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Roviditések jegyzéke

Roviditések jegyzéke

AFM — Atomier6-mikroszkop (Atomic Force Microscope)
CNT — Szén nanocs6 (Carbon nanotube)

EM — Energia-minimalizacio (Energy minimization)

FF — Erotér (Force Field)

GROMACS — Molekuladinamikai szoftvercsomag, korabban a GROningen MAchine for

Chemical Simulations roviditése

MD — Molekuladinamikai (Molecular dynamics)

PT- Izoterm-izobar sokasag (constant Number of particles, Pressure, and Temperature)
NVT — Izoterm-izochor sokasag (constant Number of particles, Volume, and Temperature)
PDB — Protein Data Bank

Ry — Giraciods sugar (Radius of gyration)

RMSD — Atlagtol valo négyzetes eltérésnek a négyzetgyoke (Root-Mean-Square Deviation)
SWNT — Egyfalt szén nanocs6 (Single-walled nanotube)

TIP3P — (Transferable Intermolecular Potential 3-Point)

VMD - Visual Molecular Dynamics, molekuladinamikai trajektoria megjelenitd szoftver

Jelolések: Vektor (félkévér), skaldr (dSl)



Bevezetés

1 Bevezetés

1.1 Attekintés

Napjainkra a szamitasi teljesitmény lehetévé tette, hogy fehérjék és egyéb szerkezetek
kolcsonhatasat modellezziik és szimulaljuk atomi szinten. A molekuladinamikai (MD)
szimulaciok a részecskék rendszerének mozgasat szimulalé tudomany*. A MD szimul4ciokat a
fehérjefunkcio, a fehérje stabilités, a fehérje-fehérje kolcsonhatas, az enzimatikus reakciok és a
gyogyszer-fehérje kolcsonhatdsok, valamint a membranfehérjék tanulméanyozasara is
hasznaljak?. Ezek a szimulaciok a fehérjék és mas biomolekuldk viselkedését teljes atomi

részletességgel és nagyon finom idébeli felbontassal rogzitik®.

A MD moddszerek a klasszikus newtoni mechanika segitségével vizsgalja a rendszerek
dinamikajat. A dinamika szamitasa soran kiilonb6z6 Sszemiempirikus potencialokat
hasznalhatunk, amelyek részben az ab intito kvantumkémiai szamitasokra tdmaszkodnak,
valamint tovabbi illesztési eljarasokat és finomhangolast végeznek rajtuk, hogy megbizhatéan
illeszkedjenek a kisérleti megfigyelésekhez. Dolgozatomban a mar alaposan tanulmanyozott
tojasfehérje lizozim (1Aki) kolcsonhatasat vizsgaltuk szén nanocsé szerkezettel (CNT) MD
modszerrel. Az 1AKi lizozim egy enzim, amely a baktérium sejtfal peptidoglikan rétegét bontja
¢s fontos szerepe van az antibakterialis védelemben. Az ehhez hasonl6 lizozim enzimek szdmos
éldlényben is megtalalhatok® °. A tojasfehérjében talalhatd 1Aki lizozim kiiléndsen jol ismert
és sokat kutatott fehérje. Szerkezete egyszerii és konnyen hozzaférhetd az adatbazisokban®, igy

gyakran hasznaljak modellfehérjeként MD szimulaciokhoz’.

A CNT hengeres nanostruktira, amelyek hatszdgletii racsban elhelyezkedd szénatomokbdl
all. Kivételes mechanikai szilardsagot, elektromos vezetdképességet és hdstabilitast mutatnak.
Ezek a tulajdonsagok rendkiviil értékessé teszik a CNT-ket kiilonb6z6 alkalmazasokban,
beleértve a MD szimuléacidkat is. Ezekben a szimuldciokban modellként hasznéljak oket a

nanoméretii kdlcsdnhatasok és anyagi viselkedés vizsgalatahoz®,

1.2 El6zmeények

A Molekularis Biofizika és Bioanyagok csoport korabban kisérleti modszerekkel vizsgalta
fehérjék és szén nanocs® Szerkezetek kolcsonhatasat. Ennek soran fotoszintetikus

reakcidcentrum-fehérjét kapcsoltak elektrodfeliilethez szén nanocsd segitségével. A kialakitott
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feliileten talalhato fotoszintetikus fehérjék fény hatasara aramot generalnak. Ezzel olyan stabil

hibrid rendszerek hozhatok 1étre, amelyek képesek detektalni herbicideket és mas inhibitorokat.

A kisérleti tapasztalatok alapjan a fehérje €és nanocsé relativ konformacidja nagyban
befolyasolja az elektrontranszfert, ugyanis a fehérje jol definialt donor és akceptor hellyel is
rendelkezik. A cikkben emlitett elrendezésben azonban a konformacié nem ismert. A preferalt

konformaciok feltérképezésére megoldast adhat a MD szimulaciok®.
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2 Anyagok és médszerek

2.1 Lizozim fehérje

A fentebb megismert 1Aki lizozim egy kis enzim, amely 129 aminosavbdl all,
molekulatomege 14,3 kDa, egyediilallo hidroféb magjardl és hidrofil feliiletérdl is ismert.
Szerkezetileg a lizozim két doménbdl all, az ugynevezett alfa-domén és béta-domén. Ezeket
egy a-hélix kot dssze, és az aktiv hely e domének kozott helyezkedik el, ami kulcsfontossagu

110

antibakterialis hatasa szempontjabol™. A szerkezeti felépitését az 1. dbra mutatja be.

