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2. Az értekezés fobb eredményeinek 6sszefoglalasa (tézispontok)*

VI.

Kidolgoztunk egy Uj, fragmentalé eljarast, a Fragmentert, amelynek segitségével
molekulamechanikai szinten optimalizalt fehérje-ligandum komplex-szerkezetek interfész
régidja standardizalt és automatizdlt moddon extrahdlhaté kvantummechanikai
szamitasokhoz (Horvath et al. 2019).

Extrahalt interfész szerkezetek felhasznaldsdval, szisztematikus vizsgdlatok sordn
kimutattuk, hogy a szemiempirikus kvantumkémiai szinten szamolt reakcidhék és a
kisérleti fehérje-ligandum kotési entalpiavaltozasok kdzott a legjobb korrelaciot egy hibrid
vizmodell segitségével érhetjiik el. Ezen Uj modellben a COSMO implicit vizmodellt és a
korabban dltalunk publikdlt MobyWat moddszerrel szamolt explicit interfész
vizmolekuldkat 6tvoztiik (Horvath et al. 2019).

Kiszamitottunk egy skaldzé faktort, amely a szemiempirikus kvantumkémiai szinten
szamolt reakcioh6k és a kisérleti fehérje-ligandum kotési entalpiavaltozdsok kozott
egyszer( linearis kapcsolatot teremt tengelymetszet alkalmazdsa nélkil. Ezaltal egy uj,
direkt kapcsolat jott Iétre a molekulaszerkezet és kotési termodinamika teriletei kozott
(Horvath et al. 2019).

Kidolgoztuk és hisztonpeptid-komplexek felhasznalasaval teszteltiik a fragment blind
docking (FBD) algoritmust, amely egy Uj mddszerben o6tvozi a blind docking
megkozelitéslinket és a fragmens dokkolds technikat (Balint et al. 2019).

Az FBD dltalanos algoritmusan beliil a célpont molekulat a csomagolasi lépés utan beterité
peptid fragmensek 6sszekdtésére és 6sszeforrasztasara alkalmazhatd eljarast dolgoztunk
ki, kddoltunk és kalibraltunk be (Balint et al. 2019).

Kiszamitottuk hidrataciéban részt vevd vizmolekuldak haldzatainak szerkezetét és feltartuk
azok hémérsékletfliiggését komplex interfészek és teljes fehérje felszin esetében. A
halézati megfontolasok segitségével értelmezést adtunk a vizszerkezet molekuladinamikai

szamitdsanak sikerére vonatkozélag (Jeszendi et al. 2018).

*A tézispontokra az értekezésben romai szammal térténik hivatkozads.



3. Bevezetés

A fragmens alapu molekulatervezési eljarasok elterjedéséért sok esetben a biokémiai komplexek
nagy mérete és szerkezeti 0sszetettsége okolhatd. A bevezetésben felvdzolom a munkank soran
vizsgalt komplexek szerkezeti biokémiai hatterét, kitérve azon szerkezeti sajatossagaikra, amelyek
kihivast jelentenek a szerkezetvizsgald és -szamitd technikdk szamadra. Ezt kovetben a dolgozat
kdzvetlen el6zményét jelents, dokkoldsi és hidratacids szamitdsi modszerek és a fragmentalas
alapgondolatainak ismertetésére kerdil sor.

3.1. A hiszton-komplexek szerkezetmeghatarozasanak nehézségei

Ebben a dolgozatban tobb, terdpidsan és epigenetikailag fontos komplexen végzett szamitdsokat
és azok eredményeit mutatom be. A bevezetd részben ezek kozil a hisztonok komplexeire
fokuszdalunk, mivel talan ezek jelentik a legnagyobb kihivast a szerkezetmeghatarozasi médszerek
szamara. Az elmult évtizedekben az epigenetika Uj utakat nyitott a gydgyszertervezésben [1]. Az
epigenetikus folyamatok kozil a hisztonfehérjék poszttranszlaciés mddositasai (PTM) kiilondsen
érdekesek [2-4]; ezeknek a PTM-eknek az epigenetikus szerepe tisztazhato a kromatin szerkezetét
befolyasolé mddositd hatdssal, amely a kromatinszalak nukleoszémaiban a hiszton-DNS és a
hiszton-hiszton kapcsolatokat befolyasolja. A hisztonok kis, konzervalt eukariota fehérjék, nagyon
rugalmas N-terminalis farokkal (1a. dbra) amelyek jellemz6 hossza a hiszton H3 esetében kb. 35
aminosav [5]. A farok kovalensen médosithatd a K, R, T és S aminosavak oldallancaiban. A kapott
PTM-ek sokféle kémiai reakcidkban vehetnek részt, mint példaul metilezés, acetilezés,
foszforilacid. Ha példdul a metilezést vizsgdljuk, harom (mono-, di- és trimetilezett) PTM-et
nyerhetliink ki a K oldallancanak toltéssel rendelkez6 aminocsoport hidrogénatomjainak
helyettesitésével. Az N-termindlis hiszton H3 peptidnek hét K helyzete van (1a. abra), igy a
metilezés 47 PTM-variaciot eredményezhet (négy a harom PTM-bd4l és a nem mddositott K-bdl
szarmazik). lly médon hatalmas szdmu PTM-varidcié szarmazhat, ha az Osszes fent emlitett

aminosavat és mddositd csoportot figyelembe vessziik.
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1. abra (a) A H3 szekvenciaja a 36 aminosav hosszlUsagu N-terminalis peptiddel, szilrke szin jel6li (b) A H3 farok (sztirke) AIRE-PHD-
hez két6dve (2kel-es rendszer). Forras. Balint et al. (2019).

Az azonositasra a genetikai kddon tul a PTM-variaciék nagy szaman alapuld hisztonkédot
javasoltak [6], amely egy nagyon komplex, térben és id6ben dinamikusan véltozé mintazat. A
hisztonkdéd alapvet6 fontossagd a kiulonboz6 betegségek kromatinhoz kapcsolddé
patomechanizmusainak epigenetikajaban [2, 3], kromatinhoz kapcsolddé olvasofehérjékkel [5-7]
»,dekdédolhatd és fordithatd”. A hiszton-olvasd (iré) komplexek atomi felbontasi szerkezetei
kulcsfontossaguak a hisztonkdd kibogozasaban és a gyodgyszertervezésben. A hisztonok PTM-
variacidinak nagy szama hasonldéan nagyszamu lehetséges komplexet eredményez, az ilyen
nagyméretl komplexek szerkezeti meghatdrozdsa még nagy teljesitményd kristalytani [8, 9]
technikak esetében is kihivast jelent.

A lehetséges hisztonkomplexek varidcidinak nagy szama igazi kihivast jelent a kisérleti szerkezeti

meghatdrozasi technikdk szdmara. Ezen komplexek szdmoldsa a peptidek jelent6s mérete és



rugalmassaga, valamint az olvasok sekély kot6feliiletei miatt nehéz feladat. Ezenkivil a kotési
helyek gyakran nem ismertek, ami szlikségessé teszi az egész célpontfehérje fellletén a blind

docking (BD) keresési mddszer alkalmazasat.

3.2. A dokkolasi probléma és eddigi megoldasai

Az elmult fél évszazadban a szamitégépes kémiai eljarasok lehetévé tették, hogy proteinek és
ligandumijaik szerkezetét és azok kolcsonhatasait atomi szinten gyorsan modellezziik. Hogy mely
modszereket, illetve mely mddszerek kombindacidit alkalmazzuk, fligg a vizsgalt rendszer
méretétdl, az elérhetd szamitdsi kapacitastdl, illetve hogy milyen pontossagot varunk el.

A molekulamechanikai mddszerek (MM) a vizsgdlt molekuldkat az atomok szintjén kezelik,
szemben a kvantummechanikai (QM) eljardsokkal, amelyek az elektronok és atommagok
kdlcsonhatdsainak leirdsara is képesek [10]. Egy eréteret (force field, FF) a kdlcsonhatdsokat leird
egyenletek matematikai alakja és az ezekben szerepl6 paraméterek, valamint a topologikus leiras
(atomtipusok, kotéstipusok, stb.) jellemeznek. Az er6tér parametrizalasanak az a kritériuma, hogy
minél pontosabban reprodukalni tudjuk kisérletileg meghatarozott jellemzGit. A kisérleti
modszerek fejlesztésével egyre tobb adat allt rendelkezésre a kisméretld molekuldkrdl, igy
ismertté valtak az atomok kozti kotéstavolsagok, kotésszogek és egyéb molekulageometriai és
energetikai tulajdonsagok. Felmeriilt, hogy egy nagyobb molekula a kisebbekkel modellezett
szerkezeti egységek kombindcidjaként leirhatd-e, ebbdl fejl6dott ki az erétér eljarason alapuld
MM szdmitasi mdédszer, amely Andrews mechanikai modelljén [11] alapul, amely a molekuldkat
merev, gdmbszer(i atomokbdl allé rendszerként kezeli és az atomok kozti kotéseket rugdkkal
szemlélteti. Napjainkban biomolekularis rendszerek MM-szint{ szamitdsara hasznalt, kedvelt FF
az AMBER [12], a CHARMM [13], az OPLS [14] és a GROMOS [15].

Dokkolasnak azokat a MM-szint(i mddszereket nevezziik, amelyekkel megjésoljuk egy molekula
preferdlt kotési helyét egy masik molekula felliletén, mikézben egy stabil komplex alakul ki. Az
elényben részesitett kot6hely ismeretében - amely lehet kisérleti eredmény [16-18] vagy korabbi
szamolds eredménye [19] - pedig meghatdrozhatjuk a kotéserfsséget a két molekula kozott pl.
pontozd (scoring) fliggvények segitségével. A molekuladokkoldst altaldban kisebb ligandum és
nagyobb célpont molekuldk kozotti kdlcsonhatdsok vizsgdlatara alkalmazzak [20]. Fokuszaltan

torténik a dokkolas, ha a kot6zsebrél van hozzavetbleges ismeretiink és vakon (blind docking, BD),



amennyiben a célpont molekula teljes fellleten végezziik a keresést. A BD a kot6zsebek
elhelyezkedésérél és a kotési modrol egyidejlileg ad informaciét a teljes feliileten [21, 22]
el6zetes ismeretek nélkul.
A gydgyszertervezésben hasznalt dokkold eljarasok, amilyen pl. az AutoDock [23, 24] gyorsasdga
megkoveteli, hogy megkozelitéseket hasznaljanak, mint pl. a kolcsonhatd felszinek nem
megfelel6en meghatdrozott hidratacidja, vagy a célpont molekula flexibilitdsanak figyelmen kivil
hagyasa; viszont ezek a megkozelitések nem mindig adnak megfelel6 eredményeket. A dokkolas
vizmolekuldkkal feltoltott kot6zsebekbe is iranyithatja a ligandumot, amennyiben nem vessziik
figyelembe a hatarfellleti vizmolekuldk pozicioit [22, 25].
A dokkold mdédszerek globalis keresési algoritmusokat is hasznalnak, de heurisztikusak, és nem
determinisztikusak, mint a molekuladinamikai szimulacidék. A dokkolds soran tobb kozelitést is
alkalmaznak a szamitasok felgyorsitasa érdekében, mig a molekuladinamika sokkal pontosabb, de
szamitdsi szempontbdl dragabb a MM-mddszer, mint a dokkolds.
A molekuladokkolas az egyik legszélesebb korben elterjedt MM-mddszer, amit protein-ligandum
komplex szerkezetek jellemzésére és el6rejelzésére [26] hasznalnak a szamitégépes
gyogyszertervezésben [27]. De a nagy sebességl szamitdsok bizonyos korldtozasokat kovetelnek
meg, amint azt egy korabbi tanulmanyban mar 6sszefoglaltuk [28]:

- a) a keresési hely korlatozasa a kot6hely kbrnyezetére [16]

- b) a nem megfelel6 hidratacid, vagy annak teljes hidnya a ligandum-célpont interfészen

[29, 30]
- c)acélpont rugalmassaganak teljes, vagy részleges figyelmen kivil hagydsa [27, 31-33]
- d) véletlenszdmgenerdldson alapuld nemdeterminisztikus keresé algoritmus [26, 34]
alkalmazasa.

Az els6 korlatot a BD-megkdzelités [21, 35] képes kiklisz6bolni, mivel a keresést a célpont teljes
felletén végzi anélkil, hogy barmilyen informaciéval rendelkezne a protein felliletérél. Mivel BD-
ban nincs szlikség az els6dleges kot6hely el6zetes ismeretére vagy erre vonatkozé korlatozasra,
igy az tobb kot6helyet is megtaldlhat. Ezért a BD nagy népszerliségre tett szert [36-38] és

alloszterikus [39-41], vagy t6bbszoros kotShelyek [42-47] megkeresésére is sokan hasznaljak.



A BD-t eredetileg az AutoDock [24] programcsomagra adaptaltak, az utdbbi években azonban
Ujabb dokkoldprogramokat, szervereket is hasznalnak [48]. Viszont ki kell emelni, hogy az
AutoDock az egyetlen olyan programcsomag, amely valéban a teljes fehérjefellleten [48] végzi el
a keresést. Gyakran haszndlnak Pocket Search (PS) mddszereket, hogy megtalaljak a kot6helyeket,
viszont a PS utan helyi fokuszalt keresést is el kell végezni, hogy megtalaljuk a ligandum
szerkezetét a koté részeken [49, 50].

A fent emlitett korlatozasok miatt a gyors mddszereket hasznald dokkold eljardsok sok esetben
nem adnak megbizhaté eredményeket [51], ami a ligandum helyzetén, a szamolt kotési energidn
kivil legf6képpen a célpont dinamikus megkozelitése miatt van. Az entrépikus hatasok és a
szolvataci6 nem megfelel6 paraméterezése nem ad megfelel6 sorrendet a kapott
ligandumszerkezetekben. A gyors moddszerek ezen hianyossagait molekuladinamikai (MD)
szimuldciokkal lehet kezelni. A MD egyre nagyobb szerepet kap a gyogyszertervezésben [52-54]
és tobb tanulmany is szélt arrél, hogy molekuladinamikat hasznaltak a ligandumkdotési folyamat
nyomon kovetésére [18, 55-57], mindezt atomi szinten [18, 55, 58-61]. A dinamikus BD
szinten kovessik, mikozben a teljes célpont és a ligandum is meg6rzi rugalmassagat. A
molekuladinamika lehetévé teszi explicit vizmolekulak hasznalatat és azok jelent6ségének
vizsgalatat a ligandumkotés sordn [18] ugy, hogy kdzben a célpont rugalmassagat is figyelembe
veszi [62], amely igy a négy korlatozdsbdl a masodikat és harmadikat kikiszoboéli. A MD
segitségével Uj lehetGségek nyilnak a BD javitdsara rugalmas rendszerek esetén is [32, 63, 64], igy
az alloszeterikus kdtShelyek tanulmanyozasa is lehetséges atomi szinten. Ha ismert a ligandum
koté szerkezete, akkor a forditott folyamatot is lehet tanulmdanyozni [65, 66], amit dynamic
undocking néven [67] emlit az irodalom és sok olyan koztes allapotu kolcsdnhatast lehet vele
vizsgalni, ami mas médon nem lehetséges [68, 69].

3.3. A hidratacids probléma és eddigi megoldasai

A gydgyszertervezésben részt vevé molekulak vizes kozegben hatnak egymadsra, igy sziikség van a
hidratacio megfelel6 kezelésére is a modellezések soran. A vizmolekuldk a reaktdns molekulak
felszinén, a molekuldk koz6tt, a célpont zsebében, vagy akar a két felszin kozotti 6sszekotd

szerepben is el6fordulhatnak, valamint tavol a komplextdl, azzal kélcsénhatast nem kialakitva. Az



olddszer modellezése torténhet implicit, explicit és hibrid médon, mindegyik mddszernek van
elénye és hatranya is. Az implicit modellek hatékonyak és gyorsak, ha az olddszer viselkedését kell
modellezni, viszont az oldott molekuldk koril nem adnak j6 megoldast. Az explicit modellek
kevésbé hatékonyak szamitasi szempontbdl, viszont jobban leirjdk az oldott molekulak korili
viselkedést.

A hidratdcié nagymértékben befolydsolja a kiilénb6z6 biomolekuldk és komplexeik szerkezetét és
mikodését [70]. A komplex interfész vizmolekulai hidrogénkotések hdlozatanak kialakitasaval
[71, 72] jarulnak hozza a célpont-ligandum stabilitasahoz és a célpont-ligandum specifitdsahoz
[73-80], meghatarozva az atomok kozotti tavolsagokat és kitoltve az (lregeket [70, 81].
Fontossaguk ellenére a hatarfelileti vizmolekuldk pozicidinak meghatdrozadsa nem trividlis [25]. A
rendelkezésre 4llé vizpozicidkat tobbnyire [82] rontgenkrisztallografidval hatdroztdk meg,
azonban még ez a j6l bevalt technika is szamos korlatozassal bir. Az elektrons(r(iség csucsainak
meghatdrozasa a lehetséges interfészviz-poziciokhoz még mindig nem rutinmunka a viz
természetes mozgdsa és a szabadsagfokok nagy szdma miatt [83] és a szerkezet minGsége fligg az
oldott komponensek méretétdl is. A kristdlyban kialakulé hidratacié nem ugyanolyan, mint
oldatban [84], amit tovdbb bonyolit a fagyasztds mddszertana [84]. Az elektron-s(irliségadatok
tulillesztése és a vizpozicidk félrevezet§ azonositasa gyakran rossz gyakorlatnak bizonyul [77].
Egyéb kisérleti technikak, mint példdul a magmagneses rezonancia spektroszkdpia vagy a
krioelektronmikroszkdpia viszonylag kisszamu szerkezetet eredményezett, amelyek vizpozicidkat
is tartalmaznak. A fenti kisérleti moddszerek korlatainak lekizdése érdekében elméleti
megkozelitéseket dolgoztak ki a vizpoziciok meghatdrozdsara. Ezek a megkozelitések vagy csak az
oldott komplex szerkezetén [85], vagy kizarélag a viz-viz kdlcsoénhatdsok dinamikajanak
kiszamitasan [86-93] alapuld vizpozicidkat adnak meg. Mi a molekuladinamikai alapon mikodé
MobyWat [25] programot alkalmaztuk a célpont-ligandum interfészek hidratacids szerkezetének
meghatdarozasara.

Implicit vizmodellek. Az implicit modellekben az olddszer molekuldit egy homogén polarizalhaté
kozeggel helyettesitjik, ami j6 kozelitéssel allandd tulajdonsagokkal rendelkezik [94]. Tehat
nincsenek explicit olddszermolekuldk explicit koordinatdkkal, azaz az olddszert kevés

paraméterrel le lehet irni kell6 pontossaggal. A legfontosabb paraméter a dielektromos allandé
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(€), ami egyéb paraméterekkel, mint pl. a fellleti fesziiltséggel is kiegésziilhet. A dielektromos
allandé hatarozza meg az oldészer polarizdlhatésdgadnak mértékét. Ezek a folyamatos
(continuum) modellek széles korben elterjedtek, beleértve az erétér- és kvantumkémiai
modszereket. A kvantumkémidban a toltéseloszlasokat ab initio modszerekkel szamoljak
(Hartree-Fock, DFT), a matematikai megkozelitésrél részletesebben az aldbbi tanulmanyok irnak:
[95-99]

Ezek a modellek jél hasznalhatdk, mivel egy egyszer(i fliiggvénnyel irjdk le az olddszert, nem
valtozik szamottev6en a tiszta olddszerben, ha az olddszer maga nem vesz részt a reakcidban.
Valamint akkor is jél alkalmazhaté médszert adnak, ha a szamitogépes eréforrasok korlatozottak.
Implicit oldészermodellt hasznaltak reakcidk vizsgalataban és el6re tudtak jelezni a hidratacids
Gibbs-energia (AnydG) nagysagat is [99]. Tobb ilyen modell létezik, mint pl. a Polarizable
continuum model (PCM), amely tobb valtozatban is |étezik [96]. A modell a Poisson-Boltzmann-
egyenletre épll, amely az eredeti Poisson-egyenlet kibdvitése. A COSMO szolvataciés modell,
amelyet mi is haszndltunk a szdmolasokhoz, népszer( implicit modell [100], a ,,scaled conductor
boundary” hatarfeltételt haszndlja, amely gyors és robusztus kozelités a pontos dielektromos
egyenletekhez és csokkenti a kiilsé toltési hibakat a PCM-hez képest [101]. A kozelitések a valds
értékektsl 0.07 kcal mol ™t nagysagrend( RMSD-értékkel (root mean square deviation) térnek csak
el [102].

Explicit vizmodellek. Ezek a modellek minden egyes olddszermolekula molekuldris tulajdonsagait
figyelembe veszik a szamolds soran. Joval valdsaghlibb modellek, amelyben a vizmolekulak az
implicit modellekkel ellentétben az oldott anyaggal kozvetlen, specifikus kélcsonhatasokban
vannak. Ezek a modellek altaldnosan megjelennek MM-, MD- vagy Monte Carlo (MC)-
szimuldciokban és egyes kvantumkémiai szamoldsok is alkalmazzdk 6ket. MD-szimulacidkban
diszkrét id6pontokban vizsgalhatd a rendszer idGbeli fejlédése, ahol gyakran molekulamechanikai
erGtereket hasznalnak, amelyek empirikus, paraméterezett fliggvények; segitséglikkel
hatékonyan szamolhaték nagy rendszerek tulajdonsagai is [97, 98]. A paraméterezés magasabb
szint( elmélet, vagy kisérleti adatok alapjan torténik. A MC-szimuldcidkkal a rendszer potencidlis

energiafellileteit a rendszer perturbaldsdval és a perturbacié utani energia szamolasaval
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kaphatjuk meg. ElGzetes feltételek sziikségesek annak eldéntésére, hogy az algoritmus elfogadja
az Ujonnan perturbalt rendszert vagy nem.

