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1. Bevezetés

Az elmult fél évszazadban a szamitégépes kémiai eljarasok lehetévé tették, hogy proteinek és
ligandumjaik szerkezetét és azok kolcsdonhatasait atomi, vagy még részletesebb szinten
gyorsan modellezziik. A molekulamechanika (MM) a vizsgdlt molekuldkat az atomok szintjén
kezeli, szemben a kvantummechanikai (QM) eljarasokkal, amelyek az elektronok és
atommagok kolcsonhatdsainak leirdsara is képesek. A komplexek kialakuldsat dokkold
eljarasokkal tudjuk modellezni és el6rejelezni. Dokkoldsnak azokat a MM-szintli modszereket
nevezzik, amelyekkel megjésoljuk egy molekula preferalt kotési helyét egy masik molekula
feliletén, mikozben egy stabil komplex alakul ki. Az el6nyben részesitett kotShely
ismeretében - amely lehet kisérleti eredmény vagy kordbbi szamolds eredménye - pedig
meghatarozhatjuk a kotéserdsséget a két molekula kdzott. A molekularis dokkolast altaldban
kisebb ligandum és nagyobb célpontmolekuldk kozotti kolcsdnhatdsok vizsgdlatara
alkalmazzak.

Mivel a biomolekuldk vizes kézegben, oldott dllapotban fejtik ki hatasukat és mivel a viz nem
csak mint olddszer, hanem a célpont-ligandum rendszerek kélcsénhatdsaiban mint kozvetité
médium is szerepel, fontos a vizeket is bevonni ezekbe a vizsgdlatokba. A szdmitégépes
molekuladinamika (MD) tovabbfejlesztése lehetdvé teszi a nagy biomolekuldris rendszerek
gyors vizsgalatat vizes kornyezetiikben. A biomolekularis felliletek és komplex interfészek
hidratacios halézatainak el6rejelzésének Uj megkozelitései szintén a molekuladinamikan

alapulnak.

2. Célkittizések

A jelen munkaban bemutatott vizsgalataink célja volt:

1. Célpont-ligandum komplexek szerkezeti és termodinamikai tulajdonsagainak vizsgalatara
szabvanyositott eljarasokat kerestiink mind a célpont, mind a ligandum szerkezetének
szétvagasaval.

2. Kozvetlen kapcsolatot kerestlink a célpont-ligandum komplexek szerkezete és
termodinamikai tulajdonsdga, a kotési entalpia kozott. Azért, hogy az ezzel kapcsolatos
szamolasok redlis id6n beliil befejez6djenek, a vizsgalt rendszerek méretét lecsokkentettiik,

amit vagassal, fragmentdlassal oldottunk meg. Kidolgoztunk egy szabvanyos protokollt, amely



a célpont-ligandum komplexnek a célpont ligandum korili részét ugy vagja ki, hogy az
interfészben elhelyezked6 vizmolekuldkat is tartalmazza.

3. Egy olyan hibrid vizmodellt is kerestlink, amely megfelel szamu vizmolekulat tartalmaz a
kivagott szerkezetben, igy jo korrelaciét nyujt a kisérleti eredményekkel 6sszehasonlitva.

4. Célunk volt, hogy a kifejlesztett protokollt egy webszerveren barki altal elérhet6vé tegyiik.
5. Hisztonpeptid-komplexek szerkezetének meghatarozasa a ligandum szétvagdasaval, blind
docking mddszerrel a célpont beboritdsaval és a kapott szerkezetek dsszeillesztésével.

6. A hidratacidban részt vevé vizmolekulak haldzatainak szerkezetének kiszamoldsa és azok
hémérsékletfliggésének feltardsa komplex interfészek és teljes fehérjefelszin esetében.

7. Prébaltunk értelmezést adni a vizszerkezet molekularis dinamikai szamitasanak sikerére

vonatkozdlag.

3. Alkalmazott moédszerek

A szamolasok soran a vizsgdlt rendszerek, komplexek hidratacidja volt az els6 |épés, ezt a
MobyWat program segitségével végeztik el, amely molekuladinamikan alapul. Segitségével
mind a fellleti, mind az interfacialis explicit vizek poziciéit meg tudtuk hatdrozni. A
rendszerekre implicit vizmodellként a COSMO modellt hasznaltuk.

