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1.Bevezetés
1.1 Fehérjék

A fehérjék az €16 szervezeteket felépitd biomolekuldk egyik fontos csoportjat alkotjak. Gerardus
Johannes Mulder fedezte fol 6ket, majd 1838 Jons Jakob Berzelius adta nekik a protein (,,elsddleges
fontossagu™) nevet. A fehérjék husz kiilonb6z6 o aminosav linedris polimerjeibdl felépiilé szerves
makromolekuladk. A polipeptidlancot alkoté aminosavak peptidkotéssel kapcsolodnak egymashoz. A
peptidkdtés két szomszédos aminosav kozott jon 1étre, az egyik aminosav karboxilcsoportja
kapcsolodik a masik aminosav nitrogénjéhez viz molekula kilépésével, ahogy az 1.1 abran lathato.
A szénatom ¢és nitrogén atom kozott kialakult kotés delokalizalt, planaris és dipélusmomentuma
van. A kotés koriil rotacio nem lehetséges. A fehérje gerincét alkotd, de a peptidkotésben részt nem
vevd atomok (C,-C, N- C,) kozott egyszeres kovalens kotések vannak, melyek koriil szabad forgas
jOhet létre, ami aminosavanként két rotacios lehetdséget rejt.
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1.1. abra, peptidkétés kialakulasa
(forras: tudasbazis.sulinet.hu)

1.1.1Fehérjék szerkezete

A fehérjék szerkezetének négy szintjét kiillonbdztetik meg (1.2 4bra):
* Elsddleges szerkezet az aminosavak kapcsolodasi sorrendje (szekvencidja).

* Masodlagos szerkezet a fehérjék rovidtava rendezettségét irja le, leggyakrabban helikalis,
vagy lemezszerii. Tipikusan 10-20 aminosavat tartalmaz.

* Harmadlagos szerkezetnek a masodlagos szerkezeti elemek altal térben kialakitott alakzatot
nevezziik. Ezt a szerkezetet a Van der Waals kolcsonhatasok, a hidrogénhidkotések, toltott
aminosavak kozott ionos kotések stabilizaljak.

* Negyedleges szerkezete a tobb kiilonalld polipeptidlancbol felépiild fehérjéknek van, a
polipeptidlancok egyméashoz képesti elrendez0dését nevezziik negyedleges szerkezetnek.
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1.2 abra A fehérjeszerkezetek szintjei

a)példa az elsédleges szerkezetre, b) masodlagos szerkezet egy tipikus képviseldjét
az alfa hélixet mutatja be, c)DHFR enzim teljes harmadlagos szerkezete lathato

d) négy polipeptidlancbol felépiild hemoglobin negyedleges szerkezete

Az abrak a viewerlite és az open office programmal késziiltek.

1.1.2 Masodlagos szerkezet

Munkam soran olyan rezgésekkel foglalkoztam, amelyek a masodlagos szerkezetek stabilitasat
biztositod hidrogénkdtéshez kapcsolodnak, ezért a masodlagos szerkezetet részletesebben mutatom
be.

A masodlagos vagy szekunder szerkezeten a peptidgerinc hidrogénkotések altal stabilizalt lokalis
rendezettségét értjiik.

A rendezett masodlagos szerkezetnek két f6 fajtaja van, a helikalis és a lemezes. (1.3.abra) A
helikalis szerkezetli elemeknek 3 fajtdjat kiilonboztetjiik meg, a leggyakoribb a-hélixet, a 3o hélixet
¢és a 7 hélixet.

Az a-hélixben egy fordulatra 3,6 aminosav jut, amelyek egymashoz képest 100°-al vannak
elfordulva. A csavar menetemelkedése 5,41 A. Minden i-ik aminosav oxigénatomja kapcsolodik az
i+4-ik aminosav nitrogénjéhez hidrogénhidkotéssel.

A 30 hélixben 3 aminosav jut egy fordulatra, amelyek egymashoz képest 120°-al vannak elfordulva,
a csavar menetemelkedése 6 A. Ebben az esetben minden i-dik aminosav az i+3-hoz kapcsolodik.
A m hélixben 4,1 aminosav jut egy fordulatra, ezek egymashoz képest 87°-al vannak elfordulva. Itt
minden i-ik aminosav kapcsolodik az i+5-hez.

A lemezes szerkezetnek két fajtdjat kiilonboztetjiik meg, a parallel és antiparallel B—lemezt. A
polipeptidszalak kinyujtott allapotban helyezkednek el. A parallel B-lemezben a lancok egyméssal
parhuzamosan egy iranyba futnak, az antiparallel esetben a lancok parhuzamosak, de egymassal
ellentétes iranyultsagiiak. Az aminosavak oldallancai a lemez sikjara merdlegesen helyezkednek el.
A rendezett szerkezeti elemeket rendezetlen lancdarabok, vagy meghatarozott struktiraji hurkok
kotik Ossze.



a) a hélix b) parallel p-lemez c¢) antiparallel [-lemez

1.3 dbra masodlagos szerkezet f6 alkotoi. Az abran a sziirke golydk a szénatomot, a kék
golydk a nitrogénatomot, a piros golyok az oxigént, a z61d rudak az oldallancok csatlakozasi
pontjait jelolik. A fekete vonalak a hidrogénkdtéseket mutatjak.

Ezt a szerkezeti szintet a fehérjegerinc mentén definialt torzios szogekkel jellemezhetjiik. Harom
ilyen szdget vezettek be:® ( C-N-C_-C), y (N-C —C-N) ésaz o (C —C-N-C ).

1.4 abra A peptidgerinc torzios szogei
forras:http://en.wikipedia.org/wiki/Ramachandran_plot)



Az ® sz0g a gyakoribb cisz izomerek esetén 180°, a ritkdbb transz izomerek esetén 0°, ez a szog a
peptidkotés koriil gatolt rotdcido miatt mindegyik szerkezeti elemre egyforma. A masik két szog, @
és v szogek esetén mutatkozo eltérések alapjan a masodlagos szerkezeti elemek
megkiilonboztethetéek, @ -t y fiiggvényében abrazolva kapjuk a Ramachadran diagramot, ahol az
egyes szerkezeti elemeknek jol elkiiloniild tartoméanyok felelnek meg, amelyek az 1.5 abran is
lathatoak.

180
¢

(forras:http://en.wikipedia.org/wiki/Ramachandran_plot)

1.5 abra : Ramachadran diagram

1.2 A hidrogénkotés

Amint az az 1.3 abran lathat6 a masodlagos szerkezetet hidrogénhidak stabilizaljak.

A hidrogénkotések a masodlagos kotések kozé sorolhatdak. A kotés kialakitdsahoz sziikség van egy
nagy elektronegativitdsu kisméretli atomra melyhez kdzvetlentil csatlakozik egy hidrogén és egy
masik kisméretli nemkotd elektronparral rendelkezd atom. A fehérjékben a méasodlagos szerkezetét
ilyen kotések stabilizaljak. A kotés az egyik aminosav C=O csoportja €s egy masik aminosav N-H
csoportja kozott jon 1étre. A hidrogénkotések jol leirhatoak elektrosztatikus modellel. Az
elektrosztatikus kolcsonhatasi energia kiszamithato [8]-ban foglaltak alapjan.

1 1 1 1

E:fqlqz[r(ON)+r(CH)_r(OH)_r(CN)] (M

w/
S=1,41%10 4Fn21 q:=0,42¢ q2=0,2e, e az elektron toltése,

r(AB) az A ¢s a B atom kozotti tdvolsag m-ben. Az energiat J/mol egységekben kapjuk meg. Ahol
ez az energia kisebb, mint -2542J/mol, (-0,5kcal/mol) ott az i-ik és j-ik aminosav kdzott
hidrogénkotés talalhatd. Az (1)-es képlet alapjan hataroztam meg a hidrogénkotések pontos
helyét(mely aminosavak kozott jon 1étre pl 4.3-ban DHFR enzim esetén). Egyes vizualizacios
programok is ezzel a képlettel hatarozzak meg a kotéseket.