Az erGtérmddszerek altaldnossagban a kotés menti rezgéseket, torzidkat, a repulzidét és a
diszperziot, mint a Buckingham- vagy Lennard-Jones-potencidlt tartalmazoé energiafliggvényeket
hasznadljak. A gyakran hasznalt olddszerek, mint amilyen a viz is, altalaban idealizalt modellekkel
irhatok le, amelyek lehet6vé teszik, hogy a szamolas soran csokkentsék a szabadsagi fokok szamat
anélkil, hogy szamottev6en romlana a pontossdg; igaz, igy bizonyos modellek csak
meghatarozott korilmények kdzott hasznalhatok. A leggyakrabban hasznalt modellek a TIPXP,
ahol az X egy egész szam, amely az energiaszamolasban hasznalt oldalak szdmara utal [103] és a
simple point charge model (SPC).

A polarizalhato er6terek ujabban mar képesek a molekularis toltéseloszlds valtozasait is szamolni,
amit a multipélusos momentummal rendelkezé molekulaknal hasznalnak, amely jobban tikrozi
Biomolecular Applications (AMOEBA) erétér [104], amelyet az ionok oldatbéli dinamikajanak
tanulmanyozasara haszndlnak [94].

Hibrid vizmodellek. A hibrid modellek az implicit és explicit modellek ,kozott” helyezkednek el,
altalaban kozelebb az egyikhez vagy a masikhoz. A vegyes kvantum- és molekulamechanikai
(QM/MM) modellek kozelebb allnak az explicit modellekhez. Pl. egy QM kozponti rész explicit
oldészermolekulakat tartalmaz, amelyet kérbevesz egy MM-réteg, azon kivil pedig egy harmadik
réteg, amely a végtelen (bulk) olddszert jelképezi. A Reference Interaction Site Model (RISM)
modell viszont kozelebb all az implicit modellekhez, amely lehet6vé teszi, hogy az olddszer
slr(isége ingadozzon és igy irja le az olddszer viselkedését [94, 96, 105].

QM/MM-médszerrel lehetdség van arra, hogy a rendszer egy részét, pl. egy bioldgiailag aktiv
helyet QM-, a rendszer tobbi részét MM-erétér segitségével modellezziik. Ha a harmadik réteget,
a bulk olddszert implicit mdédszerrel modellezziik, ,olcsébban” tehetjiik meg, mintha az dsszes
oldészermolekulat explicit modelleznénk. Lehetséges megoldds még, hogy a QM-régidhoz explicit
oldészert adunk, a tobbit pedig implicit modon kezeljiik. Vegyes eredmények sziilettek azokban a

tanulmdanyokban, ahol explicit oldészermolekuldkat adtak implicit olddszerhez. Vagy egyik, vagy
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masik modszert hasznalva jo kozelitések sziilettek, de a vegyes modell vegyes eredményeket
adott, ami f6ként az explicit hozzaadott oldészermolekuldak szamatél fliggott [106].

A hidratdcios szerkezet szerepe és szdamitdsa. A viz szerkezete és szerepe a technoldgia és
tudomany egyik kozponti kérdése. Példakat taldlunk arra, hogy vizmolekuldk kozott
hidrogénkotések hdldzata stabilizdl aktiv fehérjekonformaciékat [107, 108] és elGsegitik a
feltekeredés folyamatat [109-111]. A vizmolekuldk kozvetitik az Alzheimer-kér b-amyloid
protofilamentjeinek 6sszekapcsolédasat [112-115], részt vesznek a protein-RNS Osszekapcsolas
folyamataban [116] és alapvet6 szerepet jatszanak a protonatadasi reakcidkban [117-125], a
fehérje belsejébe zarva pedig stabilizald hatasuk van [126, 127]. A preciz szerkezetalapu
gyogyszertervezésben figyelembe kell venni a vizmolekulak ligandumkoté hatasat is [78, 89, 93,
128-137]. Statikus és dinamikus szadmitdsi mddszerek is |éteznek a fehérje fellletén és az
interfészben elhelyezked$ hidratacids halézat elGrejelzésére. Statikus megkozelitésli mddszer
lehet példaul tudds alapu [138, 139], szerkezeti [140, 141] és dokkolas alapu [142]. A
molekuladinamika az explicit vizmodellekkel egyiitt képes kezelni a vizmolekuldk minden
kdlcsonhatdsat, beleértve nemcsak az oldott viz, hanem a viz-viz kapcsolatokat is, valamint kezeli
az oldészer és a kotott vizek kozti kicserél6dést is. A MD egy hatékony motorrd valt a
fehérjecélpontok vizszerkezeteinek és a ligandumokkal alkotott komplexeinek hidratacids
szerkezetének meghatarozdsaban [143-146], valamint széles korben alkalmazzak
gyogyszertervezésben [18, 63, 147, 148] és a fehérjék kozti kdlcsonhatdsok vizsgalataban [55] is.
A hardver- és szoftvertechnoldgiak folyamatos fejlédése kdvetkeztében lehetségessé valt a nagy
molekuldris rendszerekben id6ben bekdvezd szerkezeti valtozasok modellezése. A kovalensen
nem koté kélcsonhatasok GPU-szamoldsa [149-151] és a dedikalt hardverek megjelenése [152,

153] ugyancsak kiszélesitették az MD-szamoldsok hatarait.
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2. abra Fehérjék és a fehérje-ligandum interfészek hidratacios szerkezetének standardizalt meghatarozasa MD-szimulacidval és
MobyWat-lépésekkel. Az interfésznél a MD- és MobyWat-lépéseket a ligandum molekula jelenlétében végezziik. Forrds: JeszenGi
et al. 2018.

A hidrataciés szerkezet jelenlegi MD-alapu prediktorait tovabb lehet kategorizalni. Vannak
megkozelitések, amelyekkel a fehérje korili hidratacidés héj el6re jelezhetd, amely az atlagos
oldészers(lirlséget és a proximalis sugdriranyu eloszlasfiiggvényt hasznalja MD-bél szarmazdé
kiilonb6z6 atomtipusok koril [144, 154-159], vagy amelyek elemzik a makromolekuldk koruli
hidratacios szerkezeteket [157, 159]. Mas, foglaltsagon alapuld algoritmusok az 6sszes atomot
tartalmazé MD-t alkalmaznak explicit oldészermolekulakkal, igy vizsgdlja [160] vagy jelzi el6re a
hidratacios helyeket [93, 143, 161-166]. Az Ujabb MD-algoritmusok a hidratalé vizmolekulak
egyedi pozicidit szamoljak az atlagos s(irliség helyett, és kiilonféle foglaltsag-alapu értékelési

sémakat alkalmaznak a hidratacios helyek meghatdrozasara, mint példaul az id6ben atlagolt
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poziciok [165] és/vagy az azonositason alapuld klaszterezés esetén a mobilitasi pontszamok
(score) [167]. Ez utébbi megkozelités hasznosnak bizonyult a fehérjefeliiletek teljes hidratacids
szerkezetének [167] és a célpont-ligandum komplexek interfész hidratacidés halézatainak
elérejelzésében [71], ami egy 6nallé programban (MobyWat) valdsult meg [25] (2. abra). A
program daltal megjésolt hidratacids szerkezetek atlagosan 81%-os egyezést mutattak a kristdlyos
vizpozicidkkal és 90%-os egyezést a fehérjefelliletek és az interfészek esetében.

Barmelyik megkozelitést is vizsgdljuk, a megjdsolt hidratdciés szerkezetek pontossagat
nagymértékben befolyasolhatjdk a MD-szimuldcidk kiilonb6z6 paraméterei. Az intenziv
paraméterek, mint pl. a nyomas és a hémérséklet, a helyes er6tér kivalasztdsa vagy az explicit
vizmodell mind meghatarozzak az el6rejelzés pontossagat. Példaul az explicit vizmodelleket széles
korben alkalmazzdk biomolekularis szimulacidkban és szamos ilyen olddszermodellt fejlesztettek
ki [168]. Gyakran azonban nem trividlis, melyik vizmodell a legmegfelel6bb bizonyos
szimulaciokhoz és a viz-fehérje és a viz-viz energetikdinak kiszamitdsahoz. Kimutattak, hogy a
vizmodell szignifikdnsan befolydsolhatja az A-RNS duplexek [169-173], a peptid- és
fehérjetekeredés [169-173] szimulalasat, a hidratdcié termodinamikai szamoldsat [174], valamint

a ligandumok fehérjékhez torténé kotési szabadenergidjanak eredményeit [174, 175].

3.4. Fragmens alapu szamitasok a kvantummechanikaban

A hidratacido mellett a rendszer mérete is kihivas lehet, az ilyen vizsgédlatok QM-szinten nagy
szamitégépes er6forrast igényelnek; ha nagyméretli célpont molekulat szeretnénk szamolni, a
célpont-ligandum komplex kezelhet6 alrendszerekké, kisebb alkotéelemekre bontdsa oldhatja
meg ezt a problémat. Legalabb két megkozelités létezik: az els6 megkozelités kvantummechanikat
alkalmaz a kotési helyre és molekulamechanikai szimulaciét a komplex tébbi részére [176-181]. A
madszerek egy masik aga a célzott fragmentdlason alapul és kvantummechanikat alkalmaz a
célpont fragmensek és a ligandum alrendszerére. Zhang és Zhang [182] példaul egy olyan eljarast
dolgoztak ki a molekuldris fragmentaldsra, ahol a fehérjét egyedi zart fragmensekké bontottak és
ab initio Hartree-Fock- és DFT QM-szamitasokat hajtottak végre a célpont-ligandum
komplexeken. Nikitina és munkatarsai [183, 184] a célpont nehéz atomjait vagtak ki, amelyek 5
A, vagy anndl kisebb tavolsdgra vannak a ligandum nehéz atomjaitdl. Réntgen-analizissel

meghatdrozott szerkezeti vizmolekuldkat is alkalmaztak, Ujakat helyeztek el az oldott molekulak
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H-kot6 vegyértékei alapjan [184] és az in silico hidratacid iterativ mddszerét is alkalmaztak [183].
Korreldciét kaptak a kotési entalpidra (AHp) tizenkét [183] és nyolc [184] komplex esetében. A
komplexek fehérjecélpontokat és kis molekulatoémegl (700-as tomegszamig) ligandumokat
tartalmaztak és a szamitdsokat szemiempirikus QM-szinten végezték PM3 paraméterezéssel.
Dobes, Hobza és munkatarsai [185] a kis molekulaju purin inhibitor Roscovitine-t tanulmanyoztak
CDK2-vel alkotott komplexében B3LYP/6-31G** és MP2 elméleti szinteken. A kindz célpont
lancait néhany aminosav kis fragmenseivé vagtdak a Co-N koOtés mentén, a peptidkotést
megtartottak és csak a ligandumtdl 5 A-6n beliil taldlhatd aminosavakat és kristalyviz-molekulakat
vették figyelembe a szdmoldsok soran.

A termodinamikai tulajdonsagok, példaul a kotési entalpia (AHp) szerkezeti alapu szamitdsa a
hatékony gydgyszerjeloltek tervezésének kozponti kérdése. Az Uj molekuldak entalpikus
optimalizdlasa [186-188] a gyodgyszertervezés jol ismert Utja és sziikségessé teszi a célpont-
ligandum komplexek AH, meghatarozdsat vagy elérejelzését. Annak ellenére, hogy ilyen adatokra,
mint a AHp, nagy sziikség van, csak néhany QM-vizsgalat létezik a célpont-ligandum komplexek
termodinamikajanak fragmens alapu szamolasdra, ahogyan azt az el6z6 bekezdésben emlitett
cikkek is alatdmasztjak. Nem nagyméretl ligandum-molekuldk vettek részt a rendelkezésre allé
vizsgalatokban és a nagy (peptid) ligandumok meghatarozott szdmu hidratdciés helyet tartalmazé
komplexeit nem vizsgaltak széles korben. Ezen tulmenden az 6sszetett interfészek szerkezeteinek
kivagasara és a megbizhato hidratacios mddszerekre szolgdld automatizalt eszk6zok kifejlesztése
szintén hasznos lenne az ilyen fragmens alapu QM-vizsgdlatokhoz. Az Gj gydgyszerjeloltek
entalpikus tervezésének elGsegitése és a nagy ligandumok komplexszerkezeteinek automatizalt
szamoldsaval kapcsolatos fenti kihivdsok megoldasa érdekében kifejlesztettiink egy Uj
fragmentald protokollt, amely magaban foglalja az explicit vizmolekuldak szisztematikus
elhelyezését, majd egy teljesen automatizalt fragmentdldsi mdodszert a komplex interfészek
megfelel6 kezeléséhez QM-szamitasok szamara. A validalast kémiailag kiilonb6z6 ligandumokkal

és ismert kisérleti AHp-értékekkel rendelkezé komplexek csoportjaval végeztiik el.
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4. Modszerek

A jelen fejezetben kizarélag a tézispontokban 6sszefoglalt eredményekhez kdzvetlenil csatlakozé

moddszereket ismertetem.

4.1. A médszerfejlesztés informatikai hattere

A fragmentalé algoritmus (Horvath et al. 2019, I. tézispont) programozasi nyelvének és
kornyezetének megvalasztdsakor fontos szempont volt, hogy ugy terveztiik, egy weboldalon is
kozzétessziik, barki szamara elérhetévé tessziik azt. Azaz valamilyen front end-programozasra
alkalmas kornyezetet kellett keresni, ami lehet6ség szerint olcsd (vagy ingyenes) és elterjedt,
valamint megfelel6 tamogatds is van hozza. Szerverként Windows vagy Linux johetett széba, de
mivel a Windows és a hozz3a tartozd .NET-keretrendszerben hasznalhato fejleszt6kornyezet nem
ingyenes, vagy ingyenesen nem tud mindent, amire szlikség lehet, igy a Linuxra esett a valasztas.
A fejlesztés elsé szakaszaban tarhelyszolgdltatétdl bérelt teriileten dolgoztunk, ahol nem volt
teljes jogosultsdgunk, igy a HTML-oldallal (HyperText Markup Language) kényelmesen
haszndlhaté PHP és JavaScript tlint j6 megoldasnak, mert kompletten meg lehetett irni a
hattérben fragmentdlod algoritmust PHP-ban. A PHP ugyanis rengeteg fliggvénnyel tdmogatja a
szovegfijlok, sztringek kezelését és mivel inputként PDB-fajlokat (Protein Databank [189]) olvas
be az algoritmus, remek valasztds lett a PHP. Igaz, hogy id6kozben olyan funkcidkat is
beépitettiink, amelyek pl. programokat futtatnak a szerveren, igy sajat, magunk altal konfiguralt,
teljes hozzaférést és jogosultsagot nyujtd, felh6ben futd Linux-szervert hoztunk létre és oda
koltoztettik a teljes rendszert.

A HTML és a JavaScript (amely tartalmazza a JavaScript konyvtdrakat, mint példaul a jQuery vagy
a Scriptaculous) kliensoldali nyelvek. Ez azt jelenti, hogy a bongészé felel6s a HTML- és a
JavaScript- kéd végrehajtasaért. Ez az oka annak, hogy miért kell tesztelnlink weblapjainkat
annyiféle bongészében, amennyiben csak lehetséges, mivel a bongészének kell végrehajtania a
HTML-t, a JavaScript-et és a CSS-t, igy mindegyik bongész6 mas végeredményt adhat. A tesztelést
Windows alatt Chrome-on, Internet Explorer 11-en és Firefox-on, Linux alatt Chormium-on és
Firefox-on, Mac OS-en Safari és Chrome bongészében végeztiik.

A PHP-kdéd a gazdaszamitégépen vagy a kiszolgaldon fut le, miel6tt az oldal a bongészében

megjelenik. A PHP felel8s azért, hogy a dolgokat ,athuzza” a kiszolgdlordl, legyen az egy adatbazis
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vagy egy fajl és létrehozza és/vagy biztositja a megfelel6 HTML, JavaScript és/vagy CSS kddot. A
HTML-, a JavaScript- és a CSS- kédok jorészt ,hardkddolva” vannak, ami azt jelenti, hogy a kdéd
nem valtozik. A fejleszté |étrehozza a HTML-t, a JavaScript-et és a CSS-t, majd feltolti azokat a
szerverre. A szerver, ha ezt a weboldalt kérik le, csak elkiildi az oldalt a bongészének, ahogyan azt
a fejleszt6 lekddolta.

Viszont ha dinamikus oldalra van szikségiink, ami azt jelenti, hogy a megjelenitendé tartalom
fligg a felhasznald altal megadott inputtdl, szerveroldalon olyan szkriptnyelvet kell alkalmazni,
mint pl. a PHP. A PHP-t HTML-, JavaScript- és néhany esetben a CSS- kéd generaldsara hasznaljak.
A PHP 6sszegylijti és feldolgozza azokat az informacidkat, amelyekre sziiksége van ahhoz, hogy a
weboldalt HTML-ben és JavaScript-ben hozza létre, miel6tt elkildi a kész weblapot a bongészébe.
HTML. A weboldalak készitéséhez a HTML nyelvet haszndltuk, amely mdra internetes szabvannya
valt. A webbongész6k webszerverrél vagy helyi tarolobél HTML-dokumentumokat kapnak és a
dokumentumokat multimédids weboldalakon jelenitik meg. A HTML szemantikailag leirja a
weblap felépitését és tartalmazza a dokumentumok megjelenitésére vonatkozé utasitasokat.

A HTML-oldalak alapegységei az elemek. Képeket és mds objektumokat, példaul interaktiv
Grlapokat lehet bedgyazni a megjelenitett oldalra. Olyan strukturdlt dokumentumok
|[étrehozasdra szolgdl amelyen fejlécek, bekezdések, listak, hivatkozasok, idézetek és egyéb
elemek lehetnek. A HTML-elemeket tag-ek hatdrozzak meg, ‘<’ és >’ jelek kozé irva. Az olyan
cimkék, mint a <img /> és a <input />, kozvetleniil megjelenitik a tartalmat az oldalon. Mas tag-
ek, mint példaul a <p> informaciot tartalmazhatnak a dokumentum szovegérdl és mas tag-eket is
tartalmazhatnak. A bongész6k nem jelenitik meg a HTML-tag-eket, hanem felhasznaljak 6ket,
hogy értelmezzék az oldal tartalmat.

A HTML beagyazhat olyan szkriptnyelvre irt programokat, mint a JavaScript, ami a weboldalak
viselkedését és tartalmat modosithatja és dinamikussa teheti, ellenérizheti a felhasznalé altal
megadott inputokat. A CSS hasznalataval a tartalom megjelenését és elrendezését is
megadhatjuk. A World Wide Web Consortium (W3C), amely mind a HTML, mind a CSS szabvanyok
karbantartdja, 1997 6ta kifejezett 6szténdzi a CSS hasznalatat a HTML-ben.

JavaScript. A JavaScript (JS) egy magas szintl programozasi nyelv, amely megfelel az ECMAScript-

specifikaciénak. Egy dinamikus, gyengén tipusos, prototipus alapu programozasi nyelv. A HTML
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és a CSS mellett a JavaScript a vilaghalo egyik legfontosabb technoldgiaja. A JavaScript lehetévé
teszi az interaktiv weboldalak hasznalatat és a webes alkalmazasok |ényeges részét képezi. A
weboldalak tulnyomd tobbsége hasznalja és a nagyobb webbdngészéknek van egy kiilon erre a
célra szolgald JavaScript-motorja, amely végrehajtja azt.

A JavaScript tdmogatja az esemény-vezérelt, funkciondlis és kényszerit6 (beleértve az objektum-
orientdlt és prototipus alapu) programozdsi stilusokat. A szovegek, tombok és datumok
hasznalatat API-kon keresztul tdmogatja, de maga a nyelv nem tartalmaz I/O-, példaul haldzati,
fajlkezelési vagy grafikai eszkozoket. A futtatd kornyezetre tdmaszkodik, amelybe be van dgyazva,
amin keresztiil ezeket a funkcidkat biztositja.

Eredetileg a webbongész6kben kliensoldali szerepe volt, de a JavaScript-motorokat ma mar sok
mas tipusu host szoftverekbe dgyazzak be, beleértve a szerveroldalt a webszerverekben és
adatbazisokban, valamint nem webes programokban, példdul szévegszerkesztGkben és PDF-
szoftverekben és olyan futdsidejd kornyezetekben, amelyek lehet6vé teszik a JavaScriptet mobil-
és asztali alkalmazdsok megirdsara, beleértve az asztali widgeteket is.

A magas szintd, sokféle strukturat tartalmazé nyelvek kozé tartozé Java programozdsi nyelvet
valasztottuk az FBD-algoritmus (Balint et al. 2019, V. tézispont) Osszekoté algoritmusanak
implementaldsanal, ugyanis a teljes szamolas tilnyomo részét az egyes kotések mentén végzett
forgatds alkotja. Ehhez a forgatdshoz sziikséges ismerni a forgastengelyen kivil minden egyes
kapcsolédd atom koordinatait és kapcsoldddsat a szomszédos atomokhoz, amit molekulagraf
struktura/tipus segitségével konnyen kezelni tudtunk.

4.2. A Fragmenter eljaras és a kotési entalpiavaltozas szamitasanak mddszerei

Ebben a szakaszban az els6é publikacid (Horvath et al. 2019) I-lll. tézispontjainak egyes
modszereirdl irok.

4.2.1. A Fragmenter technikai megvaldsitasa

A Fragmenter automatikusan vagja ki a nagyméret(i komplexek célpont-ligandum interfészeit, ez
az eljardas a www.fragmenter.xyz webhelyen barki szamdra szabadon elérhet6. Az algoritmus
részleteit, az input, az algoritmus, a megvalésitds, az implementacid és az output szkriptek kozotti
kapcsolatokat a 3. és az Eredmények fejezetben az 5. dbra mutatja be: a komplex szerkezetet

célpontra, ligandumra és a vizmolekuldakra valasztja szét az algoritmus. A 3. abran lathaté
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adatfolyam mutatja, hogy hogyan torténik a felhasznald altal megadott inputok feldolgozasa,
illetve milyen folyamatok utan kapja meg a szdmdra szlikséges outputokat.

A Fragmentert parancssorbdl a createqinput.sh shell szkripttel lehet inditani, de a webszerveres
megoldasban a felhasznald daltal megadott adatokat az oldalrél at kell iranyitani, igy ott a
calculate.php dllitja 6ssze a felhivas paraméterlistajat és hivja meg a Fragmenter-t. Mivel a
Fragmenter eljdras a dolgozat eredménye, ezért tovdbbi részleteit az Eredmények részben

mutatom be.

