios
burkan a minifehérjével, és tilnyomodrészt a F~ ionok inkabb kiiirlilnek a fehérje-viz hatarfeliilet
egészérdl. Ez a tulajdonsag megfelel a kapcsolodo kdlcsonhatési energia eloszlas profiljanak,
ugyanis a nulla kézeli értékek mutatkoznak dominansnak.

6.4.5 Hatarfeliileti vizmolekulak kolesonhatasi energia szerinti felosztasa és a kapcsolodo
orientacios autokorrelacios fiiggvények [P3]

A tc5b minifehérje elsd hidratacios burkaban talalhat6 vizmolekuldk orientacios tulajdonsagait
illetve az anionok indukalta hatisokat méar attekintettiik (6.4.2 szakasz), méghozza azon
osztalyozas mellett, hogy a vizmolekuldk donor, vagy akceptor szerepet jatszanak.
Mindazonaltal a minifehérje és a vizmolekulak kozotti kdlcsonhatasi energia szempontjabol is
osztalyozhatjuk a tc5b els6 hidratacids burkaban taldlhatd vizmolekuldkat. A vizmolekuldk
kolcsonhatési energia szerinti eloszlasat a 26. dbra mutatja, amit az NPT szimulécio utolso 50
ns-os részében egyenletesen elosztott 25.000 iddpillanat adatait felhasznalva szamitottunk ki, a
tiszta vizes esetben, tovabba a ClO4™ és F~ ionokat tartalmazo rendszerekre.

A 26.A abran lathat6 energia eloszlas 3 intervallumra oszthat6: -14 kJ/mol értéknél nagyobbra
(Ey), -40 és -14 kJ/mol kozotti (E,) és -40 kJ/mol értéknél kisebbre (E3). Ahogy az varhato is,
a legerdsebben kotott vizmolekuldk a toltott csoportok kdrnyezetében taldlhatoak, a gyengén
kotottek pedig a hidrofob feliiletelemek kozelében.

A 27. édbra a MD trajektoria egy idOpillanatdban mutatja a fenti 3 energiacsoporthoz tartozo
vizmolekuldk oxigén atomjainak térbeli eloszlasat. Az oldott ionok altal kivaltott eloszlasbeli
kiilonbségek kihangsulyozasa érdekében a tiszta vizes esethez tartozo eloszlast levontuk a
kozmotrop ¢€s kaotrop ionok esetén szamolt eloszlasokbol (26.B abra). Megallapithato, hogy az
eltérések sokkal jelentdsebbek a ClO4 ionok jelenlétében, mint a F~ ionok esetében. A NaF s6
hozzdadasara az er0sen kolcsonhaté vizmolekuldk szama enyhén csokken a negativ
kolcsonhatasi energia régioban, ugyanakkor a pozitiv kdlcsonhatési energiaval rendelkezd
vizmolekuldk szama valamelyest megnovekszik. A kaotrop anion esetében pedig a kdzepesen-
¢s az er6sen kotott vizmolekuldk szdma az E, €és E; intervallumokban, valamivel jobban
csokken, mint a kozmotrop ionok jelenlétében. A gyengébben kotott vizek esetében (E;
intervallum) a gorbék jelentdsen nagyobb kiilonbséget mutatnak, a NaClO4 sot tartalmazd
rendszerekben, ezeknek a vizmolekuldknak a szdma sokkal kisebb negativ kdlcsonhatési
energia esetén, mint a pozitiv kdlcsonhatasi energia tartomanyban.
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26. abra (A) a tc5b minifehérje els6 hidratacios burkaban talalhatd vizmolekulak kolcsonhatasi
energia eloszlasa és (B) a minifehérje elso hidratacios burkéban szdmolt fenti eloszlasok kiilonbsége a
NaF és a NaClO4 sokat tartalmazo rendszerekre a tiszta vizes értékektol.
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27. abra A minifehérje els6 hidratacios burkaban talalhato vizmolekulak O atomjai a kdlcsonhatasi
energiajuk szerint szinezve: kek (E; ), narancssarga (E-) és piros (E3). A sohid feldli oldalt az abra (A),
mig az ellentétest a (B) része mutatja.

A 26.B abra alatti integrdl ardnyos az elsd hidratacids burok vizszam-valtozésaval. A
vizmolekulék kiszorulasa ebbdl a régiobol sokkal nagyobb a perklorat ionok esetén (atlagosan
12,8 vizmolekula), mint a fluorid ionok jelenlétében (atlagosan 1,3 vizmolekula).
Megemlitendd6 még, hogy mindkét aniont tartalmazd rendszerben megnd a pozitiv
kolcsonhatasi energiaval rendelkezd vizmolekulak szama. Ez azt jelenti, hogy mindkét esetben
tobb az olyan vizmolekula, amely szdmara kedvezdtlen a tc5b-vel 1étrejovo kolesonhatas.

Ahogy azt korabban lattuk, pozitivan toltétt csoportok kdzelében a vizmolekulak reorientacidja
gyorsabb lesz a kaotrdp ionok jelenlétében €s lassabb a kozmotrdop ionok jelenlétében, a tiszta
vizes esethez viszonyitva. Ezt a vizsgélatot elvégezhetjiik a minifehérje elsé hidratacios
burkéban a harom fentebb definialt energia csoportba tartoz6 vizmolekulékra.
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28. abra A tc5b minifehérje els6 hidratacios burkaban talalhaté vizmolekulak orientacios
autokorrelacios fiiggvényei a 25. abran megadott energia intervallumokban: (A) E;, (B) E, és (C) E5 a
tiszta vizes esetben, tovabba a NaF és NaClO4 sok jelenlétében.
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Az E,, E, és E; intervallumok szerint felosztva az elsd hidrataciés burok vizmolekulait,
meghataroztuk mindegyik csoportra az orientacios autokorrelacios fliggvényeket (28. ébra).
Megallapithat6, hogy a gyengén (E; ) és kozepesen kotott (E,) vizmolekulakat tekintve mindkét
sO lassitotta a reorintdciot a tiszta vizes rendszer eredményeihez hasonlitva (28.A-B abra). A
lassitds nagyobb mértékii a kozmotrop anionok jelenlétében, mint a kaotropok esetében.
Mindazonaltal a leger6sebben kotott (E3) vizmolekuldkra HS szerinti rendezettség mutatkozik
az autokorrelacios fliggvények kozott, azaz a kaotrdp ionok gyorsitjak, mig a kozmotropok
lassitjak reorientacids dinamikat a tiszta vizes rendszerhez képest (28.C abra). A korédbbi
megallapitdsunkat, ami szerint a pozitivan toltétt csoportok kozelében a perklorat ionok
gyorsitjak, a fluorid ionok pedig lassitjak a vizmolekulak orientacios dinamikajat a tiszta vizes
esethez képest annyiban finomithatjuk, hogy ez a tulajdonsag a legerésebben kotott (E3 régidba
tartozo) vizmolekulékra igaz.

A fentiekben megvizsgéltuk a vizmolekulak szerepét a minifehérje és a hidratacios kornyezete
kozotti kolesonhatdsi energia tekintetében (21.B 4bra). A vizsgalt leginkabb kozmotrdp és
kaotrép hatast anionok jelenlétében a vizmolekuldk minifehérjével vett kdlcsonhatési energiaja
csokken, a ClO4 esetében a csokkenés jelentdsebb. Ezek a valtozasok két okra vezethetdek
vissza. Egyfelol a CP-tipusu kolcsonhatasok kovetkeztében vizmolekuldk szorulnak ki a
fehérje-viz hatarfeliiletr6l, masfel6l az ionok jelenléte a hatarfeliileten és annak kozelében
atrendezi a felszinkdzeli vizszerkezetet €s megvaltoztatja a lokalis hidratacids tulajdonsagokat.
Ez az atrendezés kevésbé kedvezd, vagy kedvezdtlen fehérje-viz kdlesonhatasokhoz vezethet.
Az utobbi eset a 26. abran nyilvdnul meg, mégpedig a pozitiv kolcsonhatasi energiaval
rendelkezd vizmolekuldk szamanak novekedésében. Az ebbe a régioba tartozod vizmolekuldk
szama rendre 1,67 és 2,21 a NaClO4 és NaF sokat tartalmaz6 rendszerekben.

Tobb szerzd is felhivta a figyelmet, hogy az oldott ionok kolcsonhatdsait tekintve a
kvantummechanikai effektusok fontos szerepet jatszanak [83-87]. Ezért megjegyzendd, hogy
egy kvantitativ eredményeket szolgaltatd modellnek kezelnie kell ezeket az effektusokat.
Mindazonaltal, ez a klasszikus modell is alkalmas a kisérleti tapasztalatokkal 6sszhangban 1évo
eredmények szarmaztatasara, melyek felhasznaldsaval az ionokhoz kothetd hatasok kvalitativ
modon leirhatok, és segitséglikkel megvizsgalhatoak a Iehetséges atomi mechanizmusok.

