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1. Bevezetés

Az elméleti fehérjevizsgalati modszerek kozul kulonésen a korai molekularis
dinamikai szimulacidknak fontos szerepe volt annak a paradigmavaltasnak a
megalapozasaban, miszerint a fehérjék nem merev szdiilezbinem dinamikusan valtozo
rendszerek [1]. Azdéta a molekularis szimulacidkat széles korben alkalmazzak kélonboz
biomolekularis rendszerek és folyamatok vizsgalatara. A médszer egyiblegbnye, hogy
atomi felbontasu betekintést ad a rendszerek idébeli és dinamikkddésebe, aminek
segitségével a modellrendszerrel kapcsolatos specifikus kérdések sokszor kdnnyebben
megvalaszolhatdéak, mint kisérleti moédszerekkel [1]. Munkdmban egyrészt biomolekularis
a szimulacios modszerek egy konkrét alkalmazasat mutatom be az ABC fehérjék alloszterikus
mechanizmusénak vizsgalatéra.

A nyitott fizikai rendszerekben lejatsz6do spontan folyamatok iranyat a szabadenergia
(vagy szabadentalpia) mennyiségének valtozasa hatarozza meg. Szintén ez a mennyiség az,
amelyek a rendszer egyensulyi tulajdonségaival dsszefliggésbe hozhaté. A szabadenergia
megvaltozdsa a termodinamika alaptételei szerint egyrészt entalpikus, méasrészt entropikus
jarulékokbdl szarmaztathato. Amig az entalpikus tag értelmezleet rendszer
atlagenergiadjanak megvaltozasaként, az entropikus jaruléek az energia kidlGzdabhadsagi
fokok kozotti eloszlasdnak megvéltozasaval kapcsolatos, és elméleti iton sokkal nehezebben
megragadhatd. Szamitasos szempontbdl az entalpia megbecslése gyakorlatilag a rendszer
atlagenergiajanak megfetelpontossagu kozelitéesén mulik, az entropikus tagakmétasa
soran viszont a nehézség a konfiguraciés entropia, vagyis a rendszer szamara rendelkezésre
allo konformacios allapotok szamanak megbecslésében rejlik. Az entrOpiavaltozéas altal
hajtott folyamatok esetén ezért nem csak prediktiv, hanem interpretativ értéke is lehet
azoknak a szamitasos modszereknek, amelyekkel kuléniikai rendszerek entropiaja
megbecstlhét
esetén az entropia viselkedése gyakran betekintést ad a valtozas mechanizmusaba és a
folyamatot molekularis szinten iranyitdé légb hatasokba. A fehérjék felgombolyodasa
soran példaul az egyikéfvezérb e a hidrofob kdlcsdnhatas, amelynek alapja a viz
entropiavaltozasa [2]. A konfiguracios entropia valtozasa a molekulak flexibilitasvaltozasan
keresztlil a fehérje-fehérje kdlcsonhatdsok mechanizmusanak megértését is segiti [3].
Hasonloan, kismolekuldk fehérjéhez &désekor (ligandum-receptor rendszerekben) is sok
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esetben a kétlés termodinamikajat befolyasold entropiavaltozasoaformacios entropia
nagymeértékii megvaltozasaval magyarazhat6 [4, 5]. Az autombatizamitasos mddszerek
egyuttal megteremtik a k@dési entropiavaltozasn silico megbecslésének lebsggét
farmakoldgiailag érdekes vegyilletek esetében [4], amebsegitheti hatékonyabb
gyogyszerek célzott tervezéséet. Egyensulyi allapotok vizsgalata mellett az entropia
kiszamitasaval akar kédési reakciok sebességére is lehet kovetkeztetnif@onfiguracios
entropia kiszamitasa elméleti modellek és molekularis szimulacidok segitségével ezért igen
fontos, de nagy kihivast jelent.

A molekularis szimulaciok fontos jellerje, hogy a szimulacidés rendszerek és
kortlmények teljes mértékben az irdnyitasunk alatt allnak, igyotetgs modellrendszerek
létrehozhatok, azok oOsszehasonlithatok. [1] Ezzel szemben a vizsgalt rendszerek a
valésagban atmeneti jellégk, rovid életiddjek lehetnek, vagy Kkisérletileg nehezen
hozzaférheik [1].

Az integrdns membranfehérjék kisérleti modszerekkel torténé szerkezeti és
funkcionalis vizsgalatat tobb tényems hatraltatjia. Az egyik a membranfehérjék tobieséd
az alacsony termédiési szintje, expresszidja. Emiatt rendszeovdrexpressziésendszert
kell Iétrehozni, amely azonban a jelenlegi stratégiak esetén sok finomhangolast igényel, mert
a kapott fehérje mennyisége és minésége nehezen megjosolhatd. Szintén sok nehézség
adodik a membranfehérjék amfipatikus jellegébél, ami miatt kilondsen érzékenyek a
biokémiai kdrnyezetiikre, és kezelésuk, tisztitasuk rendkivili nehézségekkel jar. E problémak
miatt a membranfehérjélrviszonylag kevés atomi felbontasu szerkezetetrgikenegoldani
(jelenleg 77882 szerkezetb6l 1509 membranfehérje a Protein DataBank és a PDBTM
adatbazis alapjan [7]), ahhoz képest, hogy a szekvenalt genomokban felfedezett gének
majdnem harmada feltelien transzmembran fehérjét kodol. A rendelkezésté, al
kristalyositassal kapott szerkezetek esetén is a fehérjéket membran nélkil, detergensekkel
stabilizéljak [8], ezért kérdéses, hogy az igy megoldott szerkezet mekkora josaggal irja le a
fehérjein vivo, membranbeli szerkezetét. Ezen kisérleti nehézségek ritatbelkeriinek
azok az elméleti modszerek, amelyekkel egyrészt az egyes membranfehérjék szerkezetére,
masrészt a meglévo szerkezetek alapjan azakodésére lehet plauzibilis modelleket
felallitani.

Az alloszterikus jelenségek tanulmanyozasa esetén a molekularis dinamikai
szimuléciok kulondsen hasznosnak bizonyultak, hiszen a kilénksiatikus szerkezetek
ismeretében rendszerint arra vagyunk kivancsiak, hogy egy liganduntdisdethogyan

indukélja a fehérje atmenetét az egyik allapotb6l a masikba. Molekularis szimulaciok
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segitségeével bizonyos esetekben maga az atmengtks othddon nyomonkoéveth&t de a
ligandum bekdtdése altal okozott dinamikai hatasok, példaul a eéitr mozgasokban
bekovetke# véaltozasok is megfigyelhéh [9]. Ezek a jelenségek kisérleti modszerekkel
nehezen, vagy csak korlatozottan vizsgalhatok. Rendszerint a kisérletek nem adnak atomi
felbontasu képet ezelra dinamikai valtozasokrol.

Munkam el§ részében egy Uj elméleti mddszert irok le, amelysS&everék
fuggvények hasznalataval képes molekulak konformaciés entrépiajat megbecsilni. A
modszert dsszehasonlitom mas, az irodalomban leirt és gyakran alkalmazott modszerekkel. A
masodik részben ABC transzporter fehérjék dinamikai leirasaval foglalkozom. Az ABC
transzporterek mind integrdns membranfehérjék, mind allosztérikuskad rendszerek,
hiszen az ATP kd@dése és hidrolizise, és az annak hatdsara beko§etkelsztrattranszport
egymastol fizikailag tavoli helyeken megy végbe. Munkam egyrészt betekintést ad az ATP
hidrolizise soran a korrelalt mozgast végaminosavak mintazataban bekovetkez
valtozasokba, masrészt felhivia a figyelmet a kisérletiieg meghatarozott szerkezetek

értelmezése soran felmafiiéhany veszélyre.
1.1. Entropiaszamolas

1.1.1. A statisztikus fizikai entropia

A statisztikus fizikdban az entrépia mennyiségét a rendszer &ltal az adott egyensulyi
makroszkopikus allapotban bejart mikrodllapotok szdmabdl szarmaztatjdk. Ha a rendszer
altal egy adott allapotban elérbanikroallapotok szamaArl, akkor a makrodllapot entropiaja
[10]

S=KkgInAl @

ahol kg a Boltzmann-alland6. Legegysiibb esetben, ha a rendszer izolalt és energiaja
dlando, az entropia kiszamithatdé az adott energigju allapotot megvaldsitdé mikroallapotok
szamaval,

B =kgInT(E) 2)
ahol I' (E) az E energiaju allapotok szama. Az ilyen rendszereket nevezzik mikrokanonikus
rendszereknek. A statisztikus fizikaban val6ézéyi valtozéként foghato fel az, hogy a
rendszer éppen melyik mikrodllapotban tartézkodik. Az imént targyalt izolélt rendszerek
esetén, amikor az energia allandd, nincs okunk semmualyaiori feltételezésre arrél, hogy a

rendszer melyik mikroallapota valésul meg. Ezért mindegyikE amnergiat megvalositd
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mikrodllapot egyforman valosZin és az informacidnk hianya a rendszer allapotardl
maximalis. Egy Eenergiaju allapot megvaldsulasanak valészinisége ezért
WE) = —— 3
r(E)

A bioldgiai rendszerek altalaban nem izolaltak, hanem egy naluk lényegesen nagyobb
rendszerrel, az un. termosztattal termikus kélcsonhatasba léphetnek. Ekkor a részrendszer
energiaja valtozhat, és nem tudjuk a (2) és (3) 6sszefliggéseket alkalmazni. Az viszont ekkor
is feltételezhet, hogy a bioldgiai részrendszer és kornyezete, rmasztat, egyittesen egy
izolalt rendszert alkotnak. A részrendszer altal bejart allapotok szama és az egyes allapotok
eléfordulasi valésziniisége igy megbecsithetHa a teljes rendszer energidja= E; + Ep,
ahol | az altalunk vizsgalt részrendszes,dedig a termosztat energiaja, akkor a részrendszer
entrépigja

S =ks INAT = ~Ig In W(E,)) (4)
ahol w(E;) egy E; energiaja allapot éfordulasanak valdszinisége a részrendszerben. Ez

utébbirél megmutathat6, hogy

E

WE=Z"e =z7"%™ (5)
ahol bevezettik & = 1/kgT) jelolést & levezetések a 7.1. fejezetben talalhatok). Ez az un.

Gibbs-eloszlas, amelynek normalasi faktora az allapotdsszeg, vagy mas néven particios

fuggveényZ:
=
z=> el = (6)
k k
Ezek alapjan a vizsgalt részrendszer entrépiaja a kovethakba irhato:
$=-kIn wW(E)) =k (nZ+B(E) (7)

Altalanos esetben is megmutathatd, hogy az entrépia additivitisa miativéz) losak az

energianak linearis fliggvénye lehet [10]. Ebben az esetben a (7) 6sszefliggés atirhatd

$=-kIn wW(E)) =-lk(In WE)) (8)
alakba, vagyis a részrendszer entropiaja kiszamithaté az eloszlasfiggvény logaritmusanak
negativ atlagaként. Az izolalt rendszer esetén kapgH) eloszldst mikrokanonikus
eloszlasnak, az A&llapotok olyan halmazat pedig, amelyben az egyes Aallag@&pk
gyakorisaggal fordulnak &l mikrokanonikus sokasagnak nevezzik [10]. Termosztalt
rendszer esetén ®w(E) Gibbs-eloszlast kanonikus eloszlasnak, az ilyen gyakorisaggal

eléfordul6 allapotok halmazat kanonikus sokasagnak nevezik [10].
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A statisztikus fizikai entropia (2) és (8) formaja sok hasonlésagot mutat az
informacidelméletben hasznalt Shannon-entropiaval, ami egy pddiszkrét eloszlasra a
kovetked alakban definialhato:

H= _Z P In p, 9)

A Shannon-entropia értelmezBietigy, mint egy adott valésziniiségi valtozo
»Véletlenszdiségét” més mennyiség, vagy az atlagosan hianyz6 informéaciétékéy ami
ahhoz lenne szikséges, hogy megjosoljuk a valésziniségi valtozd értékét. Az entropia
kifejezésében szeréplly=—-Inp ez alapjan ak. allapot altal hordozott informacio
mennyisége, avagy a ,meglepédésink meértéke”, amikor megtudjuk, hogy a rendszer a
allapotban van [11]. Mikrokanonikus rendszerekre az informéaciés entrépia a (9) és (3)
kifejezések segitségével kiszamithato:

H:—EEEV\(E)In WE) =—EKZE%In%=In r(e=9E)/k; (10)

“ s

rendszer statisztikus fizikai és informacids entropigja konstans szorzo erejéig megegyezik. A
statisztikus fizikai entropia altalanos esetben is kdzvetlenil megfeleftetheinformacios

entropiaval, hiszen

S=-Kk(n wB)=-k > WE)InWE) =k;H, (11)

E=E;

Klasszikus rendszerek esetén az Aallapottér folytonos, €s a rendszer egy
mikrodllapotanak az egymassal kanonikusan konjugalt koordinatak és impulzusqk @gy (
értéke felel meg. A diszkrét allapotokra bevezetett entropia fogalma itt kdzvetlentl nem
értelmezhet. Egy adott makroallapotot megvaldsitdo mikroallapaidkszaméanak klasszikus
rendszerben eghpAq fazistérfogat feleltethétmeg, amely azonban nem tiszta szhemem
3N koordinata esetén & Planck-allandé R-edik hatvanyaval megegy&zdimenziéju
mennyiseg. Ezek alapjan a tisztan klasszikus formalizmusistzeefinialt entropia csak a
meértékegyseégek valasztasatol faigadditiv allandd erejéig meghatarozott. Bizonyos
egyszeit rendszerekre az 0an. kvaziklasszikus €és a kvantummechanikai leirds
0sszehasonlitdsaval megmutathatd, hogy a rendszer mozgasa soran bezart fazistérfogat csak
egységekben novekedhet [10]. Ennek az 6sszeflggésnek az altalanositasaval klasszikus

esetben &ApAq fazistérfogatban talalhat6 allapotok szamat a

A
AT = hpg%q (12)
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formdban definialhatjuk [10]. A diszkrét eloszlasok analégigjara beve&ethe(p, g
fazisdiriség, amely a rendszer egy adotp,d) allapot kordli tartozkodasanak

valészinisédgaiiségét jeldli. Klasszikus esetben igy a (8) dsszgfiganaldgidjara egy

részrendszer entrépiaja megadhat6 az
$ - k(In( i p)) =~k [ pIn( " p) dpdq (13)

formaban [10]. Termosztélt rendszerek esetén &zokKel teljesen analdég maodon

szarmaztathatjuk a részrendszert leird fazistérbeli Gibbs-eloszlast, amely

p(pa=p(E=Z"e™ P (14)
Ebben mar a klasszikus allapotintegral
Z= j 675P9) dndq (15)

szerepel. A termosztalt részrendszer entropiaja ezek alapjan a kévetkeaba irhato:
S- Bl{ Z2 ECPOIn( {7 &) dpdo= k(In(h*"Z) + B(E)) (16)

A Shannon-féle informacids entropia szintén kiterjesatli@lytonos eloszlasokra az

un. differencialis entropia fogalméaval, amelyet a
Hy =—j f(XIn (X dx (17)

kifejezés definial egy folytonogx) valGsziriségsiriség-figgvényre. Lathatd, hogy ez nem
feleltethet meg kozvetlentil a (13)-ben kapott klasszikus entropia kifejezésével, mert
elhanyagolja a istiségfiggvény meértekegység-fuggését. A klasszikus statisztikus fizikai
entropia tehat a fazistérbeli eloszlas informéacidés entrépigjatdél egy additiv konstanssal
kulénbozik, ami viszont fligg a rendszer dimenziéjatd)(3 A differencialis informacios
entropia masik fontos tulajdonsaga, hogy a fizikai entropiaval szemben negativ értéket is
felvehet. Egyre keskenyécdloszlas esetén a differencialis entropia a minusz végtelen felé
divergal. Ez a matematikai divergencia a statisztikus fizikai entrépia klasszikus definicioja
esetén is éfordulhat. Fizikai rendszerek esetén ez a divergencia azzal magyarazhaté, hogy
mérhetetlentl tobb informaciot ad a rendszer fazistérhelg) ( koordinatainak egzakt
ismerete, mint az, ha csak egy védes\q fazistérbeli térfogatban ismerjik biztosan az
eléfordulasat. A klasszikus entropia efféle nem-fizikai viselkedése arra hivja fel a figyelmet,
hogy ebben a tartomanyban a klasszikus fizikai allapotok definicidja nem illeszkedik jol a
makroszkopikusan tapasztalt fizikai entrépia fogalmahoz. Az entrépia negativ értéke
statisztikus fizikai értelemben azt jelentené, hogy a rendszer szamara egynél kevesebb allapot
érhet el a fazistérben, vagyis az éaltala bejapAq fazistérfogat kisebb, minh. Ekkor

azonban a kvaziklasszikus kozelités, amely alapjan a (12) 6sszefliggést szarmaztattuk, mar
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nem érvényes. Szintén a klasszikus kép ezen hatarait mutatja, hogy a Heisenberg-féle
ApAg=h hatarozatlansagi 6sszefliggés szerint a rendszer klasszikus allapotanak egzakt

megismerése a h méiidéziscellan belul mar nem lehetséges.

1.1.2. Belso és Descartes-féle koordinatarendszerek

Az atomi rendszerek leirdsara a legaltalanosabban hasznalt koordinatdk az atomi
haromdimenziés Descartes-koordinatak és az atomi impulzusvektorok halmaza. Ebben a
koordinatarendszerben a megféladr- és impulzuskoordinatak kanonikusan konjugakska
rendszer mozgasi energidja egyfizdormat olt.  Molekularis rendszerek esetén a
konformacios entrépia kiszamitasara azonban gyakran dédszar an. BAT (,bond-angle-
torsion”) koordinatarendszert hasznélni, amely az atomok relativ pozici6jat a kotéshosszak,
kotésszogek és a torzios szogek segitségével irja le. Ennek a koordinatavalasztasnak az
elénye, hogy benne a rendszer potencialisenergia-finygvgyakran egyszémalakot vesz fel,
6s az egyes szabadsagi fokoknak megielehergia- és entrépiajarulékok konnyen
szétvalaszthat6ak. A 3Mltalanos koordinata kdzul biztosan lesz 6, amely a rendszer teljes
transzlaciojaval és rotaciojaval kapcsolat szabadsagi fokoknak felel meg. Altalanossagban a
maradék 3N- 6 koordinatat nevezhetjik bél&koordinataknak, mert értékilk mar csak az
atomok egymashoz viszonyitott poziciojatél fligg. A tovabbiakban azonban a molekuléaris
konformacio leirdsara hasznalt kétéshosszakat, kotésszogeket és torzids s@Eidpkeét
koordinatakattekintem bel§ koordinataknak.

A kotéshosszak és a kotésszogek gyakran igék tsztomanyban ingadoznak, ami
miatt az ebbdél adédd magas frekvenciaju vibraciok kdzel harmendu tekinthdik. Az
ilyen koordindtédkat kemeény szabadsagi fokoknak nevezziik. A kemény szabadségi fokok
vibracioi legtobbszor abba a frekvenciatartomanyba esnek, ahol mar szikséges a
kvantummechanikai leirasmod alkalmazasa. A kodzel harmonikus mozgas miatt azonban
ezeknek a szabadségi fokoknak az entrOpiajaruléka akar analitikusan is kiszamithato.
Konformaciés entrOpia szamolasakor a kemény szabadsagi fokok vibraciéit tébb modszer
tekinti a molekula konformaciojatdél fuggetlen, és ezért elhagyhat6 additiv konstansnak. Ezzel
szemben mas bélskoordinatak, pl. a molekula elforgathatd kétéseintée levo torzios
szbgek, széles tartoményban valtozhatnak, és gyakran nem harmonikus mozgéast végeznek,
ezek a rendszer an. puha vagy lagy szabadsagi fokai. A lagy szabadsagi fokok mentén a
molekula rendszerint klasszikusnak tekinthetozgast végez. Mivel az ilyen koordinatak
jaruléka az entropidhoz nehezen becséilaetanharmonicitas miatt, ezért az entropiaszamolé

modszerek gyakran forditanak erre fokozott figyelmet.

10
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A Descartes-koordinatakrol bél&oordinatakra vald attérés soranlgpelemi térfogat
transzforméacidja miatt a konfiguracios integralb@asd (84), 7.2. fejezetinegjelenik a
transzformacié Jacobi-determindansa. A Jacobi-determinansr6l megmutathat6, hogy a
kotéshosszak és a kotésszogek fuggvénye, és a Herschbach és munkatarsai altal megadott
modszerrel [12] konstruktivan is kiszamolhatdéak. Mivel a Jacobi-determinans csak kemény
szabadsagi fokok érteketfligg, ezért a molekula konforméciojatdél fliggetlekriekinthed.
Szamitasaim soran a Jacobi-determindnst a konfiguracios entropidhoz jaruld additiv

konstansnak tekintem, és nem veszem figyelembe.

1.1.3. Abszolut konfiguraciés entropiat szamolé médszerek

A szabadenergia szamitasara leggyakrabban hasznalt modszerek a rendszer két
egyensulyi allapota kozotti  szabadenergia-kilonbséget szamoljak, ilyenek pl. a
termodinamikai integracié (Tl, [13]), a szabadenergia-perturbacio (FEP, [13, 14]) és a
hisztogramanalizis modszerek [15]. Ezeknél a mddszereknél azonban a ihegielessag
elérése érdekében szikséges, hogy a rendszert egy kvazisztatikus Utvonalon at vigyuk egyik
végallapotbol a méasikba. Az atmeneti Utvonal definialasakor tgyelni kell arra, hoggnkell
sma legyen, és ne legyenek benne nagy energetikai ugrasok. A két allapot kozotti
nagymértékii szerkezeti kilénbség gyakran megneheziti a szamiiiza az ilyen
szimulaciok nem is kivitelezh&tk [16].

Egy lehetséges megoldas az integracios utvonal felallitAsanak elkertlésére, ha olyan
modszert alkalmazunk, amellyel kiszamithatjuk a két végéllapot abszolut szabadenergigjat. A
rendszer betsenergidja kiszamithato valamilyen molekularis medta ei6tér force-field)
alapjan, oldészer jelenléte esetén pedig a szolvatacios szabadenergia valamilyen implicit
oldészermodellbdl (pl. a gyakran hasznalt MM/PBSA [17]) szarmaztatha rendszer teljes
szabadenergigjanak kiszamitasdhoz ezen kivil meg kell becsulnink az oldott molekula
szétvalaszthatoak, és a kinetikus jarulék analitikusan is kiszamithato (lasd 7.2. fejezet). A
konformacios jarulék azonban fiigg a molekulan bellli atomok kdzétti kdlcsdnhatasoktol,
kiszamitasa nem trivialis feladat. A megoldés kulcsa ebben az esetben tehat egyhaték
miikddé modszer, amely alkalmas a konformacios entrépialésere példaul molekularis
dinamikai (MD) vagy Monte Carlo (MC) egyensulyi szimulaciok alapjan.

A konforméciés entropia kiszamitasara vonatkozé egyik legkorabbi mddszer a
kvaziharmonikus kozelités [18], amely a molekula egyensulyi allapotaban bejart bonyolult
szerkezdt energiafelszint egy egys#etharmonikus potenciallal kdzeliti. Ez a megkozslit

11
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abbdl az otletl szarmazik, hogy a fehérjék és mas, hasonloan tjoktsiralt biologiai
makromolekuldk az egyensulyi allapotukban varhatdan kis fluktuacidkat végeznek, mikézben
a szabadséagi fokok kodzotti korrelacié varhatéan nagy méfiédic A konfiguracios térbel
siriségfuiggvenyt ezért egy olyan fuggvennyel érdemeslikéni, amely vilagos kapcsolatot
létesit a rendszer entrOpidja és az egyes szabadsagi fokok fluktuacioi és korrelaltsaguk
mértéke kozott. Az ezeknek a kritériumoknak megbelegegyszdibb és legkézenfekvobb

flggvényalak a tobbvaltozos Gauss-fliggvény

(18)

1 1 ;
p(a) = ————=exp ~-(a-(q) o7 (q- q)j
\V 21" deto 2 9 a)
aholN a koordinatdk szdma,az eredeti leiras szerint a rendszer ,fontos” Hedsordinatait
jeloli, o pedig a koordinatdkhoz tartoz6 kovarianciamatnmebyet a

g, =((a-(q))q ~(q;))) (19)
kifejezés definidl. A tobbdimenzidos Gauss-eloszlas paraméterei a koordinatak

kovarianciamatrixabol szarmaztathatéak, €s a konfiguracidos entrépia ezekbél analitikusan

kiszamithat6 az alabbi 6sszefliggéssel [18]:
Sont = % kN + % ky I (27)" deto) (20)

A Gauss-fliggvény alaku eloszlas mogott egyuttal az a feltételezés rejlik, hogy a
rendszer egyetlen, lokdlisan minimalis energiaju allapot korldl harmonikus fluktuaciokat
végez. A fluktuaciokat meghatarozo effektiv potencialfiggvény a koordinatak kvadratikus

fuggvényekéent megadhato:

5(a=> kT(a- () o (a-(a)) (21)

bar az eredeti leiras is megjegyzi, hogy &orrelaciés matrix elemei valostieg esen
nem-trividlis fuggést mutatnak aimérsékletdl. A kovarianciamétrix diagonalizélasaval a
(21) kifejezésN tagra esik szét, amiblatszik, hogy a kvaziharmonikus modszer a rendszert
valéjaban Negymastal linearisan fuggetlentl mozgd harmonikus oszcillatornak tekinti.

A (18) osszefliggeés elvileg tetdézges koordinatavalasztas esetén felirhatd. Az eredeti
Karplus-mddszer a béiskoordinatak készletét hasznalta, de ezeknek az azonositasa nagy
rendszerek esetén bonyodalmas lehet, és gyakran nem eg§értelBgyszeitbben
kivitelezhet) és kézenfekdbb a Descartes-koordinatak hasznalata, ebben az esetben azonban
megmutathatd, hogy a rendszer transzlaciés és forgatasi invarianciaja mikttrralacios

matrix szingularis lesz [19], ami a rendszer tulhatarozottsagara utal. A Schlitter altal

12
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bevezetett modszer feloldja a szingularitds problémajat anélkil, hogy kilépne a
kvaziharmonikus kozelités keretei kozil [19].

