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Arg Arginin.

Asp Aszparaginsav.

BBI Bowman-Birk inhibitor.

DFT Density functional theory, stiriségfunkcional-elmélet.
His Hisztidin.

Ile Izoleucin.

Lys Lizin.

MASP Mannan binding lectin associated serine protease.

MBL Mannan binding lectin, mannéz kot6 lektin.

NMR Nuclear magnetic resonance, Magneses magrezonancia.
PES Potencidlisenergia-feliilet.

RMS Root mean square, négyzetes kozép.

Ser Szerin.

SFTI Sunflower trypsin inhibitor, napraforgémagbdl izoldalt tripszin inhibitor.

Trp Triptofan.

Tyr Tirozin.

Val Valin.



Bevezetés

Az immunrendszer az €16 szervezetek kérokozdkkal szembeni védelmét ellatd fehérjék, sej-
tek, szovetek és szervek Osszessége. JelentGségét mi sem mutatja jobban, mint hogy az egyszerd
egysejtliektdl kezdve a gerincesekig a legtobb €161ény rendelkezik immunrendszerrel, mely az
evolucid sordn nagyon hamar kialakult. Az egyszer(ibb él6lények velesziiletett immunrendszer-
rel rendelkeznek, mely a patogéneket nem specifikusan, dltaldnos jellemz6ik alapjan ismeri fel.
A gerincesekben kialakult a velesziiletett immunrendszer mellett az adaptiv, vagy specifikus
immunrendszer is, mely adott kérokoz6t specifikusan képes felismerni.

Megfelel6 miikodése esetén az immunrendszer megvéd benniinket a virusoktdl, baktériu-
moktdl, gombdaktdl, és egyéb korokozoktdl. Esetenként azonban el&fordul, hogy az immun-
rendszer nem miikodik megfelel6en. Tulérzékenysége esetén allergids megbetegedések és igen
sulyos autoimmun betegségek, ellenkezd esetben immunhidnyos megbetegedések alakulnak ki.
A fentiek alapjan nyilvanvald, hogy nagyon fontos az immunrendszer miikodésének részletes
megismerése, illetve olyan médszerek, hatéanyagok kifejlesztése, melyek lehetové teszik az
immunrendszer finom szabélyozasat.

A MASP enzimek (mannéz kotd lektinhez kapcsolédd szerin protedzok) a velesziiletett
immunrendszer, azon beliil a komplementrendszer tagjai. Harom protedz tartozik kozéjiik:
MASPI1, MASP2 és MASP3. Az immunrendszer miikddése sordn betoltott funkcidjuk maig
nem teljesen tisztdzott. Szerepiik pontosabb megértésében komoly segitséget nyujtanak a kii-
lonféle MASP enzimekre specifikus inhibitorok, melyek kidolgozasara és tovabbfejlesztésére
tobb éve folynak kisérletek az ELTE Biokémia tansz€kén és az MTA TTK Enzimoldgiai In-
tézetében [1]. A kifejlesztett inhibitorok az immunrendszer miikodésének megértésén kiviil
szerepet kaphatnak a gyogyszerkutatdsban is.

Tudomaényos didkkori munkdm sordn kiilénbozd, a MASP2 fehérjére specifikus inhibitor
peptideket vizsgédltam molekuladinamikai szimulédcidk €s kvantumkémiai szdmitdsok segitsé-
gével. Az egyes, egymadstdl csak kis mértékben eltérd szerkezetli molekuldk a MASP2 mii-
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kodését jelentdsen eltérd mértékben gatoltdk. Célom ezért az eltérd inhibicids tulajdonsdgok
magyardzata volt, mely a késébbiekben segithet hatékonyabb inhibitorok tervezésében. Ennek
megkonnyitésére olyan, dltalanosan alkalmazhaté mddszer kidolgozésa volt a célom, mellyel

egyszertien vizsgéalhatok az (j molekuldk és a MASP2 kolcsonhatésai.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A szerin proteazok

Az enzimek a bioldgiai rendszerek nagyrészt fehérje alapu katalizatorai, melyek lehet6vé teszik,
hogy az €16 szervezetekben végbemend reakciodk fiziol6gids koriilmények kozott, megfeleld se-
bességgel jatszodjanak le. A kiilonféle enzimek az altaluk katalizalt reakci6 tipusa szerint csalé-
dokba sorolhatdk. A protedzok a hidroldzok csalddjdba tartozé enzimek, melyek a peptidkotés
hasitdsat (hidrolizisét) katalizaljdk. A protedzok nagyon sok bioldgiai folyamat szabdlyozasa-
ban kulcsszerepet toltenek be, ebbdl adédoéan nagyon elterjedtek a természetben [2].

A protedzok tovdbb csoportosithatdk szerkezeti jellemzdik €s a katalizis mechanizmusa sze-
rint. Az ismert protedzok €s azok inhibitorainak szerkezet alapjan csoportositott adatb4zisa a
MEROPS adatbdzis [3]. Az ismert protedzok koriilbeliil harmada a szerin protedzok kozé tar-
tozik [4]. Ezen enzimek jellemzd&je a hisztidin-szerin-aszparaginsav katalitikus tridd jelenléte.
A katalitikus tridd tagjai térben kozel keriilnek egymdashoz az enzim aktiv centrumdban. Az 1.1

abrén a szerin protedzok 4ltal katalizalt reakci6 altaldnosan elfogadott mechanizmusa lathatd.
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1.1. dbra. A peptidkotés hasitdsdnak mechanizmusa [4]

A reakci6 elsd 1épésében az enzimcsalad névaddja, a katalitikus szerin végez nukleofil ta-
madast a hasitand6 peptidkotés karbonil szénatomjan. A katalitikus tridd hisztidinje hidrogén-
kotést alakit ki a szerin hidroxilcsoportjaval, ezzel novelve annak nukleofil jellegét. Ezt segiti
eld a hisztidin és az aszpartat kozt kialakul6 hidrogénkotés is. Ezt kovetden kialakul az elsd tet-

raéderes intermedier, amelynek negativ toltésii csoportjat az oxianion hely két hidrogénkotéssel



stabilizdlja. Az intermedier megsziinésével a peptidkotés elhasad, és az egyik termék tavozik.
Az aktiv centrum regeneracidja egy vizmolekula nukleofil timaddsaval, és az el6z06 1épéshez
hasonlé tetraéderes intermedieren keresztiil valdsul meg.

A protedzok szubsztratkotdhelyét szokds olyan kdlcsonhat6 helyekre felosztani, melyeket a
szubsztrat egy aminosav oldallanca foglal el. A Schechter és Berger altal 1967-ben bevezetett
konvencid [5] szerint az elhasitott peptidkotés elStti aminosav kapja az P1 jelzést, mely az enzim

S1 ,,zsebében” foglal helyet. A tovabbi jeloléseket az 1.2 dbra mutatja.
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1.2. dbra. A szubsztrat és a kotdhely részeinek jelolése [5]

1.2. A komplement rendszer proteazai

Az €16 szervezetek kérokozokkal szembeni védelmét az immunrendszer hivatott elldtni. Gerin-
cesekben az immunrendszer két alrendszerbdl 4ll: a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer-
bdl. Az adaptiv immunrendszer jellemzdje a viszonylag lassu, igen specifikus immunvélasz,
mig a velesziiletett immunrendszer a patogéneket éltalanos jellemzdéik alapjan ismeri fel, igy
képes azok megjelenésére nagyon gyorsan reagalni [6].

A komplement rendszer a velesziiletett immunrendszer fontos része, melyet 20-30 fajta, a
vérben jellemzden inaktiv formaban megtaldlhaté enzim alkot. A komplement rendszer aktiva-
16désa utan tobb moddon is felveszi a harcot a kérokozokkal szemben. A patogén feliiletén un.
Membrane Attack Complex jon 1étre, mely porust képez a sejtmembranon, ezzel elpusztitva a
koérokozot. Ezen kivill a feliilethez kotott komplement fehérjék jelként szolgélnak a fagocitdk
szdmara, melyek igy konnyebben felismerik és bekebelezik a kérokozét. A komplement rend-
szer egyes tagjai nem kotddnek a patogén feliiletére, ezek a vérben maradnak és immunsejteket
vonzanak a kérokozo6 kozelébe.

A komplement rendszer hdrom utvonalon keresztiil aktivdlédhat. Az aktivicié sordn pro-
tedzok hasitanak tovabbi protedzokat, ezzel a jelet felerdsitd kaszkadot (komplement kaszkad)
hozva létre. Az elsdként felfedezett aktivacids dtvonal a klasszikus ttvonal, mely kapcsolatot te-
remt a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer kozott. A fert6z€s hatdsara az adaptiv immun-
rendszer a kérokozokat specifikusan felismerd antitesteket szintetizdl. Az antitestek kotédnek
a kérokozohoz, majd a C1 fehérjekomplexhez, mely igy aktivalodik, €s elinditja a komplement

kaszkadot. A mdsodikként felfedezett alternativ ttvonal elsd 1€péseként a C3 fehérje spontan
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két részre hasad. Az igy 1étrejovo, igen reaktiv C3b fragmens amino- és hidroxilcsoportokhoz
kotddik a kérokozo felszinén. A kotddés utdn a komplement rendszer tovabbi tagjai kapcsolod-
nak hozzd, elinditva a kaszkddot. A szervezet sajat sejtjeit mds fehérjék védik, igy ezek nem
aktivaljak a komplement rendszert.