1.3 A fehérje térszerkezetének vizsgalatara szolgalo modszerek

Harom, a gyakorlatban hasznalt modszert ismertetek, a rontgendiffrakciot, a magneses
magrezonanciat €s az infravoros spektroszkopiat.

A fehérjék térszerkezetére vonatkoz6 adatok elérhetdek interneten keresztiil adatbazisokbol. Ezek
koziil a fehérjék térszerkezeti adatait a Protein Data Bank: (www.rcsb.org/pdb/) adatbazis
tartalmazza. Ez egy nemzetkozi adatbazis, amely tobb mint 80000 makromolekula adatait
tartalmazza.

1.3.1 Rontgendiffrakcio

A diffrakcidos modszerek 1ényege, hogy a vizsgalandd anyagra annak szerkezeti periddusossagat
jellemzd allandonal kisebb hullamhossziisagu sugarzast bocsajtunk, majd a mintan valo athaladés
utan detektaljuk az atjutd nyalab Fraunhoffer-féle diffrakcios képét. A racsallandok altalaban
0,4nm-¢s 0,8nm kozotti tartomanyban esnek. A gyakorlatban alkalmazott hullamok hulldmhossza
altalaban kisebb, mint 2nm. (A rontgenhullamok elhajlasa valdjaban a szordson alapszik, melynek
mechanizmusat példaul a Thomson- szoras irja le.)

Az atomi tdvolsagok meghatarozasanak alapjaul a Bragg-feltétel szolgal.

A Bragg-féle értelmezésben a diffrakcios képet a racssikokrol visszaverddd hullamok
interferenciaja hozza létre. 2dsin (0)=nA . Igy egy elemi cella méretét lehet meghatarozni, egy
celldban altalaban tobb atom van. A szerkezet meghatarozas bonyolultabb modszerekkel torténik,
amelyeket nem részletezek.
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1.6. abra Bragg feltétel illusztracioja
Forras : Cserti Jozsef Optika és
Relativitaselmélet jegyzet ELTE 2007

A rontgendiffrakcios modszerrel kristalyosithato fehérjék térszerkezete hatarozhaté meg. A
kristalyositott fehérje szerkezete viszonylag jol kozeliti a vizes oldatokban felvett szerkezetet. A
fehérje kristalyok jelentds mennyiségii (25-90%) vizet tartalmaznak, valamint a kristalyositas soran
alkalmazott modszerek is a nativ szerkezetet stabilizaljak, ezért napjainkban a kristalyszerkezetet az
oldatban felvett konformacio jo kozelitésének fogadjak el. A rontgendiffrakcios mérések hatranya,
hogy az alacsony rendszamu elemek a kevés elektron miatt nehezen mérhetek. A
rontgendiffrakcioval a molekula elektronstirliség térképét kapjuk meg. A fehérje elsédleges
szerkezetének ismeretében ebbdl megalkothatd a molekula térszerkezete, kiszdmolhatoak az atomi
koordinatak.

1.3.2 Magneses magrezonancia

A modszer alapgondolata, hogy a kiils6 magneses térben a magok magneses momentumai
rendezddnek. A kialakult rendezettség radiofrekvencias térrel valtoztathato. Az NMR
spektroszkopia sziikséges feltétele, hogy a magspin nullatol kiilonbozzon. A magspint jele: I értéke
=0, ha az atommagban a protonok és a neutronok szadma is paros (pl. '*C)



[=1/2 pératlan tomegszamt atommagok esetén (pl. "H)
I=k k=1,2,3..., amikor a protonok és neutronok szdma is paratlan (pl. '*N)
Z iranyl magneses térbe helyezett magok esetén az energianivok:

H.=—[_B, AHamilton operétor sajatértékei E,=—yhmB, .Ahol K. amagméigneses
operator z komponense, y a giromagneses faktor.
A felhasadt energianivok tavolsaga A E,=y#h B, . Megengedett atmenetek csak a szomszédos
energianivok kozott vannak. A radidfrekvencids gerjesztés soran a minta elnyeli a sugarzast és az
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1.7. abra Az atommag energianivoinak felhasadasa magneses térben 1/2-es spin
eseten. (forras: http.//en.wikipedia.org/wiki/Nuclear _magnetic_resonance)

A szinkép finomszerkezete (spin-spin csatolas)

Az egymassal kémiai kdtésben 1évo atommagok kozott a koztiik 1évo elektronok miatt skalaris J
csatolds van jelen. Egy NMR aktiv mag ,,megérzi” a kornyezetében 1évo tobbi magok magneses
allapotat. A hatast a kotéseken keresztiil az elektronrendszer kozvetiti. Ez ad lehetdséget arra, hogy
az NMR-jelet molekulaszerkezet meghatarozasara lehessen haszndlni. A csatolast egy J csatolasi
allandoval jellemezhetjiik.

A fehérjék szerkezetének meghatarozasa NMR-el

Az egymassal kémiai kdtésben levd magok kozott az elektronok kozvetitésével megvaldsuld J-
csatolas eredményeképpen a rezonanciajel a legtobb esetben nem szingulett, hanem
finomszerkezettel rendelkezik. A multiplett vonalainak tdvolsagabdl meghatarozhatjuk a csatolasi
allandokat. A kémiai eltolodas(az abszorpcios frekvencia jellemz6 az atommagra, de kis mértékben
fiigg az elektronstiriségtdl a mag kdrnyezetében, azaz jellemzd a molekula szerkezetére),

¢s a csatolasi allandok ismeretében a vizsgalt molekuldban funkcios csoportokat, spinrendszereket
azonosithatunk. A J-csatolés fontos tulajdonsaga, hogy informaciéval szolgal a funkcios csoportok
gerjesztett magok relaxacios folyamatok altal térnek vissza az alapallapotba. A relaxécios
mechanizmusok egyike egy a téren at hato spin-spin kdlcsonhatason, a dipolaris csatolason



alapszik. Ez utobbi tavolsagfliggésének koszonhetden mag-mag tavolsaginformaciok kaphatok. A J-
csatolassal ellentétben a dipolaris kdlcsonhatas nem kotések mentén, hanem téren at hat, ezaltal az
intermolekularis tdvolsdgok is megallapithatok. A mért spektrumok segitségével spinrendszereket
azonositanak, melyek a rezonanciajelek kémiai eltolodasai és korrelacids mintazatai alapjan
megfeleltethetok egy-egy aminosavtipusnak. A szerkezetmeghatarozas végso fazisa a
szerkezetszamolas. Ennek soran az aminosavsorrend ismeretében és a 'H-'H tavolsagkényszerek
birtokédban molekuladinamikai modszerek alkalmazasaval szerkezeteket generalnak és finomitanak
a két folyamat kozott addig iteralnak, amig a szerkezet kelld pontossagli nem lesz. A
tavolsagkényszerek mellett a szerkezetszamolast segiti a kémiai eltolodasbol nyert masodlagos
szerkezetre vonatkozo informacid. A szerkezetszamolds eredménye a rontgendiffrakcioval
ellentétben nem egy, hanem a kényszerfeltételeknek eleget tevo tipikusan 10 vagy 20
legalacsonyabb energiaju szerkezetbdl allo sokasag. Ezért nagy felbontasut NMR méréssel
informaciot kaphatunk a fehérjék dinamikéjara vonatkozdan is.

1.3.3 Infravoros spektroszkopia

Az elektromagneses sugdrzasnak a 800 nm és Imm koz¢ es6 hulldmhosszisagi tartomanyba esd
részét infravords fénynek nevezziik. Spektroszkopiai szempontol az infravords tartomanyt harom
részre szoktak bontani kozeli 800 nm-2500 nm, kézép 2500 nm-25000 nm, tavoli 25 um-1000 pm
tartoményra Infravérés sugérzéssal gerj eszthetc’iek a molekulék rezgési és rotéci(')s niV(')i kt')zti
tartomanyon detektalhatdak. A rezgési spektroszkopiaban a hullamhossz helyett gyakran annak
reciprokat a hullimszamot haszndljak. A kozép-infravords tartomany hullamszammal kifejezve
400 cm™-4000 cm™ koz¢€ esik.

