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1. Bevezetés

A szamitastechnika rohamos fejlédésének koszonhetéen napjainkban a kémian belil
egyre szélesebb korben hasznalatosak a kvantumkémia moddszerei, amelyek hatalmas
szamitasigényik miatt alapvetéen a szamitégépekre kénytelenek tamaszkodni. E moédszerek ma
mar kis- és nagymolekulak, esetleg t6bb molekulabdl all6, nagyobb rendszerek modellezésére és
tervezésére is lehetéséget kinalnak. Bzt hasznalja fel példaul a gyogyszeripar gyégyszerhordozo
molekuldk megtervezésekor, a szintetikus szerves kémia lehetséges 4j reakcidutak keresése soran,
illetve a spektroszképia a kiilonb6z6 spektrumok értelmezésekor, vagy pedig a fémorganikus
kémia a katalizatorok viselkedésének magyarazatahoz. Fontos, mivel a kémia alapvetéen kisérleti
tudomanyag, hogy ezen eljarasok alkalmazasa csakis a kisérleti eredményekkel 6sszhangban, azok
kiegészitésére, illetve magyarazatara, esetleg joslasara, szelektalasara alkalmasak — erre viszont
kitinéen. A szamitasos kémia ezen aganak egyre elterjedtebbé valasaval sok, eddig egyaltalan

nem, vagy ritkan hasznalt vizsgalati médszer valt altalanossa, széleskorien elérhet6vé.

A szamitasos kémia a kiilonb6z6 analitikai (diffrakcios: pl. Rontgen, vagy spektroszkopiai:
pl. NMR), valamint szintetikus kémiai modszerekkel és technikakkal egytitt igen eredményesnek
bizonyulhat bonyolult kémiai folyamatok leirasaban, illetve tervezésében. Kuléndsen fehérjék
szerkezetének és dinamikdjanak tanulmanyozasa soran hasznos e moddszerek 6tvozése. Jelen
munkaban a kvantumkémiai megkozelitést helyeztik el6térbe, ennek segitségével probalva
magyarazatot adni a szervezetben gyakran el6forduld fehérje aggregacids jelenségekre. E
folyamatok fontos szerepet jatszanak kilonféle betegségek, mint példaul az Alzheimer-kor
kialakulasaban is. Munkank célja volt, hogy a szervezetben 1étrejévé amiloid-szerd aggregatumok
szerkezetének modellezésével felderitsik azok kialakuldasanak hajtderejét, és ez alapjan
értelmezzitk stabilitisukat. Az aggregatumokban megjelen6é B-redés szerkezetek modelljeinek
részletesebb termokémiai vizsgalata lehet6vé teszi nagyobb rendszerek tulajdonsagainak becslését

is, ezzel biztositva jelen médszernek a gyakorlatba térténd atultethet&ségét.

Kimutattik' , hogy a fehérjék amiloid jellegli szerkezetbe torténé atalakulasa gyakorlatilag
figeetlen azok szekvenciajatol, ennek megfelelen oligoalanin modellrendszerek segitségével a
fehérjék amidgerincének B-redds szerkezetté t6rténé  Gsszekapesolodasat  tanulmanyoztuk

, 2 ,
munkank” soran.



2. Irodalmi el6zmények

2.1. A fehérje-aggregaci6 problémaja, az amiloid szalak szerkezete

Az elmult évtizedekben szamos betegségrol, mint példaul az Alzheimer-kor, a Creutzfeld-

Jacob kér, illetve a Il-es tipusi cukorbetegség, megallapitottdk ° | hogy a természetes

>
konformacidjukat elvesztett fehérjék aggregacidja soran kialakulé, makroszkopikus méretd
lerakédasok,un. plakkok allnak ezek hattérben. A sejtben mar a természetestdl enyhén eltérd
korilmények kozott is megvaltozhat a fehérjék konformacidja, és a nativ szerkezet helyett egy
nyujtott, elagazasmentes szalakbol allo, un. amiloid-szer szerkezetté allnak Ossze. Az amiloid
elnevezést azokra az aggregatumokra hasznaljak, amelyek a sejten kivili lerakédasokban
talalhatok, és specifikusan megkotik a kongovords festéket. Biofizikusok az ,,amiloid-szerd”

elnevezést egy jellemz6 ,kereszt-8” Rontgen-diffrakcids mintazat megjelenéséhez kotik, sejten

beliili aggregatumok esetén is *.

Kimutattak, hogy a fent emlitett, az amiloidra jellemzé kereszt-$ mintazathoz egy tipikus
kereszt-B-gerinc konformacié tartozik, amelynek atomi felbontast szerkezetvizsgalatara jelentés

er6feszitések torténtek - sikerrel®©

. A kereszt-B-gerinc ismétl6d6 B-redé parok Osszessége,
amelyek parhuzamosak az amiloid fonal tengelyével, a red6t alkoté fehérje szalak pedig
merdlegesek erre a tengelyre. A parokban az egyes red6k egy un. ,térbeli cipzarhoz” hasonld

szerkezetben kapcsolédnak egymashoz, amelynek tSbb fajtija is ismert’.

1. abra: kereszt-B-gerinc szerkezetek (a hosszusag adatok Angstrom egységben értenddk)3



Az amiloid szalakon belil harmas szintd szervezédés figyelheté meg a szerkezeti elemek
kozott: elészor a kilonbozé fehérje-gerine részletek erés H-kotés rendszert kialakitva B-redévé
alnak Ossze, majd ezek komplementer parokat képeznek egy-egy tovabbi B-red6vel (a térbeli-
cipzar mintazatot kévetve), végul pedig a B-redé parok egymassal kolcsonhatva létrehozzak az

. . , 5
amiloid szalas szerkezetet’.

Az amiloid szerkezetek képzodését vizsgalva azt talaltdk, hogy az aggregatumok
kialakuldsa Gn. nukleaciés mechanizmussal irhat6 le, el6szor képzodik a nativ konformaciéjukat
elvesztett fehérjékbdl egy B-redds szerkezetd all6 mag, és ehhez tapad hozza a tobbi redds
fehérje-részlet’. Az aggregatum, bar képzédése reverzibilis folyamat, ha egyszer kialakult, igen
stabil, nehezen alakithaté vissza a kiindulasi allapotaba. Az aggregacids folyamatot szamos
fehérjiében megfigyelték, és kimutattak, hogy az gyakorlatilag a fehérjék hosszatél és eredeti

szekvenciajatol fiiggetleniil bekovetkezik'.

2.2. Az aggregaci6 hajtéerejének elméleti kémiai vizsgalata

Perczel és munkatirsai’ a témihoz kapcsolédd kisérleti adatok magyardzatira elméleti
szamitasokat végeztek, az amiloid szerkezetté torténé Osszeallas hajtoerejének feltarasa
érdekében. Kihasznalva, hogy az aggregacié tulajdonképpen a fehérjék primer szekvenciajatol
fiiggetlen, tehat valoszindleg a fehérje gerincéhez kotheté folyamat, illetve hogy altalaban
r6évidebb molekularészletek alkotjak a kezdeti redds szerkezeteket, kis, glicinbdl és alaninbdl allé
modellpeptideken kvantumkémiai szamitasokat végeztek. Az alapvetéen termodinamikai
megkozelitésbdl (ab initio szamitott AE és AG adatok) egyértelmten az adédott, hogy a szamos
lehetséges masodlagos szerkezet kozil, amelyeket egy polipeptid lanc felvehet, a B-redds
szerkezetek a legstabilabbak, mind oldatban, mind pedig kristalyos allapotban. Mind az
aminosavak hozzdadasaval, mind a redSt alkotd szalak szimanak novekedésével csokken az
energia az aggregatumok képzodése soran, ezzel magyarazhaté a kialakult aggregatumok
rendkiviili stabilitasa. A B-red8s szerkezet preferenciaja ugy tlnik, hogy a fehérje gerinc egy
altalanos tulajdonsaga, magyarazatul szolgalva arra a tényre, hogy az eddigi megfigyelések alapjan

az aggregacio a primer szekvencia szintjén nem kodolt.

Egy masik jelent6s aspektusa az amiloid szerkezet kialakulasanak elméleti vizsgalataban az
entropia szerepének megértése. A polipeptidek egyensulyi dimerizaciés (majd oligomerizacios)

folyamatait tekintve az entalpiavaltozas a kévetkez6, megszokott felbontasban irhatoé:



AH = AG + TAS )

ahol a AG a folyamat hajtéerejének, AS pedig a folyamat soran a valtoz6 rendezetlenség
mértékén lefrisira szolgdlé mennyiség. N- és C-védett glicin molekuldkra kimutattik®, hogy az
entropia csokkenése informacié felhalmozédast von maga utin, mig az entropia névekedése
informaciévesztést eredményez. gy az entrépia a folyamatra jellemz6 szerkezeti informacié
megvaltozasanak aranyat (I/Iy) tikrozi, illetve hasonldan, az 1 allapotbdl a 2 allapotba haladé

folyamat megnévekedett vagy lecsokkent komplexitasa is az entropiahoz kapcsolhato:
Komplexitis= RTIn(I/1y) = —=TAS[1 - 2] 2

Egy termodinamikai rendszer teljes entropiaja két részre bonthaté. A konformaciés (kiilss,
angolul: extrinsic) entrépia a fehérjék lehetséges konformacios allapotainak szamaboél becsiilhetd’,

és mint ilyen, a feltekeredési folyamat jellemzéséhez nyijthat segitséget'®'""?

. Minthogy egy
feltekeredett fehérje jOl definialt szerkezettel rendelkezik, ennek az entrépidja, a belsé (angolul:
intrinsic) entrépia ugyancsak megbecstlhetd, és az adott konformer stabilitasardl nyujt értékes
informacidkat”. Kvantumkémiai médszerekkel rezgési analizist végezve mar szamos alkalommal

sikertlt a fehérjék masodlagos szerkezetének képz6dését és stabilitasat modellezni',

Az elméleti jellegli szamitasok egy ujabb fontos mozzanata a képzédott szerkezetek
stabilitasinak megértése, visszavezetve azokat a rendszer hullamfiiggvényének tulajdonsagaira.
Erre kivalé lehetéséget nydjt az tn. NBO (Natural Bond Orbital) analizis > '°, amely a
hullamfiggvénybsl  képzett  elsérendl  redukalt  strdségoperator  sajatfiggvényeinek
meghatarozasan alapul. Az ezzel a modszerrel nyert, a klasszikus Lewis-képhez igen kozel allo un.
természetes palyak betoltottségébdl, illetve atfedésébdl megallapithaté, hogy pontosan mely
molekulapalyak interakcidjaként all elé egy-egy stabilizalé kolcsonhatas, melyek és milyen

jellegliek azok a kotések, amik 6sszetartjak az adott konformert.