Az utolsoként felfedezett aktiviacids utvonal a lektin utvonal. A patogén feliiletén talalhat6
manndz részletekhez kotddik az MBL (manndéz kotd lektin), mely ez utdn aktivalja az MBL-hez
kapcsolddo szerin protedzokat (MASP-ok). Harom kiilonb6z6 MASP ismert: MASP1, MASP2
és MASP3. A harom protedz komplement aktivalasban betoltott szerepe ma sem teljesen tisz-
tazott. Sokdig ugy gondoltdk, hogy a MASP2 egyediil aktivdlja a komplement rendszert. Ezt
az elméletet tdmasztotta ald az a megfigyelés, hogy MASP2 gén-kiiitott egerekben nem volt
aktiv a lektin dtvonal. Kés6bb szelektiv MASP inhibitorok segitségével bizonyitottdk, hogy
bar a MASP2 képes autoaktivaciora [7], igy képes lenne a komplement rendszert egyediil ak-
tivalni, fiziol6gids koriilmények kozott a MASPI1 aktivdlja [1, 8] a MASP2-t, ami elinditja a
komplement kaszkdadot. A MASP3 szerepe mdig nem tisztazott.

Szerkezetiiket tekintve a MASP enzimek a MEROPS adatbazis S1 csalddjaba tartoznak.
Ebbe a csalddba a szerin endopeptiddzok tartoznak, melyek jellegzetessége a fent bemutatott
Ser-His-Asp katalitikus tridd. A csaldd tagjait szubsztratspecifitidsuk szerint harom csoportba
sorolhatjuk. A tripszin-tipusi protedzok Arg vagy Lys aminosavak utdn, a kimotripszin ti-
pust protedzok hidroféb aminosavak utdn, mig az elasztdz tipusu protedzok Ala utdn hasitjak
a peptidlancot. A MASP enzimek a tripszin tipusud szerin protedzok kozé tartoznak, és Arg
oldallancot kdvetden hasitjdk a peptidkotést.

1.3. Proteaz inhibitorok

A protedzok szdmos biokémiai folyamat szabdlyozdsaban vesznek részt. Ehhez sziikség van
arra, hogy az enzimek képesek legyenek a megfeleld jel hatdsara aktivalédni, majd a funkciéjuk
ellatdsa utdn inaktivdlédni. Ennek a szabdlyozdsnak egyik fontos lehet6sége az inhibitorok
alkalmazasa. Novények korokozdi gyakran szekretdlnak protedzokat, melyekkel szemben a
novények protedz inhibitorokkal képesek védekezni [9]. Nem meglepd ezek alapjan, hogy a
természetben nagyon sokféle protedz inhibitor talalhat6, melyek mechanizmusuk és szerkezetiik
alapjan csoportosithatdk [10, 11].

A szerin protedz inhibitorok nagy része a célenzimhez a szubsztrdthoz hasonlé6 médon ko-
tédik [11], az ilyen inhibitorokat szokds kanonikus inhibitoroknak nevezni. Szerkezetiikben
koz0s, hogy jol meghatarozott konformdaciéju kotérésszel rendelkeznek, mely az enzim kotd-
arkéba illeszkedik. A szerin protedzok szubsztratspecificitdsdért legnagyobb mértékben az S1
kotézsebbe illeszkedd P1 aminosav felelés. A P1 aminosav két oldaldn elhelyezkedd néhédny
aminosav tovdbbi kolcsonhatdsokat alakit ki a célenzimmel. A kanonikus inhibitorok k&t6-
régidja a kotédésre alkalmas konformdcioban van, a kotddés soran csak igen kis mértékben

véltozik, és az enzim-inhibitor komplex kialakuldsakor dltaldban az enzim konformécidja sem



véltozik jelentds mértékben.

1.3.1. Bowman-Birk inhibitorok

A Bownam-Birk inhibitorok (BBI) a protedz inhibitorok egy csalddja, melynek els6 tagjat Bow-
man izoldlta szdjababbdl 1946-ban [12], és Birk vizsgalta 1961-es cikkében [13]. Azdta mas
novényekbdl tobb, hasonld szerkezetli protedz inhibitort sikeriilt izoldlni, tobbek kozott foldi-
mogyordbdl [14], tehénborsébdl [15] €s lencsébdl [16].

A Bowman-Birk inhibitorok jellemzden diszulfidhidakkal és sok f6ldnc hidrogénhiddal sta-
bilizalt, béta redds szerkezetl peptidek, melyek altalaban az S1 csaldadba tartozé protedzok
miikodését gatoljak. Kétszikliekben altalaban koriilbeliil 8 kDa molekulatomegii, két reaktiv
hellyel rendelkez$ inhibitorok, mig egyszikliekben 8 kDa tomegt, egy reaktiv hellyel rendel-
kezd, és 16 kDa tomegti, két reaktiv hellyel rendelkezd inhibitorok taldlhatok [17]. A reaktiv
helyek mindegyike képes a célenzimhez kotddni, igy a ,.két fejii” inhibitorok egyszerre két
enzimmolekula gatldsara is képesek lehetnek. Nem ritka, hogy a ,.két feji” inhibitorok két
kiilonboz6 protedzt képesek gatolni. A szdjababbdl izolélt inhibitor egyik reaktiv részével trip-

szinhez, masikkal kimotripszinhez képes kotédni [18].

1.3. dbra. A sz6jababbdl izolalt BBI térszerkezete (PDB: 2BBI)

A reaktiv részek jellemzden béta redds szerkezetet mutatnak, és tobb diszulfidhid rogziti sta-
bilan az aktiv konformdciot. Ezt a tipikus, két reaktiv részt tartalmazo szerkezetet mutatja a 1.3
abra, ahol a sz6jababbdl izolalt Bowman-Birk inhibitor NMR spektroszkopia (mégneses magre-

zonancia spektroszkdpia) segitségével meghatirozott hirom dimenzids szerkezete lathaté. Inhi-



bicids hatdsuk feltételezhetGen annak kdszonhetd, hogy a peptidkotés hasitdsa utdn a termékek
a kot6helyen maradnak, ami lehetdséget ad a peptidkotés ujboli kialakulasara.

A Bowman-Birk inhibitorok az 1.3 alfejezetben bemutatott kanonikus inhibitorok k6z¢ tar-
toznak, az enzimhez tehat a szubsztrdthoz hasonlé médon, j6l meghatarozott, stabil konforméa-
ciéval rendelkezd kotérész segitségével kapcsolddnak, mely az enzim szubsztratkotd arkédba
illeszkedik. Az enzimhez valé kotodésért felel6s régio jellemzen béta-redds szerkezetet mu-
tat, mely a kotddés sordn is megmarad [19]. Az enzimmel a béta-redd aktiv szakaszt tartalmazé
széla alakit ki hidrogénhidakat, a masik béta-szdl a kotorégié megfeleld konformaciéban val6d
rogzitéséért felel6s. Az enzimmel jellemzden a P3-P2’ aminosavak létesitenek kapcsolatot.

S. Luckett és munkatarsai 1999-ben szamoltak be egy napraforgémagban taldlhaté Bowman-
Birk tipusu inhibitor (SFTI - Sunflower Trypsin Inhibitor) izoldlasarél, melynek kiilonleges-
sége, hogy a 14 aminosavbdl all6 ciklopeptid molekulatomege minddssze 1516 Da [20], ami
sokkal kisebb, mint az eddig ismert Bowman-Birk inhibitoroké. Az SFTI 100 pM-os K; érté-
kével a hasonlé méretli peptideknél nagysdgrendekkel hatékonyabb inhibitor, ami valdszintileg
a ciklopeptid jellegének, illetve a belsd hidrogénhidakkal és az egyetlen diszulfidhiddal stabi-
lizélt, viszonylag merev szerkezetének koszonhetd. Kis méretének koszonhetden az SFTT jol
hasznélhat6 tovédbbi protedz inhibitorok tervezésére, illetve gydgyszermolekuldk fejlesztésekor

is alapul szolgdlhat.

1.3.2. MASP inhibitorok

Az eldz6 alfejezetben lattuk, hogy a komplement rendszer miikodésének részletesebb vizsgéla-
tdhoz €s potencidlis gyogyszermolekuldk tervezéséhez is sziikség van specifikus MASP inhibi-
torok eldallitasara. Az ELTE Biokémiai Tanszéke és az MTA TTK kutatéi a kozelmultban spe-
cifikus MASP1 és MASP2 inhibitorokat éllitottak el6 fag-bemutatds (phage-display) technika
alkalmazasaval. Kiinduldsként az SFTI inhibitort hasznélva sziilettek meg az SFMI (Sunflower
MASP inhibitor) gétlészerek [21], mig a majdnem kétszer olyan hosszu SGPI (Schistocerca
gregaria protedz inhibitor [22]) alapot alkalmazva kaptdk az SGMI inhibitorokat [1].

A MASP2 SGMI-2 inhibitorral alkotott komplexének kristalyszerkezete ismert (PDB: 3TV],
[1], 1.4 4dbra), melynek segitségével betekintést nyerhetiink a MASP2 inhibitor- és szubsztratko-
tésének részleteibe. Az SGMI-2 inhibitor a pacifastin tipusu inhibitorok k6zé tartozik, kot6dését
tekintve az enzimhez a kanonikus médon kotddik. Az SGMI-2 inhibitor kotédése feltehetéen
indukalt illeszkedés (induced fit) mechanizmus szerint jatszodik le, ugyanis viszonylag nagy
mértékd konformacids valtozasok figyelhet6k meg az enzim €s az inhibitor részérdl is. A P1
aminosav helyét ebben az esetben Lys foglalja el, ahogy az az 1.4 4bran is lathat6, azonban a
lizin helyén arginint tartalmaz6 inhibitor sem sokkal kevésbé hatékony. A P1 lizin karbonil oxi-
génje a katalitikus szerin (Ser633) és a Gly631 amid hidrogénjei dltal alkotott oxianion zsebben
taldlhatd, ez a szerin protedzok szubsztratkotésének fontos tulajdonsaga.