A Schlitter-mddszer a kvaziharmonikus médszerhez hasonldéan a remi§zggetlen
oszcillatorként modellezi, amelyek entropidjat azonban kvantummechanikai leiras alapjan
becsli a kvantummechanikai oszcillator entrépiajat leird

S =~k IN(L-€7) +ky —— (22)
e -1
0sszefliggés segitségével, ahel f7iw az oszcillatorra jellentzdimenzidtlan mennyiség, és
w az oszcilldtor frekvencigja. A kvantummechanikai entropia a klasszikus hatéaresetben
esetén a kvantummechanikai kezeléesmdd megszinteti az entropia klasszikus divergencigjat a
negativ végtelen felé, és a kifagyott szabadsagi fokok> () entropiajaruléka is nulldhoz
fog tartani. A (22) kifejezés azonban numerikusan nehezen keégzedhétt helyette Schlitter

az
S = % In(1+ cer_zzj (23)

kifejezést vezeti be, amely a kvantummechanikai entropiaddycfelss becslése [19]. A
modositas éhnye a numerikus egysZmi©dés mellett, hogy az Uj kifejezés kdnnyebben
altalanosithaté tobbdimenziés rendszerekre. Ehhez az oszcillator frekvencigjat Schlitter a
megfeleb koordinata variancigjabol szarmaztatta a klasszikus hataresetben érvényes

ekviparticios tétel alapjan, amely szerint
rTw2< x2> = kT (24)

majd ezt az entrépia (23) kifejezésébe behelyettesitve kapta az
_k kTe .,
S =, I 1+Tm(x ) (25)

osszefiiggést. Aan<x*> kifejezés a koordinatdk tomeggel sllyozott variancidja, igy a
kézenfekv kiterjesztés tobb dimenziéra ennek a témeggel sulyozott kovarianciamatrixszal
valo helyettesitése. Az efitszdrmazo6

Ssm:k—zs Inde(l+%e2M Y20M mj (26)

kifejezésben M az atomi koordinatdkhoz tartoz6 toémegek matrixa, pedig a
kovarianciamatrix. A determinans nem valtozik ortogonalis transzformacié soran, ezért a

kifejezés tovabb egysaeithet az

13
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Sen = k—zB Inde(1+ I%;ez Maj (27)

alakra [19]. Ha olyan koordinatarendszert valasztunk, amelybenkavarianciamatrix
diagonalis, akkor a (27) kifejezés tdbb, (25) alaku kifejezés 6sszegére esik szét, amelyek az
egyes ékomponensek mentéen torténd fluktuaciok entropiajarulékai. A Schlitter-mddszer
kvantummechanikai entrépia szerinti sorfejtésével a (23) képlethez hasonldntdak
csaladja éllithatd 81[20], és azw frekvenciak kiszamitasaval az entrépia akar egtaktu
megadhaté [20]. A Schlitter-mddszerrel kapcsolatban fontos megjegyezni, hogy a
kiindulasként hasznélt (22) és az eredményként kapott (27) kifejezés a kinetikus és
konfiguraciés entropiat egyarant tartalmazza, emiatt a kapott entropiaértékek tekintetében
kozvetlenldl nem hasonlithaté 6ssze a pusztan konfiguraciés entrépiat szamolé modszerekkel.
Ez a kulonbség a modszerek kozott gyakran feledéstrgll, a mddszerek targyalasakor
keveset hangsulyozzak. A kinetikus entropia, mivel nem fligg az atomi konfiguraciotol,
ugyanazon rendszer két allapota kozotti entropiakilonbség szamolasakor kiesik és nem ad
jarulékot, ezért a gyakorlati alkalmazasban a jelenléte nem okoz gondot. Annak ellenére,
hogy az abszolut entropiaértékek mégsem 6sszehasonlithatdk a kétféle tipusi modszer esetén,
informativnak tartottam a Descartes-koordinatakat hasznal6 modszereket is szerepeltetni a
kulonbod modszerek o6sszehasonlitasaban, mert edisagilk miatt igen elterjedt a
hasznélatuk.

A kvaziharmonikus koézelités jol hasznélhatd abbanesgtben, ha a molekularis
rendszer valGban egyetlen, minimalis energiaju allapot koérdli harmonikus fluktuaciot vegez.
A legtobb rendszer viszont ennél bonyolultabb felépjtastermikus fluktuaciok soran tobb,
lokalisan minimalis energiaju allapotot is bejar, és ezek kornyezetében sem feltétlendl
érvényes a harmonikus kozelités. Megmutattdk, hogy ugyan az anharmonicitasbdl eredé
hibak kicsik [21], a modszer jelafd hibat kévet el azzal, hogy a kvaziharmonikus moékus
linearisnal magasabb rendt korrelacioit elhanyagolja [21]. Azokra a renkigzeasenelyek
tobb lokalis energiaminimumot is meglatogatnak a termikus fluktuaciok kévetkeztében, a
kvaziharmonikus maddszer jelésen tulbecsilheti a konfiguracidés entropiat. llyen
rendszerek tipikusan a fehérjék, amelyek nativ allapotukban flexibilis hurkokat vagy szabadon
forgo felszini oldallancokat is tartalmaznak. Ezek mozgasa nem csak a rendszer hatterében

rejlé energiafiiggvény anharmonicitasat tikrozi, de tét#hadenergia-minimum jelenlétét is
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mutatja a rendszerben. Emiatt a konformacids entropia becslésének pontositasahoz az
allapottérbeli 8riiség pontosabb kdzelitésére van sziikség.

A kvaziharmonikus modszer megjelenése Ota szamos, mas elikgiddnmaodszer
latott napvilagot, amelyek a kvaziharmonikus moddszer hibait igyekeztek kikisz6boélni. A
koordinatak kozotti linearisndl magasabb reridifrelacié figyelembe veh&taz entropia
kolcsonds informacion alapuld kifejtésével. A kolcsonds informacio definicidja két valtozo

esetén

L89= %9+ Iq)-S(q,a) (28)
ahol S, és S az egylttes és az egyvaltozés entropia [22]. Fuggetlen valtozok esetén az
egylttes entropia a marginalis, egyvaltozés entropiak dsszegére esik szét, ezért ekkor a
kolcsonds informacio értéke nulla, egyéb esetben pedig pozitiv érték. A koélcsonos
informacio és a marginalis entropidk ismeretében a valtozok egyittes entropiaja a (28)
kifejezés atrendezésével megadhaté:

29 9= 9+ S(q)~ 1,(q, ) (29)
Ketténél tobb valtoz6 esetén a kblcsonds informacio dmbja a (28) kifejezéssel analdg
maodon kiterjeszthét harom valtoz6 esetén

13(04 0. 05) =

= 39+ S(q)+S(a) (30)
- 5A9 499 S(a q)+ $(q,0,,0)

illetve tobb valtozo6 esetén altaldnosan [22]

Ik(oﬂ,---,qk)=Z(—1)S” > 9q,.....q,) (31)

li<...<lg

A (29) kifejezéssel analog modon a rendszer teljes entrépidja tobb valtozé esetén is
eléallithatd a kdlcsonds informéacidk segitsegeével,1d €gyyenletek atrendezésével

N

0. Q)= 9(9)-2 L(q.g)+ > 1(q,9,,G) ... (32)

i=1 i<j i<j<k
alakban. A (32) tsszefliggés jelsdge, hogy kapcsolatot teremt az egylittes entr@a €
marginalisS; entropiak kézott. Ha a koordinatarendszert gy vesszik fel, hogy a koordinatak
kovarianciamatrixa diagonalis legyen, akkor lathato, hogy a kvaziharmonikus modszer csak a
marginalis entropidkat, vagyis a (32) képlet jobb oldalanaktalgjat veszi figyelembe. Az
elhagyott, kdlcsonos informacié jellégtagok a rendszer magasabb rendi korrelacioirol
tartalmaznak informaciot, ami a kovetkegondolatmenettel belathato.

A kolcsonos informaciot ekvivalens médon definialhatjuk [22] az
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Py(%,9,) dad 33
pao() (33)

alakban is, ahqd, az egyittesy; pedig a marginalisisiségfiiggvények. A (33) 6sszefliggés

,(d, &) = [ 2,(ch,G) I

nem mas, mint a két valtozoét fiiggetlennek tekintg:)p1(ap) eloszlas és az egyitiegq;,q)
eloszlas kozotti Kullback-Leibler divergencia, vagyis a kolcsonds informéacié a flggetlen
modell és a valddi eloszlas kdzotti informaciokiulonbséget meéri.

A (33) kifejezés altalanosithatd valtozéra olyan médon, hogy a fliggetlen modell
helyett a k valtoz6 kozos eloszlasat az alacsonyabb {rersdriségfiggvényekd
szarmaztatjuk. Ezek alapjark &altozé kolcsénos informacidja [22]

k
e o G)= (—1)kjpk(q,...,qk)ln%|: da (34)
Egyezést a kdlcsbnos informacio korabbi, (31) definicidjaval akkor kapunk, ha a fuggetlen

modellt az Gn. altalanositott Kirkwood-szuperpozicié kozelitéssel (GKSA) [a8iadtt O,

siraségfuggvennyel helyettesitjik, amelykavaltozés 8riségfiggvényt az alacsonyabb

rendi siriiségfiggvények segitségével becsli a

k-1 (n**
Ibk(oav--an):rl[ Hps(ql"“’q's)J (35)

s=1 \ I;<...<lg
alakban, amely a két valtozéra érvényeg q, q,) = 0,(0) p,(q,) 0sszefliggés altalanositasa.

A GKSA altal adott sriségfuggvénydl megmutathato, hogy az eggyel alacsonyabbirend
siriségfiiggvények ismeretében a legjobb kozelitését adja a vatddégfliggvénynek [24].

A k. rendi kélcsonos informécio tehat a (34) alapjan azt az informéacidmennyiséget méri,
amely mar nem allithatd @la k—-1. rendi eloszlasok segitségével, vagyis a koordinatak
kozottik. rendi korrelaciok mértéket.

A kolcsdnds informacion alapuld kifejtést (MIE) szamos entrOpiabeasddszer
felhasznalja a masod- és magasabhrewatrelaciok figyelembevételére. Az egyik ilyen a
Numata €s munkatérsai altal |étrehozott médszer, amely a kvaziharmonikus modszerrel kapott
entropiat kiegésziti a modusok anharmonicitasaért és a kozottik 6fethsodrend
korrelaciokért felels korrekcios tagokkal [25]. A Numata-modszer altal szamolt entropia

N
SNumatfiZ_l‘,%(q)-; ,(q.9;) (36)
amelyldl a kolcsonds informaciot a modszer a (28) képlet alapjan szamolja, ezaltal csak
egyvaltoz0s és kétvaltozos egyittes entropia szamolasara van szikség. Az eloszlasok
anharmonicitasanak figyelembevételére a Numata-modszer a nem-parakiktgkézelebbi
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szomszedk-NN) entropiabecslést hasznalja [26, 27] k-Fegkdzelebbi szomszéd mddszer az
egyes adatpontok helyén ad becslést a mintavételemégegfiiggvényre az adatpoht
legkdzelebbi szomszédjatdl valé tavolsaga alapjan, az

2 k 1
f(x)=— (37)
nV(R )
formula segitségével, ahol
TR (38)

V(R =—F—~
F(ls+1j
2

az s dimenziés, Rx sugaru gémb térfogataR x az i. adatpont és &. legkdzelebbi
szomszédjanak tavolsaga,pedig az adatpontok szama [26]. kiségfliggvény alapjan a

teljes eloszlas entropiaja becsuihat

n R n /12 S
Iim(—lzm f(xi)]=lim Zln% =H+L,-Ink-y (39)
BN T kr[28+1j

kifejezés segitségével, amelybidraz egzakt informacios entrdpia, a korrekcidos tagok pedig
Lo=0, L, = Zijzllli ,]>1, ésy=0,5772... az Euler-konstans [28]. Az eloszlas entropigja

ezek alapjan

S nme'?
HNN = Ezln R,k +In 1 - Lk—1 Ty (40)
= I‘(25+1j

A legkdzelebbi szomszéd entropiat szamold modszerékyel hogy a mintat generalo
eloszlas flggvényalakjara nem tesznak priori feltételezéseket, és nem hasznalnak
paramétereket. Hatranyuk viszont, hogy a konvergencia eléréséhez nagymszadf) (
mintara van szikség [29]. A minta mogott allé folytonos eloszlas megbecslésére mas
modszereket is alkalmaznak, pl. paraméteres becslést Fourier-sorok segitségével [27], vagy
anizotrop magfiggvényekkel tori&mem-paraméteres becslést [30], amelyek a legkdzelebbi
szomszéd modszerhez hasonldan lassu konvergenciat mutatnak. Egészen mas megkozelitést
alkalmaznak Meirovitch és munkatarsai, akik egy komplex rekonstrukcids algoritmust
hasznalnak az egyes konformaciok valoézégének kiszamitasara [31-33]. Ennek a
modszernek viszont a megvaldsitasa korilményes, és igen nagy a szamitasigénye.

A Wang és Briischweiler-féle 2D entropia médszere Gauss-magfliggvényeken alapuld
siiriségbecslést végez a konformacids térben, majd a differencidlis entropiat a (17) definicidja

17



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2011.001

alapjan numerikus integralassal szamolja [34]. A moddszer a torziés szogeket komplex
koordinatakké alakitja, amivel kiklisz6boli a periodicitas problémajat, majd a szamolast a
§=(....4)=(" .. ") (41)
komplex adatpontokkal végzi, ahop’ az i. adatpontj. torziés koordinataja. Az
adatpontokat ezutan a komplex kovarianciamatrix
c=(.ag-(alg=(&e”)-(&) ™) “2)

diagonalizalasaval kapat, fokomponensekre vetiti. A vetitett

¢ =d"0m (43)
a ¢’ adathalmazt a mddszer a komplex sik feletti folytonos eloszlassa alakitjasegy el
meghatarozott varianciaju Gauss-fliggvénnyel toréékonvollicioval, és az igy kapott

A 18 1 _(2'950)(2‘7019))
f.(2) :EZ e 2 (44)

V4

Soi = k[ TOx+ iyin F(x+ iy) dxdy (45)
kifejezés numerikus integralasaval kapja. Az egy allapothoz tarfazé kg In(27es?)

entropiaértéket a modszer referenciaként kezeli, és levonja az etl@apbnensekre

szamolt entropiaértékekb A teljes entropia ezutan az

%D ZZ(SD,k_Sref) (46)

0sszefluggés alapjan, az egy@soinponensekre kapott értékek dsszegzésével kaphatd. A 2D
entropia modszere mar képes figyelembe venni az egkesnponensek mentén torten
fluktuaciok anharmonicitdsat, azonban tartalmaz egy, tidiségbecslés savszélességét
meghataroz6 paramétesf,(amely nem vihétat killonb6s rendszerek kdzott [34, 35].
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1.2. ABC fehérjék

Az ATP-ko® kazetta (ATP Binding Cassette, ABC) fehérjék eg§kéht
membranfehérjéket tartalmazé, minden organizmusban jelen fi&wérjecsalad, amelyek
fontos szerepet jatszanak kulonféle vegyuleteknek biologiai membranokon valo atjuttatasaban
[36]. Az ABC fehérjék megtalalhatok prokaridtakban, a sejt szamara alagapgetnyagok
(cukrok, aminosavak, fémkomplexek) felvételére szolgélé importerek és a k&ros anyagok
eltavolitdsara is képes exporterek formajaban. Eukariotakban csak ABC exporter fehérjéek
ismertek. Az emberi genomban eddig 49 ABC fehérjét azonositottak [37], amelyek szamos
kulonbo® szubsztrat transzportjaban vesznek részt (pl. dbpidek, szterolok, gyogyszerek,
exotoxinok) [36]. Az ABC fehérjéknek akar funkciojuk elvesztése, akar tulzigktdesik
okozhat patolégias allapotot. Az ABC fehérjék tobbségében talalhatdé mutaciok kulénféle
betegségeket okozhat, mint amilyen a cisztas fibrézis [38, 39], a Dubin-Johnson szindréma
[40], a kettes tipusu diabetes mellitus [41] vagy az adrenoleukodisztrofia [42].

A daganatok kemoterapias kezeléssel szemben  mutatott széleskor
ellenall6képességének, multidrog-rezisztenciajanak (MDR) eg§ikmichanizmusaért is
ABC fehérjék felalsek [36, 43, 44]. A tumorsejtek rezisztencidjanegiglyakoribb oka a
sejtb6l  gyogyszerek kipumpalasara alkalmas ABC transzeérte megnévekedett
expresszidja. Ezeknek a transzportereknek (pl. P-glikoprotein/multidrog-rezisztencia fehérje
1/MDR1, MRP1, BCRP/ABCGZ2) a szubsztratspecificitasa alacsony, ezért valtozatos kémiai
tulajdonsagu vegyitleteket tudnak eltavolitani a sejtbél, és igy az egyes gyogyszerek sejten
idegrendszeri gyoégyszerek hatékonysaganak a noveléséhez kivanatos lenne a
drogrezisztenciat okoz6 ABC fehérjék tkddésének moduldlasa kis molekulatdmegu
gatlészerekkel. Ehhez azonban az ABC exporterek szerkezeténdék@desenek a részletes

ismerete szikséges.

1.2.1. ABC exporterek felépitése és konformacioi

Az ABC exporterek membranba agyazott fehérjék, amelyek a citoplazmatikus oldalon
két nukleotidkd® domént (NBD), a membranon belll pedig két transzbrém domeént
(TMD) tartalmaznak [45, 46]. Bizonyos exporterek esetén egy fehérjelancon egy NBD és egy
TMD talalhato (,féltranszporterek”), mas esetben egy lancon talalhaté mind a négy domén (1.
abra). A féltranszporterek” homo- vagy heterodimerkéntikdanek [36]. Az

exportfolyamatot az ATP nukleotidk®tdoménekhez torténé kiilése és/vagy hidrolizise
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biztositja. Az NBD-k két aldoménre oszthatok, amelyek kézil a Rec A tipust aldoménben
[47] helyezkednek el az ATP Iiftelyét alkotdé an. Walker A és B motivumok [48], @z
helikalis aldoménben pedig az (signatureszekvencia talalhat6é (2. 4bra) [37]. A katalizis
szempontjabdl nélkuldzhetetlen oldallancok taladlhatéak a Walker B és azwiith
motivumban (mas néven H-hurok) [49]. Biokémiai és szerkezeti vizsgalatok megmutattak,
hogy az ATP a Walker motivumokhoz és a szemkozti NBD-ben talalsigtdature
szekvencidahoz kétik, és a bekddés az NBD-k szoros asszociaciojat (,dimerizacigjat”
teszi lehatvé (2. abra) [50, 51]. A katalizishez végul a WalBe motivumban levé Glu
oldallanc koordinalja a nukleofil tamadast végzizmolekulat, a H-hurokban talalhaté His
oldallanc pedig g-foszfat pozicionalasdban vesz részt [52]. Az ATP-kotétt holo allapotban a
transzmembran domeének citoplazmatikus szakaszai is kontaktusba lépnek egymassal, és egy
an. alul zart” konformaciot alkotnak (3.A. abra) [53, 54]. Nukleotidok hianyaban a
rontgendiffrakcids szerkezetekben az NBD-k eltavolodast mutatnak egymastdl (3.B. és 3.C.
abra) [54-56].

1. dbra. A multidrog-rezisztencidban szerepet jatszé6 ABC exporter fehérjék felépitése. [36]A P-
glikoprotein (P-gp) és az MRP1 fehérje esetén ikduéshez szikséges domének egy polipeptidlancon
taldlhatéak. Az ABCG2 fehérje an. ,féltranszporter”, amely homodimerkéikodik. A nukleotidk&d
domének (NBD) mellett az abran a transzmembran hélixek topolégija is lathat6. A TMD-k egyenként 6
transzmembran hélixet tartalmaznak (szirke téglalapok). Az MRP1 esetén az N-terminalison tovabbi 5
transzmembran hélix talalhatd, amely azonban a transzporthoz nem sziikséges [57]. A glikozilacids helyeket Y
alaku jelek mutatjak a fehérjelancokon.
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2. dbra. ATP-kotott NBD dimer szerkezete. (PDB ID: 2IXKF Az &bra az extracellularis iranybél nézve
mutatja az NBD dimer fontosabb szerkezeti elemeit. A Walker AséBga és kékgs asignature (barna)
motivumok az ATP kotésében vesznek résztswatch motivum (narancs)és a D-hurok(piros) az ATP
hasitasaért felések. Az X-hurok(rézsaszin)és a Q-hurok(lila) felteheen NBD és a TMD kozotti
allosztérikus kommunikacidban vesznek részt. A Q-hurok tartalmazza az ATP és ADP megkllonboztetésére

gdmbokként lathatoak.

Az NBD-k helyzetéil fliggoen megkulénboztethetiink egy un. ,alul zart” (3.Bragb
es egy ,alul nyitott” (3.C. abra) apo szerkezetet. Az NBD-k kdzotti tavolsag a jelenleg ismert
harom apo szerkezetek alapjan széles tartomanyban mozoghat, az egér MDR3 fehérje
esetében (PDB ID: 3G5U) az NBD-k tdmegkdzéppontjanak tavolsaga 44,8 A, az MsbA
bakterialis exporter ,alul zart” apo szerkezetében (PDB ID: 3B5X) 42,3 A, az ,alul nyitott”
szerkezetében (PDB ID: 3B5W) még nagyobb, 74,8 A. A megoldott szerkezetek sokfélesége
és kulonboé drogkdtdési vizsgélatok is ravilagitottak arra, hogy az AB@nszporterek
nagyon flexibilisek [58], ezért egyetlen statikus konforméacio, mint egy réntgendiffrakcios
szerkezet, valoszintleg nem elegend6 a fehérje szerkezetének leirasara és éhetggkot
azonositasara. Az ABC fehérjék dinamikai jelldiihzzért kisérleti és elméleti modszerekkel
egyarant sokat vizsgaljak, azonban a kisérletekbél kapott eredmények nincsenek dsszhangban
egymassal és a kristélyositds soran kapott szerkezetekkel. Az utésbakdégyik gyakran
alkalmazott kisérleti modszere az elektron paramagneses rezonancia (EPR) spektroszkoépia
[59-62] és az EPR jelenségen alapuldo dupla elektron-elektron rezonancia (DEER)
spektroszkopia [63], amellyel megmémhdiét spinjeldlt aminosav tavolsaga a célfehérje
kilénb6d konformécidiban. Az MsbA fehérjén végzett DEER és&k azonban azt
mutattak, hogy az NBD-k atlagos eltdvolodasa meghaladja azt, ami az ,alul nyitott”
rontgendiffrakcids szerkezeten is meth@@DB ID: 3B5W) [63]. Két adott oldallanc kozotti
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tavolsag kémiai keresztkotéssardss-linking) is megmérh&t Human MDR1 fehérjén
végzett keresztkotési vizsgalatok azt mutatjdk, hogy ha a TMD-k citoplazmatikus
szakaszainak tavolsagéat kismérkémiai reagenssel rogzitjuk, akkor is aktiv maéd].[ A
mikodéshez ez alapjan az NBD-k tulzott eltdvolodasa szikséges, igy tehat nem
egyértelnii, hogy fiziologias korilmények mellett az NBD-k apoaallapotban mennyire
tavolodnak el egymastél. Ugyanakkor mindkét kisérleti médszernek megvannak a maga
korlatai, és nem adnak atomi s#imformaciot a fehérjében térténé mozgasokrél. A legtobb
esetben ezek a kisérleti modszerek csak a fehérjéberkétydont kdzoétti tavolsagrol adnak
informaciét kulonbo& kordlmények mellett (pl. homérséklet, ATP vagy szubsztrat jelenléte
vagy hianya), mig a két pont elmozdulasanak iranyat nem fedik fel. Az atomi felbontdsu
szamitdégépes modszerek ebben az esetben segithetnek a kisérleti adatok értelmezésében.

Sav1866 MsbA mMDR3

(,alul zart”, holo) (,alul zart”, apo) (»alul nyitott”, apo)

3. abra. ABC exporterek konformacidi. A jelenleg megoldott réntgendiffrakciés szerkezetek alapjan az ABC
exportereknek haromféle konformacidja ismert. Nukleotid jelenlétében megfidyathealul zart” holo forma

(PDB ID: 2HYD) (A), amelyben az NBD-k szorosan kézrefogjak a kotott nukleotidokat. Az apo forma esetén
az ,alul zart” apo szerkezetben (PDB ID: 3B5¥3) az NBD-k nincsenek kontaktusban egymassal, de
tavolsaguk nem jeleéis. Az ,alul nyitott” apo szerkezetben (PDB ID: 3G5(®0)) az NBD-k eltavolodasa
jelen®s, és a transzmembran domének citoplazmatikus oldalan nagymegiiés figyelhet meg. Az &bran a
Sav1866, és MsbAakteridlisés az egér MDRS3 fehérjék lathatoak, haromféle thmobdl. Referenciaként a
membrannal parhuzamos un. ,kdnyokhélixre” fektetett piros nyil szolgal. A membran helyét szirke sav jeldli.
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1.2.2. ABC exporterek miikbdési mechanizmusa

Az ATP bekobdéese soran a két nukleotidékdtdomén szoros kolcstnhatasba lép
egymassal, amely megteremti az ATP hasitasdnak aotsiuggit. Mivel mindkét NBD
tartalmaz nukleotidk@é motivumokat, egy teljes transzporterben 0Osszesein AEP
bekotidésere és hasitasara van l16bég). A két ATPaz hasitéhelyikbdési mechanizmusara
tobbféle modell szlletett [65]. Az Ualternating sitesnodell [66] szerint a transzport soran
a két nukleotidkdt-hely felvéltva kerll egy olyan, az ATP-téeen ko allapotba, amely
lehetivé teszi a nukleotid hidrolizisét. A modell szerathidrolizis utan (valészinileg a
keletkezett toltések taszitd hatasara [50]) az ATBHa&y meggyengul és felnyilik, amely
lehetivé teszi a nukleotid kicsefElését az adott kéhelyen. A szubsztrat transzportja a
membran talsé oldalara a nukleotid hidrolizisével egyidében torténik. A hidrolizalt nukleotid
kicserébdése kbzben a szemkdozti &belyen Iétrejohet az ATP-t&en kod konformacio, és
egy Ujabb nukleotid elhasitasaval egy kovetkezubsztrat transzportja is bekdvetkezhet. Az
viszont nem egyeérteltn hogy a felnyilas a két NBD teljes disszociaciojgaa-e, €s hogy
egy szubsztrat transzportjdhoz mindkét ATP elhasadasa szikséges-e [66, 67]. Az
irodalomban leirt masik modell a transzportmechanizmusra gardressive clammiikodés
[68-70]. Ez a modell a két ATP egymast kdévethasadasat josolja, amely utan az NBD-k
disszocialnak, és a transzporter az ,alul nyitott” konformaciot veszi fel. A szerkezetekben
megfigyelt aszimmetria miatt a két nukleotid hidrolizise valédeminem torténik
egyidejileg. Aprocessive clamp modellt azonban izolalt NBD-k vizsgalataval kapott adatok
alapjan éllitottak fel, ezért elképzelbehogy nem tikrozi helyesen a teljes transzporterben
végbemens eseményeket.