Ezt az eljarast mar eddig is t6bbszor alkalmaztak sikerrel fehérjék szerkezetének, az Sket
Osszetartd, a feltekeredésiikben szerepet jatszo kolesénhatasok azonositasara, silyanak becslésére.
A feltekeredett fehérjékben eddig is kéztudottan jelen levé H-kotések mellett az NBO analizis
segitségével egy masfajta kolcsonhatast is kimutattak, amely egy oxigénatom delokalizalt
maginyos elektronparja és a szomszédos C=0 kotés n* lazité palydja kozott alakul ki'’. Egy
masik esetben szintén egy Uj, (sp’ hibrid)C-H -+ S-Fe 3 centrumos — 4 elektronos fehérjékben
el6fordulé kélesonhatas létezését bizonyitottdk e modszer segitségével'®. Bzen kiviil jelentSs a

19,20

szervetlen és a fémorganikus kémia ", illetve a szerves kémia teriletén is az NBO analizis

, 112 -, . s . . . 2 .. 2122
alkalmazasa, példaul a reakciémechanizmusok feltarasa, illetve a szintézisek tervezése soran™ .
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3.Célkitlzések

Mivel az amiloid szalakat alkoté B-redds szerkezetek képzodése a primer szekvenciatol
nem mutat fliggést, valoszindsithetd, hogy az aggregacié hajtoerejének felderitéséhez a peptidek
amid gerincének modellezése elegendds. A gerincrészek elsé dimerizacios, illetve a modellpeptid
szalak oligomerizacids 1épéseinek termodinamikajat tanulmanyozva kozelebb kerilhetink a
folyamatok hajtoerejének megértéséhez, ezaltal olyan korilmények felderitéséhez, amelyek az

aggregacios folyamat leallasahoz vezethetnek.

A di- és oligomerizacios folyamatok termokémiajanak, els6sorban entrépiavaltozasainak,
illetve a kiindulasi anyagok és a képz&dott aggregatumok rezgési modusainak kvantumkémiai
uton torténd vizsgalata volt célunk. Modell rendszerként alaninbdl felépitett oligopeptideket
hasznalva a kialakul6 B-red6zott rétegek szamos tulajdonsagara, féként pedig stabilitasuk

mibenlétére adhatunk magyarazatot.

Munkank célja volt a kvantumkémiai uton szamitott termodinamikai fliggvények
valtozasainak nyomon kovetése oligopeptidek —dimerizacidja soran az aminosavszam
fligevényében, mind parallel, mind antiparallel B-red6 esetén, valamint az egy (megfelel) egység
hozzaadasakor a figgvényértékekben fellépd relativ névekmények alapjan kiterjedtebb rendszerek
stabilitisanak becslése. Antiparallel esetben mindharom emlitett fiigevény értékei lépcsésen
valtoznak, e jelenség okara is szerettiink volna magyarazatot adni, rezgési analizis segitségével.
Ennek soran a dimerekben megjelend 4j rezgési moédusok azonositasat kivantuk elvégezni a 10-
és 14-tagn, antiparallel red6kben el6fordulé un. H-kotést pszeudogyirik esetében. Végil pedig a
red6képzodés névekedésének masik dimenzidjat, a peptidszalak Gsszekapcsolodasat terveztik
részletesebben vizsgalni, igy ebben az iranyban is jésolhatéva tenni nagyobb rendszerek
stabilitasat. Dialaninszalak oligomerizacidjanak jellemzését ellenérzé szamitasként célunk volt
elvégezni, eredményeink hitelességének biztositasa végett. Ezen kivil célunk volt a fent emlitett
lépcsbsséget okozo antiparallel H-kotést gytrak eltérd stabilitasainak megértése NBO analizis

segitségével.



4. Alkalmazott modszerek

4.1. Kvantumkémiai attekintés®

Ahogy a bevezetésben is emlitettiik, napjainkban a kémia tertiletén egyre szélesebb korben
alkalmazzak a kvantumkémiat, amely tagabb értelmezésben nem mads, mint a kvantummechanika,
mint fizikai modell alkalmazasa kémiai rendszerekre. Két 4aga a magmozgas- illetve az
elektronszerkezet-szamitas, amely felosztast a Born-Oppenheimer kozelités teszi lehet6vé,
melybsl a PES (potencidlis energia felilet), mint fogalom szarmazik. Az elektronszerkezet
szamitasanak két leggyakrabban alkalmazott alapelve a variacids és a perturbaciés modszer. Az
el6bbi lényege, hogy a variacids elv segitségével keresstuk az alapallapot energiajat (E ), amelyrdl
az elv értelmében tudjuk, hogy csak az egzakt hullimfiggvény esetén egyezik meg a variacios
moédon  szamolt energiaértékkel, egyébként a szamitott érték egy fels6 korlatja Ej-nak. A
perturbaciészamitas alapja pedig annak feltételezése, hogy a vizsgalandé rendszertink csak ,,kis
mértékben” kilonbozik egy ismert rendszertdl, igy energidja szamithaté az ismert rendszer
Hamilton-operatoranak perturbalasaval (egy korrekcids tag hozzaadasaval); am az elézoével
ellentétben ez a moddszer nem ad korlatot a szamitott energidra nem egzakt hullaimfiiggvény

esetén.

Ahhoz, hogy molekulak elektronszerkezetét hatékonyan tudjuk szamitani, pontosan meg
kell hataroznunk, hogy milyen elhanyagolasokat alkalmazunk és mindezt milyen mértékben
tessziik, a szamitasigény optimalizaldsa végett. Ilyen példaul a rendszer Hamilton-operatorabdl a
relativisztikus effektusok elhanyagolasa, az elektronkorrelacié figyelembe vételének modja, illetve
a bazis tipusa és mérete (adott elméleti szint), amelyen a keresett hullimfiggvényt sorba fejtjiik. A
legtobb kémiai elem esetén a nemrelativisztikus kozelités teljes mértékben helytall6, az ebbdl
ad6do hiba nem szamottevé. Az elektronkorrelacié figyelembe vételére a Hartree-Fock (HF)
modszer nem alkalmas, am a poszt-HF moédszerek szamos kilénb6z6 olyan eljarason alapulnak,
amelyek jol leirjak az elektronok korrelacidjat. Ezt megvaldsithatjuk variacios (Cl-sorfejtés), illetve
perturbaciés uton (MPz-modszerek), de mas moédon is (CC, Coupled Cluster moddszer). A
bazistiggvények kivalasztasanak f6 szempontja a minél gyorsabb konvergencia elérése az SCF-
eljaras soran. Altalaban ugy valasztjuk Gket, hogy a molekula atomjain legyenek centraltak, dgy,
hogy helyzettk tikrozze a molekula szimmetridjat, és féként Gauss-fliggvényeket alkalmazunk

erre a célra. A szerkezet pontos leirasa érdekében (akar beépitett) polarizaciés és diffuz



figovényeket is tartalmazhatnak, beszélhetink un. split-valence, vagy korrelacié-konzisztens

bazisokrdl is.

A kvantumkémiai szamitasok bonyolultsagabodl kévetkezik, hogy elvégzésik szamitogép
nélkiil elképzelhetetlen. Eppen ezért mara szamos erre alkalmas programcsomagot kifejlesztettek,
ezek kozil is a legaltalainosabban hasznalt a Gaussian. Ezek segitségével a megfelel6 elméleti szint
és bazis kivalasztasat kovetSen egyszerden és hatékonyan végezhetiink pontos, a kisérleti

eredményekkel 6sszhangban allé szamitasokat.

4.2. A megfelel6 elméleti szint kivalasztasa

Sok elektronbol allé rendszerek, példaul biomolekulak vizsgalata esetén nincs lehet6ség az
elérhet6 legjobb korrelacios modszer és legnagyobb bazis hasznalatara, mert a befektetett id6 a
pontossagban nem tériil meg. Olyan elméleti szint alkalmazasa sziikséges ilyen esetekben, amely
nem tul koltséges, viszont a kisérletekkel jol egyez6 eredményeket szolgaltat. Ilyen rendszerek
tanulmanyozasa soran a célunk altaldban valamilyen, a bioldgiai (esetleg orvosi) gyakorlatban jol
felhasznalhaté tendencia, illetve egy kvalitativ kép kialakitasa, ehhez pedig nem sziikséges a

valasztott modszerbdl esetlegesen adodo kisebb eltérések figyelembe vétele.

Biolégiai rendszerek vizsgalatara a fentiek alapjan idealis valasztas a DFT (Density
Functional Theory, Strdségfunkcional-elmélet) — médszer. Bz a kovetkez6 eljarason alapul™: az
alapallapot elektronstirtiségének funkcionaljaként keressiik az alapallapot energiajat, variacios
uton. Az elsé Hohenberg-Kohn (Walter Kohn, Kémiai Nobel-dij, 1998.) tétel kimondja, hogy egy
rendszer alapallapotd energidja meghatarozhaté az elektronstriség ismeretében, tagabban
értelmezve a rendszer egy mérheté A tulajdonsaga az alapallapot elektronstriségének egyértelmi
funkcionalja, A = A[p]. A slrlség meghatirozisit a masodik Hohenberg-Kohn tétel teszi
lehet6vé, amely azt mondja ki, hogy 1étezik egy Eyg[p] energiafunkciondl, amely variacids, azaz

egy kozelits strlség (P) esetén

E[p] = Eolpol, ©)

ahol Eq az alapallapot energiaja és pgy az adott rendszer alapallapotanak elektronsirdsége.
Ez alapjan keressik az energiafunkciondl minimumat, a részecskeszam allandésagat el6ird
mellékfeltétel mellett. Ennek az energiafunkcionalnak nem minden Gsszetevje tisztazott - sajnos
az elektronok kicserél6désébdl és korrelaciojabdl szarmazé tag nem irhaté le egzakt modon -

5

ezért szitkség van kisérleti adatokra torténd illesztésre a pontossag javitasa érdekében, igy pedig
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egyre Ujabb és hatékonyabb funkcionalok jelennek meg az irodalomban. Természetesen biologiai
rendszerek esetében a DFT-n belil is torekedniink kell a leheté legpontosabb, az adott rendszer
tulajdonsagait és kélcsonhatasait a lehetS legjobban leiré modszer hasznalatara, ezért is érdemes a
kilonb6z6 funkcionalok koziil a szamunkra legmegfelel6bbet kivalasztani. Mas kvantumkémiai
modszerekkel Osszevetve a  DFT  pontossiganak és szamitas-, tehat koltségigényének
kiemelked6en j6 aranya teszi az egyik leggyakrabban alkalmazott eszkozzé nagy rendszerek
modellezésében, hatranya viszont, hogy a modszer hibaja nem szisztematikus, tehat nem

josolhato.
4.3. Az NBO analizis elméleti hattere

Az elektronstriség fuggvénye tokéletesen leirja az adott molekula toltéseloszlasat, viszont
kezelése meglehet6sen bonyolult. Ezt egyszertsithetjik olyan moédon, hogy a toltésfelh6t
megprébaljuk felosztani az egyes atomok ko6zott, ezaltal a molekulan belil egy-egy atomhoz
parcialis toltést rendelhetiink. Ennek egyik lehetséges megvaldsitasi modja a Mulliken-féle
populdcios analizis*, amely az n. atfedési populaciot (py,Syy, ahol pyy, a sirliségmatrix, Sy,
pedig az atfedési-integral matrixanak diagonalis eleme) konvencié szerint egyenlé aranyban

osztjuk fel a bazistuggvények kozott.