~J N\

1. dabra: Tojasfehérje lizozim (1Aki). A képet a VMD 1.9.4 szoftverrel
készitettem.

2.2 Szén nanocso

A bevezetdben emlitett CNT-t eldszor Sumio lijima japan fizikus figyelte meg 1991-
ben'!'? Jellemzen néhany nanométer atmérdjiiek, valamint nagy a hossziisag/atmérd
aranyuk®®. A 2. dbra egy altalam készitett CNT modellt szemléltet. A szén nanocsdvek egyszerii
kémiai Osszetétellel és atomi kotési konfiguracioval rendelkeznek, de talan a legszéls6ségesebb
sokféleséget mutatjdk a nanoanyagok kozott a szerkezetek és a szerkezet-tulajdonsagok
korében. Az (m,n) indexek hatdrozzdk meg az atmérdt és a kiralitast, amelyek a nanocsd

kulcsparaméterei.
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A kiralitastol (a hatszogek és a csO tengelye kozotti kirdlis szog) fliggden az egyfala CNT
(SWNT) rendelkezhet vezeté vagy félvezetd tulajdonsagokkal. Azonos kiralitasu félvezetd
nanocsdvek esetében a tiltott savszélesség forditottan aranyos az atmérdvel'®. llyen esetben
viszonylag nagy tiltott savval rendelkezik, ami egy tipikus 1,5 nm atméré esetén ~0,5 eV.
Novelve a szén nanocsé atmérdt a tiltott sav akar lecsokkenhet ~10 meV-ra is. A CNT-k

rendelkeznek az egyik legmagasabb szobahdmérsékletli hévezeté képességgel az ismert

anyagok koziil, amely akar eléri a 3000 % értéket is®.

2. abra: Szén nanocsé (CNT). A képet a VMD 1.9.4 szofiverrel készitettem.

2.3 Molekuladinamikai szimulacios modszerek

A MD szimulaciés szdmitdsok rendkiviil hasznossd valtak az elmult évtizedekben. A
modszerrel viszonylag nagy atomszamu rendszereket is lehet szimulalni'®. A Born-
Oppenheimer-kozelités értelmében az elektronok mozgasa sokkal gyorsabb az atommagokénal,
mivel az atommagok joval nehezebbek. Ennek kdszonhetden a molekulat klasszikus
rendszerként modellezhetjiik, ahol az atommagok toltéssel rendelkezd, rugdkkal 6sszekotott
tomegpontokként viselkednek. A Schrodinger-egyenlet megoldasa helyett az atommagok
pozicioitol fiiggd E(r) potencialfiiggvényt egy empirikus vagy szemiempirikus

potencialfiiggvénnyel helyettesithetjiik.
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A MD szamitasokban az id6fejlesztd algoritmus egy adott részecske (atom) viselkedését leird
potencialt (V) vizsgal, majd kiszamitja a részecskék kozotti potencial negativ gradiensét. Ezen

mennyiség a részecskére hato F erével egyenld, amelyet az 1. egyenlet ir le:

F=-v(r), 1)

ahol V a Nabla operator, mely a parcialis derivalast jeloli a kiilonb6z6 iranyokba. A V(r) a

korabban emlitett potencialfiiggvény, ami fligg a helytol.

A részecske gyorsuldsanak szamitasahoz Newton masodik torvényét hasznalhatjuk (2.
egyenlet):
F = ma, (2)

ahol m a részecske tomege és a a gyorsulasa.

A gyorsulas az idéegységenként valtozo sebességet irja le (3. egyenlet), aminek segitségével az

crer

dv
- 3
a=—, (3)
dr
= — 4
v dt’ @

Ezen egyenleteket felhasznalva felirhatd az 5. egyenlet, amely tehat az atommagok mozgasat
irja le. Sokrészecske-rendszerek esetén a megoldasat numerikusan tudjuk kozeliteni. A végso

format a 6. egyenlet irja le*’.

