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Roviditések jegyzéke

Roviditések jegyzéke

AFM — Atomieré-mikroszkop (Atomic Force Microscope)

AMCSD - Amerikai asvanytani kristaly struktira adatbazis (American Mineralogist
Crystal Structure Database

Arg — Arginin (R)

Asp — Aszparagin (D)

BCC — Body Centered Cubic (tércentralt kobos)

BMP — Csont morfogenetikus fehérje (Bone Morphogenetic Protein)
BSP — Csont szialo fehérje (Bone SialoProtein)

CHARMM — Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics

CP Grade 4 titan — kereskedelmileg tiszta (Commercially Pure) titdin anyag (AMS 4901
szabvany)

DFT — Stirtiségfunkcional elmélet (Density Functional Theory)
EM — Energia-minimalizacio

FCC — Face Centered Cubic (lapcentralt kobos)

FF - Force Field (er6tér)

Gly — Glicin (G)

Grade 5 titan — 6% aluminiumot és 4% vanadiumot tartalmazo titan 6tvozet (AMS 4911
szabvany)

GROMACS — Molekuladinamikai szoftvercsomag, korabban a GROningen MAchine for
Chemical Simulations roviditése

GROMOS - GROningen MOlecular Simulation
HCP - Hexagonal Close-Packed (szoros illeszkedésti hexagonalis)

HPC — HPC (High-Performance Computing, nagy teljesitményti szamitogépekre hasznalt
rovidités)

HSA — Human szérumalbumin (Human Serum Albumin)

IR — Infravords (Infraded)

JMOL - Java MOLecular, java koédban irt molekula megjelenité szoftver
KIFU - Kormanyzati Informatikai Fejlesztési Ugynokség

Leu — Leucin (L)
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Lys — Lizin (K)
MD — Molekuladinamikai

NAMD — Nanoscale Molecular Dynamics, korabban Not Another Molecular Dynamics
Program, molekuladinamikai szoftvercsomag

NPT — izotermal-izobar sokasag, azaz allandé az N részecskeszdm, P nyomds és T
hémérséklet

NVT - kanonikus sokasag, azaz allando N részecskeszam, V térfogat és T hdmérséklet
(izotermal-izochor)

PBC — Periodikus hatarfeltétel (Periodic Boundary Condition)
PMF — Atlagos erd potencialja (Potential of Mean Force)
RDF — Radidlis eloszlés fiiggvény (Radial Dsitribution Function)

REMD - Replika-kicserélési molekuladinamikai médszer (Replica-Exchange Molecular
dynamics)

RMSD — Atlagtél vald négyzetes eltérésnek a négyzetgyoke (Root-Mean-Square
Deviation)

Ser — Szerin (S)

sSNMR — Szilardtest nuklearis magneses rezonancia (Solid-state nuclear magnetic
resonance)

Ti — Titan

TIP3P - Transferable Intermolecular Potential 3-Point

TiO, — Titan-dioxid

Vesta - Visualization for Electronic and Structural Analysis (vizualizacios szoftver)

VMD - Visual Molecular Dynamics, molekuladinamikai trajektoria megjelenitd
szoftver

WHAM - Stlyozott hisztogram analizis modszer (Weighted Histogram Analysis
Method)

Jelolések: Vektor (félkovér), skalar (dolt)



Bevezetés

1 Bevezetés

A XXI. szazadi robbandsszeri fejlodés az informatika terén lehetové tette a
kutatok rendelkezésére allo szuperszamitogépek elérhetové tették az egyre hosszabb
szimulacids idejii molekuladinamikai (MD) szamitasokat, melyek segitségével szamos
fehérje és peptid tulajdonsagait és kdlcsonhatéasait értettilk meg kdzelebbrdl. Egy érdekes
uj irany a felilletek ¢és biomolekuldk kolcsonhatdsdnak tanulmanyozasa MD
szimulaciokkal. Ez a mddszer lehetdséget teremt egyben arra is, hogy MD szimulacidkkal
vizsgaljuk a biokompatiblis anyagokat ¢és tanulmdnyozzuk a feliiletiikre letapado
biomolekuldk adhézids folyamatait. A téma azért is fontos, mert segit megérteni még
pontosabban, molekularis szinten is az orvosi ¢s fogaszati implantatum anyagok

feliiletein lejatszodo biologiai folyamatok alapvetd 1épéseit.

Dolgozatom témaja rovid peptid molekuldk letapadasanak vizsgdlata titdn
implantatumok feliiletén, MD modszerek alkalmazasaval. Az elmult évtizedekben a
peptidek és a titan-dioxid (TiOy) feliiletek kdlcsonhatasainak tanulmanyozasa kiilonosen
kiemelkedd jelentOségre tett szert, mivel az ilyen tipusu rendszerek szamos igéretes
alkalmazasi teriiletet nyitnak meg, példaul a titan (Ti) alapanyagti csont-implantatumok
biokompatibilitdsanak tovabbi javitasit. A MD szimulaciok lehetévé teszik, hogy
molekularis szinten vizsgaljuk ezeket a rendszereket, és megértsiik a kolecsonhatasok

dinamik4jat és a molekuldk esetleges konformacios valtozasait.

Dolgozatomban bemutatom a titan fém feliiletét boritod kristalyos és amorf TiO-t,
valamint azokat a peptid molekuldkat, amelyek hatdssal lehetnek a titdn implantatumok
vizsgaldo MD kutatasok szakirodalomban megjelent relevans eredményeit. A kutatasaim
soran kiillonb6z6 MD szimuldciés modszereket alkalmaztam arra, hogy a feliilet és
biomolekula kolcsonhatast tanulmanyozhassam, ezeket részletesen bemutatom a
munkdmban. Részletezem az altalam hasznalt MD modszerek paramétereit, tobbek
kozott a potencial- és erétér beallitasokat, amelyeket arra hasznaltam, hogy TiO2-peptid
modelleket alkossak meg és egyensulyi allapotba hozzak. A dolgozatban ismertetett
kutatas legfontosabb motivacioja azon torekvés, hogy az osszeointegraciot potencialisan

befolyasolo peptidek TiO: felillethez torténd kotodési folyamatait megismerjem,
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szamszerisitsem ¢és kiilonb6zé TiO2 polimorf strukturdkhoz valé tapadéasukat
Osszehasonlitsam. Ehhez a MD szimulaciok soran kapott allapotok idéfejlédésébol
meghataroztam a peptid molekulak megtapadasi folyamatait és kiszamitottam az egyes
peptidek kozvetleniil a feliilet kozelében toltott idejét a teljes szimulacidos id6hoz
viszonyitva. Tovabba specidlis molekula elhtizdsi MD segitségével meghataroztam a
vizsgélatba bevont hat peptid kotési energijat. Dolgozatomban kiilonds figyelmet
szenteltem annak, hogy a tézispontokhoz tartoz6 eredmények jol elkiilonitettek legyenek:
ezért mindegyik tézispontot az eredmények fejezet egy-egy alfejezete tdmaszt ala. Az
eredmények ismertetése utan az értekezést a magyar és az angol nyelvil 6sszefoglald

zarja.
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2 Elméleti attekintés, irodalmi el6zmények

A doktori értekezésemben bemutatott eredmények kiillonbozé TiO- feliiletre tapado
kapcsolatos szakmai alapismereteket ¢és néhany relevans szakirodalmat, amely

megalapozta a munkamat.
2.1 Titan implantatumok osszeointegracioja

Maga a titan fém egy igen jol megmunkalhat6, széles korben hasznaltos anyag.
Napjainkban szamos teriileten alkalmazzak az iparban, de a titannak jelentds orvosi és
fogorvosi alkalmazasai is vannak, példaul beiiltetheté implantatumok formajaban [1-4].
A felhasznalhatosag és a modellezés szempontjabol egyarant fontos ismerni a Ti
anyagtani tulajdonsagait, ezért az aldbbiakban attekintem néhany fontosabb
tulajdonsagat. Maga a Ti a fémek kozott inkabb alacsony siriiséglinek mondhatod a
~4500 kg/m® (azaz 4,5 g/cm?) stirtiségével. A Ti az atmeneti fémek kozott talalhatd a
periddusos rendszerben, a rendszdma 22, azaz a teljes elektronszerkezetét tekintve
[Ar]3d?4s? (vagy 1s22s?2p®3s23p°3d24s?). A telitett kiilsé elektronhéjhoz (nemesgaz
szerkezet) képest 4 tovabbi elektronja van, 2 a 3d alhéjon, 2 pedig a 4s-en, raadasul ezek
energiaszintjiiket tekintve nagyon kozeliek, éppen ezért a titdnnak 4 vegyértékelektronja
van. Az atomok elektronkonfiguracioja hatarozza meg az anyagok fizikai ¢s kémiai
tulajdonsagainak nagy részét. A Ti elektronszerkezetének megismerése segit megérteni a
titant tartalmazo anyagok szerkezetét és tulajdonsagait, vagy lehetévé teheti a
titanvegyiiletek viselkedésének elorejelzését. A Ti elektronegativitasa 1,54 (Pauling-féle
skalan) [5], ami a titan atomok kozott egy er6snek mondhato, fémes kotést eredményez
(229 kJ/mol [6]). Részben a magas kotési energiabol (és részben a nagyobb atomi
tomegbdl) kovetkezik az is, hogy a titdnnak viszonylag nagy az olvadaspontja (1668 °C)
és a forraspontja (3287 °C) [7], akar a tobbi fémhez képest is (példaul a réz olvadaspontja
1084 °C, vagy az acélé ~1400 °C), az alacsony stirtisége ellenére. A Ti atom van der
Waals atomi sugara 187 pm [8], az atomi tomege pedig 47,87, amelybdl részben
kovetkezik a stirlisége. A fémek tobbsége kobos vagy hexagonalis kristalyracsban
kristalyosodik [9]. A tiszta titan (szokas CP Ti-nak is nevezni, Commercially Pure) két
allotrop kristaly strukturat vehet fel, ezeket alfa és béta titannak nevezik [7]. Az alfa titan

szoros illeszkedésti hexagonalis kristalyracstt (HCP, Hexagonal Close-Packed), amibe
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foleg szobahdémérséklet kornyékén kristalyosodik a titan. Magasabb hdmérsékleten
tércentralt kobos kristalyracsban kristalyosodik (BCC, Body Centered Cubic).
Mechanikai tulajdonsagait tekintve, klasszikus képlékeny fém tulajdonsdgai vannak
(képlékenysége kb. 25-40%), nagy a merevsége, szakitdszilardsaga és nyomdszilardsaga.
Az dtvozetlen, tiszta titant (CP Ti) kiillonbozd osztalyokba (Grade) soroljak: Grade 1-t6l
4-ig, amelyek mechanikai tulajdonsagai kozott jelentds eltérés lehet. Tovabbi Grade
osztalyok is hasznalatosak, ezek mar valamilyen titan 6tvozetre utalnak. A titdnt mas
fémekkel gyakran 6tvozik mechanikai tulajdonsagainak javitasa céljabol. A leghiresebb
otvozete a Ti-6Al-4V (Grade 5), amely 90% titant, 6% aluminiumot és 4% vanadiumot
(és kb. 0,25% vasat) tartalmaz [7]. Ezt az 6tvozetet, valamint a CP titant is hasznaljak

orvosi és fogorvosi célokra is [10, 11].

A fémeken kialakuld oxid rétegek fizikaja egy rendkiviil aktivan kutatott témakor
manapsag. A nativ oxid képzodése a titan feliileteken fontos folyamat, amely
befolyasolhatja a titan alapu anyagok korrdzidallosagat és biokompatibilitasat [12, 13]. A
titan kapcsan fontos megemliteni, hogy amint a levegével érintkezik, feliiletén
masodpercek toredéke alatt kialakul egy passziv oxid réteg [14]. Ez az oxid réteg megvédi
a titant a tovabbi korr6ziotol, a réteg vastagsaga esztergalt titdn esetén néhanyszor 10 nm
[15]. Az oxid réteg képz6dését szamos, akar mesterségesen is iranyithatdo folyamat
befolyasolja, példaul a kornyezet hdmérséklete, a pdratartalom, vagy az oxigén
koncentraci6 [13]. A titan feliileti érdessége is befolyasolhatja az oxidképz6dés
sebességét, a simabb feliiletek lassabban képeznek oxidréteget, mint a durvabb feliiletek.
Az oxidképzddés sebességét befolyasolhatjak 6tvozd komponensek vagy szennyezd
elemek, példaul szén vagy nitrogén [13]. A szakirodalom alapjan az oxid réteg akar
né¢hany 100 nm vastagsagura is novelhetd, ha a fémet elektrolizises feliiletkezelési
technikaval (anodizalas) megmunkaljak [14]. Az oxid réteg védelmet biztosit a fém
szdmara a tovabbi korrézidval szemben, valamint fontos szerepet jatszik a titdn €s a
bioldgiai szovetek kodlcsonhatasaban [11-13]. Definicio6 szerint a fémoxidok keramianak

tekinthetdek, melyek altaldnossagban igen jo biokompatiblitassal rendelkeznek.

A titdn implantditumok feliiletén lejatszodd bioldgiai folyamatok, ugymint az
osszeointegracio, a TiO2 réteg és biomolekulak kolcsonhatasan alapszik. Ezen okokbodl is
kulcsfontossagi megérteni magéat a feliiletet és a TiO2 tulajdonsagait. Az oxigén

elektronegativitasa 3,44, ezért a két oxigén és egy titan atom altal alkotott vegytilet kotései
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a fémes kotéshez képest eltolodnak kissé ionos-kovalens iranyba. Ez a kevert kotés
jelentds befolyassal van a feliileten lejatsz6do kémiai és bioldgiai folyamatokra, tovabba

a TiO2-nek tobb polimorf fazisa is ismert [16].

Az utdbbi évtizedekben az elvesztett fogak potlasara egyre szélesebb korben elterjedt
a fogéaszati implantditumok alkalmazédsa. A fogaszati implantatum gyakorlatilag egy
mesterséges foggyokér, amit a fogorvosok az allkapocscsontba (mandibula) vagy felsé
allcsontba (maxilla) tltetnek be. A fogaszati implantatumok ma mar féleg tiszta titanbol
(CP Grade 4 tipusu titan) vagy annak 6tvozetébol (Grade 5 Ti-6Al-4V 6tvozet) késziilnek
[11]. Koszonhetden a titan jo mechanikai tulajdonsagainak, a titdn implantatumok
ellenallnak a ragas kovetkeztében hatd eréknek [7]. A feliiletiikon kialakuld TiO2 réteg
kompaktsdga ¢és kémiai stabilitdsa miatt viszont rendkiviili biokompatibilis
tulajdonsagokat is mutatnak [11, 12]. Hasznalhatok egy vagy akar tobb hianyzo fog
potlasara és kiilonféle tipust fogpotlasok tamogatésara, beleértve a koronédkat, hidakat és
fogsorokat. A miitét soran az implantatum beiiltetésre kertil a kifurt csontfészekbe, ahova
viszonylag nagy nyomatékkal tekerik be (35 Ncm), ezzel egyfajta primer stabilitast adva
az implantatumnak [17]. Az implantatum feliiletén ekkor a vérarambol kiilénbozo
alkotdelemek tapadnak meg, ugymint vizmolekulak, s6 ionok, peptidek, fehérjék. A
hosszu tavu sikeresség szempontjabol igen fontos az, hogy a feliileten megfeleld bioréteg
alakuljon ki, ugyanis a csontsejtek (oszteoblasztok) a szdmukra idedlis feliileten
megtapadva tudnak megfeleléen differencialodni és osztodni [12]. A csontosodas
folyamatat osszeointegracionak nevezik. E folyamat alatt a megtapadt csontsejtek
kollagén-mentes organikus matrixot valasztanak ki [18]. A matrix fehérjék segitségével
a kalcium kotohelyeken kalcium-foszfat vegyiiletek fognak lerakodni, ami egyfajta
kristaly nukleédcios folyamatot indit be e fehérjék felszinén. Az ezt kdvetd fazisban a
kristalyok novekedése utan torténik a kollagén szintézise és a kollagén rostok
mineralizdcidja. Az osszeointegracids folyamatokban szdmos biomolekula, fehérje
miikodik kozre. A teljesség igénye nélkiil ezek példaul az extracellularis matrix nem
kollagén tipusu fehérjéi koziil az integrinek, oszteonektin, BSP (bone sialoprotein, azaz
csont szialo fehérje), kiilonbozo proteoglikanok, fibronektiny BMP (bone morphogenetic
protein, azaz csont morfogenetikus fehérje); a plazma fehérjék koziil: albumin,
immunglobulin, transzferrin; a citoszkeletalis fehérjék koziil: talin, paxillin, tensin. A kis

méretli biomolekulaknak, peptideknek is szerepiik van a bioréteg kialakitasaban, ilyen
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példaul a szakirodalomban széles korben targyalt RGD (Arg-Gly-Asp) [19]. Az 1. ébra
sematikusan mutatja a feliileten kialakulé molekularis kolcsonhatast. A Ti fémet egy
vékony TiO réteg boritja és azon megtapadnak a vizmolekulak, valamint a késébbi

kolcsonhatasokban fontos szerepet jatszo peptidek vagy fehérjék, ionok jelenlétében.
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1. dbra: Az osszeointegracio soran a titan implantatum feliiletén viz, ionok és

biomolekulak tapadnak meg.

Az implantatumok feliiletkezelésének ¢és funkcionalizaldsanak tudoméanyos hattere
folyamatosan és egyre gyorsabban fejlodik. Az egyik legfontosabb kérdés, hogy az
alapvetden esztergalt fém implantatum testet milyen technologiai 1épések szerint kell
megmunkalni, mielétt implantaitum formajaban az orvoshoz vagy fogorvoshoz jut. A
leggyakrabban alkalmazott modszerek a homokfuvas (sandblasting) és savmaratas (acid-
etching), az igy elkészitett feliiletet nevezik SLA-nak [20, 21]. Ezzel az eljarassal egy
kellden érdes ¢és porozus tulajdonsagu feliilet alakul ki, segitve az osszeointegracios
folyamatokat. A feliilet érdessége kulcsfontossagli, nem csak a csontsejtek tapadasanak
szempontjabol; az implantdtum nyaki részénél a baktériumok megtapadasat a feliilet
megfeleld kialakitdsaval meg kell gatolni, mivel a baktériumok megtapaddsa ¢és
telepképzése az ugynevezett perimplantitiszhez, az implantatumok koriil kialakuld
gyulladasos betegséghez vezet. Ez akar csont leépiiléssel €s stulyosabb esetben az
implantatum elvesztésével is jarhat. Alapvetdéen az implantatumok csontba illeszkedd
részét — a gyokér részét — érdesebbre készitik, ezzel a csontsejtek szamara egy olyan
feliiletet 1étrehozva, amin konnyebben megtapadhatnak. Ezzel szemben a nyaki részt
simara polirozzak [22], ezzel a baktériumok tapadasa szempontjabol kevésbé kedvezd
feltiletet hoznak létre. Az utdbbi évtizedekben el6térbe keriiltek az alacsony eziist

koncentracioval jellemezhetd, modositott TiO» felilletek [23], amelyek egyfajta
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antibakterialis feliiletet alakitanak ki, ezzel probalva megelézni a baktériumok
elszaporodasat a feliileten. A feliilet nedvesitdképessége egy tovabbi fontos paraméter,
amely jelent0s befolyassal van az osszeointegracios folyamatokra [11]. A jobban
nedvesedd feliileteken ugyanis a vér szétteriil, és egyuttal magaval hoz olyan fontos
alkoto elemeket, amelyek bioréteget alakitanak ki. Ilyen komponenesek példaul a gliikoz,
valamint kiilonb6z6 aminosavak, ionok, peptidek, fehérjék stb. Az implantatum
felszinének 1ézeres kezelése igéretes fejlesztési irany [24]. A feliiletet ért fokuszalt sugar
segitségével modosithatok a feliilet anyaganak fizikai, kémiai vagy akar késébbi biologiai

tulajdonsagai [25].