6.4.6 Az ionok és a fehérje felszini hidratacioja [P3]

A korabbi fejezetekben rogzitett minifehérje-geometria mellett tanulméanyoztuk a hatérfeliilet
tulajdonsagait, mint példaul az ionok eloszlasat a fehérje-viz hatarfeliileten illetve a fehérje-
kozeli vizmolekuldk reorientacios tulajdonsagait. Emellett REMD szimulacidk segitségével
hataroztuk meg a tc5b ionok hatasara bekovetkezett stabilitas valtozasait.

Mindazonaltal a fehérje ¢és ionok tovéabbi hidratacios tulajdonsagainak vizsgalataval és
harmonikus kényszerek szerepének azonositasaval tovabbi megallapitasok tehetk, melyek a
HE hatdsmechanizmusanak a feltérképezésében jelentdsek. Ennek érdekében helyezziik 1j
kontextusba az eddigi szimulaciokat. Amikor harmonikus kényszerek segitségével fixaljuk a
protein (NMR adatokbol szarmazo) térszerkezetét akkor egy mesterséges allapotot hozunk
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létre. Ebben az esetben a jelentés masodlagos ¢és harmadlagos szerkezeti valtozasok
megakadalyozasaval, és az oldallincok mozgéasanak zavar6 hatasait kikiiszobolve vizsgalhatjuk
egy egyensulyi ioneloszlas kialakuldsat a fehérje-viz hatarfeliileten. Ezt az allapotot fogjuk a
tovabbiakban felhalmozodasi szakasznak nevezni. A harmonikus kényszerek elhagyasaval ¢s
ebbdl kovetkezden a minifehérje szabad mozgasa altal a tc5b reagalhat a megvaltozott
hidratacids kornyezetre, igy szerkezeti €s stabilitasi valtozasok 1épnek fel, ez az atrendez6dési
allapot. A két allapot kozott megvaltozik mind a minifehérje, mind az oldott ionok
szolvatacioja. Azonban az ionok €s a minifehérje oldodasat nemcsak a kényszerek megléte
befolyésolja, hanem mindkét szereplé egyidejli jelenléte a szimuldcids rendszerben. Annak
érdekében, hogy mindezen hatdsokat szétvalaszthassuk a kovetkezd szimuléciokat fogjuk
hasznélni:

1) 100 ns hosszusagi NPT szimulacié a minifehérje nélkiil, ahol mindkét vizsgalt s6 1
molos koncentraciéban van jelen, kiilon szimulacios rendszerekben. Ezen szimulaciok
segitségével megvizsgalhatjuk az egyes ionok hidratacios tulajdonsagait.

2) 100 ns hossziisdgh NPT szimulacid, a relevans molekuladinamikai beallitasok
valtozatlansaga mellett csak a minifehérjével és minimalis szdmu, semlegességet
biztositd ionokkal tiszta vizben feloldva. Ez szintén egy referencia rendszer lesz azokra
az esetekre, amikor a minifehérje €s a nagy koncentracidju ionok egyarant jelen vannak.

3) Felhalmozddasi szakasz. 100 ns hosszisagu NPT szimulacid, mely sordan a minifehérje
¢s az ionok egyszerre vannak jelen a szimuldcids rendszerben, ugyanazokkal a
molekuladinamikai beallitasokkal, de a tc5b-re harmonikus kényszerek vonatkoznak.
Ezen szimulaciok segitségével megvizsgaljuk az ionok €és a minifehérje szolvatacioban
mutatott eltéréseit az el6z06 rendszerekhez viszonyitva. Ezek a valtozasok a fehérje-viz
hatérfeliileti anizotrop toltéseloszlasok kdvetkezményei, de a minifehérje konformécios
valtozasai nem jatszanak szerepet.

4) Atrendez6dési szakasz. Ez esetben is az el6z6leg alkalmazott szimulacids rendszereket
hasznaljuk a harmonikus kényszerek nélkiil. A megfelel6 mintavételezés érdekében a
32 szalas REMD szamolés 300 K-es replikajanak utolsé 300 ns-at hasznaljuk az NPT
dinamika helyett. Ez a szimulaci6 lehetdvé teszi a minfehérje szerkezeti valtozasabol
eredd valtozasok feltérképezését.
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6.4.6.1 A perklorat ionok hidratacidja és a feliileti geometria [P3]

A minifehérje-ion kolcsonhatdsi energia eloszlasat és a fellépd kolcsonhatds tipusokat
részletesen megvizsgaltuk eltérd tulajdonsagu hatérfeliileti elemek kornyezetében (21,23-25
abrak). A minifehérje helyett az egyes ionokat tekintve, megvizsgalhatjuk a ClO4 ionok
hidratacios, pontosabban dehidratacios jellemzdit a hatarfeliileti felszin elemek sajatsdgainak
fliggvényében az l-es és a 3-as szimulacid Osszehasonlitdsdval, azaz a felhalmozodasi
szakaszba torténd atmenet soran. Ennek érdekében meghataroztuk a perklorat ionok elsd
hidrataciés burkaiban taldlhatdo vizmolekulak atlagos szamat az Osszes kordbban vizsgalt
esetben. A tc5b és az anion kolcsOnhatdsat jellemzd szdmolas csak azokra az anionokra
vonatkozott, melyek 0,4 nm-nél kozelebb voltak a vizsgalt atomcsoport nehéz atomjaihoz. A
perklorat ionok elsé hidrataciés burkanak a hatdrat (0,50 nm a kozponti Cl atomtdl) a
referenciaként hasznalt, csak ionokat tartalmazé rendszerbdl szarmaztattuk (1d. Fiiggelék 1F.
tablazat) az anion koriili viz-oxigén atomok RDF-je segitségével, ahogy ez a tcSb esetében is
tortént.

Az oldoészernek kitett, t1tott oldallanccal rendelkezd Arg!'® és Lys® aminosavak esetében a CP
tipusu kdlcsonhatasban résztvevd perklorat ionok elsd hidratacids burkdban atlagosan, rendre
6,46 ¢s 6,40 vizmolekula talalhatd. Ez az érték 1ényegesen kisebb az N-termindlison talalhato
NH;" csoport kdrnyezetében, ahol is: 4,66. A csokkenés az N-terminalon kezd3d6 a-hélix miatt
1étrejott feliileti mélyedés kovetkezménye, melyben talalhatdé NH csoport is, amivel szintén
kolcsonhatasba 1ép a perklorat ion, ezéltal még tobb vizmolekulat veszitve az elsd hidratacios
burkdbdl (29. abran feliil). Ugyanakkor az Gsszes protonalt helyen a vizmolekuldk altal
kozvetitett kdlcsonhatasok a preferaltak a F~ ionok esetében, ami azt jelenti, hogy a kozmotrop
ionok részben, vagy egészben megorzik a hidratacios burkukat (29. abrén alul). Az N-
terminalison talalhato NH3" csoport esetén a CP tipusu kdlcsonhatasok elhanyagolhato arannyal
rendelkeznek a F~ ion esetében, csakugy, mint az alacsonyabb parcialis t6ltésti atomok alkotta
kolesonhatasi helyeken. Ezekben az esetekben ugyanis a kozmotrop ionoknak a hidratacios
burkuknak tal nagy részét kellene elhagyniuk egy CP tipusu kdlcsonhatas formalasahoz.
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29. abra A tcSb-vel CP tipust kdlcsonhatasban 1évo ClO4 ionok és SSP tipusu kodlcsonhatasban a F-
1onok és az els6 hidratacios burkukban talalhatd vizmolekulak a viznek kitett, toltott oldallanccal
rendelkezd Lys® aminosav és az N-terminalison talalhato NHs* csoport esetében.

A félanc NH csoportok és a Pro'> aminosav oldallinc esetében a perklorat ionok elsd
hidratacios burkéban az atlagos vizszam rendre 6,07 és 6,25. Ezekben az esetekben a kaotrop
anionok ,,sekélyebb” mélyedésekben talalhatoak.

-66 -



6.4.6.2 Vizmolekulak szama az els6 hidrataciés burkokban [P3]

A 3. tablazat tartalmazza az ionok és a minifehérje elsd hidratacids burkaban talalhato atlagos
vizszamok referencia értékeit, illetve ezek valtozasait az egyes szakaszok kozotti atmenetek
soran.