—VV =m (Z—Z) ) 5)
dE d*r
=M <W) (6)

A molekuladinamikai szamitasok elvégzéséhez tobb programcsomag is elérhetd, tobbek kdzott

a CHARMM?® vagy a GROMACS?™.
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2.4 MD erdterek és topologia

A MD szimulaciok soran a rendszerben 1évé atomok kozott fellépd kolcsonhatasokat
potencialfiiggvények segitségével irjak le. Az erdtér ezen fiiggvények egyiittese?®. A
paramétereket jellemzden ab initio, vagy félig empirikus kvantummechanikai szamitasokbol,
valamint kisérleti adatokhoz vald illesztéssel nyerik, mint a neutron-, rontgen- ¢és
elektrondiffrakcio, NMR, infravérds, Raman- és neutronspektroszkopia stb. Az erétér (FF) a
valodi potencialt egy, a szimulalt régidban érvényes egyszerisitett modellel helyettesiti. Idealis
esetben elég egyszertinek kell lennie ahhoz, hogy gyorsan kiértékelhetd legyen, de kelléen
részletes ahhoz, hogy reprodukalja a vizsgalt rendszer tulajdonsdgait. A szakirodalomban
szamos erdtér all rendelkezésre, amelyek kiilonbdz6 bonyolultsaguak és kiillonbozd tipust

rendszerek kezelésére iranyulnak??.

Tobbféle potencial paraméter csomag van, az egyik legelterjedtebb a GROMOS?2. A
csomagok tartalmazzak az egyes atomok potencial paramétereit, melyek fiiggenek az atomok

térbeli elrendezésétol és a kotések geometriai kényszereitd] is'®.

2.5 Iddfejlesztd algoritmusok

Az 5. mozgasegyenletek integraldsa szamos numerikus kozelitéssel torténhet. Az
integracios algoritmusok koziil a legismertebbek és széleskorben hasznalt bakugras (Leapfrog)

és Verlet algoritmus®,

A bakugras mddszer az MD szamitasoknal gyakran alkalmazott algoritmus. Az aktualis
pillanatbeli pozicié alapjan szamitott er6bol, valamint a fél id6l1épés tavolsagbol szamitott
sebességgel hatdrozza meg a részecske j koordinatait. A sebesség igy mindig fél 1épésenként,

mig a koordinata teljes 1épésenként keriil frissitésre (7. és 8. egyenlet):

v(t+%At>=v(t—%At)+%F(t), (7)

ahol az erd a fentebb targyalt 1. egyenlet alapjan keriil szamitasra. Az 0j koordinata egyenletét

felirhatjuk a kovetkezéképpen (8. egyenlet):

r(t + At) =7r(t) + At * [v (t - %At) + EF(f:)] =
At? " (8)
=2r(®) +r(t = A0 +—F(6) + 0(At")
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A formula At-ben harmad rendig ad pontos kozelitést, a O (At*) jarulék keriilt elhanyagolasra®®.

A Verlet (Velocity Verlet) algoritmus lényege hasonlit a bakugraséhoz (9, 10. egyenlet)?.

r(t + At) = r(t) + Atv(t) + %Atza(t) + 0(At3), 9)

v(t + At) = v(t) + %At[a(t) + a(t + AY)] + O(AL3). (10)

A kiilonbség annyi a modszerek kozott, hogy az idélépések egészszamu tobbszoroseinél lesz
meghatarozva mind a koordinata (), mind a sebesség (v). Ha tigyeliink a megfelelé kezdeti
feltételekre, akkor a felvazolt két algoritmus azonos trajektroridkat, azaz részecskék idébeli

mozgasat tartalmazo6 adattombot hoznak 1étre.

2.6 Barosztat és termosztat

A Berendsen termosztat/barosztat az egyik legegyszeriibb modszer, melynek hasznalata
éppen ezért €les szimulacioknal nem ajanlott. Ettdl fiiggetlentil késobb lesz ré sziikség, igy a
bemutatasat megtartom. A Berendsen termosztatnadl a szimulalt hémérséklet eltérése a
célhémérseklettél exponencialisan csokken, azaz a rendszer hémérsékleteltérése (T) egyre
jobban kozelit a referencia hémérsékletéhez (T,). A rendszer ebben az esetben folyamatos
kapcsolatban van, csatolva van a hétartalyhoz. A 11. egyenlet mutatja be a Berendsen
termosztat-csatolasi modszert:

dl To—T

ki 11
7 — (11)

ahol T egy id6konstans, melynek tipikus értéke ~0,1 ps'® 2. Az egyes atomok sebességét pedig

ennek segitségével skaldzza, hasonldan a rescale modszerhez.

A Berendsen barosztat (12. egyenlet) hasonldan épiil fel az azonos nevil termosztathoz:

dP Py —P
dat 1

(12)

ahol P a nyomas szerepel a hémérséklet helyett, P, a referencianyomas, és a Tp a nyomas-
csatolasi iddallando!® 2. Hatranya, hogy nem képes a kanonikus sokasigot megfelelden
modellezni. Ugyanakkor gyorsasaga miatt hasznos lehet vele beallitani a kezdeti hémérsékletet

és nyomast az éles MD szimulacidkhoz?®.
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Napjainkban a Nosé-Hoover termosztatot hasznaljak az egyik leggyakrabban az MD
szimulaciokhoz. Ezen megkdzelités sordn a rendszer szintén egy hétartalyhoz van csatolva,

amelynek az effektivtomege Q , s koordinataja és Qs az impulzusa®®. Ez a kiterjesztett modszer

ugy szabalyozza a homérsékletet, hogy egy

tagot visz be a mozgasegyenletbe (13. és 14. egyenlet):

dZTi _ Fi

dtz N m;
—S (T
dt (

5

ahol p; a & (strlodasi paraméter) impulzusa?