A fogaszati implantaitum feliilletein végzett fizikai és kémiai vizsgalatokkal
jellemezhetdk az implantatum feliiletének kiilonféle tulajdonségai, mint példaul a
korr6zidallosag vagy akar a kopasallosag. Az in vitro vizsgalatok soran laboratoriumi
koriilmények kozott végeznek specialis tenyészté edényekben szaporitott sejtekkel vagy
szovetekkel vizsgalatokat. A sejtkultiuras kisérletek lehet6séget adnak arra, hogy a
kiilonbozo feliiletkezelési modszereket - mint a homokfuvéas/savmaratas és lézeres
megmunkalas - dsszehasonlithassuk a biokompatiblitds szempontjabol. Szamos kisérleti
in vitro, sejtkultiras eredmény mutatja azt, hogy kontroll titan feliiletekhez képest a rovid
peptidekkel kezelt feliileteken, igymint RGD és KRSR (Lys-Arg-Ser-Arg), jelentdsen né
a csontsejtek koncentracidja [19]. Ismert, hogy ezek a peptidek receptor fehérjék
komponenseiként is serkentik a sejtek letapadasat. Az, hogy a csontsejtek szama
novekszik a kiilonbozd funkcionalizalt feliileten, azt jelzi, hogy kedvezdébb bioréteg
alakult ki, ezzel az implantatumok hosszl tavl sikerességének esélyeit novelve. Mireia
és munkatarsai korabban sejtkultiras méréseket végeztek kontroll titan feliileteken,
valamint RGD, KRSR, ezek kombindcidja és fibronektin fehérjével funkcionalizalt
feliileteken [19]. A sejt proliferaciot (osztodast) fluoreszcencias modszerrel hataroztak
meg, Alamar blue festéket hasznalva. Eredményeik alapjan a kezelt feliileteken
szignifikinsan nagyobb, tobbszoros sejtstiriiség (sejtszam/cm?) alakult ki a kontroll

feliilethez képest.
2.2 A titan-dioxid modosulatok

A titan-dioxid (kémiai képlete a TiO2), mas néven titan(IV)-oxid, vagy titania, a titan

fém feliiletén megjelend oxid réteg neve, amely a természetben is megjelenhet, mint
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kristaly. Szamos ipari alkalmazisa van, vékonyréteg dielektrikum tiikorként,
festékszinezékként, UV szlrdként egyarant alkalmazhatd. A titan fémen néhany nm
vastagsagu TiO; réteg alakul ki az oxidacio soran [14]. Szamos polimorf allapota van,
ezek koziil gyakoribb kristalyos formak az anataz, rutil és brookit. Jelenleg 6sszesen 12
polimorf szerkezete kiilonboztethetd meg, az anataz, rutil, brookit mellett ismert az
akaogiit (angolul akaogiite) és a riesit (angolul riesite), valamint normal 1égkori
nyomason megfigyeltek tovabbi harom metastabilis fazist, nagy nyomason, kisérleti
koriilmények kozott pedig Gijabb négyet [26-34]. A brookit egy ritkabban el6fordulé nem
stabilis fazis, amely ortorombos kristalyszerkezettel rendelkezik. A természetben a TiO»
anataz, rutil, amorf és ezek keverékének formajaban talalhato meg leginkabb [13, 35].
Mindezek mellett szamos alkalmazasi lehet6sége van az amorf TiO2-nek is, amelynek
tulajdonsagai eltérnek a kristalyos TiO2-hoz képest [36]. A kovetkezOkben bemutatom
ezen leggyakoribb fazisok elemi celldit és szerkezetét. Az elemi cella definicio szerint a
kristalyracs legkisebb egysége, amelynek ismétlésével az egész racs felépithetd és szamos
fizikai, kémiai tulajdonsadg kovetkezik beldle, ugymint az anyag slrlisége vagy
torésmutatoja.

A Miller-indexek (egy szamharmas, (hkl) az altalanos jelolése) segitségével a
sik normalis iranya az x tengellyel esik egybe. A Miller-indexekkel megadott racssikok
merdlegesek arra a vektorra, amelyet a reciprokracsban valasztott bazisban irunk fel
(hb; + kb, + lb;, ahol b; a reciprokracs bazisvektora). A Miller-indexeket ugy
szokas megadni, hogy a legkisebb szdmot adjak meg, azaz relativ primekkel irjak fel
(koz0s osztojuk 1). A negativ irdnyt feliilvondssal szoktak jelolni negativ szam helyett

(pl. =100 helyett 100).
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X

2. dbra: A TiOy kristalysikok reprezentacioja (Wulff construction, azaz Wulff

konstrukcio), az abran feltiintettem a Miller-indexeket is.

A feliileten megjelend kristalysikokat befolyasolhatja a feliiletkezelés is. A 2. dbra néhany
lehetséges kristalysikot mutat TiO2 esetén, a rajzot Ulrike és Ramamoorthy munkaja

alapjan készitettem, valamint feltiintettem a megfelelé Miller-indexeket is [13, 37].

A rutil a TiO2 leggyakoribb polimorf modosulata, tetragonalis szerkezeti normal
kornyezeti nyoméason és hémérsékleten. Igy a titan fém feliileteken nagyon gyakran
eléfordul. A rutil kristaly szerkezetét és a leggyakoribb feliileti kristalysikokat a 3. abra
mutatja. A rutil elemi cellaja két Ti atomot és négy oxigén atomot tartalmaz. Négy
egynegyed Ti atomot a sarokban, egyet k6zépen ¢és két Ti atom az elemi cella sarkaban
talalhatd, az oxigén atomok pedig az elemi cella kdzepén és az oldalak kdzepén
helyezkednek el, egyfajta oktaéderes elrendezésben. Az irodalomban a leginkabb
tanulmanyozott rutil kristalysikok a (001), (100) és az (110), ezek koziil TiO2 rutil esetén
a (001) a leggyakoribb kristaly orientacio. Rutil esetén az (110) sik rendelkezik a

legalacsonyabb feliileti energiaval és ezért ez a legstabilabb kristaly orientacio [13].
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Rutil (;10) Rutil (100)

3. abra: A leggyakoribb rutil kristily orientdciok és rajta a kristdlysikok pirossal
kijelolve. A képeket a Vesta 3.5.8 szoftverrel (Visualization for Electronic and Structural

Analysis [38]) készitettem. Szinjeldlés: Oxigeén: piros, Titan: kék, valamint az elemi cella
feketével.

In vivo allatkisérletek soran kimutattak, hogy a csontosodasi folyamatok pozitivan
befolyasolhatok, ha az implantatum feliilet anataz szerkezetii TiO2-vel fedett [39]. Az
anataz egy gyakori, metastablilis fazisa a TiO2-nek, amelynek szintén tetragonalis
szerkezete van. Az anataz kristalyszerkezetét és a leggyakoribb feliileti kristalysikokat a
4. abra mutatja. Az anataz kristaly elrendezése a rutillal szemben anizotropiat mutat (v.0.:
3. abra és 4. abra). A titan atomokhoz oktaéderes formaban kapcsolodnak az
oxigénatomok. Az anataz tiszta formaban szintelen vagy fehér szinii, szennyezddésektol
fekete szinli lehet. Az anatadz fotokatalitikus tulajdonsagokat és jo elektronmobilitast
mutat, ezért fény hatasara kémiai reakciokban katalizator szerepet tolthet be. A Ti fém
felilletén megjelend anataz szerkezetek jellemzéen (101), (100), (010) és (001)
kristalysikokkal fedettek [13]. Ezek koziil termodinamikailag a legstabilabb anataz
feliiletii sik az (101).
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Anataz (100) Anataz (001)

4. dbra: A leggyakoribb anatdz kristaly orientdaciok és rajta a kristdlysikok pirossal
kijelolve. A képeket a Vesta 3.5.8 szoftverrel készitettem. Szinjelolés: Oxigén: piros,

Titan: kék, valamint az elemi cella feketével.

Az amorf szerkezet egy befagyott folyadék allapotnak tekinthetd (ivegszerkezetnek
is szoktdk nevezni). A szerkezetet alkot6 atomok nem kdvetnek szabdlyos, hossza tava
rendezettséget, a szerkezetben rovidtavu belsd rendezettség alakulhat Ki. A titan és oxigén
atomok ezen szerkezetben véletlenszeriien helyezkednek el. Az amorf TiO2 szerkezetet
hasonléan mas amorf anyagokhoz tobbek kozott hokezeléssel lehet eldallitani, azaz
magas hémérsékletrdl hirtelen lehiitéssel. Az amorf TiO, fotokatalitikus, optikai,
dielektromos és mechanikai tulajdonséagai is eltérnek a kristalyos valtozatokhoz képest
[36, 40]. Az amorf TiO2 szerkezetli anyagokat gyakran vékonyrétegként vagy por
formajaban allitjak el6. Az 5. abra az altalam készitett amorf TiO, szerkezetet mutatja,

amelyet MD modszerekkel allitottam el6 (lasd modszerek fejezet).
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S. abra: Az dltalam készitett amorf TiO> modell VDW reprezentdcioban ortografikus
nézetben. A képet a VMD 1.9.4 szoftverrel készitettem. Szinjelolés: Oxigén: piros, Titan:

rozsaszin.

2.2 Peptid molekulak

A peptidek aminosavak lancolatai, melyeket peptidkotések kotnek Ossze. Az
aminosavak szerves vegyiiletek és tobbek kozott a fehérjék épitdelemei is [41]. A
peptidek rovidebb molekulak, mint a fehérjék, melyek altalaban joval tobb aminosavbol
allnak. Altaldnossagban a peptidek mérete néhany aminosavtol akar 50 aminosavig is
terjedhet. Azonban, ha egy bizonyos hosszt meghalad, mar fehérjének tekintik. A
peptidek szamos bioldgiai folyamatban kulcsfontossagu szerepet toltenek be példaul a
sejtek kozotti kommunikacioban és az antimikrobialis védekezésben. A peptidek

miikddhetnek akar jelatviteli molekuldkként is, de szdmos peptid hormonként is szolgal.

Az aminosav-lancok elejét és végét N-terminalis (N-terminus) és C-terminalis (C-
terminus) névvel illetik. Ez kiilondsen elterjedt a peptid és fehérjemolekulak esetén. Az
“N” az angol “amino” szora, a “C” pedig a karboxilcsoportra utal. Az aminosav-lancok
szintézise a riboszoman mindig az N-terminalistol a C-terminalis felé halad. Az N-
terminalis és C-termindlis végek kozott kiilonféle reakciok és kdlcsonhatasok
torténhetnek. Példaul a peptidkotések ezen részek kozott alakulnak ki. A peptidek
elsddleges szerkezetét meghatarozza, hogy milyen aminosavak épitik fel dket, €s milyen

sorrendben.

A peptidek szerkezetét szamos modszerrel meg lehet hatdrozni. Egy ilyen modszer
példaul a rontgenkrisztallografia, ahol rontgendiffrakcids modszerrel hatdrozzdk meg a
kristalyositott peptid szerkezetét. Ez a modszer az egyik legpontosabb modszer, magat az
eljarast mar régota hasznaljak kiilonbozé molekulak, fehérjék szerkezetének felderitésére.

A peptidek szerkezetének meghatarozdsara szintén elterjedt modszer még az NMR
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spektroszkopia (nukledris méagneses rezonancia). Az NMR nagy eldnye, hogy nem
igényli a peptidek kristalyositasat, maga a mddszer az atomok magneses tulajdonsagait
hasznalja ki. Megemlithetd6 még a tomegspektrometria, ami lehetévé teszi a peptid
molekuldk tomegének meghatarozasat, valamint az infravords spektroszkédpia (IR),
melynek segitségével a kiilonbozé funkcids csoportok (pl. karboxilcsoport) vagy a
peptidre jellemz6 fobb kémiai kotések meghatarozhatoak. A peptidek szerkezetének

ismerete fontos a bioldgiai szerepiik és mitkodésiik feltérképezésében.
2.3 A MD szamitasok elméleti hattere

Az utobbi évtizedekben lehetdség nyilt arra, hogy viszonylag nagy atomszamu
rendszereket a MD modszereinek segitségével szimulaljanak. A MD szimulaciok a
klasszikus fizika metodikait alkalmazva oldja meg idében az egyes atomok mozgasanak
leirasat mikozben azok egyméssal kolcsonhatnak. A kdlcsonhatdst potencidlok
segitségével lehet jellemezni. Ez azt jelenti, hogy az atomokra vonatkozé Newton
mozgasegyenleteket numerikus kozelitésekkel oldjak meg. A valdsdgban igen nagy
szamu részecske alkotja az anyagokat, ahol az anyagmennyiségét mélokban fejezziik ki;
1 mol az 6,022 - 1023 darabot jelent. Fontos leszdgezni, hogy a jelenlegi
szuperszamitogépes szamitasi teljesitmény segitségével sem kozelitheté meg ilyen nagy
szamu részecske szimulacidja még egy olyan egyszertinek mondhaté modellel sem, mint

a klasszikus MD. A mai szamitasi teljesitmény mellett par-szdzezres atomi rendszerek

crer

crer

crcr

ellenérzésére [44]. A molekuladinamikai szimulacioknak vannak korlatai, amelyeket
mindenképpen figyelembe kell venni, mivel a kvantummechanikan alapul6 jelenségeket,
amelyekben az elektronok vesznek részt, nem tudja kezelni, igy a kémiai kotések
kialakulasat sem tudja leirni. Az ezeket a jelenségeket figyelembe vevo, igynevezett ab
initio modszerek (Hartree-Fock és stiriségfunkcional elmélet) viszont sokkal nagyobb
szamitasi teljesitményt igényelnek. Ezekkel a modszerekkel jelenleg nincs lehetdség par
szdz atomnal nagyobb rendszerek szimulacidjara. Szamos ingyenesen elérhetd

szoftvercsomag all rendelkezésre, amelyekkel elvégezhetéek a MD szimulaciok és az

eredmények analizise, ilyen példaul a NAMD [45] vagy a széleskdrben hasznalt
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GROMACS [46-54]. A fémek és fémoxidok potencidljanak ismeretében lehetdségiink
58].

A MD szamitasok soran az algoritmus megvizsgalja azt a V potencialt, amivel egy
adott részecske (atom) jellemezhetd és kiszamitja az egyes részecskék kozotti potencial

negativ gradiensét, amely megadja az F er6t:
F=-Y(), )

ahol V a Nabla operatort jeloli, ami a kiillonb6z6 iranyokba vett parcialis derivalast jeldli,
V(r(t)) a potencialfiiggvény, amely fiigg a helytdl és id6tdl. Ez a potencialfiiggvény
hatdrozza meg a kdlcsonhatasokat a részecskék kozott. Elméletben az adott részecskére a
kornyezetébdl az 0sszes részecske altal kifejtett potencialt vessziik, a gyakorlatban a MD
szamitasok soran, hogy gyorsabban fusson az algoritmus ~1 nm-nél szokds egy hatart
meghatarozni, ezen a tdvolsagon tul a tovabbi részecskék jaruléka elhanyagolhatoan kicsi.
A részecske a gyorsulasa meghatarozhatd az erd és a részecske m tomege segitségével,

Newton masodik torvényének felhasznalasval:
F =ma, )

, . e s s . . d
A gyorsulds megadja a sebesség valtozasat az adott idéegység alatt, azaz a = d—';, a

sebesség segitségével pedig felirhatjuk, hogy egy adott részecske pozicidja mennyit
valtozott idéegység alatt, azaz v = %. Mindezt behelyettesitve az (1) és (2) egyenletekbe

adodik a kovetkezd differencialegyenlet:

dzr_ v (3)
mo—7= .

A MD szimuléci6 soran a feladat ezen egyenlet megoldasa az dsszes részecskére. Ezt a
differencidlegyenletet a sok részecske 4altal alkotott rendszerekben csak numerikus
modszerekkel, kozelitésekkel lehet megoldani. Az egyik legfontosabb kozelités, az
1d6lépéskdz megvalasztasa, azaz dt~At. Ez egyben meghatarozza azt is, hogy mely
idépontokban oldjuk meg az egyenleteket. Két szomszédos idOpont kozott torténik a
részecske elmozdulasa v sebeséggel. A MD szimuléaciok soran ez az id6l1épéskoz a At~1
fs nagysagrendbe esik tipikusan, amellyel a molekuldk rezgései is nyomon kdvethetdek

kelld idobeli felbontassal (egy ilyen rezgés tipikusan ~ 100 fs nagysagrendbe esik). A
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bakugras (Leapfrog) és a Verlet modszerek a legszélesebb korben hasznalt algoritmusok

a MD szimulaciok idébeli megoldasra.
2.3.1 Bakugras algoritmus

A (3)-as egyenletet numerikus médszerek soran kozelitve oldjuk meg, csak bizonyos
pontokban, diszkrét idokiilonbségek esetén. Jeldlje r(t) a koordinatat a t-edik
idépontban, a feladat, hogy megtalaljuk az r(t + At), a t + At-edik idépontban a
részecske koordinatdjat, a részecske elmozdulasa: r(t + At) —r(t) = Ar. A MD
szimulaciot végzé szoftverek esetén az egyik alap idéfejlesztd numerikus modszer
beallitds a bakugras algoritmus szokott lenni. A modszer 1ényege, hogy a kdvetkezo
idépontbeli koordinatat megadja, amelyhez az aktualis id6pillanatbeli r(t) koordinatara
van sziikség, tovabba a sebességre fél id61épéskozzel az aktualis idopont elétt és az adott
idépontbeli erbre (valamint a részecske tomegére). Igy a részecskék sebessége mindig fél
1épéskozonkeént keriilnek meghatarozasra, a koordinatak pedig egy egész 1épéskdzonként.

A sebesség a kovetkezOképpen irhato fel:

v(t+%At)=v(t—%At)+%F(t), “)

ahol az er6 az (1)-es egyenletnek megfeleléen a potencidlok alapjan keriilnek

kiszamitasra. Az 0j koordinatat pedig ezt felhasznélva kapjuk:

r(c+a0) = (0 +at vt +3t), (5)

A (4). egyenletet behelyettesitve (valamint a r(t — At), visszafele 1épést kihasznalva),

felirhat6 a kovetkez6 modon is:

1 At
r(t+ At) = r(t) + At - [v (t - —At) + —F(t)] =
2 m (6)
2
=2r(t) + r(t — At) + %F(t) +0(AtY) .
A formula At-ben harmad rendig ad pontos kdzelitést, a O (At*) jarulék lett elhanyagolva.

2.3.2 Verlet algoritmus

A Verlet-féle sebesség modszer (Velocity Verlet) esetén csak At egészszamu

tobbszoroseinél kerlil meghatarozasra az r koordinata és a v sebesség, €s nincs sziikség
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a fél 1épéseknél meghatarozott mennyiségekre. Az 0j koordinatakat és sebességeket a

kovetkezé modon kaphatjuk meg ebben az esetben:

At? (7
r(t+ At) =r(t) + At-v(t) + —F(¢t) ,
2m

v(t +At) = v(t) + ZA—; [F(t) + F(t + 4t)] . (8)

Kiilonosebb megkdtések nélkiil, megfeleld kezdeti felételek mellett, a Verlet és
bakugras modszer azonos MD trajektoridkat (a részecskék idébeli mozgésat tartalmazo
adattombot) fog eredményezni, azaz a két modszer ekvivalens. A MD szimulécios

szoftverekben, mint a GROMACS is, tetszOlegesen lehet valasztani a két modszer koziil.
2.3.3 MD erdterek és topologia

Szamos potencial paramétercsomag elérheté a MD szimulacidok szdmara, amelyek
tartalmazzak a potencial paramétercket. Ezeket hivjak erétér (FF, Force Field) vagy
topologia fajloknak. Ilyen széles korben haszndlt potencidl paraméter csomag a
CHARMM [59] vagy a GROMOS [60]. Ezek a csomagok tartalmazzak az egyes atomok
potencial paramétereit, amelyek eltéréek lehetnek még kiilonb6z6 aminosavak esetében
IS. A potencial paraméterek az atomok térbeli elrendezddéseitdl, a kotések geometriai
kényszereit6l is fliggenek. A 6. abra mutatja sematikusan a kotést leird kiilonbozo
potencidl tagokat. A kotést leird tagok legegyszerlibb esetben példaul harmonikus
potencidl segitségével irhatoak fel. A legels6 a) dbrarész mutatja a két atomot
0sszekapcsold harmonikus potencialt, amely soran az egyensulyi tavolsaghoz képest
megvaltozik a két atom kozotti tavolsag (rugé modell). A b) részabra mutatja a hajlast 3
atom esetén, a c) pedig a harom-hdrom atom (kék-zoldek és piros-zoldek) altal kijelolt

sik elcsavarodasat.

a) b) c)
6. dbra: A kiilonbozd molekula kotésben szerepet jatszo potencidl jarulékok. Az a) abra

két atom dltal alkotott molekula kétéshossz valtozdasat mutatja, a b) dbra a hajlitast
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mutatja 3 atom esetén, a ¢) abra 4 atom dltal kozbezdrt két sik kozotti torziot mutatja (a

kek és zoldek alkotnak egy sikot, valamint a zéldek és piros egy mdsikat).