I Referencia Felhalmozodasi  Atrendezédési  Teljes véltozas
i allapot allapot
NaF '
minifehérje ! 99,2 -1,3 -1,2 2,5
F ! 2799 8,9 1,2 7,7
Na* L2470 24 0,1 23
NaClOq4 |
minifehérje | 99,2 12,8 +4,8 -8,0
ClO4 . 637,2 21,5 12,4 -33,9
Na* i 2478 -1,9 4.9 -6,8

-

3. tablazat Vizmolekulak szama az ionok és a minifehérje elsd hidratacios burkaban a referencia
rendszerre (2. oszlop). Az atlagos vizszam valtozas a referencia rendszer €s felhalmozodasi szakasz
kozott (3. oszlop), a felhalmozddasi- és az atrendezddési szakaszok kozott (4. oszlop) és a teljes
folyamat soran az osszesitett valtozas (5. oszlop).

A tablazat masodik oszlopaban az ionok és minifehérje elsd hidratacidos burkdnak atlagos
vizszamait tiintettiik fel, abban az esetben, amikor kiilon-kiilon vannak feloldva (1-es és 2-es
szimuldciok). A harmadik ¢és negyedik oszlopban rendre a referenciarendszerekbdl a
felhalmozodasi szakaszba, majd onnan az atrendezOdési szakaszba torténd atmenetek soran
fellépd atlagos vizszam-valtozasok lathatok, valamint az 6todik oszlop mutatja a két atmenet
Osszesitett atlagos vizszam-valtozasat. A vizsgalt ionok elsé hidratacios burkainak hatarait a
referenciaként hasznalt 1 moélos soéoldatot tartalmazd szimulacios rendszerbdl szarmaztattuk,
hasonlé moédon, mint a minifehérje esetében, az adott molekula koriili viz-oxigén atomokra
vonatkoz6 RDF alapjéan (1d. Fliggelék 1F. abra, 1F. tablazat).

A fluorid ion esetén az atlagos vizszdm-valtozasok relative kicsinyek a felhalmozodasi
szakaszba torténd atmenet soran. A miniprotein elsé hidrataciés burkdban az atlagos vizszam
1,3-es csokkenést mutat, mig a kationok és anionok rendre 2,4 és 8,9 vizmolekulat veszitenek
az els6 hidratacios burkukbdl atlagosan. A fehérjeszerkezetre vonatkozo kényszerek elhagyasa
utdn tovabbi 1,2 atlagos vizszam-veszteséget okoz a tc5b esetében, a Na' ionok els6 hidratacios
burkénak atlagos vizszama gyakorlatilag véltozatlan, a F~ ionok koriil pedig atlagosan 1,2
vizmolekulaval ndvekszik az atlagos vizszam.

A perklorat ionok jelenlétében szignifikdnsabb valtozasok tapasztalhatok a teljes rendszer
hidratacios tulajdonségait tekintve. A miniprotein elsd hidratacios burkéban 1évé vizmolekulak
Osszesitett szama atlagosan 12,8-al csokken a felhalmozo6dasi szakaszba torténd dtmenet soran,
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ez az ¢érték a perklorat ionok esetében 20,8, a natrium ionok esetében pedig 1,9. Az
atrendezddési szakaszban tovabbi 4,9 és 13,4 értéki atlagos vizszam-csdkkenés figyelheté meg
rendre a Na' és a C104™ ionok esetében.

6.4.6.3 Az els6 hidratacios burkok atfedései [P3]

A fentiek alapjan a két ellentétes hatasu Hofmeister-aktiv anion kiilonb6zé modon 1ép
kolcsonhatasba a hatarfeliileti vizmolekuldkkal. Ez a tulajdonsag megnyilvanul még az ionok
¢és a minifehérje elsd hidratacios burkainak atfedése kozotti kiilonbségekben is. A perklorat iont
tartalmazd szimuldcios rendszerben atlagosan 29,3 (33,4) és 5,5 (5,2) vizmolekula keriil
atfedésbe az elsd hidratacios burkokban rendre a C104 és Na' ionok esetében, a minifehérjére
vonatkoz6 harmonikus kényszerekkel (kényszerek nélkiil). A fehérje-viz hatarfeliileten nagy
szamban halmozodnak fel ClOs4 ionok, ezért a felszin kozeli vizmolekuldk részben
reorientaltak.

A minifehérje és az oldott NaF so esetében az elsé hidratacios burkok atfedéséhez tartozo
értékek rendre 6,5 (6,2) a fluorid ionra és 5,3 (5,5) a natrium ionra. A F~ ionok jellemzden nem
halmozddnak fel a fehérje-viz hatarfeliileten, azonban a szimuladcios rendszerben jelenlévo
elemek koziil a legerdsebben hidrataltak kozé tartoznak, azaz legalabb két jol elkiilonithetd
hidrataciés burokkal rendelkeznek (1d. Fiiggelék 1F. dbra). Ezekben a hidratacios burkokban a
vizmolekuldk erdsen orientdltak, és a reorientaciés dinamikdjuk is jellemzden lassabb,
Osszevetve a tobbi vizsgalt ionhoz tartozé eredményekkel.

6.5 Az ionfelhalmozodas lokalis jellemzoi és kapcsolatuk az aminosav
oldallancok térbeli fluktuacidihoz [P2]

A REMD szimulaciok 300-360 K kozotti dinamikait felhaszndlva kiszamitottuk a perklorat és
fluorid ionok atlagos szamat (30.A1-A2 dbra) és a hozza tartoz6 fluktuacidkat (30.B1-B2 dbra)
a minifehérje elsdé hidratacids burkdban kiilon minden aminosav esetében. A 30.A1-A2 dbra
alapjan megallapithatd, hogy mindkét vizsgalt Hofmeister-aktiv anion a pozitivan toltott
oldallancok kérnyezetében halmozddnak fel, azonban jelentdsen eltéré mértékben. A perklorat
ionok felhalmozodasa kitiintetett az Asn' aminosavnal, ami a toltott N-terminalison talalhato,
ahol az a-hélix a jellemzd masodlagos szerkezet, és az Arg'® aminosavnal, ami a tc5b
sohidjanak egyik alkotdja. Azonban, a 300 K hémérséklethez tartozd dinamikat tekintve a Lys®
esetén a legnagyobb az atlagos anion szam. A fehérje-viz hatarfeliileten a fluorid ionok atlagos
szama a 0,15-0,32 értékek kozotti savban valtozik, mig a perklorat ionok esetén a minimum
értek 1,0, a maximum pedig 2,3. Tovabba, az atlagos fluorid ion szdm szinte fliggetlen a
hémérséklettdl a vizsgalt 300-360 K intervallumban (30.A2 abra). Ezzel ellentétben, a perklorat
ionok atlagos szama folyamatosan csokken a hdmérséklet ndvelésével és az egyes aminosavak
kozotti kiilonbségek a kaotrop anion felhalmozodast tekintve fokozatosan eltiinnek a 360 K
homérséklet kozelében (30.A1 abra). A relativ ionszam-fluktuéacio (30.B1-B2 abra) a fluorid
ion esetében mérsékeltek a Kkitiintetett felhalmozodasi helyeken is, mig a perklorat ionok
esetében a nagyobb ionszam egy adott aminosav koriil nagyobb fluktuaciot is indukal.
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30. abra Atlagos ionszam a minifehérje-viz hatarfeliileten a NaClO4 (A1) és NaF (A2) sokat
tartalmazo rendszerekre. A (B1) és (B2) abrak rendre az ezekhez a rendszerekhez tartozo ion szam
fluktuaciok. Oldallanc nehézatom RMSF kiilonbségek a tiszta vizes esetet hasznalva referencianak a
NaClO4 (C1) és NaF (C2) sok jelenlétében. Mivel csak az oldallanc nehézatomokat vessziik
figyelembe a Gly'°, Gly'! és Gly'S aminosavak esetén az RMSF nem értelmezhetd.

A Hofmeister-aktiv ionok térszerkezeti stabilitasra gyakorolt hatdsat az oldallanc atomok
atlagszerkezet koriili térbeli fluktuacidival (RMSF) jellemezziik, kiilon minden aminosav
esetén. A 30.C1-C2 abran lathatjuk az RMSF kiilonbségeket a tiszta vizes esethez viszonyitva.
Megallapithato, hogy a kaotrép ClO4 ionok novelik az oldallancok térbeli fluktuaciéit (30.C1
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abra), mig a kozmotrop F~ jelenlétében ezek a fluktuaciok csokkennek (30.C2 abra) minden
aminosav esetén. Ugyanakkor a hdmérséklet novelésével a tiszta vizes és a perklorat iont
tartalmaz6 rendszerek kozotti RMSF kiilonbség csokken a teljes szekvencia mentén, hasonld
modon az atlagos ionszdmhoz (30.A1 abra). A F~ ion jelenlétében pedig ez a tulajdonsag nem
jellemzd, szinte valtozatlan az RMSF kiilonbség a vizsgalt 300-360 K hdémérsékleti
tartomanyban, szintén az atlagos ionszamhoz hasonlé médon (30.A2 abra).