termikus tartalyt és egy nem-newtoni surlodasi

-10 -
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3 Célkitiizések

Kutatocsoportunk mar korabban foglalkozott szén nanocsovek ¢és  fehérjék
kolcsonhatasaval. Kisérleti modszerekkel vizsgaltuk, hogy a fehérje konformacidja mekkora
mértékben van hatéssal a kotodésekre. A MD szimuléaciok alkalmasak a tovabbi konformécios

lehetdségek feltarasara.
Kutatasom soran a kovetkezo célokat hataroztuk meg:

1. A tojasfehérje lizozim és a szén nanocsovek kozotti kolcsonhatas vizsgalata. A dolgozat
6 célja, a tojasfehérje lizozim (1AKi) kapcsolatanak vizsgalata egy szén nanocsé modellel.
A MD modellezési mddszerek lehetdséget adnak a kolesonhatdsok molekularis szintii
vizsgalatara, ami kiilonosen fontos a fehérjék szerkezeti stabilitdsdnak és konformacios
valtozasainak megértéséhez.

2. A fehérjék szerkezeti stabilitisinak és dinamikajanak elemzése. Szimulédciokkal
vizsgalhato, hogy a lizozim fehérje megodrzi-e kompakt, feltekeredett allapotat szén
nanocsovek jelenlétében. A CNT-re vald kitapadas idébeli stabilitdsat jellemezni lehet a
koztiik 1évo tavolsaggal az 1d6 fiiggvényében, ennek meghatarozéasa szintén célom.

3. Aminosavak és kolcsonhatasaik azonositasa. Szintén a kutatas célja a fehérje és a
nanocs6 kozotti kolesonhatas szempontjabdl kiillondsen fontos aminosavak meghatarozasa.
A szimulaciok segitségével felfedezhetd, hogy mely aminosavak jatszanak dominans

szerepet a kotddésben, és ezek a kapcsolodasok hogyan befolyasoljak a fehérje szerkezetét.

-11 -
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4 Eredmények és diszkusszio

4.1 A rendszer elkészitése és jellemzése

A szamitasainkhoz a mar fentebb emlitett GROMACS? szoftvercsomagot hasznaltuk, amit
egy Ubuntu?’ rendszeren keresztiil tudtunk futtatni. Az Ubuntu egy modern operacios rendszer,
amely egy nyilt forraskodi Linux?’. A nagyobb szamitasokat a Komondor szuperszamitogép

s

szamolashoz sziikséges 1dot.

A rendszer sszeallitisdhoz Justin A. Lemkul oktatéanyagat vettiik alapul®. Elsd 1épésként
letoltottiik a fehérje szerkezeti felépitését tartalmazo fajlt, a Protein Data Bank (PDB) oldalardl,
amely ingyenesen elérhetd pdb formitumban®. Ennek koszonhetéen el tudtuk kezdeni a
legfontosabb fajlok 1étrehozésat: a topoldgia-, a pozicidkra vonatkozo kényszert tartalmazo fajlt
¢és a feldolgozott szerkezeti fajlt. Az utobbi tartalmazza az atalakitott struktarat. A kényszert
leir6 f4jl a fehérje gerincére ir el egy extra potencialt, igy azon atomok mozgasa korlatozott a
szimulacioé kozben. A fehérjék vagy szén nanocsdvek alapbol korlatlanul mozoghatnak a
a kezdeti szimulaciokhoz, amelyre az egyensulyiallapotok keresése soran sor keriil. Végiil a

topologia fajl egyesiti az elobb emlitett fajlokat, az erétér csomaggal.

Az erétér fajljait (CHARMM36-0s'8), a MacKerell lab® weboldalrol toltsttiik le. Az FF
mellett még felhasznaltuk a TIP3P (Transferable Intermolecular Potential 3-Point)
vizmodellt®!, és az -NHs; (Amino csoport), valamint -COOH (Karboxil csoport)
funkcidscsoportokat is a fehérjéhez tartozo topoldgia fajlok létrehozasdhoz. A TIP3P modell a

16, 32

vizet hdrom pontbol all6, merev molekulaként kezeli , amelynek a legujabb verzidja

fehérjékre lett optimalizalva®,

Ezt a folyamatot elvégeztiik mind az 1Aki fehérjére és a szén nanocsore®!. Az 5 nm-es szén
nanocsd szerkezetét a VMD szoftverrel® hoztuk létre, és mentettiik el kiilon fajlként. A
legfontosabb része a feladatnak a két molekula egy rendszerbe helyezése volt. Ezt egy erre a
feladatra kifejlesztett paranccsal® értiik el, aminek kdszonhetéen egy 20*20%20 nanométeres
rendszerben (dobozban) szabadon tudtak mozogni. A kovetkezd 1€pésben a dobozt feltoltottiik

vizmolekulakkal és hozzaadtuk az ionokat, hogy egy toltéssemleges rendszert kapjunk.