A potencial paraméterek magukba foglaljak az elektrosztatikus V. Coulomb tagot, a
van der Waals kdlcsonhatast leird V;; Lennard-Jones potencialt, valamint a specifikus

molekulakotést jellemz6 kiilonboz6 tagokat:

_ 1 oaw
¢ 4TTE Tij ! (9)
a\2  (0\°

VL] = 4£ij (E) — (E) , (10)

1
Vie =35 kp (b — by)?, (11)
Vo = Kg(8 — 60)?, (12)
Vaicderes sz6g — K(p(]- + cos(ng — 6)) ) (13)
Vimproper = KI/J - 1110)2 ) (14)

2
VUrey—Bradley = Kyg (7”1,3 - 7”1,3,-0) ) (15)

ahol (9) és (10)-es egyenletek a kotéshez nem hozzajaruld tagok (non-bonded
interaction), a molekula kotéseket (internal, bonded interaction) leird tagok pedig a (11)
- (15) egyenletek. A Coulomb potencialt leir6 (9)-es egyenletben g; és q; az i-edik és j-
edik részecske toltése (vagy parcialis toltése), 7;; a kozottik 1évé tavolsag, &, pedig a
vakuum dielektromos allanddja. A van der Waals kotést leird (10)-es Lenard-Jones
egyenletben megjelenik ezek mellett az &;;, a kolcsdnhaté potencialvolgy mélysége,
valamint a o;;, a két atom nyugalmi tdvolsaga. A kotéshossz valtozasaval kapcsolatos
(11) tagban a k;, a kotési allando, by az egyensulyi kotéstavolsag és b az aktualis
kotéshossz (két atomtol szarmazo jarulék). A (12)-es egyenlet irja le a molekula hajlitasat,
ahol 0 a hajlas szoge, Ky az ehhez tartozo6 eréallando, 8, pedig az egyenstlyhoz tartozo
kotésszog (harom atomtol szarmazo jarulék). A (13)-as egyenlet irja le a diéderes szog
jarulékot (dihedral, szokds még torsion, azaz torzids szognek is nevezni), amely négy
atom esetén irhato fel (és ezek két sikba esnek, 3-3 atom hataroz meg egy sikot). A K, a
diéderes szog megvaltoztatasahoz sziikséges erdallando, ¢ a két sik altal bezart szog, & a
minimumhoz tartozé szég, n pedig a multiplicitas (az energiaminimumok szdmat mondja
meg a periodikus potencialban). A (14)-es egyenlet szintén a csavarassal kapcsolatos, arra

hivatott, hogy a nem megfeleld diéderes szog elforduldsokat kikiiszobdlje (improper
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dihedral), sikban tartsa a megfeleld csoportokat, amelyet szintén egy négyzetes

oOsszefliggéssel szoktak felirni els6 kozelitésben. A kifejezésben a Ky, kotesi erballando

talalhatd (egyfajta merevség), valamint a 1, egyensulyi szégérték, és 1P a csavarodas
szoge. A CHARMM erdtérben szokas még egy tovabbi harmonikus tagot is felirni,
amelyet a (15)-6s egyenletben adtam meg, ezt hivjak Urey-Bradley potencial tagnak. A
potencial 3 atomtol szarmazo jarulék, Kz a Urey-Bradley kotési erdallandd a 3 atomra
nézve, 1y 3.0 az €ls6 és utolsd atom kotési tavolsag nyugalomban, r; 3 pedig az aktualis

kotéstavolsag kozottik.

Az eré kiszamitasdhoz tehat az Osszes részecskétol szarmazd potencial jarulék
Osszegét kell venni, amik a (9)-(15) egyenletekben szerepelnek és venni a negativ

gradiensét a teljes potencidlnak, azaz V =V + Vi + Vi + Vo + Viisaeres szog +

Vimproper + VUrey—Bradley'nEk.

Erdemes megemliteni, hogy a kiilonboz6 potencial tagokat kiilonboz6 kozelitésekben
dolgoztdk ki. A van der Waals kolcsonhatast leird tag, egy masik széles korben

alkalmazott kozelitése a Buckingham potencial:

C::
Ven = Aijexp(=Bijrij) = r_l6] : (16)
ij
amely egy exponencialis és egy tovabbi, a tavolsdg minusz hatodik hatvanyéval irja le a

kdlcsonhatést. A kifejezésben A;;, B;j és C;j, valaszthatd paraméterek, amelyek az i és |

j ! lj»
részecske kolesonhatasat irjak le. Ezeknek fizikai jelentésiik nincs, a potencial lefutasat

befolyasoljak.

Az erOtér fajlok nem tartalmazzdk a fémek és fémoxidok tobbségének potencial
paramétereit. A MD szimulaciok szamara definialtam a TiO2 Lennard-Jones é¢s Coulomb

potencial paramétereket Luan és munkatarsai altal kozolt korabbi cikke alapjan [55]. A

" w s . kcal kcal
kovetkezd értékeket hasznaltam: &r;_7; = 0,58 %, Eri—o = 0,424 %, Eo—0 =

031 2% opy_g; = 0,220 1M, o74_o = 0,2721M, Gp_p = 0,324 1M, qr; = 2,19 e,

qo = —1,098e. Itt e az elektron toltését jeloli. Az ezen paraméterekkel megadott

Lennard-Jones potencial a 7. abran lathato gorbét veszi fel:
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w

——TI-Ti potencidlis energla
——TI-0 potencilis energla

{:

——0-0 potencidlis energia

A

Potenciéli;s energia (kcal/mol)
o n -

3

-

2

o
=

3 4
Tavolsag (A)

7. dabra: A MD szimulaciokndl haszndlt TiO, Lennard-Jones potencidl a tdvolsdg
fiiggvenyében.

Ha nincs megadva elére két kiilonbozé atom kozotti potencialérték, akkor a Lorentz-

Berthelot kombinécios szabalyt lehet alkalmazni, amely a kettd atlagat veszi:

1
0ij = E(Uii +0j),

gij = 1,gii€jj .

2.3.4 Sebesség definidlasa, homeérséklet és nyomdscsatolas

(17)

Az els6 MD szimulacié megkezdésekor, ha még nem all rendelkezésre az egyes
atomok sebessége, akkor a Maxwell-Boltzmann eloszlasnak megfelelden keriilnek

kiosztasra azok. A Maxwell-Boltzmann eloszlast leir6 formula:

3 2
m; \2 m;v;
flod) = (anlT) 4mviexp <_ 2T ) (18)

ahol f(v;) a sebesség valosziniiségi siirlisége, m a részecske tomege, k a Boltzmann-
allando, T az abszolut hémérséklet, v pedig a részecske sebessége. A 8. abra mutatja az
oxigén molekula esetén a sebesség eloszlasat T = 300 K szobahdmérsékleten. Lathato,
hogy ez egy aszimmetrikus ferde eloszlas, az atlagsebességet a jol ismert kinetikus

gazelméletbeli formulaval kaphatjuk meg, ami ebben az esetben: v = /3% =

482,57 m/s.
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0,0025

- - - Oxigén molekula T=300K

0,002

0,0015 ] \
\

A}
0,001 ‘ \

0,0005 !

Sebesség val6szindségi strfisége (s/m)

Sebesség (m/s)
8. dbra: Az Oxigén molekula sebesség eloszlasa a Maxwell-Boltzmann eloszlds szerint
szobahémérsékleten (T = 300 K).

A MD szimulaciok annak érdekében, hogy a hémérsékletet megfelelden kezeljék és
a rendszer stabil legyen, a szimulacio alatt kiilonféle termosztat-csatolasokat
alkalmaznak. Ezek a moddszerek segitenek abban is, hogy a rendszer hdmérséklete
bealljon az eldirt értékre. A hdmérséklet kivant értéken vald tartdsahoz elméletben egy
nagyobb rendszerrel, a hdtartallyal folytat hdcserét a szimuldlt rendszer. Az idd
elérehaladtaval a szimulalt rendszer felvesz egy termikus egyensulyi allapotot, ekkor a
hoétartallyal a hdmérséklete megegyezik. Ezen moddszerek a legtobbszor a részecskék
sebességét skalazzak, mivel a kinetikus gazelmélet alapjan a hdmérséklet és a sebesség
kozott kapesolat van. Ilyen, a MD kapcséan széles korben elterjedt termosztat-csatolasi

modszer a Berendsen termosztat, a Nosé-Hoover termosztat, vagy a V-rescale termosztat.

A Berendsen termosztat az egyik leggyakrabban hasznalt termosztat-csatolasi
modszer. A szimulalt rendszer T hdmérsékletének eltérése fokozatosan korrigalodik T,
referencia hdmérséklethez, amellyel egy allandé hdmérsékletii tartdlyhoz valo csatolast

modellez. A Berendsen termosztat-csatolasi modszer a kovetkezo Osszefliggést hasznalja
[61]:

dT  To—T
dt 1t '

(19)

amely egy exponencialis 0sszefliggést fog adni a hémérséklet idébeli lefutasara és t lesz

az id6konstans, ami meghatarozza az idobeli lecsengést, tipikus értéke 7~0,1 ps.
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Egy masik, gyakran hasznalt termosztat-csatolasi modszer a V-rescale, azaz a
sebességek ujraskalazasa. Az alapotlet az, hogy bizonyos 7 id6kozonként 4 sebességeket

ad meg a részecskéknek azok aktualis sebessége és egy A szorzofaktor segitségével [61]:

Vyj = Uregi A (20)
(21)

Teisrni kivant
T(t)
Szimuldciéim soran én is ezt a modszert hasznaltam.

A MD szimulaciok rendszerének nyomas szabalyozasa céljabol barosztat
modszereket is bevezettek. Ezek hasonléan, mint a termosztat-csatolds, egy kiilsd
nyomastartalyhoz valo csatolast jelentenek. A legelterjedtebb mddszerek a Berendsen
barosztat, a Parinello-Rahman barosztat és a Martyna-Tuckerman-Tobias-Klein (MTTK)
barosztat. A Berendsen barosztit, hasonloan a Berendsen termosztat modszerhez, a
kovetkezo differencialegyenlettel irhat6 fel:

dP Py —P
a (22)

csak most a P nyomasra kifejezve szerepelnek a mennyiségek a homérséklet helyett, ahol
P, a referencianyomas értéke, Tp pedig nyomas-csatolasi id6allando. A Berendsen
barosztat algoritmusa ennek az 0sszefiiggésnek megfelelden skalazza ijra a szimulacios
dobozt meghatarozo méreteket és atomok koordinatait. Az altalam készitett MD
szimulaciok soran a Parinello-Rahman barosztat modszert alkalmaztam, amely egy

tovabbi sebességfiiggd strlodasi tagot tartalmaz a mozgasegyenletben:

d’r F dr

dtz2 " m dt’
db' db

(23)
M=b" [b—+—b’l b1,

dt dt
ahol b a szimulacids doboz alakjat és méretét jellemz6 vektorok matrixba rendezve.

crer

A szakirodalomban jellemzéen az utobbi 10 évben jelentek meg olyan eredmények,
amelyek MD szimulaciés modszerek alkalmazasaval kiilonboz6 TiO2 (példaul rutil,
anataz vagy akar amorf) feliiletre aminosavak, biomolekulak adhézigjat irjak le [55, 56,

58]. Kiemelt figyelmet kapott az RGD tripeptid titan oxid feliiletre vald tapadasanak
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vizsgalata vizes kornyezetben [62-66]. Ezen elméleti kutatasok segiteneck megérteni azt,
hogy az osszeointegracio legelso Iépesei hogyan zajlanak, milyen molekuléris folyamatok
tesznek egy feliiletet sikeresebbé a biointegracid szempontjabol. A kovetkezOkben azon
kozlemények eredményeit foglalom Ossze roviden, amelyek szorosan kotddnek az

értekezésem témateriiletéhez.

Matsui ¢s Akaogi kiszamitottak egy potencidl modellt, amely altalanossdgban
hasznalhat6 az 6sszes TiO2 polimorfra [57]. Luan és munkatarsai ezt a potencialt atirtak
a szokasos Lennard-Jones kifejezésre egy fliggvényillesztéssel, majd megvizsgaltak MD
szimulacio segitségével egy altaluk alkotott amorf TiO2 nanorészecskén a HSA fehérje
(Human Serum Albumin) tapadasat [55]. Az elméleti eredményeikkel Gsszecsengtek a
kisérleti eredmények, amelyek ily modon validaltdk a MD szimuléciokban alkalmazott
TiO2 potencialt. A sajat szimulaciéim soran én is ezeket a TiO2 potencial paramétercket

hasznaltam.

Xue és munkatarsai a MD szimulacioikkal aminosavak kdlcsonhatasat vizsgaltak egy
TiO2 nanorészecske modell segitségével, valamint ssNMR és AFM kisérleti
modszerekkel vetették Ossze eredményeiket [65]. Az Arg, Lys, Asp aminosavak
paramétereit a CHARMM36 erdtér segitségével adtdk meg. A rutil (110) kristalysika
TiO2 nanorészecske potencialjat a Predota altal kidolgozott modositott TiO2 paraméterei
alapjan irtak le [67]. A MD szamolasaik egyik legfontosabb eredménye, hogy az egyszerti
aminosavak is tobbféleképpen tudnak megtapadni a feliileten. Szimulacioik soran példaul
az Arg aminosav két-tipust tapadast mutatott, vagy a guanidin csoporton keresztiil
(CHsN3) vagy az aminocsoporton keresztiil. Az altalam készitett szimulaciok soran is

szamos peptid tapadasi tipust figyeltem meg.

Liu és munkatérsai szintén egy TiO2 nanorészecske modellt készitettek, amelyen a
standard husz aminosav kolcsonhatésat vizsgaltak a vizes kdrnyezet figyelembevételével
[56]. Megfigyeléseik szerint fontos szerepet jatszanak a kolcsonhatds soran az egyes
aminosavak toltott részei. Egy PMF (Potential of Mean Force, azaz az atlagos erébdl
szarmaztatott potencial) szamolast is készitettek umbrella sampling modszerrel
kiegészitve (9-11 darab 20 ns mintavételezéssel), amely soran azt talaltak, hogy az Arg
képes kozvetleniil megtapadni a TiO2 nanorészecske feliiletén és a Lys tgyszintén, egy

bizonyos energia kiiszob értéket meglépve. A t6bbi aminosav leginkabb egy és két
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vizrétegen keresztiil tudott megtapadni. A feliiletre tapadas valdszinlisége jelentOs
eltéréseket mutatott: 0,5 nm-en beliil a toltott aminosavak jelentésen nagyobb értéket
értek el (Arg ~22,5%, Lys ~19%, Glu ~7,5%, Asp ~13%), mint a tobbi aminosav (<2,5%).
A szamolt kotési szabadentalpia értékek néhany kJ/mol nagysagrendbe estek (néhanyszor
~0,01 eV), a legnagyobb érték pedig ~15 kJ/mol (azaz 0,15 eV) volt.

Song és munkatdrsai az RGD tripeptid tapadasat vizsgaltdk rutil feliileten MD
modszerrel a vizes kornyezetet figyelembe véve [63]. Fontos eredményiik, hogy a 8 ns
szimulacidjuk soran az RGD az aminocsoporttal és karboxilcsoporttal tapad meg a TiO>
feliileten és megallapitottak, hogy a kolcsonhatast az elektrosztatikus (Coulomb) és van
der Waals potencial tagok irjak le. A tokéletes kristalystruktara mellett feliileti hibakat
tartalmaz6 modell feliileteket is készitettek (bemélyedések, vakanciak). Az RGD ezeken
a feliileteken sikeresebben tudott megtapadni. Az altaluk kiszamitott adszorpcids energia
59,28 kcal/mol (azaz 2,57 eV) a tokéletes rutil feliileten, a hibat tartalmazo feliileten
pedig 106,14 kcal/mol és 237,78 kcal/mol (azaz 4,6 eV ¢és 10,31 eV) volt.

A MD szamitasokon kiviil tobb mas elméleti modszer is lehetéséget ad Kis
biomolekulak ¢és feliiletek kolcsonhatasanak —tanulmanyozasara, ezek kozil a
legfontosabbak a kvantumkémiai modszerek [64, 68, 69]. Ekkor nyomon kovethetd az
elektronszerkezet valtozas, vagy a kémiai kotések kialakulasa, azonban ezek a modszerek
nem veszik figyelembe a hémérsékletet vagy az esetek tobbségében a vizmolekulak
jelenlétét. A PhD témamhoz leginkabb ko6t6dé munkat Sowmiya és munkatarsai
publikaltak: stirtiségfunkcional (Density Functional Theory, DFT) szamitasokat végeztek
az RGD tripeptid anataz (001) TiO> feliiletre valo kotddésének leirasara [64]. Szamos
RGD molekula konforméciot megvizsgaltak, valamint tobb kicserélddési-korrelacios
funkcionallal is elvégezték a szamoldsokat. Eredményeik azt mutatjak, hogy kotési
energidban jelentds eltérés lehet az egyes molekula konformaciok kozott, valamint a
kiilonb6z6 funkcionalok esetén. Szamolasaik soran a legnagyobb kotési energidk az

1,4eV —1,6eV (32,3 kcal/mol és 36,9 kcal/mol) nagysagrendbe estek.
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srer

elméleti modszerekkel. Ezt a célt kiillonbozé MD szimulacidkkal értem el.

1)

2)

Célom volt az irodalomban eddig nem vizsgalt, az osszeointegracio
szempontjabol perspektivikus peptidek adhézidjat tanulmanyozni titdn
implantatum modell feliileten. Sejtkultara kisérletek soran mar bizonyitottan
pozitiv hatast kifejtd ujabb molekula a KRSR (Lys-Arg-Ser-Arg) tetrapeptid.
Ezért ezt a bioaktiv tetrapeptid molekulat valasztottam ahhoz, hogy
megvizsgaljam kristalyos TiO. felilletre valé tapadasat hagyomanyos

szuperszamitogépes MD szimulaciokkal, a MD szimuladcids eszkoztarat

felhasznalva.

Tovabbi célom volt egyszerii tri- €s tetrapeptidek kolcsonhatdsanak vizsgélata
gyakori kristalyos TiO2 polimorf és amorf TiO2 szerkezetii feliiletekkel. Ehhez a
szobahdémérsékleten leggyakrabban eléforduld két kristdlymodosulat, az anataz és
a rutil, valamint az amorf szerkezetii TiO; szdmitdgépes modelljét terveztem
elkésziteni. A KRSR és az irodalomban kordbban vizsgalt RGD mellett ezek
modositott valtozatainak (LRSR és RSR, illetve KGD és LGD) a tapadasat
szandékoztam megvizsgalni a modell TiO. feliiletekre. Célul tliztem ki, hogy
olyan paramétert talaljak a szimulaciés eredmények alapjan, amellyel
szisztematikusan 0ssze tudom hasonlitani a vizsgalatba bevont peptidek kotodését
a kiilonbozé kristalyos ¢és amorf TiO2 feliiletekre. Célom volt tovabba
meghatarozni a kotéseket jellemzd energia értékeket, amelyhez sziikséges volt
egy olyan specialis MD szimulacids receptira kidolgozasa, amely a nagyobb
szamU molekula és tobb fajta feliilet esetében is alkalmazhaté az elérhetd

szamitasi teljesitményt figyelembe véve.

Osszegezve meg kivantam ismerni, a MD szamitdsok segitségével, hogy az

osszeointegraciot segitd perspektivikus biomolekuldk milyen modon hatnak kodlcson a

tipikus, oxiddal boritott titan implantatum feliilletekkel. Ezt az a tavlati lehetdség

motivalta, hogy a molekuldk és a feliiletek kozotti kdlesonhatdsok célzottan irdnyithatok

legyenek a feliilet modositasaval, és a molekula kivalasztasaval.
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Ebben a fejezetben bemutatom a kutatasaim soran alkalmazott modszereket,
szimulacids protokollokat. A TiO; és a feliiletére tapado peptidek, biomolekuldk kutatasa
céljabol MD szimulaciokat készitettem. A nagy szamitas igényli MD szimulaciokat a
debreceni szuperszamitogépen (Debrecen2) végeztem el. A szuperszamitogépes
kapacitist az KIFU (Korményzati Informatikai Fejlesztési Ugynokség) HPC (High-
Performance Computing) program keretében vettem igénybe a ,,Fogészati implantatum
feliiletek és polipeptidek kolcsonhatasanak molekuladinamikai ¢és kvantumkémai

modellezése” projekt cimen.
4.1 Az altalam hasznalt MD szimulacios rendszerek

A kristalystruktarakra jellemzd, leginkabb rontgendiffrakcidos mérési eredményekbdl
szarmaztathatd, ugynevezett elemi cellak adatai elérhetéek az AMCSD-nél (American
Mineralogist Crystal Structure Database), azaz az amerikai dsvanytani kristaly struktira
adatbazisbol. Az anataz elemi celldhoz Howard és munkatarsai altal publikalt 1991-es
eredményeket hasznaltam [70]. A rutil elemi cellahoz Swope és munkatarsai altal lek6zolt
eredményeket vettem alapul [71]. Az anataz és rutil két kiilonb6z6 tetragonalis szerkezete

a TiO2-nek, a hasznalt elemi cellakat a 9. abra mutatja.

HM:I 41/a m d HM:P 42/m n m
a=3.7854 a—=4.5924
b=3.7854 b=4.592A
c=9.5144 c=2.957A
«=90.000° «=90.000°
B=90.000° B=90.000°
y=90.000° y=90.000°

9. dbra: A vizsgdlataim soran alkalmazott anataz (bal oldal) és rutil (jobb oldal) TiO;
elemi cellak, szinjelolés: sziirke: titan atom, piros: oxigén atom. A grafikdakat a IMOL

webes megjelenitd szoftverrel készitettem.

Az elemi celldkat az Olex2 szoftverrel allitottam Ossze, amely segitségével az elemi

cellak ismétlésével megépithetd a TiO: kristaly struktara [72]. Az amorf TiO2 szerkezetet
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az anataz kristaly strukturdbdl kiindulva készitettem el. A csak anatdz titan és oxigén
atomokat alkotd rendszer hdmérsékletét beallitottam 3000 K-re, hasonléan, mint ahogy
az Luan és munkatarsai publikaciojanak modszerek részében olvashato [55]. Ezen a
rendszeren eldszor egy 2 ns NVT és 0,25 ns NPT egyensulyi allapot keresés szimuléaciot
végeztem majd egy rovid, 0,5ns MD szimulacid utdn a rendszer homérsékletét
atallitottam 310 K-re, ezzel elérve, hogy hirtelen befagyjon egy folyadékszerii allapotba,
amely egy amorf szerkezetli TiO2-t eredményezett. Ezen a hdmérsékleten megismételtem
a2ns NVT ¢s 0,25 ns NPT szimuldciokat majd egy 2,5 ns MD szimulaciot végeztem az

amorf TiO2 rendszeren. A szimulaciokhoz az id61épéskozt 2 fs-nak valasztottam meg.