A 30. abran bemutatott atlagos értékek és a hozzajuk tartozo fluktuaciok 6sszhangban vannak
az azonositott ion-fehérje kolcsonhatasi tulajdonsdgokkal. A kdzvetlen ion-fehérje kapcsolat
elkeriilésével a F~ ionok jellemzdéen megdrzik az elsé hidratacids burkukat, igy még a pozitivan
toltott oldallancok esetén is mérsékelt a felhalmozodasuk, perklorat ionok jelenlétében
ellentétes tulajdonsagokrdl beszélhetiink, a teljes 300-360 K hémérsékleti tartomanyban. A
hatarfeliileti felhalmozddasi kiilonbségek mellett a két Hofmeister-aktiv ion ellentétes
fluktuacios jellemzokkel is rendelkezik. Ezek a tulajdonsagok szoros korrelacidban vannak a
térbeli stabilitas leirasara valasztott mennyiséggel, az oldalldinc nehézatomok RMSF értékeivel.
A két vizsgalt anion a HS-ban elfoglalt helyliknek megfeleléen novelték (ClOs), vagy
csokkentették (F7) az RMSF-et a tiszta vizes rendszerhez viszonyitva. Esszerii feltételezni, hogy
mindezek alapvetden befolyasoljak a SASA valtozasokat (11. abra) és azon keresztiil Ay-t is
(12. abra).

6.6 A HE értelmezése mikroszkopikus szinten

Az eddig bemutatott eredményeket felhasznalva a tcSb minifehérje kozmotrop stabilizacioja és
a kaotrop destabilizacidja soran fellépd atomi mechanizmusok azonosithatoak. Ezeket kiilon
szekciokban tekintjiik at.

6.6.1 Kaotrop destabilizacio [P3]

Jellemzben a kaotrop anionok felhalmozodnak a fehérjefelszinen (16. adbra) és altalaban CP-
tipusu kolcsonhatast alakitanak ki a minifehérjével (24-25 Abrak). Ugyanakkor a perklorat
ionok kevésbé erds kolcsonhatidsba 1épnek a vizmolekulakkal, mint akar a vizmolekuldk
egymassal (1F. abra). Ezt a két tulajdonsagot szem el6tt tartva vizsgaltuk meg a hidratacios
valtozasokat mind a minifehérje, mind a perklorat ionok tekintetében.

A kaotrop destabilizdlodas soran a hatarfeliileten felhalmoz6dd perklorat ionok részben
destabilizaljak a hatarfeliileti viz szerkezetet. Masfeldl pedig jelentds dehidracié tapasztalhato
mind a minifehérje, mind a perklorat ionok esetében, ami egy jelentds eltérés a F~ ionokat
tartalmazd rendszerekhez képest. A felhalmozddasi szakaszban, egyfeldl a minifehérje elsd
hidrataciés burkédban kevesebb vizmolekula taldlhat6, masrészt a vizmolekuldk egy jelentds
része a kaotrop ionok jelenléte miatt reorientalodik, dsszességében csokkentve a fehérje-viz
kolcsonhatas nagysagat (21. abra). Emellett a vizmolekuldk kozotti H-hid kotés rendszer
erossége is csokken (20. abra, 28. abra), foleg a legerOsebben kotott, szerkezetstabilizalo
vizmolekuldk esetében. A kevésbé merev vizszerkezet viszont konnyebbé teszi a térszerkezet
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meglazulasat, aminek a hatasat az atrendezddési szakaszban vizsgéalhatjuk. A vizmolekuldkra
jellemzd valtozasok ellenére tc5b ¢€s a teljes hidratacios kornyezet kozotti kdlcsonhatés viszont
Osszességében novekszik (21. abra). Ez viszont szintén a szerkezeti stabilitds csokkenését vonja
maga utan, ami 6sszhangban van kisérleti tényekkel és az eredményeinkkel (11. abra).

A dehidraci6é mértékét bemutattuk a felhalmozodasi szakaszban. Ugyanakkor a felhalmozodasi
szakaszbol az atrendezddési szakaszba torténd atmenet soran a minifehérje elsé hidraticios
burkéban atlagosan 4,8-as novekedés torténik az atlagos vizszam tekintetében. Ez a novekedés
a kevésbé stabil térszerkezetnek és az ebbdl adodd megndvekedett SASA-nak a kovetkezménye
(11. abra). A megnovekedett SASA ellenére, Osszességében, a tiszta vizes esettel
Osszehasonlitva kevesebb vizmolekula talalhatd a tcSb elsd hidratacios burkéban (3. tablazat).
A fehérje-viz hatarfeliileten gyengén kotott vizmolekuldk, melyek mind a tc5b, mind a feliilet
kozeli perkloratok els6 hidratacios burkaban is lehetnek, jelentds része a tombfazisba kertil.

A hidratacios tulajdonsagok valtozasa 0sszhangban van a minifehérje perklorat ion esetében
megfigyelt CP-tipusu kdlcsonhatas-preferalasaban. Ez a kdlcsonhatas tipus a teljes minifehérje
esetében ¢és a kiilon-kiilon vizsgalt kolcsonhatasi helyeken is megfigyelhetd (23-25 abra).
Aminek a kovetkezménye, hogy a minifehérje toltott, és kisebb pozitiv parcialis toltéssel
rendelkezd feliiletei kdrnyezetében megndvekszik a konformacioés fluktudcio (30. abra), ami
hatarfeliileten (11. abra). Ezt a dehidratacio lehet a kaotrop destabilizacié legfontosabb hajtéd
ereje.

Tovabba, a tc5b azon feliiletelemei kornyezetében a legjellemzébb a CP-tipust kdlcsonhatas,
ahol megndvekszik a perklorat ion felhalmozddasa, és ugyanakkor ezekben a régidokban
jelentkezik eldszor a jelentdsen megnovekedett oldallanc-fluktudcid, ahogy ezt a 30. abra is
mutatja. A magasabb homérsékleten csokken a hatarfeliileten talalhatd perklorat ionok atlagos
szama, valoszinileg a hOmozgas kovetkeztében, azonban még 360 K-en is jelentésen
meghaladja a F~ ionokhoz tartozo értékeket. Mindemellett, 360 K-en a perklorat ionokat
tartalmaz6 rendszer konformacios sokasaga mar szinte csak szétesett konformaciokat tartalmaz,
amit a megnovekedett SASA (11. &bra) is jelez.

6.6.2 Kozmotrop stabilizacié [P3]

A kozmotrop fluorid ionok rendkiviil erds elsd- és egy jol meghatarozott masodik hidratacios
burokkal rendelkeznek (1F. abra). Ezek a hidratacios burkok atfednek a tcSb minifehérje sajat
hidrataciés burkéaval, ezt a jelenséget a 6.4.6.3 szakaszban vizsgiltuk meg. Osszevetve a
perklorat ionokat tartalmazd rendszerrel, ezek a vizmolekuldk (és minden bizonnyal a
kozmotréop ion masodik hidratdcids burkdba tartozok is) erdsebben vannak kotve az
anionokhoz. Ez viszont a tc5b elsd hidraticios burkat (kiemelten azoknal a kodlcsonhatasi
helyeknél, ahol a F ion is megtalalhatd) merevebbé teszi. A fehérje-ion kdlcsonhatést tekintve
a F ion nehezen alakit ki kozvetlen kdlcsonhatast a minifehérjével, a vizmolekuldk altal
kozvetitett SSP és 2SP tipusu kolcsonhatasok azonban nagyobb valoszintiséggel alakulnak ki
(23-24. abra). Tehat sokkal jellemzdébb, hogy az ion az erésen rendezett hidrataciés burkan
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keresztiil 1ép kolcsonhatasba a fehérjével, ami egyrészt még lassibba teszi a hatarfeliileti
vizmolekuldkat, hogy a minifehérjével kedvezdtlen lesz a kdlcsonhatdsuk (26. 4bra),
csokkentve ezzel a tcS5b és vizmolekuldk kozotti csatoldst (21. abra). Végezetiil pedig a
minifehérje és a kornyezete kozotti kolcsonhatdsi energia csokken, ami a térszerkezet
stabilizalodasat jelzi [ 147]. Ami a hatarfeliileti fesziiltség koncepcio tekintetében kisebb atlagos
SASA értékeket jelent (11. dbra) a tiszta vizes esettel Osszehasonlitva €s pozitiv eldjelli Ay-t
eredményez (12. dbra). Azonban megjegyzendd, hogy a tobb atombol allé kozmotrop anionok
masként is viselkedhetnek. Ebben az esetben elképzelhetd, hogy nagyobb affinitassal
rendelkezhetnek a fehérje pozitivan toltott részeivel 1étrejovo kozvetlen kolcsonhatasra, minek
kovetkeztében tobb erésen kotott vizmolekulat vesztenek az elsd hidratacios burkukbol. Egyéb
hatéarfeliileti régiokban viszont valdsziniileg ugyanolyan hidrataciés- ¢és kolcsonhatési
tulajdonsagokat tapasztalhatunk, mint a F~ ion esetében megfigyelhetd [73, 148]. Mindemellett,
- ellentétben a kaotrop destabilizdcioval - sem a felhalmozodési-, sem az atrendezddési
szakaszban nem tapasztalhato jelentds valtozas sem az ionok, sem a minifehérje els6 hidratacios
burkéban talalhaté vizmolekulék atlagos szdmaban (3. tablazat). Vagyis ebben az esetben nem
torténik szdmottevd dehidratacio és nincs szdmottevd szerkezeti valtozas sem. A 30. dbran
bemutatott eredmények szerint a fluorid ionok tc5b-vel torténd kdlesonhatasi tulajdonsagai a
300-360 K-es hdmérsékleti savban javarészt valtozatlanok, igy ez a stabilizaciés mechanizmus
nem csak 300 K-en jellemzo.