~ o
@ Website

inputfile.i ‘ D aane |Input parameters
| ,*l& | from the user
‘ project_ID.inp

atom.php }4— #
; createqinput.sh ‘
- | ‘ Upload

—»{ ID_fragment.pdb2 J—
|

—»{ ID_complex. mopin? —_—

—»{ IDﬁcio@pleixfwo:watersﬁop?n-‘-

: }_J Download
—{ ID_ligand mopiré — files
—-{ ID_target.mopin® :—
—»{ ID_mopac.sir —

3. abra Adatfolyam a Fragmenterben (A felhaszndlo altal feltoltott komplex szerkezet, 2Interfész szerkezet PDB, 3Interfész
szerkezet MOPAC input, 4 Interfész szerkezet MOPAC input vizmolekuldk nélkal, SLigandum PDB, 6Célpont PDB, 7SLURM input fajl)
Forras: Horvath et al. 2019.

4.2.2. A képzGdéshd szamitasa

A MOPAC 2012 [190] programcsomagot hasznaltuk szerkezeti relaxaciora és a kivagott komplex
szerkezetek, valamint kilon a ligandum, a vizmolekuldk és a célpont fragmensek
képzddéshdjének kiszamitasara Parametric Method number 7 (PM7 [191]) Hamiltonian

maddszerrel. A kilépési feltétel 1.0-s gradiens érték volt, amit a MOPAC Support Team ajanlasa
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alapjan allitottunk be és amely kisebb, mint a Manual [190] altal ajanlott 10-es érték volt. A
szamitdsi koltség tovabbi csokkentése érdekében a Mozyme [192] LMO-megkozelitését
alkalmaztuk, a molekulak teljes nettd toltését az aminosavak egyéni netto toltéseibbl szamitottuk
ki (5. tablazat). A toltéseket a parancssorban is jeleztiik, manualisan és automatikusan a GEO-OK
kulcsszoval ellenériztiik. A szamoldsok nem kivant megszakitdsat a PREC kulcsszoval értiik el, az
alapértelmezett geometriaoptimalizaldshoz Eigenvector Followig-ot [193], a peptidkotések
molekulamechanikai korrekcidjara az MMOK kulcsszét haszndltuk. A vakuumos, explicit vizes
szamolasok kivételével a COSMO (COnductor-like ScreeningMOdel) implicit vizmodellt [100]
alkalmaztuk, ehhez 78.3-as értéket allitottunk be az EPS kulcsszdra, amely a viz dielektromos
allanddja 293.15 K-en és 101325 Pa nyomason. A viz AsH-értékét is kiszamoltuk vakuumban és
COSMO-modellel is a fenti kulcsszavak haszndlataval, a 3ptb_ben, 3ptb_pad, 3ptb_pam,
3ptb_pme és 3ptb_pmo rendszerekben a diszulfidhidak S atomjainak koordinatdit a COSMO

szamitdsok soran rogzitettik, igy tudtuk megdérizni a szerkezetek integritasat.

4.2.3. Célpont-ligandum intermolekularis kélcsénhatasi energia

Az energiaminimalizalt célpont-ligandum komplexekre az intermolekularis kolcsdnhatasi
energiakat is kiszamoltuk, amelyeket a Lennard-Jones (LJ) és a Coulomb-potencidlok [194]
Osszegeként irhatunk fel. Mind a LJ-, mind a Coulomb-potencialoknal az Amber99sb-ildn erétér

paramétereit hasznaltuk [195]:

NTNp,

z lj qlq]
Einter = 4 TEQELTy;
Ajj = £UR12
B;j = ZSURU
Rij = Ri + R]

'Sij = Sigj
D
A T

C=¢y—D;ey=784;D =—8.5525;k =7.7839; 1 = 0.003627

ahol €j a potencidlgdédor mélysége egyensulyi allapotban az i-edik és a j-edik atomok kdzott, €0 a

viz dielektromos allanddja 25° C-on; Rjj a az atommagok kozotti tavolsag egyensulyi allapotban az
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i-edik (ligandum) és a j-edik (célpont) atomok kdzott; g az atom parcialis toltése az AMBER99SB-
ILDN erétérben; rj az i-edik (ligandum) és j-edik (célpont) atomok aktudlis tdvolsidga; Nt a
célpontok atomjainak szdma; N, a ligandum-atomok szama.

4.2.4. Statisztika

Egyszer( linedris regresszidt végeztiink a szamitott AH és a kisérleti AHp(exp) értékek kozott az
Eredményekben a 6-8. tablazat, Fliggelék A. és B. tablazat alapjan. A AHp(exp) értékeket a 2.
tablazatban felsorolt kiilonb6z6 publikdcidkbdl nyertiik. A regresszidk statisztikai paraméterei,
beleértve a regresszids egyiutthatdkat (o és B a 3. egyenletben), R%-, t-, F-értékeket, rezidudlisokat
és RMSD-értékeket a 6. tablazatban mutatom meg (Horvath et al. 2019, Il. tézispont). A
korreldciés gorbékhez AHp(calc) értékeket szamitottunk a AH értékek és a regresszids

egyutthatok segitségével.

4.3. A fragmens blind docking eljaras madszerei

Ebben a szakaszban a masodik publikacié (Balint et al. 2019) IV-V tézispontjainak egyes
maodszereirdl irok.

4.3.1. A Célpont-ligandum intermolekularis kélcs6nhatasi energia (Einter) szamitasa
Ahogyan a 4.2.3. fejezetben, az FBD-eljards soran kapott szerkezetek intermolekularis

kolcsonhatasi energidjat is szamoltuk.

4.3.2. Osszekapcsolas és hegesztés

Az Osszekapcsolas és Osszef(izés algoritmusai Java 1.8-as verzidban késziltek FragmentMerge
néven. A parancsfdjl az 1. tablazatban leirtak szerint futtathatod és a csomagoldsbél szarmazé PDB-
fajlokat hasznadlja inputként. Van egy bemeneti szovegfajl is, amely tartalmazza a rendszer nevét

(ez majd a riportban lesz felhaszndlva) és a fragmensek sorrendjét is (1. tablazat).

Az algoritmus osztalyhierarchiat hasznadl, a fragmenseket, a fragmensek atomjait és kotéseit és a
PDB-fajlokat kulon osztalyok reprezentaljak. A hegesztéshez sziikséges forgatdshoz az atomokat
egy molekulagrafban tarolja az algoritmus a memoridban, ami segit az Uj koordinatak
kiszamitasaban a forgatdsi folyamat soran; az outputokat kilon konyvtarba menti parok, triddok,

tetradok, pentadok, stb. formdjaban. Az 6sszekotott fragmenseket kiilon PDB-fajlokban mentjiik

22



el, az 6sszekapcsolasi és hegesztési folyamatrdl egy riport minden informaciét (bemenetek,

kimenetek, paraméterek és elérési utak) tartalmaz.

1. tablazat A FragmentMerge parancssori paraméterei*

Paraméter Leirds

-i Input kdnyvtar

-p Output és riport kdnyvtar

-m Minimum tavolsag a nehéz atomok kozott

-X Maximum tavolsag a nehéz atomok kozott

-n Minimum tavolsag az 6sszekdtendd N- és C- atomok kozott
-a Forgatas szoge

java FragmentMerge —p <string> —m <real> —x <real> —n <real> —a <real> —i <string>
A példa input textfdjl tartalma a rendszer és a célpontok nevével:

c2

AR

TK

Qr

AR

KS

A fragmensszam és az inputfdjlok neve a REMARK sorokban taldlhatd, a fajlok neve pedig a
tartalomra vonatkozik. A hegeszté algoritmusnak az atomok kozotti kotési informacidra is
sziiksége van, ehhez az Open Babel [196] segitségével a PDB-fajlokat ujra PDB-fajlba konvertalva

megkapjuk a kotési listat is.

4.4. A vizhalézatok szamitasanak mdédszerei

Ebben a szakaszban a harmadik publikicié (JeszenGi et al. 2018) VI. tézispontjanak egyes
maddszereirél irok. A MobyWat NetDraw mddjat hasznaltuk a fehérje fellletének vagy a célpont-
ligandum interfész régidja hidratdciés halézatdnak elemzésére és jellemzésére, amely
meghatdrozza az interfész-vizmolekulak kélcsonhatdsait egymdssal, az olddszervizzel és az oldott
partnerekkel (ligandum + célpont) és olyan haldzati grafot eredményez, amelynek mobilitasa az
dsszes vizeslcshoz hozza van rendelve. Igy egy vizmolekuldt vagy a célpont vagy a ligandum egy
aminosavat csucsnak tekintjik. Az célpont és a ligandum energiaminimalizdlt szerkezetét

tartalmazé PDB-fajlokbdl, beleértve az el6rejelzett felszini vagy az interfész és az olddszerviz
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molekulait, bemenetként a NetDraw elkésziti a felllet kétdimenzids kdlcsonhatasi haldzati grafjat
élek és csucsok listajaként. A grafok éleinek listajat a tavolsagfajlokbdl finomitjuk azaltal, hogy
kikliszoboljuk a redundancidkat és a szénatomoktdl vald tavolsagot. Csucsonként az élek szamat
négyre korlatoztuk, csak a legels6 négy legrévidebb élt hasznaltuk.

A csucsok listaja az élek listdjabdl, az 6sszes lista olddszerviz vizestccsal és nélkiillk is elkészil,

majd a NetDraw eldallitja a csicsok és élek osztalyozasat. Egy csucs akkor statikus, ha:

ligandum- vagy célpontcsucs

vagy négy barmilyen tipusu csucshoz csatlakozik

vagy legaldbb harom ligandum- vagy célpontcsucshoz csatlakozik

vagy 50-nél kisebb mobilitasi értékkel rendelkezik

Egyébként a csucs dinamikus. Egy él statikusnak mindgsiil, ha két statikus csucsot kot Ossze,
kilénben dinamikus. Az alhalézatok élekbdl épulnek fel, a csatlakoztatott statikus/dinamikus élek
statikus/dinamikus alhdl6zatokat eredményeznek. A fenti osztalyozdssal a NetDraw segit
megkilonboztetni a teljes felszini statikus és dinamikus alhalézatokat vagy az interfacidlis
halézatot. A MobyWat a vizhaldzati grafot a csucsok és élek mobilitasi informacidival latja el olyan
fajlformatumban, amelyet haldzatmegjelenit6 és elemzd programok altal altaldnosan hasznalnak.
Mi a Gephi programot [197] hasznaltuk a NetDraw altal 1étrehozott grafok megjelenitésére, az

elrendezést a ForceAtlas elrendezés opcidval hoztuk létre.
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5. Eredmények és értékelésiik

E fejezetben harom, a dolgozat alapjat képezé kozlemény fontosabb eredményeit targyalom.
Amint a dolgozat cime is utal ra, e kozlemények a célpontmolekula-ligandum komplexek
szamitasara fokuszalnak. Az elsé kdzleményben (Horvath et al. 2019) a fragmentaldsos technikat
a célpont molekula oldaldn, a masodikban (Balint et al. 2019) pedig a ligandum oldalan 6tvoztik
Uj eljardsainkban. Az elsé és a harmadik (Horvath et al. 2019, Jeszendi et al. 2018) kozlemény is
kiterjedten foglalkozik a komplexek hidratacidjanak szamitdsaval, amely a fragmens-alapu
technikdkat kiegészitve jarult hozza a szamitdsok pontossagdnak noveléséhez és az eredmények

atomi szintl értelmezéséhez.

5.1. Fragmenter eljaras és a kotési entalpiavaltozas szamitasa

A célpont-ligandum komplexek szerkezetének és kotési termodinamikdjanak meghatarozasa
kulcsfontossagu |épés a gyogyszertervezésben [198]. A termodinamikai mennyiségeket kisérleti
modszerekkel, példaul izotermikus titraldsi kalorimetriaval (ITC [199-208]) lehet mérni. A kisérleti
méréseket gyakran korlatozza a nagy tisztasagu és koncentrdlt célpontfehérje-mintdk hidnya és
magas koltsége. A molekulaszerkezetek és a kotés termodinamikdja ugyancsak gyors és olcso
molekulamechanikai madszerekkel megjésolhatd [209-213]. Ugyanakkor a
molekulamechanikdnak komoly korlatai vannak az 6sszetett szerkezetek elektronikus hatasainak
kiszamitasaban. Az ilyen hatdsok szinte minden intermolekularis kélcsonhatasban jelen vannak,
beleértve az ,egzotikus” eseteket, mint példaul az aromds és toltott oldalldncok kation-m
kolcsonhatasai [201, 214], vagy a szerkezeti vizmolekuldk polarizaciés hatasai [215]. A QM-
modszerek megfelelen tudjak kezelni az intermolekularis kdlcsonhatdsok elektronikus hatasait,
viszont a célpont-ligandum komplexek hidratacidja és nagy mérete tovabbi kihivasokat vet fel a
QM-moddszerek szamara, amint azt a kovetkez6 részekben leirom.

Az els6é kozleményben (Horvath et al. 2019) egy fragmensképzé protokollt (Fragmenter)
valdsitottunk meg (l. tézispont) egy olyan webes szolgaltatasban, amely szabadon elérhet6 a
tudomdnyos kdzdsség szamara. A protokollt a célpont-ligandum komplexfellletek szerkezeteinek
szabvanyositott és automatizalt kivagasara alkalmaztuk. A kivagott interfészszerkezetek

energidjat minimalizaltuk és a képz6déshét szemiempirikus QM-médszerrel szamoltuk. A
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komplexek hatarfellleteinek csokkentése ésszer(i szamitasi idén beliil lehetévé tette a kiilonb6z6
vizmodellek szisztematikus vizsgdlatat. Jelent&s korrelaciot sikerilt elérni egy hibrid olddszer
modellel (Il. tézispont), amely szisztematikusan meghatarozott explicit és implicit vizeket is
tartalmazott. Ennek eredményeként egyetlen, statisztikailag szignifikans skalazo faktort kaptunk,
amivel a szamitott képz&déshét kisérleti kotési entalpidas értékekké konvertalhatjuk (1.
tézispont).

A vizsgalt rendszerek csoportja kulonb6z6 kémiai ligandumokat tartalmazott, beleértve kis
aromas vegylileteket és nagy peptideket is, amelyek molekulatomege 121 és 3318 kozotti
tartomanyba esett és a kisérleti kotési entalpidk két nagysagrendben, 2.3 és 24.5 kcal mol™? kdzott
mozogtak. A kilonb6z6 oldészermodellekkel végzett szisztematikus vizsgdlat kimutatta, hogy a
komplex felliletén pontosan el6rejelzett vizmolekuldk jelenléte javitotta a szamitott és kisérleti
adatok kozotti korreldciot. Végs6 modelliinkben egyetlen konstans tényez6t vezettlink le a
szerkezeten alapuld, QM-mel szamolt képz6dési entalpia és a kisérleti koté entalpidk kozotti
osszefliggésre (lll. tézispont). A Fragmenter a komplex szerkezet kivagdsaval jo korrelaciot ad a
kisérleti és az elméleti eredmények kdzott és egyidejlileg nagyban csokkenti a szamitasi id6ket. A

protokollt egy olyan webszerveren valdsitottuk meg, amely barki szdmara rendelkezésre all.

5.1.1. Végpont-megkozelités

Egy ligandummolekuldnak a célponthoz torténd kotését formalisan az 1. egyenlet irja le. Mivel a
reakcié bioldgiai kornyezetben torténik, T és L vizmolekuldk hidratdljdk a célpontot és a
ligandumot. A vizek maradhatnak a helytikon (s = 0), csatlakoznak a komplexhez a koérnyezé
olddszerbdl (s > 0), vagy el is hagyhatjak a komplexet (s < 0) a kotés kialakuldsa sordn. Az 1.
egyenlet reakciohgjét (AH) a Hess-torvény (2. egyenlet) alapjan lehet kiszdmolni [183, 184, 211,
212, 216-218], ahol A¢H a reagens vagy egy termék szamitott képz&déshéjét jelenti.
Target[H20]r + Ligand[H20]. + s H,0 = Target:Ligand[H20]r+1+s (1)

ArH = AsH(Target:Ligand[H.0];s) - AsH(Target) - AsH(Ligand) - sAsH(H20) (2)
Ez a végpont-megkozelités egyszeri és sikeresen alkalmaztdk korabbi publikaciékban [183, 184,
211, 212, 216-218], ezenkivil lehet6vé teszi az egyes vizmolekulak hozzajaruldsanak vizsgdlatat.
Ugyanakkor a komplexekben a vizmolekuldk eredetének vildgos meghatarozasa és a ligandumhoz

kotott vizmolekuldk el6rejelzése meglehet6sen bizonytalan a ligandumok viszonylag kis kotési
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felilete miatt, igy T = L = 0 értéket allitottunk be és az Osszes interfész vizmolekulat ugy
tekintettik, mintha a kornyezetbél szdrmazndnak (s > 0, az 1. és 2. egyenletben). A cépont-,
ligandum- és vizmolekuldkat tartalmazé komplex hidratalt szerkezeteket a Mddszerekben leirtak
szerint kaptuk. A végpont-megkozelitésen belll a reakcid résztvevGinek AfH szamitdsa (2.
egyenlet) és A(H linedris skalazasa (3. egyenlet) az ismert kisérleti AHp (exp) értékekre sziikséges
ahhoz, hogy AHp-t ki tudjuk szamolni.

AHp(exp)i = aAHi + B + €= AHp(calc)i + &, (3)
aholi=1,2,.., N

Tizendt rendszert (N = 15) (2. tablazat) vizsgdltunk a regresszidos egyiltthatok (o, B)
meghatdrozasara, amelyek eredményei a AHp(calc) szamolt értékek és rezidualisok (g) voltak. A
tizenot rendszerbdl kilencet, amelyek kis ligandumokkal rendelkeznek 550 MW-ig, egy korabbi
tanulmanyban [184] mar vizsgaltak. Ebben a tanulmanyunkban tovdbbi hat, nagy peptid
ligandumot tartalmazé rendszert is felvettlink a vizsgdlt rendszerek ko6zé, mivel méretik és
kiterjedt hidratacidjuk miatt kihivast jelentenek az optimalizalds soran. igy a tizenét rendszer
jelenlegi csoportja kiilonb6z6 ligandumokat tartalmaz, amelyek témege 3321-ig terjed, ami két
nagysagrenddel nagyobb, mint az es6é csoportban. A megfeleld kisérleti AHy-értékek széles

tartomanyt Glelnek fel -2.935 és -15.5 kcal/mol kozott (2. tablazat).

2. tablazat A vizsgalt célpont-ligandum rendszerek

Rendszer? | Felb.b Célpont Ligandum Vizek szama AHb(exp)
(A)
Név Mwe Shell1 | Shell2 | Shell3 kcal mol?
3ptb_ben 1.7 beta-trypsin benzamidine 121.2 1 6 7 -4.507[199]
3ptb_pme 1.7 beta-trypsin p-methylbenzamidine 135.2 1 5 6 -4.412[199]
3ptb_pam 1.7 beta-trypsin p-aminobenzamidine 136.2 3 4 7 -6.417[199]
3ptb_pmo 1.7 beta-trypsin p-methoxybenzamidine 151.2 1 6 7 -3.742[199]
3ptb_pad 1.7 beta-trypsin p-amidinobenzamidine 164.2 2 8 10 -2.935[199]
1k1l 2.5 bovine trypsin NAPe-piperazine 467.6 5 10 15 -7.863[201]
1kim 2.2 bovine trypsin NAPe-4-acetyl-piperazine 508.6 4 12 16 -8.222[201]
1k1i 2.2 bovine trypsin NAPe-D-pipecolinic acid 508.6 2 13 15 -10.899[201]
1k1j 2.2 bovine trypsin NAPe-isopipecolinic acid 523.6 3 13 16 -9.465[201]
methyl ester
1jyr 1.55 Grb2 SH2 APS-PTRe-VNVQN 1069.0 1 14 15 -7.94[203]
domain
1rlq NA C-src tyrosine RALPPLPRY 1084.3 2 25 27 -10.2[204]
kinase SH3
domain
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Rendszer? | Felb.? Célpont Ligandum Vizek szdma AHb(exp)?
(A)
2kel NA autoimmune ARTKQTARKS 1150.3 12 15 27 -9.2[205]
regulator
2bba 1.65 EphB4 receptor NYLFSPNGPIARAW 1606.8 12 15 27 -15.5[206]
ljgn NA human poly(A)- VVKSNLNPNAKEFVPGVKY 2389.8 14 34 48 -14.8[207]
binding protein GNI
2roc NA induced EEEWAREIGAQLRRIADDLN 3317.6 14 38 52 -14.3[208]
myeloid AQYERRM
leukemia cell
differentiation
protein
homolog

aA rendszer nevét a PDB-név alapjan adtuk meg és ahol lehetett, a ligandum nevét is hasznaltuk.

bFelbontas (krisztallografids szerkezetekbdl).

‘Molekulatomeg.

dKisérleti kotési entalpiaértékek az eredeti pontossaggal megadva, ahol kimolbdl szdmolva, ahol 1J = 4.184 cal. Az eredeti cikkek

forrasat is megadtuk.

eNAP: N-alpha-(2-naphthylsulfonyl)-N-(3-amidino-L-phenylalaninyl); PTR: o-phosphotyrosine

5.1.2. Fragmenter

A célpont teljes szerkezetét tartalmazé rendszer QM-szamitdsat ésszer(i szamitasi idén belll nem

lehet megvaldsitani, tehat a fenti AsH-értékek QM-szamitdsahoz sziikség lesz a célpont-ligandum

komplex interfész régidjanak kivagdsara. Azonban a komplex interfész kivagasa és a

célpontfehérje automatikus fragmentaldsa nem trividlis, a probléma megolddsara a Fragmenter

nevld Uj fragmentdlé mddszert dolgoztuk ki (l. tézispont), hogy szabvanyositsuk a célpont-

ligandum interfészek kivagdasat (4. abra).
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4. dbra A Fragmenter kivagja a hidratalt interfészt (lent) a célpont-ligandum komplexbdl. A célpont (fragmensek) és a ligandumok
vilagoskékek és zoldek. A 2roc rendszer tartalmazza a legnagyobb ligandumot, ebben a példaban a Fragmenter dr. = 5.0 A
tavolsagig vagja ki a célpont aminosavait, ami ersen lecsokkenti a rendszer méretét a QM-szamitashoz. Az interfészvizeket (dw =
5.0 A) ugyancsak tartalmazza a rendszer, ezeket palcikdk jelolik. A kivagas lépései a C-terminlison (csillagokkal jeldlve) a 6. dbran
lathatok. A Fragmenter webszerverként a www.fragmenter.xyz oldalon szabadon felhasznélhaté. Forrds: Horvath et al. 2019.