Infravords gerjesztés hatdsara az elektronszerkezet nem valtozik. Azok a molekularezgések amelyek
soran a molekula dipélusmomentuma megvaltozik, gerjeszthetdk az infravords sugarzassal.
Gerjesztéskor a gerjesztd sugarzas energidja megegyezik a végso €s a kiindulasi allapotok
energidinak a kiilonbségével. hv=|E,—E,| Az atmenet soran a rezgési kvantumszam n + 1-et
valtozik. A rezgés nagyon érzékeny a rezgésben részt vevd atomokat 6sszek6td kémiai kotések
erdsségére, illetve a molekula szerkezetére. A fehérjék infravords spektroszkopiai vizsgélatainal
gyakran felmeriild probléma a masodlagos szerkezet aranyainak meghatarozéasa az infravoros
spektrum alapjan, a fehérjét alkotd aminosavak hany szazaléka alkot o—helikalis, B-lemezes és
egyéb, masodlagos szerkezetet.

1.3.4 Molekuladinamikai szimulaciok

A molekuladinamikai szimulacidkkal ismert szerkezetli fehérjék dinamikai tulajdonsagait
vizsgalhatjuk. Megvizsgalhatjuk példaul milyen mozgést végez, hogyan valtozik a dinamika
ligandum kotés hatasara. A fehérje méretii rendszerek szimulacioja esetén klasszikus algoritmusokat
d’r, -0V,
“art  or,
Az er6t a kolcsonhatasi potencial negativ gradienseként kapjuk meg. A kdlcsonhatasi potencial
altalaban a kovetkez6 tagokat tartalmazza:
Z 4,49, 12y 6

V_Zkbb Zk@@@ ZZK l+cosn¢5+2K (w-w,)? . —Ld) (L) ]

diftedrilis “n=1 D .
i, l/ L

Az elso tag a kotéstavolsagokbol, a masodik a kotésszogekbdl, a harmadik €s negyedlk tag a torzids
sz0gekbol adodik, az 6tddik az elektrosztatikus Coulomb potencidl és az utolso tag a Van der Waals
potencial. A differencidlegyenletet numerikusan megoldva megkapjuk az atomok sebességét és
helyzetét adott idSintervallumonként. Igy egy trajektoridhoz jutunk. A numerikus megoldas soran a
At 1épéskoz fs nagysagrendbe esik, a trajektoria pedig 10ns- 100 ns hosszusag.




1.4 Molekularezgések

Képzeljiink el egy rugoéra fliggesztett tomegpontot, amely egy irdnyban rezeg. Erre a rendszerre

2
felirhatunk egy differencialegyenletet: m d ;fﬁ 28 d;;(x)

harmonikus oszcillator differencidlegyenlete. m a tomegpont témege, V(x) a rendszerhez tartozé
potencial, k a rugo6 direkcids ereje. A differencidlegyenlet megoldasa x(t) =Asin(2mut) (6)

Ahol v a rezgés frekvencidja, A, a maximalis kitérés. (5)-ik egyenletbe (6)-ost behelyettesitve azt
kapjuk, hogy —4m’ v mx(t)=—hkx(¢) (7)

A molekuldk atomjainak mozgésat leirhatjuk normal-koordinatak és -rezgések bevezetésével. N
atombol all6 molekula esetén a mozgasok eléallithatok 3N-6, az egyensulyi allapot koriili
harmonikus rezgésekbdl. Egy ilyen rezgési mddusban az atomok azonos frekvenciaval rezegnek.
A legegyszeribb vibraciora képes molekula a kétatomos molekula, amelynek rezgései egyszertien
leirhatok. A tobbatomos molekulak rezgései is szamolhatok, amennyiben a kotésekre jellemzd
erdallandok, valamint az egyensulyi koordinatak ismertek.

Tobbatomos molekula esetén legyenek az i-ik atom koordinatai X, Y;, Z; az egyensulyi koordinatai
Xie, Yie, Zic Képezziik az i-ik atomra az atom koordinatainak €s a hozza tartozo egyensulyi
koordinatainak a kiilonbségeit xi=X; -Xi. .Az eréallandok a potencialis energia masodik

_3V(r) OV () @)

=—kx(¢) (5),amely az 1 dimenzios

derivaltjaiként képezhetdek., k,.=——— , k=52 EL =8 B o
! P ox: 0x, 0y, Y 0x, 0y,
A Newton torvényt (5) az i-ik atomra felirva
_4Tr2v2mi'xi:_k;{xl_kiclyyl_kiclzzl_k}cixz_"'_kfc}:ZN (8)

fgy 3N db egyenletet kapunk, amit felirhatunk métrixos alakban is. Ez egy sajatértékprobléma, amit
numerikusan megoldhatunk, 3Nx3N-es matrix sajatértékei adjak a normal moédusok rezgési
frekvenciainak négyzetét v*-et.

Az Osszetett molekuldk rezgései kozott vannak olyanok, amelyekben csak néhany atom vesz részt.
Ezeket a néhany atomra korlatozodo rezgéseket csoportrezgéseknek nevezziik. Csoportrezgések
frekvenciaja kis mértékben fligg attol, hogy a rezgd csoport milyen molekulédba van beagyazva. Ez a
kismértéki eltolddas alkalmas arra, hogy az adott rezgésbdl informaciot nyerjiink a makromolekula
konformaécigjarol. Csoportrezgésekre jo példa a lipidek zsirsavlancainak CH2rezgései, illetve a
fehérjék konformacio-valtozasainak detektdlasara hasznalt amid rezgések.

1.4.1 N-metilacetamid rezgései

A csoportrezgések kicsit fliggnek a molekula tobbi részétdl, ez a fliggés elsd kozelitésben
elhanyagolhat6. Miyazawa és munkatarsai 1958-ban kiszamoltak az N-metilacetamid molekula
normalrezgéseit, és ramutattak az N-metilacetamid rezgései és a polipeptid lanc gerincének rezgései
kozti kapcsolatra. Az N-metilacetamid molekula szamunkra legfontosabb norméalrezgései a 6. abran
lathatoak. Az amid I és amid II rezgések a molekula végein talalhat6 szénatomokat nem vagy csak
kis mértékben érintik. Ez biztositja, hogy az amid csoportrezgések a fehérjére is atvihetok legyenek
(1.41-es tablazat és1.7 abra),valamint azt, hogy az egyes aminosavak aminocsoportjait, az atmeneti
dipdl csatolastol eltekintve fliggetlen oszcillatoroknak tekinthessiik. Ennek a molekuldnak a
rezgéseit tobb cikkben is Gjraszamoltak.

1.4.2 A fehérjék amid I rezgései
Ezen a téren Krimm ¢és Bandekar (1986) végezték a legalaposabb szdmolasokat és bebizonyitottak,

hogy az N-metilacetamidra vonatkozé erdallandok atvihetdk rovid polipeptidekre és fehérjékre is. A
fehérjében minden aminosavhoz egy normalrezgés rendelhetd, a polipeptid lanc egy csatolt rezgd



rendszernek tekinthetd, ahol az atmeneti dipolok egymassal kdlcsonhatasban vannak. Ez az
atmeneti dipol csatolas (Torii €s Tasumi, 1992) természetesen fiigg az egymas kozelében levo
dipolok orientaciojatdl, azaz végso soron a fehérje masodlagos szerkezetétdl. Az amid I rezgés a
leginkabb konformacid-érzékeny. A konformacid-érzékenységet a mar emlitett csatolason kiviil az
biztositja, hogy a rezgés energidjanak nagy része (83%) a C=0 nyujtasi moédusbol szarmazik. Ezen
oxigén ¢és a fehérje egy masik aminosavjanak NH hidrogénje kozott a konformaciotol fiiggd
hidrogénhid kotés jon létre.