A 16 kotdrégioban (S4-S47) csak kisebb konformécids valtozasok figyelhetok meg, melyek



1.4. abra. A MASP2-SGMI-2 komplex térszerkezete (PDB: 3TVJ)

az inhibitor oldalldncainak elhelyezkedését biztositjdk. Kivételt képez ez aldl az enzim S2’
zsebét blokkolé Arg630, mely jelenté mértékben elmozdul, hogy a P2’ Trp oldallanc a ko-
tézsebbe férjen. Ez az elmozdulds varhatéan mds szubsztratok kotddése sordn is megjelenik,
hiszen sziikséges ahhoz, hogy az S2’ zseb elérhetdvé valjon. A tdvolabbi kotdrégiok esetén
azonban a komplex kialakuldsahoz nagyobb mértékii konformacids véltozdsok voltak sziiksé-
gesek. A két masodlagos kotorégio kotddéséhez az enzim 602-611. és 526-529. aminosavak
altal alkotott hurokrégidinak (Perona és Craik altal bevezetett terminoldgia [23] szerint 3-as
és C hurokrégiok) jelent6s mértéki elmozduldsara volt sziikkség. Mds inhibitorok esetén azok
méretétdl fiiggben nem biztos, hogy sziikség van a hurokrégiok nagy mértékl elmozduldsara.

Az SFMI-2 inhibitor a MASP2 enzim specifikus inhibitora, melynek szekvencidja a 1.1
tablazatban talalhat6. A 3., és a 11. pozicidban talalhat6 ciszteinek egymassal diszulfidhidat
kialakitva stabilizdljdk a szerkezetet. Ahhoz, hogy az inhibitorok in vivo kisérletekben alkal-
mazhaték legyenek, meg kell akaddlyozni a gyors enzimatikus degradacidjukat, mely dltaldnos
probléma peptid tipusi gyogyszerjelolt molekulak esetén. A peptidek bioldgiai stabilitasat je-
lent6s mértékben novelheti a linedris peptid ciklizdldsa. A diszulfidhiddal stabilizalt szerkezet
stabilabb a linedris peptidnél, azonban a diszulfidhid kivéltasa tioéter kotéssel az enzimatikus
lebontdsnak még jobban ellendllé peptidet eredményez [24]. A tioéter kotés kialakitdsanak
szokdsos modszere az egyik cisztein lizinre cserélése, majd kloracetilez€s utdn a két oldallanc
kapcsolasa.

Mez6 Gébor €s munkatdrsai a kozelmiltban az SFMI-2 alapjan 4j MASP2 inhibitorokat
szintetizdltak, melyekben a 3. pozicidban talalhatd, diszulfidhid kialakitdsaban résztvevd cisz-
tein helyére lizint épitettek be, €s az oldallancat kototték a Cysl1 kénatomjdhoz. Az igy kapott,
PG2 nevii inhibitor K; értéke 3 nagysdgrenddel nagyobbnak adddott, mint a lancvégeken vé-
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dett SFMI inhibitoré, amibdl szdrmaztattidk. Ennek okaként a diszulfidhid helyén megjelend
atkotében - linkerben - résztvevd atomok szamanak novekedését lattak, ezért a lizinnél rovi-
debb oldallanci aminosavakkal helyettesitették a lizint. Az igy kapott inhibitorok kisérletileg

meghatdrozott K; értékeit az 1.1 tdblazat tartalmazza.

Név Szekvencia Nehézatomok szdma a linkerben K / uM

SFMI2 GYCSRSYPPVCIPD 4 0,18

Ac-SFMI2-NH, Ac-GYCSRSYPPVCIPD-NH, 4 0,1

CO-CH;—S

Ac-PG2-NH, Ac-GYKSRSYPPVCIPD-NH: 9 100
CO-CH.——S

Ac-PG2-Orn-NH, Ac-GY-Orn-SRSYPPVCIPD-NH, 8 71
CO-CH.—S§

Ac-PG2-Dab-NH, Ac-GY-Dab-SRSYPPVCIPD-NH; 7 43
CO-CH;—§
| I

Ac-PG2-Dap-NH, Ac-GY-Dap-SRSYPPVCIPD-NIL 6 0,5/4

CO-CH: —S

I |
Ac-PG-Agl-NH,  Ac-GY-AghSRSYPPVCIPD-NH; 5 ~ 70-100

1.1. tablazat. MASP2 inhibitorok K; értékei (a nem természetes aminosavak harombet{is kod-
jénak felolddsat 1asd a 3. oldalon)

Jol latszik, hogy a linker hosszdnak csokkenésével egy ideig a varakozasoknak megfele-
16en javul a peptidek MASP2 gitl6 hatdsa, a diaminopropionsavat tartalmazé peptid mar csak
5x gyengébb inhibitor az eredeti SEMI-2-nél. A lizin helyett diaminopropionsavat tartalmazé
inhibitor tisztitdsa soran két izomert taldltak, melyek hatékonységa is eltéronek bizonyult. A
linkerben az SFMI-2-nél csak egy nehézatommal tobbet tartalmaz6 Ac-PG2-Agl-NH; inhibitor
esetén azonban a vdrakozdsoknak megfeleld tendencia megfordul, ez az inhibitor a diaminopro-
pionsavat tartalmazé peptidnél jelentdsen kisebb hatékonysédggal gatolja az enzim miikodését.

Kiemelendd, hogy az eldallitott peptidek mindegyike lancvégi véddcsoportokkal (capping
group) van ellatva. Az SFMI-2 esetén ez kis mértékben novelte az inhibitor hatékonyséagat,

azonban ennek szerkezeti hatterére eddig nem sziiletett magyarazat.

1.4. Célkituzések

A MASP2 SFEMI-2 inhibitorral alkotott komplexének szerkezete az inhibitor jelentGsen kisebb
méretének koszonhetben szamottevd kiilonbségeket mutathat a nagyobb méretti SGMI-2 inhi-
bitorral alkotott komplexhez képest. Hatékonyabb inhibitorok tervezéséhez emiatt mindenkép-

pen sziikséges a kotddés modjanak vizsgdlata. A MASP2 kisebb méretii inhibitorokkal alkotott
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komplexének szerkezetére nézve nem all rendelkezésiinkre kisérleti adat, igy ezek a komplexek
molekulamodellezé mddszerekkel tanulmanyozhatok.
TDK munkdm célja tehat az el6z6 alfejezetben bemutatott kisérleti tapasztalatok magyara-

zata volt:

e Az egymastdl csak az atkotés hosszaban kiilonb6zd SFMI-2 és PG2 inhibitorok hatékony-

sdga kozt 3 nagysdgrend kiilonbség van

e A PQG2 inhibitor atkotésének roviditésével a hatékonysag eldszor tobb nagysagrenddel

javul, majd a tendencia a legrévidebb linkert tartalmazé peptid esetén megfordul

e A PG2-Dap peptid tisztitdsa sordn két izomer kiilonithetd el, melyek azonos szekvencia-

juk ellenére eltérd hatékonysagot mutatnak

e A lancvégi védbesoportot tartalmazé inhibitorok hatékonyabbak a véd&esoportot nem

tartalmazo peptideknél

Molekulamodellez6 mdédszerekkel a kdlcsonhatdsok atomi felbontdssal vizsgdlhatok. Az
igy kapott molekularis kép nagy segitséget nyujthat tovabbi inhibitorok tervezése sordn. Mun-
kam f6 célja olyan modellezési és szamitdsi protokollrendszer kidolgozasa volt, mely segitségé-
vel a tovédbbi inhibitorok egyszerlien és megbizhatdan vizsgédlhatdk, igy a médszer segitségével
tovabbi, az el6z6eknél hatékonyabb MASP-2 inhibitorok tervezhetdk.
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2. Alkalmazott eszkozok

2.1. A Born-Oppenheimer kozelités

Az atomi mérettartomdnyban a részecskék viselkedését, azok mozgédsat a kvantummechanika
torvényei irjak le. Ebbdl adédéan, amennyiben egy ilyen részecskékbdl 4ll6 rendszer (példaul

egy molekula) viselkedését szeretnénk leirni, a Schrodinger-egyenletet kell megoldanunk:
Hy(r,R) = E¢(r,R), 2.1)

ahol r az elektronok, R pedig az atommagok koordinatdit jeloli. Az egyenletben szerepld H

Hamilton operator alakja egy altaldnos molekuléra:

~ ~

H =T.(r)+ T,(R) + V(r,R), (2.2)

ahol 7. az elektronok, 7}, a magok kinetikus energidjahoz tartoz6 operatorok, mig V a po-
tencidlis energia operdtora, mely fiigg a magok és az elektronok helyzetétdl is. Konnyebben
kezelhetd lenne az egyenlet, ha kiilon lehetne vélasztani a magok és az elektronok mozgé-
sat. A Born-Oppenheimer kozelités értelmében ezt a legtobb esetben meg is tehetjiik, ugyanis
az elektronok a magokndl sokkal konnyebbek, azok mozgdsat pillanatszertien kovetik, igy az
elektronok szempontjabél a magok mozdulatlannak tekinthet6k.

A fentiek szerint a magok és az elektronok mozgdsa kiilonvéalaszthaté:

A

H.(r;R)é(r;R) = E(R)é(r; R) (2.3)

(T.(R) + E(R))x(R) = Erorx(R), (2.4)

ahol a 2.3 egyenlet az elektronok mozgasat, mig a 2.4 egyenlet a magok mozgésat irja le. Az
elektronokra vonatkozé egyenlet a magok helyzetét csak paraméterként tartalmazza, a kozeli-
tés értelmében tehdt minden geometridra kiilon megoldhat6. Az igy kapott energidk alkotjak
a potencidlisenergia-feliiletet (PES), melynek léte tehat a Born-Oppenheimer kozelités kovet-
kezménye. A PES ismeretében mar megoldhaté a magmozgésra vonatkoz6 egyenlet is, ezzel
megkaphatdé a rendszer teljes energidja (Eror).

Munkdm soran molekuldk és molekula-komplexek egyensulyi konformaciéjat, illetve bi-

zonyos konformaciok kozti energiakiillonbségeket hatdroztam meg. Fiiggben a minket érdekld
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rendszer méretétdl és a potencidlisenergia-feliilet tulajdonsdgaitdl, a feladatok megoldaséra al-
kalmazhatéak kvantumkémiai médszerek €s erdteres modszerek is. A kovetkezOokben a mun-

kam soran hasznalt eszkdzoket ismertetem roviden.