-12 -
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A 3. dbran ezt a rendszert mutatom be, figyelve arra, hogy csak minden 6todik vizmolekula
jelenjen meg a lathatosag érdekében. Az ionok szama elhanyagolhato a vizmolekulak szamahoz

képest, igy azok nem latszodnak a képen.

3. dbra: Az 1Aki fehérje és a szén nanocsé a vizzel telitett dobozban.
Szinjelolés: Fehérje: lila, Nanocso: sziirke, Viz: piros, Doboz: zold. A képet
a VMD 1.9.4 szoftverrel készitettem.

4.2 Egyensulyi dllapot

A rendszer el6szor egy energia-minimalizacio eljarason esett at. Miel6tt elkezdhetnénk a
dinamikat, meg kell gy6zddniink arrol, hogy a rendszerben nincsenek sztérikus titkzések vagy
nem megfelelé geometria. Gyakran eléfordulnak olyan helyzetek, amikor akar a fehérjéhez,
akdr a szén nanocs6hoz olyan kozel keriilnek vizmolekuldk, amik fizikailag nem lennének
valosak. Az ilyen és ehhez hasonlo allapotok kikiiszobdlésére hasznaljuk az energia-
minimalizaciot, ahol az iteracios 1épések soran potencialokat és azok gradiensét hatarozza meg
egy algoritmus. A mddszer fokozatosan modositja az atomok pozicidjat a kezdeti allapotbol
eredd magas potencialok €s erék csokkentése érdekében. Mivel az energia-minimalizacios
folyamat nem idében zajlik, az elvégzett 1épések szama mutatja meg mennyi modositasra volt
szlikség a stabil allapot eléréséhez. A folyamat lényege abban rejlik, hogy megallapithassuk,

hogy a rendszer potencialis energiaja felvette-e egy minimum értékét. Sokszor el sem indul a

-13 -



Eredmények és diszkusszio

szimulacid, ha ezek a magas értékek nem csokkennek le egy kivant érték ala, mert ,,felrobban”

a Newton egyenlet.

A teljes folyamat akkor ér véget, ha egy elére meghatarozott kritikus érték ala csokken a

fellépd erd (1000 %), vagy ha elérjiik az elére megadott maximum 1épésszamot (pl.: 50 000

nm

1épés). A 4. abran latszik, hogy az altalunk készitett rendszer 110 1épést kovetéen mar kozeliti

a minimumot, ami egy gyors konvergalast jelent.

-8,00E+05 F
-1,00E+06
-1,20E+06 |

-1,40E+06 |

-1,60E+06 |

Potencialsi energia [kJ/mol]

-1,80E+06 L L L L N
0 20 40 60 80 100

Lépések
4. dbra: Energia-minimalizacios folyamat, ahol a rendszer teljes potencidlis energidja

(kJ/mol) van abrazolva az iterdcios lépések fiiggvényében. A diagramot a Microsoft Excel
programmal készitettem.

A kovetkez0 1épés az egyensulyi allapot 1étrehozasa, mely szokasosan legalabb két részbdl
all: NVT (izoterm-izochor sokasag) és NPT (izoterm-izobar sokasag) részekbdl. Az NVT soran
allando a részecskék szama, a térfogata €s a homérséklete a rendszernek. AZ NPT annyiban
kiilonbozik, hogy a térfogat helyett a nyomasa konstans. Az NVT és NPT folyamatot is 250 000
1épésben 500 ps alatt futtattuk le, 2 fs idélépéskozzel, amit az 5. és 6. abra (NVT), valamint 7.
¢és 8. dbra (NPT) mutat be. Az NVT sordn V-rescale termosztatot alkalmaztunk, ami egy
sebesség skaldzo modszer. Az NPT futasa alatt a V-rescale termosztat mellett a Parinello-

Rahman barosztatot hasznaltuk.
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5. abra: NVT futtatas soran a hémérséklet (K) az idé6 (ps) fiiggvényében. A diagramot a Microsoft Excel

programmal készitettem.

= -1,395E+06
£
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=,
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2
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Q
© -1,405E+06
et
(=]
o

0 100 200 300 400 500
I1d6 [ps]

6. d@bra: NVT futtatas soran a potencidlis energia (kKJ/Imol) az idé (ps) fiiggvényében. A diagramot a
Microsoft Excel programmal készitettem.
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7. abra: NPT futtatds sordan a siiriiség (kg/m3) az ido (ps) fiiggvényében. A diagramot a Microsoft Excel
programmal készitettem.

-1,394E+06
-1,396E+06
-1,398E+06
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-1,404E+06

Potencialis energia [k)/mol]

-1,406E+06 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500

1d6 [ps]

8. dbra: NPT futtatds sordan a rendszer teljes potencidlis energidja (kJ/mol) az idé (ps) fiiggvényében. A
diagramot a Microsoft Excel programmal készitettem.
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Az 5., 6., 7., 8. abra alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt mennyiségek stabilan
oszcillalnak egy allando érték koriil. Az NVT folyamat alatt a hdmérséklet 300 K kozelében

, ‘s k - . v rom g
marad, mig a potencial —1,40 - 10° m—(])l kortil mozog. Az NPT soran a stiriség a viz strtisége
(997 m—%) koriil oszcillalt, mig a potencial ugyanazt az atlagot hozta, mint az el6z6 folyamat

soran (~ — 1,40 - 10° %} Ezen adatok alapjan megallapithatjuk, hogy az egyensulyi
allapotkeresések megfelelének bizonyultak.