A kivagas egy olyan komplex szerkezeten torténik, amely egy célpontot, egy ligandumot és tébb
vizmolekuldt tartalmaz. A fragmens aminosavakat az intermolekuldris tavolsdgi hatdrérték
alapjan valasztjuk ki (dr., 3. tablazat), valamint a csatlakozé aminosavakat és a végcsoportokat

(termindlisokat) is tartalmazza a fragmens. A Fragmenter és az adatfolyam rovid attekintését a 3.

és az 5. dbra mutatjak.
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Complex structure ‘

l

Integrity check ‘

]

Separation of partners
(target, ligand, waters)

|

Cutting out target residues
(dr)

Growing fragments

(n)

l

Completing cystine units ‘

Capping fragments with Ac- and -NHMe ‘

]

Extraction of water molecules
(dw)

l

Calculation of net charge of fragments ‘

l

Calculation of target-ligand

intermalecular inetarction energies

l

Preparing outputs & writing coordinates ‘

l

Extracted interface structure

5. abra A Fragmenter folyamatdbraja. Forras: Horvath et al. 2019.

A Fragmenter a célpontfehérje azon szomszédos részeire 6sszpontosit, amelyek kélcsénhatasba
l[épnek a ligandummal és az interfész-vizmolekuldkkal. A komplexek interfészrégidinak teljes
ligandum-molekuldjat és a célpont fehérje-fragmenseit vagjuk ki, a célpont-fragmens aminosavait
kiilondllé aminosavak sorozata helyett peptidfragmensként kezeljik. A f6 cél az, hogy a
célpontfehérjébdl a legrovidebb, de folyamatos peptidlancokat nyerjik ki standardizalt médon,
tehat jelent&sen csokkentsiik a célpont méretét, de a fragmens folytonossagat is megdrizziik, ahol

ez csak lehetséges.
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3. tablazat A Fragmenter input paraméterei, *opcionalis

Paraméter Leiras

Projekt neve A folyamat azonositdja és a mopac- és outputfajlok neve

Komplex Az input PDB-f3jl teljes elérési Utja és neve

Célpont lanc(ok) jele A célpont lancazonosito jele(i) a PDB-fajlban

Ligandum lanc(ok) jele A ligandum lancazonosito jele(i) a PDB-fajlban

Ligandum toltése* A ligandum toltése, alapértelmezésben 0.

Célpont-ligandum tavolsaglimit Maximalis tavolsag a célpont és a ligandum legkdzelebbi nehéz atomjai kozott (A)

(dn)

Viz-oldott partnerek Maximalis tavolsag az oldott partnerek (célpont és ligandum) és a vizmolekuldk legkdzelebbi
tavolsaglimite (dw) nehéz atomjai kozott (A)

Aminosavak  kozti  toplogikus | Ez a paraméter hatarozza meg a peptidfragmens hosszat. Ha n > 0, akkor n kapcsolédo
tavolsag (Inter-residual distance) | aminosavat adunk a fragmens molekulahoz. Ha n = 0 csak a dcs < dr. aminosavakat, ahol dcis

(n) a legkisebb tavolsag a partnerek nehéz atomjai koz6tt. Ha n = 1, a sorrendben kovetkez§ elsé,
szomszédos aminosavat adjuk hozza a végekhez, holott d¢s > dri, és igy tovabb.

Megkotés C-alfa atomok, gerinc atomjai, nehéz atomok lehetnek rogzitve

MOPAC kulcsszavak* MOPAC paraméterek, amelyeket az input fajl elsé sordba ir be a Fragmenter. Ezek a

paraméterek szerepelnek alapértelmezésben: PM7 PREC GRAD EF EPS=78.3 GNORM=1
MMOK GEO-OK DUMP=30M T=4W LET CYCLES=1000000000 MOZYME [190]

Az n paraméter azt adja meg, hogy hdny szomszédos aminosavat adjunk a dr. szerint extrahalt
aminosavak fragmenslancdhoz, amelyek amugy mar kivil esnének a tavolsdg miatt. Néhany
kisérlet utan (4. tablazat) megallapitottuk, hogy n = 0 jé korreldcidkat eredményez (lasd a

kovetkez6 bekezdésekben) és nem volt sziikség az n = 1 vagy nagyobb értékek alkalmazasara.

4. tablazat Az aminosavak kozotti tavolsag (n) hatasa a kivalasztott aminosavakra (3ptb_ben, n =0..5)

Célpont aminosavsorrendje n=0 n=1 n=2 n=3 n=4 n=5
L166 L166
E167 E167 E167
G168 G168 G168 G168
G169 G169 G169 G169 G169
K170 K170 K170 K170 K170 K170
D171 D171 D171 D171 D171 D171 D171
S172 S172 S172 S172 S172 S172 S172
C173 C173 C173 C173 C173 C173 C173
Q174 Q174 Q174 Q174 Q174 Q174 Q174
G175 G175 G175 G175 G175 G175
D176 D176 D176 D176 D176 D176
S177 S177 S177 S177 S177 S177 S177
G178 G178 G178 G178 G178 G178
G179 G179 G179 G179 G179
P180 P180 P180 P180
V181 V181 V181
V182 V182
C183

$184

G185

K186 K186
L187 L187 L187
Q188 Q188 Q188 Q188
G189 G189 G189 G189 G189
1190 1190 1190 1190 1190 1190
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Célpont aminosavsorrendje n=0 n=1 n=2 n=3 n=4 n=5
V191 V191 V191 V191 V191 V191 V191
S192 S$192 S$192 $192 $192 $192 $192
W193 W193 W193 W193 W193 W193 W193
G194 G194 G194 G194 G194 G194 G194
S195 S195 S195 $195 $195 $195 S195
G196 G196 G196 G196 G196 G196 G196
C197 C197 C197 C197 C197 C197 C197
A198 A198 A198 A198 A198 A198 A198
Q199 Q199 Q199 Q199 Q199 Q199
K200 K200 K200 K200 K200
N201 N201 N201 N201 N201 N201
K202 K202 K202 K202 K202 K202 K202
P203 P203 P203 P203 P203 P203 P203
G204 G204 G204 G204 G204 G204 G204
V205 V205 V205 V205 V205 V205 V205
Y206 Y206 Y206 Y206 Y206 Y206
T207 T207 T207 T207 T207
K208 K208 K208 K208
V209 V209 V209
C210 C210

A kivagds alapja a célpont és ligandum (d1.), valamint a célpont-ligandum és a vizek kdzotti
tavolsagok (dw), illetve a csoportok kozti tavolsagok (n). A f6 ciklusban a célponton egy
aminosavcsoportot akkor valasztunk ki, ha legaldbb egy nehéz atomjanak tavolsdga a ligandum
valamely nehéz atomjatdl kisebb, mint a dr. (das < dr.), ahol dus a tényleges mért tavolsag a
legkozelebbi nehéz atomok a célpont és a ligandum kozott. A legkisebb engedélyezett tavolsagot
a célpont és a ligandum nehéz atomjai kozott is allithatja a felhaszndld, aminek 3.5 A az
alapértelmezett értéke. Ugyanezt a tavolsagot a célpont, a ligandum és a vizek kozott is
definidltuk, amely a kivagott vizeket hatarozza meg. A peptidfragmens hosszat a maximalis
aminosavak kozotti tdvolsdg (n) is befolyasolja, amely megadja, hogy hany szomszédos
aminosavat kell még a fragmensbe kivalasztani. Azaz ha n > 0, akkor n darab szomszédos
aminosavat is hozza kell fizni mindkét oldalrél a dr. kritérium altal kivalasztott aminosavhoz. Ha
n = 0, akkor csak a dus < dr kritérium alapjan kivalasztott aminosavak keriilnek be a
fragmenslancba. Ha n = 1, akkor az els6 szomszédos aminosavakat flizziik a lancvéghez, akkor is,
ha dgs > d7i. A f6 ciklusban (5. dbra) latszik, hogy a diszulfidhidakon keresztil kapcsolédd Cys-
csoportokat is kivalasztjuk és hozzaadjuk a fragmensekhez. A szabad (nem-terminalis) végeket
acetil- (Ac-) és iminometil- (-NHMe) csoportokkal blokkoljuk, amelyeket a sziikséges

hidrogénatomokkal latjuk el. Miutdn az 6sszes célpont fragmenst kialakitottuk (5. abra), a dw
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intermolekularis tavolsag szerint a vizmolekuldkat is (3. tablazat) kivalasztjuk. A célpont

fragmensek teljes nettd toltését (5. tablazat) is szamoljuk.

5. tablazat A rendszerek toltése és termokémiai adatai

Rendszer kédja Ligandum toltése Célpont fragmens toéltése Teljes toltés
3ptb_ben 1 0 1
3ptb_pme 1 -1 0
3ptb_pam 1 0 1
3ptb_pmo 1 0 1
3ptb_pad 1 -1 0
1k1l 2 0 2
1klm 1 1 2
1k1i 0 -1 -1
1k1j 1 1 2
1jyr -2 1 -1
Irlq 2 -3 -1
2kel 4 -5 -1
2bba 1 2 3
ljgn 2 -1 1
2roc -2 1 -1

Kisérleti termokémiai adatok (T, AHp, és AC, K, kcal mol?, és cal mollK?! egységekben. 1 cal = 4.184 J. T; az eredeti mérés
hémérséklete. Minden AHy, értéket — kivéve a 2kel rendszert - 298.15 K-en mértek vagy erre a h6mérsékletre konvertaltunk. A
AHp T, hémérsékletre konvertdldsa a Kirchhoff-torvény alapjan tortént: AHp(T,) = AHp(T1)+ AC, [T-T1]. A AHy(T2) oszlopot
hasznaltuk a szamolasok soran. A T, eredeti h6mérsékleten elért pontossagot vittik tovabb kJ mol-1-bdl, ahol harom tizedesjeggyel

szamoltunk).

Rendszer kédja T1 AH(T1) AC, T AHy(T2) | Referencia
3ptb_ben 298.25 -4.517 -95.602 298.15 -4.507 [199]
3ptb_pme 298.25 -4.422 | -100.382 298.15 -4.412 [199]
3ptb_pam 298.25 -6.429 -124.283 298.15 -6.417 [199]
3ptb_pmo 298.25 -3.752 -100.382 298.15 -3.742 [199]
3ptb_pad 298.25 -2.940 -54.971 298.15 -2.935 [199]
1k1l 298.15 -7.863 -525.813 298.15 -7.863 [4]
1k1lm 298.15 -8.222 -611.855 298.15 -8.222 [4]
1k1i 298.15 -10.899 -619.025 298.15 -10.899 [4]
1k1j 298.15 -9.465 -621.415 298.15 -9.465 [4]
1jyr 298.15 -7.94 -146 298.15 -7.94 [6]
1rlg 298.15 -10.2 na 298.15 -10.2 [7]
2kel 296.15 -9.2 na 296.15 -9.2 [8]
2bba 298.15 -15.5 na 298.15 -15.5 [9]
ljgn 298.15 -14.8 -253.2 298.15 -14.8 [10]
2roc 298.15 -14.3 na 298.15 -14.3 [11]
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NHMe

Cutting Capping
-...VE +AcC
-DL... +NHMe
...VEFFHVQDL... ...FFHVQ... Ac-FFHVQ-NHMe

6. abra A 2roc rendszer VEFFHVQDL szekvenciajanak kivagasa a C-terminalis fel6l. Forras: Horvath et al. 2019.

5.1.3. Szaraz rendszerek és implicit vizmodell

A Fragmenter protokoll kidolgozasdval és megvaldsitasaval a (hidratdlt) célpont-ligandum
komplex interfészek AsH-szamitdsat egyszerdsitett és szabvanyositott médon hajtottuk végre, az
Osszetett interfészek kivagasara a 2. tablazat 6sszes rendszerén fragmentalast alkalmaztunk.

A Fragmenter szamara minden rendszert standard molekulamechanikai energiaminimalizalassal
és explicit hidratacids protokollal készitettiik el6, ahogyan azt a Mddszerekben leirtam. A AsH
értékeket az egyes reaktansok (ligandum és célpont fragmensek) és a termék (komplex interfész)
szerkezeteire is kiszamoltuk. A szamoldsokat szemiempirikus szinten hajtottuk végre PM7
paraméterezéssel és Mozyme megkozelitéssel, a Mddszerekben leirt médon. A nyers értékeket a
Fiuggelék A. tablazata tartalmazza. Vizsgalataink elsé |épésében nem alkalmaztunk
olddszermodelleket (s = O a 2. egyenletben). Ez azt jelenti, hogy a ,szaraz” input szerkezeteket
explicit vizmolekuldk nélkil és vakuumban szamoltuk. A vizmodellek teljes hianya nem mutatott
korrelaciot a szamitott és kisérleti AHy, értékek kozott (Vakuum/szaraz oszlop a 6. tablazatban, 8.
abra). Az implicit vizmodell alkalmazdsa (COnductor-like Screening MOdel, COSMO [100])
valamivel megnovelte a korrelaciot (COSMO/Szaraz oszlop a 6. tablazatban), ez a korrelacid

azonban még mindig meglehet6sen gyenge, ahogyan azt a keresztvalidacid is tiikrozi.
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6. tablazat Rendszerenkénti rezidualisok (€) és a kiilonb6z6 vizmodellekkel kapott linearis regresszié statisztikai paraméterei

Rendszer Vakuum | COosmMo
Széraz | shelll | shell2 | shell3 | szaraz | shelll | shell2 | shell3 | shell3®
le]?
3ptb_ben 3.70 3.18 | 290 1.93 3.73 2.33 2.45 118 0.85
3ptb_pme 3.60 3.09 3.05 2.03 0.53 1.12 2.48 0.95 1.22
3ptb_pam 1.74 129 | o088 0.03 0.01 0.02 0.44 0.92 3.03
3ptb_pmo 4.45 3.91 3.71 2.64 3.59 3.25 3.32 2.24 0.33
3ptb_pad 5.65 5.11 5.04 4.25 3.03 3.12 4.32 3.22 137
1k1l 0.56 039 | 0.10 0.10 2.59 1.05 0.56 0.43 1.74
1k1m 0.16 056 | 036 0.79 2.71 1.17 0.75 1.50 3.12
1k1i 2.67 3.19 2.95 3.51 2.80 3.62 2.88 3.34 4.60
1k1j 1.43 1.81 1.60 2.10 0.57 2.60 1.47 2.32 3.75
1jyr 0.78 028 | 053 0.09 173 0.36 0.40 0.53 0.36
1rlg 0.67 064 | 027 0.33 0.37 2.13 0.61 0.24 0.16
2kel 2.54 467 | 466 5.28 4.38 4.21 5.73 2.46 2.89
2bba 7.25 638 | 721 6.23 4.34 2.13 6.58 3.7 3.31
lign 5.88 524 | 475 2.56 1.61 0.27 3.25 0.25 136
2roc 4.96 4.11 3.74 1.26 2.76 1.24 3.05 171 3.92
R? 0.06 018 | 0.9 0.44 0.51 0.65 0.33 0.73 0.93
R2(cv)° 0.00 001 | 002 0.22 0.34 0.54 0.07 0.65 0.91
F 0.81 2.77 3.14 1020 | 1346 | 2428 6.36 3455 | 179.66
RMSE: 4.02 376 | 372 3.10 2.90 2.45 3.40 2.17 2.65
to 0.90 1.66 1.77 3.19 3.67 4.93 2.52 5.88 13.40
tp 556 | -5.04 | -468 | -390 | -218 | -399 | -424 | -281 -

aggység: kcal mol.
bLinearis illesztés B=0 (utolso oszlop) és B0 (t6bbi oszlop).

¢Leave-one-out keresztvalidacid.

Altaldban az implicit COSMO modell alkalmazdsa el6nydsnek bizonyult a vakuum/szaraz
eredményekkel 6sszehasonlitva (Fliggelék A. tablazat). A 2kel rendszer volt az egyetlen eset, ahol
a AHp(exp) nem alakithatd at 298.15 K-re és az eredeti, 296.15 K-nél ismert értéket hasznaltuk a
regressziohoz. A 2kel rendszer nélkiil is elvégeztik a linearis regressziét és valamivel jobb

korrelaciot kaptunk a Vakuum/Szaraz rendszerben (7. tablazat).

5.1.4. Explicit hidratacié és hibrid modell

Az el6z6 fejezet korrelacidinak tovabbi javitasa érdekében szisztematikus vizsgalatot végeztiink

explicit hidratacio segitségével. Ehhez a hidratacios szerkezetet [25]-ben leirt mddon épitettiik fel
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és a Fragmenterrel kivagtuk a célpont-ligandum interfészeket. A vizszerkezetet MobyWat [25]
segitségével hataroztuk meg, amely a révid molekuladinamikai szimuldcidékbél szarmazdé komplex
interfészek teljes hidratacids szerkezetét elkésziti, explicit vizpozicidkat hoz létre a szimulacidk
sorozatképeib6l és a viz-viz kolcsonhatdsokat is figyelembe veszi az olddszerviz mellett.
Kimutattuk, hogy a MobyWat szamos esetben megtaldlja a kisérleti referenciaviz-pozicidkat [25],
igy a vizezési eljards soran garantdlja a felllet teljes hidratacidjat [25] és a kisérleti méréssel nem
érzékelhet vizpozicidkat is meghatarozza [77, 82, 83, 219, 220]. Harom réteget (Shell)
definialtunk dy alapjan (2. és 3. tablazat) az interfész-vizmolekulak felhasznaldsaval (7a. abra). A
Shell 1 vizmolekulai vannak a legkdzelebb a célponthoz és a ligandumhoz (dw = 3.5 A), a Shell 2 a

kdzbensd pozicidju vizeket tartalmazza (3.5 A < dw < 5.0 A), a Shell 3 héj pedig a Shell 1 és a Shell

2 vizmolekulait tartalmazza, azaz dw = 5.0 A.

A
N

7. dbra Az 1k1l rendszer kivagott komplexe. A) A kiindulasi vizezett és MM-energiaminimalizalt szerkezet. A célpont fragmensek
ribbon forméban lathatdk. A Shell 1-es vizek (dW = 3.5 A, csillagokkal jel6lve) a célponthoz és a ligandumhoz kézel helyezkednek
el és hid szerepet téltenek be. A Shell 3 (dW = 5.0 A) vizek tébbi része a Shell 2-vel van kapcsolatban, kézel vannak az
olddszervizhez, az interfész szélén helyezkednek el. Shell 3 = Shell 1 + Shell 2. B) Az A szerkezet elforgatva a ligandum
szulfonilcsoportjat és a szomszédos célpont G2165G218 részét mutatja, ahol a szdmozas a koveti a kristalyszerkezet szdmozasat
(1k1l). A hidrogénkotéseket sarga szaggatott vonalak jelolik. C) A B szerkezet szemiempirikus optimalizélas utan, amelyet PM7
parametrizalassal végeztiink el Mozyme hasznélataval. Azokat a vizeket, amelyek 1.5 A-nél messzebb véndoroltak, keresztek

jelolik. Forras: Horvath et al. 2019.

Az explicit vizmolekuldk alkalmazdsa a vdkuumban javitotta a ,,szdraz” korrelacidt 0.44-es R?-re

(Vakuum/Shell 3 oszlop a 6. tablazat) és 0.65-re (2kel nélkdl, 7. tablazat) (ll. tézispont).
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7. tablazat Rendszerenkénti rezidualisok (&) és a kiilonb6z6 vizmodellekkel kapott linedris regresszid statisztikai paraméterei a

2kel rendszer nélkiil

Rendszer Vakuum | COosmMo

Széraz | shelll | shell2 | shell3 | szaraz | shelll | shell2 | shell3 | shell3®
le]?

3pth_ben 315 194 1.64 1.34 4.01 2.37 130 1.22 0.74
3ptb_pme 254 | 138 1.88 1.44 0.04 0.93 1.24 0.96 1.12
3ptb_pam 106 | 011 0.57 0.65 0.17 0.02 0.83 0.90 2.93
3ptb_pmo 388 | 258 2.53 2.02 3.64 3.31 2.29 2.29 0.46
3ptb_pad 612 | 477 4.77 4.05 2.72 3.02 3.53 3.27 151
1K1l 059 | 055 0.20 0.01 3.07 1.02 1.29 0.30 155
1kim 108 | 185 0.84 0.85 3.13 1.10 1.28 1.42 2.95
1K1i 3.6 | 438 3.27 3.60 2.55 3.51 2.75 3.21 4.40
1k1j 244 | 314 2.08 2.20 0.11 2.56 1.37 2.21 3.57
1jyr 162 | 035 112 0.33 2.38 0.20 0.91 0.70 0.13
1rlq 236 | 276 2.87 1.89 1.26 1.88 1.43 0.52 0.49
2bba 769 | 4.09 6.94 5.33 3.29 0.96 5.34 3.42 2.93
1ign 449 | 183 141 0.10 0.04 1.74 1.17 0.23 1.87
2roc 245 | 087 0.51 1.63 161 0.12 0.99 2.27 4.50
R? 019 | 057 0.50 0.65 0.63 0.75 0.69 0.76 0.93
R2(cv)° 003 | 045 0.39 0.56 0.52 0.68 0.62 0.67 0.91
F 279 | 1576 | 1203 | 2229 | 2015 | 3647 | 2723 | 3741 | 17354
RMSE: 388 | 283 3.05 2.55 2.63 2.14 2.38 2.12 2.61
tq 167 | 3.97 3.47 4.72 4.49 6.04 5.22 612 | 1317
tg 359 | -3.04| 299 | 337 | -166| -406| 304 | -2.77 -
3ptb_ben 315 | 194 1.64 1.34 4.01 2.37 130 1.22 0.74

aggység: kcal mol! (root mean square).
bLinedris regresszid B=0 (utolsé oszlop) és B0 (t6bbi oszlop).