6.7 Helicitas, szerkezeti stabilitas, intramolekularis kolecsonhatasok

Megvizsgaltuk, hogy a kaortop destabilizacid és a kozmotrdp stabilizacid6 soran milyen
szerkezeti valtozasok jelentkeznek, illetve hogyan valtozik a tcSb-re jellemzdé mésodlagos
szerkezeti elemek jelenléte a hdmérséklet fliggvényében. Ahogy azt a korabbi szekcidkban
bemutattuk, az azonositott SASA ¢és a feliileti fesziiltség valtozasok mind konzisztensek voltak
a hatarfeliileti fesziiltség koncepcidval. Mindazonaltal a SASA-valtozasok tobb parhuzamosan
helikalis tartalom valtozasa a tiszta vizes esethez képest a két ellentétes hatastt Hofmeister-aktiv
ion hozzdadasakor, tovabba a hidrofob kolcsonhatasok és a sohid stabilizalédasa, vagy
felbomlasa.

A REMD szimulaciok 300-360 K kozotti hdmérsékleti tartomanyban kiszamitottuk az atlagos,
¢s aminosavankénti helicitast a folanc megfeleld (¢,y) szdgparjait hasznalva, a 310- és az a-
hélixekhez tartoz6 szokasos definiciok mellett (melyek rendre (-60°,-30°) és (-60°,-50°)), 30°-
os eltérést megengedve.
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31. abra A REMD szimulaciok soran szamolt helicitds homérsékletfiiggése (feliil) és aminosavankénti
helicitas értékek (alul).

A helikalis tartalmat illetéen (31. dbra) lathatd, hogy a vizsgalt hdmérsékleti tartomanyban a F
ionok jelenléte az Osszes konformacids sokasag esetén magasabb értéket eredményezett
Osszevetve a tiszta vizes esettel, mig a ClO4 ionok ellentétes hatast valtottak ki. Az
aminosavankénti értékeket tekintve pedig megallapithato, hogy a helikalis szegmens
felbomlasa pontosan azoknal az aminosavakndl kezdddott (mar 300 K-en), ahol jelentds
perklorat-felhalmozodast €s kozvetlen, CP tipusu kolcsonhatast azonositottunk. A F~ ionok
stabilizal6 hatasa pedig a teljes helikélis szegmensre kiterjed, anélkiil, hogy jelentésen
felhalmozodnanak a hatarfeliileten, 6sszhangban a fent javasolt HE értelmezéssel. Ugyanis
ebben az esetben a kézponti koriilmény a vizszerkezet megerdsitése a hatarfeliileten, ezaltal
késleltetve a vizsgalt méasodlagos szerkezeti elemek hdmérsékleti destabilizaciojat.
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32. abra A tc5b minifehérje félancanak nehézatom RMSD atlaganak homérséklet fliggése (feliil) és a
vizsgalt hdmérsékleti sdvban az aminosavankénti eloszlasa (alul).

A masik mennyiség, amit a térszerkezet stabilitdsanak mérésére hasznalhatunk az a minifehérje
félanc-nehézatomjainak az RMSD-je, a kiindulasi szerkezetet hasznalva referencianak. E
mennyiség atlagos értékének meghataroztuk a hdmérsékletfiiggését, ugyanakkor szarmaztattuk
az aminosavankénti értékeket is (32. abra), mint a helicitas esetében. Az RMSD atlagok
tekintetében is a HS-nak megfelel6 rendezettséget latunk. A kaotrép s6 mar 300 K-en jelentds
destabilizacios hatast fejt ki, ami a teljes hdmérsékleti tartoméanyban jellemz6. Ugyanakkor a F-
ionok jelenléte 300-360 K kozott minden esetben alacsonyabb értékeket eredményez. A Lys®
aminosav ¢és az N-termindlis szomszédsdgaban valtjak ki a legjelentésebb RMSD
kiilonbségeket a perklorat ionok, melyek kitiintetett CP kolcsonhatasi helyek. gy a kozvetlen
fehérje-ion kolcsonhatas egyiitt jar a szerkezeti stabilitdas csokkenésével, ahogy a fent
bemutatott kaotrop destabilizdcios mechanizmus szerint varhatd. A F~ionok pedig szinte a teljes
szekvencia tekintetében csokkentik az RMSD értékeket a tiszta vizes esethez hasonlitva.

Végil pedig olyan atlagos minimalis tavolsagokat szamoltunk ki egyes aminosav parok
oldallanc-nehézatomjai kozott, melyek a szerkezeti stabilitds szempontjabdl Kkitiintetett
fontossagll kolcsdnhatasokban vesznek részt (33. abra). Mind a sohid (Asp’-Arg'®), mind a
hidroféb koélcsonhatasok (Pro!'®-Tyr’; Pro'-Trp®) esetében HS-nak megfeleld rendezettség
tapasztalhatd, azaz a perklorat ion megnoveli, mig a fluorid ion lecsdkkenti az dtlagos minimalis
tavolsagot a tiszta vizes esethez képest. Ami rendre a térszerkezet ,meglazulasat” ¢és
stabilizalodasat jelzi.
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33. abra A so6hid alkot6i minimélis tivolsaganak-, tovabba a Pro'?-Trp® és Pro'-Tyr® aminosavak
kozotti minimalis tavolsagnak a hémérséklet fiiggése; rendre fentrdl lefelé.

A szabadenergia-profil (14. dbra) szdrmaztatasahoz sziikséges volt az dtmeneti hdmérséklet
szdmolasa. Az atmeneti hOmérséklet szdrmaztatdsat sokféle mennyiség felhasznalasaval el
lehet végezni. A tc5b minifehérje esetén meghataroztuk az d&tmeneti hdmérsékletet a SASA (11.
abra), a teljes helicitas (31. abra), a félanc nehézatom RMSD (32. 4bra), és egyéb adatsorok
felhasznalasaval, az illesztési eljaras minden mennyiség esetén azonos volt. A helicitas adatok
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(amelyre kisérleti eredmények is rendelkezésre allnak) felhasznaldsaval a tiszta vizes esetben a
szamolt érték 340,47 K-nek adodott. Mindazonaltal, a tobbi vizsgalt mennyiség esetén is az
illesztett értékek meglehetdsen kozel estek egymashoz (maximalisan 2-3 K eltérést mutatva a
helicitashoz tartozd értéktd), igy egyazon konformaciods sokasagot jelolve ki a REMD
trajektoriak koziil. A tiszta vizes rendszer atmeneti allapotahoz tartozé szabadenergia profil igy
nem kizarolagosan egy, a rendszer allapotat jellemzé mennyiségre valo tekintettel lett
meghatarozva, hanem ilyen mennyiségek egy halmazara vonatkozoan.
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7. Osszefoglalas

A Hofmeister-effektus egy tobb mint 100 éve ismert jelenség, melyet els6ként a globularis
fehérjék oldhatosagat vizsgalva figyeltek meg: egyes sok novelték az oldhatosagot, masok
csokkentették azt. Az ionok kozvetlen kozeliikben jelentésen megvaltoztatjak a vizszerkezetet,
tovabba kolcsonhatasba Iépnek egymassal €s egyéb hidratalt molekuldkkal is. A Hofmeister-
aktiv ionok befolyasoljak a fehérjék térszerkezetét €s annak stabilitasat, ugyanakkor az ionok
hatasa nem korlatozddik csak fehérjékre. A széleskorti eléfordulas és az intenziv elméleti- és
kisérleti kutatdsi munka ellenére egységes, a Hofmeister effektus atfogdan leir6é elmélet a mai
napig nem all rendelkezésre.