Multidrog exporterekben a hidrolitikus aktivitast a transzportalandd szubsztrat
bekotdése rendszerint fokozza, de a hidrolizis valoszinileg szubsztrat nélkul is végbemehet,
ami létrehoz egy un. alapaktivitast. Mivel a transzportot az ATP Bdkée és hidrolizise
hajtja, az ATP kdthely és a transzmembran domének kdzétt kell, hogyele valamilyen
kommunikacié. Az NBD és TMD ko6zotti interfészben tébb olyan hurkot és oldallancot
azonositottak, amelynek szerepe lehet a transzporteren bellli kommunikacié
megvaldsitdsdban. Az interfész egyik fontos régidjat képezik az intracellularis hurkok roévid
szakaszai, az urcoupling hélixek (4. abra) [53]. Ezek a minddssze két fordulatbdl allo
hélixek a membrannal parhuzamos allasuak, és két antiparallel hélixet kotnek dssze, amelyek
a transzmembran hélixek intracellularis meghosszabbitasabupling hélixek az NBD-ken
a Rec A-szdr és a helikdlis aldomén kozotti arokban foglalnakydie ezaltal |étesitve
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kapcsolatot az NBD-k és a TMD-k kozétt [53]. Az NBD-k oldalaocaipling hélixekkel
kélcsbnhato egyik fontos régié az un. Q-hurok (2. abra), amely azyAd§2zfatjaval és az
ATP-hez kotott fémionnal egy konzervalt Gin oldallanc segitségével létesit kapcsolatot [53].
Ez az oldallanc képes a nukleotidikdtelyen levw ATP és ADP megkulonboztetésére [71],
ezért vélheben a domének kozotti kommunikacioban is fontos gegn@atszik. Az NBD-k és
TMD-k kozotti kapcsolodasi fellilet masik fontos régidja a nukleotidlkddmeéenekben a
signature szekvencia N-termindlis oldalan talalhaté un. X-hurok (2. abra), amely az ABC
fehérjék B és C csaladjaban konzervalt GERG szekvenciamotivumot tartalmazza. Az X-
hurok a szemko6zti NBD Rec A-sferaldoménhez kapcsoldddéoupling hélixszel lép
kélcsbnhatasba, és fontos szerepet jatszik az ATP hidrolizis és a transzport csatolasaban [72].
Szintén fontos szerkezeti elem az ,alul zart” apo szerkezetben talalhatd un. tetrahélix-koteg,
amely mindkét TMD-bél a TM3 és TM4 transzmembran hélixek citoplazmatikus
szakaszaibol all [73]. Ez a négy hélix a transzporter hossztengelye mentén egy szoros
hélixkoteget alkot, amely elzarja a citoplazmatikus oldalon a transzportér dsaornajat.
Célzott targeted) molekularis dinamikai szimulaciék azt mutatjak, hogy a tetrahélix-koteg
szétesése a transzporter citoplazmatikus felnyildsanak egy Iényeges lépése, amely az NBD-k
disszociacioja utan kovetkezik be [73].

Az ATP kodésének és hidrolizisének a TMD konformaciovaltobéza és a
szubsztrat transzlokaciojahoz vald csatolodasanak megértése nagymértékben segitené olyan

drogok tervezését, amelyekkel a transzportékddése szabalyozhat6 lenne.

4. dbra. Acoupling hélixek elhelyezkedéseAz abran a két NBD (zdld és cian) és a velik kdlcsonhatéasba lép
coupling hélixek (narancs) lathatd az extracellularis iranybdl nézve a Sav1866 fehérje szerkezete (PDB ID:
2HYD) alapjan. Acouplinghélixek a transzmembran domének intracellularis végeit&atkbelixek, amelyek

fontos szerepet jatszanak az NBD-k és a TMD-k koz6tti allosztérikus kommunikacioban.
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1.2.3. Molekularis dinamikai szamitasok ABC fehérjékkel

Az ABC fehérjék bel§ mozgasainak atomi felbontasu felderitésére szébeseh
alkalmaznak molekuléaris dinamikai (MD) szimulaciokat. Tébb szamitasos vizsgalat szol az
ATP stabilizalé hatasardl csak izolalt NBD dimereket tartalmazé rendszerekben [67, 74-78].
Az NBD dimerekkel vagy monomerekkel ATP vagy ADP jelenlétében végzett szimulaciok
fényt deritenek a hidrolizis altal indukalt lehetséges konformacios valtozasokra. Annak
ellenére, hogy nincs egyértdimutalds arra, hogy az egyik NBD-ben tortént hidisliz
eléseqiti vagy gatolja-e a szemkodztrahs) kotohelyen a hidrolizist [77, 78], a legtbbb
szimulacios eredmeény és félig nyitott rontgendiffrakcios szerkezet azt jelzi, hogy a helikalis
aldomén arans NBD-ben kifelé fordul az ATP hidrolizise utan [67, 74], antiselgitené a
nukleotid kicseréldését. Ez a kifordulas a transz NBD-ben a Q- ésikdk egyilttmozgasat
jelentené, amikil kisérleti modszerekkel megmutattak, hogy fontosreyzet jatszanak a
TMD felé térténé kommunikaciéban [72, 79].

Kevés tanulmany szamol be teljes hosszusagu ABC fehérjéekkel lipid kérnyezetben
végzett szimulciokrol, mivel a bioldgiailag relevans idéskalakon valé mintavételezés ilyen
nagy rendszerek esetén magas szamitasi teljesitményt kivan. A bakterialis B12 vitamin
importer (BtuCD) rendszert kiterjedten vizsgaltak MD szimulaciok segitségével. Lipid
kettosrétegben végzett 15 ns idétartamu szimulaciokkal megmutattak, hogy az Astiékot
az NBD-kben és a TMD-kben is indukdl konforméaciés véaltozasokat, ami azt jelzi, hogy az
ATP kotbdés maga lehet a katalitikus ciklus hajtéereje [8Blasztikus hal6zati analizist és
irAnyitott molekuléris dinamikai szimulaciokat szintén alkalmaztak a B12 vitamin transzport
lehetséges mechanizmusanak feltarasara [81]. A BtuCD rendszert részletesen vizsgaltak
lvetac és munkatarsai [82], akik molekularis dinamikai szamitasoékémponens-analizis
segitségével aszimmetrikus zarédast mutattak ki az ATP-kotott transzporter nukléotidkot
doménjeiben, ami az ABC transzporterek alternalé hidrolizis mechanizmusat [66] tamasztja
ala. A teljes Sav1866 transzporterrel veégzett szimulaciok segitségével sikerilt ramutatni
olyan oldallancokra a Q- és X-hurkokban, amelyek egymastol fliggéen tobb kidonboz
konformécios allapotot is felvehetnek, és ezaltal molekularis kapcsoloként tovabbithatjdk a
konformécios valtozdsokat az NBD és a TMD kozott [71]. Mindmdig azonban nem tortént
szisztematikus vizsgalat az NBD-ben ered6 és a TMD felé tovabbitott konformacios
valtozasok teljes utvonalarol.

Molekularis dinamikai vizsgalatokat hasznaltak az ABC fehérjék globalis

stabilitasdnak és szerkezeti integritasanak felmérésére is. A mostanra visszavont MsbA
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réntgendiffrakcids szerkezet, amely a megtekdamu transzmembran hélixet tartalmazta, de
rossz irdnyultsdgban és topologikus elrendezésben, még rovid szimuldcidk sorands jelent

torzulasokat szenvedett [83].
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2. Célkit Gzések

A munkam el§ részében egy Uj elven alapul6 mddszert dolgozokndéiekularis
térbeli diriségfiggvény Gauss-keverékekkel torténo kozelitése, amit a sokasagbeli atomi
konformaciokra torténdillesztéssel hozok létre. A kapott folytonodiriségfliiggvény
informaciés entropiaja megbecsilheamelybd a konfiguracids entropia kiszamithatd. A
modszer tesztelésére 6t kis peptidrendszert valasztok ki, amelyek egzakt konfiguraciés
entropiaja a teljes konfiguracios tér feletti numerikus integralassal kiszamithatd. Az egzakt
entropiaértéket hasznalva referenciaként, az Uj mdédszert az irodalomban talalhatd elterjedt
modszerekkel hasonlitom dssze.

A munka masodik részében egy informacios entropia jellegnnyiség, a kdlcsdénos
informéacié segitségével jellemzem az ABC exporter fehérjék dinamikajat. Az ATP
hidrolizise altal okozott dinamikai valtozadsok feltérképezésére a Savb8B&rialis
transzporter nukleotidkotott szerkezetét haszndlom fel. A hidroli&is ék utani allapot
modellezésére |étrehozok két, lipid Kettetegbe agyazott szimulacids rendszert, melybdl az
egyik ket kotott ATP molekulat, a masik pedig egy ATP és egy ADP molekulat tartalmaz.
Ezeket a rendszereket az ATP hidrolizisétieés utani allapotot modellezésére hozom létre.

A tobb, hosszu molekularis dinamikai szimulaciobol kapott szerkezetek alapjan kiszamolom a
segitségével egymassal korrelalt mozgast &égminosavakat keresek. A korrelalt
aminosavak mintazataban a nukleotidcsere hatasara bekovetkezett valtozasokat elemzem és
értelmezem.

Az ,alul nyitott” apo és az ,alul zart” holo forma dinamikai 6sszehasonlitasara és a
kozottik vezet lehetséges atmeneti Utvonalak leirdsara IétrehczdiviDR1 fehérje apo
konformaciojanak homoldgiamodelljét. A két szerkezetet lipidikattegbe agyazva hosszu
idétartamu molekularis dinamikai szimuldcidkat végzék,a kapott trajektériakban olyan

kollektiv mozgasokat keresek, amelyek a két konformacio k6zotti atmenet iranyaba mutatnak.
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3. Modszerek

3.1. Molekularis dinamikai szimulaciok

A molekularis dinamika (MD) modszere az atomi rendszerek idéfégének
szamitogépes szimulacidja. Emellett egy fontos és nagyon kézenfekvé statisztikus fizikai
mintavételezési moédszer, hiszen az ergodikus hipotézis alapjan eggnketisszu szimulacio
soran kapott szerkezetekbél, az un. trajektoriabdl, a rendszer egyensujgiortgbgali
kiszamithatoak.

Bar atomi rendszerek esetén a hasznalt térbeli felbontds megkovetelné a
kvantummechanikai targyalasmédot, a gyakorlatban azonban molekularis biolégiai
rendszerek esetén ez bonyolultta és kortilményessé, gyakran kivitelezhetetlenné valhat. Ezért
a legtobb, biomolekulakra végzett MD szimuladcié az atomokat klasszikus, tdltéssel
rendelked tOmegpontokként kezeli, és mozgasukat a klasszikbéewton-féle)

mozgasegyenletek megoldasaval szamolja:

d’r, __ 0
e =Fi(r) = ariU(r) (47)

ahol my ésr; azi atom tébmege és poziciéjbl(r) pedig az atomi kdlcsbnhatasokat leird
potencialfuggveny. AZU(r) kolcsdnhatasi potencialban a kvantummechanikai hatasokat
effektiv potencialok bevezetésével veszik figyelembe. Ezek leirdsara rendszerint empirikus
0sszefliggéseket hasznalnak, és a modell paramétereit ugy allitjak be, hogy ledgbidban
reprodukalja a makroszkopikus rendszer tulajdonsagait, és hogy minél tébb rendszerre
transzferabilis legyen. Az igy kapott, kilénBémolekulak leirasara hasznalhaté modellt
nevezzikforce-fieldnek (eftérnek). A klasszikus leirasmaod ellenére a szobahémérsékleten
fellép6 mozgasok egy része, pl. a hidrogénatomok mozghigainyos kotéshosszak és
kotésszogek vibracioi mar nem tekinthek klasszikusnak, inkdbb egy oszcillator alapéllapot
rezgésének felelnek meg. Ezek a mozgasok tehat igen kotottek, ezért a hidrogénatomok
relativ pozicidit vagy a kovalens kotéseket gyakianyszerfeltételkéntconstrain) veszik
figyelembe a szimulacidban, és allandé értéken tartjak. A potencialfiiggvény konstrualasakor
alkalmazott masik fontos elhanyagolas, hogy parkolcsdénhatasok dsszegeként épil fel, emiatt
tobbtest-kdlcsdnhatasokat nem képes figyelembe venni. Az egyik legfontosabb ilyen jelenség
az atomi polarizacion keresztil tértéené kolcsonhatas, amit igy effektiv parkélcsonhataskent

vesznek figyelembe.
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A mozgasegyenletek megoldasara elvben barmilyen numerikus integralasi modszer
hasznalhatdé, az egyik gyakori valasztds a Verlet-integratorok csaladja (poziciéo Verlet,
sebesség Verlet és Leapfrog algoritmusok [84-86]). Az altalam hasznalt GROMACS [87, 88]
programcsomag a Leapfrog algoritmust hasznalja. A Verlet-csalad tagjai un. masodrend
szimplektikus integratorok, emiatt jelledjzik, hogy a rendszer mozgasallandoit (energia,
impulzus, perdilet) megtartjak, és segitségikkel oszcillalé mozgasok is stabilan szamithatdk
[89]. Az integralas egyik kritikus paramétere az idsléps, @melyet ugy kell beallitani,
hogy a rendszer legnagyobb frekvencidji mozgasainak karakterisztikus idejénél kisebb
legyen.  Biomolekularis rendszerekben ezt rendszerint a hidrogénatomok mozgasai
hatarozzdk meg, ez alapjan a leggyakoribb valasztas az idélépéate= afs. A
hidrogénatomok és a kdtéshosszak rogzitésével az idélépes kitolhatd akar 2 fs-ig is, és ezzel a
szimulaciok felgyorsithatoak.

A kényszerfeltételek mellett végzett mozgés szimuldlasara kuléradgaritmusokat
dolgoztak ki, amelyek rendszerint az idélépés megtétele utén, utélag korrigéljak az atomi
koordinatakat, hogy azok megfeleljenek a kényszerfeltételeknek. Az egyik ilyen a SHAKE
algoritmus [90], amely a koordinatak iterativ korrekciéjaval elégiti ki a kényszerfeltételeket.
Egy gyakran hasznalt specialis, vizmolekulakra létrehozott valtozata a SETTLE [91]. A
szimulaciokban altalam hasznalt médszer a LINCS, amely nem iterativ és gyorsabb, stabilabb
mikodést mutat, mint a SHAKE, azonban csak kotéshsdzaszabad kotésszogek allandé
ertéken tartasara hasznalhato [92].

A molekularis dinamikdban haszné#dtrce-fieldek fliggvényalakjai nagyon hasonléak
egymashoz. A kolcsbnhatasi energia tagjai rendszeridt é&tnemkdt kolcsdnhatasokra
oszthatok. A kdai kolcsonhatasok felések a molekula geometridjanak, és igy a
kotéshosszak, kotésszogek és egyes torziés szogek fluktuacidinak leirasaért. 6 A kot
kolcsdnhatasok ezért legtdbbszor harmonikus rezgéseket irnak le. A adilkdtnhatasok
az egymassal geometriai kényszerben nem bednok kozott [€pnek fel, felidek a toltés-
toltés (Coulomb) és a van der Waals kélcsdnhatasok leirasaért, de sziikség esetén mas tagokat
is tartalmazhatnak. A paraméterek szarmaztatasa kulénbi@dszerekkel térténhet,
egyeseket kvantumkémiai szamitasokbdl szarmaztatnak, masokat pedig kismolekulak
valamilyen makroszkopikus tulajdonsaga (pl. szolvataciés szabadenergia) alapjan illesztenek.

A szimulécio elinditdsakor a kezdeti molekularis szerkezeth@oréulhatnak nem
optimalis geometrigju kotések, vagy kozeli atomi kontaktusok, amelyek nagy potencialis
energiaval rendelkeznek. Ezek a szimulaciéban instabilitast és nem vart jelenségeket

okozhatnak, ezért a kiinduldsi szerkezetet energiaminimalizdlasnak szoktadk alavetni. A
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gyakorlatban ilyen éfordulhat, a szerkezetekddllitasa soran az alacsony felbontas vagy a
moédszer sajatossagai miatt keletkezhetnek kdzeli atomi kontaktusok, a szerkezetfinomitaskor
hasznaltforce-field pedig mas geometriat preferalhat, mint a dinamikai szimulaciékhoz
hasznalt. Az oldoszer és lipidmolekulak, illetve behelyezett kofaktorok (pl. ATP) atomjai és a
fehérjeatomok kozotti esetleges Utkozéseket, a hidrogénkotések nem optimalis geometrigjat is
kijavithatjuk. Az energiaminimalizélasi modszerek rendszerint a legkdzelebbi lokalis
minimumhelyet keresik meg. Erre tobbféle matematikai mddszer is hasznalhatd, a
legegyszedibb a gradienss{eepest descenimddszer, azonban a minimumhely kdrnyéekén
gyorsabb konvergenciat mutat a konjugalt gradiensekjggate gradien)smodszere [88].
Nagyobb rendszerek esetén is hatékonyan hasznalhatod, és a konjugélt gradiensek médszernél
esetenként jobb konvergenciat mutat az L-BFGiited-memory Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno quasi-Newtonian minimizerddszer, amelyet munkamban is alkalmaztam,

eés a GROMACS programcsomagban megtalalhato [93].

A mozgésegyenletek zart rendszer esetén konzervédljak a rendszer teljes energiajat,
ezért a (47) egyenlet megoldasaval kapott trajektéria mikrokanonikus sokasagot
eredményezne. A bioldgiai rendszerek azonban rendszerint allandé hémeérsékleten és allando
nyomas mellett rikédnek. A hoétartallyal vald csatolds megvaldsitasara kuldnboz
szdmitasos modszerek léteznek. A legegydemaodszer az Un. gyenge csatolas (Berendsen
termosztat) [94], amely a kinetikus energia idafégsére az aldbbi, élendi kinetikaju
egyenletet irja fel

AE, = (Egno ~ Ekin)% (48)
ahol Exinp = (3/2NksTy a céllbmérséklethez Tp) tartozo kinetikus energiaz a csatolas

paraméterAt az integralas idlépése. A kinetikus energia megvaltoztatasat a modszer az

~ E E_ 1/2
A -(1+ : (T 1}) (49)

faktorral torté atskalazasaval éri el. A modszefrgle, hogy egyszéen megvaldsithato, a

atomi sebességek

hémérseéklet elrendi kinetikaval tart a célimérséklethez, és nem okoz fluktuaciokat. A

fenti faktorral tortéd atskalazasrél azonban megmutathatd, hogy egyensuly esetén nem
kanonikus eloszlast hoz létre az allapotok kozott, és emiatt az atomi sebességek eloszlasa is
torzul. A kanonikus sokasag helyreallitasara a kinetikus energigjlédiéseét leird (48)

egyenlethez egy sztochasztikus tagot adnak hozza, amely garantalja a kanonikus eloszlashoz
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valé konvergenciat [95]. A szimulaciokban ezt a modositott Berendsen-termosztatot
hasznaltam (a GROMACS programban vel oci t y-r escal e csatolas).

A nyomascsatolas megoldasa @nkérsekleti csatolashoz hasonl6 modon torténik, a
koordinatak és a szimulacios doboz méretének atskalazasaval. A gyenge csatolas modszerét
[94] itt is lehet alkalmazni, ez esetben a nyomas megvaltozasat a

ap=(p, - )2 (50)
TP
egyenlet fogja megadni, és a nyomas itt igrelsdi kinetikaval fog a célértékhgz) tartani.

A fenti folyamathoz a skaladzasi matrixot a
At
M =0 — B (po; — Py (1) (51)
3r,

Osszefuiggéssel definialjak, ahol a nyomast a haromdimenziés nyomasternzrredsgik
figyelembe. Ennek megfeldn pojj a nyomastenzor celértéke, amely rendszerint csak
diagonalis elemeket tartalmas;, a kompresszibilitas tenzorg,a csatolas relaxacios idejg,

pedig a Kronecker-delta. A nyomascsatolas tehat lehet anizotrop, részlegesen izotrop
(sem i sot ropi c csatolas, csak azésy iranyokban egydy, illetve a (51) médositasaval
létrehozhat6 olyan csatolas is, amellyel az egyes nyomaskomponensek hekygtisékaa
vonatkozo fellleti fesziltség tarthatd allando érték kdzelében.

Az oldészer jelenlétét a legtobb szimulacioban explicit, atomi felbontasu
vizmolekulakkal veszik figyelembe. Bizonyos esetekben ez azonban mégsem kivanatos,
példaul, ha a rendszer tul kicsi, és aranytalanul sok szimulaciés id6t vennének igénybe a
vizmolekulakkal kapcsolatos szamitasok. Az oldoszer jelenlétét mas moddszerekkel is
figyelembe vehetjik, példaul az oldoszer molekuldival valé Utkézes felfoghatd véletlen
esemeénynek, és a molekula dinamikdja sztochasztikus folyamatként. Az ilyen, dn.
sztochasztikus dinamika mozgasegyenlete a kovétkekban irhaté fel [88]:

m O('jtr; =-m<ﬁ%+Fi(r)+x/WRi(t) 2

ahol & a surlodasi egyiitthato &(t) egy véletlen zaj, amiréR, (YR (t+9) =J(s)J;. A

sztochasztikus dinamika jol hasznélhato an. implicit oldészer modellekkel, amelyekben az
oldészert csak effektiv elektrosztatikus, termikus és entropikus hatasain keresztul veszik
figyelembe. Munkamban a sztochasztikus dinamikat hasznaltam kignméaekulak

kanonikus sokasagainalkséllitasara az oldészer explicit figyelembe vétele nélkul.
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3.2. Monte Carlo mintavételezés

A Monte Carlo (MC) modszerek kifejezés altalanossagban az algoritmusok olyan
csaladjat jeldli, amelyek véletlen mintavételezésen alapulnak. A Metropolis-féle Monte Carlo
modszer segitségével fizikai rendszerek konfiguracidos sokasagat allithétjaknelyben az
egyes konfiguraciok kanonikus (Boltzmann-) eloszlast kdvetnek [96]. A Metropolis MC
modszer két 1épéshdl all: az &lpés az Un. élerjesztésgroposa), amely soran a rendszer
eddigi q konfiguraciéjabol egyg’ Uj konfigurécidt allitunk & véletlenszdien. Az U]
konfiguracid eballitasa rendszerint egyéeé meghatarozott transzformaciokészletbdél, az un.
mozgaskészletbdsl torténd véletlenskevalasztassal torténik. Masodik |épésben az un.
Metropolis-kritérium alapjan az U0j konfiguraciot elfogadjukp=min{l, e 2"}
valdsziniiséggelatceptancg ahol az exponencialis kifejezés az Uj és a régi konfiguracio
Boltzmann-valésziniségének hanyadosa:

g DT —AE/ kT
e_E(TkBT:e e (53)
ahol AE = E(q") — E(q) az Uj és a régi konfiguracio kozotti energiakiilonbség. Munkamban az
MC mintavételezési modszert molekularis konformaciok kanonikus sokasagdiabitéslara

hasznaltam, a konfiguraciot egyenletes valdsziniiséggel valasztva a konfiguracios térbdl.

3.3. Ateljes konformaciohalmaz generalasa és az egzakt entrépia
szamolasa

Az egyes molekularis rendszerekre a konfiguracios tér uniform mintavételezéseével
létrehoztam az un. teljg®nformaciohalmaztamelyet az egzakt entrdpia kiszamitdsahoz és a
Monte Carlo (MC) mintavételezett sokasagokaditasahoz is felhasznaltam. Ehhez
goallitottam a konfiguracios té&p = (kido, ked, ... , k@) racspontjaiban levo szerkezeteket,
ahol ki egész szamok, @ pedig egy rogzitett mintavételezési tavolsag (racsallando). Csak
azokat ak; értékeket hasznaltam fel, amelyekge, a [0°, 360°) intervallumba esik.A
molekulak kezdé konformacidjat a SYBYL 7.3 programcsomag segiteégiitottam eb. A
geometria optimalizalasara a szerkezeteken energiaminimalizalast hajtottam végre az L-BFGS
modszerrel. Leallasi kritériumnak azt valasztottam, amikor a fellépé maximalis atémi er
(ent ol ) 50 kJ mol* nm* ala csékken. A racspontoknak megfélskerkezeteket ezutan a
belss koordinatakhoz tartozo torzids szogek mentén torténé forgatassal allitofiaaméhez
sajat készités Python szkripteket hasznéltam. ¢ értékét gy valasztottam meg, hogy a

teljeskonformaciohalmazban 40-60 millié szerkezetet kapjak.
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Az egzakt konfiguracids entropiat numerikus integralassal szamoltam ki, amelyhez
alappontokként a teljeskonforméaciohalmazt hasznéltam fel. gy a konfiguracios
dlapotdsszeget, az atlagos potencialis energiat és a konfiguracios entrépiat a (83)—(85)

0sszefluggésekkel szamoltam ki (lasd 7.2. fejezet), az alabbi formaban:

Zot = €@ dg= Y e 4" = 4,2, (54)
k
1 3 1 g 1 g
<Epot>=EI U(C)eﬂu(q)dqzzsze ﬂk¢od :Z_ngeﬁk =<Ed> (55)
k d k

Swr = k(N Zyy + B Eg )= k(In 2, + B(E,) + kodIng,  (56)
ahol e a k konformécidenergiajad pedig a konfiguracios tér dimenzidja. A szamitas soran

keletked Z, :Zke‘ﬁgk mennyiséget konfiguraciés allapotdsszegnek nevezziik. Lathato,

hogy a szamolt entropia fuggeni fogpa racsallandotol és annak mértékegyséigeEz a
fuggés a differencidlis entropia definiciojabol ered, és az edigssxpr kedvéért a
tovabbiakban agp, mértékegységét nem vettem figyelembedz egyes konforméciok
energiajanak kiszamitdsahoz és az energiaminimalizadlashoz is a GROMACS 4.0.7
programcsomagot és a GROMOS96 G5fgabe-fieldet hasznaltam.

Fontos megjegyezni, hogy az igy szamolt energiagktédrmeészetesen befolyasoljak
az ezek alapjan szamolt entropiaértékeket is. Ez azt is jelenti, hogy a kiszamolt entrdpia
értéke nem lesz pontosabb, mint az energiaszamolashoz hésmsafteld Az egyedorce-
fieldek pontossadganak targyalasa azonban meghaladja a dolgozat kereteit, és munkam
szempontjabol kevésbé relevans, mivel a szamolt entropiaértékek kisérleti adatokkal nem,
csak az ugyanazon sokasagokbol szamolt értékekkel lettek 6sszehasonlitva. Az egységesség
végett az egyes sokasagok generalasakor és a szerkezetek energiajanak direkt kiértékelésekor
is ugyanazt &orce-fielcet hasznaltam.