A dokkolds blind docking mddszerrel tortént, mind a dokkolast, mind a képz6déshd szamitdsat
a szegedi, debreceni, budapesti szuperszamitégépek valamelyikén végeztiik el.

A képz6désh6t a MOPAC programcsomag segitségével szamitottuk, a blind docking
eredményeit hétkdznapi asztali szamitdgépeken dolgoztuk fel.

A webszerver egy felh6ben futé Ubuntu Linux szerveren érhetd el, a weboldal HTML- és PHP-
alapu, a kivagott szerkezetet a java script alapu JSmol segitségével jelenitjik meg.

A szerkezeti konverzidkat az Open Babel program végezte el.

A hiszton ligandum 0sszekotését Java nyelven irt programmal automatizaltuk. A vizhalézatok
szamoldsat a MobyWat NetDraw maddja végezte el, a vizhaldzati graf megjelenitésre a Gephi

nevl programot hasznaltuk.



4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A reakciohd és a kétési entalpia k6zotti egyszerd faktor kiszamitdsa célpont-ligandum
komplexekre

1. Kidolgoztunk egy uj, fragmentald eljarast, a Fragmentert, amelynek segitségével a
molekulamechanikai szinten optimalizalt fehérje-ligandum komplex-szerkezetek interfész
régidja standardizalt és automatizalt méddon extrahalhaté kvantummechanikai szamitdsokhoz.
2. Extrahdlt interfész szerkezetek felhaszndlasaval, szisztematikus vizsgalatok soran
kimutattuk, hogy a szemiempirikus kvantumkémiai szinten szamolt reakcioh6k és a kisérleti
fehérje-ligandum kotési entalpiavaltozasok kozott a legjobb korrelaciét egy hibrid vizmodell
segitségével érhetjik el. Ezen Uj modellben a COSMO implicit vizmodellt és a korabban
altalunk publikdlt MobyWat mddszerrel szamolt explicit interfész vizmolekuldkat 6tvoztiik.

3. Megallapitottuk azt a szlikséges tavolsagot, amelyen belll explicit vizmolekuldk és implicit
vizmodell (ezek kombinacidja egy hibrid vizmodell lett) segitségével magas korreldciét
kaptunk a szdmolt képz6déshé és a mért kotési entalpiaértékek kdzott.

4. Kiszamitottunk egy skaldzo faktort, amely a szemiempirikus kvantumkémiai szinten szamolt
reakciohdk és a kisérleti fehérje-ligandum kotési entalpiavaltozdsok kozott egyszerd linearis
kapcsolatot teremt tengelymetszet alkalmazdsa nélkil. Ezaltal egy uj, direkt kapcsolat jott
|étre a molekulaszerkezet és a kotési termodinamika teriiletei kdzott.

5. A fragmentald protokoll, a hidrataciés modell és a skaldzé faktor automatikus,
szabvanyositott eszkoztarként hasznalhatd gydgyszerjeloltek entalpikus optimalizacidjara.

6. Ezt a protokollt mindenki altal szabadon elérhetévé tettiik egy webszerveren.

4.2. Az FBD (Fragment Blind Docking) mddszer

1. Kidolgoztuk és hisztonpeptid-komplexek felhaszndlasaval teszteltiik a fragment blind
docking (FBD) algoritmust, amely egy Uj mdédszerben 6tvozi a blind docking megkozelitésiinket
és a fragmens dokkolas technikat.

2. Az FBD altaldnos algoritmusan belil a célmolekuldt a csomagolasi |épés utan beterité peptid
fragmensek Osszekotésére és Osszeforrasztdsara alkalmazhatd eljarast dolgoztunk ki,

kédoltunk és kalibraltunk be.



4.3. Biomolekuldk komplexeinek feliileti és interfacidlis vizmolekuldi altal kialakitott halozatok
vizsgdlata molekuladinamikai (MD) szdmoldsok sordn

1. Megmutattuk, hogy a MD-szdmolasok sordn a hidratacios szerkezet meghatdrozasanak
hatékonysaga és reprodukalhatdsaga féképp a hémérséklettél fugg.