A tc5b minifehérjét vélasztva modellrendszernek, a Hofmeister effektusra vonatkozo
vizsgalatokat végeztiink klasszikus molekuladinamikai modszereket hasznalva. A szimuléaciok
soran alkalmaztunk egy- és tobbatomos Hofmeister-aktiv ionokat is, szdrmaztattunk 32
kiilonb6z6 homérséklethez tartozo konformécios sokasdgot REMD szdmolasokkal, emellett a
minifehérje €s a hidratacids kornyezete kozotti hatarfeliilet tulajdonsagait 100 ns hosszisagu
NPT szamolasok felhasznalasaval hatdroztuk meg. A minifehérje térszerkezetére vonatkozé
adatokbol szarmaztattunk tobb, a szerkezeti stabilitas- és az intramolekularis kolcsonhatasok
ionok hatésara bekovetkezd valtozasat leir6 mennyiséget.

A Kklasszikus MD szimulaciok alkalmazasabol eredo kozelitések ellenére, a szamolasaink
demonstraltak, hogy a tc5b minifehérje a TIP3P explicit vizmodellel €s a nem polarizalhato
ff99SB-ILDN er6tér hasznalataval alkalmas modellrendszer a Hofmeister effektus alapvetd
tulajdonsagainak tanulmanyozéasara. A tisztdn kvantummechanikai megkozelités - bar
pontosabb leirdst biztosithatna példaul a Hofmeister effektust kivaltd ionok egymas kozotti-,
illetve az olddszerrel és egyéb molekulakkal 1étrejovo kdlcsonhatésaira vonatkozoan - azonban
ekkora méretli rendszereknél gyakorlatilag nem alkalmazhatd, mert az ehhez sziikséges
mértékli mintavételezés jelenleg nem lehetséges.

Az oldoszer szdmara hozzaférhetd feliillet nagysagara vonatkozd értékek atlagabol és azok
hatarfeliileten fellépd, a Hofmeister-aktiv ionok altal kivaltott feliileti fesziiltség valtozasokat.
Eredményeink szerint, a tiszta vizes esethez viszonyitva ndvekedett a feliileti fesziiltség értéke
kozmotrop anionok jelenlétében, és csokkent, ha kaotrop anionokat adtunk hozza a rendszerhez.
Mindezek megfelelnek a Dér és mtsi. altal javasolt [20, 21] hatarfeliileti fesziiltség koncepcio
elorejelzéseinek. Ugyanakkor, a hatarfeliileti fesziiltség koncepcidban hasznalt feltevések
validitasanak ellenérzésére meghataroztuk a szabadenergia fiiggését a minifehérje allapotara
jellemzd oldészer szdmara hozzaférheto feliilet értékétdl. A tiszta vizes rendszer atmeneti
homérsékletéhez tartozd szerkezeti sokasdgat haszndlva U-alakii szabadenergia profilt
szdrmaztattunk. A szdmolast elvégeztiik a leginkabb kaotrdp és kozmotrop ion jelenlétében. Az
eredmények aldtdmasztottak a hatarfeliileti fesziiltség koncepcidoban hasznalt feltételezéseket.

A feliileti fesziiltség valtozas mikroszkopikus értelmezését keresve karakterisztikus eltéréseket
azonositottunk az anionok hatarfeliileti eloszlasat illetéen. Ezek az eltérések erds fliggést
mutattak az egyes anionok Hofmeister sorban elfoglalt helyzetiiktl. Az ioneloszlast érintd
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vizsgalatokat radialis eloszlasfliggvények segitségével végeztiik el. Kimutattuk, hogy a kaotrop
hatast ionok felhalmozodnak a fehérje-viz hatarfeliileten, viszont ez a tulajdonsag a kozmotrop
ionokra nem jellemzd, legfeljebb csak a jelentds pozitiv toltést hordozo felszini atomok
kozelében.

Emellett meghataroztuk a hatarfeliileti vizmolekuldk orientdcios tulajdonséagait és a kozottiik
kialakulé H-hid kotésrendszer stabilitasat leird autokorrelacios fliggvényeket is. A hatérfeliileti
vizmolekuldkat donorok és akceptorok halmazara osztottuk. Az akceptor szerepet jatszo
vizmolekuldk autokorrelacios fliggvényei HS szerinti rendezettséget mutattak, a kozmotrdp ion
esethez képest. Ez a rendezettség a donor vizmolekuldk esetében mar nem 4ll fenn,
mindazonaltal a fehérjefelszin kozelében minden esetben a reorientacio jelentdsen lassabb volt
a tombfazis esetében szarmaztatott eredményekhez hasonlitva.

Mind az ionok anizotrop hatarfeliileti eloszlasanak, mind a vizmolekuldk orientacios
tulajdonsagai valtozasainak kitiintetett hatdsa van a tcSb minifehérje kompaktsagéara (amit a
SASA mennyiséggel jellemeztiink).

A vizsgalataink masik csoportja az oldott ionok altal kivaltott, a fehérje-viz hatarfeliileten
fellépd valtozasok részletes feltérképezésére iranyult.

A tc5b minifehérje oldodasi folyamatat két egymast kdvetd szakaszra osztottuk. Az elsd
(felhalmozo6dasi) allapotban a minifehérje szerkezetét fixen tartottuk €s megvizsgaltuk a lokalis
hidrataciés tulajdonsagok fluorid ¢és perklorat ionok altal kivaltott valtozésait,
megkiilonboztetett figyelmet szentelve a toltott és polaros kolcsonhatasi helyekre. Kimutattuk,
hogy a minifehérje és a hidrataciés kornyezete kozotti kolcsonhatdsi energia csokken a
kozmotrép ionok jelenlétében, a kaotrop ionok esetében pedig nd a tiszta vizes esethez
hasonlitva. Ennek a valtozasnak a részleteit is megvizsgaltuk, kiilon-kiilon kiszamitva az ionok
¢és a vizmolekuldk jarulékat. A fehérje-viz kolcsonhatasi energia mindkét Hofmeister-aktiv ion
jelenlétében csokkent, mig a fehérje-ion kolcsonhatas sokkal erdsebb a perklorat ion
jelenlétében, mint a fluorid ion esetében.

Tovéabbi eredményeink szerint a Hofmeister-aktiv ionok és a tcSb protonalt csoportjai kozotti
parformalodas jellemzdi megfelelnek a Collins-szabalynak. Ez a megfigyelés kiterjeszthetd az
alacsonyabb parcialis toltéssel rendelkezd kotési helyekre, melyek a fehérjefelszin sekély
mélyedéseiben taldlhatoak. Vagyis a kaotrép anionok minden vizsgalt kolcsonhatasi helyen a
kozvetlen kolcsonhatast részesitették elonyben, a kozmotrop anionokra pedig a vizmolekulak
altal kozvetitett kdlcsonhatas volt a jellemzd.

A tc5b elsé hidratacidés burkdban taldlhatdo vizmolekulakat harom csoportba soroltuk a
minifehérje €s a vizmolekulak kozotti kotési energia alapjan. Azt is kimutattuk, hogy a
legerésebben kotott hatarfeliileti vizmolekuldk reorientacidés dinamikajat rendre gyorsitja,
illetve lassitja a perklorat ¢és fluorid ionok jelenléte Osszevetve a tiszta vizes rendszer
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eredményeivel. Masfeldl pedig, a gyengébben-, vagy kdzepesen kotott vizmolekuldk esetében
mindkét Hofmeister-aktiv ion lassulast eredményezett.

A hidrataciés folyamat mésodik (atrendezddési) allapotaban a minifehérje és az ionok
hidratacids tulajdonsagait vizsgaltuk, az elobbire vonatkozo6 kényszerek elhagyasa mellett. Azt
tapasztaltuk, hogy a kaotrép ionok jelentdsen tobb vizmolekuldt vesztenek a hidratacids
burkukbdl, mint a kozmotrdpok, az utdbbiak esetében alig tapasztalhatd valtozas.