Ennél egy joval pontosabb és szemléletesebb modszer az elsérendd  redukalt

sirtségoperator sajatérték egyenletén alapulé Natural Bond Orbital analizis'™',

To; = pry; )

A fenti egyenletben a pj sajatérték jeloli a @; ,sajatpalya” betoltottségét. A
sirGségoperator valéjaban a  teljes N-elektronos, a |W)? Altal megadott valdszintségi
sirtségeloszlasnak az egy-elektronos vettletét allitja el6 (A I' tulajdonképpen egy Hermitikus,
egydimenzids projekcids operator), {gy alkalmas a teljes hullamfliggvény egy-elektronos
alrendszereinek  lefrasara. ~ Emellett  pedig, ahogy minden  Hermitikus  operator
sajatfliggvényrendszere, a természetes palyak (natural orbital, NO) is teljes ortonormalt bazist
alkotnak. Egy normalt @ probapalya betdltottsége a strdségoperator varhat értékeként lesz
szamithat6, és a kapott pg értékeket varialva (maximalizalva) megkaphatjuk a fenti egyenletben
definialt ¢@; palyakat és az azokhoz tartozé optimalt py értékeket. A Pauli-féle kizarasi elv

biztositja, hogy 0 < py, < 2. Adott ¥ esetén az elébbi egyenlet megoldasa kis mértékben fugg
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csak az vilasztott x, bazistliggvényektdl, legyenek azok Gauss- vagy Slater-tipustak, vagy akar

sikhullamok.

A Natural Bond Orbital analizis egy sor olyan transzformaciot foglal magaban, amelyek a
kivilasztott baziskészlet y, palyaibol el6allitjdk a megfelelé lokalizalt (NAO), hibrid (Natural
Hybrid Orbital, NHO), majd koté-palyakat (NBO), illetve a természetes lokalizalt
molekulapalyakat (Natural Localized Molecular Orbital, NLMO).

Xu — NAO — NHO — NBO, NLMO

A bazistiiggvények ezen kivil atalakithatok még delokalizalt természetes palyakka (INO), illetve
kanonikus molekulapalyakka (MO) is. Az egyes transzformacios lépésekben kapott palyak
ortonormaltak ¢és ugyanazt a teljes teret feszitik ki, amelyet a kiindulasi bazistiiggvények
rendszere, igy ezek segitségével egzakt médon szamithatok a hullamfiiggvény, tehat a rendszer

tulajdonsagai.

A természetes atompalyak (NAO) 1 centrumon lokalizalt palyak, amelyek az A atom
weffektiv”  természetes palyait jelolik a molekulan belil. Az NAO-k két fontos fizikai
tulajdonsagot is magukban foglalnak, amelyek megktlonboztetik Sket mas atompalyaktol,
valamint a kiinduldsi bazisfiiggvényektSl: az NAO-k térbeli kiterjedése a molekulan belul az
effektiv atomtéltéshez ,,igazitott”, tehat pl. ha az A atom inkabb kationos jellegli, akkor
kompaktabbak, ha pedig anionos, akkor kiterjedtebb az alakjuk, valamint mutatjak az igen fontos
csoméponti  tulajdonsagokat is. Az  atomok  koézotti  ortogonalitas  elhagyasaval,
megszerkeszthetjitk az un. pre-ortogonalis természetes atompalyakat (pre-orthogonal NAO,
PNAO), amelyek mas atomokon levé PNAO-kkal atfedhetnek, ez teszi lehetévé az NAO-
kolesonhatasok erdsségének becslését. Az NAO-k betoltottségitk szerint egyértelmien sorba
rendezhetSk. Osszhangban a klasszikus kémiai fogalmainkkal, val6jaban csak az atomtérzs, illetve
a vegyértck NAO-k betdltottsége szamottevs, ellentétben a Rydberg-tipust extra-vegyérték
(virtualis) NAO-kkal, amelyek a tobbi NAO-val egytitt azonban kifeszitik a kiindulasi bazis egész
terét. Ezek utan lehet6vé valik a teljes NAO-tér redukcidja egy un. ,természetes minimalis
bazissa” (NMB), amely a tOrzs-, illetve a vegyérték NAO-kat foglalja magaban. Ez az
elhanyagolas mindenképpen helyénvald, hiszen a virtualis vegyérték-NAO-k (természetes
Rydberg-bazis, NRB) nem jatszanak jelentés szerepet az NBO-analizis soran, és ezek elhagyasa a
szamitasigény csokkenését is maga utin vonja. Az NMB-re valé attérés lehet6sége az egyik

legfontosabb jellemzdje a természetes palyakon alapuld vizsgalatoknak.
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A természetes kot6palyak (natural bond orbital, NBO) tébb-centrumon lokalizalt palyak
(tobb: altalaban 1 vagy 2, de énnél tébb is lehet), amelyek j6 Lewis-féle leirast adnak a kémiai
kotésrol (nyilt héja rendszer esetén pedig a kiilonallé elektronokrdl). Ezek az un. természetes

hibridpalyakbél (Natural Hybrid Orbital, NHO) tevédnek Ossze:

Qap = aghy + aghg,ahol  hy = Y Ck(Pk(A)s ©

ahol ay® + ag® = 1. Ezen egyiitthatok értékétdl fiiggden a koté NBO jellege valtozhat
kovalens (a4 = ag), vagy pedig ionos (a4 > ag) hatarok kozott. A pre-ortogonalis PNHO-k
ugyanezen Cy, koefficiensekkel irhatok fel a PNAO-k linearis kombinacidjaként. Az NAO-khoz
hasonléan a NHO-k is ortonormalt bazist alkotnak, amely kifesziti a kiindulasi bazis teljes terét. A
torzs NBO-k jellemz&en majdnem tiszta NAO-karakterrel rendelkeznek, a nemkots (1
centrumon lokalizalt maganyos elektronpar) NBO-k mindegyike pedig egy normalt NHO-val
egyezik meg (ny = hy). Minden kots vegyérték NHO-kb6! allé NBO-nak ortogonalisnak kell

lenni a megfelel6 lazité NBO-ra. A lazité palyak definicija:
'QAB* = th'A - aAhB (6)

A 045"k jellemzéen a legfontosabb nem-Lewis-tfpusd akceptor palyak, hozzajarulnak a
molekuldk kézotti H-hid kotések kialakitasahoz, és mas szupramolekularis donor-akceptor
kolcsonhatiasokhoz. A rendelkezésre allé 5" -k alakjanak ¢és energidjanak ismerete
nélkilozhetetlen egy sor fontos ,,nem-kovalens” és delokalizacios jelenség megértéséhez, amelyek
taulmutatnak a Lewis-szerkezet alkotta képen. A nem-Lewis tipusu vegyérték NBO-kat
kiegészitjik még egy Rydberg-tipusi 1-centrumi NBO-kbol allé palya-készlettel, amelyekkel
egyutt kifeszitik az eredeti NBO bazis terét. Hasonléan az extra-vegyérték NAO-khoz,
amelyekbdl szarmaznak, ezen NBO-k is jellemz&en elhanyagolhaté betoltottséggel rendelkeznek,
ezért tobbnyire elhagyhatok. Igy a szignifikins betoltottséggel rendelkezd NBO-k szima

leredukalodott az NMB méretére — a kémiai szemlélettel Gsszhangban.

Mint ahogy az NAO-k esetében is, az NBO algoritmusnal is az egyetlen bemené adat a
rendszer hullamfiggvénye (a I' operatoron keresztil), igy azt mondhatjuk, hogy a numerikusan

meghatarozott Lewis-szerkezet a W molekularis hullamfiggvény ,,sajatja”.
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5.Szamitasi részletek

5.1. Modellszerkezetek

Mivel a fehérjék aggregaciés folyamatai a szekvenciatdl gyakorlatilag fiiggetlentl
végbemennek, megértésiikhéz az amid gerinc modellezése elegendé™’, amelyet jelen munkéban
oligoalanin szalakkal helyettesitettiink. A gerincrészek dimerizacidjat, illetve oligomerizacidjat
tekintjiik az aggregicié kezd6 lépéseinek’, igy ezek termodinamikajat tanulminyozva kozelebb
kertlhetiink a folyamat hajtéerejének megértéséhez. Ezek alapjan a fehérje gerinc aggregacios
folyamatainak modellezésére a HCO-(Ala),-NH,, [HCO-(Ala),-NH,], (»=1-06), [HCO-Ala-NH,],
¢és [HCO-(Ala),-NH,], (#=2—-06) rendszereket hasznaltunk.

A parallel és az antiparallel B-red6k kilonb6zé H-kotési mintazattal rendelkeznek: a
parallel redében minden H-kotott ,,pszeudogylrd” 12 atomot tartalmaz, mig az antiparallel

valtozatban a H-kotéses gytrtket alkotd atomok szama 10 vagy 14 lehet.

EE2FER N SWsaBE
e Yo,.d_,o,ti v q,d o9 NS S W
! e 4 %10 ] o F1a® o 2 b
¥10 1 14 “fErk 14 710 \ e 1,
&‘?é‘?é‘?g")?d‘?é"‘*’p v89" %0 29-%9

| 1 O -----
¢ o

2. abra: 10- és 14-tagu H-kotést gyirik az antiparallel (balra), valamint 12-tagtak a parallel (jobbra) -
redében (a sarga nyilak az egyes peptidszalak iranyultsagat jelzik az N-termindlis fel6l a C-termindlisig)

Dimerizaci6 soran a paratlan szamu alanin egységet tartalmazé szalak, oligomerizacié soran pedig
a paros szamu monoalanint tartalmazé rendszerek esetében kétféle antiparallel szerkezetet
képzbdését is figyelembe kellett venniink, minthogy paratlan szamu 10- illetve 14-taga H-kotéses
gytrtket tartalmaznak. Amelyekben a 10-tagt gytrik szama volt tobb 570, amelyek pedig a 14-es
tagszamu gylrdbdl tartalmaztak tobbet, azokat s74 roviditéssel jeloltiik. Ebbdl kévetkezik, hogy
oligoalaninok parallel dimerjeinek csak egyféle, mig az antiparallel dimerjeinek kétféle szerkezete
lehet, valamint a monoalanin paros ,,szalat” tartalmazé oligomerjeinek ugyancsak kétféle, mig a
paratlan szamuaknak csak egyféle elrendezése létezik. Az ,ellenérz6” szamitas alanyaul szolgalo

dialanin oligomereknek adott szalszam esetén csupan egyfajta felépitésiik lehet, mert mivel paros
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szamu aminosav-monomert tartalmaznak, az egyes szalak kézott mindig kialakul egy 10- és egy

14-tagt pszeudogytrd is.

5.1. Az alkalmazott elméleti szint

Biomolekuldk modellezése soran a legmeghatarozobb az azokat Gsszetarté H-kotések és a
diszperziés kolecsonhatasok helyes lefrasa. E kolcsonhatasok kezelése sajnos tobbnyire

bonyolultnak adédik a DFT modszerekkel * , mivel, amint azt fentebb emlitettiik, a

>
kicserélédési-korrelaciés  funkcional csak nehézkesen, kisérleti eredményekre illesztett
paraméterek beolvasztasaval kozelithetd. Ennek ellenére szamos prébalkozas tortén példaul a
diszperzids er6k pontosabb lefrasara szolgalé funkcionalok fejlesztésére, ilyen példaul a jelen
dolgozatban is hasznalt, Zhao és Truhlar altal kifejlesztett M05-2X funkciondl®. Szamitasainkat
féként ezzel a funkcionallal végeztiik, am a dimerizacidés jelenségek esetében kiegészitd

szamitasokat végeztiink a manapsag népszerd B3LYP funkcionéllal® is, 4m nem adédott

jelentbs kilonbség a kétféle modszerrel optimalt szerkezetek kozott.