Ezek utan feloldhatjuk a pozicidkorlatozasokat és elindithatjuk az éles MD futtatdsat. A
tényleges szimulaciot egy 1 ns hossza MD szimuléacid elézte meg Berendsen barosztattal és
Nosé-Hoover termosztattal (tovabbiakban el@szimulacid), ahol tovabb finomitottuk az
egyensulyi allapoton, és a hosszabb szimulaci6, kiértékelés innen indult. Az ¢éles szimulacio
szintén Nosé-Hoover termosztattal futott le, a modern C-rescale barosztattal 45 ns alatt, ami 5

ora szamolast igényelt a komondor szuperszamitogépen.

Parhuzamosan ezzel bekiildésre keriilt egy 250 ns-0s szimulacié is a komondor

szuperszamitogépre, amely a dolgozat beadasaig nem futott le.
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4.3 Szimulacio eredményel

A  mobdszerek fejezetben leirt szimuldciok 5 oran at futottak a komondor

szuperszamitogépen, ennek eredményeit itt fejtem Ki.

A teljes rendszer potencialis energidja beallt egy szintre és csak kis mértékii oszcillacio
figyelheté meg. A rendszer teljes potencialis energidjaban az energia-minimalizacié soran
kapott értékhez képpest csekély mértékii eltérés tapasztalhatod, igy a rendszer valoban egy
egyensulyi allapotba keriilt. A 9. abran jol latszik, hogy a potencialis energia értéke —1,396 -
k]

mol

106 - és —1,4- 10° —L- koziitt ingadozik.

-1,396E+06
-1,397E+06
-1,398E+06
-1,399E+06
-1,400E+06
-1,401E+06
-1,402E+06
-1,403E+06

-1,404E+06

Potencialisenergia[k)/mol]

-1,405E+06

_1!405E+06 L 1 1 L 1 1 L 1 J
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

1dé [ns]

9. dbra: A teljes rendszer potencidlis energidja az idé
fliggvényében az MD szimuldacio soran.

Az RMSD (Root-Mean-Square Deviation), azaz az atlagtol valo négyzetes eltérésnek a
négyzetgyoke mutatja meg, hogy a fehérje atomi koordinatai mennyire valtoztak a szimulacio
soran (10. abra). A szamadatokat a kezdeti allapottol (eldszimulacié utan) figyeltiik, melynek
érteke 0,116 + 0,022 nm. Az elészimulacio utan lathatd egy kisebb mértékii, 0,1 nm koriili
valtozas. Az abran megfigyelhetd egy felfelé majd lefelé ivel6 gorbe (pup), ami 6sszefiiggésben
van a fehérje és a nanocsd egymassal valo kdlcsonhatasba keriilésével. Azaz a fehérje atomi
koordinatai megvaltoznak, amikor a nanocs6hoz kapcsolodik. Nagyobb ugrasok azonban

nincsenek benne, igy bizonyos, hogy a fehérje nem megy at nagy szerkezeti valtozason.
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A kis valtozas a szimulacié elején johet a barosztat/termosztat megvaltozasabol is vagy a vizes

fazissal vald kolcsonhatasbol.

02 r

e e e
= _ -
i o] [+3)

o
iy
N

RMSD [nm]

0 L L L L L L L L )

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

I1d6 [ns]

10. dbra: Az 1Aki fehérje gerincének RMSD-je az idd
fliggvényében az MD szimuldacio soran.

Kezdetben a nanocsé és a fehérje szabadon mozogtak a rendszerben, ez figyelhetd meg a
11. abra elsé 15 ns id6tartama alatt. Ugyanebben az idésavban az is észrevehetd, hogy az
emlitett két molekula kozelebb keriilnek, de nem megy végbe egy stabil megtapadas. Kb. 15
ns-tol egy jol észrevehetd hirtelen nagyobb tavolsagesokkenés figyelhetd meg a fehérje és a
szén nanocsO kozott. A 2 molekula kozotti tavolag innentdl 0,25 nm-re tehetd, amit a 12. abra
mutat be részletesebben. A 15 ns utani adatok alapjan a tdvolsag értéke 0,260 + 0,011 nm. A
két emlitett abra jol mutatja a fehérje és a nanocsd szoros kapcsolatat, ugyanis a kotddés utan

mar nem tavolodnak el egymastdl a szimulacio végéig.
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11. dbra: Az 1Aki fehérje és a szén nanocsé kozotti
legkozelebbi tavolsag az idé fiiggvényében az MD szimuldacio
soran.
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12. dabra: Az 1Aki fehérje és a szén nanocso kozotti
legkozelebbi tavolsag az id6 fiiggvényében a 15. ns utdan.