¢Leave-one-out keresztvalidacid.

A keresztvalidacié azt mutatja, hogy a korreldcio javuldsa csak a 2kel rendszer nélkil stabil. Ezen
a ponton ésszerlinek tlnt annak ellenérzése, hogy a hibrid modell implicit és explicit hidrataciot
alkalmazva tovabb javitja-e a korrelaciét. Valdban, a hibrid (COSMO/Shell 3 oszlop a 6.
tablazatban) modell adta a legjobb egyezést a szamitott és kisérleti AHp kdzott, melynek R2-értéke
0.73 (8. abra) és amely az 6sszes interfész-vizmolekulat tartalmazza. Figyelemre méltd, hogy a
Shell 1 réteg vizei is nagy korrelaciot eredményeztek (R? = 0.65). A korreldciék mindkét esetben
teljesitették a keresztvalidacid kihivasait, a kozbensd vizpoziciok 6nmagukban (Shell 2) stabil

korrelaciét csak 2kel rendszer nélkil eredményeztek (7. tablazat).
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8. dbra Vizmentes (vdkuum/szaraz) és hibrid (COSMO/Shell 3) vizmodellek korrelacids egyenese. Forras: Horvéth et al. 2019.

A ligandumméret és a célpontok valtozatossaga a fenti korrelacid stabilitdsara gyakorolt
hatasanak vizsgalatara (COSMO/Shell 3) a 2. tablazatban szereplé rendszereket a ligandum
molekulatdmege alapjan két csoportra osztottuk. Az elsé csoport kilenc rendszert tartalmaz,
amelyekben kis ligandumok (MW < 600) vannak. Mindegyik ligandumnak k6zos célpontja van,
nevezetesen a béta-tripszin. A masodik csoport hat rendszert tartalmazott nagy ligandummal,
amelyeknek molekulatémege nagyobb mint 1000 és kiilonb6z6 célpontjaik voltak. A linearis
regressziokat kualon-kilon hajtottuk végre a két csoporton és a AHp(calc)-értékeket a két

regresszios egyenlet alapjan szdmitottuk ki. A kapott statisztikai paraméterek 0Osszessége



(Fuggelék C. tablazat) 6sszehasonlithatd volt az 6sszes rendszer regresszidjaval (COSMO/Shell 3
oszlop a 6. tablazatban). A hibrid modell esetében tehdt a korreldcidk stabilitdsat nem

befolyasolja a ligandumok mérete és a célpontok sokfélesége.

5.1.5. A skalazo faktor

Ha megvizsgaljuk az altalanos regressziés paramétereket, a fenti COSMO/Shell 3 modell B # 0
értékkel a 3. egyenletben kell6en robusztus. A tg érték (6. tablazat) azonban azt mutatja, hogy a
B regresszids egyltthaté szignifikanciaszintje mérsékelt (p = 0,015), igy B = 0 értékkel is
Ujraszamoltuk a regressziot és a megfelel6 statisztikai paramétereket a 2. tablazat utolsé

oszlopaban (Fliggelék B. tablazat) soroltuk fel.

Ily médon az 6sszes paraméter nagy szignifikancidju (p < 0,01) modelljét kaptuk és a 3. egyenletet
jelentésen egyszer(sitettik. A kapott 4. egyenlet (lll. tézispont) csak az a regresszids egyltthato
értékét tartalmazza, amely egyetlen, fliggetlen skaldzé faktorként szolgal a szamitott A-H AHp—ba

torténd atalakitasahoz.
AHp= 0.031(+0.002)AH (4)

Hasonlé nagysdagu, 0.032 (+ 0,002) értéket kaptunk a skaldzé faktorra, ha a 2kel rendszer nem
vett részt a regresszidban. A QM-en keresztil ez a tényezd kdzvetlen kapcsolatot teremt a nagy

komplexek molekularis szerkezete és termodinamikdja k6zo6tt.

5.1.6. Vizszerkezeti esettanulmanyok

A vizsgdlt tizenot rendszer kétharmaddaban a Shell 1 vagy Shell 3 explicit vizmolekuldk alkalmazasa
a rezidualisok csokkenését eredményezte (COSMO modellek a 6. tablazatban). A Shell 2 vizei az
esetek egyharmadaban hasonlé hatdst fejtettek ki, példaul az 1k1l rendszernél a rezidualisok
2.59-r6l (szaraz) 0.43-ra (Shell 3, B#0) és 1.74 kcal mol*-ra csékkentek (Shell 3, B = 0, 6. tablazat)
és hasonlo tendenciat figyelhetiink meg a vakuumos értékeknél is.

Az 1k1l rendszer interfészében a MM-energiaminimalizalds és a fragmentalds utan (7a. abra) a
Shell 1 6t, a Shell 2 tiz vizmolekuldat tartalmaz (2. tablazat). A Shell 1-ben lévé 6t vizmolekula (7a.
abra) a célpont és a ligandum kozotti interfészhid aljan, a Shell 2 vizei tébbnyire az interfész
nyilasanal helyezkednek el a 7. abra jobb oldala felé. Ahogy vartuk, a toltoétt vagy polaris csoportok
koré gylltek 6ssze a vizek nagyobb szamban. Példaul a ligandum szulfonilcsoportjat (7b. abra)
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vizmolekulak csoportja veszi koril és csak egyikiik tartozik a Shell 1-hez. A vizek és a legkozelebbi
célpont fragmens (G2165G218) kdz6tt nem figyeltiink meg kdlcsénhatdsokat.

A szemiempirikus QM-relaxacié soran (7c. abra) az egyes vizmolekuldk helyzete és orientacidja
jelentésen megvaltozott, példaul két vizmolekula (7c. abra keresztekkel jeldlve) 3.2 és 1.8 A-mel
mozdult el. A Shell 1 vizmolekula iranyultsaga (7c. abra csillaggal jelolve) ugy véltozott meg, hogy
kdlcsonhatasba tudjon lépni a célpont fragmenssel. Az ilyen valtozdsok eredményeként a
vizmolekuldk kiterjedt H-hidhdlézata jott létre, amely stabilizdlja a célpont-ligandum
kdlcsonhatast a szulfonilcsoport kordl. Az Uj hidrogénhidkotések kialakuldsa azt jelenti, hogy a
Shell 2 vizmolekulai kdzil néhany a Shell 1 rétegbe vandorolt (7c. dabra, nincs jeldlve).

Mig a hidratacios szerkezet figyelemre méltd dtalakuldson ment keresztiil a szemiempirikus QM-
relaxacié sordn, a célpont fragmens szerkezete valtozatlan maradt. A fenti 1k1l (7. dbra) példaja
megmutatta, hogy a kiilénbo6z6 rétegekben Iévé vizmolekuldk hozzdjarulnak a célpont-ligandum
interfész szerkezetének Iétrehozasahoz és ennek kdvetkeztében a kiszamitott AHy, rezidualisainak
csOkkenéséhez.

A kis, merev ligandumok, mint példaul az 1k1l rendszer fenilalanin-szarmazékai mellett nagy
peptid ligandumokat is vizsgaltunk. Példaul a 2bba rendszer (9. dbra) viszonylag kiterjedt penta-
dekapeptid ligandumot (2. tablazat), a fragmentalt interfészben huszonhét vizmolekulat
tartalmaz. A 2bba rendszernél a legnagyobb a csdkkenés, 4.34 kcal mol™t-rél 2.13 kcal mol?-ra
valtozott a rezidudlis (COSMO modellek a 6. tablazatban) a Shell 1 vizmolekulakkal. A hidratacios
szerkezet részletes vizsgalata azt mutatja, hogy a Shell 1 vizmolekulai (9. dbra, csillagok) tébbnyire
a kot6 zseb aljan helyezkednek el és hidszerepet jatszanak a célpont- és ligandumpartnerek
kozott. Ebben az esetben a Shell 2 vizek alkalmazdsa a Shell 1 mellett nem volt hasznos, mivel
megnovelte a rezidualist. Azonban a Shell 3 végsé rezidudlisa még mindig a szaraz modell alatt

van.
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9. abra A 2bba kivagott komplex interfésze szemiempirikus PM7-es energiaminimalizalas utan, Mozyme maodszert alkalmazva. A
célpont fragmensek vildgoskék térkitoltéstiek, a ligandumot z6ld cartoon abrazolja. A vizmolekulakat a Shell 1-ben csillagok jelolik,
a nem jelolt vizmolekuldk a Shell 2-h6z tartoznak. Az dbrat és a tanulmanyt, mint cimlaptorténetet szerkesztGségi dontés alapjan
az Ujsag a cimlapjara emelte ki. Forrds: Horvath et al. 2019.

A hidképzési és térkitoltési szerepeken tul (7. és 9. abra) lathatd, hogy a MobyWat (lasd:
Mddszerek) altal létrehozott hatarfellileti vizszerkezet valdszinlileg javitja a vizmolekulak
arnyékold hatasanak [221] kiszdmitdsat. A hidratacids szerkezet fent emlitett szerkezeti
jelentésége ellenére a krisztallografias mérésekbdl kapott szerkezetek nem tartalmazzdk a
Iényeges vizmolekuldkat, vagy hibasan hataroztak meg azok pozicidit.

A AHp, szerkezeti alapu szamitdsa csak az interfacialis hidrataciés szerkezet helyes, elméleti
meghatdrozasa utan volt lehetséges a MobyWat segitségével (lasd: Mddszerek). A hidratacids
szerkezeteken kiviil négy rendszer hidnyzé ligandum poziciéi (3ptb_pad, 3ptb_pam, 3ptb_pme,
3ptb_pmo) szintén modellezéssel késziiltek, igy a kisérleti szerkezetet meghatdrozé atomi

felbontdsi adatok és a modellezés vizsgdlataink robusztus korrelacidit eredményezte.

5.1.7. A Fragmenter az interneten

A fragmentaldt ingyenes webszolgaltatasként (10. abra) is rendelkezésre bocsajtjuk, amely a
kivagott komplex interfész szerkezetét (célpont fragmensek, ligandum és vizmolekuldk) interaktiv
képként jeleniti meg és amelyek PDB- és MOPAC-inputfajlként is letdlthet6k a Results lapon (11.
abra). A Fragmenter a célpont fragmensek és a ligandum kozotti intermolekuldris kdlcsénhatasi

energiat (Einter) is becsli, amely tartalmazza a Lennard-Jones (LJ) potenciadlokat, a van der Waals-
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és a Coulomb-potencialokat az elektrosztatikus kdlcsonhatasokban (Mddszerek). Az Einter-elemzés
aminosavankénti listajat ugyancsak a Results lapon taldljuk meg. A lista felhasznalhaté a
ligandummal itk6z6 célpont fragmensek azonositasara, mivel a nagy Einter értékek nemkivanatos
kozeli kapcsolatot jeleznek. Ilyen esetekben tovabbi MM-energiaminimalizalasra lehet sziikség a
QM-vizsgalatokhoz megfelel§ komplex szerkezet eléréséhez.

A Fragmenter a webszerveren a kovetkez6 szakaszokban ismertetésre keriil6 médon m(ikodik.

5.1.8. Input
A weboldal (10. abra) Submit tab input formjanak aktudlis tartalmat egy project_ID.inp nev(

fajlba menti, amit egy inputfile.inp nevl template-bél general (Fliggelék A. abra).

—®—FRAGMENTER — %—

Project name

Complex structure H Click to select file

Target chain(s)

Ligand chain(s)

Ligand charge

Target-ligand distance limit (A)

Water-solute distance limit (A)

Inter-residual distance

Restraint None

Mopac key words

submit [ Fillintestdata || Help

10. dbra A Fragmenter webszerver fGoldala. Forras: Horvath et al. 2019.

Ez a template tartalmazza a rendszervaltozdkat, a php elérési Utvonalat, a createqinput.sh elérési
utjat és a weboldalon a felhaszndld altal beirt input paramétereket. A Submit tabon be lehet
allitani a tavolsagokat (dr, dw és n) és a 3. tablazat tobbi paraméterét.

A Fragmenter lehet6vé teszi az atomi pozicidk, mint pl. a gerincben elhelyezkedd Cq-atomok, vagy
az 6sszes nehéz atom ,befagyasztasat” a MOPAC input fajlban. Ezeket a befagyasztasokat, az
egyéb MOPAC paramétereket, tavolsagokat és a toltést a project_ID.inp fajlba menti el az
folyamat neve (a SLURM (itemez6 szamara), a futtathatd php-interpreter és a Fragmenter

parancsfajlok elérési utja, a MOPAC licencfajl (a SLURM szdmara) és a MOPAC futtathato allomany

42



elérési Utja. A fenti Utvonal- és fajlinformacidk haszndalataval a rendszervaltozék beallitasat a
genqinput.sh szkript végzi el. A felhasznalénak nem kell térédnie a szerver konfiguraciéjaval (pl.
calculate.php szkript ellenérzi a komplex szerkezet integritdsat (3. és 5. abra), egy PDB-b6| PDB-
be torténd konverzidval az OpenBabel [196] program hasznalataval.

Konverzids hiba esetén a Fragmenter ledll és a hibakat kiirja egy kiilon oldalon. Ha a konverzié
rendben lefut, 0sszegydjti és atalakitja a bemeneti paramétereket az inputfile.inp fajlbdl és a
webhelyrdl a createqginput.sh parancsfajl szdmara, majd meghivja azt. A genqginput.sh parancsfjl
csak egy input fajlt (project_ID.inp) igényel, amely tartalmazza a futdshoz sziikséges Gsszes

paramétert (Fliggelék A. dbra).

5.1.9. F6 algoritmus

Miutan a project_ID.inp fajlban minden sziikséges bemeneti adat szerepel, a createqinput.sh
parancsfajl a Fragmenter f6 motorjat, a fragment.php-t hivja meg és mads php-osztalyokat
felhasznalva (output.php, atom.php, charge.php, ligand.php) hozza létre az output fajlokat. Az i)
atom.php osztdly az atomobjektumokat reprezentalja koordndtaikkal egyitt, a ii) charge.php
osztaly szdmolja a ligandum és a generalt fragmenslancok toltését, a iii) ligand.php kezeli a
ligandum objektumot, tartalmazza az atomokat, kotéseket és olvassa, irja a PDB-fajlokat, a iv)
point.php pedig egy kis osztaly, amely az atomok koordinatait kezeli. A utils.php a technikai
paramétereket gy(jti 6ssze, mint példaul az operacids rendszertdl fliggé informacidkat és a
konfiguracids fajlok kezelését végzi. A fragment.php szkript (3. dbra) végzi el az input
feldolgozasat, a fragmentalast és az output fajlok kezelését. A célpont- és ligandumobjektumokat
és a vizmolekuldkat a ldancazonositd, illetve az aminosav tipusa alapjan (WAT, SOL, H20) valasztjuk
ki. Ennek megfelel6en az inputszerkezetet ligandumra, célpontra és vizekre valasztjuk szét, az
aminosavakat azonositdjuk alapjan sorba rendezziik és csak a nehéz atomokat figyelembe véve
kivagjuk 6ket. A fragment.php f6 ciklusaban a célpont aminosavakat dr. és n szerint valasztjuk ki
a ligand.php és point.php segitségével. Amennyiben csak 1 aminosav marad ki a lancbdl két
kivalasztott aminosav kdzott, azt ugyancsak beszurjuk a fragmensbe.

Miutdn az el6z6 lépésekben minden célpont fragmenst el8allitottunk, mindegyikiiket egy

egységes eljarassal zarjuk le, amelyet a fragment.php végez el (3. és 5. dbra). Szabad N-terminalis

43



esetén a protonalt aminocsoportot automatikusan ugy allitjuk el6, hogy megfelel6 geometriaval
hidrogénatomokat adunk hozzda, C-terminalis esetén a karboxilat aniont valtozatlanul hagyjuk.
Miutdn a ligandumot és a vizeket egy Uj PDB-fajlba fliztiik 6ssze a célpont fragmensekkel, a
komplex teljes toltését is kiszamoljuk és ezt egy megjegyzés sorban mentjik a fajlban. Az 6sszes
kivagott célpontlancon Ac- (N-terminalis) és -NHMe (C-terminalis) blokkoldé csoportokat épitiink
a nem lezart végekre és hozzadadunk harom hidrogénatomot a metilcsoportokhoz (6. abra).

Az Osszes fragmens |étrehozasa utan az interfész vizmolekuldit a dw szerint vagjuk ki, ezutdn a
teljes nettd toltésiiket a charge.php segitségével szamitjuk ki az aminosavak egyéni toltéseit
felhaszndlva (5. tablazat) pH 7 értéken. Kilonos figyelmet forditottunk a cisztein aminosavak
oldallancai kozotti diszulfid hidakra, mert diszulfidhidak vagy protonalt szulfhidrilcsoportok
esetében a Cys toltése automatikusan nulla lesz, egyébként -1. A His toltését az imidazolgy(ir(

protondcids allapotanak (-1, 0, +1) megfelelGen szamitjuk ki.

5.1.10. Output

A Fragmenter tarolja az outputfajlokat egy konyvtarban és linket biztosit az 6sszes létrehozott
fajlra a Results oldalon (11. abra).

A ligandum, a kivalasztott vizmolekulak és a célpont fragmensek komplexként letélthet6k PDB-
formatumban, a komplex végsé toltését a PDB-fajl a megjegyzések részben tarolja. A Fragmenter
tovabba kilonallé PDB-fajlokat is biztosit és letolthet6 MOPAC inputfajlokkd alakitja 6ket. Ezek a
fajlok tartalmazzak a komplex szerkezetét vizmolekuldkkal vagy nélkiillk, kiilén a ligandumot vagy

a célpont fragmenst.
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—#%—FRAGMENTER — %—

RESULTS
Tki_input pdt
Est project e ular interaction energy estimate ps
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11. dbra Az eredmények oldal. Forras: Horvath et al. 2019.

3

A Results lapon a fragmentalt komplex egy kis ablakban is megjelenik, ahol a felhasznalé a
komplexet mddosithatja. A megjelenitést a JSmol [222] végzi a weboldalon, amely lehet6vé teszi
a molekuldk forgatasat, nagyitasat, cimkézését, szinezését, az atomok Osszehasonlitasat és a
tavolsagok mérését. A jobb egérgombbal a felhasznalénak lehet6sége van tobb szdz funkcid
elérésére: a stilus, a szin, a nagyitds kivalasztdsa, mérések; a szerkezet PDB- vagy

képformatumban menthetd és kis szkriptekkel programozhatd is.
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5.2. Fragmens blind docking

A jelen dolgozathoz tartozé masodik tanulmanyban (Balint et al. 2019) egy Uj eljarast (FBD)
vezettiink be és teszteltlink a hiszton H3- olvasé- és iréfehérjék komplexeinek (8. tablazat, IV.
tézispont) példain, melynek sordn a H3 peptid ligandumokat fragmensekre vagtuk szét. Az ezen
a terileten végzett munka felgyorsitasa érdekében Uj megkdzelitést adtunk a hiszton H3
peptidfarok szerkezetének elGrejelzésére a célponton. Egy fragmentalé protokoll és egy
szisztematikus BD-mddszer alkalmazdasaval a H3 peptid jol pozicionalt fragmenseinek 0sszességét
kapjuk, majd a fragmensek Osszekapcsoldasa utdan a célponthoz kotott H3 peptidszerkezetek
kotbéhelyeinek meghatdrozdsa valik lehet6vé. Els6ként haszndltuk a blind- és fragmensdokkolas
megkozelitésének kombinacidjat, igy az Uj mddszeriinket fragmens blind docking-nak (FBD)

neveztik el (V. tézispont).

8. tablazat Tesztrendszerek

PDB kéd | Célpont Ligandum (H3 hiszton peptid)*
2kel autoimmune regulator protein plant homeodomain (AIRE-PHD) ARTKQTARKS
2pvc DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3-like (DNMT3L) ARTKQTA
3qla transcriptional regulator ATRX-ADD domain (ATRX-DNMT3-DNMT3L) ARTKQTARK(Me3)S
41k9 histone acetyltransferase KAT6A ARTKQTARKSTGG
Stdw Set domain containing protein 3 ARTK(Me3)QTARKST

A jelenlegi gyors dokkoldsi mddszerek heurisztikus keresémotorjai nem képesek kezelni a szamos
belsé rotacidval rendelkez6 peptid ligandumot [28, 223], igy a peptid ligandumok nagy mérete és
rugalmassaga, valamint a célpontfehérjék sekély kotéfelliletei nagy kihivast jelentenek a kisérleti
szerkezeti meghatarozasi mddszerek szamdra is. Tovabba a hisztonpeptidek C-termindlis részének
kolcsonhatasa a célpontjaikkal gyakran gyenge, s6t a kisérletileg meghatarozott szerkezetekben
nem is lathaté. Megmutattuk, hogy a ligandumok apré peptidekké torténd szétvagdsa ésszerd
megoldast nyujt, még akkor is, ha a teljes fehérjefeliiletet is kell BD-mddszerrel lefedni, ugyanis
kordbbi gyors dokkolé vizsgdlatokban csak ismert kot6 zsebre 6sszpontositva hasznaltak
fragmentald maddszert. Mi a fragmentalast és a BD-mddszert egyszerre alkalmaztuk a keresési
terliletre vonatkozd korlatozas nélkil, tehat még kozelits ismeret sem volt sziikséges a koté zseb

helyérdl. A fenti kihivasok ellenére az N-termindlis horgonyzé fragmenseit helyesen helyeztiik el
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és kapcsoltuk 6ssze a szisztematikus BD-keresésilink eredményeivel (Wrapping, azaz csomagold
|épés). Mindent egybevetve, az FBD a szll6 mddszerek, a fragmentalas és a BD filozéfidjanak
minden elényét kihasznalja. Az FBD jelenlegi korlatai és hibasan dokkolt esetei az egyszer(sitett
dokkolé erétérbél és az explicit vizmodell hidnydbdl szarmaznak, ezek a korlatok azonban szamos
esetben javithatok a kordbban mar leirt médszerek alapjan [28]. Az FBD szisztematikus
megkozelitése javitja a problémas komplexek nagy ligandumokkal, példaul hisztonpeptidekkel
alkotott szerkezetének meghatdrozasat (V. tézispont).