Tobb peptid szalbdl allé molekulak modellezése soran jelentés hibat okozhat az un.
BSSE?? (Basis Set Superposition Error), a kézeli bazisfiiggvények atfedésébél adédé hiba. Az

ebbdl kovetkezé stabilitaisndvekedés figyelembe vétele az alabbiak szerint tortént:

o Teljes szetkezetoptimalist és frekvenciaszamitist végeztunk az M05-2X/6-31G(d)
elméleti szinten™,

®  czt energiaszamitds kovette az el6bbi szinten optimalt szerkezeten az M05-2X/6-
311G++(d,p) elméleti szinten,

e majd a M05-2X/6-311G++(d,p) szinten nyert energiaértékekkel korrigaltuk a DZP

szinten kapott entalpia, és szabadentalpia értékeket.

Kimutattak, hogy az igy korrigalt értékek a bazisatfedési hibatél csupan elhanyagolhaté

mértékben terheltek™.

Féleg biolégiai rendszerek modellezése esetén fontos, hogy eredményeinket alatamasszuk
oldészerben végzett szamitasokkal, mivel e molekuldk a valésagban az él6 szervezetben,
tObbnyire vizes kozegben fordulnak el6. Ehhez a Gaussian programba beépitett IEFPCM
(Integral Equation Formalism Polarizable Continuum Model) * kontinuum oldészermodellt
alkalmaztuk. Feltételeztik, hogy az oldészer jelenléte nincs szamottevé hatassal a vakuumban

nyert molekulaszerkezetre, igy a vizes kozegben végzett szamitasaink soran csupan ,,single point”
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energiaszamitast végeztiink, és a kévetkezOképpen kezeltik az olddszer hatasat a termokémiai

paraméterekre:

e Teljes szerkezetoptimalast és frekvenciaszamitast végeztik vakuumban az MO5-
2X/6-31G(d) elméleti szinten,

e majd ezt energiaszamitas kovette vizes koézegben a vakuumban kapott optimalt
térszerkezeten, IEFPCM  oldészer modellt alkalmazva, az MO05-2X/6-
311G++(d,p)// M05-2X/6-31G(d) elméleti szinten.

5.2. Stabilitasvizsgalat és rezgési analizis

A Gaussian programcsomagban a termokémiai adatok szamitasa statisztikus mechanikai
Osszefuggések felhasznalasaval torténik, a molekularis rendszer killonb6z6 szabadsagi fokaibol
szarmaztatott allapotdsszegeknek a belsé energia, az entropia és hékapacitas értékeihez vald
hozzajarulasanak meghatarozasaval. Harom fontos kozelitést kell megemliteniink, amelyeket a
program hasznal: 1) a vizsgalt részecskéket nem-kolesonhatonak tekinti, az idealis gaz kozelitést
alkalmazva, 2) szintén e kozelitésbdl kifolydlag, ahol sziikséges, a Pl” szorzat helyett az RT
értéket hasznalja fel, az anyagmennyiséget 1 molnak véve, mivel a rendszer térfogatit nem
ismerjiik, 3) az els6, és a tovabbi gerjesztett elektronallapotokba a rendszert atjarhatatlannak
tekinti, a szamitasok elektron-alapallapotban torténnek. A program a molekularis allapotosszeg
transzlacios, elektronikus, rotacios és vibraciés komponenseinek kiszamitasaval megallapitja azok
hozzajarulasat az S, U, és () értékekhez, majd ezeket Osszegezve kapjuk a megfelel§
termodinamikai fiigevények (H és G) értékeit. Ezek valtozasabol kévetkeztethetiink a modellezni

kivant rendszer stabilitasara.

A dolgozatban kozolt szamitasokat standard hémérsékleten és nyomdson végeztik
(T=298,15 K, p=1 atm=9800606,5 Pa). A kapott rezgési frekvenciak segitségével kiszamithatova
valtak a zéruspont rezgési energia (ZPE), a termikus energiakorrekcid, az entalpia és a

szabadentalpia értékei is.

Egy adott konformernek a fenti szamitasok alapjan nyert belsé entropidja felbonthatéd

transzlacios, forgasi (egylitt: mozgasi), és rezgési tagokra:
Stor = Strans T Srot T Svib = Smozgési +Svip (Ser =0) ™)

Szamitasainkbol kideril (Id. 6.1.2.), hogy dimerizacié soran 3 transzlacids és 3 rotacids

médus eltinik (4Spozg4si), és helyette 6 4j rezgési moédus jelenik meg (4Sy;,). A 3-3 ,,mozgasi”
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modus eltlinése csokkenti az entropiat, am hogy a képz6dé dimerben a 3NN darab szabadsagi fok
megmaradjon, kialakulnak az ) rezgési modusok (a létrejové H-kotések mentén), amelyek
entropia hozzajaruldsa a rendszer rendezetlenségét noveli. A peptidszalak aggregacidjanak
pontosabb megértéséhez szitkség lehet az ujonnan megjelend rezgési modusok részletesebb

vizsgalatara, amelyet az antiparallel, 10 és 14 tagt H-kotéses gydrikre végeztink el.

Els6é megkozelitésunk a dimerrezgések azonositasat illetéen azon a feltételezésen alapult,
hogy az atomok mozgasaban a peptidszalon beltli egyideji elmozduldasok dominalnak, amelyek
nincsenek hatassal az egész red6 geometriajara, tehat a rezgések a szalon belul valtoztatjak meg az
atomok helyzetét, a szalak kozotti tavolsag kozelitbleg azonos marad. Ha ez az érték mégis
valtozik, a szalak geometridja pedig azonos marad, akkor beszélhetiink 7/ dimer rezgésekrdl,
amelyek monomer rezgések linearis kombinacidjaként mar nem allithatok el6. A Quaternion
fit*** segitségével térben egymasra illesztve az atomokat, és helyzetiiket Osszevetve a rezgés
(amelyet az atomok elmozdulaskoordinatai alapjan szamitott vektor hatasa reprezental)
lejatszodasa elétti és utani pozicidjukkal, a kapott atomi tavolsagkilonbségek Gsszegét véve
jellemezhetd a szal geometridjanak megvaltozasa. Ebben az esetben csak a dimerek egyik szalat
vizsgaljuk. Az illesztés alapjan kivalasztott 6 legkisebb eltéréshez tartozoé rezgés (amely soran a
legkevésbé deformalédik a szal) mondhaté 4j dimer rezgési moédusnak. Eredményeink azt
mutatjak, hogy ily médon jelentSs kiilonbségek figyelhet6k meg az elsé hat, tehat a legjobban

illeszkedd, és a t6bbi normal rezgési modus kozott.

Egy masik lehet6ség az ujonnan megjelend dimerrezgések azonositasara az, hogy azokat
kozvetlenil a dimerekhez rendelheté mozgasnak tekintjik, amelyek a monomerekben nem
figyelhet6k meg. Ahhoz, hogy a dimer és a monomer rezgések OsszevethetSk legyenek, a
monomer minden atomjat a dimer egy-egy atomjanak kell megfeleltetni, majd pedig
,osszeskalazzuk" a monomer és a dimer elmozdulisvektorait, vagyis a legnagyobb
elmozdulasvektorok hossza azonos lesz az éppen 6sszehasonlitott két rezgés esetében. Ezutan az
azonos helyzetd atomokhoz rendelt elmozdulasvektorok kulonbségét képezzitk ugy, hogy
figyelembe vessziik a normal (a Gaussian kimentben szerepld), illetve az ellentétes iranyt is, mert
mindkétféleképpen csatolédhatnak a moédusok. Az analizis soran figyelembe vesszilk még a
kimenetben szereplé monomer rezgések mellett a "nulla" rezgést is, amikor az atomok nem
mozognak, mivel elképzelhet6, hogy mig az egyik szal rezeg, addig a masik nem. A kilénbségek
Osszeadasa utan kapott rezgési allapotokhoz egy szamot rendelink, amelyek kozil a legkisebb
eltéréshez tartozo értékeket tekintjitk a rezgési allapot lefrasanak. A sorba rendezés utan kiszurjik

a dimerizacié kovetkeztében megjelend 4j rezgési allapotokat, ezek azok, amelyek egyaltalan nem,
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vagy pedig rosszul irhatok le a monomer rezgések alapjan. A kritériumok a kovetkezék: a rezgés
frekvenciagja nem vehet fel nulla értéket, valamint a dimerek és a monomerek rezgési
frekvencidjanak kiilonbsége nem lehet kisebb a dimer frekvencidjanak 20 %-anal, illetve 200 cm'-
nél. Ha a dimer rezgésre nem talalhaté az el6bbieknek megfelel6 leiras, akkor az ) médusnak
tekintendo.

Sok esetben a dimerrezgések nem irhatok le csupan egyetlen monomer rezgés figyelembe
vételével, sziikség lehet egyes monomer rezgések linearis kombinacidjanak képzésére a megtelel6
leirashoz. Ekkor az atomok megfeleltetése és a rezgési elmozduldsvektor hatasanak figyelembe
vétele utana ez egyes dimerrezgéseket a normal monomer rezgések linearkombinacidjaval
kozelitjiik, mind pozitiv, mind negativ eldjellel figyelembe véve azokat. A szlrési feltételek a
fentiekhez hasonldak: a kiilonbség a monomer és dimer rezgési frekvencia k6zott nem lehet tobb
10 %-nal, illetve 200 cm™-nél. A program kimenetében a 3 legjobb, a szlrési feltételeket kielégitd
linearis kombinacié szerepel, az un. CCA+ prograrnban35 leirt algoritmust alkalmazva. Az adott
normal rezgési moédus dimerrezgésnek tekinthetd, ha a ,,nulla” rezgési modus aranya nagyobb
50%nal, vagy pedig a legnagyobb koefficienssel szereplé komponens hozzajarulasa kevesebb,
mint a masodik legnagyobb aranyban jelen levé médus hozzajarulasanak mastélszerese, tehat ha

nem tudunk egy dominans monomer rezgést azonositani a linearis kombinacioban.
5.3. NBO analizis

Az antiparallel B-red6k épitSkévei, a 10 és 14 tagi H-kotésa gytrak eltéré stabilitisanak
vizsgalatara Natural Bond Orbital analizist alkalmaztunk. Ehhez az NBO 5.9 programot%, illetve
az abrak készitéséhez az NBOView 1.1 programot hasznaltuk. Az el6zéleg adott elméleti szinten
otpimalt szerkezetekre (adott hullamfiggvény) lefutattuk a teljes NBO szamitast, majd
megkerestik a stabilizalé kolcsonhatasoknak megfelelé palyaatfedéseket, illetve a hozzajuk
tartoz6  stabilizacids  energiakat, amelyeket az NBO program masodrendd perturbacios
technikaval szamit. Ezek alapjan magyaraztuk a két rendszer eltéré tulajdonsagait,

keletkezésiikkor fellépé killénb6z6 termodinamika valtozasokat.
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0. Eredmények és kovetkeztetések

6.1. Oligopeptidek dimerizacidja

6.1.1. Termodinamikai fiiggvények viltozdsa a dimerizicid sordn

A AX=-TAS, AH és AG termodinamikai fuggvények értékeinek valtozasa az 1-6 egységet
tartalmazé  oligopeptid szalak dimerizaciéja soran, mind antiparallel, mind parallel (3-red6é

képz&dése esetén a kovetkez6 abran lathato:

‘%25 w25
5 -TAS g
Em = EZ‘J
315 s
10 10
5 5
o 1 H-k6tések szama H-kétések szama
2 3 4 5 [ 7 1
TR - E—Y
5
A
10 — s
15 AG
AY -1 A
-20
-25
20 v = A
AH -TAS AG AH -TAS AG -
> A s10 AH * O O parallel
41§V VYV si4 v ] wf O ©O O antiparallel atl.