Az egzakt entropia szamitasat Python és Perl szkriptek formajaban valositottam meg.
Az allapotdsszegZ) szamitasakor az egyes 6sszeadando tagok kozott tobb nagysagrendnyi
kiuldbnbség is lehet, ami az 0©sszegzéskor numerikus problémakat okozhat, és
pontossagvesztéssel jarhat. Ennek minimalizasara a tagokat 6&eekendben adtam 6ssze
az npmat h beépitett Python modul segitségével, 100 jegy pontossaggal. A programok
futtatdsahoz a Python 2.6.6-0s verzigjat hasznaltam. Az egzakt entrépia kiszamitasat végul
Perl szkriptekkel, aMat h: : Bi gFl oat Perl modul és a GMP numerikus konyvtar

felhasznalasaval, szintén 100 jegy pontossaggal végeztem.
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&4

3.4. Molekularis sokasagok el édallitasa

Az el6z6 fejezetben leirtak alapjan kapott teljes konforrdalmazbdl Monte Carlo
mintavételezéssel mindegyik tesztrendszerréaliéottam molekularis sokasagokat (a
tovabbiakban MC sokasagok). A sokasag elemeinek a generalasakor a kKovetkez
konformaciot mindig egyenletes eloszlassal valasztottam a teljes konformacidohalmazbdl, és
azt a Metropolis-kritérium alapjan elfogadtam vagy elvetettem. Ay edlsmet egyenletes
gloszlassal, véletlensZz@mn valasztottam. A generalast addig folytattam,gam# 100500
elfogadott elemet sikertlt generalni, amibél az6eB00 elemet elvetettem a kezdeti
konformaciotol vald flggés minimalizélasara, igy a konformaciés sokasagok minden
molekula esetén 100000 konforméciot tartalmaztak. Ezzel a modszerrel felhasznalhatok a
teljes konformacios halmaz generalasakor kiszamolt energiaértékek, igy a generalas gyorsan
végezhai, és Boltzmann-sokasagot eredményez. A kapott kirkézott azonban
duplikatumok is lehetnek, egy konformacioé tébbszor is szerepelhet a mintak kozott.

A gyakorlatban molekuléris sokasagok generalasara gyakran alkalmaznak molekularis
dinamikai (MD) szimulacidkat, ezért az entropiabéasiodszereket kétféle modon generalt
MD sokasagon is teszteltem. Az eredeti tervem szerint az MC sokasagokhoz hasonléan itt is
olyan konforméacidkat szerettem volna generalni, amelynél a kotéshosszak és kotésszdgek
rogzitettek, €s csak a bélkoordinatak valtozhatnak. A LINCS kényszermegatiypritmus
azonban erre nem alkalmas, a SHAKE hasznalata esetén pedig nagyfokd numerikus
instabilitdst tapasztaltam, ami miatt a kapott adatok nem voltak megbizhatéak. Ezé&it az els
MD sokasagot minden rendszerre végul rogzitett kdtéshosszak és flexibilis kotésszdgek
alkalmazasaval hoztam létre (,MD/LINCS” sokasagok). Az ilyen sokasagokra szamolt
konfiguracids entropia nem lesz 6sszehasonlithatdo az MC sokasagokra kapott értékekkel, mert
a rendszerek kulonbézszabadsagi fokokkal rendelkeznek, hiszen az MD @aicivkban a
kotésszogek is valtozhattak. A szabadsagi fokok ilyen bovitése miatt bekdvetkez
entropiavaltozas megfigyelésére informativnak tartottam olyan adatkészlet létrehozasat is,
ahol mind a kotéshosszak, mint a kotésszogek flexibilisen valtozhattak (,MD/Unc”
sokasagok). A konformécidkat sztochasztikus dinamikai szimulacioval generaltam, oldoszer
nélkil, 2 fs lepéskozzel 6sszesen 10000 konformaciot hoztam Iétre mindegyik rendszerre. A
hémérsékletel = 300 K-re allitottam, a Coulomb+d szamitdsahoz és a szomszédsagi lista
generalasahoz 9 A levagasi értéket, a van der Waals-kolcsonhatasok szamitasakor pedig 12 A-
ot alkalmaztam. A szamitasokat a GROMACS programcsomag 4.0.7 verziojaval és a G53a6

force-field felhasznalasaval végeztem.
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3.5. A mintahalmaz centralasa

A bels®s koordinatak altal reprezentalt torziés szogek pmikios valtozok, és
rendszerint a [0°, 360°) intervallumon értelmezettek. Ez gondot okozhat olyan modszereknél,
amelyek ezt nem képesek figyelembe venni, hanem & ketsdinatakat egy nyilt, végtelen
intervallumon értelmezett mennyiségként kezelik. Az egyik jellegzetes probléma, hogy az
értelmezési intervallum két végpontja kdrnyékén levé adatpontok a korkords tartomanyban
egymashoz kozel helyezkednek el, azonban a periodicitast figyelmen kivil hagyd médszerek
ezeket tavolinak veszik. A probléma megoldasara az egyes kmbsdinatak nullpontjat
eltoltam olyan médon, hogy lekideg minél kevesebb adatpont helyezkedjen el a p&ried
hatéron. Ennek érdekében mindegyik 6el&koordindta esetén elkészitettem a
koordinataértékek hisztogramjat, amelyben megkerestem azt a leghosszabb &$szefligg
tartomanyt, ahol a hisztogramértékek a globalis minimumukat felveszik. A nullpontot ezutan
ugy transzformaltam, hogy a periodikus hatarpont az igy meghatarozott tartomany kdzepére
essen, majd ezt ativeletet minden bets koordinatara megismételtem. Ez a modszer a
entropia invaridns az eloszlas eltolasaval szembementralasi algoritmust Octave szkript
formajaban valdsitottam meg, a futtatdshoz az Octave 3.0.1 verzidjat hasznaltam.

A centralasi riveletet a ,val’ rendszey bel$ koordinataja esetén mutatom be,
amelynek adatait a kényszerek nélkili MD trajektoriabol vettem (5. dbra). Az eredeti és a
centrdlt adathalmazra K =3 komponensbdl all6 Gauss-keverék flggvényt illesztettem,
amely nem veszi figyelembe a koordinata periodicitasat. A centralt adatkészlet lathatéan jobb
illeszkedést biztosit, ami a modell &altal josolt entropia pontossagat noveli. Az &bran
bemutatott esetben a hisztogram modszerrel szamolt egzakt entrépidgstek 38,478
JK'molt. A centralas nélkiil illesztett adatkészlet esetén a Gauss-keverék modellbél
becsiilt entropieByigina = 42,384 J K' mol™, a centrélt adatkészletre pedgnered= 38,676

J Kt mol™®, ami j6| mutatja a centralas fontossagat az illesztés helyes végrehajtasaban.
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5. dbra. A mintahalmaz centralasanak bemutatdsa. A ,val” rendszer y bel$ koordinatajanak
eloszlasfuggvénye lathaté a flgrafikonon centralas nélkil, az alson centralas utan. Az eredeti eloszlasban
180° kornyékén csucs talalhatd, amely a periodikus hatarfeltételek figyelmen kivil hagydsa miatt két tavoli
cslcsra esik szét. A centralasiivalet a csucsokat elmozgatjia a periodikus hatarpontrél, és ezaltal jobb
illesztést biztosit, mikézben a periodikus eloszlas eredeti entrépiajat nem valtoztatja.

3.6. Egyeb entropiabecsl 6 modszerek implementalasa

Az irodalomban megtalalhatd mas, gyakran alkalmazott modszereket is
megvalositottam a Gauss-keverék mobdszerrel torténé oOsszehasonlitas érdekében. A
kvaziharmonikus modszert a Karplus és Kushick altal leirt formaban valdsitottam meg [18].
Mivel ez a mddszer nem képes figyelembe venni, hogy & belerdinatak korlatos és
periodikus tartomanyon értelmeztiek, a konforméaciés adatpontokat centraltam a 3.5.
fejezetben leirt mddszerrel. Ezzel elkeriBhehogy a periodikus hatarok kornyékén
adatpontok helyezkedjenek el, ami szamitasitermékeket okozna. A kvaziharmonikus
modszer Schlitter-féle, Descartes-koordinatakkékaao valtozatat is megvalositottam [19].
Ebben az esetben két valtozatot hoztam Iétre: egyikben a molekula 6sszes atomjat
felhasznaltam a szamitasokban (Schlitter/AA), a masik esetén csak éakbelslinatak
torzids szbgeit meghatarozé atomokat (Schlitter/TA).

A Wang és Brischweiler altal leirt 2D entropia modszerét is megvaldsitottam [34]. Ez
a moédszer tartalmaz egy olyarparamétert, amely a mdg#éség-becslésben hasznalt Gauss-

magfliggveny szélességét jeldli. A modszer kiuloddikalmazasaiban kilonbdz értékek
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bizonyultak optimalisnak [34, 35] a 0,1-0,3 tartomanyban, &inkildertl, hogy a paraméter
optimdlis értéke nem atvinetaz egyes rendszerek kozoétt. A moddszer tobb kukinko
értékek melletti tesztelése soran a kapott entropiaértékek nagyon széles skalan mozogtak, és
erésen fuggtek a értékedl. Az egzakt entropiaértékekkel vald legjobb eggeza = 0,05

erték esetén talaltam. Az ehhez hasonl¢ ridigeg-becslési feladatok esetén megmutathato,
hogy a magfiiggvény optimalis savszélessége fiilgg tdbbek kdz6tt a mintahalmaz nagysagatol
(n) ac ~ 1h°? dsszefiiggés szerint [97]. A Li és munkatarsai altal végzett tanulmanyban [35]

a o optimalis értéke 0,1 és 0,2 kozott volt, atlagosand791 elemi mintahalmazra. Ezek
alapjan esetemben am = 100000 elemszamu Monte Carlo é: & 10000 mérét MD
mintahalmazra as optimalis értéke 0,01 és 0,1 kozé esik. A tovdliiaa ezért a
szamitdsaimhoz a& = 0,05 értéket hasznaltamEzeket a mddszereket Octave szkriptek
formajaban valositottam meg, amelyeket az Octave 3.0.1 verziojaval futtattam.

A Numata és munkatarsai altal kidolgozott mdédszerhez tartoz6 programot a cikk
szerdi bocsatottak rendelkezésemre. Az MC sokasagokgmetészamitdsok azonban sok
esetben rendkivili eltérést mutattak az egzakt entropiaérdékeldz eltérés hatterében
feltételezésem szerint az MC sokasagok sajatos, racson mintavetelezett jellege huzodik meg,
amely a mintahalmazban duplikalt (degeneralt) mintakat eredményezhetett. A duplikalt
mintak megzavarhatjak a moédszer legkdzelebbi szomszéd entropidt szamol6 részét, hiszen
ilyen adathalmazban klegkdzelebbi szomszéd nem egyértigdm definialt, ami nem vért
hibdkat okozhat az eredményekben. A kapott entropiaértekaererfliggtek a maodszer
felbontas resolution,r) paraméterét is, amellyel csak minden adatpont figyelembevétele
allithaté be a szamitas sor@nl. r =4 esetén csak minden negyedik adatpontot veszi a
program figyelembe a szamitaskor). A minta degeneraltsdganak feloldadsara praktikus
megoldasként a bdiskoordinata értékeihez véletlen, nullara centraltussazajt adtam,
amelynek variancigjat a racsallandm)(négyzetére allitottam. Az igy korrigalt adatokra
kapott eredmények mar nem mutattak érzékenységet fatbontasi paraméterre, ami az
entropiaértékek stabilitasat és konvergenciajat mutatja. Bér a hozzdadott zaj megndveli a
sokasagokra kapott entropiaértékeket, varhatéan nem valtoztatia medispterdzok
pontossagat, hiszen a varianciaja kisebb, mint a racson végzett mintavételezés altal okozott
zaj. A degeneralt mintahalmaz problémaja nem merilt fel az MD sokasagok esetén, ahol az

r = 1 értéket hasznaltam.

37



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2011.001

3.7. Fehérjemodellek

A kisérletileg megoldott fehérjeszerkezetek felbontdsa széles skéalan mozog.
Membranfehérjék esetén a kristalyositds nehézségei miatt kiilondsen kevés atomi felbontasu
szerkezet all rendelkezésre, mas szerkezetvizsgalati médszerekkel pedig ekkofa méret
rendszerek altalaban nem, vagy nagyon nehezen vizsgalhatoak (a membranfehérjék tipikusan
nagyok, és szerkezetilk nagyon érzékeny a biokémiai kérnyezetre). A molekularis biolégia
alapveb dogmaja, hogy a fehérje szekvenciaja meghatarozgaeekezetét, ezek alapjan
feltételezhet, hogy hasonlo szekvenciaju fehérjék szerkezetenhas@mennyiben tehat van
egy mar megoldott szerketetehérje, amely nagyfoka szekvenciatiasonlosagomutat a
vizsgalni kivant fehérjénkkel, akkor az ismeretlen szerkezet felépitéséhez hasznalhatjuk
kiindulopontként a mar ismert szerkezetet (ez az un. templat), ez a homoldgiamodellezés [98-
100]. A hasonlésag megallapitasanak és a szerkezet felépitésének kiinduldpontja a két fehérje
szekvenciaillesztése. A szekvenciaillesztés olyan biologiai probléma, amely soran két vagy
tobb fehérjeben az egyméasnak funkcionalisan és/vagy szerkezetileg néegfelel
aminosavparokat keressiik. A legjobb egyezés megallapitdsahoz mas informacioé hianyaban
az aminosavak egymashoz valé biokémiai hasonlésagéat veszik alapul, ekkor az optimalis
illesztés megallapitasa matematikai probléma. Az optimalis illesztés megallapitasara tobbféle
biologiai modell és algoritmus Iétezik [101-104].

A homolégian alapulé szerkezetépitésre szintén sokféle moédszer létezik, amelyek
koézul munkdmban az igen elterjedt MODELLER nevii programot hasznaltam [105, 106]. A
MODELLER szekvenciaillesztés alapjan automatikus modellépitésre képes. A modell alapjat
azok az atomok képezik a templat szerkezetbél, amelyeknek van mggfelt ismeretlen
szerkezei fehérjében a szekvenciaillesztés alapjan. A hidmyamok kiegészitésre kertlnek
a CHARMM force-field altal meghatarozott kotéshosszak és kotésszogek alapjan. Az igy
kapott kezdeti szerkezet ezutan toébb lépésben optimalizalasra keril. Az optimalizalas célja,
hogy az adott bemeneti adatok (szekvenciaillesztés, templat szerkezet) alapjan megtalaljuk a
legvalészinibb kaphatd fehérjeszerkezetet. A valdsziniség kiszamitasahoz kilénboz
geometriai paraméterek (pl..&C, tavolsagok, kdtéshosszak és kotésszogek, torzidés szogek)
eloszlasfliggvényét hasznaljak, amelyeket feltételes valdsziniségekként fejezhetliink ki a
kovetke® alakban:

p(x|ab,....,c) (57)
ahol a, b, ...,c ismert, x pedig az ismeretlen paraméter. Ezeket a fliggvényeket a

MODELLER kényszereknekréstrain) nevezi, és ismert szerkezehhomoldg fehérjeparok
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és -tripletek alapjan szarmaztatjlet [107]. A felhasznalk és a megjoslasahoz hasznalt
a, b, ...,c paraméterek megvalasztasakor igyekeznek figyelembe venni az egyes
fehérjeszerkezeteken belll taldlhaté korrelaciokat, és a homolog aminosavak kozottieket is.
Az a, b, ..., cparaméterek geometriai €s szekvencialis jeltdmizegyarant tartalmazhatnak.
Az 0sszes eloszlasfuggvény kombinalasaval kapott valoszititisegg-flggvény negativ
logaritmusa egy effektiv szabadenergia jdilegennyiséget hataroz meg,

F=-Inp (58)
amelyet a MODELLERbbjective functionek nevez. Azbjective functiorminimalizalaséara
a MODELLER ebsz6r az an.variable target functionmdédszerrel (VTFM) végez tobb
iteraciot, amely soran fokozatosan egyre tdsmyszertvesz figyelembe, amelyeket a
konjugalt gradiensek modszerrel minimalizal. Ezutan az optimalizalt szerkezet finomitasara a
MODELLER tdbb lIépésben molekularis dinamikaval szimuldkdzelést végez, igy alleh

végleges szerkezet [107].

3.8. ABC fehérjék molekularis dinamikai szimulacidja

Az ATP Kkicserélés hatasanak vizsgalatdra végzett szimuladcibkhoz a Sav1866
bakterialis ABC exporter fehérje ,alul zart”, ADP kotott konfoacioban kristélyositott
rontgendiffrakcidos szerkezew@bindultam ki (PDB ID: 2HYD). Ez a szerkezet, bar
bakterialis eredét fehérjét ir le, mégis fontos, mert az egyetlen rendelkezésre allé szerkezet
telles ABC exporterek nukleotidkotott konformaciojar@z ATP eballitasahoz az MJ0796
NBD dimer szerkezetéb (PDB ID: 1L2T) a vele egyutt kristalyositott ATP molekula
foszfat csoportjat és a megkdotott Mgont vettem &t a Savl866 szerkezetbe, a fehérjék
egymasra illesztése utan. Ezzel a mddszerrel allitotténa elupla ATP kotott Sav1866
ATP/ATP szerkezetet és az egyik &delyen ATP-t, masikon ADP-t tartalmaz6 Sav1866
ATP/ADP szerkezetet is. Mindkét rendszeren energiaminimalizalast hajtottam végre az ATP
és a fehérje—ATP kontaktusok geometrigjanak optimalizalasara. A minimaliz&téstpast
descentmodszerrel végeztem, és konvergaltnak tekintettem, amikor a dfeftgximalis
atomi et (emtol) 500 kJ mol' nm* ala csokkent [88]. A membranba agyazashoz a
késbbiekben az igy kapott szerkezeteket hasznaltam.

Az apo és holo szerkezetek dinamikai 0sszehasonlitAisahoz olyan fehérjére volt
szikség, amelgt mindkét konformaciéban elérléietatomi felbontasu szerkezet. Jelenleg
ilyen szerkezetek nem érbigtel, ezért a humadn MDR1 fehérje mindkét konformacioban
felépitett homologiamodelljeit hasznaltam. A holo allapot modellie a Savii86@rialis

fehérje szerkezete alapjan készilt [108], és Wiese és munkatarsai bocsatottak
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rendelkezésemre. Az apo modellt a MODELLER 9v7 program segitségével az egér MDR3
szerkezet (PDB ID: 3G5U) alapjan épitettem. A szekvenciaillesztést a Clugtal\\d
program [101] alapbeéllitasaival végezve a szekvencialis azonossag 88,4% volt a két fehérje
kozott. A feheérjek szekvenciait a 3G5U PDB modellbél, illetve a Wiese és munkatarsai altal
rendelkezésre bocsatott fehérjeszerkezetbsél vettem. Ez utdbbi megfelelt az UniProt
adatbazisban szerépMDR1_HUMAN szekvencia 36—-630 és 696-1275 kozogiGdak. A

két ABC alegység kozotti kb. 60 aminosav hosszUsagu 6sézgidter) régié a modellben

nem szerepelt. A modellépitéshez hasznalt szekvenciaillesztés a 6. abran lathatd. Egy-egy
aminosavnyi eltérés a két szekvencia kozott egyenletesen elszortan talalhaté, a nagyobb
kulonbségek pedigofeg az extracellularis hurkok terileteire esnek (HRADfehérjében az
UniProt alapjan ezek a 73-119, 210-215, 318-325, 732-756, 875-936, 958-973 poziciok).
A MODELLER az automatikus modellépités kozben tolimatlt is 1étrehoz, amelyek kozil
végleges modellként aabjective function altal legjobbnak mondott szerkezetet valasztottam.
Az apo modellben csak azokat az oldallancokat épitettem meg, amelyeket a holo modell is
tartalmazott.

3G5U/33-1270 33 VSVLT AG R L VA | D S SV VS - --KNS MSEADKRAMEFE A 101
mdr1_human/36-1275 36 - -MFS SN K Vv AG \ E | NA LEDLMSN I RSDINDTGFEM 105
3G5U/33-1270 102 K E T T v QK N 178
mdr1_human/36-1275 106 N D R S VA KQ R 177
Al G | Gl H 245
S T \ AV L 249
3G5U/33-1270 246 N L M S 317
mdr1_human/36-1275 250 K | I T 321
3G5U/33-1270 318 1 SK N \2 F Q 389
mdr1_human/36-1275 322 LSG S | Y K 393
3G5U/33-1270 390 FKN I Q K LD | Y 461
mdr1_human/36-1275 394 FRNV K Q TE \ F 465
3G5U/33-1270 462 D Q 533
mdr1_human/36-1275 466 N K 537
3G5U/33-1270 534 Al E G Q 605
mdr1_human/36-1275 538 \" K D K 609
3G5U/33-1270 606 R MT
mdr1_human/36-1275 610 K ™
3G5U/33-1270 NGGP Q
mdr1_human/36-1275 RI1DD K

3G5U/33-1270
mdr1_human/36-1275

3G5U/33-1270 S 893

3G5U/33-1270 AMK: \2 AA TQQ 965

s nomande 1275 S\ KAH | FGITF SETGAMMYE SYAGC FAFGAYLVAS <LM oo

3G5U/33-1270 966 T N | TV S R E Q K M QF SG! 1037

it nunands 1275370 SEEOMELMESAVVEGAMAMAAYSSFEARBYAKAK | SAAH L IviI | EKTRL | DSYSNE GLMENT LEGNY T FG M 10t

3G5U/33-1270 1038 S M SVF Q QL 1109

e uman3s:1275 1114 GIVSGERILFDOS | AENI AYGBNSAVVSCEE I VRAAKEANIH AR |ESLENKYS T VODKATALSGAAKAR A 1155

o Rumands 275 1165 | ARALVAGRH | LLLDEAT SALDTESEKVVAEAL KAREGRTS 1V 1 AHRLST | QABL | Y\ GNGH VKEHGTH 1267

3G5U/33-1270 1254 _ 1270

mdr1_human/36-1275 1258 A 1275
6. dbra. A human MDR1 fehérje apo homolégiamodelljének megépitéséhez hasznalt szekvenciaillesztés.
Az abran a templatként hasznalt egér MDR3 szekvencia (PDB ID: 3G5U) és a human MDR1 szekvencia
(,mdrl_human”) illesztése lathatdé. A megegyemninosavakat kék hattér jeloli. A két ABC alegység kozotti

Osszekdi régiot (hMDR1: 631-695 aminosavak) nem tartalmazta egyik szerkezet sem. A két szekvencia kozotti
nagyobb kilonbségek az extracellularis hurkok terileteire esnek.

3G5U/33-1270 174
mdr1_human/36-1275 178
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A membranszimulaciokhoz a fehérjeszerkezeteket egy egyensulyba hozott, explicit
vizmolekulakkal szolvatalt lipid keisrétegbe illesztettem. A membran ketisréteg
koordinatait a [109] referenciahoz tartozd kiegészhyagbdl gupplementary material
vettem. Ebbélx ésy iranyban a membran duplazasavaljranyban pedig vizzel valo
kitdltéssel nyertem egy kb. 125x125x180 A nagysagi membran—viz rendszert, amelyet 20 ns
idétartama szimulacioval Ujra egyensulyba hoztam. Aéfgg membranba ésrégiét a
TMDET [110] és a HMMTOP [111] mOdszerekkel is megjosoltam, a kiléhboz
szekvencidkra és szerkezetekre kapott eredmények az 1. tablazatban lathatoak. A
fehérjeszerkezetet végil kézi pozicionalassal illesztettem gy, hogy a josolt transzmembran
szakaszok membranba esése a telegijobban teljesiljon. A beillesztésnél lgyeltermaa
hogy az N-terminalis amfipatikus un. konyokhélixek a membrart elsletére fekudjenek
fel. A fehérjével sztérikusan Utk®Zpid- és vizmolekulakat ezutangenbox programmal

eltavolitottam.

Sav1866

TMH1 TMH2 TMH3 TMH4 TMH5 TMH6
HMMTOP, 2HYD 17-41 60-79 134-158 163-182 246-270 275-294
TMDET, 2HYD, ,A” lanc 12-36 62-88 133-158 161-183 241-265 284-305
TMDET, 2HYD, ,,B” lanc 12-36 61-88 133-157 161-183 241-265 283-305

hMDR1
Els6 ABC alegység TMH1 TMH2 TMH3 TMH4 TMH5 TMH6
HMMTOP, UniProt 49-73 117-141 190-209 214-233 299-323 328-352
HMMTOP, modell 49-73 117-141 190-209 214-233 299-322 331-355
TMDET, holo modell 49-71 114-136 187-209 212-232 296-316 334-353
TMDET, apo modell 49-70 117-135 190-208 218-235 297-314 333-349
Masodik ABC alegység TMH7 TMH8 TMH9 TMH10 TMH11 TMH12
HMMTOP, UniProt 710-733 754-778 833-852 857-874 935-957 974-996
HMMTOP, modell 711-735 754-778 833-852 857-874 937-954 975-999
TMDET, holo modell 709-731 752-777 830-851 855-876 938-957 978-996
TMDET, apo modell 713-733 755-773 834-853 855-873 939-957 975-993
mMDR3

Els6 ABC alegység TMH1 TMH2 TMH3 TMH4 TMH5 TMH6
HMMTOP, UniProt 48-71 115-137 186-205 210-229 295-318 323-342
HMMTOP, 3G5U 50-72 115-137 186-205 210-229 295-318 323-342
TMDET, 3G5U ,,A” lanc 48-69 113-131 186-204 214-232 293-310 329-345
Masodik ABC alegység TMH7 TMH8 TMH9 TMH10 TMH11 TMH12
HMMTOP, UniProt 706-729 750-774 829-848 853-870 934-953 970-992
HMMTOP, 3G5U 706-729 750-774 829-848 853-870 934-953 970-992
TMDET, 3G5U ,,A” lanc 708-729 752-769 830-849 851-869 935-953 971-988

1. tablazat. Kulonbo® mddszerekkel josolt transzmembran régiok az egyes ABC fehérjékben.A

HMMTOP szekvenciaalapu joslast végez, a TMDET modszer pedig térbeli szerkezet alapjan josol. A médszer
mellett a bemeneti adatok forrdsa van megjel6lve; UniProt: a fehérje szekvencigja az UniProt adatbazis alapjan,
2HYD, 3G5U: a felhasznalt fehérjeszerkezetek PDB kédjai és lancazonositéja, a hMDR1 fehérje
homolégiamodelljei esetén a modell szekvencigja és konformaci6ja van feltintetve. A kétféle modszer éltal
adott szakaszok nagyjabol egybeesnek, de a szerkezetalapu predikcié a membréanba illesztéskor tipikusan jobban
megvalosithato volt.
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A telijes rendszer toltését a toltéssjelés| fiiggsen N& vagy CI ellenionok
elhelyezésével semlegesitettem, gani on program segitségével. Az igy szolvatélt
rendszereken éz0r energiaminimalizalast hajtottam végre a nuld&otott Sav1866
szerkezetek 8Allitasanal irt médon. Ezutan tobb Iéfdmsn rovid MD szimulaciokat
végeztem a fehérje-lipid és fehérje—viz felszinek optimalizélasara. A fehérje atomjait
kezdetben egy 1000 kJ mbhmi? eallandéji harmonikus potenciallal kététtem a kiirédil
koordinataihoz, amelyet az egyes szimulaciok kozott 250 kI'moi? [épésekben
csokkentettem. Az alsszimulacio 20 ns, a tovabbiak 200 ps idétartamuak voltak.
szamitasokhoz felhasznalt szimulaciékban a fehérje mar korlatozasok nélkil mozoghatott.