Az amid I sav komponenseinek hozzarendelése a masodlagos szerkezeti elemekhez
(Byler és Susi (1986), Haris és Chapman, 1988, Ismail és munkatarsai, 1992 )
hulldmszam [cm™] masodlagos szerkezet
1616 intermolekularis béta szerkezet
1624-1637 kinyujtott lancok béta szerkezet
1645 rendezetlen
1654 alfa hélix
1662 310 helix
1663-1670 hajlatok, hurkok
1675 kinyujtott lancok (béta szerkezet)
1683-1694 hajlatok, hurkok
1685 intermolekularis béta szerkezet

1.4.1 tablazat: Az amid I sdv komponenseinek hozzarendelése masodlagos szerkezet elemeihez

d). e).
1.7. ébra Az N-metilacetamid molekula szerkezete, annak kapcsolata fehérjékkel és a
molekula egyes normalrezgései: a) amid I, b): amid II ¢) amid III (Bandekar (1992) alapjéan).
A z0ld nyilak az atomok elmozdulasi iranyait és azok relativ amplitidoit szemléltetik, a
valddi kitérések az dbran jelzettnél joval kisebbek d) BPTI fehérje ¢)BPTI peptidgerince
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2. Alkalmazott modszerek

2.1 Fourier Transzformacio

A Fourier transzformacio egy elterjedt integraltranszforméacio, a miiszaki és természettudomanyok
szamos terliletén alkalmazzak.
Egy f(t) fliggvény F(w) Fourier transzformaltjat az alabbi képlettel szdmolhatjuk ki:

Flw)=[ f(t)e™ dr ©)
Az inverz transzformacidval visszakaphatjuk az eredeti fiiggvényt.
(== F(t)e ™ dw (10)
2 *,

A gyakorlatban sokszor a folytonos f(t) fliiggvény helyett egy diszkrét pontokat tartalmazo
adatsorunk van, illetve a szamitogép is diszkrét adatpontokkal szdmol. Ezért a Fourier
transzformacio diszkrét valtozatat szoktuk gyakran alkalmazni.

Legyen N darab diszkrét adatunk, ekkor fi=f(tx) t=kA,

k egy egész szam, k=0, 1,2,..N-1 A a mintavételezési 1do.

A (9)-os integralt diszkrét szummaval kozelitjiik:

© N-1 N-1
F(f)=] fe)edi= 3, f,e*"A=AY fie
“e k=0 k=0

A munkam soran a Fourier transzformaciok elvégzéséhez egy C nyelven irt programot hasznaltam,
az abban hasznalt FFT algoritmus alapjat a [7]-ben talalhat6 fourl nevii fliggvény képezi.

oy
v (11)

(2m

2.2 Infravoros spektrumok illesztése

A fehérjék infravords spektrumat az egyéb modszerekkel meghatarozott egyensulyi

atomkoordinatakkal probaltam eléallitani. A spektrumot egy konstans alapvonal meghatarozéasa utan
2w
o 4(x—x,)+w’
adja, x. az x tengely mentén pozicionalja a goérbe kdzéppontjat, A az amplitaddja.

Az illesztést excel-ben végeztem a beépitett nem linearis megoldé segitségével. Az alabbi

2
fliggvényt minimumat kerestem: Xz:z(AZfi(x‘j)+t+(yi_y0)m_yi) (12)
J i

Lorentz- gorbék osszegével illesztettem.  f (x) ,W a gorbe félértékszélességét

Minden i-ik aminosavhoz kiszadmoltam egy Lorentz-gorbét majd ezeket dsszegeztem (12).
Megszoroztam egy k6zos amplitidoval és hozzaadtam az alapvonalat. A képletben fi(x) az i-k
aminosav Lorentz-fliggvénye, y; a j-ik hullimszamnal mért abszorbancia, t az alapvonal értéke az
ye=1600cm™ -nél, m az alapvonal meredeksége.

3. Célkitiizés
Ismert szerkezetii fehérjék térszerkezetének és spektrumdnak 6sszehasonlitod elemzése. Az elemzés
kozponti kérdése, hogy a fehérje adatbazisokban talalhatd szerkezeti adatokbol, illetve molekularis

dinamikai szamolasok eredményeként kapott trajektoridkbol milyen modon kaphatok meg a fehérje
szerkezetre jellemz6 rezgések.
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4. Eredmények

Munkam soran kapcsolatot kerestem a fehérjék atomkoordinataibol nyerhetd szerkezeti adatai és az
infravords spektrumuk kozott. A spektrumuk 1600 cm™-1700 cm™ kozé es tartomanyan a
masodlagos szerkezetre érzékeny rezgések adnak jelet. Ezek a rezgések a masodlagos szerkezetet
stabilizal6 hidrogénkotésekhez kotddnek, konformacidérzékenyek, a rezgések energiajanak donto
tobbsége a C=0 nyljtasi modusabol adodik. A fehérjében minden aminosavhoz hozzarendelhetd
egy normalrezgés. Ezeket a rezgéseket fiiggetlen oszcillatoroknak tekinthetjiik. Feltevésiink szerint
kapcsolat van a kotéshosszak és a rezgések frekvenciai kozott. Klasszikusan a C=0-H-N kotés
goly6s rugos rendszerrel modellezhetd. A rezgo rendszerhez egy V(r) potencialt feltételezek. Ebbol
a potencialbol szarmaztattam a rezgés frekvencidjat.
c

V(r)= VO+§(r—r0)2+€1(r—r0)3+€21/0N(r, ro  )HEV o @)+ (13)
ahol, r a C-O tavolsag, ry az egyensulyi tavolsag.
Az elso tag egy konstans, a masodik a rug6 direkcios erejét tartalmazza. Az elsé két tag harmonikus
potenciadlnak felel meg. A tobbi tag tiikrdzi azt a feltételezésiinket, hogy a H-kotés tdvolsaga, szoge
befolyasolja a rezgési frekvenciat. Ezek a tagok mddositjak, illetve anharmonikussa teszik a
potencialt. Vo fiiggvénye az r-nek €s az O-N tavolsagnak, V,, fligg r-tdl és a ¢ kotésszogtol.
(C=0 ¢s O-N vektorok altal bezart szog, amikor 180° akkor a kotés linearis.)

D c ¢é é
V(r):V0+—(r—r0)2+—1(1/—}"0)34——2rO_N(r—rO)z%—i3 SFe_ycos(@)+... (14)
2 6 2 (r_ro)

A rendszer rezgési frekvencidja aranyos a potencial masodik derivaltjaval.

2 2 2
f~7a v (2r) ~D+c,(r—ry)+4é, 0 VO*N(};’ o) +¢é, OV ,lr, FZC*N’ ®) (15)

or r or
(14)-ben a 3., 4. tagot kezdetben ro.n és rcn szerint linedrisnak feltételeztem igy (14)-ben felirt
képlettel probalkoztam. f~D+c,(r—ry)+c,r,_ytec re_ycos(@) (16)
A koordinataadatokbol kiszdmoltam a C=0 tavolsagokat minden aminosavra. A masodlagos
szerkezetet alkotd aminosavakhoz (amelyeknél az oxigénatom intermolekularis
hidrogénhidkotésben vesz részt) kiszamoltam az O-N tavolsagot és az C=0 és O-N vektorok altal
bezart szoget.

4.1 C-0 és O-N tavolsagok kiilonb6zo fehérjék esetén.

El6szor a 16sziv mioglobin és a marha tripszin inhibitor rontgendiffrakciéval meghatarozott 1YMB
¢és 4PTI szerkezeteit vizsgaltam.

A 16sziv mioglobin egy 153 aminosavat, 8db alfa-hélixet tartalmazé fehérje. A marha tripszin
inhibitor fehérje 58 aminosavat tartalmaz, tartalmaz egy a- hélixet és két § -redot.