A 10. dbra mutatja az elkészitett TiO2 modelleket VMD 1.9.4 szoftverrel dbrazolva
VDW reprezentacidban ortografikus nézetben.
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10. dbra: Az elemi cellakbol elkeészitett TiO> kristaly modell és az amorf TiO> modell.

Az abrat a VMD 1.9.4 szoftverrel készitettem. A piros szin jeloli az oxigén, a rozsaszin

a titan atomokat.

A szimulaciokhoz tobb peptid modellt készitettem a Gabedit 2.5.0 szoftver
peptidszerkeszté moduljaval [73]. Az irodalomban mar alaposan tanulméanyozott RGD

(Arg-Gly-Asp) tripeptid mellett a MD modszerekkel még nem vizsgalt KRSR (Lys-Arg-
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Ser-Arg) tetrapeptidet szerkesztettem meg. Ezenfeliil az RGD peptiden a toltott Arg részt
lecseréltem Leu nem polaros aminosavra, igy kaptam az LGD peptidet, valamint a szintén
toltott Lys aminosavra, ez pedig a KGD tripeptid molekulat eredményezte. A KRSR
esetén szintén kicseréltem az elso toltott Lys aminosavrészt Leu-ra, ez eredményezte az
LRSR peptidet, valamint az elsé aminsoav részt levagva az RSR peptiden végeztem a
késébbiek soran szimulaciokat. A 11. dbra mutatja az elkészitett peptidek képletét,

valamint a 12. abra VMD-vel készitett szokasos CPK reprezentaciot [74].

KGD KRSR LGD

11. @bra: A szimulaciokhoz hasznalt hat peptid képlete. Az abrat a Schrodinger Maestro
2023-3 szoftverrel készitettem el.

-30-



Modszerek

LEU1

12. abra: Az elkeészitett peptid modellek CPK reprezentdacioban. Az abrakat VMD 1.9.4
szoftverrel készitettem. Szinjelolés: piros oxigén, kék nitrogén, cidn szén, sziirke

hidrogen.
4.2 MD szimulacios protokollok

Az elsé harom tézisponthoz kapcsolodd MD szimuldcid soran az anatdz kristalyos
TiO> feliiletre tapadd KRSR peptidet vizsgaltam. Az Olex2 szoftver segitségével készitett
anataz modell felsé feliiletének az (100) feliiletet allitottam be [72]. A teljes szimulacios
tér egy 4,5nm X 8,3nm X 11 nm méretli doboz. A z tengely a feliiletre merdleges
tengely, ahol a KRSR peptidet elhelyeztem. Az anataz TiO2 z = 0 nm poziciotol 4 nm
magassagig tart és a kiindulasi helyzetben felette helyezkedik el 2 nm-re a Gabedit 2.5.0-
val megszerkesztett KRSR peptid [73]. A rendszerben a TIP3P (Transferable
Intermolecular Potential 3-Point) vizmodellt hasznaltam, amelyet az irodalomban széles
korben hasznalnak MD szimulaciok soran. Ez a vizmodell harom pontbol allé6 merev
vizmolekulat ir le a megfeleld6 paraméterekkel (parcialis toltések, Lennard-Jones
paraméterek sth.) [75]. A felt6ltés soran 7625 vizmolekulat helyez el az algoritmus a
rendszerbe. A szimulacios tér periodikus hatarfeltétellel rendelkezik (PBC, Periodic
rendszer. Az ezutdni Iépésben kicseréltem a GROMACS-ba beépitett genion
algoritmussal 13 vizmolekulat 5 Na* és 8 CI  ionra, ligyelve arra, hogy a teljes szimulacios

tér toltése semleges legyen (ez 0,1% NaCl koncentraciot jelent a vizes fazisban). A
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szimulaciokhoz a CHARMM36 eréteret alkalmaztam, amely tartalmazta a KRSR peptid,
a vizmolekuldk ¢és az ionok potencial paramétereit, [76, 77]. A TiO2 potencial
paraméterck esetében az el6zéekben leirt modon, Luan és munkatarsai altal megadott

értékeket hasznaltam [55].

Ezt kdvetden egyensulyi allapotba hoztam az anataz-KRSR rendszert, amely harom
1épésbal allt: 1) energia-minimalizacios 1épés (EM), 2) NVT (kanonikus sokasag, azaz
konstans N részecskeszam, V térfogat és T homérséklet), valamint 3) egy NPT
(izotermal-izobar sokasag, azaz konstans az N részecskeszam, P nyomas és T
hémérséklet). Az EM egy fontos iterativ 1épés, amely szokésosan megeldzi az egyensulyi
allapot keresést és MD szimulacidkat. Az egyes iteraciok sordn az algoritmus
meghatarozza a potencialt és annak gradiensét, majd meghatdrozza ezen értékhez a
részecske pozicid valtozasat. Ezt kdvetden, Gjra meghatarozva a potencialis energiat a
megvaltozott koordinatak szerint megvizsgalhatd, hogy konvergal-e az eredmény. Az EM
1épés célja, hogy az adott molekularis rendszer potencialis energidja minimum értéket
vegyen fel. A rendszer Gsszeallitasa soran a véletlenszerli elrendezddés kovetkeztében
felvett tal kozeli atomok és molekuldk mar a kiindulasnal akar {itk6z6 pozicidban is
lehetnek, ezaltal formalisan nagyon nagy potencialis energia értékek jelennének meg. Az
EM algoritmus ezt a nem valds tobblet potencialis energiat csokkenti a részecskék
megfeleld elmozditasaval. Az EM szamitasokhoz a széleskorben alkalmazott steep
integratort (steepest descent minimazation) hasznaltam. Az EM 2000 1épésbdl allt, majd
ezt kovette egy 500 ps hosszt NVT szimulacio és egy 100 ps hosszit NPT szimulécio
At = 1 fs id6lépéskozzel. Ezen szimulacioknal a hémérsékletet 310 K-re allitottam be,
az idOkonstanst a V-rescale termosztat szamara 7 = 0,1 ps-ra allitottam és az NPT-nél
a nyomast P = 1 bar (= 100 kPa)-ra és a Parrinello-Rahman barosztatot hasznaltam
Tp = 2 ps idkonstanssal. A szomszédos részecskéknél a maximalis Coulomb és van der
Waals levagasi tavolsagot (cut off) 1 nm-re allitottam be. A program a MD szamitasok

soran e tavolsagot meghaladd szomszédoktol j6vO jarulékokat mar nem vette figyelembe.

Az NVT, NPT és MD szimulacioknal az el6zéekben targyalt, a GROMACS- ba
beépitett bakugras algoritmust alkalmaztam az iddbeli integralashoz. A teljes MD
szimulacids id6 hossza 200 ns volt, az id6lépéskozt At = 2 fs-ra allitottam. A 200 ns-0s
szimulacids ideji MD szimulacido utolsé allapotit tovabbi REMD szimuldciora

készitettem fel, amely a 2. és 3. tézispont eredményeihez kapcsolodik.
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A negyedik és 6todik tézisponthoz tartozé MD szimuléaciok sordn szintén az AMCSD-
n elérhetd anataz, rutil elemi cellakkal épitettem fel a kristaly szerkezeteket [70, 71], az
amorf strukturat az eldzéekben targyalt modon készitettem eld. A megszerkesztett anataz
TiO2 kristaly struktara mérete: 2,64 nm X 4,58 nm X 10,26 nm, a rutilé pedig:
2,11 nm x 4,89 nm x 10,67 nm volt. A MD szimulaciokat a Debrecen2 (Leo) GPU
klaszteren futtattam a 2019.6 verziéju GROMACS-on. A Gabedit 2.5.0 programmal
elkészitett KGD, KRSR, LGD, LRSR, RGD ¢s RSR peptideket ezutan véletlenszeriien
~2 nm-re helyeztem el a TiO- feliiletektol.

A kovetkezd 1épésben a harom kiillonb6zd szerkezetli TiO: feliiletre merdleges
tengely mentén kibévitettem a rendszerek szamara rendelkezésre allo teret 7 nm-rel. Az
igy nyert lires térrészben elhelyeztem az egyes peptideket. Az ezutdni 1€pésben tortént a
viz modellmolekulakkal (TIP3P) valo feltoltés [75], ami atlagosan 11200 vizmolekulat
eredményezett az anataz feliileten, 12800-at a rutilon és 9800-at az amorf TiO2-n. Az
ezutani lépésben a GENION algoritmus segitségével véletlenszeriien kicseréltem 10 db
vizmolekulat (5 db Na* és 5 db CI" ion keriilt a rendszerbe) ligyelve arra, hogy toltés
semleges legyen a rendszerben. Tehat, ha valamelyik peptid toltéssel rendelkezik, akkor
az ellentétes toltésii ionbol annyival tobb keriilt a szimulacios térbe (KRSR esetén példaul
tovabbi 3 ClI" ion). A szimulaciok soran a CHARMM36 erdteret alkalmaztam és a fent
emlitett TiO2 potencial paramétereket. Ezt kovetden egyensulyi allapotba hoztam a
rendszert, amely hasonloan az el6z6hez, harom 1épésbdl allt: EM, NVT, valamint egy

NPT szimulaciobol. Az EM maximum 4000 1épésbdl allt. Az EM algoritmus megallt, ha
kj

mol-nm

a kivant legnagyobb erd értéket elérte a rendszer, amit 500 -nak hatdroztam meg.

A van der Waals és Coulomb kdolcsonhatas levagasat 1 nm allitottam be. A kovetkezd
1épés volt az egyensulyi allapot megkeresése, amit két részre bontottam; egy 1,5ns
hossza NVT tipusi MD szimulaciora és egy 0,5 ns NPT tipustura. A peptideket alkotd

lancra egy tovabbi harmonikus kényszert irtam el6 az egyensulyi allapot keresése sordn,
kj
mol-nm?

mely D = 1000

rugo allanddval volt jellemezhetd. Erre azért volt sziikség, hogy

a peptid a kezdeti poziciotol ne mozduljon el az egyensulyi allapot keresési szimulaciok
soran. Mind az NVT és NPT soran az id6lépéskoz At = 2 fs volt, a numerikus integralas
a bakugras algoritmussal tortént és a homérséklet pedig T = 310 K volt. Az NVT soran

V-rescale termosztatot hasznaltam, amely soran a vizmolekuldk alkottak egy csoportot és
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a feliiletet alkoto TiO2 atomok, valamint a peptidek kiilon még egyet. A termosztatnal
alkalmazott idokonstanst 7 = 0,1 ps-nak valasztottam. Az NPT egyensulyi allapot
keres6 szimulacional a nyomast P = 1 bar (= 100 kPa), a Parrinello-Rahman barosztat
iddéallandot tp = 2 ps-nak hataroztam meg. Tovabbd az NVT és NPT szimulacioknal
mind a harom irdnyba bedllitdsra keriilt a periodikus hatarfeltétel. Az igy kapott
egyensulyi allapotban rengeteg vizmolekula tapadt meg a TiO feliileten. A vizes fazisba
ezért ujabb TIP3P vizmolekula feltoltést végeztem, ami atlagosan 2360 vizmolekulat
helyezett el a szimulacios térben, majd Ujra atesett az elobb emlitett harom egyensulyi

allapot beallitas 1épéseken a rendszer (EM, 1,5 ns NVT és 0,5 ns NPT).

A masodik MD szimulacio sorozat esetén az id61épéskozt tovabbra is At = 2 fs-nak
valasztottam meg ¢és a teljes szimulacid n = 250 000 000 1épésbdl allt, azaz a teljes
szimulacids id6tartam t = 500 ns volt. Az idébeli numerikus integralas szintén a

bakugras algoritmussal tortént.
4.3 MD trajektoria eredmények elemzése

A MD eredmények elemzésekhez szdmos, az irodalomban jol bevalt modszert
alkalmaztam, ugy, mint RMSD (Root Mean Square Deviation) meghatarozasa vagy az
RDF (Radial Distribution Function) kiszamitasa. Az RMSD a referencia atomi
koordinatakhoz képest a vizsgalt molekula atomi koordinatainak az eltérését jelenti. A
referencia allapot altalaban az egyensulyi allapotban megtalalt molekula allapot szokott
lenni vagy a rontgen diffrakcios mérések soran kapott struktira. Az RMSD az egyik
leggyakrabban hasznalt mennyiség a MD elemzések soran; informaciot szolgaltat arrdl,
hogy a rendszerben kijelolt molekula vagy molekula részek mennyire valtoznak az id6
figgvényében a MD szimulacidé soran. Az RMSD értéket tomegsulyozott esetben a

kovetkezd formulaval lehet meghatarozni:

RMSD(tl, tZ) = [% évzl mi(ri(tl) - ri(tz))z]l/z, (24)

ahol M = YN, m; a molekula 6ssztomege, 1;(t;) és r;(t,) a molekula i-edik atomjanak
koordinataja a t;-edik és t,-edik iddpillanatokban. Az RMSD meghatarozasakor
legkisebb négyzetes illesztést szokas végezni a molekula kiilonb6z6 iddpontbeli

szerkezetei kozott, igy kikiiszoboljiikk a molekula teljes transzlaciojat és a rotaciodjat, olyan

mennyiséget kapunk, ami csak a molekula alakjanak valtozasat irja le.
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Az RDF szamolas megadja a vizsgalt részecskék kozotti tavolsagok g(r) eloszlasat
a MD szimulécio6 soran. Kristalyos és amorf szerkezet vizsgalatkor kiilondsen hasznos,

hiszen megadja, hogy milyen karakterisztikus tdvolsdgokra vannak egymastol az egyes
atomok.

25

=15 |

R

05

0 05 1 15
Tavolsag (nm)

13. dbra: Az elkeszitett amorf TiO> szerkezet atomjainak (RDF) radialis eloszlasa a
tavolsag fiiggvényében.

A 13. dbra mutatja az elkészitett amorf szerkezetet alkotd oxigén-oxigén atomok és
titan-titdn atomok tavolsdganak eloszlasat. Az eloszlasokban lathatd maximumok jol
egybeesnek Luan ¢és munkatarsai altal készitett amorf TiO2 nanorészecske radidlis
eloszlasaval [55]. Tovabba a kutatas soran elemeztem a peptidek TiO> feliiletektdl vett

tavolsadgat; megvizsgaltam, hogy a feliilethez kothetd legkozelebbi atom tavolsaga

hogyan valtozik az 1d6 fiiggvényében.

4.4 REMD szimulacio protokoll

A replika kicserélési molekula szimulaciok (Replica Exchange Molecular Dynamics,
REMD) soran tobb MD szimulacié fut parhuzamosan kiilonb6zé hémérsékleten [46]. A
kiilonb6zé homérseékleti. MD  szimulédcidkat replikaknak nevezik és bizonyos
1d6kozonként a kijelolt részek (molekuldk vagy térrészek stb.) kicserélédhetnek a
szomszédos replikak kozott. Az i-edik és j-edik replika kozotti csere P valosziniisége a

kovetkezd Boltzmann eloszlas kifejezéssel hatarozhatdo meg:
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P(i & j) = min <1, exp I(ﬁ — kBlTj> [U; - UJ]D, (25)
ahol kg = 1,38 - 10‘23é a Boltzmann-allando, T; és T; az i-edik és j-edik szimulacios
replika hdmérséklete. Az U; és U; a kicserélendd i-edik és j-edik replikaban a kijelolt
részek potencidlis energidja. A csere segitségével feltérképezhetok azok a kiilonb6zo
molekulaallapotok, amelyek egyetlen hémérsékleten térténé szimulacioval nem lettek
volna elérhetdek, vagy csak nagyon hosszll szimulacié soran keriilt volna a molekula ezen
allapoktokba. A homérséklet kiillonboség megvalasztisa az egyes szimuldciok kozott
fontos 1épés, hiszen, ha tul nagy a hdmérséklet kiilonbség, akkor a (25) egyenlet alapjan
a csere valoszinlisége 0-hoz tart. A REMD szimuléaciok soran a csere valdsziniiséget
érdemes 20-50%-ra beallitani. Az én REMD szimulaciéimnal AT = 1,5 K hémérséklet
kiilonbséget allitottam be a szomszédos replikdk kozott. A KRSR molekula csere
valoszintisége atlagosan 30%-ra adodott. Fontos kiemelni, hogy ez a vizsgalt rendszertdl
is fiigg, hiszen a potencidlis energidk jelentdsen eltérhetnek nagyon kiilonbozo rendszerek
esetén. Osszesen 96 kiilonbozé szalon futott a REMD szimulacio, a legalacsonyabb
hémérséklet 310 K-re allitottam be, igy a legmagasabb hémérséklet 452,5 K-nek adodott.
A REMD szimulaciot egy rovid felflitési (annealing) 1,25 ns NPT szimulécio elézte meg.
Az egyes REMD szimulaciok idéhossza 50 ns volt. Az id6lépéskozt tovabbra is 2 fs-nak
allitottam be és a csere minden 500-ik 1épésnél, azaz 1 ps-on ként torténhetett meg. A
REMD szimulaciok esetén altaldban a legalacsonyabb hdmérsékleti replika keriil
elemzésre, mivel a legalacsonyabb potencialis energiaval rendelkezd allapotok erre a
szimulacios szalra keriilnek a cseréknek koszonhetden. Ezen a szimulacids szalon
végeztem ¢én is elemzéseket. Megvizsgaltam, hogy milyen kiilonb6z6 molekula
konformacios sokasdg fordul el6 a ,linkage” klaszterezési modszerrel. A modszer
lényege, hogy a kiilonb6z6 molekula konformaciokat az RMSD alapjan valasztja szét,
azaz, ha a KRSR molekulat alkoté atomok koordinataiban egy bizonyos érték feletti
eltérés adodik, akkor kiilon molekula konformacids klaszterként kezeli. Ezek alapjan én
a klaszterezésnél a szokasos 0,1 nm RMSD levagésat alkalmaztam a konformaciok

elkilonitésére.

-36 -



Modszerek

4.5 Elhuzas szimuldcio protokollok

A harmadik és 6todik tézisponthoz tartozd vizsgalataim soran elhuzas (pull) MD
szimulaciokat hajtottam végre. Az elébbinél a REMD szimulacidkkal feltérképezett
dominans KRSR molekula klaszter reprezentdnssal végeztem elhuzasi szimulaciot. Az
elhuzast az anataz TiO; feliiletre merdleges tengely mentén végeztem, ebben az esetben
ez volt a z tengely. A szimulacios teret Kibovitettem a z tengely mentén 18 nm-re, hogy
a molekulat a feliilettdl el lehessen huzni par nm-re. Mivel a szimulacids tér kiboviilt,

ezért egy uj 200 ps NPT egyensulyi MD szimulaciot végeztem az elhlizas elott. Az
kj

mol nm?2

elhizds sordn a KRSR molekula tomegkozéppontjara egy D = 1000

rugodallandéval jellemezhet6é (umbrella tipust) harmonikus potencialt alkalmaztam, az
elhuzas sebességét 5 nm/ns-nak valasztottam. Az elhtzasi szimulacié hossza 1 ns volt
2 fs iddlépéskdzzel, a Coulomb és van der Waals levagési tavolsagot pedig 1,4 nm-re

allitottam be.

Az 6todik tézisponthoz kapcsolodo elhuizas szimulaciok soran hat kiilonb6z6 peptidet
a haromfajta TiO- feliiletté]l htiztam el. A 18 darab MD szamolas egyenként 500 ns-0s
szimulacids idGtartomanyabol azokhoz az idépontokhoz tartozd peptid allapotokat
hasznaltam kiindulasi allapotként, amikor az adott peptid a feliilethez a legkdzelebb
keriilt. Ezen peptid pozicidk mintegy 1 atom tavolsagra (~0,13 nm-t6l 0,22-ig) voltak a

TiO> feliiletektdl. Az elhuzasi szimulaciot egy 500 ps NPT egyensulyi szimulacio eldzte
kJ

mol-nm?2

meg, ahol a peptidlancokat alkotdé atomokra egy 1000 rugdallanddval
jellemezhetd harmonikus kényszert irtam eld, hogy a helyiikon maradjanak. Az elhtizas
sebességét 10 nm/ns-re allitottam be, valamint a Coulomb és van der Waals levagasi
tavolsdgot ebben az esetben is 1,4 nm-nek hatdroztam meg. Az 6todik tézispont
legfontosabb eredményét az elhtizas soran kapott er6-tavolsag grafikonok elemzésével
kaptam. Numerikus modszerrel kiszamoltam a gérbe alatti teriiletet azon pontig, ahol a

feliilet és a peptid kozott kdlesonhatas megsziint. A (26) egyenletben megadott hurtrapéz

formuléval kozelitettem a teriiletet:
L 1
Jo FGOdx ~ S XL, e — xi-1) (Fi + Fioy), (26)
ahol L a feliilet-peptid kolcsonhatas tavolsaga (ez példaul ~1,5 nm a 14. abran), x; jeloli

a felvett tavolsag értékeket, F; pedig az ezekhez tartoz6 erd értékeket, amelyekbdl N darab
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van. A 14. dbra példaként egy felvett eré-tavolsdg gorbét mutat, a jobb oldali diagram
pedig a bal oldali abrarol 3 felvett értéket mutat egy sziik tavolsag tartomanyban.
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14. abra: Példa az eré-tavolsag gorbére (bal oldali grafikon), illetve ennek egy részlete
(jobb oldali grafikon), melyen 3 érték ldthaté az alkalmazott trapéz teriilet kozelités

Sformulajaval.