2. A MobyWat program hatékonyan képes a MD-trajektoriak segitségével a hidratdcios
szerkezet elGrejelzésére és a vizmolekulak alkotta halézatok Iétrehozdasara.

3. Kiszamitottuk hidratacidban részt vevé vizmolekuldak haldzatainak szerkezetét és feltartuk
azok hémérsékletfliiggését komplex interfészek és teljes fehérje felszin esetében. Haldzati
megfontoldsok segitségével értelmezést adtunk a vizszerkezet molekularis dinamikai

szamitdsanak sikerére vonatkozdlag.

5. Osszefoglalas

Az elsé témakor molekulatervezés volt, amelynek sordn az atomi felbontdsu szerkezetek
ismerete elengedhetetlen a gydgyszerjeloltek (ligandumok) célpontjaikhoz torténd kotési
affinitasanak el6rejelzéséhez. A célpont-ligandum komplexek nagy mérete és hidnyzd
hidratacios szerkezete nehezitik a szimulalasukat kvantummechanikai (QM) szinten, amely
gyakran sziikségessé teszi az elektronikus hatasok megfelelé kezelését is. Az Uj gydgyszerek
QM-tervezésének elGsegitése érdekében komplex interfészszerkezetek kivagasara
bevezettiink egy protokollt, amely meghatarozott szamu explicit vizmolekulaval rendelkezik
konkrét poziciokban. A protokoll elGsegitette a ligandumkoté entalpiak gyors szamitdsanak
sorozatat szemiempirikus QM-szinten. A szisztematikus vizsgdlatokhoz kullonféle
ligandumokat valasztottunk ki, kezdve a kis aromds vegyliletekt6l a haromezer
molekulatomegli peptidhélixig. A kilonféle oldészermodellek dsszehasonlitdsa azt mutatta,
jelent6sen javitotta a kisérleti eredményekkel valé egyezést. Egy egyszerl skaldzo faktort
kaptunk a QM-ban szamolt képz&déshé és a kotési entalpia értékek kozti 6sszefliggésre. Ez a
faktor QM-szamitdsok segitségével teremt kapcsolatot a molekuldris szerkezet és a kotés
termodinamikaja kozott. A kivagasi protokoll, a hidratacids modell és a méretezési tényezd
eredményei automatizdlt és szabvanyositott eszkozkészletként felhasznalhatok a
gyogyszerjelolt komplexek entalpias optimalizaldsahoz.

A masodik téma a hisztonolvasé komplexek szerkezetének meghatdrozasa volt egy Uj

madszerrel, mivel ez az informacié kulcsfontossdgu a hisztonkdd feltdrdsdhoz és Uj
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gyogyszerek tervezéséhez. A lehetséges hiszton-komplex variaciok nagy szama azonban igazi
kihivast jelent a kisérleti szerkezet-meghatdrozasi technikdk szdmara. Az ilyen komplexek
szdmoldsa nehéz a peptidek jelentés mérete és rugalmassdga, valamint az olvasdk sekély
kotéfellletei miatt. S6t, a kotShelyek elhelyezkedése gyakran ismeretlen, ami blind docking
keresést igényel a célpontfehérje teljes feliiletén. Az ezen a teriileten végzett munka
felgyorsitasa érdekében Uj megkozelitést mutattunk be a célpontjaikhoz rogzitett hiszton H3
peptid farok szerkezetének meghatarozasara.

Mindkét témahoz szorosan koétédik a bevezetésben mar emlitett viz, annak szerepe mint
oldészer, mint kozvetité és mint halézatépité a komplex szerkezetek kialakitdsa soran. Az
explicit oldészermodellekkel végzett szamitasok soran a vizmolekuldkat valds idejl skdlan,
egyenként tudjuk nyomon kovetni, igy informdcidkat szolgaltatnak mobilitasukrol és
megjosolhatjuk a biomolekuldris oldott anyagokkal és mas vizpartnerekkel torténd
halozatépitésiket. Itt megvizsgaltuk a molekuladinamikai szimulacidk kulcsfontossagu
paramétereinek hatdsat az ilyen jellegl elGrejelzések min&ségére, szisztematikusan vizsgaltuk

a hémérsékletet hatasat.
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