A kisérleti technikak alternativajaként elméleti megkozelitések alkalmazasa lehet célravezetd. A
hisztonpeptid szamitégépes dokkoldsa [223-225] az olvasé (iré) célponthoz ebben az esetben
nyilvanvalé elméleti megkozelités lehet, ennek a megkozelitésnek azonban gyakorlati problémai
vannak. El6szor is, az egész N-termindlis peptidfarok tul nagy a gyors dokkoldsi szamolasok
szamadra [226], mert nagy a torzids rugalmassaga és emiatt bonyolult keresési probléma alakul ki
[227]. Masodszor, a hisztonpeptid kotShelyeinek kozelité pozicidja a célpont felliletén sok
esetben nem ismert, a kot6helyek kozelits, pre-docking pozicidjat az olvaséfehérjék mély zsebek
nélkuli, sekély kotéfeliiletei tovabb akadalyozzak.

A teljes hisztonpeptid dokkoldsa helyett a fragmensek dokkolasa az els6 problémat tudja kezelni.
Korabbi vizsgalatokban a fragmens alapu megkozelitést [228] sikerrel alkalmaztak, a peptid-
dokkolds esetén a fragmentalds a torzids szabadsag csokkenéséhez vezet és ez megkdonnyiti a
keresést. A masodik problémat megoldja a BD [21, 22, 35], amely a kotShely el6zetes ismerete
nélkil vizsgalja a célpont molekula teljes feliletét. Egy nemrégiben megjelent tanulmanyban [28]
egy szisztematikus BD-eljarast adtunk kozre a ligandum Osszes lehetséges kotShelyének
meghatdrozasara a célponton.

Bevezettiik a fragmens- és a szisztematikus BD- mddszerek kombinacidjat és bemutattuk a tesztek
eredményeit a hisztonpeptidek és célpontjaik komplexeire. Az eredményil kapott modszertant a
szul6 technikdk alapjan neveztiik el fragmens blind dokkolasnak (FBD) (IV. tézispont).

Az FBD kidolgozasahoz és teszteléséhez 6t hiszton H3 peptid célpontkomplexet (8. tablazat)
hasznaltunk. A komplexek metilezett (3gla, 5tww) és nem-metilezett (2kel, 2pvc, 41k9) hiszton
H3 farkakat tartalmaznak. A Protein Databank-ban (PDB) térolt kisérleti komplex szerkezetek

tobbnyire a farok deka-peptid méretl részeit foglaljak magukban [229], igy nyilvanvald kihivast
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jelent a farok o6sszes 36 aminosavanak a meghatarozasa a jelenlegi szerkezeti meghatarozasi
technikakkal (rontgen vagy NMR).

Ez a nehézség a mobilitassal, valamint a farok C-terminalis vége és a célpont fehérje kozti
kdlcsonhatas hidnyaval, vagy gyenge kolcsonhatasaval magyarazhatd, amelyet a kovetkezd
bekezdésekben részletesebben elemzek. A fenti kisérleti nehézségek és a hisztoncélpont-
komplexek meghatarozasanak sziikségessége motivalta az FBD mddszer kidolgozasat (IV.
tézispont). A kovetkez6 szakaszokban az FBD f6bb Iépéseit (12. abra) a H3 peptid autoimmun
szabalyozd fehérje novényi homeodomain-nel alkotott (2kel rendszer) komplex (1. abra)

szerkezetének segitségével mutatom be.

5.2.1. Fragmentalas

Ahogy az FBD neve is jelzi, a protokoll (12. abra) az eredeti hiszton H3 peptid ligandum (H3)
fragmensekre hasitdsdn alapul. A fragmensek kisebb méretliek és kevesebb aktiv torzidval
rendelkeznek, mint az eredeti peptid. A szabadsagi fokok csokkenése miatt varhatéan kevesebb
kihivast jelentenek a dokkold keresési algoritmus szamdra, amely a fragmenses megkdozelités
mogott rejlik. Azonban, mivel a fragmensdokkolas fokuszalt médban van (lasd a Bevezetésben a
referencidkat), nem vildgos, hogy milyen kis méret(ire kell szétvagni a ligandumot, hogy a lehet6

legjobb eredményt adja a BD-keresés soran a célpont teljes fellletén.

Ligand Target
Fragmenting
Wrapping
Linking
Welding
Refinement
Complex

12. dbra Fragment blind docking (FBD). Forras: Balint et al. 2019.
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A kérdés megvalaszolasahoz a H3 fragmenseit egy szisztematikus rendszer szerint terveztilk meg
(13. abra). A fragmensek mérete di- és tetrapeptidek kozott volt. Tetrapeptideknél nagyobb
fragmenseket nem alkalmaztunk, mivel a fenti darabolds el6nyei e méreten tulmendéen
csokkennének [223]. A fragmentalas kiindulasi helyzetének megfelel6en két sorozatot allitottunk
el6, N- és C-terminalis fragmenseknek nevezve el 6ket (14. dbra). A szimpla aminosav-fragmensek
elkerilése érdekében dipeptides fragmentalast végeztiink a tri- vagy tetrapeptides fragmentdlas

soran, ha a maradék C- vagy N-terminalis szekvencia tetra- vagy pentapetidek lettek volna.

Histone H3 peptide

ARTKQTARKS

N-terminal C-terminal
N2 N3 N4 L2 C3 C4
AR-NHMe ART-NHMe ARTK-NHMe see N2 Ac-QTA-NHMe |  Ac-TKQT-NHMe
Ac-TK-NHMe Ac-KQT-NHMe | Ac-QTAR-NHMe Ac-RKS Ac-ARKS
Ac-QT-NHMe
Ac-AR-NHMe

Ac-KS

13. dbra A fragmentdlds menete. Forras: Balint et al. 2019.

14. abra A H3 hiszton N-terminalisa (ARTK). A peptidet dipeptiddé vagtuk a Cr és Nt atomok kozotti peptidkotés mentén. Forras:
Balint et al. 2019.
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Ez a fragmentalé moddszer szisztematikus, ugyanakkor diverzifikdlja a dokkolashoz hasznalt
fragmensek halmazait. Az eredeti H3 peptidet a szén- és a nitrogénatom kozotti amidkotés
mentén vagtuk el (14. abra). Altaldnosan acetil- (Ac-) és imino-metil- (-NHMe) csoportokat
hasznaltunk a peptidek szabad N- és C-terminalis levagott végeinek lezardsara/blokkolasara,
amivel a gerinc lancat lehet utdnozni. A 2kel példarendszer esetében a fragmentdlas tizenhdrom
kilonbo6z6 peptidet eredményezett (13. dbra). Az Osszes fragmens szerkezetét elkészitettiik

(Modszerek) és 0sszegyljtottik egy konyvtdrba a Csomagolas |épés BD-ciklusaihoz.
Az intermolekularis kdlcsénhatdsok szamitasa

A célpont-ligandum kolcsonhatasok mélyebb elemzéséhez az intermolekuldris kapcsolatok
szamat (Ninter) és az egyes aminosavak kozti intermolekularis kélcsénhatds energiaértékeit (Einter)
is kiszamitottuk. Ehhez a 8. tablazat rendszereit haszndltuk fel, miutan az eredeti krisztallografias
szerkezeteket hidrogénatomokkal lattuk el és energiaminimalizalast hajtottunk végre rajtuk. A H3
peptid ligandumtdl mért 3.5 A-nél kisebb tavolsigra esdé nehéz atomokat tartalmazd
aminosavakat vizsgdltuk. A kolcsénhatasban részt vev6é aminosavak listdja megtaldlhaté a 9.
tablazatban, az Ninter értékeket a 15. dbra mutatja.

Az elemzés eredményei (15. abra és 11. tablazat) megmutattak, hogy az R, valéban fontos rogzit6é
aminosav, amely a legnagyobb Ninter és a legjobb Einter értékekkel rendelkezik. A 3qgla rendszer
esetében egy rosszul dokkolt AR-NHMe jott létre a negativ toltési aminosavak hidnya és a
célponttal kdlcsonhaté ATRX-DNMT3-DNMT3L (ATRX-ADD) doménoldal miatt, ami egy egyszer(
érintkezést eredményezett az Ro-nél (15. dbra). A 2pvc esetében az AR-NHMe fragmens 3.2 A
RMSD-értéknél taldlta meg a koté szerkezetet a masodik horgonyzé (anchoring) ciklusban. Ennek
oka az R; viszonylag kicsi Einter értéke Ka-hez viszonyitva, ami a f6 horgonyzé aminosav (15. abra).
A K4 jelentGségét a sikeres dokkolas is tlikrozi, amikor K4 a fragmentalt szekvencia része volt (N2,

N3 és C2 a 11. tablazatban).
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15. abra A H3 hisztonligandum elsé 13 aminosavjanak aminosavankénti célpont-ligandum intermolekularis kolcsonhatasi

energidja (Einter) és az intermolekularis kélcsénhatasok szama (Ninter). Forras: Balint et al. 2019
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9. tablazat Einter €s Ninter értékei

H3 aminosav 2kel 2pvc 3qla 41k9 S5tdw
Einter Ninter Einter Ninter Einter Ninter Einter Ninter Einter Ninter

Al -10.4 2 -10.8 2 -20.2 1 -11.0 1 -15.7 2
R2 -16.0 4 -7.2 2 -20.5 1 -28.4 5 -215 4
T3 -11.4 2 -5.9 1 -6.8 1 -15.3 2 -8.2 2
K4 -15.5 5 -26.8 4 -23.2 4 -20.5 5 -17.4 2
Q5 -8.3 1 -6.2 1 -5.8 2 -9.0 2 -8.8 1
T6 -10.1 3 -5.3 -10.4 4 -2.2 0 -3.0 1
A7 -4.4 1 -0.9 -2.6 1 -4.2 0 -0.2 0
R8 -8.8 2 -8.7 1 -15.4 0 -0.9 0
K9 -4.4 1 -22.0 4 0.9 0 -0.4 0
S10 -2.9 1 -0.2 0 -4.2 1 -0.0 0
T11 -8.1 2 0.2 0
G12 -1.0 0

G13 -3.4 0

Korabbi dokkolé tanulmanyok [223] megmutattdk, hogy a kis, aktiv torzidkkal rendelkezd
peptidekhez megfelel6en dokkolt szerkezetek nyerhetSk, mig a nagy peptidek valddi kihivast
jelentenek a legtobb dokkolasi eljarasban [223, 230, 231]. Ezekkel a kordbbi eredményekkel
0sszhangban alacsony RMSD-értékeket kaptunk, f6leg az N2- vagy C2-sorozatu dipeptid
fragmenseknél (11. tablazat). A fragmentdlas kiinduldpontjatél (C- vagy N-termindlis) figgéen
kilonboz6 peptidkészleteket kaphatunk. Valdszinlleg azonos fragmenskészletek allithatdk els, ha
példaul a dipeptid fragmenseket a H3 peptidbél egyenlé szdmu aminosavakbdl allitjuk el6 (13.
abra), azonban az N-terminalis fragmentdlasa sikeres volt minden fragmenshossznal, mivel a
horgonyzé aminosavak kozel allnak a H3 N-terminalisahoz. C-terminadlisi fragmentalds esetén az
els6 néhany fragmens gyakran gyengén kot6dik a célpontfehérjéhez (15. dbra, 41k9 rendszer),
vagy bizonyos esetekben teljesen elvandorolnak az olddszerbe (15. abra, 5tdw rendszer).
Ugyanakkor az utolsé fragmensek altaldban nagyobb (tri- vagy tetra-) peptidek, amelyek
megnehezitik a referenciaszerkezetbdl ismert kotési szerkezetek megtaldlasat, amint azt a
fentiekben is megmutattam.

Bizonyos esetekben a tripeptid (2kel) és a tetrapeptid (2pvc) fragmensek is j6 RMSD-értékeket

(2—3) adtak az els6 rank-ek esetén (11. tablazat). Ezért a tri- és tetrapeptidek hasznosak lehetnek
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mas rendszerek FBD-jében is, azonban az eredeti H3 ligandum (részleges) rekonstrukciéjdhoz a
dipeptidek altaldban alkalmasabbak voltak, mint a hosszabb lancok.

Elemzéseink tehdt a ligandum oldali aminosavak szintjén megmutattak, hogy dokkolasi
szempontbdl a H3 peptidek mely fragmensei kiléndsen problematikusak és hogy melyek
alkalmazhatdk hatékonyan a kévetkezd fejezetben leirt 6sszekapcsoldsi Iépésben.

5.2.2. Osszekapcsolas

A csomagolasi [épésben dokkolt 6sszes fragmens sszes kotési modjat figyelembe véve az azonos
hosszusagl fragmensek pdrhuzamos Osszekapcsoldsa automatikusan torténik az FBD-ben
kidolgozott és a kovetkez6 bekezdésekben leirt algoritmus segitségével (IV. tézispont). Az
algoritmus megvizsgdlja az 0sszes lehetséges paros kombinacidjat és a leghosszabb lehetséges
peptidet hozza létre a kapcsolédd aminosav-parokbdl. Az algoritmus folyamatat (16. abra) a H3
hiszton ARTKQT N-termindlis hexapeptidjére irtam le (V. tézispont).
Fragment binding modes from wrapping
Pairing neighboring fragments
Distance matrices
Collision matrices Trimming matrix
Filtering matrix
Pool of linked fragment pairs
Pairing neighboring fragment pairs

Pool of linked peptide chains

16. abra Az 6sszekapcsold algoritmus (a sziirke dobozok utalnak arra, hogy minden fragmensre végre kell hajtani). Forras: Balint

et al. 2019.

Tegyiik fel, hogy ezt a hexapeptidet harom dipeptidfragmensre (AR, TK és QT) hasitottuk, ahogyan
azt a Fragmentdlas fejezetben leirtam. Az FBD esetében a dipeptideket a hasitasi helyeken Ac-

és/vagy -NHMe csoportokkal blokkoltuk. Az 6sszekapcsold algoritmus eldszor az n1 db kotési mod
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AR-NHMe els6 dipeptidparjat és n, db kotési mod Ac-TK-NHMe parjat veszi be a feldolgozasi sorba
és eltavolitja a végekrél a blokkold csoportokat. Ily médon a szabadgyokok két sorat kapjuk az
amidkotések létrehozdsdhoz rendelkezésre alld terminalis szén- (Cr) és nitrogénatomokkal (Nr,
14. abra). Azonban nem minden fragmenskotési mod van megfelel6 helyzetben, hogy
|étrejohessen az amidkotés. Bizonyos esetekben a Cr és Nt (den) kozotti tavolsag tal nagy ahhoz,
hogy a kovalens kotés kialakulhasson. A megfelel6 tdvolsagokkal rendelkez6 mdsolatok
kivalasztdsdhoz minden (n1 x ny) den értéket kiszamitunk és egy matrixba mentjik azokat (10.
tablazat). Az Osszes dipeptid fragmenspar d-értékét kiszamoljuk, ezért a hexapeptides példank
esetében két dcn-matrixot allitunk eld. A felhaszndldé dltal meghatdrozott minimalis
tavolsagtolerancia den, min= 0.75 A, ami egy amidcsoport Cr-Nt kotésének félhosszanak felel meg.
Ha a tényleges den < den, min, akkor az Gtkozési matrix (ccn) megfelel6 elemét nulldra allitjuk, azaz
a Cr és az Nt kozott Utkozés torténik. A 6 A maximalis tavolsagtoleranciat (den, mex) is Ugy
definialjuk, hogy kizarja azt, hogy a fragmenspdrok egymdstdl tul messzire keriiljenek; ezen érték
alapjan egy Cn vagasi matrixot allitunk el8. A dcn, max nem lehet tul nagy, értelmes fizikai értékkel

kell rendelkeznie.

10. tablazat Az 6sszekapcsolasi folyamat soran hasznalt matrixok

Szimbdélum Leiras

dai A legkisebb tavolsagok a nehéz atomok kozott

Call Utkdzési matrix az 6sszes nehéz atom kozott

den Cr és Nt atomok koz6tti szamolt tévolsag

Cen Utkdzési matrix den-bél, con = 1, ha nincs itkdzés; egyébként 0

ten Kivagasi matrix den-b6l, ten = 1, ha nincs (itkozés; egyébként 0

fen Sz(ir6matrix az Utkozési és kivagasi matrixokbdl, fon = 1, ha con = ten = 1; egyébként O

A fragmenspdrok barmely atomja kozotti altaldnos Gtkdzések elkeriilése érdekében az Gsszes
nehéz atom kozotti tdvolsagokbdl [étrehozunk egy tdvolsagmatrixot (10. tablazat). Egy ¢ Utkozési
matrixot is kiszamitunk a dai-bdl, hogy azonositsuk a fragmensek nehéz atomjai kozotti sztérikus
Utkozéseket. Egy Uitkozés akkor jon Iétre, ha a tényleges dai < dail, min, ahol a dai, min @ felhasznald
altal meghatdrozott minimalis tavolsagt(irés; dai, min = 0.75 A, ugyanaz, mint a fenti den, min, ami jol

mUikodik a peptid ligandumok esetében. cai elemeit alapértelmezés szerint nullara allitjuk és
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egyre, ha nincs Utkozés az atomok kozott. Végil egy fen szlrési matrixot allitunk el6, amely azt
mutatja, hogy egy fragmenspar alkalmas-e az 6sszekotésre és finomitasra (lasd a kovetkezd
szakaszt). Az fcn értéke 1, ha ten és con egyenlk, egyébként nulla.

A tdvolsdgmatrix elemeit dcn szerint névekvé sorrendbe rendezziik, majd a f6 ciklus kivalasztja az
elsé (kovetkezd) még nem ellenGrzott fragmenspart a listabdl a legkisebb den értékkel és ellenérzi
a szlrési matrix megfelel6 elemét. Ha fcn = 0, akkor a kovetkez6 fragmenspart ellenérzi,
egyébként a fragmenspdrt menti a lehetséges fragmensparok listajaban.

Miutdn példankban az AR és TK elsé fragmensparjanak jelolt szerkezeteinek egy csoportjat
elGallitottuk, ugyanezt az eljarast ismételjik meg a kovetkez6 TK és QT fragmenspar esetében is,
amennyiben az ARTKQT példa szerinti hexapeptidet tekintjik. Miutan befejeztiik az 6sszes
fragmenspar vizsgdlatat (példankban két par), folytatjuk a feldolgozast, hogy 6sszekapcsoljuk a
fragmenspdrokat triddokkd. Ennek megfelelGen a legkisebb dcn értékkel rendelkez6 els6 AR-TK
fragmenspart valasztjuk ki. Ha ugyanaz a TK-fragmens a TK-QT-pdarok egyikében el6fordul, akkor
létrejon az ARTKQT hexapeptid szerkezete (13. dbra, AR»-TK3-QT1 vagy AR2-TK3-QT4 stb.). Ha nem
ez az eset fordul el6, akkor a kovetkezé AR-TK-parnak TK-QT-parokkal k6zos TK-jat ellendrzi és az
algoritmus addig folytatodik, amig az 6sszes AR-TK-paron végig nem megy. Az 6sszekapcsold
algoritmus a fenti parositasi folyamat minden szintjén egy szerkezeti gy(ijteményt allit el6. A
folyamat tetsz6leges hosszu peptidlancokon mikodik, ami azt jelenti, hogy a peptid hosszusagatol
fliggben fragmensparok, triddok és tetradok allithatdk el6. A gylijtemények statisztikait a program

egy riportba irja ki (Fliggelék D. tablazat).

5.2.3. Osszeflizés és finomitas

Ezutdn az 6sszekapcsolt jel6lt szerkezetek gylijteményét tovabbi feldolgozasnak vetjiik ald a Cr és
Nt atomok kozotti kovalens kotések Ujrakotéséhez az AR és TK fragmensek kozott (14. dbra). Az
illesztés soran az AR-t a Co-Cr (W sz0g), a TK-t az Nt — Co (D szog) kotések mentén forgatjuk el
szisztematikusan, 1 fokos lépéskdzzel. W szogben egy forgatasi |épést kovetéen @ mentén
forgatunk egy teljes fordulatig, azaz 360 fokig. Minden egyes forgatasi |épés utdn szamoljuk dcn-t
és a megfeleld szogekkel egyitt taroljuk. A tarolt den értékek koziil a legkisebbet vélasztjuk ki és
a megfelel6 szerkezetet illesztéssel kapjuk. Ugyanezt az illesztési eljarast kell kovetni az

ARTKQTARKS fennmaraddé fragmenseiben, amelyek az 6sszekotott jeloltek listajaban szerepelnek.
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Az Osszekapcsolasi és illesztési folyamatokat kovet6en a parositott fragmensek szerkezeti

finomitdsat is ajanljuk egy altaldnos MM energia-minimalizalassal, lehetdleg explicit vizmodellt is

alkalmazva. A 2kel rendszer esetében a dokkolds az elsé két dipeptid fragmenst 1.9 (AR-NHMe)

és 2.8 (Ac-TK-NHMe) A-6s RMSD-értéken taldlta meg (11. tablazat), ezt a két fragmenst a

Fliggelék D. tablazataban AR04 és TKO1 néven taladljuk meg. A dokkoldsbdl nyert fragmenseket

Osszekapcsoltuk, ahogyan azt a 17. dbra mutatja és a finomitds utan az amidkotés den értéke 1.5-

rél 1.3 A-re véltozott. Az ARTK optimalizalt szerkezete megfelel a rontgenszerkezetnek 1.3 A

RMSD-értéken. Ez figyelemre mélté javulas, figyelembe véve a fenti dipeptid fragmensek el6bb

emlitett RMSD-értékeit.