A Sav1866 rendszerek esetén POPC (palmitoil-oleoil-foszfatidilkolinysétieget, a
Gb53a6 force-fieldet és fellletifesziiltség-csatolésur(f ace- t ensi on) alkalmaztam, &
iranyl kompresszibilitds 4,5-T0bar* volt. Mindkét rendszer eseténsstér két 100 ns
idétartamu szimuléciot végeztem, majd a mintavételgaedsara tovabbi harom 50 ns
idétartamut, igy mindkét rendszer esetén a tovabbi g&aaokra 6sszesen 6t szimulaciébol
kapott adatokat hasznaltam fel. Az MDR1 rendszerek esetéen DPPC (dipalmitoil-
foszfatidilkolin) kettsréteget hasznaltam, allando fellleti feszlltségst, a z iranyd
kompresszibilitast nullara allitottam. Bar a POPC lipidekbél allékedteg gyakori modellje
a sejtmembrannak, a DPPC-t itt a hMDR1 apo szerkezet POPC-ben mutatott instabilitdsa
miatt valasztottam. A DPPC molekulak telitettek, igy képesek a teljesen nyujtott konformacio
felvételére. Ez merevebb membrant hoz létre, @raifehérjeszerkezet stabilizalasat vartam,
amellett, hogy eleve stabil fehérjeszerkezet esetén a kétféle membran hasznalata nem okoz
szamottevé kulonbséget [71]Az apo hMDR1 rendszerrel egy 100 ns, a holo hMDR1
rendszerrel harom 100 ns, az eredeti egér MDRS3 kristalybeli szerkezettel pedig egy 70 ns
idétartamu szimulaciot vegeztem. Az allando felules#iltséggel végzett szimulaciokban
nulla fellleti feszlltséget hasznaltam. A hMDR1 holo szerkezettel POP&rietgben,
részlegesen izotrops €m i sot r opi ¢) nyomascsatolassal is végeztem egy 100 ns hosszu
szimulaciot. Ebben az esetben 1 bar kdrnyezeti nyomast=e% ps csatolasi allandét
hasznaltam, a kompresszibilitdsra a lipidréteg sikjabay) (4,5:10° bar® értéket, az
iranyban pedig nullat allitottam be. Mindegyik szimulacio esetén a termosztalashoz a
korrigalt sebességatskalazasel oci ty-rescal e) modszerét é§ =310 K referencia-
hémérsékletet valasztottan tavoli (long rangé elektrosztatikus kdlcsonhatasokat a PME
(Particle-Mesh Ewald, [88]) modszerrel szamoltam, a Coulomb- és van der Wikabsea

szomszédsagi listanéighbor lis) szamitasakor hasznéalt levagasi tavolsagot 10 A-re
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allitottam. A szimulaciohoz periodikus peremfelléket alkalmaztam mindhéaronx, (y, 2)
koordinadta mentén. A szolvatalt rendszeretkésdzitését, az energiaminimalizalast és a
molekularis dinamikai szimulaciokat a GROMOS96 G53ae-fielddel és a GROMACS
programcsomag 4.0.3 verziojaval végeztem a University of North Carolina (Chapel Hill)
szamitokozpontjaban, 4x SDR InfiniBand 6sszekottetéssel ellatott, 2,3 GHz orajelen futo Intel
E5345 négymagos processzort tartalmazd szamitogépeken. Egy MD szimulacio 128
szamitasi magon parhuzamositva futott, egy 100 ns idétartamu szimulacio tipikus futasi ideje
kb. 10 nap volt.

A lipid kettésréteg analiziséhez sajat, Python nyelven irt sekg hasznaltam. Az
egy lipid fejcsoportra éstertilet meghatarozasahoz a lipid fejcsoportok fasebmijainak
pozicidit a membran sikjara vetitettem, ezek jelképezték az egyes lipidmolekuldk pozicioit.
Ezutan kiszamoltam a fehérje membranb&részének bennfoglalo téglalapjat. A membran
ezen kivul e8 tertletének kétszeresét elosztottam az ezen tenikévil e lipidmolekulak
szdmaval. Az igy kapott értéket vettem az egy lipidmolekulataersiletnek. A kétszeres
szorzora a két lipidréteg figyelembevétele miatt volt szikség. A lipidréteg vastagsagét a fels
és also lipidrétegben levé fejcsoport-foszforatomok atlagksordinatainak kulonbségekent
szamoltam Ki.

A fehérje szerkezeti stabilitdsdnak kovetésére a trajektoriabeli szerkezgtek C
atomjainak atlagos négyzetes gyok eltérését (RMSD) szamoltam ki a kezdeti szerkezethez

N
RMSD= /ide (59)
N =

0sszefluggés segitségével, ahahzlegymasnak megfeteC, atomok tavolsaga.

képest az

A vizsgalt fehérjék kollektiv mozgasainak kiszadmitdsara az un. esszenciélis dinamikai
(essential dynami¢sanalizist alkalmaztam [112]. Ennek soran a tomegekkel sulyozott atomi
koordinatak kovarianciamatrixanakkibomponenseit szamoljuk ki, amelyek a rendszer egy-
egy, linearisan fuggetlen (nem korrelalt) vibracios modusnak megfelehozdulasvektort
adjak meg. ToObb fehérje esetén is megmutattak, hogy a funkcié szempontjabdl relevans
mozgasok pusztan néhany, un. esszencialis médus altal kifeszitett altérben térténnek [112,
113]. ABC exporterek esetén az &altalam vizsgalni kivant mozgas a holo és az apo
konformacio kozotti atmenet, amelyet a

N, =F, —F (60)

i i,apo - i,holo
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elmozdulasvektorral jellemeztem, ahgl,, ésT,,, a fehérjei. aminosavjahoz tartoz6,C

i,holo
atom pozicidja az apo és a holo szerkezetben. Az atmenethez szikséges és a kollektiv
modusokbdl kapott elmozdulasvektorok egybeesését az un. atfedédn) faktorokkal

[114] jellemeztem, amelyet a kodusra az

3 A7
|k = N IZ]]:/Z N 1/2
(Zm] (ZAﬁZ]
= =

Osszefuiggés definial, ahoh, a k. modushoz tartozGAr, pedig a konforméacios atmenethez

(61)

tartoz6 elmozdulasvektor. Elképzellehogy az esszencidlis alteret nem egy, hanem tébb
mozgasi modus fesziti ki. Az ilyen, kombinalt moédusok elmozdulasvektorat az alabbi

képlettel definialjuk:

m =JAm+JAm + .+ fAm, (62)

ahol A a k. modushoz tartozé sajatérték, aminek négyzetgyoke a moédus amplitudojaval
aranyos. Az esszencialis altér meghatarozdsahoz ezutam legnagyobb atfedéssel
rendelked mddus kombinacidjara is kiszamoltam az atfedésiofakés azt a kombinacioét
valasztottam, amelyre ez maximalis. Az ezen modusok kombinacioja altal meghatarozott
elmozdulas tehat az, amely leginkabb egybeesik az apo—holo atmenet iranyaval. A human
MDR1 fehérje esetén a kovarianciamatrix kiszamitasétt eh trajektoriabol kapott
szerkezeteket a transzmembran hélixek mentén egymasra illesztettem. Az illesztéshez
hasznalt szakaszok a Leu49-Gly73, Tyrll7-Gly141, 1le190-Thr209, Leu214-Ala233,
lle299-Ser323, 1le328-11e352, Pro709-Phe732, Asn753-Phe777, Arg832—Phe851, Leu857—-
Val874, Ala935-Cys956 és Asp973-Ala995 aminosavak voltak. kovarianciamatrix
kiszamitasat, diagonalizalasat és az esszencialis médusok kiszamitasat a GROMACS 4.0.3
programcsomagban megtalalhaté g_covar programmal végeztem.

A trajektoriakbdl kapott konformaciok masodlagos szerkezeti tartalmat a DSSP
programmal becslltem meg [115]. A DSSPRésebr a fehérje dlancan talalhato
hidrogénkotéseket keresi meg az energiajuk alapjan, amelyet geometriai paraméterekbdl
szarmaztat. A hidrogénkotések haldézataban aztan az egyes masodlagos szerkezeti elemeknek
megfeleb mintdzatokat keres, amely alapjan meg tudja alapihogy az egyes aminosavak
milyen masodlagos szerkezeti elemben talalhatbak. Dominans masodlagos szerkezeti
elemnek egy aminosav esetében azt neveztem, amelyben a szimulacios idé legalabb 80%-

aban megtalalhaté. A masodlagos szerkezet analizisében a transzmembran domeéneket a
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kovetkedkepp hataroztam meg: Metl-Asp319 (A és B lanc) SBvEetén, Val35-Asn367

és Ser692—-Glu1009 mMDR3 esetén és Val36—Asn371 és Ser696—Glu1013 hMDR1 esetén.
Az oldGszer altal hozzaférhetfelilet szamitasdhoz a CCP4 csomag SURFACE

programjat hasznéaltam [116, 117], amely egy vizmolekulat reprezentalé 1,4 A sugari gombot

gordit végig a fehérje felszinén, és minden aminosavra kiszamolja a kontaktfelszin nagysagat

a prébagdtmbbel. Az analizist a hMDR1 fehérjében a 141-190, 236—-295, 354-376, 782831,

881-940 és 1005-1020 aminosavak altal definialt intracellularis hurkokon végeztem.

3.9. A kolcsonos informacio

A nukleotidkdty és a transzmembran domeének kozotti lehetségesziaitibdsis
utvonalak felderitéséhez olyan oldallancokat kerestem, amelyeknek a konformacidja és
mozgasa egymassal Osszefugg. Ha egy oldallanc konformacioja egy masik oldallanc
konformaciojatél figg, akkor a kéjtik konformacioja és igy mozgasa is korrelalt legz
egymassal ilyen formaju korrelalt mozgast mutatdé oldallancok alkalmasak arra, hogy az
allosztérikus viselkedés alapjat kepeéanformacios jeleket a fehérjén belll tovabbitsak.
oldallancok mozgasa kozotti korrelacid leirasara a kolcsonds informacio mennyiségét
hasznaltam. A munkam soran a koélcsonds informéciot az egyes fehérjerendszerekre készitett
egyensulyi trajektéridkbdl szarmaztattam a Mutinf moddszer alkalmazasaval. [JA8]
modszerhez tartozé szoftvert a sZelzocsatotta rendelkezésemrdez a médszer a két
oldallanc kozétti kolcsbnds informaciot dket alkotd bel§ koordinaték (torziés szdgek)

kozotti kdlcsonos informacio 6sszegeként szamolja:

.G, )= z z L, (63)

[AC S AR
aholi ésj aminosavakk és| pedig azoket alkoto torzios szdgek. Az, két torzids szdog
kozotti kolcsonos informacid, amelyet a Mutinf mddszer az értékparok hisztogramja és a (28)
O0sszefliggés alapjan szamol ki. A szamitas tovabba tartalmaz korrekciét a véges mintaméretre
vonatkozo6an, és ha a kdlcsonos informécié nem kalonbozik szignifikansan nullatol, a két
valtozot fuggetlennek tekinti.

Esetemben mindkét vizsgalt rendszerre az 5 szimulacios trajektoriabol a 30-50 ns
szimulacios id6kodzotti 10000 szerkezet egyesitésével mindkét mmmds 50000-50000
szerkezetet hasznéltam a szamitasokhoz. Az 06sszes aminosavpar kozil csak azokat
tekintettem jeleriisen korrelaltaknak, amelyek kolcsonds informaciojaghaladta a 3k

ertéket. Ezt a korlatot ugy valasztottam, hogy a jékemorrelaciot mutatd aminosavak
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szama 25-50 kozott legyen. A szamitast a Savl866 ATP/ATP és ATP/ADP rendszerre is
elvégeztem, és az igy kapott aminosavak kdzo6tti dinamikai korrelaciokat grafon abrazoltam.
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4. A konformacids entropia becslése Gauss-keverék

flggvenyek hasznalataval

4.1. Eredmények

4.1.1. A Gauss-keverék modszer

A Gauss-keverék fliggvényeken alapuld, konformacios entrépia becslésére hasznalatos
modszer |étrehozasat az motivalta, hogy létezzen egy olyan koncepcionalisan tiegyszer
atekinthety modszer, amely a nagyobb, sok szabadsagi fokkalehez®d) molekulak
komplex energiafelszineib6l szdrmazé komplikaciokat is képes kezelni. A ségjedet
rendszerint az okozza, hogy a molekula nem egy, jol definialt energiaminimum kordl fluktudl,
hanem nativ allapotaban t6bb, egymashoz energiaban és az allapottérben is kozeli lokalis
energiaminimumot is bejar termikus fluktuaciok kovetkeztében. Az egyes lokalis
minimumhelyek koérnyéke tovabba nem minden esetben irhaté le harmonikus
potencialfiiggvénnyel, vagyis az egyes energiaminimumok kordli fluktuacié is lehet
anharmonikus.

Az Uj modszer Iényege, hogy Gauss-keverek fliggviéagznal a konfiguracios térbeli
siiriség leirasara. A Gauss-keverék fliggvények kilonéildbvaltozos Gauss-fliggvények
sulyozott 6sszegei,

f X9)=z R o(xm,,o,) (64)

K
k=1
aholg(x; my, o) azm kbzéppont koruligi kovarianciamatrixszal jellemzett Gauss-fuggvény,
0 azmy, ok parameéterek 0sszessélepedig a Gauss-komponensek szama. A Gauss-keverek
flggvények segitségével barmilyen sima fliggvényt dkiges pontossaggal meg lehet
kozeliteni [119]. A modszer éldépésben a vizsgalt konformécids sokasagra egy Gauss-
keverék fuggvényt illeszt, majd megbecsli az igy kapott folytonos eloszlas informacios
A Gauss-fuggveny az allanddémérsékleten Brown-mozgéast végharmonikus
oszcillator eloszlasfliiggvénye, és emiatt a Gauss-keverék hasznalata egy természetes
kiterjesztése az eredeti kvaziharmonikus modszernek. A Gauss-keverék modszer kozvetlendl
belss koordinatakkal dolgozik, ezért nem haszrékoimponens-analizist vagy a marginalis

valosziriségsriségeket. A maoddszert Metropolis-féle Monte Carlo (MC) és molekuléaris

a7



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2011.001

“ sz

dinamikai (MD) mintavételezéssel daallitott kanonikus sokasagok entropidjanak
kiszamoléséara alkalmaztam.

A vizsgalt kismolekulak konforméciés térbeli eloszlasat (64) alaki Gauss-keverék
fuggvényekkel kozelitettem, amelynek paramétereit a konformacios mintabol szarmaztattam.
Egy adott konforméaciés sokas&gelemeire (= 1...n a mintdk szama, azphalmaztX-szel
jeloljuk) a kozeli6 Gauss-keverék flggvényt a legnagyobb valdsziniiség moédszerével
(maximum likelihood estimation, MLE) illesztettem. @& paraméterek valdszintségét
(likelihoodjat) a megfigyelt adatpontok fliggvenyében a kovékémpen irhatjuk fel:

AEIX)=[] F(16)=[]2 Rexim.c0) (©5)
ahol f (x |#) annak a valésziisége, hogy & paraméterekkel jellemzett modell az
adatpontot generalja. Ha a Gauss-keverék csak egyetlen komponenst tartalmazna, akkor az
illesztés viszonylag egysZetenne, azonban tobb komponens esetpnsailyok ismeretének
hianya a feladatot megneheziti. Ezértikeelihood maximalizaldsara az Urexpectation
maximizationEM) modszert alkalmaztam [120], amelyet hianyos adatokbol tHiécslésre
dolgoztak ki. A hianyz6 adat ebben az esetben az, hogy melyik yaZsaziss-komponens,
amelyik az adotty;, adatpontot generdlta. Ez 4%} =Y adathalmaz kozvetlenil nem
megfigyelhed, de ad paraméterek és az adatpontok ismeretében az eloszlasfiggvénye
kiszamithato.

Az EM algoritmus soran két |épts iteraciot végzink a modell paramétereit
fokozatosan finomitva. Az dislépésben kiszamoljuk a ldikelihood fliggvény varhato
értékét a hianyzé adatok rekonstrualasaval (ghectation stepa jelenlegid? paraméterek
alapjan:

HInA @] X,Y)|X,87)=
=3 (M (X[ y8)P(y| X.87)=Q(@]6") (66)
y

ahol azy={y;, i =1...n} vektor 6sszes lehetséges értékére Osszegzink. Aké&idrood
flggvény behelyettesitése utan ez a kifejezés
) K n . .
QE16")=> > (In pax:m.o))p" ki) (67)
k=1i=1
forméjlra egyszésithet, ahol egyp?(k | i) = P§; = k| %, 6%) érték annak a valésZisége,
hogy az x; adatpontot ak. komponens generalta. Ezek az un. tagséagmnibership
valésziiségek csak a megfigyelt adatoktdl és az aktullliparaméterekt fiilggenek, és

kiszamithatok:
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P K |i) =~ I RE O HURN ) (68)
2 BRI gOm? o)

k'=1
Az EM algoritmus masodik Iépése a maximalizacié (,Miaximization step), amely soran
kiszamoljuk az uj, legvaldszintibbparamétereket

69*Y = argmaxQ(@|6") (69)
g
Ez a lokélis maximumbhely szintén kiszamithato a (73) és (74) dsszefliggések alapjan:
2 PPkl
rnlgj‘fl) — =1 (70)
PR D
i=1
2. B(H O nf)(x=mP)T
O-IEI""l) — =1 . (71)
> PP ki)
i=1
o 18, ]
P =22 P K li) (72)
i=1

A konvergencia megallapitdsargoa m., ok paraméterek valtozasat kovettem, és a

konvergencia feltételeként azt fogadtam el, amikor két egymast ékGvetaciora a
| p0 = pP| <10, | - m{| <10 és |0 - 0P| <10 korlatok teljesiiltek minden

k értékre.

Az 0sszes szamitas esetén a Gauss-komponensek sgaftavolt. Azmy kezdeti
értékeit aknmeans++ klaszterezési algoritmus alapjan valasztottam meg [12(] kezdeti
ertékeit az egyenletes eloszlasnak medfetelvettem, ack kezdeti értékeit pedig a (71)
Osszefluggés alapjan szamoltam. Az illesztés konvergenciaja részletesen a 4.2. fejezetben
kerdl targyalasra.
modszerrel szamoltam ki [122]. A Huber-féle modszer az egyes Gauss-komponensek
k6zéppontjanak kornyekén a tdbbi komponens jarulékat egy masadregtbr-sorfejtéssel
kozeliti, igy a kozelitett érték analitikusan kiszamithatdé. Az eredeti mddszer tartalmaz egy
leirdst a pontossag novelésére is az egyes Gauss-komponensek tovabbi komponensekre
tortéerd felbontasaval, de ezt nem valGsitottam meg, mert a szamitott entropiaértékek

pontossaga enélkil is megféleék bizonyult. A kneans++ klaszterezést, az EM
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algoritmust és az entropia kdzélkiszamitasat Octave szkript formajaban valositottaag,
a futtatashoz az Octave 3.0.1 verzidjat hasznaltam.

A modszert 6t kilonbdyg kisméreti peptidet tartalmazo rendszeren teszteltem, és a
kapott eredményeket 0Osszehasonlitottam mas, mar ¢létemdszerekkel kapott
eredményekkel. Az dsszehasonlitas kedvéért az irodalomban megtalalhatdo négy masik, az
entropia becslésére kifejlesztett mddszert is megvalodsitottam: az eredeti Karplus és Kushick-
féle kvaziharmonikus médszert [18], a Schlitter-féle kovarianciamatrix-alapt modszert [19], a
Wang és Briischweiler-féle 2D entropia modszerét [34], és Numata €s munkatarsai modszerét
[25].

4.1.2. Molekularis tesztrendszerek generalasa

A modszer teszteléséhez, az irodalomban talalhaté mas entrépiaszamoldé modszerekkel
valoé 6sszehasonlitasahoz olyan molekularis tesztrendszereket kerestem, amelyekikismeéret
és energiafelszinik elég tagolt ahhoz, hogy a nagythéeedszerek jellegeit mutassak (pl.
tbbbsz6rds, anharmonikus energiamedencék). A jovobeli, fehérjekre valé alkalmazhatosag
elokészitésére ezek alapjan otféle, kisnméneeptidekbsl all6 tesztrendszert hoztam létre,
amelyek kdzott szerepelnek olyan peptidek is, melyeknek oldallancai tébb rotamer allapotot is
felvehetnek. A vizsgalatban hasznalt 6t molekula az, M&a-Val-Ala, Ace-lle-Nme, Ace-
Val-Nme, Va} peptid volt, amelyek 4, 5, 4, 3 és 4 elforgathaté kotessel rendelkeznek (7.

abra).

ala3 ala-val-ala

7. abra. A konformacios sokasagok generalasahoz kivalasztott kisméiigbeptidek és peptidszarmazékok.

A kivalasztott molekulak az Ala(,ala3”), Ala-Val-Ala (,ala-val-ala”), Ace-lle-Nme (,ile”), Ace-Val-Nme

(,val”) és Vah (,val2"). A peptidek végei minden esetben semlegesek. Az egyesitett szénatomokat sziirke, az
oxigén és nitrogénatomokat fekete, a hidrogéneket fehér szin jeldli. A szabadsagi fokokatllegathato

torzios szogeket nyilak jelzik.
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Osszehasonlitasi alapként mindegyik tesztrendszernek kiszamoltam az egzakt
konfiguraciés entrépiajat a statisztikus fizikAban hasznalatos definicié segitségével. A
szamolashoz é&éllitottam mindegyik rendszer an. teljgsonforméaciohalmazata bel$
koordinatak terében valo uniform és szisztematikus mintavételezésével. A modszerek
bemeneti adataként mindegyik rendszerre harom kanonikus sokasagot hoztam |étrét Az els
a teljes konformaciohalmazbdkzarmazé Monte Carlo (MC) mintavételezéssel kaptam
tovdbbiakban MC sokasdg). Az MC sokasagban tehat a tetjesormaciohalmaz
goallitasanak megfeléen csak az elforgathatd kotések torzios szogei éekermig a
kotésszogek és kotéshosszak allandéd értéken maradtak. Igy az ebbsl a sokasagbdl szamolt
entropiaértékek megfelelnek és kdzvetleniul 6sszehasonlithatdak az egzakt szamitasbdl kapott
értékekkel. A gyakorlatban azonban a nagyobb rédgiomolekuldkra &ltalaban
molekuladinamikai (MD) szimulacioval hoznak Iétre konformacios sokasagokat, amely soran
a molekulat flexibilisen kezelik, vagyis a kotésszégek és koteshosszak valtozhatnak. Ez
azonban noveli a rendszer szabadsagi fokainak a szaméat. Az MC sokasagok mellett fontos,
hogy az entropiabedsimodszereket valédi MD sokasagokon is teszteljikrtemind az 6t
tesztrendszerhez generaltam két 10 ns hosszusagu MD trajektériat, amelyek egyenként 10000
konformaciot tartalmaztak. Az egyik trajektoriat kényszerek nélkali MD szimulacio
segitségével készitettem (,MD/Unc” sokasag), igy mind a kotéshosszak, mind a kotésszdgek
flexibilisen véltozhattak. A masik szimulacié esetében a kbétéshosszak nagysagat a LINCS
algoritmus segitségével alland6 értéken tartottam (,MD/LINCS” sokasag), a kotésszogek

pedig valtozhattak.

4.1.3. Az egzakt konfiguraciés entropia es allapotdsszeg kiszamitasa

A kulénb6z modszerek pontossaganak értékelése eérdekében nméeneékként
definialtam a rendszerek egzakt konfiguracios entropidjat. Ez az egzakt érték az entrépia, az
atlagos energia illetve az allapotdsszeg statisztikus fizikai definicidja alapjan numerikus
integralassal kiszamolhatd az (54)—(56) 0Osszefiiggések segitségével. Az integralas
alappontjaiként &onformaciok teljes halmazat hasznaltam, amely egy adott malekuflO—

60 millié diszkrét allapotbdl tevédott 6ssze a szabadsagi fokoks(kelsrdinatak) szamatol
fuggoen. Az igy kapott konfiguraciés allapotosszety) (értékei tdbb nagysagrendet is
atfogtak 3,843-t6l 1,7197-1Big, az atlagos energias>) pedig kisebb variaciékat mutatott
-62,75 és 22,97 kJ modlkozott. A rendszerek teljes, egzakt konfiguréaciés entrépiaja 107 és
172 J K mol'* kdzé esett (2. tablazat).
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Rendszer Z4 <Eg> (kI mol) | Seact(d KT mol™))
ala3 1.9208 x 10 1.491124 154.668
ala-val-ala 3.0435 x 0 3.025460 172.497
ile 3.0666 x 18 -61.497609 137.602
val 1.7197 x 18 -62.751832 107.415
val2 3.8430 22.956057 133.820

2. tablazat. A konfiguracios allapotosszegZ(), az atlagos energia (Eg>) és az egzakt konfiguraciés
entropia (Sexac) €rtéke a vizsgalt molekularis rendszerekre. Az igy kapott egzakt entropia szerepelt
0sszehasonlitasi alapként a toébbi entropiaszamold modszer értékelésére.

4.1.4. Monte Carlo mintavételezett sokasagok entropiaja

A teljes konformaciohalmazMonte Carlo (MC) mintavételezésével kanonikus
sokasagokat allitottam &lminden egyes tesztmolekulara. Ezek az adatkékzeppenként
100000konformaciobolalltak mind az 6t rendszerre. A mintavételezés/kogenciajanak és
lefedésének ellendrzésére a teljesformaciohalmazsegitségével kiszamitottam a ldels
koordinatadk egzakt margindlis eloszlasat. Ez az egzakt eloszlas kivald egyezést mutatott az
MC sokasagban vald d@brdulasi valdsziniségekkel, ami azt mutatja, hogy szabalyos
kanonikus sokasag keletkezett a mintavételezés soran. Az entropiaszamolé modszereknek igy
az MC sokasagok alapjan tudniuk kell reprodukalni az egyes rendszerek egzakt konformacios

Az MC sokasagra a kulonb&maodszerekkel kiszamolt és az egzakt entropiaéredkek
a 3. tdblazat foglalja 6ssze. A tablazat alapjan lathatd, hogy a Gauss-keverék alapu modszer
altal szamolt ertekekS{aussmiy) kivald egyezést mutatnak az egzakt értekekisl.d), az
atlagos eltérés mindossze 2%. A legkisebb eltérés az ,ala-val-ala” rendszer esetében (0,03%),
a legnagyobb pedig a ,val” rendszer esetében volt tapasztalhatd (5,76%). Az dsszes tobbi
modszer altal adott entropiaérték mind lényegesen nagyobb eltérést mutat az egzékt értékt
az atlagos eltérés 10 és 40% kozé esik.