A 4.1-es diagramok alapjan lathat6, hogy a C-O és O-N tavolsdgok nem kiiloniilnek el a kiilonb6z6
szerkezeti elemekre, vannak atfedések a rendezett és rendezetlen elemekhez tartozo tdvolsagok
kozott. Az alfa és béta szerkezethez tartozo tavolsdgadatok sem kiiloniilnek diszjunkt
tartomanyokba. Ez az infravords spektrumok illesztése szempontjabol nem a legjobb, azonban még
igy is sikeriilt az illesztésnél az egyes masodlagos szerkezeti, a- helixekhez és B-redokhoz tartozo
gorbéket elkiiloniteni. (1d. 4.2)
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1YMB ¢és 4PTI C-O tavolsageloszlas diagramjai
30

25

20
15 M sszes
M rendezett alfa
10 [ rendezetlen szerkezet
| HEN I l h i] .] [ [

1,18 1,19 1,2 1,21 1,22 1,23 1,24 1,25 1,26 1,27 1,28 1,29 1,3 1,31 1,32

N[db]

o

C-O tavolsaglangstrom]

4.1.1 diagram: 1YMB szerkezet C-O tavolsdgeloszlas diagramja
35
30
25 B 5sszes
B 5sszes rendezett
20 szerkezet
ey O rendezett alfa
% 15 M rendezett béta
B rendezetlen szerkezet
10
5
. L4 .

1,18 1,19 1,2 1,21 1,22 1,23 1,24 1,25 1,26 1,27 1,28 1,29 1,3 1,31 1,32
C-O tawolsag[angstrom]

4.1.2 diagram: 4PTi C-0O tavolsageloszlas diagramja
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1YMB ¢és 4PTI O-N tavolsageloszlas diagramjai

20

15

1

N[db]

(¢}]

0

26 27 28 29 3 31

w

N[db]

-

4.1.4. diagram:

O-N tawolsaglangstrom]

4.1.3. diagram: 1YMB O-N tavolsageloszlasa

IB“}IHI |

26272829 3 313233343536373839 4

O-N tawolsaglangstrom]

4PTI O-N tavolsageloszlasa

B O-N alfa

32 33 34 35 36 37 38 39 4

M O-N 6sszes
B O-N alfa
[ O-N béta

atlaglangstrom] | széras[angstrom] | maximum[angstrom] | minimum[angstrom] |terjedelem[angstrom]

Osszes 1,254 0,008 1,276 1,235 0,041

rendezetlen 1,254 0,008 1,276 1,235 0,041

CO alfatbéta 1,255 0,008 1,269 1,235 0,034

alfa 1,259 0,007 1,269 1,250 0,019

4Pl béta 1,251 0,008 1,260 1,235 0,025
Osszes 2,934 0,190 3,469 2,755 0,715

ON alfa 2,890 0,140 3,110 2,763 0,346

béta 2,966 0,224 3,469 2,755 0,715

Osszes 1,253 0,025 1,319 1,185 0,134

IYMB C-0 | rendezetlen 1,255 0,022 1,309 1,185 0,124
alfa 1,251 0,027 1,319 1,195 0,123

ON alfa 3,030 0,254 3,765 2,636 1,128

4.1.1 tablazat:

4PTI és 1YMB szerkezet tavolsagadatinak néhany statisztikai mutatoja
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Megvizsgaltam rontgendiffrakcidval meghatarozott mioglobinok szerkezetének C-O és O-N
tavolsagait.

A 4.1.2-es,4.1.3-as és 4.1.3-as tablazatok alapjan lathatd, hogy a szerkezetek atlagos tavolsagai
kozott nagyobb az eltérés, mint az egyes szerkezeteken beliil a tdvolsagok szorasa, vagy a 3 és a-
hoz tartozo tavolsagok kozti kiilonbségek. Ez arra mutat, hogy a szerkezetmeghatarozas utolso
1épésében alkalmazott ,,finomitd” programoktol nagy mértékben fliggnek a PDB f4jlban
meghatarozott koordinatak. Ezért megnéztem, NMR-el meghatarozott szerkezeteket.

C-0 tavolsagok 6sszes aminosavra [angstrom]

max min  terjedelem| étlag szbéras
1YMB 1,319 1,185 0,134 1,253 0,025
3LR7 1,248 1,216 0,032 1,231 0,006
1IDWR 1,264 1,216 0,048 1,233 0,008
INPF 1,237 1,225 0,012 1,231 0,002
IWLA 1,299 1,194 0,105 1,247 0,017
2NSR 1,268 1,208 0,059 1,236 0,013
2050 1,264 1,201 0,063 1,236 0,009
3LR9 1,245 1,218 0,026 1,231 0,005

4.1.2. tablazat: rontgendiffrakcioval meghatarozott szerkezetek

C-0 tavolsagadatainak néhany statisztikai mutatoja

C-O tavolsagok alfa hélix [angstrom]

max min max-min atlag sz0ras

1YMB 1,319 1,195 0,123 1,250 0,027

3LR7 1,248 1,216 0,032 1,231 0,006

1DWR 1,256 1,218 0,039 1,232 0,007
INPF 1,236 1,225 0,011 1,232 0,002

1WLA 1,286 1,194 0,092 1,246 0,017
2NSR 1,268 1,208 0,059 1,237 0,013
2050 1,264 1,201 0,063 1,236 0,010
3LR9 1,245 1,218 0,026 1,231 0,006

4.1.3. tablazat: rontgendiffrakcioval meghatarozott szerkezetek O-
N tavolsagadatainak néhany statisztikai mutatoja

O-N tavolsagok [angstrom]

max min terjedelem atlag széras
lymb 3,994 2,636 1,358 3,059 0,297
3LR7 3,958 2,705 1,253 3,012 0,205
1IDWR 3,997 2,748 1,249 3,036 0,231
INPF 3,950 2,665 1,285 3,023 0,224
1IWLA 3,872 2,681 1,191 3,033 0,238
2NSR 3,957 2,749 1,208 3,016 0,218
2050 3,975 2,694 1,281 2,991 0,232
3LR9 3,966 2,744 1,221 3,022 0,225

4.1.4 tablazat kiilonbozo rontgendiffrakcioval meghatarozott
alfa szerkezetii mioglobinok O-N tavolsagadatainak néhany
Statisztikai mutatoja
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80

70
60 B 1ymb co
50 B 3LR7 co

g minres

< 30 B 1WLA co

20 O 2NSR co

i -1 -Lk miiﬂmlllllll 1.1 . . ;ifssccoo

1,18 1,19 1,2 1,21 1,22 1,23 124 125 1,26 1,27 128 129 13 1,31 1,32
tavolsag angstrom

4.1.7. diagram kiilonbozo rontgendiffrakcioval meghatarozott alfa szerkezetii mioglobinok C-O
tavolsageloszidsai rendezett alfa szerkezetben lévé aminosavakra

120
100
80 M 1ymb co
_ B 3LR7 co
= 60 O 1DWR co
% B 1NPF co
40 M 1WLA co
M [ 2NSR co

20 .205000
| I Ill 0 3LR9 co

0 - a = 1 =m L][L] ] i o a I I [ ] I S | -

1,18 1,19 1,2 1,21 1,22 1,23 1,24 1,25 1,26 1,27 1,28 1,29 1,3 1,31 1,32

tavolsaglangstrom]

4.1.5. diagram kiilonbozo rontgendiffrakcioval meghatarozott alfa szerkezetii mioglobinok C-O
tavolsageloszlasai 6sszes aminosavakra

40
35
30 M 1ymb on
M 3LR7 on
25 m
O 1DWRon
g 20 ® 1NPFon
= 15 B 1WLA on
O 2NSRon
10 B 2050 on
5 O 3LR9 on
N F P L] Lhim.m T B
38 39 4

om m
26 27 28 29 3 31 32 33 34 35 36 37
tavolsag [angstrom]

4.1.7 diagram kiilonbozé rontgendiffrakcioval meghatdarozott alfa szerkezetii mioglobinok O-N
tavolsagelosziasai
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Megvizsgaltam magneses magrezonancidval meghatdrozott alfa szerkezettel rendelkezd fehérjék
C-0 és O-N tavolsagait is.