3. abra: Bal oldal: -TAS, AH és AG alanckézi H-kbtések szamanak fiiggvényében antiparallel 3-redé
képzbdése esetén. Jobb oldal: -TAS, AH és AG értékei a lanckdzi H-kotések fiigevényeként parallel
dimerek (szaggatott vonal, 12 tagi gylrdk) és a két antiparallel dimerhez tartozé atlagolt értékek esetén
(folytonos vonal, 10- és 14 tagu gyarak).

A paratlan szamu aminosav egységet tartalmazo6 antiparallel dimerekhez tartozéd —TAS értékek
atlagat a H-kotések fiiggvényében abrazolva egyenest kapunk, R*=0,993 Pearson korreliciés
koefficienssel. Ez, és a parallel dimerek esetén kapott R*=0,946-0s érték igen j6 korrelaciét
mutatnak. Ennek tikrében nagy statisztikai biztonsaggal mondhatjuk, hogy a dimerizaciéhoz
kapcsolodd —TAS entrépia jarulék egyenesen aranyosan valtozik a lanckézi H-kotések szamanak

névekedésével. Kovetkez6 1épésként a H-kotések szamaval normalt —TAS értékeket vizsgaltuk a
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H-kotés- szam fuggvényeként (Id. 4. dbra). Ekkor a kapott gorbék egy-egy konstans értékhez

tartanak, antiparallel esetben ez 2,50 kcal/mol, parallel redd esetén pedig 2,28 kcal/mol.

_ 8 AHIn -TAS/In AGIn
=8 -
2 AHin -TAS/n Ain ; (o} O parallel
E 10 = i :
ga S =5 lo) o) O antiparallel tl.
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a Y
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3 4 5 6 7
A
R v a AG/n o
v v
A
4 A . -4 -
- m = O == 9"
. _ AH/n e AH/n
-6 - M o
v S
v
8 v 8 =}

4. abra: Bal oldal: -TAS/n, AH/n és AG/n vs. lanckozi H-kotések szama (1) antiparallel B-redSben, és
atlagértékeik paratlan 7 esetén. Jobb oldal: -T.AS/n, AH/n és AG/n vs. lanckézi H-kotések szama (1)
parallel red§ esetén (szaggatott vonal) és az antiparallel dimerekhez tartoz6 atlagértékek (folytonos vonal).

A dimerizacios entalpia valtozasa (H) a kialakulé H-kotések szamatol 1épesézetes fliggést mutat,
ami Osszefliggésben van azzal, hogy a paratlan szamu aminosavat tartalmazé peptidszalak
antiparallel dimerjeinek egymashoz energiaban kozel esd, két kilonbozé szerkezete 1étezik. Az
atlagértékeket a H-kétések fliggvényében dbrazolva ez esetben is egyenest kapunk (R*=0,999
antiparallel és parallel redére is). A H-kotésekre normalt AH/n fuggvény (4. dbra) gorbéje a
-TAS/n gbrbéhez hasonldan konstans értékhez tart, ami az antiparallel és parallel esetben rendre -
6,83 kcal/mol és -5,54 kcal/mol. A 3. dbrin az is jol lathatd, hogy antiparallel B-redd estén a H-
kotésekre normalt AH értékek kevéssé fligenek a létrejové kotések szamatol, kozel vizszintes
vonalat kapunk a AH/# fuggvényre. A fenti jelenség miatt a AG fuggvény értékei is lépesbzetesen
valtoznak a lanchossz névekedésével (3. dbra). Az atlagértékek itt is egyenesen aranyos fliggést
mutatnak a H-kétések szamatdl (R=0,997 antiparallel és R*=0,975 parallel esetben). A normalt
AG fuggvény a -4,34 kcal/mol-os 4G értékhez konvergal antiparallel dimert tekintve, és -3,26

kcal/mol-hoz parallel red6 esetén.

Megfigyelhetd, hogy az (1) egyenletbeli entrépia tag (—T:AS) hidrogén kotések szamatol
val6 figgése jelentésebb, mint az entalpiatagé (AH). Ez alapjan arra kévetkeztethetiink, hogy a -

red6 képzbdése (az elsé, dimerizacios 1épést tekintve) kis aminosavszamnal entropikusan kevésbé
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kedvezményezett, de ez a hatds gyorsan csOkken a peptidet alkoté aminosavak szamanak
novekedésével. Az, hogy mind a —TAS entrépia jarulék, mind az entalpia fiiggvény normalt
értékei egy-egy adott értékhez konvergalnak, azt jelzi, hogy hat- és annal tébb aminosavat
tartalmazé rendszerekre nézve a red6képz6dés entalpianyeresége és entropiavesztesége nem fiigg
az Osszekapcsolodo szalakat alkoté aminosavak szamatol. A kapott eredmények azt mutatjak,
hogy dimerizaciés folyamat entalpianyeresége mindig meghaladja az entrépiaban bealld
veszteséget, {gy a red6k képzdédését meghatarozé AG fuggvény minden esetben negativ értéket
vesz fel, jelezve, hogy — egyelére csak az elsé, dimerizacids 1épést figyelembe véve — a
red6képz6dés nagyobb rendszerek szamara termodinamikailag mindig kedvez6 lesz. Ez az allitas
Osszhangban all a kisérletekkel is, amelyek soran szamos alkalommal mutattak ki amiloidszerd

peptidek képzbdését.

Parallel B-red6k vakuumban t6rténé modellezése soran a szalak utolsé aminosav egységei
y-kanyar konformaciot vesznek fel, vagyis egyazon aminosav amid- és karbonilcsoportjanak H- és
O-atomjai kozott j6n 1étre H-kotés (természetesen emellett a red6alkoté H-hid kotés is kialakul).
Ez a jelenség, mint artifaktum jelentSs energiacsékkenést eredményez az egy egység ,,hosszi”
dimer képzodését tekintve, ezért az ehhez tartoz6 adatpontokat az illesztések soran nem vettiik

figyelembe.

6.1.2.  Antiparallel dimer B-redds szerkezetek re3gési analizise

A AH és —TAS fuggvények értékeinek a peptidlanc hosszatdl valod fuggésének 1épesézetes
természete szamos okra visszavezethetd. Az Gjonnan megjelend 6 rezgési modusnak (1d. lentebb:
5. dbra) — amelyek csak a dimerekben figyelhet6k meg, a monomerekben nem — a fentebb leirt
rezgési analizis modszereivel torténé részletes vizsgalata lehetévé tette szamunkra, hogy

behatébban tanulmanyozzuk a 10 és 14-es gytrik kilonb6z6 entropia hozzajarulasanak eredetét.

Tekintve, hogy a megfigyelt 4j rezgések gyengébb, masodrendd kétések mentén kialakuld
rezgési modusok, azt varjuk, hogy alacsony frekvenciaval jelennek meg. Igy elegendének tinik a
dimerek els6 10 legkisebb frekvenciaval (v < 200 cm™) rendelkez6 rezgésének részletes analizise.
A 10 és 14 tagt nanorendszereknek mind a frekvencia, mind az entrépiabeli hozzijarulasa
eltérének adodott. Mindkét szerkezetben az 5., a 9. és a 10. rezgés tartozik a kialakulé H-kotések
menti ,,torzulashoz”. A 10-es gytriben mérheté H-k6tés menti tavolsag nagyobb, mint a 14-es
gylrts szerkezetben, ami gyengébb, alacsonyabb frekvenciaju rezgésekben, ezaltal nagyobb

entropia hozzajarulasban nyilvanul meg. Az 1., a 2. és a 3. leggyengébb rezgési modus a gerincbeli
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Co atomok mozgasahoz kapcsolédik. Hasonléan a H-k6tésekhez, a Ca-Ca tavolsag ugyancsak
nagyobb a 10, mint a 14 tagu gytrikben, igy az e mozgashoz tartozé rezgési frekvencia kisebb,
ami tehat szintén hozzajarul a 10 atomot tartalmazé pszeudogytrik jelentésebb hatasdhoz a red6
entrépia novekedésében. Osszességében azt mondhatjuk, hogy hidba nagyobb a 10 tagt gytriik
hozzajarulasa az entrépiahoz, az entalpianyereség annyival kisebb a dimerizacié soran ebben az
esetben, hogy ekkor a AG kisebb mértékben csokken, mint a 14 tagu gydrik esetén, igy a 10

atombol allé6 H-kotott gytrtk képzodése termodinamikailag kedvezétlenebb, mint a 14 taghaaké.
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5. abra: A-F: a dimeriziciés sordn megjelend 6 "4j" dimerrezgés sematikus dbrazolasa a 10 tagt
pszeudogytris rendszerekben. G-L: a 14 tagt gytrik 6 4j dimerrezgésének vazlata.

Szamitasaink a vartaknak megfeleléen a TS, ,; entropiatag jelentSs csokkenését mutatjak,
amely nagybani komplexitas-vesztést jelez a dimerizaci6é soran. Ez a csokkenés a kétféle gytrds
rendszert tekintve alig kiilonbozik, a 40,89 kcal/mol-os értékrdl rendre 22,41 kcal/mol és 22,53

kcal/mol a 10 és 14 atomos gylrik esetén. Mindez a TS

m0ogdsi

tag molekulatomegtdl valod
figgésével magyarazhatd, amely a kétféle antiparallel B-red6re nézve (és a parallel valtozatra is)

ugyanaz, tekintve, hogy azonos szamu és minéségl atomokbdl allnak.

A dimerek képz6dése a hat 1) dimerrezgés megjelenése mellett a monomer médusoknak
egy szimmetrikus és egy antiszimmetrikus rezgésre torténé felhasadasat is eredményezi, ami
természetesen hatdssal van az utébbiak entrépidhoz valé hozzajarulisara. Erdekes, hogy ez a
felhasadas nem szimmetrikus, mivel a rezgések inkabb nagyobb frekvenciak felé tolodnak el, igy a

kilonbségeket Gsszegezve negativ entropia jarulék értékeket kapunk, a szimmetrikus rezgések
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esetében ez -1,95 kcal/mol, az antiszimmetrikus esetben -1,73 kcal/mol. (a nagyobb frekvencidja
rezgések alacsonyabb entropia hozzajarulast eredményeznek.) Ez azt jelenti, hogy a dimerizacios

folyamat soran nem csak a TS

m03gdsi >

hanem a monomerek rezgési médusainak entropiavonzata, a

IS tag értéke is csokken. Tgy tehat csak a hat 4j dimerrezgéshez kapesolodé TAS,

monomer limer

rezgési

entrépiatag kompenzalja a dimerizacié soran fellép6 entropia veszteséget.
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6. abra: Antiparallel 8-red6 képz6désének entropia-diagramja 14 (balra) és 10 (jobbra) atombdl allé H-
kotést pszeudogyliris szerkezetbdl, az M05-2X/6-311G++(d,p)//M05-2X/6-31G(d) elméleti szinten
nyert adatok alapjan.