Osszességében a szdmolasaink megvilagitottik a tc5b minifehérje kaotrép destabilizacios és
kozmotrdp stabilizacios folyamatainak atomi szintii részleteit. Az eldbbi esetben a kdzvetlen
fehérje-ion kdlcsonhatés preferaltsaga miatt bekdvetkezd ion-dehidratacio és a fehérjefelszinen
erdsen kotott vizmolekulak destabilizalasa jellemzd. Mindezek teret nyitnak a konformacios
fluktuaciok er6sodésének és a SASA megnovekedésének. A megnovekedett feliilet viszont tobb
perklorat ion szamara teszi lehetévé a hidratacios burka elhagyasat és a kozvetlen kolcsonhatast
a minifehérjével. Ezt tekintjiik a kaotrop destabilizacio 6 hajtoerejének.

A kozmotrdp stabilizacid esetében pedig a minifehérje €s az ion hidratacids burkainak atfedése
a fontos tényezd, mely lassabb vizmolekula-reorientaciot okoz a fehérje-viz hatarfeliileten.
Ebben az esetben a vizkiszoritds a minifehérje elsé hidratacidos burkabol gyakorlatilag
elhanyagolhato. Alapvetéen a vizmolekuldk reorientacidja miatt csokken a vizmolekuldk és a
minifehérje kozotti kolcsonhatasi energia, és ez a minifehérje teljes hidratacios kornyezetét
tekintve igy marad, mivel ebben az esetben az ionok jaruléka kdzel sem kompenzal annyit, mint
a kaotrdp ionok esetében, ezzel stabilizalva a tc5b térszerkezetét.

A 300-360 K kozotti hdmérsékleti intervallumban ellentétes felhalmozddasi és fluktuécios
tulajdonsagokat mutattunk ki a vizsgalt ionok kozott. Emellett a szerkezeti stabilitads
jellemzésére az oldallanc-nehézatom RMSF-et hasznaltuk fel. A perklorat ionok a kitlintetett
felhalmozodasi helyek kozelében jelentdsen megemelik az RMSF értékét, a fluorid ionok
viszont a teljes szekvenciara kiterjedden stabilizalo hatast fejtenek ki.

A tc5b minifehérje allapotat egyetlen valtozoval (oldoszer szamara hozzaférhetd feliilet) irtuk
le. A szerkezeti valtozasok részletesebb jellemzése céljabol megvizsgaltuk még a helicitas-,
illetve a fOlanc-nehézatom RMSD atlaganak homérsékletfiiggését, tovabba ezek
aminosavankénti eloszlasat. Az atlagos értékeket tekintve a 300-360 K kozotti homérsékleti
intervallumban a Hofmeister sornak megfeleld rendezettséget tapasztaltunk. Az
aminosavankénti értékeket vizsgalva pedig megallapitottuk, hogy a kaotrop anionok
jelenlétében az N-terminalisndl taldlhatdé szegmens helicitasa azoknal az aminosavaknal
csokken leginkabb, ahol szamottevé a perklorat ionok felhalmozddasa és a CP-tipust
kolesonhatés a jellemzd. A fluorid ionok a teljes helikalis szegmenst stabilizaljak. Hasonloan,
a legnagyobb szerkezeti valtozas (RMSD) is ezeknél az aminosavaknal tapasztalhato perklorat
ionok hozzdadésakor, tovabbd a teljes szerkezetre vett atlagértékekben pedig szintén
Hofmeister sor szerinti rendezettség all fenn. Mindezekkel 6sszhangban 1évé modosulésokat
tapasztaltunk a sohid és a szerkezeti stabilitds szempontjabol fontos hidrofob kdlcsonhatasok
tekintetében. Ezek a szerkezeti informaciok is aldtdmasztjadk a hatarfeliileti fesziiltség
koncepcioval kapcsolatos eredményeinket és a Hofmeister effektus mikroszkopikus szinti
magyarazatat.
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Az eredményeink kapcsolatot teremtenek a Hofmeister effektus fenomenologikus- ¢és
mikroszkopikus értelmezése kozott a hatarfeliileti tulajdonsagok szerepét vizsgalva és egytttal
igazoljak a hatarfeliileti fesziiltség koncepcid alkalmazhatdsagat is egy klasszikus modell
keretein beliil is.
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8. Summary

The notion of Hofmeister effect has been known for more than 100 years. It was first described
as a phenomenon concerning the solubility of globular proteins: some salts were found to
increase solubility, whereas others decreased it. The ions in watery environments change the
local water structure and interact with other ions and with other hydrated molecules. The
Hofmeister-active ions influence the spatial structure of proteins and also the stability of the
realized conformation. Moreover, the effects of co-soluted ions aren’t limited to proteins only.
Despite their widespread occurrence and the intense theoretical- and experimental research
efforts, a comprehensive interpretation of the Hofmeister effect isn’t available till the present
day.

Utilizing the tools of classical molecular dynamics, Hofmeister effect related investigations
were carried out choosing the tc5Sb miniprotein as a model system. On the course of
computational simulations, one- and polyatomic Hofmeister-active anions’ sodium salts were
applied. In order to investigate the conformational ensembles of the miniprotein, REMD
trajectories were derived at 32 temperatures, while for the examination of the protein-water
interface and the properties of the local hydration environment, 100 ns long NPT simulations
were utilized. Ion-induced changes with respect to conformational stability and intramolecular
interactions were obtained by taking into account several quantities describing the spatial
structure of the miniprotein.

Despite the inherent approximations of MD methods applying classical force fields, these
calculations demonstrated that the simultaneous usage of the TIP3P water model and the non-
polarizable ff99SB-ILDN force filed provide an appropriate model for the investigation of basic
Hofmeister effect related features. An approach utilizing purely quantum mechanics could,
although, offer a more accurate description of interactions formed between ions, water
molecules and other molecules. However, for systems of comparable size to the investigated
model system, these methods cannot be applied due to the current impossibility of sufficient
sampling.

The surface tension changes of the miniprotein-water interface induced by Hofmeister-active
ions were calculated from the average value of the solvent accessible surface area and its
fluctuation, utilizing the Linear Response Theorem. According to these results, kosmotropic
anions increased the value of surface tension, whereas chaotropic ones decreased it, compared
to the neat water case. These findings are in line with the predictions of Dér and coworkers [20,
21] provided in the Interfacial Tension Concept. Furthermore, in order to check the validity of
assumptions used in the Interfacial Tension Concept, the solvent accessible surface area — a
descriptor of the miniproteins state — was calculated as a function of the systems’ free energy.
Using the conformational ensemble of the neat water system belonging to the transition
temperature, a U-shaped free energy profile could be derived. This calculation was performed
for model systems containing the most chaotropic and kosmotropic ions and the corresponding
results confirmed the assumption of the Interfacial Tension Concept.
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Attempting to find a microscopic interpretation for the interfacial tension changes,
characteristic differences were identified with respect to the anion distribution at the
miniprotein-water interface. These differences were determined using radial distribution
functions, and show a strong correlation to the investigated ions’ position in the Hofmeister
series. It could be deduced that chaotropic anions accumulate at the protein-water interface,
while kosmotropic anions miss this feature; gathering of kosmotropic anions was observed only
at surface atoms carrying significant positive charge.

Besides, autocorrelation functions of water molecules present at the interfacial region were
calculated in order to describe the stability of the H-bond system formed between them. These
interfacial water molecules were classified as donors or acceptors. The autocorrelation
functions of water molecules acting as acceptors show an ordering which is in compliance with
their respective position in the Hofmeister series; kosmotropic ions hindered, whereas
chaotropic ions accelerated the reorientation of water molecules compared to the neat water
case. There is no such ordering with respect to the donor water molecules, however, in the
interfacial region the reorientation proved to be a much slower process compared to the bulk
results.

Both the anisotropic accumulation of ions at the protein-water interface and the changes of
reorientation dynamics of interfacial water molecules have a profound effect on the
compactness of the miniprotein (which was described by the solvent accessible surface area).

In order to reveal the in-detail changes of the protein-water interface induced by co-soluted
Hofmeister-active ions, another set of investigations was carried out.

The dissolution process of the Trp-cage miniprotein was separated into two subsequent parts.
In the first (“promotion”) part, the protein structure was fixed, and changes of local hydration
properties induced by the presence of the selected fluoride or perchlorate ions were investigated,
with a special focus on the interaction of Hofmeister-active anions with the charged and polar
sites. It was pointed out that the interaction energy of the miniprotein with its environment
increases in the presence of chaotropic anions compared to the neat water case, and decreases
if kosmotropic anions are added. We also uncovered the details of this change, calculating the
contribution of water molecules and ions separately. It was found that the protein-water
interaction energy decreases in the presence of both Hofmeister-active ions, while the protein-
ion interaction is notably stronger in the presence of perchlorate ions compared to the case of
fluoride ions.