A mioglobin 1YMF PDB koédjelit NMR-el meghatarozott 12 szerkezeti modelljét hasonlitottam

0ssze. A tablazat alapjan lathatd, hogy az egyes modellek kozott sokkal kisebb a kiilonbség, mint a
rontgendiffrakcios szerkezeteknél, jelen esetben ugyanazon szerkezet kiilonb6z6 modelljeit
lathatjuk, amelyek kiszamitasa azonos modszerrel tortént.

IMYF(NMR)
modell1 | modell 2| modell 3| modell4]  model5 |modell6] modell7 | modell8 |modell9| modell 10 | modell 11 [modell 12
C-Odtlag 1,229 1229 | 1229 | 1,230 1,229 1,230 1,229 1,229 1,229 1,229 1,229 1,229
C-0sz6rég 0,002 0,002 | 0,003 | 0,002 0,002 0,002 [ 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,003
0-N étlag 2,885 2,866 | 2,863 | 2913 2,878 2928 | 2889 2,870 2,883 2913 2,905 2,889
0-Nsz6rg 0,116 0,099 | 0,098 | 0144 0,115 0170 [ 0,110 0,106 0,113 0,152 0,139 0,110
C-0 min 1219 1219 | 1,218 | 1,220 1218 1,219 1,219 1,218 1,220 1,220 1,214 1,219
C-0 max 1,240 1,237 | 1238 | 1,238 1,239 1,238 1,239 1,237 1,238 1,237 1,238 1,240

4.1.5 tablazatl YMF NMR-el meghatarozott alfa szerkezetii mioglobin O-N tdvolsagadatainak

néhany statisztikai mutatoja 12 modell esetén

N [db]

60

50

40

30

20

10

' oo mamm

...

1,21 1,2121,2141,216 1,218 1,22 1,2221,2241,2261,228 1,23 1,2321,2341,2361,238 1,24

C-0 tavolsaglangstrom]

M modell 1
M modell 2
0 modell 3
® modell 4
M modell 5
O modell 6
M modell 7
& modell 8
M modell 9

O modell 10
B modell 11
M modell 12

4.1.8 abra 1YMF NMR-el meghatdrozott alfa szerkezetii mioglobin C-O tavolsageloszildsai
osszes aminosavakra 12 modell esetén
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30

M modell 1
05 M modell 2
[ modell 3
20 M modell 4
B modell 5
15 O modell 6
2 W modell 7
Z = modell 8
M modell 9

5 “]w & modell 10

B modell 11

0 [ J]]] "][[h ih]] | Hh][ﬂ[h nmi1  Wmodell 12

1,212 1,216 1,22 1,224 1,228 1,232 1,236 1,24
1,21 1,214 1,218 1,222 1,226 1,23 1,234 1,238

C-O tavolsag[angstrom]

4.1.9 abra 1YMF NMR-el meghatarozott alfa szerkezetii mioglobin C-O tavolsageloszlasai
rendezett aminosavakra 12 modell esetén

45

B modell 1
40 B modell 2
35 O modell 3
M modell 4
30 B modell 5
25 & modell 6
§ B modell 7
= 20 & modell 8
15 B modell 9
B modell 10
10 B modell 11
5 M modell 12
0 wnlld | “ﬂjlmmuuuﬂllﬁnﬂlhu dle 100 min

26 27 28 29 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4
O-N tawolsaglangstrom]

4.1.10 abra 1YMF NMR-el meghatarozott alfa szerkezetii mioglobin O-N tdvolsageloszildsai
12 modell esetén
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Osszehasonlitottam 3 db 2012-ben NMR-el késziilt fehérjeszerkezeti modellt is. (1-es szdmu
modelleket vizsgaltam, alfa hélixeket tartalmaznak).Sars koronavirust, human helikaz enzimet
DDX58-at és egy heterogén ribonuklein proteint. Mindharom fehérje helikalis szerkezetti.

A 4.1.6-0s tablazat alapjan lathatd, hogy a kiilonb6zé NMR szerkezetek tavolsagadatai kozott
kisebb az eltérés, mint a rontgendiffrakcidos modszerrel késziilt szerkezetek kozott. Ez is indokolja,
hogy a kezdetben felhasznalt rontgendiffrakcids adatokrdl az NMR-es adatokra valo attérést az
illesztéseknél.

C-0 és N-O tawlsagok
min max atlag SZ0rés terjedelem

C-O 1,222 1,254 1,231 0,004 0,031

2Lz C-Oalfa 1,222 1,235 1,229 0,003 0,013
O-N 2,769 3,689 2,722 0,172 0,921

GO 1,215 1,249 1,235 0,006 0,034

2LXU C-Oalfa 1,220 1,247 1,232 0,006 0,027
O-N 2,741 3,562 3,030 0,178 0,821

C-0O 1,203 1,247 1,229 0,006 0,044

2LWB C-Oalfa 1,203 1,236 1,226 0,006 0,032
O-N 2,606 3,323 2,903 0,202 0,717

4.1.6 tablazat: 2012-es NMR szerkezeti modellek tavolsagadatainak néhdany
statisztikai mutatoja

80
70
60
50

40 WLz
30 M 21.XU

0 = = =_—— [l —l—

1,2 1,205 1,21 1,215 1,22 1,225 1,23 1,235 1,24 1,245 1,26
C-O tavolsaglangstrom]

N[db]

4.1.11 abra: NMR szerkezetek C-O tavolsageloszlas diagramja az dssze
aminosavra
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25

20

15
Moz
10 B 21xU
0 2LwB

1,2 1,205 1,21 1,215 1,22 1,225 1,23 1,235 1,24 1,245 1,26
C-O tawolsag[angstrom]

N[db]

[¢)]

4.1.12 abra: NMR szerkezetek C-O tavolsageloszlas diagramja a rendezett
szerkezetben lévo aminosavra
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4.1.13 abra: NMR szerkezetek O-N tavolsageloszlas diagramja

4.2 Infravoros spektrumok illesztése

A szerkezetanalizis sordn meghatarozott C-O és O-N tavolsagok, valamint a C,0 és O,N
atomkoordinatakbol eldallitott vektorok altal bezart C-O-N szdgek segitségével megprobaltam
megilleszteni az IR spektrumokat.(Az IR spektrumok a Semmelweis egyetem Biofizika és
Sugarbiologia Intézetében késziiltek. A mért spektrumok hibéja sokkal kisebb, mint a szerkezeti
adatok pontossaga.) Ekkor a (13)-ban felirt V(r) potencidlban talalhato egyiitthatok értékeit
varidltam. Elséként rontgendiffrakcios szerkezeti adatokat felhaszndlva végeztem az illesztéseket.
Minden aminosavhoz kiszamitottam egy w szélességli Lorentz-gorbét. Ezeknek a gérbéknek az
épitettem bele a C-O és O-N tavolsagokat. Kezdetben X .=X_,+c,ro_o+ciro_y alakkal
probalkoztam. Ebben a forméban az illesztésekre a = 0,2 kozeli értékek adodtak. Modositottam

1 . .
X.-t, igy hogy az O-N tavolsagot . es moddon vettem figyelembe, minél kisebb az O-N tavolsag
annal kdzelebb vannak egymashoz az atomok, akkor az (9)-es képlettel szamolt * is csdkken.