4.6 Umbrella sampling és PMF

A harmadik tézisponthoz tartoz6 vizsgalatok soran umbrella samplinget hajtottam
végre, amely egy specidlis MD mintavételezési technika, ami a rendszer kiilonb6zd
allapotai kozott a szabadentalpia kiilonbségeket tudja megbecsiilni. Ehhez az anataz TiO2
feliilettdl elhtuzott KRSR molekula trajektoriat elemeztem. Kijeldltem 24, egymastol
egységes tavolsagra 1évé pontot, amelyekhez tartozo allapotokat az umbrella sampling
MD szimulaciok kiindulasi allapotainak tekintettem. A KRSR-feliilet legkozelebbi
atomjainak tavolsaga 0,156 nm volt az elsé mintavételezés soran, a legtavolabbi esetben
pedig 2,77 nm. A 15. abra sematikusan szemlélteti a harmonikus potenciallal kiilonb6z6
pontokban rogzitett KRSR molekula tomegkozéppont pozicidit és a MD szimulaciokbol

kapott hely szerinti eloszlasait.

-38-



Modszerek

Harmonikus potenciéllal
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15. dbra: Az umbrella sampling soran kiilonbozé pontokban régzitettem egy
harmonikus potenciallal a KRSR molekula tomegkozépponjtat, majd az igy elvegzett

MD szimuldcidk sordn a kitérések eloszldsat elemeztem.

Az igy kapott molekula tomegkozéppont pozicio kitérések az id6 folyamén egy normalis
kj

mol-nm?

eloszlast kovetnek. A tomegkozéppontot egy D = 1000 rugo6allanddval

jellemezhet6 harmonikus potencial tartotta az egyes poziciokban. A mintavételezést egy
1,2 ns NPT egyensulyi allapot keresés szimulacié eldzte meg mind a 24 pozicidban. Az
egyes pontokban 10 ns MD szimulaciot végeztem 2 fs id6lépéskozzel. Az eredményeket
a GROMACS-ba beépitett WHAM algoritmus segitségével elemeztem [78]. A WHAM
(Weighted Histogram Analysis Method) segitségével a molekulara hato eredd erdk
atlagaihoz meghatarozhatjuk a potencidlis energia értéket (PMF, Potential of Mean
Force). Jelen esetben azt az atlagos er6t hatarozza meg a WHAM, ami a KRSR molekula
tomegkozéppontjara hat az egyes pontokban az umbrella sampling soran, és ezekhez
szamol potencial értékeket. A kapott PMF értékek a kiilonb6z6 pozicidkban egy gorbét

rajzolnak ki, és e gorbe alapjan szamolhat6 ki a AG kotési szabadentalpia.
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5 Eredmények és diszkusszio

5.1 A KRSR molekula - anataz TiO- feliilet kolcsénhatasanak MD szimulacioja

Anataz (100) feliiletre a négy aminosavbol all6 KRSR molekula adszorpciojat
modelleztem vizes kérnyezetben MD szimuldciok elvégzésével. A létrehozott anataz
modell mérete 4,5nm X 8,3 nm X 4nm, 17820 Ti és O atomot tartalmazott 1:2
aranyban. A vizes fazis a TiO; feliilet felett helyezkedett el. A teljes szimulaciés doboz
mérete 4,5 nm X 8,3 nm X 11 nm, 6sszesen 7625 vizmolekulat tartalmazott, valamint
véletlenszeriien elhelyezve 5 Na* és 8 Cl” iont. A KRSR molekula hdromszorosan toltott
pozitivan, ezért tobb Cl iont helyeztem el, hogy semleges t6ltésti legyen a teljes rendszer.
A kezdeti allapotot tekintve a KRSR tetrapeptid a feliilett6l kezdetben mintegy 2 nm-re
helyezkedett el, amelyet a 16. abra mutat.

¢, LYS1

16. dbra: A titan-dioxid feliilet és a KRSR peptid kezdeti dllapota, vizmolekulak
abrazolasa nélkiil. Az abra, ami a VMD 1.9.4 program segitségével késziilt, az atomokat

CPK reprezentdcioban mutatja.

A kezdeti geometrianak megfelelé rendszer — amelyben az atomok elhelyezkedése
még nem Kkeriilt egyensulyi allapotba — egy 2000 Iépéses energia-minimalizacios
eljaradson esett at eloszor. Ez az eljards a teljes rendszerre szamolt potencialis energiat

mintegy 1500 Iépésben csokkentette a kezdeti potencialis energia értékrdl mintegy —2,2 -

107 m—(])l értekre. A rendszer potencidlis energidjanak véltozasat a 17. abra szemlélteti,
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amely egy szokésos exponencialis csokkenést mutat a 1épések szamanak fiiggvényében
[44, 46].

Minimalizacids |épések szdma
[} 500 1000 1500 2000

:

g

R
g
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-

17. abra: Az anataz-KRSR rendszer potencidlis energiaja a minimalizdcios eljaras

b
3

g

Potenciélis energia (ki/mol)

soran a lépések szamanak fiiggvényében.

A MD szimulacidt megel6z6 egyensulyi allapot keresés egy 500 ps hosszi NVT és
egy 100 ps hosszi NPT szimulaciobol tevodott 6ssze 1 fs id6lépéskdzzel, a homérsékletet
pedig T = 310 K-re allitottam be. Ezeknél a szimulacioknal a V-rescale termosztat
modszert alkalmaztam (id61épés T = 0,1 ps, lasd (20) egyenlet), tovabba az NPT-nél
Parrinello-Rahman barosztatot P = 1 bar nyoméson (az id6lépés ,, = 2 ps, lasd (22)
egyenlet). A Coulomb ¢és van der Waals levagas paramétereket 1 nm-re allitottam be.

Az egyensulyi allapot keresési szimulaciokban a periodikus hatarfeltételt (PBC) is

bedllitottam. A 18. 4bra mutatja a teljes rendszer potencidlis energiajat az 1d6

fliggvényében az NVT és NPT szimulacidk soran.

1dé (ps) 1d6 (ps)
0 100 200 300 400 500 0 20 4 60 Ny 100
= -2.1700E+07 . . =-2.1780E+07 . ,
g g
= =
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Q Q
2 2 2azmser7 |
:g 2A7TSENO7 g
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2 2
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18. dabra: A teljes rendszer potencialis energiajanak valtozasa az idé fiiggvényében az
NVT (a) és NPT (b) szimulaciok esetén.
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Jol megfigyelhetd, hogy az NPT szimulacios ideje alatt mar igen kis mértékii a valtozas,

azaz a modellrendszer készen 4all a MD szimulaciora.

Az ezt kdvetd MD szimulacié altal kovetett teljes idohosszt 200 ns-nak valasztottam.
Ez az 1d6 skala mar relevansnak szamit a peptid molekula allapotainak megtigyeléséhez
egy feliileten. Egy ekkora rendszer ilyen id6hossz szimulacidja mar igen nagy szamitasi
kapacitast igényel, ezért ezt a Debrecen2 (Leo) szuperszamitogépen végeztem el. Ez a
200 ns-os idotartoméany bdségesen elegendd volt a feliilettel valé adszorpcio
kialakulasdhoz egy ilyen molekula esetén. Megfigyeltem, hogy a vizmolekuldk a
feliileten mar az els6 idépillanatokban (<1 ps) megtapadtak és beboritottak azt. A 19. abra
mutatja a MD szimulacio elején kiragadott pillanatképet, a feliiletre tapadt elsé

vizmolekula réteget és a TiO; feliilet atomjait.

19. dbra: A TiO; feliiletet borito vizmolekulak a MD szimuldcio elsé idd pillanataiban

mar megtapadnak. Az atomok szinkddolasa: oxigén - vords, hidrogén - fehér, titan -
rozsaszin.

A 20. dbra az anatdz TiO: feliilet és a KRSR peptid legkdzelebbi atomjainak

tavolsagat mutatja az id6 fliggvényében.

2.00
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20. abra: A KRSR peptid és az anataz TiO2 legkdzelebbi atomjainak tavolsaga az ido

fliggvényében.
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A 20. dbra alapjan az adszorpcios folyamatot hdrom fazisra osztottam fel. Az elsd
fazisban a vizes kornyezetbdl indulva a feliilethez kozeledik a molekula, amelyet az els6
1,5 ns alatt ~0,3 nm-re kozelit meg. A kovetkez6 fazisban a peptid megtapad és tartja a
~0,3 nm tavolsagot. Ekkor a peptid a vizmolekulakkal boritott feliileten tapad meg. Ez a
masodik fazis ~6 ns-ndl ér véget. A 6 ns utani id6tartomanyban, a harmadik fazisban
pedig stabilan rogziil, kozvetleniil a feliilettel hat kolcson, a vizmolekuldk kozé
be¢kelddve. Ekkor a tavolsag lecsokken mar a szoros kotési tavolsagra, ~0,15 nm-re. A
szimulacios 1d6 hatralévo részében (mintegy 194 ns) pedig ezt a tavolsagot tartja végig,

onnan nem szakad el.

A 21. abra az els6 vizmolekula réteggel fedett TiO2 feliiletrdl ¢s a KRSR molekularol
harom kiilonboz6 pillanatképet mutat. A VMD molekula trajektoria megjelenité szoftver
segitségével a KRSR molekulat a kép kdzéppontba trajektoria konvertalassal helyeztem
el, amely a kornyez6 atomok koordinatait ehhez képest modositotta. A 21. abra mutatja,
hogy jellegzetesen a KRSR t6ltott részei hatnak koleson az anataz TiO: feliilettel. A
KRSR az elsé N-terminalis, azaz a Lys toltéssel rendelkez6 aminosav aminOcsoportjaval
tapad meg. A molekula t6bb adszorpcids allapota is megfigyelhet6. Az a) abran mintegy
elteriil a feliileten a KRSR molekula, féleg a Lys része hat kdlcson a feliilettel a vizzel
boritott rétegen keresztiil. A b) abran egy hidszerii allapot figyelhetdé meg, ahol az elsd €s
utolso toltott aminosav részek (Lys €s Arg) hatnak kolcson a feliilettel, a ¢) abrén pedig
mar kozvetleniil a feliilettel hat kolcson a Lys rész, a vizmolekulak koz¢é beékelddve. A
molekula atomjainak valtozasat jellemzi az RMSD mennyiség, amelynek id6beli lefutasat
a 22. adbra mutatja. Az RMSD az egyes atomok atlagos négyzetes valtozasanak
Osszegének a négyzetgyoke. Az RMSD érték megvaltozasa a molekula alakban valtozast
jelenthet, mivel a molekulat alkot6 atomok pozicioi megvaltoznak egymashoz képest. Az
RMSD referencia pontja a szimuléaci6 kezdetén 1€vé molekula geometria, azaz a késébbi
iddpillanatokban ehhez képest nézi az algoritmus az atomi koordinataknak valtozasat. A
teljes KRSR molekula RMSD értéke ~0,12 nm koriil ingadozik az egész szimulacios id6
alatt, melynek felfutasa az elsé 1 ns szimulacids id6 soran megtorténik. Az 1 ns utani
iddpillanatokban az abra alapjan az atomi koordinatdk mar nem valtoznak jelentésen. A
legnagyobb RMSD valtozast kdzvetleniil a szimulacids 1d6 elején lathatjuk, majd szinte

ezt a szintet tartja végig a molekula.
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b)
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21. abra: Pillanatfelvétel a megkotiott KRSR molekularol és a vizmolekuldakkal boritott

TiO; rétegrdl. Az a) dbran t=1,48 ns (megkotddés pillanata), a b) abrdn t=5,88 ns, a c)
abran t=130 ns. Szinjelolés: A TiO2 Ti és O atomjait rozsaszinnel jeloltem. A viz és a
peptid atomjainak szinjelélése: hidrogen - fehér, oxigén - piros, nitrogén - sététkék és

a szén - ciankék.
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22. dabra: A KRSR peptid atomjainak valtozasat leiro RMSD az ido fiiggvényében.

A KRSR molekuldra vonatkoz6 RMSD értékek atlaga a kezdeti geometridhoz képest
0,116 nm, a szoras pedig 0,016 nm. Ez az atlagos RMSD viszonylag kis valtozasra utal;
a molekula geometridja nem valtozik sokat az egyensulyi allapot megkeresése utani MD
szimuldcid soran. A lehetséges molekula-konformaciok feltérképezéshez tovabbi

modszereket alkalmaztam, melyeket a kovetkez6 alfejezetben részletezek.

A KRSR molekula tehat stabilan megtapadt az anataz TiO; feliileten és ahogy azt a
21. abra is mutatja szamos molekula allapot megvalosult a 200 ns alatt. Maga az adhézio
a toltéssel rendelkezé csoportokon valosul meg (N-terminalis aminocsoportja, C-
terminalis karboxilcsoportja), ezek hatnak kolcson a feliilettel. Wu és munkatarsai
megvizsgaltdk az RGD (110) rutil TiO; feliileten vald tapadéasat kiilonb6zo
vizmodellekkel (TIP3P, SPC/E) [66]. Ok is azt talaltik, hogy a feliiletet alkotd oxigén
atomok jellegzetesen az RGD aminocsoportjaival (NHz", NH>" és NH>) alakitanak Ki
hidrogén-hid kotést. Eredményeik alapjan maga a vizmodell megvalasztasa nem
befolyasolta jelentdsen a feliiletre tapadd RGD molekula tapadasanak modjat, azonban a
molekula konforméci6 stabilitisaban lehet szerepe. A kordbban emlitett Zhang és
munkatarsai altal készitett kutatdsban szintén elemezték az RGD tapadasait MD
modszerekkel a vizes kornyezet figyelembevételével kiilonb6z6 kristalysika feliileteken:
rutilon (110, 100, 001, 010) és anatazon (101, 100, 001, 010) [62]. Eredményeik szintén
megerdsitették, hogy az RGD peptid a feliileten hidrogén-hid kotéssel tapad meg. Azt is
megfigyelték, hogy az egyes molekula részek kiilonbozé szerepeket toltenek be az
adszorpcid soran. A MD szimulécios eredményeik alapjdn az adhézi6é szempontjabol a

legigéretesebb feliiletek az anataz esetében a (001), a rutil esetében a (010) kristalysikok
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voltak. Az RGD konformacios valtozasat leginkabb a molekulalanc kozepén talalhato
torzionak tulajdonitottak. A megtapadt molekula vég kevéssé valtozott, amit én is

megfigyeltem a KRSR adhézidja soran.

5.2 Az anatazhoz kotott KRSR molekula konformacionak feltérképezéese REMD

szimulacioval

A dominans KRSR molekula konformaciok megallapitdséhoz a REMD modszert
alkalmaztam, amely 96 szalas, 310 K-t6l 454 K-ig kiilonb6z6é hoémérsékleti 50 ns
szimulacios idejli parhuzamos lefutasu szimuléciobdl allt. A REMD szamara a bemeneti
atomi koordinatak a 200 ns iddtartamot modellezd szimulacid utolsé iddpillanatabol
szarmaztak. A REMD soran az egyes szimuléacios szalak kozott 1,5 K hémérséklet
kiilonbséget allitottam be. Ezzel a bedllitdssal a rendszeremnél igy minden 500.
id6lépésnél (pontosan 1 ps-onként) ~30% volt a KRSR molekula csere valoszinilisége az
egyes szimulacids szalak kozott. Mivel a hdmérséklet a 96 szimuldcios szalon (replikan)
eltérd, ezért egy Gijabb egyensulyi allapot keresés el6zte meg a REMD-et minden egyes
replikan, amely egy 1,25 ns felfiitési szakaszbol allt, 2 fs id6lépéskozzel. A rendszer
felfiitések soran szdmolt potencidlis energidja az idd fliggvényében a 23. abran lathato a
legalacsonyabb ¢és a legmagasabb hdmérsékletli replika esetében. Nyilvanvald, hogy a
legalacsonyabb hémérsékletii replika esetében a hémérséklet nem valtozik, tehat csak egy

kis mértéki potencialis energia ingadozas figyelheté meg (23. abra a) része).

1d6 (ps) 1d6 (ps)
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!
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Potencidlis energia (kJ/mol)

|

a) b)
23. dbra: A REMD szimulaciokat megeldzo felfiités soran az anataz-KRSR rendszer
potencidlis energiaja az idé fiiggvényében; a) a legkisebb T=310 K hémérsékletii
replika, b) T=452,5 K hémérsékletii replika.

- 46 -



Eredmények és diszkusszid

A 23. abra b) részén a rendszer potencialis energidja folyamatosan novekszik a

hémérséklet novekedésének megfelelden.
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24. dbra: A REMD szimuldaciokat megel6zd felfiités soran az anataz-KRSR rendszer
hémérséklete az idé fiiggvényében,; a) a legkisebb, T=310 K homérsékletii replika, b)
T=452,5 K hémérsékletii replika.

A 24. 4bra azt mutatja, hogy a legkisebb hdmérsékletii replikan, a hdmérséklet a beallitott
310 K érték kortil oszcillal, a b) részen pedig a fokozatos hdmérséklet emelkedés lathato,

rajta kis oszcillaciokkal.

A molekula klaszterezési analizist a legalacsonyabb hdmérsékletli szimulacios szalon
végeztem el, mivel a legalacsonyabb potencidlis energiaval rendelkezd allapotok erre a
replikara keriiltek. A kiilonboz6 konformaciok feltérképezéséhez linkage clustering
modszert alkalmaztam, ahol az RMSD levagas (cut-off) 0,1 nm-re kertilt beallitasra. Ez
azt jelenti, hogy egy adott klaszterben talalhaté barmely molekulaallapot kevesebb, mint
0,1 nm RMSD értékben tér el a klaszterben taldlhato valamelyik allapottol. Osszesen 468
klasztert eredményezett az analizis, tovabba 4539 klaszter konformacid-atmenet tortént
ezek kozott. A klaszter méret definicid szerint azt jelenti, hogy a szimulacié soran a
molekula hany alkalommal keriil be az adott klaszert jellemz6 konformacios allapothoz

kozeli allapotba, e kevéssé eltéré molekula allapotok szama adja meg a klaszter méretet.

Az egyes konformaciok kozotti atmeneteket mutatja a 25. abra, melyen az lathato,
hogy az id6 eldrehaladtaval Gijabb konformaciok jelennek meg, de a legalso 1-es klaszter
(a 25. abran az x tengelyen 1év6, néha szaggatott kék vonal jelzi) és még néhany tovabbi
klaszter konformacidhoz tobbszor visszatér a molekula a REMD szimulacios idejének

egy részében.

-47 -



Eredmények és diszkusszid

500
450 #
a0 |
350 |

w
8

Klaszter szam
N N
8 8

50

Szimulaciésidé (ns)

25. dbra: Az egyes klaszteratmenetek a szimulacios ido fiiggvényében.

A négy dominans konformaciohoz tartozé klaszter méret a kovetkez6: 1-es klaszter
4751 klaszter méret, 28-as klaszter 516 klaszter méret, 56-o0s klaszter 685 klaszter méret,
58-as klaszter 1724 klaszter méret. Az elsé 58 legpopuldltabb klaszter szimulacids

idéarany eloszlasat mutatja a 26. abra.
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26. dbra: Az elsé 58 molekula konformaciohoz tartozo szimuldacios idéarany. A
konformacios idéarany a molekula az adott geometriaban toltott osszes idejének a teljes

szimuldcios idohoz képesti aranya.

A REMD eredménye azt mutatja, hogy a KRSR molekula az anataz feliileten az 1-es

klaszterre jellemz6 molekula konformacioban toltotte az ideje 40%-at. A tobbi domindns
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molekula konformacidban toltott id6 ehhez képest joval kevesebb, a 28-as 5%, az 56-0s

5% és az 58-as konformacié 18%-ban jelent meg a teljes szimulacios idéhoz viszonyitva.

s

cres

A 27. abra a leggyakrabban el6forduld négy klaszter konformacidhoz tartozo
molekula alakokat mutatja két nézetbdl. Az el6zd alfejezetben leirt megfigyeléseknek
megfeleléen a feliileten valé megtapadasban fontos szerepet toltenek be a KRSR peptid
toltott részei (Lys, Arg). Kiilondsen az N-terminalis (Lys) rész szerepe fontos ezen
allapotokban. Az egyes molekula konformaciok kozotti eltérés a molekula alakjaban
latszik. A kiilonb6z6 molekula konformaciok jellegzetesen olyan allapotokat mutattak,
ahol a KRSR molekula példaul hidszerii allapotot vesz fel (N-terminélis és C-terminalis
is tapad a feliiletre, a peptidlanc k6zéps6 része pedig a vizes fazisban helyezkedik el),
illetve csak az N-terminalis vagy csak a C-terminalis rész tapad a feliilethez (a tovabbi

részek ekkor a vizes fazisban talalhatoak).
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27. abra: A négy legdominansabb KRSR peptid konformdcio a REMD soran két
kiilonboz6 nézetbdl. Az anataz feliilet alul helyezkedik el. Bal oldalt a klaszterek

sorszamai lathatok.
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Osszegezve meghataroztam a KRSR tetrapeptid molekula konformacioit az anataz
TiOy felilleten REMD modszerrel. Ezek megfelelnek a KRSR molekula lehetséges
energia allapotainak a TiO2 felilletén. A 310 K-re jellemz6 kiilonb6zé molekula

konformaciokat single linkage RMSD klaszterezéssel térképeztem fel. Ezen klaszterek

ey

HYSN4

molekula-elhtizasi szimulacid és umbrella sampling soran ezzel a leggyakoribb allapottal
dolgoztam tovabb. Altalaban az egyes klaszterek reprezentansaként a klaszter atlagos
molekula szerkezetéhez képest legkevésbé eltérét szokas megadni, amelynek igy a

legkisebb atlagos tavolsadga van a tobbihez képest.