Furthermore, it was established that pair formations between the investigated Hofmeister-active
anions and the protonated groups of the Trp-cage miniprotein follow the Collins’s rule. This
behavior could be extended to the atoms with positive partial charge situated in a concavity on
the surface of the miniprotein. Overall, the chaotropic anions favor direct protein-ion interaction
at all the investigated sites, while kosmotropic ones prefer the solvent-mediated interaction

types.
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The water molecules in the first hydration shell of tcSb were divided into three groups, with
respect to their interaction energy with the miniprotein. It was also pointed out that the most
strongly bound water molecules have faster or slower rotational dynamics in the presence of
ClO4 or F ions, respectively, than water molecules with similar binding energy in the neat
water case. On the other hand, the rotational dynamics of the rest of the water molecules in the
first hydration shell of the fixed protein surface was slowed down by both types of ions, as
compared to that in neat water.

In the second (“rearrangement”) phase of the solution process, we followed changes of the
hydration of ions and the protein, induced by the conformational relaxation of the latter. It
turned out that chaotropic anions lose more hydration water, while kosmotropic ones hardly
change their hydration.

Overall, our calculations shed more light on the atomic mechanisms of chaotropic
destabilization and kosmotropic stabilization processes in the Trp-cage miniprotein. In the
former case, the dehydration of ions due to the preferred direct protein-ion interaction, and the
destabilization of strongly bound interfacial water molecules are the most significant features.
These changes increase the conformational fluctuations and the overall value of solvent
accessible surface area. The increased interfacial area facilitates the dehydration of further
perchlorate ions, and therefore the formation of more direct protein-ion interactions. That could
be regarded as the main driving force of chaotropic destabilization.

In the case of kosmotropic stabilization, overlapping of the solvation shells of the miniprotein
and the ions is the most relevant factor, which leads to a slower rotational dynamics of the
interfacial water molecules. The dehydration in the first solvation shells is found to be a
negligible feature in this process. The decrease in the protein-water interaction energy is
basically due to the reorientation of water molecules, and, with respect to the overall protein-
hydration environment interaction energy, this decrease also persists, because in this case the
ions’ contribution does not compensate as much as in the case of chaotropic ions. These factors
altogether invoke a damping of the conformational dynamics of the protein-water interface, and
the stabilization of the spatial structure of tcSb miniprotein.

Different accumulation and fluctuation properties were identified for the investigated
Hofmeister-active ions in the 300-360 K temperature interval. Besides, in order to the describe
the structural stability of tc5b, the sidechain heavy atom RMSF (root mean square fluctuation)
was used. The presence of perchlorate ions at preferred accumulation sites increases the RMSF,
whereas the fluoride ions exert a stabilization effect alongside the whole sequence.

Only one descriptor the solvent accessible surface area was used to characterize the state of the
tcSb miniprotein. In order to obtain a more detailed mapping of the structural features, the
temperature dependence of average fractional helicity and the main-chain heavy atom RMSD
(root mean square deviation) were calculated, as well as their corresponding values with respect
to amino acids. The ordering of the average fractional helicity and the RMSD is in accordance
with the Hofmeister series in the considered 300-360 K temperature interval. Taking into
account the per amino acid values, it could be deduced that in the presence of chaotropic anions
the helical content decreases sharply at amino acids where perchlorate ions tend to accumulate,
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and consequently, at the preferred contact pair type ion-protein interaction sites. In contrast,
fluoride ions seem to have a helix-stabilizing effect, extending to the whole helical segment.
Similarly, upon perchlorate ion addition, the most significant structural instability (measured
by RMSD) could be detected at the same amino acids where the helical content was decreased,
and also for the whole-sequence averages a Hofmeister-series consistent ordering could be
observed. Alterations concerning the stability of the salt bridge and hydrophobic interactions
(which are important factors in terms of structural stability) were in line with the above
presented findings. Overall, the results originated from the Interfacial Tension Concept and the
proposed microscopic interpretation of the Hofmeister effect were evidenced by the obtained
structural information.

The above presented results make a connection between the phenomenological and microscopic
interpretation of the Hofmeister effect by revealing the role of interfacial features in this
phenomenon, and at the same time verify the applicability of the Interfacial Tension Concept
within the limits of a classical model.
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9. Koszonetnyilvanitas

Elészor is a csalddomnak szeretném kifejezni tiszta szivvel koszonetemet, a véget nem érd
gondoskodasért és szeretetért. Edesanyam és édesapam mindennapokban nyujtott faradhatatlan
segitsége ¢és szakadatlan aldozatkészsége végig elkisért tanulmanyaim és munkdm sordn.
Koszonet ¢és hala illeti meg Toth Laszlot is, aki rengeteget segitett az értekezés
korrektirazasaban, aprolékos atnézésében.

Ko6szonom Bogér Ferenc témavezetOmnek az értekezés elkészitése soran adott hasznos 6Gtleteit,
iranymutatasait, odafigyelését, j6 szandéku kritikait, kitartd tiirelmét és tanacsait. Halaval
tartozom Dér Andrasnak tars-témavezetdmnek is, aki a dolgozat megirdsdhoz szintén
nélkiilozhetetlen munkaval jarult hozza.

Halasan koszondm valamennyi munkatarsam segitd tdimogatasat is.

A fentiekben bemutatott eredmények a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési €s Innovacios Hivatal
tamogatasaval (OTKA K 101821, OTKA K 101825, és GINOP-2.3.2-15-2016-00001) végzett
kutatasokbdl szdrmaznak. Kdszondm tovabba a NIIF-nek a sziikséges szdmitastechnikai
kapacitas rendelkezéstlinkre bocséjtasat a szegedi és debreceni kdzpontokban.
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Fiiggelék

RDF-eket hasznéltunk az egyes ionok hidraticios burkait jellemzé tavolsagok
meghatarozasara. A szdmoldsok soran a vizmolekuldk oxigén atomjainak térbeli eloszlasat
vizsgaltuk kiilon-kiilon minden ion koriil. A tiszta vizes esetben a szdmolast az Gsszes viz
oxigén atomra végeztiik el. A tobb atombol allo perklorat esetében az RDF-et a kézponti Cl
atomra valo tekintettel szarmaztattuk. A kapott RDF-eket az 1F. 4bra mutatja. A F~ és a Na*
ionok esetén jol definialt elsd- és masodik hidratacids burkokat lehet azonositani. Ezzel
ellentétben a perklorat ionoknak kevésbé van affinitasuk hidratacios burok kialakitaséra, a viz
molekulakkal torténd kolcsonhatasa még a tiszta vizes rendszerrel dsszevetve is korlatozottnak
mutatkozik. Az hidratacids burkok hatarait az RDF-ek minimum helyei segitségével hataroztuk
meg. A minimum ¢és maximum helyeket az 1 F. tdblazat tartalmazza. A vizsgalt ionok kiilonb6z6
méretliek ¢s toltésiik, tovabba a perklorat tobb atombdl all, ennek a kdvetkezménye, hogy az
egyes RDF-ek mas-mas tavolsagtdl mutatnak nem nulla értékeket.
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1F. abra A viz oxigén atomok RDF-je a vizsgalt ionok koriil és a viz oxigén atomok RDF-je
egymas koriil.

I 1. maximum 1. minimum 2. maximum 2.minimum
F- | 0,262 0,324 0,444 0,568
Na® I 0,236 0,314 0,458 0,564
Viz-Viz I 0,278 0,358 - -
ClO4 : 0,374 0,502 - -

1F. tablazat A viz oxigén atom RDF-ek minimum ¢és maximum helyei nm-ben az ionokat
tartalmazo és a tiszta vizes rendszerek esetében.
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A DDCI gorbéket a tc5b minifehérje hianydban is meghataroztuk a vizsgalt ionokra. A 2F.
abran lathato a kozmotrop F és a kaotrop Cl1O4 ionok és a Na' ionok kozott 1étrejové CP, SSP
¢s 2SP tipust kolcsonhatasok magvaldsulast jellemz6 gorbék. A szimuldcios rendszer csak a
NaF és NaClO4 sokat tartalmazta 1 molos koncentracidoban, minden mas relevans MD beallitas
véltozatlan maradt. A CP tipusu kdlcsonhatds sem a NaF, sem a NaClO4 sok esetén sem a
leginkdbb preferalt, hanem SSIP, vagy 2SIP tipus a jellemzObb. Tovabba a méretbeli
hasonlésag és az ellentétes toltés ellenére a CP tipust kolcsonhatas kevésbé jellemzo a NaF
sora, mint a NaClO4 sora.
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2F. 4bra a F és a ClO4 ionok Na' ionnal torténd parképzési hajlanddsagat jellemz6 DDCI
gorbék ¢€s a kozvetlen kdlesonhatés kialakuldsanak valosziniisége %-ban kifejezve.
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