11. Tablazat Dokkolasi eredmények, #sorszam

Rendszer Fragmenttipus Fragmens szekvencia #Ciklus #Rank RMSD (A)

2kel N2=C2 AR-NHMe 1 4 1.9
N2=C2 Ac-TK-NHMe 1 1 2.8

N3 Ac-KQT-NHMe 2 1 2.4

2pvc N2 AR-NHMe 1 5 3.2
N2 Ac-TK-NHMe 1 3 2.8

N3 Ac-KQTA 1 1 3.0

c2 Ac-KQ-NHMe 1 2 1.7

3qgla N2=C2 Ac-QT-NHMe 1 12 2.0
N2=C2 Ac-K(Mes)S 1 2 3.7

N4 ARTK-NHMe 1 1 3.3

41k9 N2 AR-NHMe 1 1 29
N2 Ac-TK-NHMe 1 4 4.0

S5tdw N2 AR-NHMe 1 1 1.7
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17. abra Az egyes lépések folyamata a 2kel rendszer H3 hisztonpeptid ligandumabdl szarmazé AR-NHMe és Ac-TK-NHMe
fragmensparokra. Az 6sszehasonlitas kedvéért a krisztallografikus ligandum szerkezet teal cartoon formdban latszik az elsé hdrom

képen és teal stick-ben az utolsé kettén. Az AIRE PHD célpontot szilrke cartoon-nal, a szdmolt kotémaddokat lila és kék palcikakkal

jeloli az abra. Forras: Balint et al. 2019.
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5.3. Vizhalézatok szamitasa

A harmadik kéziratban (JeszenGi et al. 2018) vizhalézatok hémérsékletfliggését vizsgaltuk
fehérjefelileten és komplexek interfész-régidiban. Egy standard validacids protokollt
alkalmaztunk [25, 167], amelynek segitségével egy automatikus mindsitéssel hasonithatjuk 6ssze
a referencia- és az el6rejelzett hidratdcids szerkezeteket (VI. tézispont). Korabban ezt a validacios
protokollt a toleranciaértékek kalibraldsahoz és a legjobb klaszterezési séma kivalasztasahoz

alkalmaztuk a MobyWat program szamara [167], azaz a validacids protokoll a kisérleti és a jésolt

vizpoziciok kozotti egyezések azonositasan alapult.

SR = 100 Talalatok szama % (5)

Referencia vizpozicidk szama

12. tablazat A vizhaldzatok szempontjabdl targyalt rendszerek.

PDB kdéd | Rendszer (ligandum) Felbontas | KristalyosodasT | Adatgylijtés T | Adatgydijtés | Vizek szama
(A) (K) (K) p(MPa)2 | ab

Felszin hidratéalasa

209s SH3 domain from ponsin 0.83 nad 100 na 108
2vb1¢ Hen egg white lysozyme 0.65 292 100 na 144
3nir Crambin 0.48 na 100 na 65

Interfész hidratalasa

3ro3 G-protein-signaling modulator 2 | 1.10 288 100 na 12
(QVDSVQRWMEDLKLMTE)
4h9o death domain-associated protein 6 | 2.05 277 na na 35

(histone H3.3 G90 M mutant/H4)

a Atmoszférikus nyomast feltételezve, ahol nem volt nyomas megadva

b A kristalyszerkezeti vizmolekuldk szama bmax = 100 A2 és dmax = 3.5 A

lysosyme)

4 Nem elérheté

Akkor beszélhetiink egyezésrél, ha a varhatd és a referencia viz-oxigénatomok kozotti tavolsag
kisebb egy el6re meghatarozott értékénél. A taldlatokbdl egy sikerességi aranyt (success rate, SR)
szamolunk (5. egyenlet), ahol a nevez6 a kristalyban lev6 referencia vizpozicidkat tartalmazza,
amelyek a maximalis tavolsaglimiten (dmax) bellil vannak. A 100%-os SR-érték teljes egyezést és
optimalis MD-feltételeket jelent. A MobyWat-el6rejelzéseken kiviil az SR-értékeket az egyes MD-

frame-ekre is kiszamitottuk, ezekben az esetekben az SR, szimbdélumot hasznaljuk a sz6vegben,
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ahol n jeldli a MD-frame sorozatszamat. igy az SRa-értékek a MD-frame-ekre utald nyers adatokon

alapulnak, és csak 6sszehasonlitds céljabdél hasznaljuk 6ket.

5.3.1. Feliileti hidratacio
A 12. tablazatban taldlhatok meg a vizsgalt rendszerek. Magas h6mérsékleten (368 K) tobb

vizpozicié josolhatdé meg, mint alacsony hémérsékleten (75 K) ugyanazon fehérje esetén (18.

abra), ami az SR novekedésének egyik oka.

g5 1 A"’w %0
%0 - A * v

SR [%)
B

4

%

T

50 100 150 200 250 300 350

Szimulacios hemerseklet (K}

T

18. abra A szimulaciés h6mérséklet hatasa a komplex interfész (4h9o rendszer) hidratacids szerkezete elGrejelzésének sikerességi
ratdira. Minden adatpont egy Ot sikeres szimulaciébdl kiszamitott atlagos sikerességi ratat mutat, kilonb6z6 kezdeti
sebességeloszlasokkal. A hibasavok a standard eltéréseket jeldlik. Forras: Jeszendi et al. 2018.

Tovabbi magyardzatként a varhato hidratacios szerkezetek haldzati grafjait a MobyWat NetDraw
madjaval készitettik el, a grafinformacio alapjan a cstcsokat és az éleket statikus és dinamikus
kategdriakba soroltuk. A dinamikus csucsok aranyat az Osszes csucs koziil tobb mint 15%-kal
magasabbnak talaltuk 368 K-en, mint 75 K-en. Ennek eredményeként a kiterjedt dinamikus
alhdldzati régiok 6sszekapcsolddtak, a statikus alhalézatok vizpozicidi stabilizalédtak 368 K-en (a

19. dbran a piros élek) [25] és novekedett az SR.
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75K Vizpozicidk
x © Referencia
\20 abra '.. :3 © Eldrejelzett
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19. abra Felll: a ponsinbdl (209s) szarmazé SH3 domén felszinén a becsiilt és a kisérleti vizpozicidk illeszkedése 75, illetve 368 K
hémérsékleten. A talalati tavolsagok A-ben vannak megadva a jobb Gsszehasonlithatésag miatt. Alul: a megfelels hidratacios
haldzati grafok az el6rejelzett vizpozicidkbdl generdlva. A nyil a negativ toltési D835 és E839 aminosavak kordli régidra mutat,
amelyet részletesebben a 20. abran targyalunk. Forras: Jeszendi et al. 2018.

A dinamikus hdldézatépités ilyen stabilizalé hatdsa nem mikddik 75 K hémérsékleten, ahol a
gyengén O0sszekapcsolt statikus (kék) régiok dominalnak egy viszonylag kis grafban. Egy jellegzetes
szerkezet részleteit mutatja a 20. abra, ahol a statikus 3611, 3666 és a 3674-es vizpozicidk a D835

és E839-hez csatlakoznak és mindkét hémérsékleten mély zsebekben tudtuk 6ket reprodukalni; a

dinamikus helyzetet csak 368K-en lehetett reprodukalni (VI. tézispont).
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Megtalalt vizpoziciok
O75Kk @K
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3620./‘ 75K 368 K

e 3623,
:um-r .x‘-'wl' 4 o ;3685
£839 ) 3674° i . ;

3666 \.'.

3684

3663
El Csomépont
s Dinamikuz ) Protein 3620 2606

20. abra A megjosolt vizpozicidk részletei 75 és 368 K hémérsékleten, amely 6sszhangban 4ll a 209s rendszer krisztallografikus
referenciapozicidival. Az dbra a fehérje negativ toltésd régidjanak felel meg, amint azt a 19. dbran mutatd nyil jelzi. A szdmok a
209s-ben 1évé vizek szamozdasanak felelnek meg. Az algrafok az elérejelzett vizmolekulak els6 kapcsolddasi szférajat tartalmazzak.
A mindkét hGmérsékleten megtalalt pozicidkat csillaggal jel6ljik a 75 K-es alabran. Forras: Jeszendi et al. 2018.

A 75 K hémérsékleten el6allitott hidrataciés grafban kisebb, egymdssal kapcsolatban nem 3llé
algrafok figyelhet6k meg. 368 K-en megnovekedett az algrafok szama és sirlin 6sszekapcsolddtak
a felszineken taldlhaté dinamikus vizcsucsok (3663 és 3729) mentén a teljes fellleten.

Mig a rendelkezésre allé kotGhelyek hatékony feltardsa megkoveteli a h6mérséklet emelését, a
nagyon magas hémérséklet ellentétes hatast gyakorolhat az SR-re, ami nagyobb mobilitast,
alacsony klaszter-kihaszndltsagot és végiil az SR-gorbék telitettségét eredményezi (18. abra),
amint a hémérséklet meghaladja a 200 K-t. Az elGrejelzések trajektéridankénti SR-értékeit, mint pl.
a hémérséklet kilénbségeit a MobyWat elemzési mddjaban kiszamitott perframe SRq-értékekkel
lehet szemléltetni. Mindegyik rendszerhez és a kiindulasi sebességeloszlasi kombinaciéhoz (MD-
trajektoria) egyetlen SR-érték és 1001 SR, tartozik. igy az SR, a MD-szimulacié sordn a hidratacids
réteg ingadozasat (evoluciojat) tikrozi, az SRy statisztikdja azt mutatja, hogy az ingadozdsa a
hémérséklettdl fligg. A 2vbl HEWL-fehérje példaja azt szemlélteti, hogy a frame-enkénti SRn-
értékek ingadozasa szignifikansan nagyobb 368 K-en, mint 75 K-en a vizmobilitds fent emlitett
kiilonbségei miatt (Balint et al. 2019).

Az atlagos SRn-értékek ugyancsak magasabbak 368 K-en, mint 75 K-en, az IDa-klaszterezés soran

elért atlagos SR (84%) alatt maradnak.
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5.3.2. Interfész hidratacio

Az interfész vizmolekuldinak dltalanos mobilitdsa topoldgiailag korlatozott, magas
hémérsékleteken a nagy vizmobilitas (5. egyenlet) fellilmulja ezeket a korlatozasokat, az interfész
hozzaférhetévé valik, igy a vizpozicidk nagy csoportja biztositott mind az 6t MobyWat-
klaszterezés szamdra. Azaz a magas hémérséklet alkalmazdsa megnoveli a vizmolekuldk
mobilitdsat, ami javitja a MobyWat foglaltsdgon alapuld algoritmusanak hatékonysagat. igy a
kapott SR-értékek és szérasuk kozotti kiilonbség csdkken. Feliileti hidratacid esetében, ahol ilyen
topoldgiai korlatozasok nincsenek, a vizmolekuldak szabadon elfoglalhatjak a hidratacios helyeket
mind az 6t palyan és a h6mérséklet novekedése nem korrelal az SR szérasaval.

Az interfészeknél magasabb SR-értékek figyelhet6k meg 75 K-en, mint a fellileteknél (18. abra),
valamint a fellletek legnagyobb atlagos SR-értéke 60% (3nir, Balint et al. 2019), ami 15
szazalékponttal alacsonyabb, mint az interfészek ugyanazon értékénél (75%, 4h90). Még a
referenciakkal valé teljes egyezést is sikertlt elérni (3ro3, T=100K, 5. seed). Az 0sszes interfészviz
megtaldldsa nem volt ritka, mig a fellileti el6rejelzések legjobb SR-értéke 91% volt (2vb1, T =318
K, 3. seed, Balint et al. 2019). Alacsony és magas hémérsékleten egyarant talaltunk magas SR-
értékeket (3ro3, 75 K-en 92%, 368 K hémérsékleten 100%), kiilonbségek az E82 aminosav

kornyéki hidratacios grafban figyelhet6k meg (21. dbra).

@75k @368K

El Csomopont

w—Statikus @ yiz
s Dinamikus E82 aminosav

21. abra Elbrejelzett vizpozicidk 75 és 368 K hémérsékleten, amelyek megegyeznek a 3ro3 rendszer krisztallografikus
referenciapozicidival; a szamok megfelelnek a vizek azonositdinak a 3ro3 rendszerben. Az E82 ligandum aminosav koril 75 K-en
statikus alhalézat helyezkedik el (sziirke terilet), ez a kézponti régié 368 K-en dinamikussa valik, ahol a dinamikus vizek a

fragmentalt statikus alhalézatot veszik koril. Forras: Jeszendi et al. 2018.
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Kiterjedt statikus alhalézatok alakulnak ki 75 K-en az E82 kozéppontjabdl kiinduld, az 6sszesen
hatbdl 6t statikus éllel. A halézat tobb alhaldzatra oszlik szét és hidnyoznak a statikus régidkat
egymassal 6sszekotS dinamikus vizek. 368 K-en ez megvaltozik, statikus helyett t6bbnyire
dinamikus kapcsolatok képz6dnek az E82 aminosav koril és a hidratacidés haldézat nagy része
dinamikussa valik (VI. tézispont). Az interfész-el6rejelzések magas SR-értékei és azok
hémérsékleti valtozdsokkal szembeni relativimmunitasa a ligandum molekula és a parhuzamos

|épések (21. abra) alkalmazasanak kdvetkezményei az elérejelzési sémdaban.
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6. Osszefoglalas
A jelen PhD-disszertacié a célpont-ligandum komplexeken elvégzett szamitasaink eredményeit

mutatja be a molekulatervezés fragmens alapui mddszereinek alkalmazasaval. A fragmens alapu
megkozelitést a komplexnek mind a célpont, mind a ligandum részein alkalmaztuk és a hidratdaciés
halézatok hatdsait is megvizsgdltuk. A tanulmany olyan farmakoldgiai jelentGségli rendszereket is
magaban foglal, mint a hiszton-komplexek, amelyek az epigenetikus gyogyszertervezés
kulcsszerepl6i. Kihivast jelent6 nagy rugalmassagu és kiterjedt hidratacidéval rendelkezd
peptideken teszteltiik a szerkezetmeghatarozé és szamold mddszereinket.

Egy Uj fragmentalé eljarast (Fragmenter) dolgoztunk ki a célpontokra. A Fragmenter a célpont-
ligandum komplexek feliiletei szerkezetének automatizalt és szabvanyositott kivagasat hajtja
végre kvantummechanikai szamitdsok szamdra. Kivagott interfész-szerkezetek vizsgalataval
szisztematikus vizsgdlatunk megmutatta, hogy egy hibrid vizmodell alkalmazasaval kapjuk a
legjobb korrelaciot szemiempirikus kvantumkémiai szinten a szamitott reakciéhék és a kisérleti
kotési entalpiavaltozdsok kozott. Ez az Uj modell kombinalja a COSMO implicit vizmodellt és a
korabban publikalt MobyWat mddszerrel el6rejelzett explicit vizmolekuldkat. Kiszamitottunk egy
skalazo faktort is, amely egyszerd, linearis kapcsolatot hoz |étre a szemiempirikus kvantumkémiai
szinten szamolt reakciohGk és a kisérleti kotési entalpiavaltozasok kozott tengelymetszet
hasznalata nélkil. lly médon egy uj, kdzvetlen kapcsolatot tartunk fel a molekulaszerkezet és a
kotési termodinamika kozott. Kidolgoztuk és teszteltik a fragment blind docking (FBD) eljarast,
amely Uj mdodszerként kombinalja a blind docking mddszert és a fragmens dokkolas technikajat.
Az FBD Jaltaldnos algoritmusdval kidolgoztunk, elkészitettlink és kalibraltunk egy eljarast,
amelynek segitségével a célpont csomagolasi [épése utan a peptid fragmenseket 6sszekapcsoltuk
és Osszehegesztettik. Kiszamoltuk hidratald vizmolekulak halézatanak szerkezetét és kimutattuk
hémérsékletfliggésiiket interfészek és teljes fehérjefelliletek esetén. Halézati megfontolasaink
segitségével magyardzatot adtunk a vizszerkezet molekuladinamikan alapulé szamitasainak
sikerére.

A dolgozat eredményeit harom kutatasi publikaciéban és egy, a tudomanyos kdzdsség szamdara

szabadon elérhet6 weboldalon tettiik kozzé.
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7. Summary

This thesis presents our results on calculation of target-ligand complexes using fragment-based
methods of molecular design. The fragmenting approach was adopted on both the target and
ligand parts of the complex and the effects of hydration networks were investigated, as well. The
study involves systems of pharmacological relevance such as histone complexes, key participants
of epigenetic drug discovery. Peptides with high flexibility and extensive hydration were also
involved as challenging test systems of current structure determination and calculation methods.
A new fragmenting procedure (Fragmenter) was elaborated on the target side. Fragmenter
performs an automatized and standardized extraction of structures of interfaces of target-ligand
complexes for quantum mechanical calculations. Using a series of extracted interface structures,
our systematic investigation showed that a hybrid water model yields the best correlation
between reaction heats calculated at semi-empirical quantum chemical level and experimental
binding enthalpy changes. This new model combines the COSMO implicit water model and explicit
water molecules calculated by our previously published MobyWat method. A scaling factor was
derived which establish a simple, linear relationship between reaction heats calculated at semi-
empirical quantum chemical level and experimental binding enthalpy changes without the
involvement of an intercept. In this way, a new, direct relationship was established between
molecular structure and binding thermodynamics. The fragment blind docking (FBD) algorithm
was elaborated and tested which is a new method combining our blind docking approach and the
fragment docking technique. Within the general algorithm of FBD, a procedure was elaborated,
coded and calibrated for linking and welding of peptide fragments covering the target after the
wrapping step. The structure of networks of hydrating water molecules was calculated and their
temperature dependence was uncovered in the cases of interfaces and whole protein surfaces.
With the help of our network considerations, an explanation was given for the success of
molecular dynamics-based calculation of water structure.

The results of the present thesis were disseminated in three research articles and one web page

freely available for the scientific community.
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Fliggelék

A tablazat A 6. tablazat nyers adatai

A 3. egyenlet paraméterei

Rendszer ol Aa* B AR*
Vakuum/Széaraz 4.3975x103 4.8897x103 -7.8349 1.4104
Vakuum /Shell 1 6.0855%x103 3.6583x103 -7.0296 1.3944
Vakuum /Shell 2 4.0942x103 2.3105x103 -6.7765 1.4465
Vakuum /Shell 3 6.7440%x103 2.1121x103 -5.2456 1.3445
COSMO/Szaraz 7.9586x102 2.1696x102 -3.4980 1.6027
COSMO/Shell 1 3.7379%x102 7.5864x103 -4.3391 1.0864
COSMO/Shell 2 1.1187x102 4.4373x103 -5.9395 1.4008
COSMO/Shell 3 2.1972x102 3.7381x103 -3.1009 1.1038

*Standard error of regression coefficient.

Vakuum/Szaraz*
Rendszer AsH(Ligand) AfH(Target) | AfH(Target:Ligand[H,0]s) AH AHp(calc) |e]
3ptb_ben 178.10 -1490.53 -1396.08 -83.65 -8.20 3.70
3ptb_pme 162.59 -1632.88 -1510.70 -40.41 -8.01 3.60
3ptb_pam 167.30 -1497.83 -1403.59 -73.06 -8.16 1.74
3ptb_pmo 130.65 -1718.48 -1669.42 -81.59 -8.19 4.45
3ptb_pad 136.51 -1672.10 -1705.79 -170.20 -8.58 5.65
1k1l 262.49 -1928.22 -1798.53 -132.81 -8.42 0.56
1kim 19.38 -1688.03 -1720.73 -52.08 -8.06 0.16
1k1i -117.59 -1957.77 -2164.68 -89.31 -8.23 2.67
1k1j -33.07 -1617.02 -1695.03 -44.94 -8.03 1.43
Ljyr -1038.98 -1744.62 -2984.92 -201.32 -8.72 0.78
1rlq -222.49 -1576.62 -2185.57 -386.47 -9.53 0.67
2kel -71.83 -2361.52 -3322.49 -889.14 -11.74 2.54
2bba -740.01 -2916.44 -3749.75 -93.29 -8.25 7.25
ljgn -1455.38 -2702.38 -4405.34 -247.57 -8.92 5.88
2roc -2618.04 -2389.65 -5350.57 -342.88 -9.34 4.96

*(kcal/mol)

Vakuum/Shell 1*
Rendszer AfH(Ligand) AfH(Target) | AsH(Target:Ligand[H,0]s) AH AHp(calc) le|
3ptb_ben 178.10 -1490.53 -1478.31 -108.08 -7.69 3.18
3ptb_pme 162.59 -1632.88 -1605.48 -77.39 -7.50 3.09
3ptb_pam 167.30 -1497.83 -1615.82 -111.89 -7.71 1.29
3ptb_pmo 130.65 -1718.48 -1747.77 -102.14 -7.65 3.91
3ptb_pad 136.51 -1672.10 -1818.83 -167.64 -8.05 5.11
1k1l 262.49 -1928.22 -2155.93 -201.20 -8.25 0.39
1kim 19.38 -1688.03 -2004.46 -104.61 -7.67 0.56
1k1i -117.59 -1957.77 -2302.42 -111.46 -7.71 3.19
1k1j -33.07 -1617.02 -1926.14 -102.66 -7.65 1.81
1jyr -1038.98 -1744.62 -3036.58 -195.19 -8.22 0.28
1rlq -222.49 -1576.62 -2330.39 -415.69 -9.56 0.64
2kel -71.83 -2361.52 -4251.26 -1124.31 -13.87 4.67
2bba -740.01 -2916.44 -4692.84 -342.79 -9.12 6.38
ljgn -1455.38 -2702.38 -5383.05 -416.08 -9.56 5.24
2roc -2618.04 -2389.65 -6337.01 -520.12 -10.19 4.11

*(kcal/mol)
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Vékuum/Shell 2*

Rendszer AsH(Ligand) AfH(Target) | AfH(Target:Ligand[H,0]s) AH AHp(calc) le|
3ptb_ben 178.10 -1490.53 -1814.24 -155.01 -7.41 2.90
3ptb_pme 162.59 -1632.88 -1926.73 -167.43 -7.46 3.05
3ptb_pam 167.30 -1497.83 -1689.75 -128.02 -7.30 0.88
3ptb_pmo 130.65 -1718.48 -2100.65 -166.02 -7.46 3.71
3ptb_pad 136.51 -1672.10 -2290.93 -292.94 -7.98 5.04
1k1l 262.49 -1928.22 -2533.46 -289.74 -7.96 0.10
1kim 19.38 -1688.03 -2627.09 -264.84 -7.86 0.36
1k1i -117.59 -1957.77 -3113.13 -286.36 -7.95 2.95
1k1j -33.07 -1617.02 -2666.43 -264.95 -7.86 1.60
ljyr -1038.98 -1744.62 -4006.52 -413.72 -8.47 0.53
1rlg -222.49 -1576.62 -4014.08 -769.98 -9.93 0.27
2kel -71.83 -2361.52 -5031.56 -1731.21 -13.86 4.66
2bba -740.01 -2916.44 -4892.75 -369.30 -8.29 7.21
ljgn -1455.38 -2702.38 -6921.86 -798.90 -10.05 4.75
2roc -2618.04 -2389.65 -8129.03 -924.94 -10.56 3.74