5.3 Anatizhoz kotott KRSR peptid elhizds szimulacioja, a kotési szabadentalpia

meghatarozasa

A REMD eredményéiil kapott legnagyobb eléfordulasi gyakorisaga KRSR molekula
konformaciot tovabbi elhuzasi szimulacidohoz, mint kiindulasi allapot hasznaltam fel.
Ebben a konformacids allapotban 1évé molekulat a szimulacié soran a TiO: feliiletre

merdleges tengely mentén huztam el. A htuzast egy harmonikus potencial (rugd potencial)
kj

mol-nm?2

~

segitségével valositottam meg. A molekula tomegkdzéppontjara hato, 1000
1,66% rugoéallandoval jellemezhetd harmonikus potencidllal huztam a molekulat,

amelynek a tavolodasi sebessége a feliilettdl 5 % volt. A teljes elhuzasi eljaras 1 ns-ig

tartott, azaz ezzel a sebességgel 5 nm-re huztam el a feliilettél a molekulat. A 28. abra

pillanatképeket tartalmaz a huzasrol kiilonb6z6 1dépontokbal.

Az elhuzasi folyamat soran tovabbra is kdlcsonhatasban van a KRSR molekula a
kornyezetében 1évo vizmolekuldkkal, illetve ionokkal, valamint kezdetben a TiO2
feltiletet alkot6 atomokkal is. Az elhuzas soran a molekula toémegkozéppontjara kifejtett
erd valtozik, a kezdeti allapotban a molekula még tapad a feliilethez és a rugo, ami a
megadott sebességgel tavolodik egyre nagyobb erét fog kifejteni egészen addig, amig a
molekula el nem szakad a feliilettdl. Ezt a kifejtett erdt az id6 fliggvényében a 29. abra

mutatja.
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28. dbra: Pillanatképek a KRSR molekula TiO: feliilett6l valo elhuzdsarol.
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29. dabra: A KRSR molekula tomegkozéppontjara kifejtett eré az elhuzdsi szimuldacios

idé sordn az idé fiiggvényében.

A KRSR molekula TiO: feliilett6] valo elszakadashoz sziikséges kritikus erd értéket

~0,2 ns-nal éri el az elhuzasi szimulacio soran. Ekkor a feliilettdl elszakad a molekula, és
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hirtelen lecsokken az erd értéke. A tovabbi szakaszban a KRSR peptid a vizmolekulakkal

hat koleson, és az ebbdl kovetkezd zaj jelenik meg a gorbén. A legnagyobb erdérték

400 mol-]nm ~ 664,2 pN, ami az elszakitashoz sziikséges. A szakadas utani oszcillaciok

kj

mol-nm

kozott valtozik (100 —L— ~ 166,1 pN).

mol-nm

kapcsan megjelend eré —100 és +100

crer

valtozasat abrazoltam. A nulla id6pontban a tomegkdzéppont a feliilet felett talalhatod
z=3,7 nm magassagra. Az idé elérehaladtaval megfigyelhetd, ahogy a molekula
tomegkozéppontja fokozatosan tavolodik a feliilett6l egészen 8,7 nm-ig amelyet 1 ns-nal
ér el. Ez 1d6 alatt a gdrbe meredeksége 1ényegesen nem valtozik, azonban ~0,2 ns-nal
latszik rajta egy ugrds. Ez idoben megfelel a 29. dbran lathato hirtelen erdcsokkenésnek,
ami jol mutatja, hogy ekkor szakad el a molekula a feliilettdl. A gorbe csak kissé tér el az
egyenestOl, kisebb kilengések figyelhetéek meg rajta, amelyek a vizes kornyezettel vald
kolcsonhatasbol adodnak.

10
8
a—
£
L s
0
L
S 4
a
N
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0 02 0.4 0.6 0.8 1
Id6 (ns)

30. dbra: A molekula-tomegkdzéppont TiO, feliilettél valé tavolsiga az id6
fiiggvenyében az elhuzdsi szimuldcio soran.

Az elhizds utdn mintavételezést (umbrella sampling) végeztem 24 kiilonbzd
pozicidban. Ehhez eldszor a feliiletre merdleges tengely mentén megvizsgaltam a KRSR
molekula tomegkdzéppontjanak tavolodasat és kijeldltem 24 kiilonb6z6 poziciot. Ezek az
elhtizasi szimulacios adatsor kiilonb6z0 idOpillanatainak feleltek meg. A kijelolt

pozicioknak megfeleld allapotokat hasznéltam kiinduldsként, és a mintavételezés sordn

-52-



Eredmények és diszkusszid

kj

mol-nm?2

egy 1000 ~ 1,66 N/m rugdallandoval jellemezhetd harmonikus potencial

segitségével tartottam a KRSR molekula tomegkozéppontjat egy helyben. Az egyes
mintavételi szimuldcidk soran eldszor egy rovid 1,2 ns egyensulyi allapot keresést
végeztem el, majd egy-egy 10ns szimulacidos id6hosszusagn (azaz a teljes
mintavételezési id6 240 ns), 2 fs 1épéskdzii MD szimulaciot inditottam. A KRSR
molekula a kdrnyezetet alkot6 vizmolekulakkal és ionokkal kdlesonhatva el tud mozdulni
a harmonikus potenciallal rogzitett helyzethez képest, azonban a harmonikus potencial
visszahlizza a molekulat ugy, mint egy rugd. A tdmegkdzéppont kitérések egy normalis
eloszlast irnak le, ezeket a 24 kiilonboz6 mintavételezési szimulacio esetére a 31. abra
tiinteti fel. Az abran a KRSR molekula tomegkdzéppont feliilettdl vald tavolsaganak

eloszléasa lathato a feliiletre merdleges tengely mentén.

;g“” 1Ty
- AL Y

3.50 4.50 5.50 6.50 7.50 8.50

Z koordinata (nm)

31. dbra: A 24 mintavételezési szimuldacio sordan az egyes poziciokhoz tartozo

tomegkozéppontok feliilettdl valo tavolsageloszlasa.
A késdbbi kotési szabadentalpia kiértékeléshez a teljes elhuzasi tengely mentén at kell
fednie a kiilonb6z0 poziciokhoz tartozé normalis eloszlasoknak. Ez alol altalaban, igy az

én modellezésem soran is, kivételt képez az a pont, amikor éppen elszakadt a molekula a

TiO> feliilettol.

A GROMACS-ba beépitett WHAM algoritmussal az egyes mintavételezési
pontokban szamolt atlagos erdkhoz tartozd potencidlértéket (PMF) meghataroztam a

feltiletre merdleges (z) tengely mentén. A feliilettd] tavolodva ez az érték valtozik, mivel
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a felillet — kiilonosen az elszakadas utan — egyre kevésbé van hatassal a KRSR
molekulara. A 32. dbran abrazoltam az egyes mintavételezési pontok esetében kiszamolt
atlagos er0 potencialértékeket (PMF) a feliilletre merdleges tengely z pozicidja

fliggvényében.

10.0

75
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25

PMF (kcal/mol)

0.0

-25 L
35 45 55 6.5 75

Z koordinata (nm)

32. abra: A mintavételezési pontokban szamolt atlagos erd potencialértéke (PMF) a

feliiletre merdleges tengely Z pozicioja fiiggvényében.

A 32. abran lathaté PMF gorbe alapjan megadhat6 a AG szabad kotési szabadentalpia,

a legalacsonyabb ¢s legmagasabb pontja kozotti kiilonbséget képezve. A KRSR molekula

36,89 L ~
mol

kcal

—_—=
mol

- anataz TiOy feliilet esetén a kotési szabadentalpiara AG = 8,817

0,3823 eV kaptam. Ez az érték a masodlagos kémiai kotések nagysagrendjébe esik.

Arcangeli és munkatarsai tanulmanyuk soran egy a KRSR-nél joval nagyobb, 13
aminosavbol all6 peptidet hiiztak el az anataz (101) TiO> feliilett6l elhtizas szimulacioval

[79]. A nagyobb molekula esetén az elhuzasi gorbe felfutd része mintegy 400 ps alatt elért

k
mol-nm

~1500 er6 értékig, majd csokkeni kezdett 1 ns-ig (esetemben 200 ps alatt

~400—< -ig nétt az erd érték).

mol-nm

Lemkul korabban az Alzheimer-kor esetében szerepet jatszo amyloid protofibrilt
alkoto P peptidekkel végzett elhuzasi szimulaciot [80]. Az elhtizas utan hasonldan az itt
leirtakhoz, umbrella samplinget végzett 31 pontban 10 ns-on at. Majd meghatarozta a
PMF gorbét és a AG kotési szabadentalpiat, amely a peptidektdl fiiggéen 37 kcal/mol és

50 kcal/mol kozotti tartomanyban mozgott. Ez az érték tobbszords az altalam
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meghatdrozott a KRSR — anatadz rendszert jellemzd kotési szabadentalpidhoz (AG =
8,817 kcal/mol) képest, ami a modellezett molekula méretek és kotési jellegzetességek

kiilonbségeivel magyarazhato.

5.4 Peptidek szisztematikus oOsszehasonlitisa a TiOy feliileteken MD szimuldciok

segitségével

Az elézéekben bemutatott KRSR peptid anataz felszinnel torténd kolcsonhatasanak
MD vizsgalatan tal tovabbi szimulaciokat végeztem hat peptiddel. Ezek egyrészt az RGD
¢s modositott valtozatai a KGD és LGD, tovabba a mar vizsgalt KRSR molekula és ennek
modositott valtozata az LRSR és a rovid valtozata az RSR. Szisztematikusan vizsgaltam
e molekuladk megtapadasat a kristalyos anataz és rutil, valamint egy befagyott
folyadékstrukturaju amorf TiO» feliileten kiilon-kiilon 500 ns szimulacios idejit MD

szimulaciok szuperszamitogépes futtatdsaval.

TiO, szerkezet: Anataz TiO, szerkezet: Rutil

Molekula: KRSR 52 oo ]
Szimulaciés id6: t =0 ns ras® p Mf)lokt‘alft RGD
ARG 1% j:". Szimulacids id6:t=0ns
"“:R%?cz ASP3
229
3&{3

TiO, szerkezet: Amorf
Molekula: LGD
Szimuléciés id6: t =0 ns
o OLY2
ASP3 ",,s,‘-“ 2
L TS )

“Leun

33. abra: Nehany pillanatkép a kezdeti szimuldcios dllapotokrol. A képek a peptid

jobb lathatosaga érdekében a vizmolekulakat nem mutatjak.
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34. dabra: A kiilonbozé biomolekulik (KGD, KRSR, LGD, LRSR, RGD, RSR)

0 100 200 300 400 500 0 100
1d6 (ns)

legkozelebbi atomjanak tavolsdga az anatdz, rutil és amorf TiOy feliilettél az idd
fiiggvényében.
A peptideket a feliilettél kezdetben 2 nm-es tavolsagra helyeztem el. A szimulacid soran
a Brown mozgasnak megfeleld bolyongast végeztek a vizes kornyezetben ¢és

kolcsonhatasba keriiltek a kiilonboz6 szerkezetii TiO, feliiletekkel. A 33. abra néhany
kezdeti allapotot mutat a kiilonb6z6 TiOz strukturakon.
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A 34. abra az elkészitett kristalyos anataz, rutil és a folyadékstruktirdji amorf TiO>
felilletek és a kiilonbozo peptidek legkozelebbi atomjainak tavolsagat mutatja a
szimulacios id6 fiiggvényében. A peptid a TiO; feliilet kozvetlen kdzelében toltott idejét
tekintettem az adszorpcios idének. A 34. abra alapjan az adszorpcios idok a feliilet és a
peptid tipusatol fiiggden a jelentdsen eltérnek, és a karakterisztikus kotési tavolsagok is
jelentésen eltérhetnek.

A 34. abran lathaté grafikonok értelmezéséhez eldszor a legels6é grafikon, a KGD
molekula, majd két jobban ¢és végiil egy kevésbé tapadé molekula tavolsagvaltozasait
tekintem at. Tekintsiik el6szor a 34. abra elsé grafikonjan a kék gorbét, ami az amorf
feliilet és a KGD molekula a feliilethez legkozelebbi atomja kozotti tdvolsagot jeloli. A
grafikonon lathato, hogy a molekula 2 nm tavolsagtol indul el, majd tranziens valtozasok
figyelhet6k meg, ami a vizes kozegben vald bolyongast jelenti. A KGD peptid 12,5 ns
kornyékén megkozeliti a feliiletet és rogton vissza is tér a vizes fazisba. Végiil 42 ns-t6l
egy stabil rogziilés alakul ki: a KGD molekula az amorf feliilethez tapad, és csak Kis
oszcillaciok figyelhet6k meg a tavolsag-id6 gorbén. Ez a tavolsag 0,36+0,16 nm (42 és
500 ns kozott) ami egy vizmolekula medialta kotést jelent, azaz a molekula a feliilethez
kotédott vizmolekulahoz kot hidrogén-hid kotéssel. Ezen kiviil két alkalommal kozelebbi
tavolsagot vesz fel a molekula viszonylag kevés ideig, amely kdzvetlen kotddést jelent a
feltiletet alkoté atomokhoz. Ez a 0,151+£0,009 nm (269 ¢és 288 ns kozott) és
0,149+0,008 nm (372 és 411 ns kdzott) tavolsag. Osszehasonlitva a KGD — amorf TiO;
adszorpcids szimulaciot mutatd gorbét az anatdz és rutil gorbékkel, az lathatd, hogy az
anataz ¢és rutil felilettél a KGD molekula gyakrabban eltdvolodik bizonyos id6 utan,
vissza a vizes fazisba. Ez tobbszor is megtorténik az 500 ns szimulacid soran, a rutilon
harom, mig az anatdzon hat ilyen eltavolodas figyelheté meg. Az anataz és rutil
felilleteken egyarant megfigyelhetd a jellegzetes viz medidlta feliilethez tapadas és
kozvetlen feliiletre tapadds is. Az anatdz feliileten a vizmolekuldk hidrogénkotésein
keresztiili kotés tavolsaga 0,34+0,05 nm (133 és 313 ns kozott), a rutilon 0,352+0,019 nm
(70,5 és 184 ns kozott). A kozvetlen feliiletre kdtodés tavolsaga anatazon 0,15+0,007 nm
(336 és 350 ns kozott) és a rutilon 0,153+0,009 nm (64,2 és 65,8 ns kdzott).

Az RGD tripeptid tapadasat TiO: feliiletekre az irodalomban mar széles korben
vizsgaltak MD modszerekkel. Altalanossagban az RGD mind az N-terminalisaval és a C-

terminalisaval meg tud tapadni, amely a peptid els6 és utolsé aminosav része. Ez esetben
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is foleg a toltott oldallancok, az aminocsoport és az utols6 aminosav részen talalhato
karboxilcsoportok azok, amelyek jellegzetesen részt vesznek a kdlcsonhatasban. Az RGD
stabil tapadast tud kialakitani a TiO; feliileteken. A 34. abran az 500 ns szimulacid
masodik felében mind a haromfajta feliileten a ko6tési tavolsagban tartozkodik az RGD
molekula. A rutil feliilet azért emelkedik ki a tobbi kettd koziil, mert hosszu, szoros
kotodés figyelhetd meg a szimulacio soran. Az RGD rutilra valo stabil kozvetlen kotddése
elott egy vizmolekulan keresztiili tapadas figyelhetd 0,34+0,05 nm tavolsagban (89 és
172 ns kozott). Ezutan az RGD kozvetlen tapadasa figyelhetdé meg, a tavolsag:
0,19+0,004 nm (172 és 500 ns kozott). Az anatdzon és amorf feliileten ehhez képest az
RGD a vizmolekulan keresztiili és a kozvetlen kotddéshez tartozod két tavolsagot

gyakrabban valtogatja.

A KRSR tetrapeptid mind a haromfajta TiO; feliileten stabilan tudott megtapadni a
teljes 500 ns szimulacios id6 nagy részében. Hosszabb idéskalan megfigyelhetdk ebben
az esetben is elszakadasok és eltavolodasok a feliilettél. Az amorf TiO2 felszintdl tobbszor
is eltdvolodik a KRSR molekula, mig az anataz és rutil kristalyos feliiletekrdl csak egy és
harom alkalommal. Az anatéz feliileten a KRSR a vizes fazisban bolyongva megkozeliti
a feliiletet tobbszor, de csak 50 ns kornyékén tapad meg azon. Hasonléan az elsd
szimuladciohoz, a feliilethez tapadas elején vizmolekula altal medialt kotddés figyelhetd
meg 0,3+0,04 nm tavolsagban (47,38 ¢és 145,26 ns kozott), majd a KRSR kdzvetleniil
kotédik 0,1524+0,019 nm tavolsagban (145,26 és 192,72 ns-ig). Az 500 ns alatt azonban
a kozvetlen kotési tavolsagtol visszatér 0,289+0,024 nm tavolsagba mintegy 200 ns-ig
(192,72 és 390,78 ns kozott), majd egy kitérés figyelheté meg a vizes fazisba és ezutan
ujra megtapad a feliileten. A rutil feliileten a KRSR tavolsdga szintén mintegy 200 ns-on
keresztiil 0,29+0,02 nm (254 ¢és 462 ns kozott), ami egy vizmolekulan keresztiil
megvalosulo kotddés, majd a szimulacio végén ~10ns ideig kozvetleniil tapad
0,15+0,008 nm tavolsagnal (462 ¢s 473 ns kozott). Az amorf feliileten szintén tobbszor
megfigyelhetd ez a jelenség, az utolsdé 150 ns-ban a molekula tavolsag 0,31+0,03 nm
(307,32 és 500 ns kozott).

Az LRSR peptid esetén az els6 aminosav, a leucin nem rendelkezik tdltéssel és ez
jelentds hatassal van a feliileten kialakul6 kolcsonhatasokra. A KRSR peptidhez képest
tobbszor eltavolodik a TiO: feliilettdl. Megfigyelhetd, hogy az LRSR az 500 ns

szimulaciés id6 soran jelentés id6t tolt a vizes fazisban. Az LRSR esetén foleg
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vizmolekuldn keresztiili tapadas figyelheté meg. Rovid ideig tartd, kozvetlen feliilethez

val6 tapadas is mind a harom esetben megfigyelheto.
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35. dbra: A kiilonbozé feliiletek és peptidek esetében a feliilethez legkozelebbi atomjai

tavolsaganak eloszlasa a teljes szimuldcios idéhdz viszonyitva.
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A 35. abra mutatja a teljes 500 ns szimulacios idére tekintve a tavolsagok eloszlasat
jellemzd hisztogramokat. A jellegzetes karakterisztikus tdvolsdgoknal megfigyelhetéek
relativ gyakorisag kiugrasok. Az RGD esetén rutilon példaul az ideje mintegy 65%-at
tolti a 0,2 nm kozelében és tovabbi 10-10%-ot 0,35 és 0,4 nm-nél. A maradék 15%-ot az
egyéb, tavolabbi allapotok teszik Ki.
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36. dbra: Az amorf TiO; feliilettél az elsé és utolsé (N-termindlis és C-termindlis)

aminosav részek tavolsaga az ido fliggvényében a kiilonbozo peptidek esetén.

A tovabbi elemzés céljabol megvizsgaltam a tri- és tetrapeptid molekuldk elsé és
utolsé aminosav részeinek (N-termindlis és C-termindlis) tadvolsagat is a TiO2 feliiletektdl.

El6szor az amorf feliiletre vonatkozo tavolsag — id6 grafikonokat mutatom be a 36. abran.
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Az abra grafikonjai informaciot adnak arrol, hogy a peptidek milyen allapotban vannak a
feliileten, a molekulak melyik végiikkel tapadnak a feliilethez. Tobbek kozott
megfigyelhetéek hidszeri allapotok is, ahol az elsé és utolsé aminosav részek is
megtapadnak a feliileten és a molekula kdzépsé része nyulik at a vizes fazisba. Ilyen
allapot figyelheté meg az RSR esetén az amorf TiO2 feliileten 400 ns-nél, azaz az elso és

utolso terminalis aminosav is kdzel talalhato a feliilethez.

A 37. abra kiilonb6z6 iranyokbol mutatja ennél az iddpillanatnal (400 ns) az RSR
molekulat az amorf TiO feliileten. A molekula lathatésaga érdekében a vizmolekulakat

a képeken nem jelenitettem meg.

37. dbra: Az RSR peptid az amorf TiO, feliileten kiilonbozé iranyokbol tekintve a

t=400 ns szimuldcios idopontban. A felsé képen figyelheté meg a molekula hidszerii

allapota.

A 38. abra olyan allapotot mutat ahol az 500 ns szimulaci6 alatt az RGD peptid az
elsé aminosav rész (arginin) a toltott oldalldncaval tapad meg az amorf TiO> feliileten,
t=80 ns szimulacios iddpontban. Tovabba, a 38. abra jobb oldali képén egy olyan LGD
allapot lathato, ahol az LGD peptid C-terminalis aminosav (Asp) karboxilcsoportjaval
tapad meg az amorf TiO- feliileten, t=220 ns idépontban.
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feliiletet alkoto atomokat VDW, a peptideket pedig CPK reprezentdacioban mutatom.