2.2. Kvantumkémiai modszerek

Kvantumkémiai mddszerekkel torténd geometria-optimalizdlds sordn éltaldban egy megfele-
16en megvalasztott kiinduldsi szerkezetbdl kiindulva keressiik az ahhoz legkozelebbi lokalis
minimumot. Ehhez a 2.3 elektronikus Schrodinger-egyenletet kell megoldani. A probléma bo-
nyolultsagabdl adédéan a Born-Oppenheimer kozelitésen tilmenden tovabbi egyszeriisitéseket
kell bevezetniink.

A Schrodinger-egyenlet megolddsakor a rendszer tn. hullamfiiggvényét kapjuk meg, melyet
felirhatunk az egyes elektronokhoz tartoz6 molekulapalydk determindnsaként. A 2.3 egyenletet
azonban a H; molekulaion kivételével még a Born-Oppenheimer kozelités keretein beliil sem
oldhat6 meg analitikusan, igy kozelit6 modszerekre van sziikség.

Az LCAO-MO elmélet szerint az elektronpalydkat megado fiiggvényeket kereshetjiik atom-

palydk linedris kombindcidjaként, tehat:
(bi = Z CiaXa> (2.5)

ahol x, az a. atompdlyat jeloli. A 2.5 képlet matematikailag mindossze egy sorfejtést jelent,
jelent8sége abban 4ll, hogy az atompdlydk kiilondsen j6 bazist adnak, igy elég viszonylag kevés
tagig elmenni a sorfejtésben ahhoz, hogy j6 eredményt kapjunk.

Az atomi palydk exponencidlis lecsengéstiek, azonban a gyakorlati kvantumkémiaban a jo6-
val kisebb szdmitdsigény miatt Gauss-fiiggvényeket, illetve azok linedrkombindcidjit szokds
bazisként haszndlni. A kvantumkémiai szamitdsok sordn altalam is hasznalt Pople-féle ,,split
valence” bazisok éltaldnosan az x — y(z...)G alaku nevet kapjdk. Az igy megadott bazis ese-
tén egyszerl esetben a torzselektronok atompdlydit x, vegyértékelektronjait y szdmui Gauss-
fliggvény linedrkombinécidjaként keressiik. Minimadlis bazis esetén minden betoltdtt atompa-
lydhoz egy atomi bazisfiiggvényt vesziink fel. Pontosabb szamitdsokhoz nagyobb bazist kell
alkalmazni, igy példaul megtehetjiik, hogy a vegyértékelektronok esetén betoltott atompalyén-
ként két atomi bazisfiiggvényt hasznalunk (in. double zeta bazis), melyeket kiilonbdz6 szamu
Gauss fiiggvénnyel kozelitiink. A fentieken tdlmenden alkalmazhatunk polarizaciés fiiggvé-
nyeket, ilyenkor betoltetlen atompalydkhoz is vesziink fel atomi bdzisfiiggvényt (matematikai
értelemben a szamitdst nagyobb bdzison végezziik). Tavoli, illetve intermolekuléris kdlcson-
hatdsok pontos leirdsdhoz sziikség lehet diffuz fiiggvények bevezetésére is, melyek lassan le-
csengd fiiggvényeket adnak a bazishoz.

A fentiek alapjdn a szdmitdsok sordn altalam is alkalmazott 6-31G** bdzisban a torzselekt-

ronok lefrasdhoz hasznalt atomi fliggvényeket 6 Gauss-fiiggvénnyel kozelitjiik. A vegyérték-
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elektronok esetén betoltott atompdlyanként két atomi fiiggvényt haszndlunk, az egyiket 3, a
masikat 1 Gauss fliggvénnyel kozelitve. Ezen kiviil polarizacids fliggvényeket is hasznalunk,

mar a H atomok esetén is (ezt a ** jelzés mutatja).

2.2.1. Siriiségfunkcional-elmélet (DFT)

Egy n elektront tartalmazé rendszer hullimfiiggvénye dltalanosan egy 4n véltozoés fliggvény:

\I/:\IJ(wl,yl,zl,Tl...), (26)

7 7

ahol 7 az elsd elektronhoz tartozé spinfiiggvény. Az elektronstirliséget adott pontban megadd
fliggvény ezzel szemben csak 3 valtozds, igy sokkal konnyebben kezelhetd.

7~

Hohenberg és Kohn 1964-ben bebizonyitottdk, hogy nincs két, azonos elektronstirtiséggel,

z2 2

de eltérd hullamfiiggvénnyel rendelkezd rendszer [25]. Ezek alapjan a rendszer energidja felir-
hat6 az elektronsiiriség funkciondljaként. A funkciondl egzakt alakja azéta sem ismert, igy a
gyakorlatban kiilonféle kozelitd funkciondlokat alkalmaznak. Munkdm sordn a B3LYP hibrid
funkcionalt [26] alkalmaztam a kvantumkémiai szamitasokhoz. A kvantumkémiai szamitasokat

a Schrodinger Jaguar programcsomag segitségével végeztem [27].

2.2.2. Szolvatacios modszerek

Az elméleti mddszerekkel kapott eredményeinket a legtobb esetben valamilyen kisérleti adat-
tal szeretnénk Osszehasonlitani. A kisérletek sordn a vizsgalt molekuldk gyakran olddszerben
taldlhatok. Az eddig bemutatott kvantumkémiai médszerek nem veszik figyelembe az olddsze-
rek hatdsat, a molekuldkat vakuumban taldlhat6 egyedi molekulaként kezelik. Az oldészernek
azonban igen komoly hatdsa lehet a molekula szerkezetére és energidjdra, ezért szamoldsaink
soran érdemes valamilyen médon figyelembe venni jelenlétét. Kiilonosen fontos ez biokémiai
alkalmazdsok esetén, hiszen a biokémiai reakcidk oldészerben jatszédnak le, a biomolekuldk
pedig miikodésképtelenek lennének olddszer nélkiil.

Az oldészer jelenlétének figyelembe vétele alapvetden két modon lehetséges. A probléma
egyik, magatdl értetddd kezelése explicit oldoszermolekuldk elhelyezése a rendszerben. Ilyen
modon nagyon pontos képet kaphatunk az oldészer molekuldi €s a vizsgdlt molekula kodlcson-
hatdsair6l. Konnyen beldthaté azonban, hogy ez a mddszer a hatalmas szamitasigénye miatt
kvantumkémiai szamitdsok sordn nem alkalmazhat6. Molekulamechanikai médszerek alkal-
mazdsakor van létjogosultsdga az oldészermolekuldk ily médon val6 kezelésének.

Implicit oldészermodellek esetén feltételezziik, hogy az olddszer hatdsa atlagolhatd, ezért az
oldészerre az explicit modellekkel ellentétben folytonos kozegként tekintiink. A leggyakrabban
alkalmazott médszer esetén a vizsgalt molekulat egy oldészeriiregben helyezziik el, majd pont-
toltéseket helyeziink el rajta. Ezt kovetéen megoldhaté a Poisson-Boltzmann egyenlet, mely

leirja az oldott molekula elektrosztatikus kornyezetét az oldészerben, mely ionokat is tartal-
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mazhat.

A megoldds iterativ uton torténik, hiszen a molekula elektrosztatikus kornyezete és a mo-
lekula toltéseloszldsa kolcsonosen hatassal vannak egymadsra. Ez az SCRF (Self-consistent re-
action field) technika. A B3LYP funkciondllal végzett szdmitdsaim sordn a Schrodinger Ja-
guar programcsomagban taldlhaté PBF Poisson-Boltzmann Solver eljarast alkalmaztam, mig
az M06-2X funkciondllal végzett szamitdsok esetén a Schrodinger Jaguar programcsomagban
taldlhaté SMS8 szolvatécids eljarast [28] hasznaltam.

A Poisson-Boltzmann egyenlet szamitasigényes megoldasa helyett gyakran az dltalanositott
Born modellt (Generalized Born, GB) alkalmazzak, mely a Poisson-Boltzman egyenlet pontos
kozelitése. A Schrodinger Macromodel programcsomaggal végzett molekulamechanikai sza-
moldsaim sordn a GBSA implicit oldészermodellt [29] alkalmaztam, mely a GB modellt az

oldoszer altal hozzaférhetd feliilet kiszamitdsaval korrigélja.

2.3. Eroteres modszerek

Nagyobb rendszerek, példdul fehérjék esetén a kvantumkémiai moédszerek nem alkalmazha-
tok a teljesithetetleniil nagy er6forrdsigényiik miatt. Ilyen rendszerek vizsgélatdra a kevésbé
pontos, azonban sokkal kisebb erdforrasigényii erdteres modszerek (molekulamechanikai méd-
szerek) haszndlhatok (megjegyzendd, hogy makromolekuldk vizsgédlatakor jellemzden nem is
pontos energidkra, hanem a molekula vagy komplex konformacidjara vagyunk kivéancsiak, erre
a molekulamechanikai modszerek alkalmasak). Ilyenkor az atommagot €s az elektronokat a
kvantummechanikéval ellentétben egyiitt, tomeggel és toltéssel rendelkezé gombokként kezel-
jik, az atomok kozt pedig a rugdk mozgasit leiré6 Hooke-torvényhez hasonl6 erdket definidlunk.
Az igy bevezetett erfket leird egyenletek és az azokban 1év6 paraméterek alkotjak az erGteret.
A szamitasok céljatol és a vizsgalt rendszertdl fliggden tobbféle erdtér koziil valaszthatunk. Az
erdterek kiilonféle atomtipusokat definidlnak, ugyanis az energiakifejezésekben szerepld para-
méterek fiiggnek a kolcsonhatdsban 1évo atomok tipusatdl. Az erdtéren értelmezett potencidlis

energidt az egyes erdtagokbol szarmazé energidk 6sszege adja meg.