Az R, (Radius of gyration) giracids sugar egy a fehérje koré illesztett gomb sugara, mely a

tomorségét adja meg a vizsgalt molekulanak (13. dbra). Esetiinkben a fehérjére szamolt értéke

1,408 + 0,010 nm. Az &bran lathatd egy enyhe foku valtozas, féleg 25 ns koriil, ahol a fehérje

kolcsonhatasba 1€ép a nanocsével. Az emlitett idépillanat utan a fehérje 6sszébb tomorodik,

kompaktabba valik. A valtozas nem nagy mértékii, de a tendencia érzékelhetd.

1,45

1,43

1,42

Rg[nm]

1.4

1,37 L L L

0 5 10 15

20 25 30 35 40 45

Id6 [ns]

13.

abra: Az 1A4ki fehérje girdcios sugara az idd

fliggvényében az MD szimulacio soran.
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A kovetkez6d abra (14. adbra) mutatja be, hogy hany olyan pont van a fehérje és a szén
nanocs6 kozott, melyeknek a tavolsaga 0,5 nm alatt van. Ezt az értéket valasztottuk meg annak,
hogy a 2 molekulat kolcsonhatasban 1évének tudjuk be, hiszen ekkor mar relevansnak
tekinthetéek a kotések. JOI latszik a mar fentebb emlitett jelenség, 15 ns koriil keriilnek a
résztvevé molekuldk olyan kozel egymashoz, hogy kapcsolatot tudjanak létrehozni. Az is
megfigyelhetd, hogy egy iddpillanatban 400 és 800 (atlagban 700) kozotti olyan atom van, ami
a kolcsonhatasi tavolsagon beliil helyezkedik el. Eszrevehetd, hogy a 10. ns kornyékén is
jelentek meg kozeli pontok, melyek kozelebb voltak, mint a kritikus tavolsag, viszont utana el
is tavolodtak. Ez alatdmasztja azt, amit mar az elézé abraknal (12., 13. 4bra) emlitettem,

miszerint gyenge kolcsonhatas figyelheté meg a 15 ns el6tt is, de azok nem maradtak stabilak.

900 p

co
o
o

~
o
o

[22]
o
o

[41])
o
o

B
o
o

300 F

200 |

Kontaktusszam (d<0,5 nm
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o
o

o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

1d6 [ns]

14. dbra: Az 1Aki fehérje és a szén nanocso kozotti
kontaktusszam (azaz mennyi atom van 0,5 nm tavolsdagnal
kozelebb) az idé fiiggvényében.

A 15. abran bemutatom a molekuldk kolcsonhatasat a 30. ns koriil. Narancssargaval
kiemeltem a toltott 45-6s arginin és a polaros 47-es treonin aminosavakat. Ez a két része a
fehérjének, amik a legkdzelebb helyezkedtek el a nanocs6hoz a futas soran. A jovoébeni
szimulaciokhoz és kisérletekhez is egyarant fontos ezen részeknek a meghatarozasa. Tovabba

tervben van a legkozelebbi aminosavak lekovetése is minden iddpillanatban. Ezekbdl
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megtudhatjuk, hogy mely aminosavak keriiltek a legkozelebb (tapadtak) a nanocséhoz, és

mennyi ideig tartézkodtak ott.

A kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy az 5 6raig futd, 45 ns-os szimulécio alatt
megtortént a kitapadas. A fehérje képes volt végigtapogatni a sz€n nanocsovet €s megtalalni

azokat a pontokat, ahol kotddni tudott.

15. abra: Az 1Aki fehérje és a szén nanocsé (CNT) kapcsolodasa a 30. ns kérnyékeén. Szinjelélés: Fehérje: lila, Nanocso:
sziirke, Doboz: zold, Aminosavak nevei: narancssarga. A képeket a VMD 1.9.4 szoftverrel készitettem.
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5 Osszefoglalas

5.1 Dolgozat ésszefoglalasa

A dolgozatban MD modszerekkel vizsgaltam a tojasfehérje lizozim (1Aki) és a szén

nanocsé (CNT) kozotti kolecsonhatasokat.

A szimulaciokhoz egy altalunk l1étrehozott rendszerben a fehérjét és egy 5 nm hosszu szén
nanocs6 modellt helyeztiink el. Ezt kovetden a szimulacios dobozt vizmolekulakkal és ionokkal
toltottiik fel, tigyelve a toltéssemlegességre. Az egyensulyi allapotot két szakaszra bontottuk:
500 ps hossza NVT ¢és NPT utdn kdvetkezett egy 45 ns hossza szimulécio, 2 fs idélépéskozzel.
A futas alatt Verlet algoritmust, C-rescale barosztatot és Nosé-Hoover termosztatot
hasznaltunk. Ezt kdvetden az eredményiil kapott trajektoria fajlok alapjan elemeztiik a fehérje
¢s a szén nanocsO kozotti tavolsagot, az atomi koordinatak valtozasat (RMSD), valamint
meghataroztuk a fehérje giracios sugarat. A szimulaciokat a komondor szuperszamitogépen

futtattuk.