A varakozasoknak megfet@n a Karplus és Kushick-féle kvaziharmonikus maédszer
szisztematikusan tulbecsuli a valodi értéket [19], bar az atlagos eltérése az egzalt értékt
viszonylag kicsi (10,4%).

A Schlitter-féle médszer Descartes-koordinatakat hasznal & kaetsdinatak (torzids
szdgek) helyett, ezt a modszert kétféle verzibban valositottam meg. Aeselben az 6sszes
atom koordinatéja szerepelt a mdédszer bemeneteBemiitras), a masodikban viszont csak
azok az atomok, amelyek a helkoordinatdkat definidlo torzidés szogeket alkotjak

(SschiiterrTa). Azt talaltam, hogy az élsverzio az egzaktnal Iényegesen magasabb értékeket a
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s_;aussmix S}H S2D S\Iumata SSchli'(ter/TA SSchlitter/AA

ala3 (Sexact= 155)

Monte Carlo 151 157 135 162 130 229

MD/LINCS 154 167 142 392 204 523

MD/Unc. 164 168 131 418 212 536
ala-val-ala (Sixact= 172)

Monte Carlo 173 188 144 191 146 247

MD/LINCS 193 216 170 414 267 568

MD/Unc. 130 134 75 463 256 577
ile (&xact: 138)

Monte Carlo 139 158 125 107 133 177

MD/LINCS 155 172 141 204 191 339

MD/Unc. 153 167 150 242 191 338
val (Sexact= 107)

Monte Carlo 101 114 96 77 82 121

MD/LINCS 114 125 103 182 128 275

MD/Unc. 112 127 99 189 136 289
val2 (Suxact= 134)

Monte Carlo 135 161 95 105 175 224

MD/LINCS 155 172 124 317 236 468

MD/Unc. 156 177 131 326 255 499
atlagos eltéréS, acrtol

Monte Carlo 2,04% 10,36% 15,60% 17,54% 17,77% 39,97%

3. tblazat. Az 6t molekularis tesztrendszer entropidja (J K mol™) kiilonbzé médszerekkel szamolva A

Monte Carlo sokasagokra kapott eredményeken kivill a tablazatban szerepelnek az MD/LINCS sokasagra
(molekuladinamika, a kotéshosszak fixen tartva a LINCS algoritmussal) és az MD/Unc sokasagra (kényszerek
nélkdli molekuladinamika, a kétésszégek és kdtéshosszak szabadon valtozhatnak) kapott entropiaértékek is. A
Gauss-keveréken alapulé moédszerrel szamolt entr&gigdsmix jeloli. Az Sy a Karplus és Kushick-féle
kvaziharmonikus modszerrel szamolt értéketSaza Wang és Brischweiler-féle 2D entropia értékét jeldli. Az
Swmata @ Numata és munkatarsai moédszerével szamolt értékeket jeloliSscfgeran €S SschiiterrTa Ertékek a
Schlitter-féle médszerrel szamolt entropiaértéket jelentik, az etetben minden atomot (AA), a masodik
esetben csak az elforgathat6 torzios szégeket meghatarozé atomokat (TA) véve figyelembe a szamitaskor. Az
atlagos eltérések csak az MC sokasagokra lettek kiszamolva, mert a tdbbi sokasag egzakt entrépiaja nem ismert.

(atlagos eltérése 39,97%), mig a masodik szisztematikusan alulbecsli azt (atlagos eltérés
17,77%).

A Wang és Briischweiler-féle 2D entrépia modsz&g) (esetén szintén azt talaltam,
hogy alulbecsli az egzakt értékeket. Ennél a modszernél a kapott értékek azdésban er
flggenek a modszer részeként széreplsavszélesség-paramétérferrol részletek a 3.6.
fejezetben taladlhatok). Az altalam hasznalt= 0,05 érték tekinthét legjobb a priori
becslésnek, és igy az eredmények a 2D entropia modszer altaléelédjebb kdzelitést
jelentik.

A Numata-féle médszeBS(umad @ duplikalt allapotok miatti korrekcio utan viszonylag
jO egyezést mutat az egzakt értékekkel (atlagos eltérés 17,54%$ude €rtékek mindig
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kisebbek, mint akSschiteran €rtékek, ami a varakozasoknak megteldliszen a Numata-
moédszer elszOr Ssehieraa-t Szamol, amit végul negativ értékekkel korrigal. Ez a mdédszer

azonban 6tbél hdrom esetben alulbecsli az entropiat.

4.1.5. Molekuléris dinamikai sokasagok entropidja

MC sokasagok esetén a kotésszogek és kotéshosszak allando értékkel rendelkeztek,
ami csokkentette a szabadsagi fokok szamat, és igyééigenyilt egzakt entropiaértékeket
szamolni. A gyakorlati alkalmazas leliségének bemutatasara az egyes rendszerekhez
kétféle, molekularis dinamikai (MD) mintavételezéssélabitott sokasagot is létrehoztam.

Az el$ MD sokasagban a kotésszogek szabadon valtozhattekban a kétéshosszak értéke
allando volt (,MD/LINCS”), mig a masik MD sokasagban mind a kotésszégek, mind a
kotéshosszak szabadon valtozhattak (,MD/Unc”). Ezen adatok segitségével megbecsitilhetjik
a kotéshosszak vibracidjanak jarulékat a rendszer entropiajahoz.

Amellett, hogy az MD sokasagok tobb szabadsagi fokkal rendelkeznek, @& bels
koordinatak terében mutatott eloszlasuk is kilonbozik az MC sokasagoketol. A koétéshosszak
és/vagy kotésszogek valtozasanak megengedésévéheszi bizonyos nagyobb energigju
konformaciok relaxalodaséat, ezaltal megvaltoztatva az egyes Aallapotdkrdalasi
valdsziniiségét a torzids szogek terében. Ezt illusztr8ljalbra a ,val” adatkészletre.

Az MC sokasagokhoz hasonléan az MD/LINCS és MD/Unc sokasagokra is
kiszamoltam a konformacios entropiat a Gauss-keveréket alkalmazé mabdszerrel és a négy,
irodalombdl atvett médszerrel is. Az eredményeket a 3. tablazat foglalja 6ssze. Fontos, hogy
valtoz6 kotéshosszak és kotésszogek esetén az 6sszes konformacié enumeracidja nem
kivitelezhed, igy ezekre a sokasagokra nem volt 16béf) egzakt konformacids entrépiat
szamolni.

Osszehasonlitva a harom generalt sokasagra (MC, MD/LINCS, MD/Unc) kapott
értékeket mind az 6t modszer esetén, tobb szabalgezge is felfigyelhetink. Ennek
illusztralasara a 9. abran mutatom be a szamolt entrépiaértékek nagysagat a ,val2” rendszer

esetére, a tobbi rendszerre az eredmények kvalitativan hasonléak.
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8. dbra. Az egyes torzios szogek egzakt eloszlasainak és a molekuladinamikai trajektériabol kapott
eléfordulasi valosziniségeinek 6sszehasonlitasa a ,val’ rendszerreAz MD szimulaciéban a kétéshosszak
nagysagat allandé értéken tartottam a LINCS algoritmus segitségével. Az egzakt eloszlas a Boltzmann-
eloszlasbdél szarmazik, amelyet a fix kdtéshosszakkal és kotésszdgekkel réngidjsizonformaciohalmazbdl
szamoltam. Az MD sokasagbdl kapott eloszlasokban megfigyethesucsok eltolodasa az egzakt eloszlashoz
képest (pl.y=90° kérnyékén), és tdobb régidban az eloszlas is kulénbozik §60° ésg = 50° koril). Ezen
eltéréseket az MD szimulaciékban flexibilisen kezelt kotésszogek okozzak.

T T T T T T
MC —
500 ~ MD/LINCS nscsa -
MD/Unc. RXIXX]
egzakt ———

400 - .

300 - —

Entrépia (J/Kmol)

200 .

100 | ’_E ’— )

gaussmix QH 2D Numata Schlitter/TA Schlitter/AA
Mddszerek

9. abra. A ,val2” rendszer entropiai grafikonon abrazolva, 6t kiilénb6# mddszerrel szamolva a harom
sokasagra. Az értékek megfelelnek a 3. tablazatban bemutatottaknak. Az egzakt entropiaértéket vizszintes
vonal mutatja. Az MC sokasagok esetén a legjobb egyezést az egzakt értékkel a Gauss-keveréket alkalmazo
médszer adja. Az MD sokasagok tobb szabadsagi fokkal rendelkeznek (kotésszdgek és kotéshosszak), és az
egzakt entrépidjuk nem ismert. Esetikben a szamolt entrépia nagymértékben fligg attdl, hogy az egyes
maédszerek hogyan veszik figyelembe a kétésszogek és kdtéshosszak vibraciéibol adodé entrdpiajarulékot.
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Az MD sokasagokra kapott entropiaértekek altalanosan mindig magasabbak, mint az
MC sokasagokra kapott értékek. Az MD/Unc sokasagok majdnem mindig magasabb
entropiaértéket adnak, mint az MD/LINCS sokasagok, bar a kulonbség viszonylag kicsi. Ez
arra utal, hogy a kotésszogek vibracidinak jaruléka csekély. Megfig§edlzets, hogy a
Descartes-koordinatakat hasznald moddszerek (a Schlitter- és Numata-féle maddszerek)
Iényegesen magasabb entrépiaértéket eredményeznek mindkét MD sokasag esetén, mint az
MC sokasédgokra. Ezzel ellentétben a ®eloordinatdkat hasznalé moddszereknél (a
kvaziharmonikus, a 2D entropia és a Gauss-keverék moédszerek) ez a kilénbség sokkal
kisebb. Ez azt mutatja, hogy a kodtésszogek vibracidja §aslgatulékot ad a konfiguracios
entropidhoz, amit a beds koordinatakat hasznald6 modszerek nagyrészt elhaimealg
Ugyanakkor ezek a médszerek igy is tikrozik az MD sokasagok megvaltozott eloszlasat az

MC sokasagokéhoz képest.

4.1.6. A Gauss-keverék modszer 6sszehasonlitasa mas modszerekkel

A Gauss-keveréken alapulé entropiabécshodszer tesztelésére otféle, komplex
energiafelszinnel rendelkéz peptidrendszert hasznéltam. Az eredmények alagjan
mondhatd, hogy az MC sokaségokra kapott értékek kivaldé egyezést mutatnak (atlagos eltérés
2,04%) az egzakt, enumeracion alapuld értékkel (3. tablazat). A tobbi tesztelt modszer
lényegesen rosszabb egyezést mutatott az egzakt értékekkel (atlagos eltérés 10-40%).

A modbdszerek ilyen tipusu elterteljesitményének tobb oka is lehet. Az egyik az
entropia becslésére alkalmazott edtéelvek alkalmazasa. A vizsgélt modszerek egyik
csoportja, a kvaziharmonikus és a 2D entrépia mdodszere a Gauss-keverékeken alapulé
modszerhez  hasonldéan a  konfiguracios térben elhelyézkeahintdkra egy
valészinisédguseg-fuggvenyt illeszt, majd annak az informaciosdaméjat becsli. Mivel a
Gauss-keverékeken alapuld6 modszer pontosabbiségbecslést alkalmaz (tobb Gauss-
komponens, projekcidk helyett tobbvaltozés Gauss-fiiggvények), ezért ennek rdegfelel
pontosabb eredményeket is ad. A szerepelt masik két moédszer mas elveken alapul. A
Schilitter-féle modszer 6komponens-analizist végez a koordinatak tomeggeyosatt
kovarianciamétrixan, majd a kapott komponenseket figgetlen, kvantummechanikai
oszcillatoroknak tekinti, és ezek entropiajarulékait szdmolja ki. A Numata-féle modszer is
els kozelitesként egy ehhez hasonl6 értéket szamod kidpnb6dsd korrekciokat alkalmaz,
amelyek a mintak @&iségfiggvényének paraméterek nélkili becsldsébérmaznak. A
Gauss-keverékeken alapul6 moddszer, a kvaziharmonikus és 2D entropia mobdszereihez

hasonldéan, pusztan a medfigyelt konfiguraciés mintdkra hagyatkozik, mig a masik két
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modszer az adatok hatterébenddijkikai rendszerdl tett feltételezésekbdl indul ki. Ez a
kilénbség abban is latszik, hogy a Schlitter- és Numata-mddszerrel ellentétben a Gauss-
keverék mddszer nem hasznélja fel az atomi tomegeket a szamitasokhoz. A fizikai képbdl
kiinduld6 modszerekben gyakori az oszcillatorok kvantummechanikai kezelése, ez azonban
csak nagyfrekvencias mozgasi modusok esetén indokolt, mint példaul a kétéshossz-rezgések.
Ehhez hasonlé korrekcidkat a Gauss-keverék modszer nem vesz figyelembe.

A mobdszerek e kétféle csoportja abban is kulonbdzik egymastél, hogy milyen
koordinatakat hasznal a szamitasokhoz. A Gauss-keverék moédszer, a kvaziharmonikus és a
2D entropia modszeréhez hasonloan, dédsordinatakat hasznal, mig a masik csoportba
tartoz6 modszerek Descartes-koordinatakkal dolgoznak. Ennek eredményeként a Schlitter- és
Numata-mddszerekkel szamolt entropia tartalmazza a kotéshosszak és kotésszdogek
vibracioibdl szarmazo jarulékokat is, szemben a masik harom maodszerrel, amelyek ezeket
elhanyagoljak. Ezeknek a vibracids jarulékoknak a fontossaga attol fligg, hogy mi az
entropiaszamitas célja. Karplus és Kushick részletesen vizsgaltadk [18], hogy az edyes bels
koordinatdk mekkora jarulékot adnak egy makromolekula két konformacidja kozotti
entropiakiulonbséghez. Eredmeényeik azt mutatjak, hogy a kétéshosszak vibracioibdl addédo
jarulékok gyakorlatilag figgetlenek a konformaciotol, ezért entropiakilénbségek szamolasa
esetén elhagyhatéak. Ezzel szemben a kotésszogek rezgéséis jetemtekii csatolast
mutattak a torzids szdgek fluktuacidihoz, emiatt mar egyetlen konforméacié entrdpiajanak
szamitasa esetén sem elhanyagolhatoak, és megjelennek a két allapot kozotti
entropiakilonbségben is. Ez megfigyethedzon eredményeink esetében is, ahol a
kotésszdgeket impliciten figyelembe veudescartes-koordinatakat hasznalé moédszerek
Iényegesen magasabb entrépiat eredményeznek az MD/LINCS soksdg esetében az MC
sokasaggal szemben. A Gauss-keveréken alapulé mddszer esetében a kotésszogek nem
voltak kulon koordinataként figyelembe véve a szabadsagi fokok szamanak alacsonyan tartasa
érekében, de a modszer egyéieerkiterjeszthét ilyen formaban.

A bels$ koordinatak entropiaszamolashoz torténé felhasznaldsa tobb problémat is
felvet. A bel§ koordinatak egy fuggetlen rendszerének definiatAsgkran nehéz és nem
egyeértelni, figyelembe kell venni a Jacobi-determinans alkazott metrikus jarulékokat, és
a torzios szogek periodicitdsa miatt a hagyomanyos harmonikus oszcillatorral valé kdzelités
kérdéses [21]. Ennek ellenére iekoordindtédkat hasznalé moédszereknek jélembnye a
Descartes-koordinatakat hasznalé modszerekkel szemben az, hogy uGjabb adathalmaz
létrehozasa nélkil, kdnnyen szétvalaszthatéak az egyes szabadsagi fokok jarulékai az

entropiahoz. Egyetlen, a kotéshosszakat és kotésszogeket is kényszerek nélkiVikezel
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trajektoriabol a bets koordinatak barmilyen alkalmas részhalmazara sz@hahk entropiat.

A kotésszogek entropiajaruléka példaul megkaphatd a kotésszogeket tartalmazé és nem
tartalmazé bels koordinatdkbol szamolt entropia kiulonbségeként.  &fa entropiat
kozvetlenll a Descartes-koordinatak felhnasznalasaval szamolnank, akkor egy Uj trajektoriara
lenne sziikség, ahol a kétésszogek értéke allando.

A Descartes-koordinatakrol a bélkoordinatékra vald attérés soran a transzformacio
Jacobi-determinansa megjelenik a konfiguracios integralban (84), és befolyasolja a kapott
entropia értekét. Ezt a hatast a belsooordinatakat hasznal6 modszerek nem veszik
figyelembe arra hivatkozva, hogy a Jacobi-determindns csak a koétéshosszaktol és
kotésszogeld figg, amelyek viszont csak egy konformaciotol féthgn, sik tartomanyban
valtoznak [18]. Ha elhanyagoljuk ezeknek a kemény szabadsagi fokoknak az egyéb bels
koordinatakhoz (pl. torzios szégekhez) vald csatolodasat, akkor ezek a szabadsagi fokok a
Jacobi-determinanssal egyitt egy konstans jarulékot adnak az entropiahoz. A Jacobi-
determinansbol ad6do jarulék egy Ujabb forrasa annak, hogy a pusztarkdmidinatakat
hasznald moddszerek kulonkibzredményeket adnak a Descartes-koordinatakban &zamo

modszereldl.

4.2. Diszkusszio: komplexitas, b évithet 6ség, alkalmazasi
lehet 6ségek

A Gauss-keverék modszer tesztelésére kisszamu (3-5) szabadsagi fokkal réndelkez
rendszereket és allandé szamu (10) Gauss-komponenst hasznaltam a Gauss-keverékekben.
Ezekben az esetekben gyors konvergenciat tapasztaltam (10. dbra), és a Gauss-keverékekbdl
kapott entropiaértékek j6 egyezést mutattak az egzakt értékekkel. Az illesztésnek és az
entropiabecslésnek a futasi ideje a legtdobb szabadsagi fokkal rerdeldazval-ala”
rendszer esetén sem haladta meg az 54 orat egy Intel Xeon E5430 szamitégégeszolut
futasi id6 értékelésekor fontos figyelembe venni, hogy a saamiéga program interpretalt
szkriptnyelven ir6dott, és a megvalositdsakor nem torekedtem a futdsi id6 szerinti
optimalizalasara. Ezért pusztan a programkod optimalizalasaval és mas programnyelv
valasztasaval jelets javulast lehetne elérni a futasi id6 tekintetéeb&agyobb rendszerek
esetén azonban egyrészt a Gauss-komponenseket leir6 matrixok mérete is nowBkszik (
matrixelemd szabadsagi fok esetén), masrészt szilkség lehet a Gauss-komponensek szamanak
(k) névelésére is. A mddszer jelenlegi megvaldsitasanak skalazO@ask), aholn az
adatpontok szama. Nagyobb rendszerekre ezért varhatdan a szamitasok konvergenciaja is

nehezebben érlieel. A szabadsagi fokok szamanak cstkkentéséreobbggndszerek (pl.
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fehérjék) esetén kulonbézechnikakat lehet alkalmazni. Teljes korrelaciagsliis (FCA,
[123]) segitségével a rendszert feloszthatjuk minimélisan csatolt alterekre [30], majd adott
esetben a kolcsonds informacion alapuld kifejtéssel a dimenziészam tovabb csokkenthet
[124]. Ezutan a csatolt alrendszerek entropidja a Gauss-keverék modszerrel kdnnyen és
gyorsan kiszamithato. A szikséges Gauss-komponensek szamanak megbecslésére
alkalmazhatOk klaszterezési modszerek fytzyklaszterezés), amelyekkel a konforméaciés
sokasagban kompakt klaszterek azonosithatok.

A Gauss-keverék modszer kedoden skalazodasanak enyhitéséere felmertlhet az
algoritmus parhuzamositasanak és a parhuzamos architektirakon val6 futtatasaéségehet
Az illesztéshez hasznalt (70)-(72) kifejezésekben vektor- és métretetek szerepelnek,
amelyek kénnyen parhuzamosithatéak. Emellett az egyes Gauss-komponensek
paramétereinek szamitasa is végezipérhuzamosan. Ezzel a modszerrel a mintak szamatol
eés a Gauss-komponensek szamatol valo fluggést gyakorlatilag megszintethetjuk. A GPU
architekturak lehévé teszik a masszivan parallel adatfeldolgozast, lyema = 10—10°

nagysagu mintahalmazon mar hatékonyan ki lehetne hasznalni.
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10. abra. Gauss-keverék illesztésének konvergencidja az ,ala3” MD/LINCS adathalmazraAz EM

iteraciok szamanak fuggvényében abrazolva a paraméterdikdbigeod értékét és az illesztett Gauss-keverék
entrépidjat lathatd, hogy a Idirelihood értékek monoton névekednek egy hatarértékhez tartva.

A jelenlegi munkam annak a bemutatasara szolgal, hogy a Gauss-keverékeken alapulo
megkozelités rikodoképes €s pontos modszer nem-diffaziv - molekulérisdsmarek

konfiguracids entropiajanak becslésére.
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5. ABC exporterek konformacioinak dinamikai
dsszehasonlitasa

Az ABC exporter fehérjek esetén a molekulan bellli allosztérikus kommunikacio
fontos szerepet jatszik atikbdésben, hiszen a transzporthoz szikséges ATPasesit
transzport szinterét viszonylag tavol kovetkezik be. Feltételezésekerist a
transzportfolyamat kezdetén a szubsztrat a fehérje ,alul nyitott” konformacidjaban, a
transzmembran régidban kdik [56, 125-127]. A citoplazmatikus oldalon ATP
bekotdésevel Iétrejové nukleotidkdtott konformacio lehet teszi a szubsztrat tavozasat az
extracellularis térbe. A transzportciklus e két végpontja (az ,alul nyitott” és ,alul zart”
konformaciok) kozotti atmenet mechanizmusa azonban még nem teljesen ismert. Az egér
MDR3 transzporter rontgendiffrakciéval megallapitott ,alul nyitott” konformaciéja egy
lehetséges szerkezeti modellje az apo fehérjének [56]. Ez a konformaciéo az NBD4s jelent
gltavolodasat mutatja, ami tobb kisérleti eredménnyel sem egyeétdibsre [63, 64].
Szintén nincs egyetértés azon a téren, hogy mindkét kotétt ATP hasitasa szilkséges-e a
transzportciklus folytatasdhoz, amiben a hidrolizis szerepe is kevéssé ismert.

Munkamban molekularis dinamikai szimulaciok segitségével 6sszehasonlitom a
transzportciklus kilénb@zpontjait reprezentald ABC exporter szerkezetekbegfigyelheb
belss, korrelalt mozgasokat. Az ATP-hidrolizis szerepébav1866 bakteridlis transzporter
»alul zart” holo szerkezetében, két kulonbBd@lapotban vizsgéltam. Egyik esetben mindkét
nukleotidkéty helyet ATP foglalta el, mig a masik esetben az ledsptohelyre ATP
molekulat, a masikra pedig ADP molekulat kotéttem. Tovabba a human MDR1 fehérje
szerkezeti modelljeinek segitségével megvizsgaltam a holo és az apo konforméciok
dinamikajat és a két konformacio kozoétti atmenetet.

5.1. Eredmények

5.1.1. A szimulacios rendszerek felépitése

Az ABC exporterek dinamikai jellemzését molekularis dinamikai (MD) szimul&ciok
alapjan végeztem, amelyhez tdbbféle fehérjeszerkezetet is felhasznaltam. A jelenlegy elérhet
kisérletileg meghatarozott szerkezetek kozotiketyan talalhatd, amely a teljes hosszusagu
fehérjét tartalmazza és elegendéen nagy felbontasu. Ezek a szerkezetek Két eltér
konforméciot mutatnak, egy ,alul zart” konformaciot (Sav1866; PDB ID: 2HYD) és egy ,alul
nyitott” konforméciét (egér MDR3; PDB ID: 3G5U). Azonban a két kilookianformacio
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jellemzdinek OsszehasonlitAsdhoz olyan szerkezetekre voltkség a szimulaciok
végrehajtasa soran, amelyek azonos fehérjékhez (aminosav-szekvencidhoz) tartoznak. Ezért
azon szamitasok soran, amelyekben a két konformécié dsszehasonlitdsa volt a cél, a human
MDR1 fehérje homoldgiamodelljeit hasznaltam. Ezek a modellek a fenti Savl1866 és
MMDR3 szerkezetek alapjan készultek. A tébbi szimulacié kiindulasi szerkezeteként réntgen
krisztallografiaval meghatérozott szerkezeteket hasznaltam (Sav1866; PDB ID: 2HYD,
mMDRS3; PDB ID: 3G5U).

A Kkivalasztott fehérjeszerkezeteket egy egyensulyba hozott lipidiskétiegbe
helyeztem. A membranba illesztés kritikus pontja minden membranszimulacionak, mert a
fehérje transzmembran régiéi nem minden esetben ismertek pontosan. A szekvencia alapu
transzmembran hélix prediktorok gyakran nem adnak racionalis eredményeket ABC
transzporterekre. Néhany modszer a transzmembran hélixek szamaban is téved olyan esetben,
amelyben azt mar kisérletileg meghataroztak. Ezért mind szekvencian, mind szerkezeten
alapulé predikciés modszereket (HMMTOP [111] és TMDET [110]) is hasznaltam a
szerkezetek membranba valé beadgyazasahoz (11. dbra). A membranba vald beillesztés utan
az N-terminalis amfipatikus ,konyokhélixek” felfekiidtek a membran doéddére, ami azt
mutatja, hogy a beillesztés megféleblt.

11. dbra. Az ABC exporterek molekularis dinamikai szimulaciékban hasznalt két konforméacidja. Az
abran a human MDRL1 ,alul zart” holo (bal oldalt) és ,alul nyitott” apo (jobb oldalt) homoldgiamodelljei
szerepelnek, lipid ketsrétegbe agyazva.
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5.1.2. Alipid kett 6sréteg viselkedése

A Sav1866 ,alul zart” rendszerek szimulacidéiban POPC lipidbdl allésgeiteget
hasznaltam. A membran minéségét a szimulaciokban a fejcsoportakratlagos fellilet
nyomonkévetésével ellensriztem, ami POPC esetén $@sA71 & kozott valtozott (12.A.
abra). Ezek az eértékek konzisztensek a lipidparaméterek ellenérzésekor kapottakkal, és jol
egyeznek a kisérleti értékekkel is [109]. A membran vastagsaga 36 és 38 A kdzott valtozott.
Mindezek az értékek azt mutatjadk, hogy a POPCé&eiteg a szimulaciok soran stabil és
egyensulyi allapotban van.