2.3.1. Energiatagok

A kovetkezokben roviden attekintem a molekulamechanikai médszerek sordn alkalmazott leg-
gyakoribb energiatagokat. Az egymassal kotésben 1évd atomok kozti tdvolsdgra a Hooke-

torvénnyel teljesen analdg potencidlisenergia kifejezés haszndlatos:

k
Viona(z) = 5”@: — z0)%, 2.7)

ahol k;, a kotésersségre jellemz6 allandd, x( az optimélis kotéshossz, = pedig a kotés aktudlis

hossza.
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Hasonl6 a kotésszogre vonatkozd energiakifejezés is az 4, j, k atomok 4ltal bezart 6 szog

esetén: h
Vangle(6> = Ea(eijk - G%k)27 (28)
ahol «9% . az optimalis kotésszog, k, pedig az er6allando.

Torzids szogek esetén tobbféle megoldas is ismert a kiilonféle erSterekben. Az édltalam is
hasznalt CHARMMZ27 erdtér esetén a torzids szogekre vonatkozd energiat a kovetkezd kifejezés
adja meg:

Viinedrai(@ijri) = ka(1 + cos(ng — ¢o)). (2.9)

Latszik, hogy az energiat definidl6 fliggvény tobb minimummal is rendelkezhet. Egyes ese-
tekben ez a kifejezés onmagdban nem alkalmas a valésdgnak megfelelé potencidlisenergia-
fliggvény megaddsdra, ilyenkor lehet6ség van az energidt megadé fiiggvényt tobb, a fentihez
hasonl kifejezés osszegeként eldallitani.

A fentieken kiviil sziikség esetén egyéb energiatagok is figyelembe vehet6k egymassal ko-
tésben 1€vo atomok esetén. Plandris csoportok vagy kiralitdscentrumok esetén példaul beve-
zethetd egy harmonikus potencialfiiggvény, mely biinteti a sikbdl valo kitérést, vagy tiltja a
kiralitds valtoz4sat:

ko

Vimpr_dihedml(wijkz) = 5 (Wijk:l - W0)2- (2.10)

Az egymdssal kotésben nem 1év6 atomok kozt az elektrosztatikus kolcsonhatdsokat, és a
Van der Waals kolcsonhatést szokds figyelembe venni. A Van der Waals kolcsonhatds parkol-

csonhatdsok osszegeként adhaté meg a Lenard-Jones potencidlfiiggvényt hasznalva:

* 2 * )
’r’z‘j Tij

ahol R}; a két atom Van der Waals sugaranak Osszege, 1;; az aktualis tavolsaguk, €;; pedig

Waw (1) = € , 2.11)

erballando.
Az elektrosztatikus hozzdjarulds kiszamitdsanak alapja a Coulomb-torvény. Ez az energia-
tag is parkolcsonhatdsok osszegeként all el6:
L qig;
VCoulomb<Qij> - ] ) (212)

47'('60 Tij

ahol ¢; az ¢ atom toltése.

A kotésben nem 1évé atomok kozti kdlcsonhatdsok elméletileg az Gsszes, kotésben nem
1évd atom kozt hatnak, a gyakorlatban viszont egy bizonyos tdvolsdg felett elhanyagolhat6 a
hatdsuk, ezért a szamitdsok sordn a szamitisigény csokkentésének érdekében bizonyos tavolsag
felett figyelmen kiviil hagyhatok.

Az erdterek természetesen csak abban az esetben adjak a rendszer elfogadhatéan pontos le-

irdsat, amennyiben az energiatagok paraméterei megfelel6en pontosak. A paramétereket ezért
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minden atomtipus esetén kiilon meg kell adni, €s figyelni kell arra, hogy minden, eltérd visel-
kedésti atomhoz kiilon atomtipust rendeljiink. A paraméterek kisérleti adatok (példdul ront-
gendiffrakcidval meghatarozott szerkezetek, infravorés spektrumok...), vagy kis rendszerekre
elvégzett, pontos kvantumkémiai szamitdsok alapjan hatdrozhaték meg.

Molekulamechanikai szamitdsaim sordn a Schrodinger Macromodel programcsomag hasz-
nalatakor az OLPS [30], a Gromacs molekuladinamikai programcsomag haszndlatakor pedig a
CHARMM27 [31] erstereket alkalmaztam. Mindkét erGtér szerves molekuldkhoz, azon beliil
is leginkdbb biomolekuldkhoz lett kifejlesztve és optimalizdlva.

A molekuladinamikai szimul4cidk sordn alkalmazott CHARMMZ27 er6tér kizardlag a ter-
mészetben el6fordul6 fehérjeépité aminosavak paramétereit tartalmazza. Ezzel az er6térrel te-
hat az 1.1 tablazatban szerepld inhibitorok nem vizsgédlhatok. A problémdra megoldast jelent
az erOtér parametrizdldsa, tehdt az inhibitorokban el6fordulé nem természetes aminosavak és

kotések paramétereinek az erStérbe illesztése.

2.3.2. Energiaminimalizacio

A fent bemutatott energiatagok Osszegeként értelmezett potencidlis energia minden geometria
esetén meghatdrozza az erStéren értelmezett potencidlisenergia-feliilet egy pontjat. A kvan-
tumkémiai mddszerekhez hasonldan erSteres mddszerek esetén is lehetdség van a kiinduldsi
szerkezethez legkozelebb esd lokalis minimum keresésére. A modszer kisebb rendszerek ese-
tén is alkalmazhat6 eléminimalizacidként a pontosabb kvantumkémiai szamitas el6tt, nagyobb
rendszerek esetén pedig a nagy szdmitasigényi kvantumkémiai médszerek helyett hasznélhato.
Az energiaminimalizaci6hoz hasznélhat6 algoritmusok koziil a legegyszertibb eljarés a leg-
meredekebb ereszkedés (steepest descent) mddszer, melynek sordn a potencidlisenergia-feliilet
gradiensével ellentétes irdnyban torténik az ellépés a vonal menti keresés sordn taldlt minimum-
pontba. A mddszer hitranya, hogy a minimum kozelében lassan konvergdl, ezért a minimum
kozelében érdemes olyan eljarast alkalmazni, mellyel gyorsabban elérhetd a konvergencia.
Ilyen médszerek az un. konjugdlt gradiens eljardsok, melyek a kovetkezd 1épés kereséséhez
felhaszndljak az el6z6 derivaltak értékét is, ezzel javitva az eljards hatékonysdgat. Ezek kozé
tartozik a TNCG (Truncated Newton Conjugated Gradient) [32] mddszer is, amit az OLPS

er6térrel végzett szamitdsaim sordn alkalmaztam.

2.3.3. Molekuladinamika

Bonyolult potenciélisenergia-feliilet esetén az optimdlis szerkezet megtaldldsahoz nem elég
megkeresni a kiindulasi szerkezethez legkdzelebb esé lokélis minimumot, ugyanis a rendszer
sok lokdlis minimummal rendelkezhet, minket pedig 4ltaldban a rendszer globdlis minimuma-
hoz tartozé geometria érdekel. Ilyenkor olyan mddszereket kell alkalmaznunk, mely lehet6sé-

get nyujt a PES nagyobb részének bejarasdra. Az egyik ilyen médszer a molekuladinamikai
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szimulacid, mely az er6tér altal definidlt er6k felhaszndldsdval a rendszer 1d6fiiggd, klasszikus
mechanikai szimulacidja.
A szimuldci6 sordn a 2.3.1 alfejezetben bemutatott energiakifejezésekbdl meghatirozzuk az
atomok kozott hat6 erdket:
F = _8‘/(7”1,7“2...7"1\/)’ 2.13)
or;

ahol r; a potencidlisenergia fiiggvény 7. viltozdja. Az erdk alapjdn az atomok mozgasa Newton-

egyenletek megoldédsdval kaphat meg:

r,
miﬁ_tz — F, (2.14)

A két egyenlet numerikus médszerekkel oldhaté meg, megfeleléen megvalasztott 1épéskozok-
kel. Az egyes id6lépések kozott az erSket dllandonak tekintjiik, ezért fontos a 1€péskozok meg-
felel6 megvélasztidsa. A molekuladinamikai szimuldciok eredményeképpen a rendszer trajekto-
ridjat kapjuk, mely tartalmazza a vizsgalt rendszer részecskéinek koordinatdit minden 1d61épés-
ben.

A szimuldci6 sordn a részecskék diffundalnak, igy véges méretii rendszer szimul4cidja ese-
tén egyes atomok ,.kidszhatndnak™ a rendszerbdl. Ezt a problémat az Gn. periodikus perem-
feltételek bevezetésével keriilhetjiik el. A térben hat6 elektrosztatikus kolcsonhatdsok pontos
Osszegzéséhez is sziikség van a periodikus peremfeltételek bevezetésére. A vizsgélt molekulat
vagy komplexet egy dobozba helyezziik, melyet sajat mésolataival vesziink koriil. A doboz
feltolthetd oldészermolekuldkkal (a molekulamechanikai moédszerek a kvantumkémiai mod-
szereknél jelentGsen kisebb szdmitdsigénnyel rendelkeznek, ezért alkalmazhatunk explicit ol-
dészermodelleket) €s ionokkal, ezzel jol kozelitve az oldatbeli koriilményeket.

A molekuladinamikai szimulécidk el6tt dltaldban sziikség van a kiinduldsi szerkezet tobb
1épéses minimalizacidjara, mert az optimaélist6l tdvoli kiinduldsi szerkezetben tdl nagy erdk
1épnének fel, az azokbdl eredd hirtelen, nagy mértékli elmozdulasok pedig lehetetlenné tennék
a rendszer egyensilyi szimulacidjat.

A molekuladinamikai szimuldciék tobbféle termodinamikai sokasdgon végezhetdk, fiig-
gben attdl, hogy milyen termodinamikai fiiggvényeket tartunk dlland6 értéken. A legfontosabb

sokasdgokat a 2.1 tablazat tartalmazza.