*(kcal/mol)

Vékuum/Shell 3*
Rendszer AfH(Ligand) AfH(Target) | AfH(Target:Ligand[H,0]s) AH AHy(calc) le|
3ptb_ben 178.10 -1490.53 -1894.35 -177.32 -6.44 1.93
3ptb_pme 162.59 -1632.88 -1994.60 -177.50 -6.44 2.03
3ptb_pam 167.30 -1497.83 -1904.57 -169.43 -6.39 0.03
3ptb_pmo 130.65 -1718.48 -2161.13 -168.70 -6.38 2.64
3ptb_pad 136.51 -1672.10 -2400.94 -287.35 -7.18 4.25
1k1l 262.49 -1928.22 -2906.69 -373.96 -7.77 0.10
1kim 19.38 -1688.03 -2918.14 -324.68 -7.44 0.79
1k1i -117.59 -1957.77 -3260.66 -318.30 -7.39 3.51
1k1j -33.07 -1617.02 -2889.86 -314.97 -7.37 2.10
ljyr -1038.98 -1744.62 -4063.15 -412.56 -8.03 0.09
1rig -222.49 -1576.62 -4143.39 -783.69 -10.53 0.33
2kel -71.83 -2361.52 -5363.26 -1369.31 -14.48 5.28
2bba -740.01 -2916.44 -5814.11 -597.05 -9.27 6.23
ljgn -1455.38 -2702.38 -7969.57 -1037.41 -12.24 2.56
2roc -2618.04 -2389.65 -9169.78 -1156.49 -13.04 1.26

*(kcal/mol)

COSMO/Szaraz*
Rendszer AfH(Ligand) AfH(Target) | AfH(Target:Ligand[H20]s) AH AHy(calc) |e]
3ptb_ben 121.51 -1586.93 -1524.91 -59.49 -8.23 3.73
3ptb_pme 110.35 -1747.18 -1655.03 -18.20 -4.95 0.53
3ptb_pam 111.93 -1588.82 -1513.72 -36.83 -6.43 0.01
3ptb_pmo 75.10 -1835.89 -1808.97 -48.18 -7.33 3.59
3ptb_pad 68.28 -1843.55 -1806.26 -31.00 -5.97 3.03
1k1l 105.03 -2055.90 -1973.22 -22.35 -5.28 2.59
1klm -45.84 -1848.02 -1919.22 -25.37 -5.52 2.71
1k1i -187.90 -2072.55 -2318.30 -57.86 -8.10 2.80
1k1j -92.20 -1757.78 -1917.79 -67.81 -8.89 0.57
ljyr -1234.57 -1878.39 -3190.48 -77.52 -9.67 1.73
1rig -425.59 -1856.53 -2371.00 -88.88 -10.57 0.37
2kel -503.91 -2988.96 -3619.50 -126.63 -13.58 4.38
2bba -919.44 -3156.63 -4172.38 -96.30 -11.16 4.34
ljgn -1612.06 -2918.85 -4652.64 -121.72 -13.19 1.61
2roc -2889.82 -2613.33 -5604.22 -101.07 -11.54 2.76

*(kcal/mol)
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COSMO/Shell 1*

Rendszer AsH(Ligand) AsH(Target) | AsfH(Target:Ligand[H,0];s) AH AHp(calc) |el
3ptb_ben 121.51 -1586.93 -1597.54 -66.91 -6.84 2.33
3ptb_pme 110.35 -1747.18 -1733.93 -31.89 -5.53 1.12
3ptb_pam 111.93 -1588.82 -1728.52 -56.00 -6.43 0.02
3ptb_pmo 75.10 -1835.89 -1896.88 -70.87 -6.99 3.25
3ptb_pad 68.28 -1843.55 -1951.67 -45.99 -6.06 3.12
1k1l 105.03 -2055.90 -2343.04 -66.11 -6.81 1.05
1kim -45.84 -1848.02 -2227.18 -72.48 -7.05 1.17
1k1i -187.90 -2072.55 -2469.51 -78.64 -7.28 3.62
1k1j -92.20 -1757.78 -2113.17 -67.55 -6.86 2.60
ljyr -1234.57 -1878.39 -3264.81 -86.64 -7.58 0.36
1rlg -425.59 -1856.53 -2512.44 -99.90 -8.07 2.13
2kel -503.91 -2988.96 -4517.93 -242.54 -13.41 4.21
2bba -919.44 -3156.63 -5100.12 -241.52 -13.37 2.13
ljgn -1612.06 -2918.85 -5730.98 -287.11 -15.07 0.27
2roc -2889.82 -2613.33 -6649.32 -233.22 -13.06 1.24

*(kcal/mol)

COSMO/Shell 2*
Rendszer AfH(Ligand) AfH(Target) | AfH(Target:Ligand[H20]s) AH AHy(calc) |e]
3ptb_ben 121.51 -1586.93 -1947.84 -91.16 -6.96 2.45
3ptb_pme 110.35 -1747.18 -2047.97 -85.09 -6.89 2.48
3ptb_pam 111.93 -1588.82 -1819.98 -82.25 -6.86 0.44
3ptb_pmo 75.10 -1835.89 -2252.35 -100.29 -7.06 3.32
3ptb_pad 68.28 -1843.55 -2414.92 -117.97 -7.26 4.32
1k1l 105.03 -2055.90 -2725.01 -122.03 -7.30 0.56
1klm -45.84 -1848.02 -2813.28 -136.90 -7.47 0.75
1k1i -187.90 -2072.55 -3293.99 -185.81 -8.02 2.88
1k1j -92.20 -1757.78 -2881.42 -183.71 -7.99 1.47
ljyr -1234.57 -1878.39 -4240.22 -214.31 -8.34 0.40
1rlq -425.59 -1856.53 -4238.84 -326.46 -9.59 0.61
2kel -503.91 -2988.96 -5274.97 -803.95 -14.93 5.73
2bba -919.44 -3156.63 -5321.09 -266.86 -8.92 6.58
ljgn -1612.06 -2918.85 -7249.62 -501.55 -11.55 3.25
2roc -2889.82 -2613.33 -8455.49 -474.33 -11.25 3.05

*(kcal/mol)

COSMO/Shell 3*
Rendszer AfH(Ligand) AfH(Target) | AsH(Target:Ligand[H,0]s) AH AHp(calc) |e]
3ptb_ben 121.51 -1586.93 -2039.70 -117.81 -5.69 1.18
3ptb_pme 110.35 -1747.18 -2130.87 -102.78 -5.36 0.95
3ptb_pam 111.93 -1588.82 -2042.38 -109.02 -5.50 0.92
3ptb_pmo 75.10 -1835.89 -2348.58 -131.31 -5.99 2.24
3ptb_pad 68.28 -1843.55 -2566.22 -138.85 -6.15 3.22
1k1l 105.03 -2055.90 -3126.41 -197.37 -7.44 0.43
1klm -45.84 -1848.02 -3101.83 -164.61 -6.72 1.50
1k1i -187.90 -2072.55 -3441.60 -203.00 -7.56 3.34
1k1j -92.20 -1757.78 -3077.59 -184.24 -7.15 2.32
ljyr -1234.57 -1878.39 -4335.35 -244.23 -8.47 0.53
1rlg -425.59 -1856.53 -4376.79 -333.99 -10.44 0.24
2kel -503.91 -2988.96 -5643.13 -389.58 -11.66 2.46
2bba -919.44 -3156.63 -6229.64 -392.88 -11.73 3.77
ljgn -1612.06 -2918.85 -8181.94 -520.91 -14.55 0.25
2roc -2889.82 -2613.33 -9481.52 -587.42 -16.01 1.71

*(kcal/mol)
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Vakuum*

Rendszer AfH
Viz -57.80
*(kcal/mol)
COSMO*
Rendszer AfH
Viz -65.21
*(kcal/mol)

Harom modell részletes eredményei
Bz0

3. Egyenlet paraméterei

Modell o Aa* B AR*
Vakuum/Széraz 1.6204x102 9.6984x103 -6.2967 1.7530
COSMO/Széraz 1.0029x101 2.2342x1072 -2.5495 1.5319
COSMO/Shell 3 2.3097x1072 3.7761x103 -3.0011 1.0851

*A regresszios koefficiens standard hibdja.

Vékuum/Szaraz*
Rendszer AHyg(calc) l€]
3ptb_ben -7.65 3.15
3ptb_pme -6.95 2.54
3ptb_pam -7.48 1.06
3ptb_pmo -7.62 3.88
3ptb_pad -9.05 6.12
1k1l -8.45 0.59
1kim -7.14 1.08
1k1i -7.74 3.16
1k1j -7.02 2.44
1jyr -9.56 1.62
1rlqg -12.56 2.36
2bba -7.81 7.69
1jgn -10.31 4.49
2roc -11.85 2.45
R? 0.19
F 2.79
RMSE 3.88

*(kcal/mol)

COSMO/Széraz*
Rendszer AHp(calc) ||
3ptb_ben -8.52 4.01
3ptb_pme -4.37 0.04
3ptb_pam -6.24 0.17
3ptb_pmo -7.38 3.64
3ptb_pad -5.66 2.72
1k1l -4.79 3.07
1klm -5.09 3.13
1k1i -8.35 2.55
1k1j -9.35 0.11
ljyr -10.32 2.38
1rlq -11.46 1.26
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Rendszer AHp(calc) lel
2bba -12.21 3.29
1jgn -14.76 0.04
2roc -12.69 1.61
R? 0.63
F 20.15
RMSE 2.63

*(kcal/mol)

COSMO/Shell 3*
Rendszer AHp(calc) ||
3ptb_ben -5.72 1.22
3ptb_pme -5.38 0.96
3ptb_pam -5.52 0.90
3ptb_pmo -6.03 2.29
3ptb_pad -6.21 3.27
1k1l -7.56 0.30
1klm -6.80 1.42
1k1i -7.69 3.21
1k1j -7.26 2.21
1jyr -8.64 0.70
1rig -10.72 0.52
2bba -12.08 3.42
1jgn -15.03 0.23
2roc -16.57 2.27
R? 0.76
F 37.41
RMSE 2.12

*(kcal/mol)

B=0

3. Egyenlet paraméterei
Modell o Ao* B AB*
Vakuum/Széaraz 4.4281x102 7.9453x103 0 -
COSMO/Szaraz 1.3332x101 1.0941x1072 0 -
COSMO/Shell 3 1.1997x1072 2.4289x103 0 -

*A regresszids koefficiens standard hibdja.

Vakuum/Szaraz*
Rendszer AHp(calc) le]
3ptb_ben -3.70 0.80
3ptb_pme -1.79 2.62
3ptb_pam -3.24 3.18
3ptb_pmo -3.61 0.13
3ptb_pad -7.54 4.60
1k1l -5.88 1.98
1klm -2.31 5.92
1k1i -3.95 6.94
1k1j -1.99 7.47
1jyr -8.91 0.97
1rlq -17.11 6.91
2bba -4.13 11.37
ljgn -10.96 3.84
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Rendszer AHp(calc) |g]
2roc -15.18 0.88
R? 0.70
R?(cv) 0.71
F 31.06
RMSE 5.37

*(kcal/mol)

COSMO/Szaraz*
Rendszer AHp(calc) ||
3ptb_ben -7.93 3.42
3ptb_pme -2.43 1.99
3ptb_pam -4.91 1.51
3ptb_pmo -6.42 2.68
3ptb_pad -4.13 1.20
1k1l -2.98 4.88
1kim -3.38 4.84
1k1i -7.71 3.18
1k1j -9.04 0.42
1jyr -10.34 2.40
1rlq -11.85 1.65
2bba -12.84 2.66
ljgn -16.23 1.43
2roc -13.48 0.82
R? 0.92
R%(cv) 0.91
F 148.48
RMSE 2.81

*(kcal/mol)

COSMO/Shell 3*
Rendszer AHp(calc) |g]
3ptb_ben -3.77 0.74
3ptb_pme -3.29 1.12
3ptb_pam -3.49 2.93
3ptb_pmo -4.20 0.46
3ptb_pad -4.44 1.51
1k1l -6.32 1.55
1klm -5.27 2.95
1k1i -6.50 4.40
1k1j -5.90 3.57
1jyr -7.81 0.13
1rlg -10.69 0.49
2bba -12.57 2.93
1jgn -16.67 1.87
2roc -18.80 4.50
R? 0.93
R%(cv) 0.91
F 173.54
RMSE 2.61

*(kcal/mol)
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B tablazat Linearis regresszié harom vizmodellre, f=0

3. Egyenlet paraméterei

Modell o Ao* B AB*
Vakuum/Szaraz 2.2784x102 6.3704x103 0 -
COSMO/Szaraz 1.2143x101 1.1437x102 0 -
COSMO/Shell 3 3.1025%102 2.3146x10°3 0 -

*A regresszios koefficiens standard hibaja.

Vékuum/Szaraz*
Rendszer AHp(calc) ||
3ptb_ben -1.91 2.60
3ptb_pme -0.92 3.49
3ptb_pam -1.66 4.75
3ptb_pmo -1.86 1.88
3ptb_pad -3.88 0.94
1k1l -3.03 4.84
1kim -1.19 7.04
1k1i -2.03 8.86
1k1j -1.02 8.44
1jyr -4.59 3.35
1rlq -8.81 1.39
2kel -20.26 11.06
2bba -2.13 13.37
ljgn -5.64 9.16
2roc -7.81 6.49
R? 0.48
R%(cv) 0.27
F 12.79
RMSE 7.12

*(kcal/mol)

COSMO/Szaraz*
Rendszer AHp(calc) |g]
3ptb_ben -7.22 2.72
3ptb_pme -2.21 2.20
3ptb_pam -4.47 1.94
3ptb_pmo -5.85 2.11
3ptb_pad -3.76 0.83
1k1l -2.71 5.15
1klm -3.08 5.14
1k1i -7.03 3.87
1k1j -8.23 1.23
1jyr -9.41 1.47
1rlq -10.79 0.59
2kel -15.38 6.18
2bba -11.69 3.81
1jgn -14.78 0.02
2roc -12.27 2.03
R? 0.89
R%(cv) 0.87
F 112.73
RMSE 3.27

*(kcal/mol)
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COSMO/Shell 3*

Rendszer AHp(calc) |g]
3ptb_ben -3.66 0.85
3ptb_pme -3.19 1.22
3ptb_pam -3.38 3.03
3ptb_pmo -4.07 0.33
3ptb_pad -4.31 1.37
1k1l -6.12 1.74
1klm -5.11 3.12
1k1i -6.30 4.60
1k1j -5.72 3.75
Ljyr -7.58 0.36
1rlg -10.36 0.16
2kel -12.09 2.89
2bba -12.19 331
1jgn -16.16 1.36
2roc -18.22 3.92
R? 0.93
R%(cv) 0.91
F 179.66
RMSE 2.65
*(kcal/mol)

C tablazat Két részre osztva Ujraszamoltuk a regressziot

Bz0

3. Egyenlet paraméterei

Alrendszer o B
1 5.7500x102 2.1228
2 1.9629%102 -3.9127

COSMO/Shell 3*

Rendszer AHp(calc) ||
3ptb_ben -4.65 0.14
3ptb_pme -3.79 0.62
3ptb_pam -4.15 2.27
3ptb_pmo -5.43 1.69
3ptb_pad -5.86 2.93
1k1l -9.23 1.36
1kim -7.34 0.88
1k1i -9.55 1.35
1k1j -8.47 0.99
ljyr -8.71 0.77
1rlg -10.47 0.27
2kel -11.56 72.36
2bba -11.62 3.88
ljgn -14.14 0.66
2roc -15.44 1.14
R? 0.80
F 50.91
RMSE 1.67
*(kcal/mol)
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B=0

3. Egyenlet paraméterei

Alrendszer a
1 4.4122x102
2 2.8461x102

COSMO/Shell 3*

System AHp(calc) le]
3ptb_ben -5.20 0.69
3ptb_pme -4.54 0.12
3ptb_pam -4.81 1.61
3ptb_pmo -5.79 2.05
3ptb_pad -6.13 3.19
1k1l -8.71 0.85
1kim -7.26 0.96
1k1i -8.96 1.94
1k1j -8.13 1.34
1jyr -6.95 0.99
1rig -9.51 0.69
2kel -11.09 1.89
2bba -11.18 4.32
1jgn -14.83 0.03
2roc -16.72 2.42
R? 0.96
F 336.60
RMSE 1.93
*(kcal/mol)

D tablazat A FragmentMerge egy példa riportja

System
2KE1

ID
c2

Remark
\home\user\CBDD\PDB\LINKED\2KE1\C2\LINKING\

Ligand
ARTKQTARKS

Parameters
dCN,max = 6.0
dCN,min =0.75
alpha=1.0
dall=0.75

Path of input pools (fragment copies)

\home\user\CBDD\PDB\LINKED\2KE1\C2\LINKING\INPUT
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List of fragments; count of copies

AR1 28
TK2 39
QT3 69
AR4 31
KS5 81

Path of output pools (linked structures)
\home\user\CBDD\PDB\LINKED\2KE1\C2\LINKING\OUTPUT\

List of output pools; count of linked peptides

Pentads 2
\home\user\CBDD\PDB\LINKED\2KE1\C2\LINKING\OUTPUT\Pentads\
AR25 - TKO4 - QTO7 - ARO6 - KS14

AR17 - TKO4 - QTO7 - ARO6 - KS14

Tetrads 2
\home\user\CBDD\PDB\LINKED\2KE1\C2\LINKING\OUTPUT\Tetrads\
2018.10.13.14.44.16\part2-5

TKO2 - QT51 - ARO2 - KS27
TKO4 - QTO7 - ARO6 - KS14

Triads 20
\home\user\CBDD\PDB\LINKED\2KE1\C2\LINKING\OUTPUT\Triads\
AR22 - TK28 - QT56
AR22 - TK28 - QT18
AR14 - TK38 - QT68
TK17 - QT52 - AR08
TK21 - QT35 - AR14
TKO2 - QT51 - AR21
TKO7 - QT14 - ARO3
QT57 - AR25 - KS42
QTO07 - ARO6 - KS14
QTS50 - AR26 - KS30
QT58 - AR27 - KS52
QT58 - AR27 - KS18
QTO03 - AR10 - KS38
QTO03 - AR10 - KS56
QT39 - AR15 - KS51
QT39 - AR15 - KS47
QT51 - ARO2 - KS27
QT32 - AR15 - KS51
QT32 - AR15 - KS47
QT32 - AR28 - KS25

Dyads (Pairs) 59
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\home\user\CBDD\PDB\LINKED\2KE1\C2\LINKING\OUTPUT\Dyads\
AR17 - TK24
AR18 - TK39
ARO4 - TKO1
AR20 - TK24
ARO7 - TK39
AR27 - TK24
TK22 - QT41
TKOS - QT67
TK36 - QT17
TK35 - QT55
TK29 - QT36
TK17-QT16
TKO6 - QT30
TK37-QT38
TKO9 - QT49
TK20 - QT60
TK19 - QT27
TK22 - QT25
TK38 - QT68
TK23 - QT30
TK10 - QT25
TK13 - QT37
TK34 - QT19
TK10-QT41
TK28 - QT56
TKO5 - QT20
TK28 - QT18
QT33 - AR30
QT51 - AR21
QTO09 - AR17
QT66 - AR23
QT53 - AR19
QT29 - AR18
QT59 - ARO4
QT42 - AR18
QT52 - AR08
QT62 - AROS
QT35 - AR14
QT58 - AR23
QTO08 - AR16
QT31 - AR08
QT14 - ARO3
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ARO6 - KS14
AR26 - KS30
AR28 - KS25
AR27 - KS52
AR13 - KSO1
ARO2 - KS27
AR15 - KS51
AR10 - KS38
AR12 - KS14
AR27 - KS18
AR10 - KS56
ARO1 - KS31
AR25 - KS42
AR12 - KS10
AR24 - KS38
AR11 - KS28
AR15 - KS47

A abra Az input paraméterek template f3jlja

# comment: #
# optional: $ e.g. $EPS=78.4

#e.g. @QRESTRAINT=CALPHA, RESTRAINT=NONE, RESTRAINT=HEAVY, RESTRAINT=BACKBONE

#METHODS=AM1,PM3, PM6 , PM6-DH+, PM7, RM1
METHODS=PM7

WATERDIST=5

LIGDIST=5

NEIGHBOUR=0
PDBPATH=/home/user/fragment/uploads/
PDBNAME=1k1j.pdb
#ALL_IN_VACUUM
#LIGANDCHARGE=-1
#FRAGMENTCHARGE=-1
TARGETCHAINID=A
LIGANDCHAINID=B
RESTRAINT=NONE

# methods, separated with comma

# method

# water distance

# ligand distance

# neighbour number

# pdb path

# pdb file name

# create complex, ligand and target in vacuum
# ligand charge

# fragment charge

# target chain ID

# ligand chain ID

# restraint (N=NONE, H=HEAVY, B=BACKBONE, A=CALPHA)

MOPACPARAMS=PREC GRAD EF GNORM=1 MMOK GEO-OK DUMP=30M T=4W LET CYCLES=1000000000 MOZYME

SCRIPTPATH=$HOME/fragment/bin/createmopacinput.sh

MOPAC_LICENSE=$HOME/bin/mopac2012
MOPAC=$HOME/bin/mopac2012/MOPAC2012.exe

# all other mopac parameters
# script path

# mopac license path

# mopac path

#@RESTRAINT=CALPHA, RESTRAINT=NONE, RESTRAINT=HEAVY, RESTRAINT=BACKBONE # for list

#@RESTRAINT=CALPHA, RESTRAINT=NONE
PROCESSNAME=1k1j.pdb
PHPPATH=/usr/bin/php

# for list
# this name appears in the gsub statistics
# php binary path
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