A human MDR1 szerkezetek szimulacioit DPPC dstttegben végeztem, hogy ezzel
egy merevebb lipidekdéallé kdrnyezetet hozzak létre. Ez varhatéan jobkarlatozza a
fehérje mozgésat, és ezzel jobban imitdlja az alacsony hémérséklet hatasait, amin a
kristalyositas tortént. Mivel az ,alul nyitott” konformacié méas forrasok szerint is instabil a
GROMOS96 force-fielddel (M. L. O’Mara, személyes konzultacio), ezért ezekhez a
szamitasokhoz az OPL&ll-atom force-fieldet hasznaltam. A kulonboz force-field
hasznalatanak célja az volt, hogy kizarjam azt a dskeet, hogy az instabilitds esetleg
specifikus a hasznalforce-fieldre. A fejcsoportra e$ atlagos felilet a DPPC-vel végzett
szimuléciék esetében kisebb volt (5F)Amint amit folyékony membran esetében kellett
volna kapni (64 A) [109], mert fiziol6gias hémérsékleten a DPPC membranok gél fazisban
vannak (12.B. abra). A DPPC kisdtéteg atlagos vastagsaga 34,8 A volt. Szintén
megfigyelhed, hogy a fehérje kbrnyezetében a membran elvékoky@.C. abra). A
kettosréteg vastagsagat egy keresztmetszeti képen dharazalfejcsoportok koordinatainak
az x—z sikra torténé vetitésével (12.D. abra). Az abran jol latszighazkonyodas a fehérje
koral, amelynek az oka az aminosav oldallancok és a lipidmolekulak k&zott 6fellép

hidroféb/hidrofil kdlcsdnhatas.
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12. dbra. A lipid kettosréteg viselkedése. (A\ POPC membratisiség stabil a szimulaciok soran, és atlaga a
vart 67 és 71 Akozé esik (az abran az 1. szami Sav1866 ATP/ATP szimulaci6 értékei lathatBaldz
atlagos DPPCisiiség 53 A, mivel a szimulacié émérsékletén a DPPC membran gél fazisban talalhaté (37°C,
holo hMDR1 szimulacio).(C) A rendszer oldalnézeti képe mutatja a fehérje koéril a membran elvékonyodasat
(holo hMDR1). (D) A keresztmetszet mentén &lipid fejcsoportok poziciéjat ax—z sikra vetitve lathaté a
membran vastagsaga. Az orig6t a fehérje transzmembran régidjanak a kdzéppontjaba helyeztarge s
memleges a membran sikjara.

5.1.3. ATP/ADP csere hatasa a korrelalt mozgasokra

Az ATP hidrolizisének hatasat a teljes transzporter dinamikjara a Sav1866/POPC
fehérje/lipid rendszerben vizsgaltam. Kétféle rendszert hoztam létre, az egyik esetén mindkét
nukleotidkdt helyen ATP szerepelt (ATP/ATP rendszer), a masgthben a B lanc Walker A
motivumahoz tartoz6 kéhelyen az ATP-t ADP-re cseréltem (ATP/ADP rendszéfjndkét
rendszerre két 100 ns hosszu és harom 50 ns hosszu molekuléris dinamikai szimulaciot
végeztem. A ¢ atomok koordinataira szamolt atlagos négyzetes gyok eltérés (RMSD) a
trajektoridkban 3-5 A kdzott valtozott, ami a szimulaciés rendszer stabilitasat jelzi (13. 4bra)
[71]. A TMD-k esetén nagyobb véltozasok észlalbkt(3,5-5 A RMSD), mint az NBD-k
esetén (2,5 A), de a domének 6sszességében megtartottak szerkezatiskéimitasokhoz
felhasznalt szakaszban (30-50 ns) lathat6é egy allando drift az RMSD értékekben a 13. abran,

ami azt jelzik, hogy a rendszer ebben a#étadomanyban még nincs egyensulyban, és
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vélheten konformacios valtozason megy keresztil. Az ehimezonlo drift a Sav1866
fehérjével végzett membranbeli szimulaciok esetén gyakori (lasd pl. [71, 128]). A
publikdcidkban megjelénRMSD grafikonokon a széthuzott abra vagy rovidetimslaciok

miatt ez gyakran nehezen vehészre. Az RMSD értékek folyamatos emelkedése asdaar

tinik el, ha az RMSD szamolasakor referenciaként as3Qaz analizalt szakasz kezdetén)
idépillanatban elallo szerkezetet vesszik. A trajektoriabol szareotdmeényekben a drift

egy szisztematikus hibat okoz, azonban ennek a hatasat enyhiti a tébb, fliggetlen trajektéria

Osszesitésébol szarmazo6 adatkészletet hasznalata.
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13. dbra. A Sav1866 szerkezet stabilitdsa a szimulaciokbaA fehérje stabilitasat a szimulaciok sorana C
atomoknak a kezdeti szerke#btszamolt atlagos négyzetes gyok eltérésével (RMSD) jellemeztem. llyen
méreti fehérje esetén altalanosan 5-6 A alatti RMSD értékek esetén stabilnak tékantbretiszer. A Sav1866

ATP/ATP (A) és ATP/ADP(B) szimulacidk adatai lathaték az abran.

Az ATP/ATP és ATP/ADP rendszerek kdzétti dinamikai kilénbségek 6sszesitésére a
McClendon és munkatarsai altal Iétrehozott Mutinf mddszert alkalmaztam [118]. Ez a
modszer a fehérje torzids szogei kozotti kdlcsonos informacio kiszamitasan alapul, és ezaltal a
fehérjében végbemendé atomi skalaju, egyidepnformacios valtozasokat képes detektalni.

A két oldallanc koz6tti magas kodlcsonds informacio értéke dmamikai korrelaciot jelent,

és hasznéalhat6 olyan oldallancok azonositasara, amelyek allosztérikus kommunikaciéban
vesznek részt [118]. A mddszer a kdlcsénds informacié mennyiségét minden aminosavpar
0sszes torzidés szbgére kiszamolja, majd aminosav-paronként 6sszegzi. Ezt a szamolast az
ATP/ATP és az ATP/ADP rendszerre is elvégeztem. Az oldallancok kozétti korrelalt
mozgasok bemutataséra egy olyan korrelacioés haldzatot alkottam, amelyen az oldallancok a
tipusuk, szamuk és lancazonositojuk szerint vannak jeldlvejkalz 6sszekd vonalak
vastagsaga pedig a korrelaciéo mértekével aranyos (14. abra).

Ez a korrelacios halézat az ATP/ATP rendszer esetében sok éllel rendelkezik, ami

nagymeértéld kapcsoltsagot mutat (14.A. abra). Harom olyan Kdik (teljes részgrafot)
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figyelhetiink meg, amely legalabb harom tagot tartalmaz. Ezek egyike a B lancban talalhato,
ATP jelenlétét észlél GIn422B oldallancot tartalmazé csoport (GIn422B-223B-
Met311B-Asp312B), mig a masik kétta konzervalt Glu473B oldallancot tartalmazza
(Glu473B-Ser310A-Asn494A-Met311A-Asn495A és Glu473B-GIn116A-Glu191B-
Met311A-His204B). A GIn422B oldallancot tartalmaz6 csoport és a Glu473B oldallancot
tartalmazo két csoport egymastdl gyakorlatilag fliggetlennek tekintki6ttiik csak gyenge
dinamikai kapcsoltsag figyelhémeg.

A halézatban kdzponti szerepet jatszanak az un. tetrahélix-koteg aminosavjai, amelyet
a TM3 és TM4 hélixek citoplazmatikus szakaszai alkotnak az ,alul zart” szerkezet kdzponti
tengelye mentén. A tetrahélix-kdteg az X-hurok oldallancaival muiatesgyyiittmozgéast. A
473-as poziciéban taldlhatd konzervalt Glu igen fontos szerepet jatszik az NBD-kbdl a
transzmembran domének felé torténé konformacios valtozasok tovabbitasadban [72, 79].
Ezzel 6sszhangban a Glu473B kozponti helyet foglal el a korrelaciés halézatban,
kornyezetében a Met311A, Ser310A, Asn494A, Asn495A, és GInl116A aminosavakkal.
Ennek a csoportnak a szimmetrikus (masik lancbeli) parja szintén szerepel a halézatban, de a
Glu473A és B oldallanc kérnyezetében a kapcsolodasokban aszimmetria figjyeéwet Az
X-hurok és tetrahélix-koteg ko6zotti aszimmetrikus dinamikai csatoltsag utalhat arra az ABC
terlleten pillanatnyilag a legelfogadottabbiikiddési mechanizmusra, miszerint a NBD
dimerek aszimmetrikusan vesznek részt az ATP hasitdsaban [65]. Fontos megjegyezni
azonban, hogy ez az eredményink masok hasonldé eredményeihez hasonléan szarmazhat a
felhasznalt Sav1866 fehérjeszerkezetben megfigyeleeedends aszimmetridbdl is. A
rontgendiffrakcios szerkezetben tobb aszimmetrikus konformaciéban levé oldallanc is
taldlhatd a transzporter kdzponti tengelye mentén, mint példaul az Asn102, Asn126, GIn200
vagy His204 aminosavak.

Az ATP/ADP rendszer korrelacidos halozata egyidaerszerkezetet mutat, gyengéebb
kotésekkel és kisebb klikkekkel, ami azt jelzi, hogy az oldallancok kozoétt altalaban gyengébb
a csatoltsag (14.B. abra). A Glu473B oldallanc kozponti szerepét a GIn422B vette at. A
GIn422A/B-GIn421A/B oldallancok csoportja, amely az ATP-érz&keldallancokat is
tartalmazza, csatoltta valt a Serl08A oldallancot is tartalncampling hélixhez, amely a
nukleotidcsere szinhelyéul szolgalo NBD-vel is kblcsonhatasba Iép. Az ATP/ATP rendszer
esetén megfigyelhétcsoportok itt hianyoznak, ami az X-hurkok és aatedtix-koteg kozotti
csatolodds megémését mutatjia. Ez a szétkapcsolodésseglitheti a tetrahélix-koteg
szétesését, amelylr célzott targeted) MD szimulaciok megmutattak, hogy a transzporter

katalitikus ciklusanak egyik fontos Iépése [73]. Emlitésre méltdé még, hogy a TM1 és TM2
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hélixekl®l szarmazd, extracellularis iranybdl is hozzafésheet31A/B, Asn47B és His57B
oldallancok mas aminosavakhoz val6 kapcsoltsaga is rineigsa nukleotidcsere hatasara.
hal6zatban szereplaminosavak kdzotti csatoltsagok a térbeli szerlebzetvetitve lathatoak

a 15. abran.

A Sav1866 ATP/ATP
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14. abra. Az ATP ADP-re vald cseréjének hatasa a korrelalt mozgasokraA koélcsonds informacio
segitségével jellemzett, egymassal korreldlt mozgastwemmosavak hal6zata jeléstkilonbségeket mutat a
Sav1866 ATP/ATRA) és ATP/ADP(B) rendszer esetén. Azokat a kapcsoltsdgokat mutatja az abra, ahol két
aminosav kozotti kélcsdnds informacié meghaladj&=nédtéket (Id. 3.9. fejezet). Az élvastagsag a kolcsdnds
informacio nagysagaval aranyos. Az A lancban talalhaté aminosavak oldallancait ellipszisek, a B lancban
levéket téglalapok jeldlik. A szinek a funkcié szempontjabél fontos aminosavakat jel6lik. Sarga: X-hurok (469-
477), narancs: Q-hurok (421-430), piros: a tetrahélix-koteg TM3-beli szakasza (116-127), kék: a tetrahélix-koteg
TM4-beli szakasza (193-208), zoldoupling hélixek (107-116, 209-218), lila: az extracellularis oldalrél
hozzaférhdt aminosavak (itt 31, 47, 57).
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A Sav1866 ATP/ATP B Sav1866 ATP/ADP

15. abra. A korrelaciés halozatban megjeleh aminosavak térbeli elhelyezkedése Az abran a Sav1866
ATP/ATP (A) és ATP/ADP(B) rendszer esetén talalt, korrelaltan mozgd aminosavak haldzata lathatd a fehérje
térbeli szerkezetére vetitve. Az egymassal kapcsolt aminosavakat barna vonal kéti 6ssze, melyek vastagsaga a
kdlcsonds informacié nagysagéval aranyos (hasonléan a 14. abrahoz). A kiemelt régidk szinezése megegyezik a
14. abran hasznalttal.

A korrelacios hal6zat alapjan a fenti, ismert funkcioval rendélieezinosavak mellett
mas aminosavak is (pl. Met311, Asn494, Asn495, Asn252 vagy Asp323) fontos szerepet
jatszhatnak a dinamikailag ¢sen csatolt klaszterek létrehozasaban, és ezaltahérje
funkci6janak megvalositasaban. A Met311 oldallanc példaul, amely az ATP/ATP
rendszerben ésen csatolt mas oldallancokkal, abban a transzmembéiixben (TM6)
helyezkedik el, amely a multidrog transzporterek drogkotésében fontos szerepet jatszik [129-
131].

Az eredmények azt mutatjak, hogy egyetlen nukleotid kicserélése az NBD-Ken lev
kotéhelyeken elegendoé a teljes transzporter korrelalt mozgasainak ésikdinasatolasainak

atrendeédéhez.

5.1.4. A holo és az apo szerkezetek kozo6tti konformacids atmenet
jellemzése

Az irodalomban jelenleg nincs egyetértés arra vonatkozoéan, hogy a két NBD
egymastél valé disszociacidja megtorténik-e kotétt ATP vagy ADP esetén [65]. A
szimuldcidkban ha mindkét kitelyen ATP szerepel, jeldist disszociacié nem figyelhiet
meg (16. 4bra). Ha a B lanc kbelyén a nukleotidot ADP-re cseréljik, mindkétdtily
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nagyobb flexibilitAst mutat, és a masik &aely gyakrabban mutat eltavolodast a kezdeti
szerkezetl. Ez jelezheti azt, hogy az ATP hidrolizise az eng (cis) kotohelyen
befolyasolja a tulsé t{ans) kotohely viselkedését, és gyengitheti a tulsé domén
nukleotidkttését. Ennek ellenére a disszociacio jelzésére hasznalt két oldallanc kozott a
legnagyobb eltavolodas is csak 4 A, ami alapjan nem allapithatd meg egfénehngy a

két domén disszociél-e az ATP/ADP rendszerben. Ennek oka lehet az, hogy az NBD-k
disszociacidjat leir6 tanulmanyokkal szemben szimulaciébnkban nem pusztan a két
nukleotidk6tt domén van jelen, hanem a teljes hosszusagu fehéfetranszmembran

domeének korlatozhatjadk az NBD-k mozgasat, ezaltal akadalyozva a disszociaciot.

A kotéhely B kotéhely
14 14
12 12
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6 6
4 —— Sav1866 ATP/ATP #1 4 —— Sav1866 ATP/ATP #1
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2 —— Sav1866 ATP/ATP #3 > —— Sav1866 ATP/ATP #3
Sav1866 ATP/ATP #4 Sav1866 ATP/ATP #4
0 Sav1866 ATP/ATP #5 0 Sav1866 ATP/ATP #5
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
t[ns] t [ns]
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0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
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16. dbra. Az NBD-k nem disszocialnak jeleiis mértékben sem két ATP, sem egy ATP és egy ADP
jelenléte esetén. A Ser381A és Serd479B (,A” kbhely) és a Ser381B és Ser479A (,B” &bely) G,
atomjainak tavolsaga lathat6 az abrakon a szimulactfighvényében. Ez a tdvolsag az NBD-k szétnyilasat
jellemzi a két nukleotidk@ét helyen, a dupla ATP-kététt rendszerre (@elset panel) és az ATP/ADP kotott
rendszerre (als6 két panel). Az ATP/ADP rendszerben a ,BShkdten levs ATP lett ADP-re cserélve. Az
eltavolodas egyik esetben sem haladja meg 2-4 A érket,5 A), aminek oka az lehet, hogy a jelerslév

------

Sok fehérjében mar egy rovid molekularis dinamikai szimulacioé soran tapasztalhatéak
olyan kollektiv mozgasok, amelyek a fehérje funkciéjahoz kétekhozdulasokat mutatnak

[112, 113]. Annak érdekében, hogy az ABC exporterek holo és apo konformécioi kozotti
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nyitd atmenethez kapcsolhato esetlegesshmiszgasokat jellemezni tudjam, az ,alul nyitott”

és ,alul zart” konformécioval is végeztem szimuléaciokat. Mivel jelenleg nincs olyan
transzporter, amelynek mindkét konformé&ciéban rendelkezésre allna atomi felbontasu,
kisérletleg meghatarozott szerkezete, a szamitasokhoz a human MDR1 két
homolégiamodelljét hasznaltam. Az ,alul zart” szerkezet esetében elhagytam a nukleotidokat
a kovhelyekl, ezzel is @lsegitve az ,alul nyitott” forma felé vedefitmenetet. A relevans
kollektiv mozgasok meghatarozasat az esszencialis dinamika (ED) modszerével végeztem,
amely az atomi fluktuaciék 6komponens-analizisén alapul [112]. A szamitott
fékomponensek a rendszer egy-egy linearisan fuggkdkektiv mozgasat (modusat) irjak le.
Ebbdl kivalaszthatd a médusoknak egy olyan részhalmaxaly azt az Un. esszencialis
alteret fesziti ki, ahol a fehérje funkcido szempontjdbdl relevdns mozgasai térténnek. A
hMDR1 holo konformacio esetén az apo konformacio felé torténé atmenethez legjobban
illeszked6 esszencialis modusokat rendszerint kevés szamaktkollmozgasi mddus
valasztdsaval kaptam (lasd 3.8. fejezet és 17. 4&bra). A kivalasztott modusok
szuperponalasaval megkapjuk a fehérjének a szimulacié soran az esszencialis alterében
veégzett kollektiv mozgasait. A kapott 6sszetett modus altal meghatarozott kollektiv
mozgasban a Latomok kezdeti elmozdulasa a 18. &bran lathaté. Mindharom szimulacié
esetén az Osszetett médusban megfigyélhatlt egy zardédd és csavarodé mozgas a
transzmembran régidban, amely ezt a régiot az ,alul nyitott” szerkezet felé mozgatja, és az
extracellularis oldal zarédasanak felel meg (18. abra). A 18. abran bemutatott moduson
megfigyelhed, hogy ehhez a mozgashoz csatolva az NBD-k oldaliranozgast végeztek,
merlegesen a tdmegkdzéppontjukat Osszéki@Engelyre. Ez a mozgas a holo és apo
szerkezetek dsszehasonlitdsabol nem kovetkezik, és a holo konformaciot egy ,alul zart” apo
konformaci6 felé mozgatja. Az NBD-k ehhez hasonlé, oldaliranyban elcsusztatott
elhelyezkedése figyelhietmeg az MsbA transzporter ,alul zart” apo (PDB IDB5X)
rontgendiffrakcidos szerkezetében. Az ,alul zart” apo konformacioban az NBD-k kozotti
kapcsolatok fellazulnak, de a két domén kdzétti tavolsag nem akkora, mint az ,alul nyitott”
apo konformécidban. A medfigyelt kollektiv mozgéas, bar csak harombdl egy szimulécio
esetén fordult él azt mutatja, hogy a holo fehérje képes egy ,art"zkonformacio felé

tarto kozvetlen atmenetre, és nem feltétlentl van szikség az NBD-k egymastdl valo
nagymeértéekii eltdvolodasara. A masik két szimulacioban nem mvetjfigyelhed olyan
esszencidlis altér, amelyben az NBD-k elmozdulasa az ,alul nyitott” apo allapot felé vezetett

volna.
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17. abra. A holo—apo konformécios &atmenetet jellendz kollektiv. modusok kombinacidjanak
meghatarozasa. (A)A nukleotid nélkili holo hMDR1 rendszerre szamolt alacsony frekvencidju (< 26D cm
kollektiv m6édusok a holo—apo konformaciés atmenet irdnyaval valé atfedése a modusok frekvenciajanak
fuggvényében (Id. 3.8. fejezet). Magas atfedéssel rendelk&rusok &leg az alacsony frekvenciaju
tartomanyban talalhaték(B) Az el n, legnagyobb atfedést mutatdé médus szuperponalasaval kapott dsszetett
médus atfedése a holo—apo konforméaciés atmenettel, a szuperponalt médusok szanfaggkényében. A

két legnagyobb atfedéssel rendetkezédus kombinacidja adja a holo szerkeék#iz apo szerkezet felé mutatéd
elmozdulas legjobb kozelitését. A beillesztett abrak a grafikonok kezdeti szakaszainak nagyitasat mutatjak.
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18. dbra. Az esszencialis dinamikai (ED) modusok szuperpozicidja meghataroz egy atmeneti iranyt a holo
konformaciobdél az apo konformacié felé. Az esszencialis alteret meghatarozé két kollektive médus
szuperpozicibja lathat6é az dbrakon. Az egygstBmok elmozduldsanak iranyat és relativ nagysagat a fekete
vektorok jelzik. Az oldalnézefA) mutatja az NBD-k egymastdl valo tavolodasat. Az elforgatott né£Bjen
lathatd a transzmembran régié extracellularis §jedzakaszainak zarédasa. Alulnézetf@nlathaté az NBD-k
oldaliranyu kitérése, amely a rendszert az MsbA fehérje esetén megfigyelt ,alul zart” apo konformacié (PDB ID:
3B5X) iranyaba mozgatja.

5.1.5. Az ,alul nyitott” szerkezet instabilitasa

A hMDR1 transzporter holo és ,alul nyitott” apo konformaciojanak dinamikai
0sszehasonlitasara tett kisérlet végul nem jart sikerrel, mert az apo hMDR1 modell instabilnak
mutatkozott a molekularis dinamikai szimulacidk soran (19. abra). Annak ellenérzésére, hogy
az instabilitAs nem a homolégiamodell pontatlansagainak koszinlestégeztem egy
hasonld szimuléciét a mintaként hasznélt egér MDR3 szerkezettel is (PDB ID: 3G5U). A
szimulacio soran azonban ez a szerkezet is hasonlé médonjgeleritavolodott a kezdeti

dlapottol, és instabilnak mutatkozott (20. abra). A tovabbiakban ezért ezt elemzem.
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19. abra. A human ,alul nyitott” MDR1 szerkezet instabil molekularis dinamikai szimulaciokban. (A) A

C, atomok kezdeti szerkezéfttszamolt atlagos négyzetes gyok eltérése (RMSDBjeer megndvekedett a
szimulacié soran a teljes fehérjéréB) Az RMSD értékekben csak mérsékelt névekedés lathaté az NBD-k
esetén az apo rendszerbefC) A TMD-k esetén az apo és holo format jellénRMSD értékek kdzotti
kilbnbség nagyobb, mint az NBD-k esetén. A teljes fehérje magas RMSD értékeit egyrészt ez okozza, masrészt
az NBD-k merevtestszielmozdulasa, amelynek az oka a transzmembran hélixek citoplazmatikus szakaszainak
megnovekedett flexibilitdsa lehe{D) Az utdbbi mozgékonysagnovekedés forrasa az, hogy a szimulacié soran
ezek a szakaszok nagyon hamar (20 ns) elvesztik masodlagos szerkezetiiket. Az instabil szakaszokat pirossal
jeloltiik a kezdeti és a trajektoria végén kapott szerkezeten, 100 ns szimuléeiténid

Az alul nyitott” konformécid instabilitasanak jellemzésére a szimulaciés id6
flggvényeében kiszamoltam a kezdeti szerkékzetld eltdvolodast a teljes fehérjére (20.A
abra), és kulén a TMD és NBD régiokra is (20.B. és 20.C. abra). A dupla ATP-kotott
Sav1866 rendszer egyik trajektérigjat hasznaltam stabil szimulaciéra vonatkozo
referenciaként. Az egér MDR3 fehérje esetén kiszamolt eltavolodas (RMSD ~9 A) sokkal
nagyobb, mint a stabil fehérje esetén (RMSD ~2,5 A; 20.A. &bra), viszont az egyes
doménekre kiszamolt RMSD értékek esetén ezek a kilénbségek kisebbek. A fluktuaciok az
NBD-k esetében 2,5 és 3 A kozott voltak, szemben a Sav1866 rendszerre kapott 2—-2,5 A
korili értékekkel (20.B. abra), a TMD-k esetében az eltavolodas RMSD értéke ~4 A, mig a
Sav1866 rendszerben ~3 A (20.C. abra). Az RMSD értékek dsszehasonlitasa azt mutatja,

hogy a nagyobb szerkezeti valtozasok a két NBD domén merevtéstdzmzdulasa miatt
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torténnek. Ugyanakkor mind az NBD-k, mind a TMD-k esetén az RMSD értékek az mMDR3
szimul&cidban altaldban magasabbak, mint a Sav1866 esetén, és a kiulénbség a TMD-k esetén
kifejezettebb. A trajektoria fehérjeszerkezeteinek elemzése azt mutatja, hogy a legnagyobb
instabilitast a transzmembran domeének citoplazmatikus hélixei mutatjak (19.D. és 20.D.
abra). Ennek a régidnak a megnovekedett mozgékonysaga miatt az NBD-k merefregstszer
emozdulnak, amely a teljes fehérje megndvekedett RMSD értékeinek a forrasa. A szerkezeti
instabilitds jellemzésére kiszdmoltam a transzmembran domének hélixtartalmat a
trajektoriabol szarmazo szerkezetek alapjan. A TMD-kben azoknak a kezdetben helikalis
oldallancoknak a hanyada, amelyek a szimulacié soran dominansan helikalisak is maradtak,
0sszesen 63,13%, szemben a Sav1866 trajektoridra kapott 90,04%-0s értékkel. A humén
MDR1 fehérje esetében a helikalis allapotban megmaradt aminosavak hanyada 64,30% az apo
es 91,84% a holo rendszerben. A masodlagos szerkezet elvesztése az érintett régiokban, azaz
a citoplazmatikus hélixek széttekeredése, az NBD-k transzmembran doéhédetansd

lecsatolédasat okozza, jeléstorzulasokat okozva a szerkezetben.
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20. abra. Instabil szakaszok az mMMDR3 ,alul nyitott” apo szerkezetben. (Al teljes egér MDR3 fehérjére
szamolt RMSD értékek a hMDR1 fehérjével végzett szimulaciokhoz hasonléan nagyon magasak (8—10 A), ami a
kezdeti szerkezéit valé nagymérték eltdvolodast jelez. Stabil rendszerként az egyik reprezentativ Sav1866
szimulaciot tuntettem fel(B) Az alacsony RMSD értékek az NBD-k stabilitdsara utaln@®. Az egér MDR3
szerkezet instabilitdsat egyrészt a TMD-kben bekovetkezett szerkezeti valtozdsok, masrészt az NBD-k
merevtestszér elmozdulasa okozzgD) Az mMDR3 szerkezetben a transzmembran hélixek citoplazmatikus

szakaszai széttekerednek. Az instabil régiokat piros szin jel6li.
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Elképzelésem szerint az instabilitas egyik lehetséges oka azon hidrofob
oldallancoknak a megnodvekedett szdma, amelyek vizes fazisba kerlinek az ,alul nyitott”
szerkezetben. Ennek az aldtdmasztasara kiszamoltam az oldoszer altal hoZZéfériiet
(ASA) a két hMDR1 modell intracellularis hurkaiban talalhaté minden egyes aminosavra. A
kapott eredményeket a 4. tablazat foglalja 6ssze, ahol az dpggdedveéert csak azok az
oldallancok vannak feltintetve, amelyeknek a hozzéaférifetszine az ,alul nyitott”
konformaciéban legalabb 20 ?A és legalabb kétszer akkora, mint az ,alul zart”
konformacioban. Ezeket a tdbbségében hidrofob, és az IL2-ben illetwepting hélixben
talalhatd oldallancokat a szerkezeteken is bejeloltem (21. &bra). Bizonyos oldallancok
esetében az apo konformacioban a hozzai&rfleétzin jelenisen megndvekedett (a Leu236
esetén ~23-szoros, az Ala238 esetén ~30-szoros emelkedés), mas esetben a ndvekedése
kisebb, de az abszolut értéke igen jelenfkb. 3-szoros novekedés az 163, 804, 904
fenilalaninok esetében, ahol az értékek 113% 41,4 X, 67,3 & az ,alul nyitott”
konformécioban). Ezek alapjan az ,alul nyitott” szerkezet instabilitasdnak a forrasa valdban
lehet a megndvekedett hidroféb felszin.
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aminosav A§A ASA
zart nyitott
IL-1 PHE 163 34.0 113.4
VAL 165 30.8 112.5
VAL 168 18.4 40.1
GLY 169 9.8 55.0
ILE 186 2.4 20.8
IL-2 LEU 236 0.9 22.9
LEU 244 12.1 79.1
ALA 246 15.1 31.2
ALA 248 2.2 59.7
ALA 252 8.2 67.8
VAL 253 1.2 64.4
VAL 257 2.7 51.5
LEU 258 10.6 31.0
ALA 260 3.3 39.0
ILE 261 16.8 47.4
VAL 264 10.8 32.0
ILE 265 4.8 28.4
PHE 267 14.6 34.2
LEU 281 6.3 38.5
ALA 284 9.0 60.9
ILE 287 20.9 120.8
LINKER-1| ALA 354 16.1 33.2
ALA 356 0.5 49.1
GLY 360 0.8 43.6
ILE 368 13.2 62.3
ILE 375 41.2 144.8
IL-3 LEU 797 13.2 45.2
TRP 803 28.6 64.7
PHE 804 11.1 41.4
PRO 807 41.8 118.7
GLY 812 0.1 53.4
ALA 813 1.1 45.2
IL-4 LEU 879 17.9 62.4
ALA 883 10.3 42 .4
PHE 904 22.9 67.3
VAL 908 13.7 39.2
LINKER-2| ILE 1003 6.6 104.2

4. tablazat. Intracellularis hurkokban talalhaté aminosavak hozzaférhei felszine (ASA). A tablazatban
azok az apolaros vagy hidroféb aminosavak szerepelnek, amelyeknek a hozzdééshite az ,alul nyitott”
konforméciéban legalabb 20°Aés legalabb kétszer akkora, mint az ,alul zart” konforméaci6 esetében. A
bemutatott értékek mértékegységeé AL: intracellularis hurok, LINKER: a TMD és NBD kodzotti 6sszekot
régiok.
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21. abra. Az intracellularis hurkok apolaros és hidroféb aminosavjainak oldészer altal hozzaférhét
fellilete (ASA) megnovekedett az ,alul nyitott” konformacidban. A 4. tablazatban felsorolt, megnovekedett
ASA értékkel rendelkeérzoldallancok kék szihpalcika modellel vannak feltlintetve az ,alul zg&) és az ,alul
nyitott” (B) hMDR1 modellen. A legtdbb megndvekedett hozzafésdegel rendelkéz oldallanc az IL2
hurokban és az azon belidoupling hélixben talalhaté. Molekularis dinamikai szimulaciékban ez a régio
mutatja a legnagyobb aranyl széttekeredést.