Név Allando fiiggvények

Mikrokanonikus sokasdag N, V, U
Kanonikus sokasag N,V,T

[zoterm-izobér sokasdg N,PT

2.1. tablazat. Termodinamikai sokasdgok

A fentiek szerint tehat, amennyiben nem mikrokanonikus sokasdgon szeretnénk végezni a

szimuléciét, gondoskodnunk kell a hdmérséklet, és esetenként a nyomds allandé értéken tar-
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tasardl. A homérséklet rogzitett értéken tartdsdnak egyik legegyszeribb mddja a Berendsen-
termosztat [33] alkalmazasa, mely a rendszert egy hotartalyhoz csatolja, €s a részecskék sebes-

ségeit uigy skdldzza, hogy a h6mérséklet exponencidlisan relaxdljon a beéllitott értékhez:

AT Ty, T
&

(2.15)

A Berendsen-termosztat alkalmazdsaval nem kapunk szabdlyos kanonikus sokasdgot. Giovanni
Bussi és munkatarsai 2007-ben szdmoltak be az altaluk kifejlesztett, Berendsen-termosztathoz
hasonl6 algoritmusrél, mellyel szabdlyos kanonikus sokasdgot kaphatunk [34]. Az éltalam vég-
zett szimulécidk sordn is ezt a termosztatot alkalmaztam.

A nyomds dllandé értéken tartdsdhoz a doboz méreteit és az atomok pozicidjat kell a szimu-
laci6 sordn a kivant nyomdshoz igazitani. Erre megfelel6 megoldast nytjt Berendsen algorit-

musa [33].
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3. Elvégzett szamitasok és eredmények

3.1. A két PG2-Dap izomer azonositasa

Az 1.1 tdblazatban bemutatott PG2 inhibitorok k6zos tulajdonsdga, hogy a 3-as poziciéban
taldlhaté aminosav az oldallancédn keresztiil, amidkotés €s tioéter kotés segitségével van Ossze-
kapcsolva a 11-es pozicidban taldlhat6 ciszteinnel. A 3.1 dbran lathaté a beépitett atkotés se-
matikus szerkezete lizin oldalldnc esetén. A szamozott CH, csoportok hidnyoznak a lizinnél 1,

2, 3, illetve 4 CH, csoporttal rovidebb oldalldnci aminosavakbol.

4
H,C—N
2 H,C cﬁ C—CH
2L=—CLH; =CLH;
Lys3 cﬁz 3 o// \S—CHZ
I }.Wv
Cysll

3.1. abra. A PG?2 inhibitorokban talalhaté linker sematikus szerkezete

A peptidek szintézise és tisztasdgvizsgalata sordn kideriilt, hogy a diaminopropionsavat tar-
talmazo peptid esetén két izomert sikeriilt eldéllitani, melyek inhibicids hatasa kis mértékben
kiilonbozik. Els6é célom a két PG2-Dap izomer azonositdsa volt, ugyanis ezek szerkezetének
ismerete sziikséges a tovabbi vizsgilatokhoz. Az egyre rovidiil6 atkotések miatt redlisnak tlinik
a feltételezés, hogy a két izomer az atkotés amidkotésének térallasban kiilonbozik egymastol.

A feltételezés igazolasdra a Schrodinger Macromodel szoftvert haszndlva un. drive-szamoldsokat
végeztem. Ennek sordn a kivélasztott torzids szoget a kiinduldsi (transz) szerkezethez képest
30°-o0s 1épésenként elforgattam, majd minimalizaltam a kapott szerkezeteket. Ehhez az OLPS
erGteret alkalmaztam, a minimalizdlast a TNCG-mddszerrel végeztem el. A 3.2 dbran l4thatok
a kapott eredmények.

Jol lathato, hogy a PG2-Agl peptid kivételével minden esetben a transz (a diéderes szog
180°-0s) izomer a stabilabb, a linker hosszanak csokkenésével azonban csokken a transz és a
cisz izomerek energiakiilonbsége, s6t, a legrovidebb valtozat esetén meg is fordul az energia-
sorrend. Természetesen ezek a szdmitasok er6sen kozelitd jellegliek, a cisz-transz izoméridra
vonatkoz6 feltevést azonban igazolni latszanak, hiszen a PG2-Dap inhibitor esetén a legkisebb

az energiakiilonbség a két izomer kozt, igy ebben az esetben véarhatd, hogy mindkét izomer
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3.2. dbra. A drive szdmitdsok eredményei

jelen lehet. Mindenképpen figyelmet érdemel az az eredmény is, hogy a PG2-Agl peptid esetén
a cisz forma a stabilabb, ugyanakkor éppen ez az a peptid, mely meglep6 mddon - a vart ten-
denciit megforditva - sokkal kevésbé hatékony inhibitor, mint az egy nehézatommal hosszabb
linkert tartalmazé peptid.

A fenti kovetkeztetések igazoldsa €s az energiakiilonbségek pontosabb meghatarozasa cél-
jabdl kvantummechanikai szamitdsokat is végeztem a PG2-Dap és a PG2-Agl cisz és transz
izomereire. A szdmitdsokat DFT szinten végeztem, B3LYP hibrid funkciondl haszndlatdval, 6-
31G** bazison. A 210, illetve 213 atomot tartalmazé rendszerek nagy méretére val6 tekintettel
nem volt lehetdségem ennél magasabb elméleti szintii mddszert €s nagyobb bazist alkalmazni.
A szamit4sok sordn a vizes kozeget a Poisson-Boltzmann egyenlet megoldasan alapulé mod-
szerrel vettem figyelembe. Az igy, olddszer figyelembe vételével végzett iterativ geometria
optimélds nem konvergalt, ezért az oldoszerbeli energidkat a vakuumban optimélt szerkezet

szolvaticidjaval hatdroztam meg. A kapott energidkat a 3.1 tablazat tartalmazza.

Név E/E,

PG2-Dap transz  -5768,168670
PG2-Dap cisz -5768,155168
PG2-Agl transz  -5728,841546
PG2-Agl cisz -5728,857939

3.1. tdblazat. DFT szamitdsok eredményei

Lathatd, hogy a varakozdsoknak megfeleld eredményt kaptuk. A PG2-Agl izomerek kozti
energiakiilonbség 43,04 kJ/mol a cisz izomer javara, mig a PG2-Dap izomerek kozti energiakii-

lonbség kisebb, 35,45 kJ/mol a transz izomer javdra. A fenti eredmények alapjan valdszintileg
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helyes az eredeti feltevés, az izoldlt két izomer a linker amidkotésének transz €s cisz izomere
lehet.

3.2. Az inhibitorok molekuladinamikai vizsgalata

Célunk az inhibitorok eltérd hatékonysdganak szerkezet alapii magyarédzata volt. Ehhez minde-
nek el6tt ismerni kell a vizsgalni kivant inhibitorok oldatbeli szerkezetét, melyet legegyszeriib-

ben molekuladinamikai szimuldciok segitségével kaphatunk meg. Ehhez az el6z6 alfejezetben

bemutatott drive szamitdsok sordn kapott legalacsonyabb energidji szerkezetekbdl indultam ki.

3.2.1. Az erotér parametrizalasa

A molekuladinamikai szimul4dcidk sordn a Gromacs programcsomagot hasznadltam a CHARMM?27
erdtérrel. A programcsomag €s a benne taldlhaté erdterek bioldgiai makromolekuldk (nuklein-
savak és fehérjék) vizsgdlatara lettek kifejlesztve. Az dltalam vizsgalni kivant inhibitorok azon-
ban a természetes peptidekben és fehérjékben nem el6fordulé aminosavakat (Dap, Dab, Agl,
Orn) tartalmaznak, melyek a Cys11 aminosavval a természetes peptidekben nem megtaldlhat6
kotésen keresztiil vannak Osszekapcsolva. A CHARMM?27 erdtér tartalmazza a természetes
aminosavak paramétereit (a 2.3.1 alfejezetben bemutatott kifejezésekben szerepld, atomtipustol
fliggd paraméterek értékét), a nem természetes aminosavak paramétereit azonban meg kell adni
a szimuldci6 eldtt, ahogy ezt a 2.3.1 alfejezetben is lattuk. Fontos a paraméterek minél pon-
tosabb megaddsa, hiszen az erGteres mddszerek csak megbizhat6 és pontos paraméterkészlet
alkalmazdasa esetén adhatnak megbizhat6é eredményeket.

A parametrizalds sordn a lizin aminosav CHARMM?27 erdtérben taldlhaté paramétereibdl
indultam ki, hiszen ezek az aminosavak a lizinbdl vezethetdk le az oldallanc hosszanak csok-
kentésével. A kapcsolds sordn 1étrejové amidkotés paramétereire kiilondsen nagy hangstlyt
kellett fektetni. Sziikség volt az atomi toltések, a geometriai paraméterek, egyes esetekben pe-
dig a torios szogek meghatdrozdsara is. Ehhez a PG2 molekulan DFT szamitasokat végeztem
6-31G** bazison a Schrodinger Jaguar program segitségével. Az igy kapott paramétereket,
és a lizin esetén az erGtérben mar megtaldlhatd paramétereket felhaszndlva az erdtérbe beil-
lesztettem az 1ij aminosavakra vonatkoz6 informécidkat. Az ily médon tovabbfejlesztett erStér

segitségével a vizsgdlni kivant peptidek mar probléma nélkiil modellezhet6k.