39. abra: Kiilonbozo peptidek esetén az elsé és utolso aminosav részek tavolsaga a

kristalyos anataz feliilettél az ido fliggvényében.
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A 39. és 40. dbrakon az anatdz ¢és rutil krisalyos TiO; feliilethez tapado peptidek els6

¢és utolsd (N-terminalis és C-terminalis) aminosavjainak a feliilettél valo tavolsaga lathato

az 1d6 fiiggvényében. Hasonloan az amorf feliilet eredményeihez, itt is megfigyelhetdek

olyan allapotok, ahol mind a két terminalis rész letapad a feliiliietre, mint példaul a az

RGD anatazon, szinte az teljes szimulaci6 alatt, vagy a KRSR a rutil feliileten 360 ns-nal.
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40. abra: A rutil feliilettél az elsé és utolso aminosav részek tavolsaga az ido

fiiggvényében a kiilonbozo peptidek esetén.

Megfigyelheték tovabba olyan allapotok is, amikor csak az N-terminalis végével

tapad a molekula; példaul KRSR az anatdz feliileten 450 ns-nal vagy szintén a KRSR a

rutil feliielten 300 ns-nal. Megvalosulhat azonban a C-termindlissal vald tapadas is,
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példaul a KGD az anataz feliileten 180 ns-nal vagy az RGD a rutilon 200 ns-t6l a C-
terminalissal kotédik a TiO; feliilethez. Az LRSR esetén mind az els6 és utols6 aminosav

rész kiugroan keveset van a feliilethez kozeli allapotban, leginkdbb a vizes fazisban

talalhato a szimulacio soran.

A felszinhez valo tapadés szamszerisitése céljabol bevezetett adszorpcids idéaranyt
meghatdroztam mind a hat peptidre a kiilonb6z6 TiOz feliiletek esetében. Az adszorpciods
tavolsagot a feliilethez képest 0,5 nm-nek hataroztam meg ¢€s kiszamitottam az ezen
adszorpcios tavolsagon beliil to1tott szimulacios 1dot a teljes szimulacids 1d6hoz képest.
A 41. abra mutatja a kiszamitott adszorpcios idéaranyokat.

100

& [=4]) 0
[=] o o

Adszorpcios idGarany (%)

[
o

KGD KRSR LGD LRSR RGD RSR

EAnatéz ERutil @ Amorf
41, dbra: A vizsgalt peptidek adszorpcios idéardanyai a teljes szimuldcios iddre
vonatkoztatva anataz, rutil és amorf TiOx feliileteken
Lathato, hogy a legalacsonyabb adszorpcios iddaranyt az LRSR molekula esetén
kaptam, 47,03%-ot az anataz feliileten és kevesebb mint felét, 14,5%-ot a rutil feliileten,
az amorf TiO feliileten pedig 33,62%-ot. Az adszorpcids idGarany a tobbi molekulara
nézve nagyobb volt. A KRSR ¢és az RGD molekuldkra kaptam a legnagyobb értékeket,
az elobbire 82,93% az utdbbira 87,26% volt atlagosan a harom feliilet tekintetében. A
KRSR molekula adszorpcids id6aranya a harom feliiletre nézve hasonld értékii volt, a
legnagyobb, 84,11% anatazon, majd 82,82% a rutilon és 81,85% az amorfon. Az RGD
esetén volt eltérés az értékek kozott, a legnagyobb az anatazon volt, 96,76%, 88,39% a
rutilon és 76,63% az amorf feliileten. Az eredmények kozott még kiugro a KGD molekula

amorf feliileten megvaldsult adszorpcioja; ekkor 91,26% volt az adszorpcids iddarany.
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Az 500 ns szimulaciok esetén megvizsgaltam az elsd 250 ns felére és masodik 250 ns
felére kiilon az adszorpcids idéaranyokat. A 42. abra mutatja ezeket az adszorpcids

id6arany eredményeket:

0-250 ns szimuldciés rész 250-500 ns szimulacids rész
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42. abra: Adszorpcios idoaranyok a szimulacios ido elsé 250 ns és masodik 250 ns-0S

idointervallumaban.

A szimulacids id6 els6 felére jellemz6 a vizes fazisban vald bolyongas, ami utan a
peptidek ,,megtaldltdk™ a TiO: feliiletet. A szimulaciok mdasodik 250 ns felében tobb
olyan molekula is volt, amely 100%-os adszorpciés idéarannyal rendelkezik, azaz a
tavolsaga a feliilettél nem haladta meg a 0,5 nm értéket. Ilyen példaul az RGD mind a
harom TiO:2 feliileten, a KRSR rutilon vagy az LGD és RSR az amorf TiO: feliileten.
Megfigyelhetd, hogy az LRSR a szimulacios id6 masodik felében is kis adszorpcios

idbéarannyal rendelkezik mind a harom feliilet esetén.

100

2

Adszorpciés idéarany (%)

KGD KRSR LGD LRSR RGD RSR

43. abra: Az adszorpcios idéarany harom TiO. feliiletre szamitott dtlaga a vizsgalatba

bevont hat peptid esetében. A hibasdvok a szords értékét mutatjdk.
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A kordabban a kiilonb6zé peptidekre meghatirozott adszorpcids iddaranyokat

atlagoltam a harom feliilettipusra, a 43. abra ezt mutatja, melyen a szérast is feltiintettem.

A legalacsonyabb atlagos adszorpcios idéaranyt a harom TiO» feliiletre az LRSR esetében
kaptam (31,72+16,34%). A legnagyobb atlagos értékeket a KRSR és RGD esetén kaptam,
elébbinél 82,93+1,13%-ot, utébbinal 87,26+10,11%-0t.

5.5 Peptidek adszorpcioja TiO2 feliileteken, a kétési energiak meghatdrozdsa

Az el6z0 alfejezetben ismertettem hat peptid (KGD, KRSR, LGD, LRSR, RGD, RSR)

kapcsolodasat kiillonbozo TiO- feliiletekhez (anataz, rutil és amorf), 500 ns szimulacios

ideji MD szamolasok eredményeit és tapasztalatait. A peptidek adszorpcidja utan a

molekulak mar egy kotottebb allapotban vannak a vizes fazisbeli allapothoz képest, ezért

a peptid molekulak konformacidja mar kevésbé valtozik.

Feliilet Peptid Atlagos RMSD RMSD széras Minimalis tavolsag Minimalis tavolsaghoz

(nm) (nm) a feliilett6l (nm) tartozo idopont (ns)
KGD 0,230 0,043 0,126 28,54
KRSR 0,336 0,041 0,131 149,24
Anatiz LGD 0,215 0,033 0,142 270,96
LRSR 0,303 0,055 0,151 479,90
RGD 0,280 0,063 0,134 197,50
RSR 0,266 0,051 0,133 113,90
KGD 0,268 0,046 0,133 70,48
KRSR 0,296 0,052 0,131 472,18
. LGD 0,236 0,026 0,195 73,48
Rutil LRSR 0,313 0,076 0,138 285,82
RGD 0,260 0,060 0,178 365,10
RSR 0,288 0,066 0,130 243,04
KGD 0,241 0,041 0,131 393,62
KRSR 0,299 0,041 0,128 34,78
LGD 0,222 0,036 0,220 158,74
Amorf
LRSR 0,303 0,055 0,130 56,84
RGD 0,273 0,051 0,132 78,04
RSR 2,216 0,005 0,127 490,96

1. tablazat: A harom TiO; feliilethez tapado peptidek atlagos RMSD értékei (a

szoras feltiintetésével) a kezdeti idopillanathoz képest, valamint a teljes

szimulacio soran kapott minimalis tavolsag a feliilet és a peptid kézott, és a hozza

tartozo szimulacios idopont.
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A konformacié variabilitast a peptidek RMSD értékeivel jellemeztem, mivel az RMSD
az atomi koordinata értékeinek valtozasat jellemzi. Az RMSD értékeket és azok szorasait
az 1. tablazatban tlintettem fel. A peptidek RMSD értéke 0,2 — 0,3 nm kdzo6tt mozog, ami
egy aranylag kis valtozast jelent az egyensulyi allapotbdl kiindulé geometriahoz képest.
Ez alol kivételt képez az RSR az amorf feliileten, ahol az RMSD 2,216 £0,005 nm, a nagy
atlagos érték és kicsi szoras arra utal, hogy ez a valtozas mar rogton a szimulacios id6
kezdetén megtortént. Az RSR ,,;megtalalta” az egyensulyi allapotat és a tovabbiakban ettdl

kevéssé tért el.

A peptidek a haromfajta TiO- feliilethez tartozo kotési energiait elhtizasi szimulaciok
segitségével hataroztam meg. Az elhuzasi szimuldcidhoz a rendszerek kezdeti allapotait
az 500 ns szimulacids 1d6 sordn megjelend allapotok koziil valasztottam ki. A kivalasztas
kritériuma az volt, hogy az adott peptid a TiO- feliilethez képest a lehetd legkdzelebb
legyen. A meghatarozott minimalis tdvolsag értékek és a hozza tartozd szimulacids
idopontok az 1. tablazatban talalhatok. A minimalis tavolsagok a kiilonb6z6 peptidek
esetében mind a harom TiO> feliileten hasonld értékiiek voltak, 0,12 és 0,22 nm kozotti
értékeknek adodtak. Ez megfelel a feliilethez vald kozvetlen kotdédés esetén a kémiai

kotés tavolsaganak.

A kezdeti allapot kijelolése utan egy 500 ps-nyi NPT egyensulyi allapot keresést

valdsitottam meg, ahol a peptidlanc atomjaira eldirtam egy 1000 rugdallanddval

mol-nm?
jellemezhetd harmonikus kényszert a kiindulasi pozicidjukhoz képest. Ezutan tortént az

elhuzasi szimulacid, ahol a feliiletekre mer6leges tengely mentén tortént az elhtizas

k
mol-nm?

(ebben az esetben ez az x tengely volt). Egy 1j, szintén D = 1000 rugdallandoju
harmonikus potencial segitségével a peptidek tomegkdzéppontjara vonatkozo 10 nm/ns
elhtizasi sebességet hataroztam meg. A 44. dbra mutatja az elhtzasi gorbéket, ahol a
kifejtett er6t lathatjuk a tavolsag fliggvényében. Az eré-tavolsag gorbék lefutasa hasonld
a kiilonbozo peptidekre nézve a kiilonbozo feliileteken. Egy meredek felfutas lathato, ahol
az erd kozel linerdisan ndvekszik viszonylag kis tavolsag alatt. Ez arra utal, hogy a
peptidek a TiO> feliiletek kozelében maradtak mindaddig, amig az erd érték el nem ért
egy kritikus hatart. Ekkor szakadnak el a peptidek a feliilettél és tavolodnak el

fokozatosan, az erd értéke pedig egyre csokken, ahogy tavoldodnak a feliilettol.

Megfigyelhetok kis oszcillaciok a gorbéken, amik a peptidek és a vizmolekulak kozotti
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kolcsonhatasbol adodnak. A feliilettdl 1 — 1,5 nm-re mar csak ebb6l a kolcsonhatasbol
adodik jarulékos hatas, a feliilet hatasai elhanyagolhatoak. A szamolt gorbék hasonloak,

de a karakterisztikus értékek kiilonbozdek.
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44, dabra: Az elhuzas soran a molekula tomegkozéppontjara hato az eré a tavolsag
fliggvényében.
Két értéket hatdroztam meg a gorbék alapjan; ezek a maximalis erd és a gorbe alatti

terlilet. Az er6-tavolsag grafikonok esetén a gorbe alatti teriilet egy energia dimenzidji
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mennyis€g, amit kotési energidnak neveztem el és a tovabbiakban ezen mennyiségeket

hasonlitottam Gssze.

A 44. abran lathato gorbék kiértékelése soran kapott adatokat a 2. tablazat tartalmazza.

Maximum eré az s .
Kotési energia

Feliilet Peptid elhﬁzz;(s]sorén [ i Kiités[ie ;Iiergia
| mol
KGD 516,3 335,4 3,5
KRSR 779,7 690,6 7.2
,  LGD 453,0 276,7 2,9
Anatiz LRSR 238,4 124,9 1,3
RGD 662,7 559,3 58
RSR 546,1 346,5 3,6
KGD 672,9 415,9 4,3
KRSR 519,3 330,4 34
. LGD 510,3 329,0 34
Rutil
LRSR 431,6 165,1 1,7
RGD 382,0 238,1 2,5
RSR 443,0 255,3 2,7
KGD 4429 225,6 2,3
KRSR 694,0 419,3 4.6
LGD 4246 182,1 1,9
Amorf
LRSR 556,7 395,6 4,1
RGD 562,8 337,0 3,5
RSR 979,0 754,0 7.8

2. tablazat: Anataz, rutil és amorf TiO, feliileten a peptidek elhizasdahoz
sziikseges maximalis erdk és az elhuzads tavolsag gorbe alapjan szamolt kotési

energiak. A legmagasabb harom kotési energidat alahuzassal jeloltem.

A tablazatban az anataz, rutil és amorf TiO2 feliiletekrdl a hat vizsgalt peptid elhtizasi
szimuldcioja soran meghatarozott, az elszakaddshoz sziikséges maximalis erdk és az
elhuzas tavolsag gorbe alapjan szamolt kotési energiak szerepelnek. A kotési energiat két
mértékegység szerint is megadtam. A nemzetkdzi irodalomban szokasos a kJ/mol egység
hasznélata, az atom- és molekulafizikdban azonban az eV értékek adnak olyan

szamértékeket, amelyek fizikai értelmezése kézenfekvobb.

Az Osszes esetet tekintve az atlagos maximalis erd érték és szoérdsa 545,3 +
kJj
mol-nm

167,37

. A maximalis elhtizasi eré szempontjabol a legkisebb atlagos erd értéket
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a harom feliiletre vonatkozoan az LRSR-nél kaptam: 408,9 + 160,36 mo’;_]nm. A KRSR
¢és RGD esetén joval nagyobb értékeket kaptam, atlagban 664,3 + 132,7 mo’;_]nm €s

k]
mol-nm

535,8 + 142,28

. A maximalis er6 szempontjabol latvanyosan kitlinik az RSR

kj

peptidnek az amorf feliiletre meghatarozott 979 é
mol-nm

rteke. A legnagyobb maximalis

]

k
molnm’

er6érték atlagot is az RSR esetén kaptam: 656 + 284,4 Erdemes megjegyezni,

kJj
mol-nm

hogy az 1 érték a szokasos N egységben kifejezve 1,661 pN értéket ad, amibol

jobban érzékelhetd, hogy az egy-egy molekula kotési erdi rendkiviil kicsik.

A kotési energidkat kiatlagolva is meghataroztam a harom TiO> feliilet tipusra, amit

45.3bra mutat.

K6tési energia (eV)

KGD KRSR LGD LRSR RGD RSR

45. abra: A harom modellezett feliiletre atlagolt kotési energidk értékei eV egységekben.

Az értekek szorasat a hibasav jeleniti meg.

A legalacsonyabb kotési energiakat az N-terminalis végiikon Leu (L) aminosavat
tartalmazo peptidek esetén kaptam, LGD esetén 2,72+0.77 eV, az LRSR esetén pedig
2,37+1,51 eV. A legnagyobb atlagos értéket a KRSR esetén kaptam 4,98+1,94 eV.

A 46. dbra mutatja a harom kiilonboz6 TiO: feliiletre és a hat vizsgalt molekulara
kapott eredmények Osszesitését: a maximalis erd értékek fliggvényében abrazoltam a
kotési energiakat. Az abran az anataz és amorf TiO; esetében talalhatdé par kiugroan
magas kotési energia-maximalis erd érték (Ezek a 2. tdblazatban alahtizassal jelolt KRSR,
RGD ¢és RSR molekulakra vonatkozo értékek). A rutil feliilet esetén egy sziikebb

tartoményba esnek az eredmények.
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46. abra: Az elhuzds szimulacio soran kapott adatok alapjan meghatarozott maximalis
erd — kotési energia grafikon. Az adatok kozti linedris Osszefiiggeést a linearis regresszio
jol mutatja.
A kotési energia és maximalis elhuzasi eré kozott linedris 0sszefliggést talaltam, a
determinaciés egyiitthatdé R? = 0,8985. A maximalis feliilettdl vald elszakitasi erd

novekedésével a kotési energia is novekedett, az dsszefliggés, amelyet kaptam:
Eyse = 0,01 Fpgy +1,7611 . 27)

A DFT moédszerekkel meghatarozott TiO2 peptid és aminosav kotési energiak szintén
anéhany eV nagysagrendbe esnek. Sowmiya korabban DFT modszerrel meghatarozta az
RGD tripeptid kotési energiajat anataz (001) feliileten kiilonb6z6 molekula allapotokban
[64]. A legnagyobb értéket ~1,6 eV-nak szamitottak, a legalacsonyabb 0,06 eV volt, ezen
értékek persze fliggenek a valasztott kicserélodési és korrelacios funkcionaltol is. Muir
¢s munkatarsai szintén DFT szamolasokat végeztek az RGD peptiddel rutil (110) TiO2
feliileten [68]. A karboxilcsoporton keresztiili tapadast vizsgaltak, a szamitott adszorpcios
energiak a 0,5-0,77 eV kozott mozogtak, a disszociacios kdlcsonhatasi energia pedig

9,04 és 10,65 eV-nak adodott.

A DFT modszerek az elektronszerkezetet és a molekuldk konformacioit
kvantummechanikai alapelvekek alkalmazasaval hatarozzak meg. Az altalam végzett
elhtizasi MD szimulacidk kotési energia eredményei nagysagrendileg megegyeznek az
irodalmi DFT modszerekkel meghatarozott kotési energia értékekkel. Ez azt jelzi, hogy

a MD szimulaciokban hasznalt eréterek megfelelden irjak le a feliilet — molekula — vizes
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fazis kolcsonhatdsokat. Az 4ltalam meghatarozott kotési energia értékek jol
korrelaltathatok az el6zd alfejezetben meghatarozott kotési idohanyad értékekhez. Ez el
is varhato, hiszen az elhuzéasi MD szimulacidkat ugyanazokon a rendszereken végeztem
el. Az altalam meghatéarozott kotési energia értékek egy egyszeri szamolasbol addédnak,
ami lehetéveé teszi azt, hogy a kiilonbozd peptidek, kiilonbozd felileteken vald
megtapadasat Osszehasonlithassuk. A 45, dabran lathatd eredményeim alapjan
megerdsithetd az a megfigyelés, hogy az N-terminalis végén Leu aminosavat tartalmazo
peptidek gyengébben kotdédnek a TiO: feliiletekhez. Az in vitro kisérleteket leird
irodalombdl ismert, hogy az RGD ¢s a KRSR segiti a sejttapadast, és ez korrelal az én
eredményeimmel. A szamitdsaim alapjan érdemes esetleg az RSR tripeptidet is ajanlani
a kisérleti vizsgalatokhoz. A 46. abran mutatott eredmények szerint a rutil feliileten a
kiilonb6z6 peptidek kotési energidi hasonldak, mig az anatiz és amorf feliileteken
nagyobb tartomanyba esnek; e két feliilet esetében kaptam a legnagyobb kotési energia

értékeket is (anatazon KRSR, amorf feliileten RSR).

A molekulakdtodést leird pontosabb, statisztikai kiértékeléssel alatdmasztott adatok
eléréséhez tobb MD  szimuldcid elvégzésére lenne sziikség. Varhatéan a
szuperszamitogépek szdmitasi  kapacitdsdnak = ndvekedésével, illetve a
kvantumszamitogépek megjelenésével nagyobb szdmu szimulécid elvégzése valik majd
lehetove, és komplexebb, a valosaghoz kozelibb rendszerek (példaul a vér-szérumnak

megfeleld 0sszetételli kdrnyezetben implantatum feliiletek) vizsgalata is lehetévé valik.
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6 Magyar nyelvii 6sszefoglalas és tézisek

A disszertaciomban azt elemeztem, hogy a vizsgalataimba bevont harom és négy
aminosavbol allo rovid peptidek a kiilonb6zo TiO> feliileteken hogyan tapadnak meg viz

jelenlétében és milyen kdlcsonhatasok 1épnek fel e folyamat soran molekularis szinten.

Elsésorban az irodalomban eddig MD szimulacidokkal nem vizsgalt KRSR peptiddel
végeztem szimulaciokat. A KRSR peptid anataz moédosulati TiO> feliiletre valo tapadasat
a hagyomanyos MD szimulaci6é mellett, REMD, valamint elhuzasi és umbrella sampling
modszerrel szamolt PMF gorbe segitségével tanulmanyoztam. A CHARMM36 ¢és az
altalam definialt TiO2 erdtér, valamint a valasztott MD paraméterek lehetdvé tették, hogy
az altalam létrehozott TiO2 és KRSR modellrendszer vizes fazisban egyensulyi allapotba
keriiljon. A klasszikus 200 ns MD szimulacié soran a KRSR peptid a vizes fazisbol az
anataz TiO: feliilethez vandorolt, és megtapadt azon. Eldszor egy vizmolekulak altal
meghatarozott kotési tavolsdgba keriilt, majd néhany ns utdn szorosan odatapadt a
feliilethez 0,148 £+ 0,007 nm tavolsagban. A KRSR anatdz feliileten valo tapadasban

fontos szerepet jatszottak a toltétt oldallancok és a peptid N- és C-terminalis aminosavai.