A fenti abran lathaté a 10-es és 14-es gytris rendszerek rezgési entrépia hozzajarulasanak
nett6 kilonbsége, amely kozelitSleg akkora, mint a 3. gbrdn kapott 1épcsé ,,lépcs6fokmagassaga”,
aminek koévetkezményeképpen elmondhato, hogy a kétféle antiparallel redébeli szerkezeti elem

eltérd stabilitasanak egyik f6 okozoja a fenti entrépia-killonbség.

A fent részletezett, djonnan kidolgozott modszerek segitségével csupan a kevésbé
Osszetett, két-két aminosavbol allé dimerek rezgési analizisére nyilt lehetéség. Az ennél nagyobb
rendszerek rezgéseinek ilyen jellegli részletes vizsgalata a szerkezet bonyolultsaga, és a rezgési
mobdusok csatolodasa miatt a mi modszereinkkel lehetetlennek bizonyult. Ennek ellenére ezeknek
az alanindimereknek a vizsgalatabol is kidertl, hogy az entrépiafiiggvény antiparallel -redé
képzbdése soran mutatott 1épcsSs természetének eredete a két eltérd szerkezeti elem (a 10 és 14

tagu gydrik) rezgéseinek eltéré entrépia jarulékaval magyarazhato.

6.1.3. A dimerizacio dltalanos jellemzése

Az alabbi tablazat alapjan nem tdnik olyan jelentésnek a dimerizaciés folyamatot jellemz6
termodinamikai figgvények értékeiben bedlldé valtozas, mégis ez vezet elészor B-redSk, majd
pedig a szervezetben megtalalhaté plakkok keletkezéséhez. Amint a lenti adatokbdl is jol latszik

(AAG=-1,32 kcal/mol), az elsS, dimerizaciés 1épést tekintve hosszabb polipeptidekre a kétféle
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szerkezet kozll az antiparallel véltozat képzédése a kedvezményezett (AG=-3,08 kcal/mol

antiparallel, és AG=-1,76 kcal/mol parallel reds esetén).

parallel antiparallel Kkiilénbsé
TD. figgvények | TD. figgvények g
AS / cal'K''mol" | -7,65 -8,38 -0,73
-TAS / keal- mol” | +2,28 +2.50 +0,22
AH / kcal mol" | -4,04 -5,58 -1,54
AG / kcal' mol' | -1,76 -3,08 -1,32

1. tablazat: A pB-redSk képzédésének kezdeti 1épéseit leird normalt termodinamikai paraméterek
osszevetése az M05-2X/6-31G(d) elméleti szinten nyert adatok alapjan.

Habar az amiloid-szerkezetl plakkokon (pl. AB1-42)”" végzett kisérletek a parallel B-
red6kbdl vald képzbédést josoltak kedvezSbbnek, a fent ismertetett elméleti vizsgalatok
eredménye ezeket kevésbé stabilnak mutatja, amelybdl arra kévetkeztethettiink, hogy valamilyen
kisebb perturbacié is elegend6 lehetne ahhoz, hogy a plakk-képz6dés az ellenkezé folyamatba,
disszociaciéba forduljon at. Mar 7,65 cal/molK értékd H-kotésenkénti entrépia csokkenés
kompenzalni tudna a képz6dési folyamat soran fellépd entalpia nyereségbdl ado6do stabilitast
(szalanként), ami relative kis szamérték, és arra enged kovetkeztetni, hogy a plakk-képz&dés

megallitasa, és esetleges visszaforditasa a jovében nem reménytelen feladat.

6.2. Peptidszalak oligomerizacidjanak vizsgalata
6.2.1.  Monoalanin oligomerek parallel és antiparallel s3erkezeteinek dsszebasonlitasa

Az eddig bemutatott vizsgalatokbol kidertilt, hogy oligopeptidek dimerizacidja soran a §3-
red6s szerkezet képzodése minden esetben kedvezd, és a folyamatot jellemz6 termodinamikai
figgvények megvaltozasinak normalt értékeit felhasznalva a redSk stabilitasa josolhatd is
nagyobb rendszerekre nézve. Hogy a red6képzédés folyamatardl teljesebb képet nyerjiink, a redd
kiterjedésének egy masik dimenzidjat is tanulmanyoztuk, ugyanazon szamitisokat végezve a
modellrendszereken, amelyeket a dimerizacié soran is alkalmaztunk, teljes szerkezetoptimalast és
frekvenciaszamitast. Ebben az esetben monoalanin és dialanin egységekbdl képzds, 2-6

,,52albol” all6 oligomereket hasznaltunk fel a B-redds szerkezet modellezésére.

A B-redé ilyen iranyu kiterjedését vizsgalva, a monoalanin oligomerek esetében ismét egy
lépcsézetes formaja adodik a folyamatot leiré termodinamikai figgvények valtozasanak, -T.AS5-
nek, AH-nak és AG-nek, am ez esetben rendszert alkotd szalak szamanak fiigevényében (Id.

lejjebb a7/ A dbraf) vizsgaltuk e valtozasokat. Az oligomerizaciés folyamat jellemzésére
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szemléletesebbnek gondoltuk az oligomer szalainak szamatdl valé figgés bemutatasat, mint a
tiigevényeknek a kialakulé H-kotések szamaval valo alakulasat, mivel célunk volt megallapitani az
egy egység hozzaadasakor bekovetkez6 valtozast. Mig a dimerek esetében egy egység (egy
aminosav) hozzaadasa 1 H-kotés kialakulasat eredményezi, addig a szalak (mint egységek)
Osszeallasakor tobb, monoalanin esetén 2, dialanin esetén pedig 3 H-kotés alakul ki, tehat a

peptidszalak szamanak alapul valasztasa célszertibbnek bizonyult a kitlizott cél szempontjabol.

A monoalaninbdl kiindul6 oligomerizacié esetén is tObbféle szerkezet johet 1étre paros
szalat tartalmazo antiparallel red6 képz6dése esetén attdl fiigegben, hogy a 10-, avagy a 14-tagi H-
kotést gytrls szerkezetek dominalnak az oligomerben. Az el6bbi esetben az 570, az utébbiban az
514 szimbolum hasznalataval kilonboztetjik meg a kialakuld szerkezeteket. Ahogy az a
monoalanin-dimereken elvégzett rezgési analizisb6l kidertlt, a vizsgalt termodinamikai
fliggvények 1épcsbs természetl valtozasa e kétféle épitéelemnek a rendszer entropidjahoz vald
eltér6 mértéki hozzajarulasaval magyarazhaté. A szalak Osszekapcsolodasakor sincs ez
masképpen, a hasonlé lépcsés fliggvényalaknak hasonlé eredetet tulajdonithatunk, viszont
nagyobb oligomerekre a fent alkalmazott mddszerek egyikével sincs lehetSségiink rezgési analizist

végezni a komplexek mérete és bonyolult médon csatolédo rezgéseik miatt.
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7. abra: A: -TAS, AH és AG vs. szalak szama monoalanin antiparallel 3-redében. B: -TAS, AH és AG vs.
szalak szama parallel oligomerek (szaggatott vonal, 12 tagu gylrak), illetve a kétféle antiparallel
oligomerhez tartozé atlagértékek (folytonos vonal, 10- és 14 tagu gy(rik) esetén monoalaninra. C: -
TAS/n, AH/n és AG/n vs. szalak szama(n) parallel oligomerek (szaggatott vonal), illetve a kétféle
antiparallel oligomerhez tartoz6 atlagértékek (folytonos vonal) esetén monoalaninra

Osszevetve az antiparallel redé esetén kapott értékek atlagait (amelyek a vartaknak
megfeleléen egy egyenesre esnek: R*=0,999) a parallel eset fiiggvényértékeivel (7/B dbra), azt

tapasztaltuk, hogy bizonyos szalszam felett az antiparallel redé mutatkozik stabilabbnak, mig
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kevés szalat tartalmazé rendszerekben el6szor a parallel red6 kialakuldsa kedvezébb. Mégis, a
dimerizaci6 folyamatahoz hasonldan, itt is azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy nagy
rendszerek képzédése esetén antiparallel redS kialakulasa varhat6. Normalva az egyes
termodinamikai fiiggvények megvaltozasanak értékeit, megkaphatjuk a folyamatot egy egység
(szal) hozzaadasa esetén jellemz6 relativ valtozast. Ez teszi majd lehetévé a fiiggvényértékek
alakulasanak, igy a varhat6 stabilitaisnak a becslését nagyobb rendszereket illetéen, ahogy ezt a
dimerek képzédésének tanulmanyozasanal is lathattuk. Amint azt a 7/C dbra mutatja, az emlitett
tugovényérték-valtozasok szalak szama szerinti normalasaval az oligomerizaciés folyamatra is
jellemz&en egy-egy konstans értékhez tartd, hiperbolikus gorbét kaptunk. Megfigyelhets, hogy a
masodik egység hozzaadasa felett az antiparallel red6 kialakulasa lesz kedvezébb (AG©0=-3,83
kcal/mol antiparallel, mig AG0=-230 kcal/mol parallel esetben), egy egység esetén azonban a
parallel valtozat a stabilabb. Igy tehat, mivel a AG érték antiparallel esetben nagyobb mértékben

csokken, a kialakuld red6 stabilabbnak adodik.

6.2.2.  Antiparallel mono- és dialanin oligomerek stabilitdsanak osszevetése

Az el6z6 pontban a tébbszald, monoalaninbdl képz6dé antiparallel és a parallel red6k
tulajdonsagait vetettiik Ossze. A B-red6 szerkezetének jobb kozelitése érdekében dialanin
szalakbol all6 oligomerekre is elvégeztik a fenti szamolasokat, azonos elméleti szinten. Ebben az
estben a keletkez6 antiparallel red6k tulajdonsagait hasonlitottuk 6ssze mono- és dialanin szalakra
nézve. A mono- ¢és dialanin egységekbdl kiindulé oligomerizacié folyamatat vizsgalva, és a
monoalanin oligomerek esetében a kilonb6z6 antiparallel szerkezeti elemekre (s10 és s14)
vonatkoz6  értékek atlagat figyelembe véve abrazoltuk a folyamatot jellemzs egyes
termodinamikai fuggvények megviltozasit a szilak szamdinak fuggvényében (8/A dbra). A
dialanin szalak esetén, mivel minden szal hozzaadasakor kialakul egy 10 és egy 14 atomot
tartalmazé H-kotéses gylrG is, nem szitkséges atlagértékek képzése, mert minden dialanin
oligomernek csak egyféle szerkezete 1étezik. Mind a mono-, mind a dialanin szalakat tekintve
egyenesen arinyos fiigeést kapunk (R’=0,999 mindkét esetben) azok szamatél. A §/A dbrin
lathat6 fuggvények értékeit normaltuk a szalak szima szerint (Id. 8/B dbra), igy nyerve a
rendszerhez torténé egy szal hozzaadasa esetén fellépd valtozasok mértékét. Bz alapjan a red6k
stabilitisa a késGbbiekben josolhato lesz, hiszen az igy kapott hiperbolikus g6rbék az eddigiekhez
hasonléan ugyancsak konstans értékekhez konvergalnak. A vartaknak megfelelSen mindkét
oligomerizacids folyamat kedvezének mutatkozik (AG%0=-3,83 kcal/mol monoalanin, és AGoo=

-8,34 kcal/mol dialanin egységek esetén). A dialanin oligomer rendszerckre kapott egyenes
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aranyos fliggés egyenleteinek nagyobb meredekség értékeibdl, valamint az ebbél adédo jelentdsen
alacsonyabb G0 értékbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a dialanin szalak aggregacidja a

monoalanin egységekénél is kedvezSbb, stabilabb redds szerkezetet eredményez.
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8. abra: A: -TAS, AH és AG vs. szalak szama antiparallel 3-redében mono- (atlagértékek) és dialanin
esetben. B: -TAS/n, AH/n és AG/n vs. szilak szama (itt #) antiparallel red6ben mono- és dialanin
egységek esetén.