1
X=X gt reote o Jdgy i értéke0,018 illetve 0,017 lett, javult az illesztés.
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1YMB

c, C, X 0 w A | tengelymetszet | meredekség
-296,516 -41,333 2028,052 10,000 0,012 0,671 -0,003
4PTI
c, C, X 0 w A | tengelymetszet | meredekség
-1601,046 -30,502 3658,784 10,000 0,024 0,519 -0,002
4.2.1. tablazat 1YMB és 4PTI szerkezet illesztésére kapott paraméterek

1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
hulldmszam[cm-1]

4.2.1 abra 1YMB szerkezet egyes aminosavakhoz rendelt Lorentz-

gorbéi
1,8
Pal == mért

1.6 / \ = ilesztett
1,4 "’y \\‘
1,2

o / \

S 1

@ { !

€ 08

ﬁ 3’

o 0,6

®© “\-~.§-.
0,4
0,2

0 \ \ \ \ \ \ \ \ \

1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

hulldamszam[cm-1]

4.2.2 abra 1YMB szerkezet illesztése az IR spektrumra
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4.2.3 abra 4PTI szerkezet egyes aminosavakhoz rendelt Lorentz-gérbéi

1,4

1,2

1

0,8

0,6

abszorbancia

0,4

0,2

0 I I I I I I I I
1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

hullamszam[cm-1]

4.2.4 dbra 4PTI szerkezet illesztése az IR spektrumra

Illesztések kozos paraméterekkel

Megprobaltam egy kozos illesztéssel, ugyanazon c,, ¢,, ¢; paraméterekkel megkapni a mioglobin ¢és
a BPTI(marha tripszin inhibitor) az 1YMB és 4PTI spektrumat. Fix szélességli Lorentz gorbéket
alkalmaztam. Egy 0j c; paramétert vettem hozza X.-hez, amely a C-O-N szdget veszi figyelembe. A

cres

_ 1 cos(Pe_o_y) . )
X =Xcte re_pte, - +c; ey . A harmadik tag akkor adja a legnagyobb

jéarulékot, amikor C, O és N atomok egy egyenesbe esnek. Az illesztés sordn a program c,, ¢,, c;-at,
az amplitudokat és X, (-t valtoztatta y2 minimalizalasa soran. E16szor a rontgen-krisztalografiaval
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meghatarozott szerkezeteket vettem alapul. 4.2.2-es tablazatban lathato, hogy az illesztés 1YMB-re
jobban sikeriilt. Az illesztések soran sikertilt a forditott esetet is elérnem, amikor 4PIT-re
illeszkedett jobban, az illesztések eredménye attdl is fiiggott, hogy milyen kezdeti értékekrol
inditottam a nemlinearis megoldot, arra a spektrumra illeszkedett jobban a végeredmény amelyik a
kiindulasi allapotban is jobban illeszkedett. Arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy nincsenek jo
kozos paraméterek amivel illeszteni lehetne, vagy az egyik, vagy a masik illeszkedik jobban.

ko6z0s paraméterek
C1 02 C3 Xc 0
-396,051 | -44,012 -19,235 2149,559
1YMB
w A tengelymetszet meredekség Y
10,000 0,012 0,607 -0,003 0,059
4PTI
w A tengelymetszet meredekség r
10,000 0,017 0,592 -0,002 0,597

4.2.2. tablazat 1YMB és 4PTI szerkezet illesztésére kapott paraméterek

1YMB

1,8
1,6
1.4
1,2
1

0,8
0,6
0,4
0,2
0
1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

hullamszam[cm-1]

=mért
=ilesztett

abszorbancia

4.2.5 abra 1YMB szerkezet illesztése az IR spektrumra

4PTI

1,4
= mért

1,2 .
== illesztett

1
0,8
0,6
0,4

abszorbancia

0,2

0
1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

Hullamszam[cm-1]

4.2.6 abra 4PTI szerkezet illesztése az IR spektrumra
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Ezutan az NMR-el meghatarozott szerkezetek adataival probaltam illeszteni a mioglobin és BPTI
spektrumait.

A mioglobin NMR-el meghatérozott 1 YMF szerkezetének 5 modelljére is végeztem egy k6zds
illesztést. 4.2.3-as tdblazatban lathatd, hogy vannak modellek amelyek jobban eltérnek a tobbitdl,
ilyen pl az 5-0s szamu.

1YMF modell 1 modell 2 modell 5 modell 9 modell 12

X2 0,055 0,055 0,109 0,0756 0,055

4.2.3 tablazat 1 YMF kiilonbdzd szerkezeti modelljeire kapott illesztések i értékei

A kiilonbozo szerkezetek kozos illesztésénél kétszer illesztettem, eloszor ¢y, c,, cs-at, az
amplitadokat és X, -t valtoztattam, majd utana a gorbék szélességét. Igy kaptam végiil az
eredményeket. Igy sem sikeriiltek az illesztések tokéletesre, a gorbék kiszélesedtek y* értéke viszont
csokkent.

1,8

1.6 == mért
1,4 == i[lesztett
1,2

)
S 1 N\
_g —/
8 1
S 04 \
0.2
O T T T T T T T T T 1

1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

hullamszam[cm-1]

4.2.7 abra 1YMF szerkezet illesztése az IR spektrumra

14

1,2

== mért
== |llesztett

1

0,8
0,6
0,4

abszorbancia

0,2

0 T T T T T T T T T 1
1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

hulldmszam [cm-1]

4.2.8 abra 1PIT szerkezet illesztése az IR spektrumra
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k6z0s illesztési paraméterek
c1 c2 c3 XC_O
-199,058 -342,578 -606,415 1893,025
1YMF
A tengelymetszet meredekség w x2
0,018 0,404 -0,002 20,126 0,046
1PIT
A tengelymetszet meredekség w x2
0,015 0,384 -0,002 24,191 0,042
4.2.4. tablazat IYMF és 1PIT NMR szerkezet kozos illesztésére kapott
paraméterek

A 4.2.9-es abran lathato, hogy kevésbé valtak szét az egyes Lorentz-gorbék. Néhany gorbe
kdzéppontja 1675cm™-es hely koré esik, ami az irodalom szerint szintén a B-szerkezethez kdthetd. A
rendezetlen szerkezeti elemeknek 1645-nél van a csucsa, a gorbék tobbsége oda csoportosul. A
sz¢lesebb gorbék miatt egy-egy aminosav tobb helyre is ad jarulékot. Eldzetesen azt vartam volna,
hogy a gorbék keskenyebbek és jobban szétvalnak, hogy mindegyik elem a neki megfeleld helyen
adjon jarulékot. Amint az el8z6leg a 4.2.4-es abran is lathato 4PIT esetében. y* értékére igy sikeriilt
mégis a legjobb eredményt elérnem.

1,2
1

0,8

0,6

0,4

0,2
0 T T T T T T T T T 1
16001610162016301640 165016601670 168016901700

Hulldamszam[cm-1]

4.2.9 abra 1PIT szerkezet egyes aminosavakhoz rendelt Lorentz-
gorbéi

Az 1YMF és 1PIT szerkezetre végeztem egy olyan illesztést is, ahol a rendezetlen szerkezeti
elemeket lecseréltem egy a rendezetlen elemek Lorentz-gorbéinek teriileteinek dsszegével

—(x—x, )2

megegyez0 teriiletli Gauss-gorbével —5 e 2° ,amit arendezetlen elemeknek megfelelé
ovV2m