5.2. Diszkusszio

Munkédm soran ABC fehérjék kulonb@zlipid kettbsrétegbe agyazott szerkezetével
végeztem molekularis dinamikai szimulaciokat. Ezek a szerkezetek azokat a
transzportfolyamat soran felvett kulontdokonformacidkat reprezentaljak, amelyek bels
dinamikai tulajdonsagainak részletes ismerete igen fontos. A kotétt nukleotid hidrolizisének
hatdséat a teljes fehérje dinamikai korrelaciés halozatara a Sabb86&ialisfehérje ,alul
zart” holo szerkezetében vizsgaltam. Az egyes oldallancok kozétti kblcsénos informécio
kiszamitasaval azonositottam a korreldlt mozgast dvégainosavakat az ATP/ATP és az
ATP/ADP rendszerben is. A két rendszerre kapott eredmények 0Osszehasonlitasaval
megmutattam, hogy az ATP ADP-re valo6 cseréje kdzvetlenil megvaltoztatja a fehérjén belili
korrelaciés halézat mintdzatat. A nukleotidcsere a hidrolizis utani pillanatot modellezi, az

elhasadty-foszfat kétés energidjanak disszipalédasat nem vettem figyelembe. A dinamikai
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korrelacios halozatban csomoépontként szerepelnek a Q-hurok és az X-hurok egyes
aminosavjainak oldallancai. Ezek a hurkok a korabbi vizsgalatok alapjan is fontos szerepet
jatszanak az NBD és a TMD kozétti allosztérikus kommunikacioban. Erdekes médon az
ATP/ATP rendszerben megjekekorrelaciok nagy része az ATP/ADP rendszerbdél hianyzik,
ami arra utal, hogy a hidrolizis még a konformacié jélsebb megvaltozasa nélkil is képes
atalakitani az oldallancok dinamikai korrelacios hél6zatat. A dinamikdban bekdvetkezett
valtozasok vezethetnek az NBD-NBD interfész és a kulcsfontossagd NBD-TMD
kolcsonhatasok destabilizalédasahoz, amely a fehérjét a transzportciklus kévéfkeze

felé vezetheti.

Elssként mutattam meg, hogy dinamikai csatoltsag létazikanszporter TM3 és TM6
hélixei és a nukleotidkotott NBD-k kozott. Az eredmények alapjan azt feltételezem, hogy a
TM3-ban is talalhatok a funkcid szempontjabdl fontos aminosavak. Erdekes megjegyezni,
hogy a citoplazmatikus régioval korrelalt mozgast wégidallancok talalhatok a TM1 és
TM2 kozotti extracellularis hurokban, amely a human MDR1 fehérjében hosszabb, mint a
Sav1866 fehérjében. Ez a medfigyelés is utalhat arra, hogy ennek az extracellularis huroknak
szerepe lehet a transzportfolyamat soran bekouetkagzimmetrikus konformacios
valtozasokban.

A Becker és munkatarsai altal kozolt tanulmanyban az ATP-kotott és a nukleotid
nélkili Savl1866 szerkezetek vizsgalatakor azt figyelték meg, hogy nukleotid hianydban a
transzporter szerkezete az extracellularis oldalon spontan zarédasnak indul [132]. A
nukleotid nélkuli szerkezetben megfigyelt kollektiv mozgasok a TM3/TM4 és a TM6
citoplazmatikus szakaszainak 6sszehangolt mozgasat mutattdk. A szerkezetben Iényegesen
tobb megmaradd kontaktust talaltakcaupling hélixek és az X-hurok illetve a Q-hurok
kozott, mint az ATP-kotott szerkezetben. Erdekes modon az altalam vizsgalt ATP/ADP
rendszer meglepéen sok dinamikai hasonlésagot mutat a Becker-fkleotrdmentes
rendszerrel, mint példaul a Q-hurok éxaupling hélixek kdzotti csatoltsdg. Emellett a
kezdeti szerkezéit legnagyobb eltdvolodast mutatd ATP/ADP rendszet, (#3. 4bra) a
Becker €s munkatarsai altal is megfigyelt extracellularis zardodast mutatja a transzmembran
doménekben. A két rendszer kozotti hasonlosag alapjan elképzélbgy a transzporterben
mar egyetlen ATP hidrolizise is elindithat egy olyan folyamatot, amely a transzporter
zar0dasat okozza az extracellularis oldalon. Ez a spontan extracellularis zarédas
hozzjarulhat az ABC transzporterekben megfigyelt magas alap ATPaz aktivitdshoz azzal,

hogy a nukleotidk@ doménekhez csatolvacaupling hélixeken keresztildegiti az NBD-k

,,,,,,
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hogyan torténik a transzportalando szubsztratok kotése, ezért az is elképhelypetaz ,alul

zart” ATP-kotott allapotban az extracellularis régidk zarédasa a szubsztratoddeéit
imitélja, és ezzel a hidrolizist elinditva jarul hozzad a megfigyelt magas alap ATPaz
aktivitashoz.

A munkam és a Becker és munkatarsai altal megfigyelt eredmények alapjan azt
feltételezem, hogy az ATP-kotott ,alul zart” konforméacidt az X-hurok és a tetrahélix-koteg
kozotti kapcsoltsag stabilizalja. Egyetlen ATP molekula hidrolizise esetén ezeknek a
régioknak és az NBD-nek a dinamikus csatoltsagi halézata nagyrészt imkgszs
megjelenik az NBD-k és aoupling hélixek kozotti csatoltsdag. A transzporter dels
mozgasainak efféle megvaltozasa fontos esemeény, egy jel az NBB-KMD-k felé, amely
az extracellularis régidk spontan zarédasaval egydteeglitheti a rendszer tovabblépését a
transzportciklusban. A szamitégépes szimulaciok altal etedkmtiatozott idéskala miatt
azonban sajnos a konformacios atmenet teljes uUtvonala szamitdsos modszerekkel, atomi
részletességgel nem kovethetde ra lehet mutatni a folyamatban varhatéan résitv
oldallancokra.

Az izolalt NBD dimerekkel ATP hidanyaban végzett szimulaciok egy részében a
domének mutattak szétnyilast, mas részében nem [65, 74-78]. A Sav1866 ATP/ADP
feltételezem, hogy a TMD-k jelenléte megtartja az NBD-k viszonylag szoros asszociaciojat.
Az NBD-k és a TMD-k kozoétti éis csatoltsag szempontjabdl az apo formaéayéisebb
modellt adna az ,alul zart” apo konforméacié, és ebbdl arra is kdvetkeztethetlink, milyen
mertékben nyilik fel a citoplazmatikus oldal a transzportciklus soran. A kérdéshez
kapcsolddo jeleiss kisérleti munkat végzett a human MDR1 fehérjén Esomunkatarsai
[64], akik a transzmembran hélixek citoplazmatikus régidinak keresztkdtésével megmutattak,
hogy a kozottik levé tavolsag rogzitése nem akadalyozza az ATPazaaktividzek alapjan
elképzelhet, hogy az ,alul nyitott”, az NBD-k nagymértéki eltavolodasat mutatdé szerkezet
géforduldsa nem szilkséges feltétele a transzport wéghetelének. Hasonld, keresztkotéses
ATP hatasara bekovetkezett valtozasokat probaltak megragadnd. efedmeényeik alapjan
azonban nem lehet egyértdlan megmondani, hogy az NBD-k eltavolodnak-e egynhasto
vagy sem. A réz-fenantrolin altal medialt, 208-as poziciéba belltetett ciszteinek kozotti
keresztkttés hianya nem feltétlentl nagy konformacids valtozasokbodl ered. Az ,alul zart”
apo MsbA szerkezetben, ahol az NBD-k egymashoz viszonylag kozel helyezkednek el, a

Glu208 oldallancokat két hélix valasztja el egymastol, ami ennek a konformacionak az esetén
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kizarja a két 208-as pozicid kozotti keresztkotés tedggget. Az EPR kisérletekbdl
szdrmaztatott tavolsagadatok az iranyra vonatkozé informacio hianyaban szintén nem tudjak
megvalaszolni, hogy az ,alul zart” vagy az ,alul nyitott” apo konformacio valésul meg a
nukleotid nélkul végzett kisérletekben [54].

Az esszenciadlis dinamikai szamitasok alapjan a holo hMDR1 transzporter képes az
»alul zart” apo konformacio iranyaba torténé elmozdulasra, az NBD-k egyméashoz képesti
oldalirdnyd elmozdulasaval. Ezt az elmozdulast csak harom szimulaciobol egy esetében
sikerllt megfigyelni, a masik két esetben a kollektiv mozgasokban nem talaltam értebmezhet
Osszefliggést a TMD-k és az NBD-k mozgasa kozott. A medfigyelt esetek rossz aranyanak
oka lehet a konformacios mintavételezés elégtelensége, amely egy ilyen nafjyerétster
esetén varhaté. Ez az eredmény ezért nem tekintrwiosztusnak, €s mindenképpen
ovatossaggal kell kezelni, ennek ellenére felveti annak adkdgstt, hogy az ,alul zart” apo
konformacio egy koztes vagy akar egy veégleges allapotot képviseljen a transzportciklusban,
az ,alul nyitott” szerkezet MD szimulaciékban mutatott instabilitasa miatt. Erdekes még
megjegyezni, hogy a megfigyelt kollektiv mozgas mindkét doménre nézve aszimmetrikus, de
ezt csak egyetlen szimulacio esetében tudtam megfigyelni, ezért nem tékszigeifikans
eredménynek.

Az ,alul nyitott” hMDR1 modell és az egér MDR3 rontgendiffrakcios szerkezet is
instabilnak bizonyult a szimulaciokban. Ivetac és Sansom munkaja megmutatta, hogy
molekularis dinamikai szimulaciokkal ki lehetisai hibas rontgendiffrakcidos szerkezeteket,
amelyek rovid idétartam alatt is jelgist instabilitdst mutatnak szimulacidkban [83]. Eame
azébta visszavont MsbA szerkezet szolgaltatta a példat. Az altalam vizsgalat ,alul nyitott” apo
szerkezet ugyan nem mutatott olyan mértéki instabilitdst, mint a hibas MsbA szerkezet, az
eredmények alapjan mégis elképzethehogy a transzmembran domének citoplazmatikus
szakaszai kozotti és az NBD-k kozotti tavolsag a valésagban nem olyan nagy, mint a
kristalyokban megfigyelt ,alul nyitott” apo szerkezetben. Az MD szimulacioink alapjan az
NBD-k ilyen mértéki eltdvolodasa az NBD-k levalasat okozza a TMID-&mi elrontja a két
domén dinamikai csatoltsagat, és ezzel lehetetlenné teheti a transzididéaet.

A medfigyelt instabilitasnak tobbféle oka is lehet. Elképzélhetogy a
rontgendiffrakcios szerkezet alacsony felbontasa miatt (3,8 A) az oldallancok elrendezése az
egér MDR3 szerkezetben nem optimalis, 6&tsban az intracellularis hurkok azon
szakaszaiban, amelyek a legnagyobb instabilitAst mutatjdk. Ez arra figyelmeztethet
bennlinket, hogy nagy koriltekintéssel jarjunk el olyankor, amikor az oldallancok

iranyultsagara épitink, pl. drogkotési vizsgalatok tervezésekor és értelmezésekor. Masrészt
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tobb, az ,alul zart” holo szerkezetben eltemetett apolaros és hidroféb oldallanc olddszer altali
hozzéaférheisége az ,alul nyitott” szerkezetben nagymértékii, ami elképzelhegy csak a
kristalyositasi korilmeények (alacsony homérseéklet, lipiddeeéteg hianya) mellett szamit
kedvednek. Szintén elképzelligthogy az ,alul nyitott” konformaciot az elemi cdin levo
molekulak kdlcsdnhatasai stabilizaljak. Ezt a konformaciot eddig az MsbA (PDB ID: 3B5W)
bakterialis fehérje és az egér MDR3 (PDB ID: 3G5U) kristalyaiban figyelték meg, ahol az
elemi cella egynél tobb teljes transzportert tartalmazott. Bar az azonos transzporteren beldli
NBD-k egymastdl tavol helyezkednek el, kélcsdnhatast |étesitenek a szomszédos molekulak
NBD-jeivel (22. &abra). Ezek az intermolekularis NBD-NBD koélcsénhatasok nem a
kanonikus ,dimeriz&ciés” interfészen jelentkeznek, és elképzelteigy stabilizéljak a
kristalyban ebforduld konformaciot, az ,alul nyitott” szerkezeteEzzel ellentétben azokban

a kristalyokban, amelyek mas konformaciéban tartalmazzak a transzportert (Sav1866 ,alul
zart” holo, MsbA holo és ,alul zart” apo), a kulonlbdehérjékhez tartoz6 NBD-k egymastol

tavol helyezkednek el, nem Iépnek kdlcsdnhatasba egymassal.

22. abra. A kristalykontaktusok stabilizalhatjak az ,alul nyitott” konforméaciét. Az ismert ,alul nyitott”
konforméciét mutaté rontgendiffrakcids szerkezetben (MsbA, mMMDR3) talalhaté intermolekularis kontaktfelszin
az NBD-k kozoétt. Ezek a kontaktusok nem a fiziologias ,dimer” esetében megfigyeltek, és elképhelypet

egy nem-fizioldgias kristalybeli konformécioban stabilizaljak a transzporter€RgtMsbA (PDB ID: 3B5W),

(B) mMDR3 (PDB ID: 3G5U).
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Az apo konformaciorél az imént bemutatott kérdések miatt elképaakietartom,
hogy a fiziologias korulmények kozoétt jelen Iévé apo forma leirdsara az ,alul zart” apo
szerkezet jobb modellt ad. Az MRP1 fehérje esetén megfigyelt 2D kristalybeli apo szerkezet
is egy feélig nyitott konformaciot mutat, az ,alul zart” konformaciéhoz hasonléan [134]. A
sejtbeli ATP koncentraciot (2-5 mM) 6sszehasonlitva az ABC exporterek tipikus
ertékével (200-500 uM) az is elképzethdiogy az ,alul nyitott” apo konforméacié egy igen
rovid életidefi, atmeneti allapot, amelyet a kristalyositasi koémyek mellett sikerdilt

stabilizalni és megfigyelni.
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6. Osszefoglalas

Munk&m soran kifejlesztettem egy U], konformacios entrépia becslésére hasznalatos
modszert, amely Gauss-keverék fliggvények illesztésén alapul. A moddszert 6t, kis méret
peptidbél  allé molekularis rendszeren teszteltem. A kapetitropiaértékeket
O0sszehasonlitottam egyrészt mas, ismert modszerek altal adott eredményekkel, masrészt a
konformécios sokasdg egzakt entropiaértékével is, amelyet minden rendszerre a teljes
konformacios tér feletti integralassal kiszamoltam. Az egzakt entropiaval valo atlagos
legjobb egyezést az altalam kifejlesztett médszer adta. A Gauss-keverék modszer elvileg
szamitasara, de tovabbi munkat igényel a szikséges Gauss-csucsok szamanak automatikus
megallapitasa. Az algoritmus polinomialisan skalazodik a dimenziészam és a mintaméret
fuggvényében is, ezért nagyobb rendszerek esetén szikséges lehet olyan tarsmédszerek
kidolgozasa, amellyel a rendszer effektiv dimenziészamat csokkenthetjik. A mddszer ezen
korlatok ellenére egy koncepcionalisan egyézss konnyen atlathatdé elméleti hatteret ad a
tovabbi fejlesztésekhez.

Az ABC fehérjéken végzett munkaban kulonbdranszporterszerkezetek dinamikai
jellemait vizsgaltam. A nukleotidkotott, ,alul zart” hol&onformécidoban az egymassal
korrelalt mozgast véd@zoldallancok feltérképezésével megallapitottam, hakgr egyetlen
ATP hidrolizise is okozhat olyan valtozast a dinamikailag korrelalt aminosavak hal6zataban,
amely ebsegiti a transzporter citoplazmatikus oldalanak yighsat. Az ,alul nyitott”
szerkezet MD szimulacidinkban instabilitdsat mutatott. Elképzeléseim szerint az instabilitds
oka a nagymértékii exponalt hidrofob felllet az intracellularis hindokvagy az oldallancok
nem-optimalis elrendezése alacsony felbontasbdl eredé bizonytalansag miatt. Az ,alul
nyitott” apo szerkezetet a kristalyban megfigyelt intermolekularis NBD—-NBD kontaktusok és
a kristalyositas korulményei is stabilizélhatjak, fiziolégids kortlmények kozott azonban
elképzelhet, hogy egy rovid életidéj atmeneti konformaciérol van sz6. Az ,alul zartih
szerkezet esszencialis dinamikai analizise alapjan azt feltételezem, hogy az ATP hidrolizise
utan a transzporter képes az ,alul zart” apo konforméacié iranyaba elmozdulni. Ezen
lehetséges holo—apo utvonal és az ,alul nyitott” szerkezet instabilitasa alapjan azt javaslom,
hogy az ,alul zart” apo szerkezet relevansabb leirasat adja a transzporter szerkezetének, mint
az ,alul nyitott” apo konformacié. Ezek a szimulacidék segitenek megérteni az ABC fehérjék

mikodéséhez szilkséges szerkezeti €s dinamikai jéliketzezaltal Uj megkozelitést ajaniva

82



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2011.001

az ABC transzporterek felgombolyodasanak, stabilitasanaki&sdesének befolyasolasat

célzo raciondlis gyégyszertervezés szamara.
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7. Flggelék

7.1. A Gibbs-eloszlas szarmaztatasa

Termosztalt rendszer esetén a rendszer szamara élénil@ballapotok szamanak
megbecsléséhez tekintsiik a kovetkgondolatmenetet. irjuk a rendszer teljes energigja
E =E; + E; formaba, aholE; az altalunk vizsgalt részrendszdf, pedig a termosztat
energiaja.  Annak a valOszinisége, hogy a részrendszer egy Bdo#nergiaju
mikroallapotban taldlhato, aranyos a teljes rendszer azon éallapotainak szamaval, amelyben a
részrendszer energiaji&;. A teljes rendszer azon Aallapotainak szdma, amelyben a
részrendszer egy rogzitel; energiaju allapotban van, megegyezik a termosgtaty
energigju allapotainak szamaval, amit jel6lJosfE — E). Ez alapjan a részrendszer dgy

energiaju allapotanak valosziniisége

WE) = cll,(E-E) (73)
aholc egy ardnyossagi tényez A részrendszer energiaeloszlasara igy felirnato a
1= T (E)WE) = M(E),(E-E) (74)

E E,

normalasi feltétel. Az 6sszegzés mogott levs kifejgdésronban megmutathatd, hogy egy
alagos, E; = <E;> érték korul éles csucsot mutat [135]. Ezek alapjan az 0sszegzés
helyettesithét a

2. N(BE)WE) = AT Ov(E)) =1 (75)

kifejezéssel, aholW(<E;>) az atlagos energiaértékéfardulasi valésziniségedlr pedig a
részrendszer altal bejart allapotok atlagos szama, amit az (75) 6sszefliggés definial. Ezek
alapjan a részrendszer entropiaja felirhatd

S =ks INAT = ~Ig In W(E,)) (76)
alakban. A (76) képlet érdekessége, hogy azt mutatja, hogy egy rendszer entropidja
kiszamithaté pusztan egyetlen, az atlagos energianak mégibgiot valésziniségébsl. A
W(E,) eloszlast azonban a legtobbszor nem ismerjik egzaktul, ugyanis az eloszlas normalasi
faktoranak kiszamitasahoz az 6sszes energiadllapot valosziniségét ismerninkvidth) A
eloszlas megbecsléséhez azt a feltételezést hasznalhatjuk, hogy a termosztat sokkal nagyobb,
mint a vizsgalt részrendszeE;(<< E), és igy energiajanak fluktuacioi gyakorlatilag

elhanyagolhatok. A termosztat ezzel gyakorlatilag mikrokanonikus rendszernek tékinthet

,,,,,,,,
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energiaja nagyon kicsi a rendszer teljes energiajéBpest; << E), a termosztat entropiaja

sorfejtéssel helyettesitiéet

KinlL,( B B= S(E- B)=S(F)-

0SE) £.g - E
| BTSE— (7

-1
ahol T, :ki(%j a termosztat hémeérséklete. A (77) egyenlet jobb oldalana@k els
B

tagja nem flugde;-tol, ezért aw(E;) eloszlasfiggvényhez csak konstans szorzoéfaktorral jarul

hozza, ami igy felirhatd

E

WE) = Zleh =z (78)
ahol B = 1/(kgT) az un. lBmérsékleti faktor,Z pedig az eloszlas normalasi faktora, amit

allapotdsszegnek vagy mas néven particios fliggvénynek neveznek.

7.2. A konfiguracios és kinetikus entropiajarulékok szétvalasztasa

Klasszikus rendszerek esetén a (16) Osszefliggést gyakran érdemes tovabbi tagokra
bontani. Descartes-koordinatarendszer hasznalata esetén a mozgasi energia az impulzusok
négyzetes fuggveénye lesz, és ha a rendszerben nincsenek disszigatiklar az energia és
az entropia kinetikus és konfiguracios tagokra bonthat6. Ekkor a rendszer energiafiiggvénye
E(p, 9) = Exin(p) + Epodq) alaku, és a rendszer entropiaja (16) alapjan

S= k(In(h*"Z) + B(E)) =

I (IN(H* ZgoZe) + B{Biin) + B(E o)) = (79)
Jn( 1 Z2)+ B EN+ KIN Zo + B Ey)) = S+ S

Az entropia kifejezése tehat két tagra bonthatd, Shoh kinetikus jarulék

Sin = ke (IN(W™"Z,;,) + B(Eyin)) (80)

amelyben szerepltagok
Z;, = [ €5 Pdp (81)
(B = Zi| B (pe™Pdp (82)

a kinetikus allapotosszedy,) €s az atlagos kinetikus energi€&fs>). A (79) képlet jobb

oldalan szereplmasik tag az un. konfiguraciés entroda, (), amely
Sont = Ka (INZory) * B(Epor)) (83)

formaban a konfiguracios allapotdssz@di.on) €s az atlagos potencialis energiabdd )

szarmaztathatd, amelyeket a
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Zors = [ €7 dg (84)
( Ey)= Zow| E(de™dg (85)

kifejezések definialnak.

A kinetikus allapotokzi, integralja ebben az esetben analitikusan is kiszamolhato,

DU

aholm, éspx ak. atom tdmege és impulzusa. A rendszer atlagos kinetikus energiaja szintén

kiszamithatd analitikusan,

<Ekin>_zkinj[zk:ﬁje dp=

87
27m -3/2 pz _ﬂi 3 ( )

- k 2my d = N_ -1

T[] 1o
és ez altal a kinetikus entrépiajarulék
3/2
_ 2 3N
$n = KIN(H*™Z)+ BE) =ks N[ o | +ko ™=

3 27m,
=k, sz:(lﬂn v ]

formaban megkaphaté. Lathatd, hogy az entrdpia kinetikus jaruléka a koordinataktél teljesen
flggetlen, és pusztan az atomi tomegek segitségével kiszamithatd. Ezért a legtdbb modszer

az entropia kiszamitasakor csak a konfiguracios entrépiara fokuszal.
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