A fenti eredmények tikrében elmondhatjuk, hogy a [B-redds szerkezetet pontosabban
kozelité dialanin oligomerek stabilitasa jelentds, és ez valoszindsithetéen nagyobb rendszerek
kialakulasa esetén sem csokken, tehat a B-red6k képzédése minden esetben spontan folyamat.
Tovabbi elvégzett, am itt nem részletezett szamitasainkbol az is kideril, hogy a dialanin szalak
Osszeallasa esetén szintén, nagyobb (4, 5 és a folott) szalszam esetén, antiparallel redé alakulasa
josolt. Ezen eredmények alapjan azt a kévetkeztetést vonhatjuk le, hogy az antiparallel 3-redék

stabilitdsa igen jelent6s, képzédésik erésen kedvezményezett.

6.3. Antiparallel reddk épit6kéveinek NBO analizise

6.3.1. Az analizis menete

Az antiparallel B-red6k képzdédésének termodinamikai vizsgalata soran kiderilt, hogy az
azokat alkot6 10 és 14 tagi H-kotést gyarik eltéré hozzajarulassal vesznek részt a keletkezett
szerkezet stabilitasaban. Ennek magyarazatara el6szor rezgési analizist végeztink, mely azt az

eredményt szolgaltatta, hogy a 10-es gydrdk kialakuldsa soran fellép6 entrépia csokkenés

Osszességében kisebb, mint ugyanez a 14-es gyiriik képzddésekor. Am a szamitasainkbdl nyert
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szabadentalpia-értékek alapjan a 14-es gylrls szerkezet adodott stabilabbnak, valészintsithet6en
az utobbi esetben fellépd nagyobb entalpianyereség miatt. A rezgési analizis magyarazatul szolgal
az egyre névekvé kiterjedést antiparallel red6k kialakulasa soran bekovetkezs 1épcsés jellegti
valtozasokra az entropia fliggvényértékekben, amelyek mind az aminosav egységek, mind pedig a

peptidszalak szamanak novelése esetén megtigyelhetéek voltak.

Hogy az antiparallel red6k két alapvet6 épitéelemének eltéré viselkedését mélyebben, a
rendszer hullamfiggvényének szintjén is megértsuk, és ezaltal az entalpiafiiggvény lépcsSsségét
megprobaljuk magyarazni, NBO analizist alkalmaztunk ezek vizsgalatara. Ezt a [HCO-(Ala)-
NH,|, 6sszegképlett, kéttéle (s10 és s14) modellszerkezetre végeztik el, amelyeket el6zdleg a
M05-2X/6-311G++(d,p) (TZP) szinten optimaltunk. Ugyanezt a szerkezetoptimalast a B3LYP

funkcionallal is elvégeztiik, az el6z6 modszerrel kapott eredményeink aldtdmasztasa végett.

Elsédleges szempont az analizis soran a két egység kozott 1étrejové H-kotések vizsgalata
volt, az ebben részt vevé palyak atfedésének, és az ezekhez tartozo stabilizal6 energia (valéjaban
entalpia) meghatarozasa (a kovetkezOkben mindig nyereségnek, azaz abszolut értékben
entalpiacsokkenésnek értendd), amelyet az NBO 5.9 program masodrendd perturbaciés modszer

segitségévellé becsul.

A rendszer H-kotéseinek vizsgalata mellet mas, a két szal egyéb palyainak atfedésébdl
adodo stabilitasi tényezoket is megvizsgaltunk, amilyen példaul a 14-es gylrd esetén a két metil-
oldallinc kapcsolata. Dannenberg és munkatarsai®® a kétféle antiparallel alapegység vizsgilata
soran egy ujabb kolcsonhatast is kimutatattak, az un. C; H-k6tést gyarik 1étrejottét. Bzek egy
adott szalon belil alakulnak ki, egyazon aminosav C=0 oxigén nemkotd parja, és az N-H csoport

H-je kozott. Ezen C; H-kotésekhez tartozoé stabilizaciokat is megkerestiik az NBO analizis soran.
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9. abra: Egy peptidszalon belili Cs H-kotések (a szamértékek a Dannenberg és munkatarsai altal hasznalt
B3LYP/D95(d,p) szinten szamitottak, és Angstrom egységben értendék)3s
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6.3.2. A 10 és 14 tagi gyiiriik stabilizicidja

A 14-tagi H-k6tést gytris szerkezet NBO analizise soran, mint emlitettiik, el6szor a két
szal kozott kialakulo H-kotésekhez tartozoé atfedéseket kerestik meg. Ezek az MO05-2X
funkcional segitségével TZP bazison optimalt szerkezetek esetén az egyik ,,szal” karbonilcsoport
oxigénjének egyik nemkotd elektronparja és a masik ,,szal” amid N-H kétésének lazito palyaja
(6,06 kcal/mol) és ugyanennek az oxigénnek a masik nemko6ts parja és ugyanezen lazité palya
kozotti donot-akeeptor kolesonhatasbol (0,78 keal/mol), valamint az N-H hidrogénatom egyik
betoltetlen (virtualis) palyaja és a masik ,,szal” C=0O egyik kotépalyajanak atfedésébdl (0,74
kcal/mol) adédnak. (B3LYP funkcionallal optimalt szerkezet esetén ezek az értékek rendre 5,74

kcal/mol, 1,03 kcal/mol és 0,7 kcal/mol).

A 10-es gyurik esetében a szalak kézotti H-kotések energiaviszonyai a kovetkezSképpen
alakulnak. A karbonil C=0O és a ,szemben levé” N-H kozott 2 féle n->o* kolcsénhatis
stabilizacioja M05-2X  funkcionallal optimalva (a B3LYP esetén kapott értékek zardjelben
lathat6k) rendre 5,53 kcal/mol (4,98 kcal/mol) és 2,10 kcal/mol (0,00 kcal/mol), a C=0 koté és
a H betoltetlen pélya atfedése 0,48 kcal/mol (0,60 kcal/mol).

10. abra: pre-ortogonalis természetes palyak atfedés az egyik karbonil oxigén nemkétd elektronpatja és a
"szemkozti" N-H kotés lazitd palyaja kézott a 14-taga gyiriben

Osszességében, csak a H-kotésekb6l ad6dé nyereséget Gsszehasonlitva a két gytirt kézott
- a 14-es gylril esetén 15,16 kcal/mol (14,94 kcal/mol), a 10es gytrtben pedig 16,22 kcal/mol
(11,16 kecal/mol) — nem mondhaté biztosan, hogy a 14-es gyiri a stabilabb (f6ként mivel a van
der Waals kolcsonhatasokat elvileg pontosabban leiré M05-2X funkciondl segitségével végzett

szamitasok alapjan a 10 tagu szerkezet adodik stabilabbnak).

Mivel eddigi szamitasaink alapjan egyértelmien a 14-tagd gyird képzédése a kedvezdbb,

megvizsgaltuk, hogy milyen egyéb kolcsonhatasok jarulhatnak hozza a szerkezet stabilizalasahoz a
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10-es gyaravel szemben. Egyrészt a mar emlitett C; gytrd H-kotéséhez tartozo, a szalon belili
amid N-H és karbonil O nemko6td palyajanak atfedésébol adodo stabilizaciot, masrészt pedig a
14-es gytran belil a szalak k6zotti esetleges metil oldallanc kolesonhatasokat vizsgaltuk. A 14-es
gylrtben, amint az a 77. dbran latszik, a C, szerkezet a gylrin kiviil alakul ki, mig a 10-esben a

szalak kozotth H-kGtéses gytran beldl.
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11. abra: Cs H-kotéses szerkezetek kialakuldsa a 14 (bal), illetve a 10 (jobb) gytrikben

A C; gytrtk kialakuldsabdl szarmazé energianyereség a 14-es tagszam esetén Osszesen (mindkét
,,szalnal” kialakul) 2,90 kcal/mol-nak (B3LYP: 2,00 kcal/mol) adédott, mig 10-es tagszam esetén
1,34 kcal/mol-nak (B3LYP: 0,00 kcal/mol-nak). Tehit részben ezzel a kolcsonhatissal

magyarazhaté a nagyobb gytr( stabilitasa.

Harmadikként a csupan a 14-es gytrtben kialakuld, a metil aminosav-oldallancok k&zotti
kolesonhatasokat vizsgaltuk. Az ezekb6l adoédo energianyereség is jelentésnek bizonyult, az egyik
,,szal” metilcsoportjanak egyik C-H kot6 palyaja és a masik ,,szal” metilcsoportjanak egyik C-H
lazité palyaja kozottl atfedésbdl szarmazé stabilizacié (a B3LYP funkcional hasznalata esetén
kapott értékek tovabbra is zardjelben lathatok) 0,56 kcal/mol (0,39 kcal/mol). Ezen kivil
kolcsénhat még az egyik karbonil O két nemkots elektronparja a  szemkozti ,,szal”
metilcsoportjanak egyik C-H kétésének lazit6 palyajaval, rendre 0,35 keal/mol (0,42 keal/mol) és
0,49 kcal/mol (0,58 kcal/mol) stabilitast nyerve. Igy a metil oldallincok részvételével Gsszesen

2,80 kcal/mol (2,78 kcal/mol) energiat nyer a 14-es tagszamu gyUrds rendszet.

Az fentickben részletezett harom kélcsénhatasbol eredd stabilizaciot figyelembe véve a
14-es H-kotésti gylirls rendszer energianyeresége 20,86 kcal/mol az M05-2X/6-311G++(d,p)
optimalt szerkezetet tekintve és 19,72 kcal/mol a B3LYP/6-311G++(d,p) szinten optimalt
rendszerre. A 10-es gylrire ugyanez rendre 17,56 kcal/mol és 11,16 kcal/mol. Ez az els6 esetbdl
(MO05-2X) kapott 3,3 kcal/mol-os energiakiillonbség 6nmagiban még nem magyarizza a 14-es
gytrinek a AG figgvény 1épcsSs természetébdl adédo nagyobb stabilitasat, viszont ha nem csak a

harom, altaldban ,legfontosabbnak” itélt kélcsonhatast tekintjik, hanem figyelembe vesszik a két
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,,5zal” palyai kozotti egyéb atfedéseket is, akkor a két gyGrt kozotti kulonbség korilbeldl 5
kcal/molnak adédik ezen az elméleti szinten. Emellett fontos megjegyezni, hogy az NBO 5.9
programban talalhaté energiabecsl6 modszer mas szintd, mint az, amellyel a szamitasainkat
végeztik, tehat a kapott szamadatoknak nem az abszolat értékét érdemes ez esetben figyelembe
venni, hanem a belSlik kitiné tendenciat, azt, hogy mely kolcsonhatasok stabilizaljak e
rendszereket, és egymashoz viszonyitva milyen mértékben. Ezek alapjan pedig vegyiik észre, hogy
nem a stabilitasért altalaban 6 felelésnek tartott szalak kozotti H-kotések adjak a kiilonbséget,
hanem a gyengébb, am szintén jelentés van der Waals kélesonhatasok, illetve a szalakon belil
kialakul6 H-kotések. A vart eltérést a két rendszer stabilitasaban pedig a B3LYP funkcional
segitségével optimalt szerkezetekre kapott értékek is alatamasztjak. Mivel mind a négy, itt
felhasznalt szerkezetoptimalast TZP szinten végeztik, igy a bazisatfedésbol adodd hiba (BSSE)

elhanyagolhat6.