A fehérje RMSD értéke 0,116 0,022 nm-t kaptunk, ami azt mutatja, hogy a rendszer stabil,
¢és az atomi koordinatak jelentésen nem valtoztak. A fehérje giracios sugara 1,408 = 0,010 nm
volt, ami arra utal, hogy a fehérje a szimulacidé soran megtartotta kompakt, feltekeredett
allapotat. A szamitasok alapjan a fehérje és a szén nanocsd kozotti tavolsag 15 ns-ig ingadozd
volt, majd egy szoros kolcsonhatas alakult ki, ahol a legkdzelebbi részek tavolsaga 0,260 +

0,011 nm -re csokkent.

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a szén nanocsd €s a tojasfehérje lizozim kozott
adszorpcios kolcsonhatas jott 1étre, amelyek stabil kotést eredményezett. A fehérje a szimulacid
alatt megdrizte kompakt, feltekeredett strukturdjat. A kolcsonhatasban kulcsfontossagu
szerepet jatszott a toltott 45-0s arginin €s a polaros 47-es treonin, amelyek a legkdzelebb
helyezkedtek el a nanocs6hoz. A girdcios sugar kis mértékii csokkenése azt tamasztja ald, hogy

a nanocso egyfajta stabilitast adhat a fehérjéknek.
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5.2 Tovabblepés lehetosegei

A dolgozat eredményei hozzdjarultak a fehérje és szén nanocsO kolcsonhatasainak
megértéséhez. A modszer alkalmazhato egyéb, nagyobb méretli rendszerek tanulmanyozasara
is, igy lehetdséget nyujt akar az elézmények fejezetben emlitett fotoszintetikus reakcidcentrum
fehérje vizsgalatara is. A fotoszintetikus reakciocentrumok ¢és nanocsdvek relativ
konformacioja alapvetéen meghatarozza az clektrontranszfer hatékonysagat, azok ismerete

segitséget nyujt a preparalasi eljaras optimalizalasédban.

Ez a megkozelités lehetdséget biztosit arra, hogy a jovoben pontosabban feltérképezziik az
reakciocentrumok és a nanostruktirdk kozotti kolcsonhatasokat, igy hozzdjarulva a
reakciocentrumok mesterséges kornyezetben valé mitkédésének jobb megértéséhez, valamint

azok alkalmazasahoz bioelektronikai rendszerekben, példaul bioszenzorok fejlesztésében.
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Sajat eredmények

8 Sajat eredmények

8.1 Tudomanyos kérdések

#& Megvizsgaltam a tojasfehérje lizozim (1AKi) és a szén nanocs6é (CNT) kozotti
kolcsonhatasokat molekuladinamikai (MD) szimuléaciokkal.

# Elemeztem a fehérje szerkezeti stabilitasat és konformacios dinamikéjat a nanocsére
valdkapcsolodés soran.

# Azonositottam a kdlcsonhatasban dominansan résztevevd aminosavakat (arginin 45 és
treonin 47).

8.2 Mddszerek

& A GROMACS szoftvercsomagot hasznaltam a szimulacidkhoz, amit Ubuntu
rendszeren futtattam.

2 Osszeallitottam a rendszert:

=
=
=

Letoltottem a fehérje szerkezeti fajlt, majd létrehoztam a szén nanocsévet.
Osszeraktam a sziikséges topolégiai és poziciokorlatozé fajlokat.

Megalkottam a virtualis dobozt, melybe elhelyeztem a szén nanocsdvet és a
tojasfehérjét. Ezutan feltoltottem vizzel és ionokkal.

Lefuttattam az energia-minimalizacios, és egyensulyi allapotkereséseket
(NVT, NPT) a laptopomon, majd kiértékeltem.

Elemeztem a Komondorra bekiildott éles szimulaciok eredményeit (potencialis
energia, RMSD, tavolsag, giracios sugar, kontaktusszam)

8.3 Eredmeények

0

0

Megallapitottam, hogy stabil adszorpcios kdlcsonhatas alakult ki a lizozim és a CNT

kozott.

Megfigyeltem , hogy a lizozim megtartotta kompakt, feltekeredett szerkezetét a
szimulacid soran.

Végiil pedig azonositottam a tojasfehérje €s a szén nanocsd kozotti kulcsfontossagu
kolcsonhatési helyeket, amelyek hozzajarultak a fehérje stabilitasahoz.

Az alabbi tablazatban (1. tablazat) 6sszefoglalom a kapott eredményeimet

szamszerlsitve:

Eredmény neve Atlag Széras

Potencialis energia [kJ/mol] -1401 299,08 1234,94
RMSD [nm] 0,116 0,022
Tavolsag [nm] 0,701 0,737
Tavolsag 15. ns utan [nm] 0,737 0,011
Ry [nm] 1,409 0,010
Kontaktusszam (d<0,5 nm) [db] 564 101

1.tablazat: Sajat eredményeim szamszeriisitve
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