3.2.2. A szimulaciok menete

Az er6tér parametrizdldsa utdn elkezdhettem az inhibitorok vizsgalatit. A szimuldcidkat min-
den esetben a drive szamitdsokbdl kapott optimélis szerkezetbdl kiindulva végeztem Kivételt
képez ez aldl az aminoglicint tartalmazé inhibitor, ahol a transz allasu izomerbdl inditottam a
szimulaciét. Ennek oka az volt, hogy a rendszer viselkedésérdl fontos informacidkat hordoz az

is, hogy a szimuldcié sordn a linker amidkotése képes-e a kedvezdbb, cisz allasba atfordulni.
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Tovabbi ok, hogy a késdbbi vizsgalatok sordn sziikség lehet a transz izomer szerkezetének is-
meretére is. A 2.3.3 alfejezetben lattuk, hogy a molekuladinamikai szimuldcidk el6tt a rend-
szert egyensulyba kell juttatnunk, kiilonben a til nagy er6kbdl ered6 til nagy gyorsuldsok miatt
nem tudjuk a rendszert egyensulyban szimuldlni. A szimulédciét ezért egy négy 1épéses mini-
malizéci6 elozte meg, melynek sordn eldszor a vizmolekuldk helyzetét optimalizdltam merev
inhibitor mellett, majd harom 1épésben feloldottam a peptidre vonatkozd megkotéseket, és a
vizzel egyiitt minimalizdltam a szerkezetet. Ez utdn hdrom, 200 ps hosszisdgu eldszimuldcié
kovetkezett, melyek sordn az el6zdekben latott csokkend erdsségli kényszerek segitségével to-
vabb optimalizdltam a vizmolekuldk és a peptid atomjainak helyzetét. Az utolsé el6tti 1épés
egy kanonikus sokasdgon végzett, 200 ps hosszu el6szimulédcié volt, melynek célja a nyomas
stabilizdldsa. Az igy egyenstilyba hozott rendszeren, dllandé nyomds és homérséklet mellett
végeztem a molekuladinamikai szimuldcidkat. Az id6lépések hossza minden esetben 0,002 ps,
a hdmérséklet 300 K volt. A toltéseket Na™ és Cl~ ionok semlegesitették, az ionerdsséget 0,15
M NacCl-al allitottam be. A szabad inhibitorok szimuldcidja sordn a dobozban a peptiden kiviil
koriilbeliil 1600 vizmolekula volt.

3.2.3. Eredmények

A fent bemutatott médon végrehajtott elsé szimuldciék hossza 300 ns volt. A szimuldcidk
sordn célunk a rendszer egyensulyba juttatdsa, majd az egyensulyi viselkedése alapjan kovet-
keztetések levondsa. Ehhez a szimuldciot a rendszer egyensulyba jutdsdig kell futtatni, majd
az egyensulyi trajektdria vizsgdlata alapjan lehet kovetkeztetéseket levonni. Az egyenstlyba
jutds ellendrizhet6 a kiinduldsi szerkezettdl valo6 RMS eltérések véltozasanak vizsgdlatdval. A
3.3 dbra az RMSD értékek tipikus valtozdsat mutatja a vizsgalt inhibitorok esetén, a PG2-Dab
péld4jan bemutatva.
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3.3. abra. Az RMSD értékek valtozasa a PG2-Dab inhibitor esetén

Jol latszik, hogy az RMSD értékek alig valtoznak a szimuldcid sordn, igy az inhibitorok
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vizsgélatdhoz rovidebb szimulaciok is elegenddk. A futtatott szimuldciok hossza véltozo volt
az egyes inhibitorok esetén, a fentiek alapjan azonban latszik, és az RMS eltérések valtozasanak
vizsgalatdval minden esetben meg is bizonyosodtam réla, hogy ez a levonhaté kovetkeztetéseket
nem befolyésolja.

Molekuladinamikai szimuldcidkat végeztem az Osszes, PG2 alapu inhibitorra. A Dap és
Agl aminosavakat tartalmazo peptidek esetén vizsgéltam a transz és a cisz izomereket is. A
PG2-Agl peptid esetén ehhez az erStér paraméterei kozt csokkentettem a cisz és a transz formak
kozti energiagdt magassdgat, melynek hatdsara az eredetileg transz formdbdl inditott szimuldcid
sordn a stabilabb, cisz formdban jutott egyensulyba a rendszer. Erre azért volt sziikség, hogy a
cisz és a transz forma kiilon-kiilon vizsgélhaté legyen, ami sziikséges ahhoz, hogy a cisz forma
stabilitidsara magyardzatot adhassunk.

A 3.1 alfejezetben lattuk, hogy a PG2-Agl inhibitor a tobbi peptidtdl eltérden viselkedik, a
linker amidkotésének cisz form4jat preferdlja. Erre a viselkedésre a cisz és a transz izomerek
konformdcidjanak ismeretében szerkezeti magyardzat adhat6. Az egyensulyi trajektéria alapjan

szamolt atlagszerkezetek a 3.4 dbra mutatja.

cisz-izomer transz-izomer

3.4. dbra. A PG2-Agl izomerek oldatbeli atlagszerkezete (a cisz €s transz amid részleteket
kiemeltem)
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A cisz izomer esetén megfigyelhetd, hogy a szerkezetet hidrogénhidak stabilizaljak, béta
redds szerkezet alakul ki, ami megszokott a Bowman-Birk inhibitorok esetén. Kiemelendd,
hogy a cisz izomer esetén hidrogénhid alakult ki a Val10 aminosav karbonil oxigénje és a Ser4
amid nitrogénje kozt, mely a transz izomer esetén nem tudott kialakulni. A transz izomer ese-
tén a VallO karbonil oxigénje a sikbol kifordul (ezt a 3.4 dbran lathaté nyil mutatja), mert a
Val10 amidkotésének N-H dipdlusa kedvez6bb elektrosztatikus kornyezetet teremt a linker f6-
lanc sikjaba kényszeriil6 karbonil oxigénje szdmara. A fentiek miatt tehat nem képes kialakulni
a kedvez0, béta redds szerkezet, ami a transz izomer magasabb energidjat magyardzza. A tobbi
inhibitor esetén a hosszabb linkerbdl ad6d6 nagyobb mértéki flexibilitds miatt nem meriil fel
ez a probléma.

A PG2-Dap esetén is sziikség volt mindkét izomer modelljének eldéllitdsara, azonban a
PG2-Agl esetén latott megolddssal nem lehetett eléallitani a cisz izomer modelljét, hiszen eb-
ben az esetben a transz forma a stabilabb, a cisz allasbdl inditott szimulacidk soran ezért az
amidkotés transz dlldsba fordult at. A cisz izomer modelljének el6allitisahoz emiatt az erGtér
paramétereit ugy modositottam, hogy a linker amidkotésének torzids szogét megadd energia-
fliggvénynek kizardlag 0°-ban legyen minimuma. A cél ebben az esetben is csak a cisz izomer
modelljének elballitdsa volt, melyre sziikség lesz a tovabbi vizsgélatok sordn, ezért nem okoz
problémat a redlistdl eltérd potencidlfiiggvény alkalmazdsa. A tobbi inhibitor esetén elég volt
a jelentdsen stabilabb transz izomer szimuldcidja, amihez nem volt sziikség az er6tér tovabbi
modositdsara.

Molekuladinamikai szimuldcidkat végeztem az 0sszes inhibitor védett valtozatdnak szabad,
enzimhez nem kotott formdjara, a kapott szerkezetek f6lancdnak konformécidjat a 3.5 és a 3.6
abrak mutatjak. Az dbrakon kék szin jeloli a PG2, narancs szin a PG2-Orn, élénk lila a PG2-Dap
cisz, kékes lila a PG2-Dap transz, €s piros szin a PG2-Agl peptideket.

Megallapithato, hogy a szerkezetek egymadstdl eltérnek, azonban a szerkezetek alapjan nem
azonosithat6 olyan, szisztematikus eltérés, ami magyarazatot adhatna az eltér6 hatékonysagra.

Az eldzbekben lattuk, hogy a leghatékonyabb inhibitornak az Ac-SFMI2-NH, bizonyult.
Feltételezhetd, hogy az tj inhibitorok anndl hatékonyabbak, minél jobban hasonlitanak a védett
SEMI2-re. Ennek vizsgdlatdhoz kiszdmoltam a PG2 inhibitorok f6lancanak SFMI2-héz viszo-
nyitott RMS eltérését. A szamoldst két modon is elvégeztem: egyik esetben a teljes inhibitort
(1-14. aminosavak) hasonlitottam az SFMI2-h6z, a mésik esetben pedig csak az inhibitorok
aktiv régidjat tartalmazo béta szdlait (1-8. aminosavak) hasonlitottam 0ssze, hiszen a kotédést
ez befolydsolja leginkdbb. Az eredményeket a 3.2 tablazat tartalmazza.

A kapott eredményekbdl kideriil, hogy nincs egyértelmi Osszefiiggés az SEFMI-2-hoz val6
hasonldsag mértéke és az inhibitor hatékonysiga kozt, ezért a tapasztalatok magyardzatahoz
mds mddszert kell keresni.

Az 1.3.1 alfejezetben lattuk, hogy az irodalomban a Bowman-Birk inhibitorok merev, hid-
rogénhidakkal stabilizalt szerkezetének tulajdonitjak a nagy hatékonysagukat [20]. Realis felté-

telezés ezért, hogy az 1j inhibitorok mozgékonysdganak vizsgélataval kovetkeztethetiink azok
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3.6. dbra. Az inhibitorok étlagszerkezete a linkerrel (oldalnézet)

hatékonysdgdra. A szimuldlt peptidek mozgékonysdga az tin. B-faktorok kiszdmitdsaval vizs-
gdlhat6. Ehhez sziikség van az egyes atomok RMSF (root mean square fluctuation) értékeire,

melyekbdl a mozgékonysdgra jellemzd B-faktorok a kovetkezd Osszefiiggés segitségével szd-
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Név RMS /A (1-14) RMS/ A (1-8)

Ac-PG2-NH, 3,99 2,42
Ac-PG2-Orn-NH, 1,41 1,58
Ac-PG2-Dab-NH, 3,12 1,93
Ac-PG2-Dap-NH, transz 2,39 1,64
Ac-PG2-Dap-NH; cisz 0,93 0,91
Ac-PG2-Agl-NHj; cisz 2,59 1,93

3.2. tablazat. PG2 inhibitorok Ac-SFMI2-NH,-t61 valo eltérése

mithatok ki:

B; = 8?”2 -RMSF?. (3.1)
A peptid mozgékonysdganak vizsgalatdhoz kiszdmoltam a peptid f6ldnc atomjainak atlagos B-
faktorat. Azt is lattuk az irodalmi Osszefoglaléban, hogy a MASP2 enzim szubsztritjainak
P1 pozicidéjaban arginin vagy lizin taldlhat6, mely az enzim szubsztratspecificitisi zsebében
talalhaté Asp627 oldalldncaval alakit ki hidrogénhidat. Ezek alapjdn a kotddés elengedhetetlen
feltétele, hogy az inhibitor Arg5 aminosavanak oldallinca be tudjon keriilni a szubsztratkotd
zsebbe, amihez sziikség lehet arra, hogy az Arg5 aminosav oldalldnca kell6képpen mozgékony
legyen. Ehhez kiszdmoltam az oldalldnc atomjaira jellemz6 atlagos B-faktorokat. A kapott

B-faktorokat a 3.3 tablazat tartalmazza.