1645cm™ megfelelé helyre poziciondltam. Azért helyettesitettem Gauss-gdrbével a rendezetlen
elemeket, mert egyrészt nem tudtam hozzajuk O-N tavolsagokat és kotésszogeket rendelni (Nem
tartozik hozzajuk hidrogén kotés), masrészt 1.4.1-es diagramon is lathatjuk, hogy a rendezetlen
C=0 tavolsagadatok. szimmetrikusan helyezkednek el az atlagos rendezetlen C=0 tavolsag kortil.
Az illesztés soran c,, ¢,, cs-at, az amplitidokat és X, (-t valtoztattam. A Gauss-gorbéket kozdsen
pozicionaltam és a félértékszélességiiket is, csak az amplitiddikban térnek el. A 4.2.10- és 4.2.11
-es abrakon lathatjuk, hogy a z6ld szinli gérbe( Lorentz-gorbék osszege) az 1 YMF szerkezet esetén
szimmetrikus és a csticsa 1650 koriil talalhatd, 1PIT esetén asszimetrikus, két elkiiloniilé csucs
latszik az egyik 1648 kornyékén a masik 1670 kornyékén ami megfelel az a- és - szerkezeteknek.
igy a Lorentz-gorbék kiszélesedése nélkiil is sikeriilt j6 illesztést elérnem. Ezzel a médszerrel sem
sikeriilt a kelld pontossagot elérnem.
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IYNF fPIT
A o M P 0 Y
2069000 | 18264 164762 0021 004 135020 18284 1647622
cf ¢2 ¢3 X0 W A lengelymeiszet meredekség| A | fengelymetszel | meredekség W
04181 | 430375 | 64142 20971443 | 10000 0,00 069 | -0004 | 0017 071 0,002 10,000
1,6 /\\
1,2 / \
% \\ == mért
i:;‘ 0,8 -;/ N :illlesztett
§ o4 D N T~ —G:SQLZ
o—=‘4./. —
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4.2.10. abra 1YMF szerkezet illesztése IR spektrumra Lorentz - és Gauss-gorbék
osszegekent Az also két gorbe koziil a lila a Gauss-gorbe, a zold a Lorentz-gorbék
osszegebdl kirajzolodo gorbe.
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== mért

== jllesztett
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4.2.11. abra 1PIT szerkezet illesztése IR spektrumra Lorentz - és Gauss-

gorbék osszegeként Az also két gorbe koziil a lila a Gauss-gorbe, a zold a
Lorentz-gorbék osszegébdl kirajzolodo gorbe.




Osszefoglalas

Lathato, hogy az infravoros spektrum nem illesztheté meg kelld pontossaggal a megfogalmazott
hipotézis alapjan, azaz a rezgési frekvencia nem egyértelmi fliggvénye a PDB adatbazisban
talalhato C-O, O-N tavolsagoknak és a H-hid kotésszogeknek.

4.3Kiilonb6z6 fehérjeszerkezetre jellemzo amid I rezgések meghatarozasa

Molekularis dinamikai szerkezeti adatokbol szamoltam ki az amid I rezgés értékét a- és B-szerkezeti
elemekre. A dihidrofolat reduktaz (DHFR) enzim trajektoriajabol meghataroztam az amid I rezgési
frekvenciakat Fourier transzformacié segitségével. A DHFR enzim kulcsszerepet jatszik herpesz
virusok, példaul a HHV-8 nukleotid anyagcsere mechanizmusaban. A masodlagos szerkezetében a-
és B-szerkezetli részek is taldlhatoak (4.3.1 dbra). Egy 16384 egymast 5%10"°s-ként kdvetd
szerkezeti adatsokasagbol, kiszamitottam minden aminosavban a C=0 ko6tésben résztvevo atomok
tavolsagat az adott idOpillanatban, majd az igy kapott Rc—o(t) adatsorokat Fourier transzformaltam.
A Fourier transzformaltakbdl leolvashato az egyes aminosavakhoz tartozo rezgések frekvenciai.
Minden aminosavhoz kaptam egy spektrumot. Az 1600cm™-1700cm™' k6zotti tartomanyon 1év6
adatokat szétvalogattam a masodlagos szerkezeti elemeknek megfeleléen. Az a, B, valamint
rendezetlen szerkezetekhez tartozé aminosavak spektrumait kiilon kiilon atlagoltam és igy az egyes
szerkezetekre jellemzd spektrumokat kaptam (4.3.3 abra).Atlagolt spektrumra Lorentz gorbét
illesztettem, melynek pozicidja megadja a keresett amid I komponensek helyét. Kiszamitottam a
1épéskozt a Fourier transzformalt adatokhoz, vettem Rc-o(t) adatsor At 1épéskozének reciprokat,
amit leosztottam az adatok szamaval(16384) és igy Hz-ben kaptam meg az 0j 1épéskozt, amit
atszamitottam inverz cm-re (1em™ = 30GHZ), igy Ak=0,4069 cm™ adédott. A kapott eredményeket
4.3.2-,4.3.3 abran abrazoltam és a 4.3.1-es tablazatban Osszegeztem.

4.3.1. abra DHFR enzim Viewerlite programmal megjelenitett képe
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4.3.2. abra DHFR enzim 3.(béta szerkezetben lévd) és 26(alfa-hélixben lévo). aminosavhoz
tartozo C-O koordinatak Fourier transzformalt spektruma
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4.3.3 abra DHFR enzim masodlagos szerkezeti elemeinek
szamolt atlagos Fourier-spektruma [1600cm™-1800cm™]

A 4.3.1-es tablazatban lathatoak a kapott eredmények. A Fourier transzformalt majd atlagolt
adatpontokra jol illeszkednek az illesztett gorbék. A rezgésekre kapott értékek 2,8%-al térnek el az

"o

irodalomban fellelhetd értékektdl. Ez mindhdrom szamolt szerkezeti egységnél jelentkezd azonos
nagysagu szisztematikus hiba.
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llesztés utan kapott értékek
lllesztett gorbe egyenlete:y = y0 + (2*A/PI)*(w/(4*(x-xc)"2 + w'2))
o-hélix B-redd rendezetlen
R? 0,942 0,947 0,932
X 1700,867cm'+0,276cm’’ 1683,706cm '+0,302cm™ 1691,467cm '£0,345¢cm’
Xmmgarn 1653,867cm'+0,276¢cm’” 1636,706cm"'+0,302cm™ 1644,467cm™'+0,345cm”’
irodalmi 1654cm™ 1624cm™-1637cm™ 1645¢cm”

4.3.1 tabldzat

DHFR

25 —
rendezetlen
20 béta

15

S N S

X T L T X T ¥ 1
1600 1650 1700 1750 1800
k (cm-1)

4.3.4 abra DHFR enzim mdsodlagos szerkezeti elemeinek szamolt dtlagos Fourier-
spektrumdra illesztett Lorentz-gorbék

5. Osszefoglalas

A kiilonbozé médszerekkel meghatarozott fehérjeszerkezetekben jol lathato kiilonbség van a C-O és
O-N tavolsagok kozott, a modszertdl fliggden. Mindegyik esetben a tavolsagok a megfeleld
nagysagrendii tartomanyba esnek (O-N tavolsagok 2,4 A-4 A kodzé, C-O 1,1 A-1,3 A koz¢), az alfa
¢s béta szerkezetekhez kapcsolodo kotéstavolsagok kozott is felfedezhetd kiillonbség, azonban a
szerkezeti adatok nem elég pontosak ahhoz, hogy az infravoros spektrum kelld pontossaggal
illeszthetd legyen a megfogalmazott hipotézis alapjan, azaz a rezgési frekvencia nem egyértelmii
fiiggvénye a PDB adatbazisban talalhato C-O, O-N tavolsagoknak és a H-hid kotésszogeknek.

A molekularis dinamikai szdmoléasbol sikeriilt megkapni a kisérleti spektrumokra jellemzd
rezgéseket az a- és B-szerkezetekre, egy 2,8%-o0s korrekcios faktortdl eltekintve.

5.Koszonetnyilvanitas

ElsOsorban szeretnek kdszonetet mondani témavezetdmnek, Dr Smeller Laszlonak, hogy munkam
soran betekintést nyerhettem a fehérjék szerkezetekkel kapcsolatos kutatdsokba, tovabba hogy
elméleti tandcsaival segitette munkam elkésziilését. Szeretnék kdszonetet mondani Dr Balog
Erikanak, aki a DHFR szerkezeti adatokat a rendelkezésemre bocsajtotta. Ezenkiviil koszonom a
barataimnak és csalddomnak a tiirelmet.
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