A 200 ns-os szimulacid legutolséd iddpillanatahoz tartozé allapotan ezutdn REMD
szimulaciot végeztem. Ezt megel6zden a hdmérséklet kiilonbséget az egyes szimulacids
szalak kozott egy rovid felflitési és egyensulyi allapot kereséssel allitottam be AT = 1,5 K
értékre. Igy a kicserélési valosziniiség a REMD soran ~0,3 értékiinek adodott. A REMD
vizsgalattal 96 kiillonboz6 hémérsékletii szdlon 50 ns idStartamu szimulécio segitségével
feltérképeztem a lehetséges molekula konformaciokat a legalacsonyabb hdmérsékleti
szimulacios szélon, azaz a legkisebb potencialis energidval rendelkezé allapotokat. E
molekula konforméciok kozott volt egy kiemelkedo allapot, amely a KRSR molekulara a
szimulacids 1d6 40%-aban volt jellemzd, 4751-es klaszter mérettel 0,1 nm RMSD levagés

esetén.

Ezutan elhtzasi szimulaciot végeztem ezzel a KRSR konformaécios éallapottal. Az

anataz TiO; feliiletre merdleges tengely mentén elhuztam a KRSR peptidet 5 nm-re,
kj

mol-nm

5 nm/ns sebességgel. A kapott maximalis elhuzasi eré ~400 értékre nott 0,2 ns-

nal, amikor a peptid elszakadt a feliilettdl. Az elszakadas utdn az erd fokozatosan

csokkent, ahogy a vizes fazisba hiiztam a KRSR peptidet. Az elhuzasi adatsort 10 ns

-73 -



Magyar nyelvii 6sszefoglalas és tézisek

umbrella sampling mddszerrel mintavételeztem 24 kiilonb6zd pontban. A mintavételezés
soran a tdmegkozéppontot az adott pontban harmonikus potenciéllal rogzitettem. A 24
pontot az elhizasi adatsorbol kaptam meg, a feliilettdl tdvolodva egységes tavolsagokat
kijeldlve. Az eredmény adatsort WHAM algoritmussal analizdlva meghatdroztam a
KRSR molekulara hato atlagos erdbdl a potencialt. A potencial — tavolsag értékekbol

felrajzoltam a PMF gorbét. A kotési szabadentalpiat a PMF gorbébdl hataroztam meg. A
KRSR molekulara az anataz feliiliileten AG = 8,817 “— kitési szabadentalpia értéket

kaptam.

A KRSR peptid mellett az RGD ¢és tovabbi KGD, LGD, LRSR, RSR mddositott
valtozatokkal végeztem MD szimuldciokat az altalam létrehozott anataz ¢s rutil
kristalyos, valamint amorf TiO; feliileteken. Az amorf TiO2 struktirat az anataz 3000 K
hémérsékletre vald felfiitésével majd hirtelen 310 K-re valo lehiitésével kaptam egy
periodikus hatarral rendelkez6 szimulaciés dobozban. A hat kiilonb6z6 peptiddel a
haromfajta TiO, felilleten kiilon-kiilon 500 ns MD szimulaciét végeztem 2 fs
id6lépéskozzel 310 K homérsékleten. Meghataroztam a peptidek TiO» feliiletektol 0,5
nm-re t6ltott idéaranyat a teljes szimulacids id6hoz képest €s dsszehasonlitottam ezen
értekeket. A KRSR, RGD ¢és RSR peptidek kiemelkedéen magas idéarany értéket értek
el (sorrendnek megfelelden atlagosan 82,93 %, 87,26 % és 69,78 %) azaz a TiO;, feliileten
megtapadtak és annak kozelében tudtak maradni a szimulaci6 sordn. A LRSR, amely nem
tartalmaz az els0 aminosav részben toltott részt, ezzel ellentétben rendkiviil alacsony,

atlagosan 31,72 % adszorpcids idéarannyal rendelkezett.

A hat peptiddel a harom TiO: feliilettdl elhuizasi szimulaciot végeztem, amelynél a
k]

mol-nm

peptidek tomegkozéppontjara egy 1000 rugdallanddju harmonikus potenciallal

hatva elhtuztam a peptideket a feliiletre merdleges tengely mentén 10 nm/ns sebességgel.
Ezen elhuzési szimuléaciok kezdeti allapotaihoz az el6zokben targyalt 500 ns szimulacid
soran a TiO2 feliiletekhez legkdzelebbi allapotokat valasztottam ki. Az elhtizési adatsor
eredményéiil kapott kifejtett eré — tavolsag grafikonokat elemezve meghataroztam a
maximalisan kifejtett erdt és kiszamitottam a gorbe alatti teriiletet, amely egyfajta kotési
energia értéket ad. A legnagyobb kotési energidkat a harom feliiletre atlagosan a KRSR
(4,98 eV), RGD (3,92 eV) és RSR (4,68 ¢V) esetén kaptam, a legkisebbet az LRSR
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(2,37 eV) esetén, ami az adszorpcids idGaranynak is megfelelé sorrend. A maximalis

elhuzasi erd és a kotési energia kozott linedris dsszefliggést talaltam

Ezek a szimulaciok lehetové tették, hogy atomi szinten tudjam modellezni kiilonb6z6
peptidek adhézios folyamatait a TiO feliileteken. Az altalam modellezett kolcsonhatasok
dinamikdjanak megértése kulcsfontossagu lehet a TiOz alapu implantaitumok és
protézisek fejlesztésében. A peptidek és a TiO: feliiletek kozotti kolcsonhatasok
megértése lehetdséget ad bioaktiv feliiletek kialakitasara, ezaltal a biokompatibilitas
javitasara és a tavolabbi jovOben sejt-implantatum feliilet kdlcsonhatasok hatékonyabb

iranyitasara az orvosi implantacids eljarasok soran.

Tézisek
Tézis 1. Molekula dinamikai szimuldcidt végeztem vizes kornyezetben a KRSR (Lys-
Arg-Ser-Arg) peptid anataz titan-dioxid feliilettel torténd kolcsonhatasanak vizsgalata
céljabol. Megallapitottam, hogy 200 ns szimulacio alatt a KRSR molekula a vizes
fazisbol indulva, megtapad a titdn-dioxid feliileten és stabilan megkdtodik. A kotddés
folyamatait harom fazisra osztottam. Az elsé fazis soran 1,5 ns alatt a KRSR peptid
0,3 nm-re kozelitette meg a feliiletet (migracid), majd a masodik fazis soran ezt a
tavolsagot tartotta 6 ns-ig. A harmadik fazis soran egy szorosabb letapadas alakul ki, a
KRSR peptid és a legkozelebbi felszini atom tavolsaga a szimulacié utolsé 193 ns-ban
0,148+0,008 nm-re allt be. Tovabba, ezen szimuldciés eredményekkel megmutattam,

1évo pozitivan toltott lizin (K, Lys), ami a toltdtt aminocsoportjaval tapad meg az anataz

feliileten [T1].

Tézis 2. Meghataroztam a KRSR tetrapeptid molekula konformacioit az anataz titan-
dioxid felilleten REMD (Replica Exchange Molecular Dynamics) mddszerrel. A
konformaciok meghatarozasakor figyelembe vettem a vizes kdrnyezet hatasait. A REMD
szimulacio, amelyet ennek céljabol végeztem 96 kiilonb6z6 hdmérsékletti 310 K—454 K,
50 ns parhuzamosan futdé szimulaciobol allt. Ezzel meghataroztam a KRSR molekula
konformaciods sokasagait a titan-dioxid feliiletén a REMD szimuldcioban szerepld

hémérsékleteken. A 310 K-re jellemzd kiilonb6zé molekula konforméciokat 0,1 nm
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RMSD LINCS klaszterezéssel kiilonitettem el. Ezen klaszterek koziil kivalasztottam a

cyey

cres

replika esetén a molekula ezen szerkezetek valamelyikét veszi fel a teljes szimulacios 1d6

mintegy 40%-ban [T1].

Tézis 3. A REMD moddszerrel kapott dominans KRSR klaszter reprezentans allapottal az
anatdz titan-dioxid feliileten huzéasi szimulaciot végeztem, amellyel meghataroztam a
kotési szabadentalpiat vizes fazis figyelembevételével. A huzasi szimulacid soran a
feliiletre merdleges tengely mentén tortént a molekula elhuzasa. A kiértékeléshez 24
pontban végeztem 10 ns hosszi mintavételezést (240 ns teljes szimuldcios 1d0) az
umbrella sampling moédszerrel, amelyhez a huzas sordn kapott KRSR molekula
allapotokat valasztottam ki egyenletesen elosztott tavolsagokra a TiO: feliilettdl, a
legkisebb tavolsag 0,156 nm, a legnagyobb 2,77 nm. A mintavételezés soran kapott
gorbéken sulyozott hisztogram elemzést végeztem (WHAM algoritmus), amely
segitségével kapott PMF (Potential of Mean Force) gorbe alapjan meghataroztam a kotési

szabadentalpiat, ami AG = 8,817 kcal/mol (azaz 0,3823 eV) [T1].

Tézis 4. Osszehasonlitottam hat kis méretii peptid adszorpcidjat kiilonbdzé titan-dioxid
feliileteken vizes kornyezetben. Az 6sszehasonlitast a KGD, KRSR, LGD, LRSR, RGD,
RSR peptidekre végeztem az anatdz, rutil és amorf TiO2 feliileteken. Az adszorpcid
jellemzésére a kotddési idéaranyt hasznaltam, ami a peptidnek a TiO2 feliilet kozelében
toltott idejének (tavolsag < 0,5 nm) és a teljes szimuldcids idOnek hanyadosaként
hatdroztam meg. Az eredmények alapjan azonositottam azokat a peptideket, melyek
kiemelkedd kotddési tulajdonsagokat mutatnak az egyes feliileteken. A kotési idéarany
szempontjabol a KRSR és RGD magas értékeket mutattak mind a harom feliilet tipuson,
atlagosan 82,93+1,13% ¢és 87,26£10,11% volt az adszorpcios idéaranyuk. Az LGD ¢és
RSR értéke kissé elmarad ezekhez képest: 77,99+14,7% és 69,79+18,2%. A KGD szintén
magas, 80,31+14,43% éatlag értéket mutatott, az adszorpcids iddaranya az amorf TiO2
feliileten kiemelkedéen nagy volt 91,26%. Az LRSR adszorpcidos idéaranya a tobbi
peptidhez képest joval alacsonyabbnak adodott: 31,72+16,34%. Megdllapitottam, hogy
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azok a peptidek tudtak hosszabb ideig megtapadni, amelyek N-terminalis aminosava a
pozitiv toltéssel rendelkez6 lizin (K) vagy arginin (R), mig ha ezeket a toltéssel nem
rendelkezd leucinnal (L) helyettesitjiik, a kotési idoarany csokkenése figyelhetd meg

[T2].

Tézis 5. A valasztott peptidek (KGD, KRSR, LGD, LRSR, RGD, RSR) kiilonb6z6 TiO>
feliiletekre (anatdz, rutil és amorf) torténd tapadasanak kotési energidit elhuzas
szimulaciok segitségével hatdroztam meg. A szamolt kotési energidk néhany eV
nagysagrendbe esnek. A legalacsonyabb kotési energiakat az N-terminalis leucinnal (L)
kezdddd peptidek esetén kaptam, LGD esetén 2,72+0.77 eV, az LRSR esetén pedig
2,37+1,51 eV. A legnagyobb atlagos értéket a KRSR esetén kaptam 4,98+1,94 eV. A

maximalis elhizési erd és kotési energia kozott linearis 0sszefiiggést talaltam [T2].
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In my dissertation, | investigated the adsorption behavior of short peptides composed
of different three and four amino acids on various TiO. surfaces in an agueous
environment, and the molecular interactions involved between the surface and the

biomolecules.

In my research simulations were performed using the KRSR peptide, which has not
been previously investigated with MD simulations in the literature. In this work the
molecular adsorption of the KRSR peptide was studied on a model of anatase TiO>
surface using conventional MD simulations, REMD, pulling, and umbrella sampling
methods to examine the PMF curve. For this purpose, the CHARMM36 force field was
used, and the TiO; force field parameters were defined by me. These, along with the
chosen MD parameters, enabled to achieve the equilibrium state of the TiO2-KRSR model
system created by me in an aqueous phase. A classical 200 ns MD simulation was
conducted where the KRSR peptide diffused from the water phase and adhered to the
anatase TiO surface. Initially, it approached the surface within a bonding distance
defined by water molecules, and after a few ns, it tightly adsorbed to the surface at a
distance of 0.148 + 0.007 nm. The adhesion of KRSR to the anatase surface was
significantly influenced by the charged side chains and the N- and C-terminal of the

peptide.

REMD simulations were performed with the molecular state corresponding to the
final 200 ns MD simulation time point. Altogether 96 simulation threads were applied
with 10 ns simulation time with different temperatures. The possible molecular
conformations of the lowest temperature replica were explored, which corresponds to the
states with the lowest potential energy. For this purpose, the temperature difference
between individual simulation replicas was adjusted to AT = 1.5 K through a short heating
and NPT equilibration search. As a result, the exchange probability during REMD was
approximately ~0.3. Among these molecular conformations, there was a prominent state
that accounted for 40% of the simulation time of this replica, with a cluster size of 4751
at 0.1 nm RMSD cutoff.

A pulling MD simulation was performed using the obtained dominant KRSR

molecular conformational state on the lowest REMD replica. The KRSR peptide was
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pulled along the axis perpendicular to the anatase TiO> surface to a distance of 5 nm, at a

pulling rate of 5 nm/ns. During the pulling simulation the resulting maximum pulling
]

nm'

force increased to ~400

mo’; and at 0.2 ns, at this point the KRSR peptide detached
from the TiO, surface. After the detachment, the force gradually decreased as the KRSR
peptide was pulled back into the water phase. The pulling trajectory was sampled using
the umbrella sampling method at 24 different points over 10 ns MD simulation with
restrictions of the peptide movement. During the sampling, the center of mass was
harmonically restrained at each point. The 24 sampling points were chosen at uniform
distances as the KRSR molecule were pulled away from the surface. The obtained data
were analyzed using the WHAM algorithm to derive the PMF from the average force
acting on the KRSR molecule. The PMF curve was plotted based on the potential -
distance values. The binding free energy was determined from the PMF curve which was

given the value of AG = 8.817 kcal/mol for the KRSR molecule on the anatase surface.

In addition to the KRSR peptide, MD simulations were also performed with the RGD
and their modified versions KGD, LGD, LRSR, and RSR peptides, both on the anatase,
rutile crystalline, and amorphous TiO> surfaces. The amorphous TiO structure was
created by heating the anatase structure to 3000 K and then rapidly cooling it to 310 K in
a simulation box with periodic boundaries. For each of the six different peptides, separate
500 ns MD simulations were performed at 310 K, with a time step of 2 fs, on each of the
three types of TiO- surfaces. From the MD trajectories the ratio of the simulation time the
peptides spent within 0.5 nm from the TiO. surfaces were collected and the ratio was
calculated to the total simulation time, and these values were compared. The KRSR,
RGD, and RSR peptides exhibited remarkably high adsorption time ratio (with a mean
value of 82.93%, 87.26%, and 69.78%, respectively), indicating that they strongly
adsorbed onto the TiO, surfaces and remained in their vicinity throughout the simulations.
In contrast, the LRSR peptide, which does not have a charged N-terminal amino acid

residue, showed an extremely low average adsorption time percentage of 31.72%.

Pulling simulations were also performed with the six peptides from the three TiO>
surfaces, in which the peptides were pulled along the axis perpendicular to the surface.
The pulling rate was set to 10 nm/ns, using a harmonic potential with a spring constant of

1000 kJ/(mol-nm), that was applied to the center of mass of the peptides. The initial states
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for these pulling simulations were selected from the states closest to the TiO surfaces
during the 500 ns MD simulations. By analyzing the force-distance graphs from the
pulling simulations, the maximum applied force was determined, and the areas under the
curve was also calculated, that is providing a measure of the binding energy. The highest
binding energies were obtained on the three surfaces, with averages of 4.98 eV for KRSR,
3.92 eV for RGD, and 4.68 eV for RSR, while the lowest was obtained for LRSR with
2.37 eV, which corresponds to the order of the adsorption time percentages. Furthermore,
a linear relationship between the maximum pulling force and the binding energy were

found.

These simulations enabled me to model the adhesion processes of various peptides
on the TiO- surfaces at the atomic level. Understanding the dynamics of the interactions
I modeled is of crucial importance for the development of TiO2-based implants and
prostheses. The comprehension of interactions between such peptides and TiO surfaces
opens up possibilities for designing bioactive surfaces, thereby improving
biocompatibility, and in the future, more efficiently directing cell-implant surface

interactions during medical implantation procedures.

Theses

Thesis 1. | performed molecular dynamics simulations in an aqueous environment to
investigate the interaction between the KRSR (Lys-Arg-Ser-Arg) peptide and the anatase
TiO2 surface. The KRSR peptide starting from the water phase have adsorbed to the TiO2
surface during a 200 ns MD simulation. | observed that the binding of the KRSR molecule
to the TiO2 surface can be divided into three phases. During the first phase, within 1.5
ns, the KRSR peptide is diffusing in the water phase and approaches the surface by 0.3
nm (migration), and then in the second phase it maintains this distance for the following
6 ns. In the third phase, a tighter adhesion was established, with the distance between the
KRSR peptide and the nearest surface atom settling at 0.148+0.008 nm during the last
193 ns of the simulation. Furthermore, these simulation results highlighted the
significance of the charged amino acid residue K (Lys, located at the N-terminus of the
peptide) in the adhesion of the KRSR molecule, as it adheres to the anatase surface
through its charged amino group [T1].
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Thesis 2. | determined the molecular conformations of the KRSR tetrapeptide on the
anatase TiO2 surface using REMD (Replica Exchange Molecular Dynamics) method in
an aqueous environment. The REMD simulation performed for this purpose consisted of
96 parallel replicas, ranging from 310 K to 454 K temperatures, each lasting 50 ns. This
approach allowed me to identify the molecular conformation states of the KRSR molecule
on the TiO2 surfaces on the given temperature. Various molecular conformations were
explored through a 0.1 nm RMSD LINCS clustering. Among these clusters, | selected the
one with the greatest population, which assuming Boltzmann distribution, also has the
lowest energy, the cluster size of this conformation was 4751. The KRSR molecule was
present in this state approximately 40% of the simulation time at the lowest temperature
(310 K) [T1].

Thesis 3. Using the dominant conformation of the KRSR peptide obtained through the
REMD method on the anatase TiO2 surface, | conducted a pull simulation to determine
the binding free energy in the aqueous environment. During the pull simulation the KRSR
peptide center of mass was pulled along the axis perpendicular to the surface. To further
evaluate the binding energy, | performed umbrella sampling at 24 points over a 10 ns
period (240 ns total simulation time), where | selected KRSR peptide states from the pull
process at uniform distances from the TiO2 surface, the smallest distance was 0.156 nm,
the largest was 2.77 nm. Using the curves obtained during the sampling, | determined the
free binding energy based on the potential of mean force (PMF) curve using weighted

histogram analysis (the WHAM algorithm). The resulting value for the binding free
energy was AG = 8.817% (equivalent to 0.3823 eV) [T1].

Thesis 4. | determined the adsorption time ratios of six small-sized peptides on various
TiO2 surfaces in an aqueous environment. The comparison was conducted for the
peptides KGD, KRSR, LGD, LRSR, RGD, and RSR on the anatase, rutile, and
amorphous TiO2 surfaces. The adsorption time ratio was calculated as the proportion of
simulation time spent interacting with the TiO2 surface (distance < 0.5 nm) compared to

the total simulation time. Based on the results, | identified peptides that exhibited
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outstanding binding characteristics on different surface types. In terms of the adsorption
time ratio, KRSR and RGD demonstrated high values across all the three surface types,
averaging 82.934+1.13% and 87.26+10.11%, respectively. LGD and RSR values lagged
slightly behind, with values of 77.99+14.7% and 69.79+18.2% respectively. KGD also
showed a high average value of 80.31+14.43%, with exceptionally elevated adsorption
residence time ratio of 91.26% on the amorphous TiO2 surface. Conversely, LRSR
exhibited a substantially lower adsorption time ratio compared to the other peptides:
31.72+16.34%. It was observed that peptides carrying positively charged amino acids,
Lys (K) and Arg (R) at their N-termini demonstrated prolonged adhesion. Conversely,
peptides with a non-charged N-terminal amino acid, Leu (L) resulted a decrease in their

adsorption time ratio [T2].

Thesis 5. | determined the binding energies of the selected peptides (KGD, KRSR, LGD,
LRSR, RGD, and RSR) adhering to different TiO2 surfaces (anatase, rutile, and
amorphous) using pulling simulations. The calculated binding energies are in the order of
afew eV. The lowest binding energies were obtained for peptides starting with N-terminal
Leu (L); 2.72+0.77 eV in case of LGD and 2.37+1.51 eV in case of LRSR averaged for
the three surface types. The highest average value was observed for KRSR at 4.98+1.94
eV. Furthermore, a linear relationship was found between the maximum pulling force and
the calculated binding energies [T2].
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