6.4. B-redds szerkezetek stabilitasa oldoszerben

A vakuumban kapott szamitasi eredményeink megerdsitése érdekében olddszeres, jelen
esetben vizes kozegben energiaszamitist végeztink minden modellszerkezetre a M05-2X/6-
311G++(d,p)// M05-2X/6-31G(d) elméleti szinten, az IEFPCM old6szermodellt alkalmazva.

Ezek kozil a dimerizacid vizsgalatahoz kapcsoléddan a kovetkezd tendenciakat kaptuk.
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12. abra: Ba/ oldal: -TAS, AH és AG alanckozi H-kotések szamanak fiiggvényében antiparallel B-red6
képz6dése esetén vizben. Jobb oldal: -TAS, AH és AG értékei a lanckozi H-kotések figgvényeként parallel
dimerek (szaggatott vonal, 12-tagt gylrik) és a két killonb6z6 antiparallel dimerhez tartozo6 atlagolt
értékek esetén (folytonos vonal, 10- és 14-tagu gytrtk) vizben.
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Amint az a 12 és a 13. dabran jol latszik, az oldészerben végzett szamitasok
eredményeiként is a vakuumbeli viselkedéshez hasonléan alakul az egyes termodinamikai
tigovények valtozasa az aggregacids folyamatok soran. Bar az oldodszer jelenléte destabilizalja a
redds szerkezetet (AH/n= -4,77 kcal/mol (-5,58 kcal/mol), AG/n= -2,21 kcal/mol (-3,08
kcal/mol) antiparallel, AH/#= -3,91 kcal/mol (-4,04 kcal/mol) AG=-1,55 kcal/mol (-1,76
kcal/mol) parallel esetben; zardjelben a vakuumbeli értékek talalhatdk), ekkor is minden esetben

kedvezdnek adddik annak kialakulasa.

Antiparallel redénél a AH és a —TAS fiiggvények esetében megmarad a 1épcsézetes
fiigaés, azonban mivel a 10- illetve a 14 taga gytrias szerkezetekre nem azonos az old6szer hatasa,
ezért az el6bbi két fuggvény valtozasai ,.kiejtik” egymast, a AG értékek linearisan csokkennek a
peptidszalak hosszanak névelésével. Csakigy, mint vakuumban, vizes kozegben is az antiparallel

B-red6k mutatkoznak stabilabban a parallel red6kkel szemben.
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13. abra: Bal oldal: -TAS/n, AH/n és AG/n vs. lanckoézi H-kotések szama (z) antiparallel B-redében, és
atlagértékeik vizes kozegben. Jobb oldal: -TAS/n, AH/n és AG/n vs. lanckozi H-kotések szama ()
parallel red§ (szaggatott vonal), és két kiillonb6zE antiparallel dimerhez tartozé atlagérték (folytonos vonal)
esetén vizben.

6.5. Stabilitas joslasa, konformacios entropia

Fontos kiemelniink, hogy szamitasaink soran csupan a rendszerck termodinamikai,
termokémiai paramétereit vizsgaltuk, az aggregaciés folyamat kinetikajat nem. A redds
modellszerkezetek vizsgalata soran a monomer egységekhez viszonyitott relativ nyereségek

alapjan kovetkeztettiink a termodinamikai rendszerek stabilitasara, oligomerizacié soran példaul a
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szalak Gsszeallasanak lehetséges folyamatait, azok végbemenetelének eltéré valdszintiségét nem

vettik figyelembe.

A fenti eredmények mindegyike azt mutatja, hogy a B-redds szerkezetek keletkezése
kedvez6 folyamat, a red6k stabilitisa jelents. Bar munkank sorin csak a termodinamikai
rendszerek bels6é entrépiajat szamitottuk, a konformacids entropia értékének megfeleld
becslésével a red6 teljes entropidja is megadhatd. A rendszerek entalpiaja, szabadenergiaja és
belsé entropidja kvantumkémiai szamitasokbodl egyértelmien meghatarozhato érték (a kiilonb6z6
allapotosszegek segitségével), viszont a konformacids entrépiat csupan a Boltzmann féle

valészintségi megkozelitést felhasznalva becstlhetjik (Id. alabbi példa).
Az altalunk szamitott termodinamikai fiiggvények megvaltozasa a
AG = AH — TAS ©)

egyenlet szerinti kapcsolatban all egymassal. A rendszer teljes szabadentalpiajat (AI") az alabbi

Osszefuggés segitségével irhatjuk fel:
AI' =AH —TA(S +2X) )

ahol 42 a peptid feltekeredésébdl szarmazé konformacids, AS pedig a belsé entrépia valtozas.
Mindkét fenti egyenletbdl kifejezve AH-t, majd egyenlévé téve a kapott kifejezéseket, a rendszer

teljes szabadentalpiaja a kovetkezSképpen lesz szamithato:
Al = AG — TAXY (10)

Tekintsiik példaként egy antiparallel oktaalanin-oktamer (8 darab 8 aminosavat tartalmazé
szalbol allo) B-redbs szerkezet esetét. A fenti eredmények (konvergencia értékek) alapjan kapott
relativ szabadentalpia nyereség 8 aminosavbdl allé peptidszal esetén: 9 x 3,08 + 6 x 7 x 3,83 =
188,58 kcal/mol. A konformaciés entropiat a kovetkezSképpen becstilhetjik: legyen a fehérje
letekeredett allapotaban mind a 64 aminosavnak 3 lehetséges, azonos valészintiséggel megjelend
konformere, ekkor X=RIn(3"). Ha egy 8 aminosavat tartalmazé szal feltekeredik, akkor ez
Z=RIn(3")-ra csokken, a viltozas pedig az egész fehérje B-redds szerkezetté térténé feltekeredése
esetén A2=8 x RIn(3"), ahol R az egyetemes gazallando, értéke: 8,314 J/molK. Ekkor a TAZ tag
értéke T=298,15 K-en 174,29 kJ/mol, ami 41,70 kcal/mol. A red§ teljes szabadentalpidja igy
188,58 kcal/mol — 41,70 kcal/mol = 146,88 kcal/mol. E becslés alapjan egy 64 aminosavat (és 63
H-kotést) tartalmazé B-red§ stabilitasa tehat még a konformaciés entropiaval korrigalt AI értéket

tekintve is igen jelentésnek adodik.
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Globularis fehérjék (amilyenek a szervezetben el6fordulé enzimek is) stabilitdsa
szobah6mérsékleten 20 kcal/mol koruli érték, igy hé kozlésével konnyen denaturalhatok. A -
red6s szerkezet esetében ez az érték egy nagysagrenddel nagyobb, igy megmagyarazhatd, hogy a
szervezetben el6forduld fehérjék egy id6 utan a vizsgalt amiloid-szerd egységekké aggregalédnak,
a szamukra kedvez6bb konformaciot veszik fel. A folyamat azonban a kis stabilizacios
energiakilonbségekbdl kifolyolag valdszintleg meggatolhatd. Az €16 szervezetben tobbek kézott

ezt a célt szolgaljak az an. ,,chaperonok” vagy dajkafehérjék.
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7. Osszefoglalds

Munkank soran kiilonb6z6, a fehérjék aggregacidjahoz kotheté betegségek elméleti
hatterének mélyebb megértésével foglalkoztunk. Ennek érdekében kvantumkémiai szamitasokat
végeztink 1-6 aminosav-egységet tartalmazo oligoalaninok dimerizacidjat, mint az aggregacio elsé
lépését vizsgalva, majd pedig az amiloid szerkezeten belil kialakulé B-redSk 1étrejottének masik
dimenzidjat, a szalak Osszekapcsolédasat tanulmanyoztuk 1-6 ,,szalat” tartalmazé monoalanin
oligomer modellszerkezeteken. Eredményeink ellenbrzéseképpen, és mert a dialanin-oligomerek
az el6z6eknél jobban kozelitik egy kiterjedt B-red6 szerkezetét, e rendszerekre is elvégeztik
szamitasainkat. Hogy a valésaghoz kozelebbi képet nyerjink, vizes kézegben is vizsgaltuk a red6s
szerkezetek kialakulasat kiséré valtozasokat.

A szamitott termodinamikai figgvények megvaltozasanak mértékét figyeltik meg a
peptidlanc hosszanak, illetve a szalak szamanak névelése esetén. E fuggvények viselkedését az
antiparallel monoalanin-dimer modelleken elvégzett részletesebb rezgési, majd a rendszer
hullamfiggvényén alapulé NBO analizis segitségével magyaraztuk. Annak érdekében, hogy
nagyobb rendszerek esetére josolhatéva tegyik azok stabilitasat, a kapott fiiggvényértékek
megvaltozasit a hozzdadott egységek (H-kotés/szal) szama szerint normaltuk, gy allitva el$ az
egy egység hozziadisa esetén fellépé relativ nyereséget. Osszevetve a parallel és antiparallel B-
red6s szerkezetek stabilitasat, mind vakuumban, mind pedig vizes kézegben az antiparallel redk
mutatkoztak stabilabbnak.

Az altalunk elvégzett vizsgalatok egy elméleti jellegd magyarazatot adnak a fehérje
aggregatumok amiloid szerkezeteinek kialakulasara, illetve azok stabilitdsara. A jovGbe ezeket az
eredményeket is felhaszndlva talan kozelebb juthatunk az aggregacios folyamat visszaforditasanak

lehet6ségéhez.
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8. Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretném megkdszonni témavezetéim mindennem segitségét, amelyet munkam
soran nyujtottak: Dr. Perczel Andrasnak a lehet6séget, hogy a csoportjaban dolgozzak, a téma
felvetését, munkam gondos figyelemmel kovetését és iranyitasat, valamint elméleti kémiai
érdekl6désem szem el6tt tartasat; Pohl Gabornak pedig k6szonom a tiirelmét, az id6t és energiat,
amit (még a tavolbdl is) okitaisomra aldozott, és azt, hogy soha egyetlen szakmai kérdésem sem
maradt megvalaszolatlanul. Készonet illeti Dr. Jakli Imrét a rengeteg segitségért és odafigyelésért,
valamint az NBO program kitarté munkaba allitasaért, tovabba a Szerkezeti Kémia és Biologia
Laboratérium és az MTA-ELTE Fehérjemodellezé Kutatécsoport minden tagjat a j6 hangulatért
¢s a magas koffeintartalmu beszélgetésekért. Koszoném Dr. Csizmadia Imre tanar urnak a
dolgozat alapjaul szolgal6 cikk lektoralasat és értékes szakmai tanacsait. Végil, de nem utolsé
sorban szeretném megkdszonni Szileimnek és Barataimnak, hogy lelkesedésem minden

mellékhatasat elviselték, és hogy mindig szamithattam rajuk.
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