Név Atlagos f6ldnc B-faktor [nm?] ~ Arg5 oldalldnc B-faktor [nm?]
Ac-PG2-NH, 1,31 3,69
Ac-PG2-Orn-NH, 1,21 3,86
Ac-PG2-Dab-NH, 1,33 3,65
Ac-PG2-Dap-NH, transz 1,40 3,48
Ac-PG2-Dap-NH; cisz 1,28 4,61
Ac-PG2-Agl-NHj; cisz 1,32 4,98
Ac-SFMI2-NH, 1,32 5,16

3.3. tablazat. B-faktorok

Az adatokbdl kideriil, hogy sem a f6ldnc, sem az Arg5 oldallinc mozgékonysdgdnak val-
tozdsa nem magyardzza az inhibitorok eltéré hatékonysigat. A fentiek alapjin arra a kovet-
keztetésre jutottunk, hogy az inhibitorokat 6nmagukban vizsgalva nem tudjuk megmagyardzni
a hatékonysagukban tapasztalt kiilonbségeket, ezért az enzimet és a peptideket egyiitt kezelve

meg kell vizsgdlnunk az inhibitorok és a MASP2 enzim kolcsonhatdsait.
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3.3. Inhibitor - MASP2 komplexek vizsgalata

7 2z

Az el6z0 alfejezetbdl kidertilt, hogy az inhibitorok énmagukban torténd vizsgalatdval nem tu-
dunk magyardzatot adni azok eltérd hatékonysagara, ezért az enzimet és az inhibitorokat egyiitt
kell vizsgdlnunk. Mivel nagy rendszerr6l van szo, erre a legjobb médszert a molekuladinamikai
szimulaciok nyujtjdk. Ehhez ebben az esetben is a Gromacs programcsomagot alkalmaztam
az elézdleg parametrizdlt CHARMM?27 erdtérrel. A szimuldcié menete a szabad inhibitorokon
végzett szimuldcidkhoz hasonlé volt, a szimul4cié paraméterei azzal megegyeztek. A dobozban
a komplexen kiviil koriilbeliil 7000 vizmolekula volt. A szimulaciokhoz sziikség volt a MASP2
szerin protedz domain aktiv konformécidjanak rontgendiffrakcidval meghatarozott szerkeze-
tére [35], melyet a PDB adatbazisbdl toltdttem le, PDB kédja 1Q3X.

Célunk elsdként az egyes inhibitorok hatékonysdgat befolyasolo tényezdk azonositasa volt.
Ehhez mindenképpen vizsgdlnunk kellett a leghatékonyabbnak bizonyult Ac-SFMI2-NH, in-
hibitort, ugyanis a tobbi inhibitor kotddését ehhez célszerli hasonlitani. Ezen kiviil sziikség
van a legkevésbé hatékony, Ac-PG2-NHo, illetve a tioéter kotést tartalmazo inhibitorok koziil
a leghatékonyabb, Ac-PG2-Dap-NH; peptid mindkét izomerének vizsgalatira. Mindenképpen
sziikséges kiilon vizsgdlni az Ac-PG2-Agl-NH; inhibitor és az enzim kolcsonhatésait, hiszen
fontos kérdés, hogy miért fordult meg a tendencia az atk6tés hosszanak csokkenésekor. Az
inhibitorok kotédése kozt megfigyelhet6 kiilonbségek megerdsithet6k a masodik leggyengébb,
Ac-PG2-Orn-NH; inhibitor vizsgalatdval. A szimuldcidk sordn az enzim kristalyszerkezetébdl
indultam ki, mig a szimuldcidkat vizes kozegben végeztem. Fontos, hogy képesek legyiink
megkiilonboztetni a szolvatdcid hatdsat az inhibitor kotddésének hatdsatol, ezért mindenképpen
sziikséges a szabad, inhibitort nem tartalmazé enzim szimulacidja is a komplexekkel megegyezd
koriilmények kozt.

Els6 1épésként ossze kellett dllitani az inhibitor-enzim komplexeket a szimuldci6hoz. A
molekuladinamikai szimuldcidk 6nmagukban nem alkalmasak a kotShely megtaldldséra, igy a
komplexek Osszedllitdsakor fel kell haszndlnunk a kotddéssel kapcsolatos eldzetes informacio-
inkat, és azoknak megfelelden kell az inhibitort az enzimben elhelyezni. Az 1.2 alfejezetben
lattuk, hogy a MASP2 szubsztritspecifitdsat tekintve egy tripszin tipusu szerin protedz, mely
a peptidkotést arginin aminosav utdn hasitja. A szubsztrat kivadlasztasat és megkotését az en-
zim kotdzsebében a P1 argininnel szemben elhelyezkedd Asp627 aminosav segiti, mely a P1
argininnel két hidrogénhid kotést képes kialakitani. A szimuldcidk eldtt ezért az inhibitorok
Arg5 oldallancét el kell helyezniink a kot6zsebben. Ezt az OLPS er6tér segitségével végzett
minimalizacid és megfeleld kényszerfeltételek alkalmazédsdval végeztem el.

Az elsd szimuldcidkat az igy elokészitett komplexeket hasznalva inditottam el, melyek soran
a Ac-PG2-(cisz)Agl-NH; €s az Ac-PG2-(transz)Dap-NH, peptideket vizsgaltam. A szimulaci-
okat megel6z6 minimalizald és egyensilyt bedllit6 1épéseket olyan minimalizal6 és eldédinami-
kai lépésekkel egészitettiik ki, melyek sordn az inhibitor szabadabban mozog az enzimnél. Ezek

célja, hogy a peptidek felvehessék a kotédéshez sziikséges konformécidjukat anélkiil, hogy az
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enzim szerkezetét nagy mértékben megvaltoztatndk, ugyanis ellenkez$ esetben az enzim vald-
sdgban nem el6forduld konformacidjaval végeznénk a vizsgélatokat, melyekbdl nem lehetne
kovetkeztetéseket levonni.

Szimul4cidinkat 150 ns-ig futtattuk a NIIF szegedi szuperszamit6gépén, mely id6 alatt az
RMS eltérések alapjan bedllt az egyensuly, igy az egyensulyi trajektdria vizsgalhaté volt. A
két kapott szerkezet kozott jelentds eltérések mutatkoztak. Az eredmények bemutatdsa soran
az inhibitorokban taldlhaté aminosavak szdmozdsa 1-t6l 14-ig, mig az enzim esetén a szdmozas
433-t0l 686-ig tart. A kotddés szempontjabol egyik leglényegesebb szempont az inhibitor Arg5
(P1) oldalldnc nitrogénjeinek €s az enzim Asp627 oxigénjeinek a tdvolsdga, hiszen a szubsztrit
kotédésének feltétele, hogy kialakuljon a két oldallanc kozti hidrogénhid, ezaltal a szubsztrat
a kotéarokban rogziiljon. Szembetling a kiilonbség: az Ac-PG2-(cisz)Agl-NH; inhibitor ese-
tén a trajektoria utolsé 50 ns-dban az ArgS oldalldnc nitrogénjei a szerkezetek 13%-aban az
enzim Ser653 karbonil oxigénjével, 21%-4ban pedig a Ser657 karbonil oxigénjével 1étesitet-
tek hidrogénhidkotést. Viszonylag erds hidrogénkotés figyelheté meg egy oldalldnc nitrogén
és a Ser657 karbonil oxigénje kozott, mely a szerkezetek 98%-dra volt jellemzd. Kiemelendd,
hogy a szubsztratspecifitasért felelos Asp627 oldallancdhoz egyaltalan nem kot6dott az ArgS
oldallanc. Ennek oka, hogy az Arg5 oldallanc a szubsztratspecificitdsi zseb ,,faldval” alakitott
ki hidrogénhid kotéseket, nem nyult be a zseb aljan 1évd Asp627 oldallancdhoz. Kiilon ki-
emelendd, hogy az Ace-PG2-(cisz)Agl-NH, inhibitor a trajektdria egyes pontjaiban kiilondsen
eltadvolodott az enzimtdl, kizar6lag az Arg5 oldallanc kotédott hozza.

Az Ace-PG2-(transz)Dap-NH, inhibitor esetén az Arg5 oldalldnc mindkét nitrogénje képes
hidrogénhidkotést kialakitani a Ser657 karbonil szénatomjdval, mely a szerkezetek tobb, mint
99%-aban megjelenik. Ellentétben a kisebb linkert tartalmazé inhibitorral, az Arg5 oldalldnc
nitrogének és az Asp627 oldallanc oxigénjei kozti hidrogénhid kotés ebben az esetben a szer-
kezetek tobb, mint 99%-aban megjelent. Ezen kiviil az atlagszerkezetben megfigyelhetd volt
néhany hidrogénhid kotés az inhibitor f6lanca és az enzim kozt, ezek azonban elég gyenge
kotések voltak. A Dap3 karbonil oxigénje és a Trp655 gylri nitrogénje kozti hidrogénhid a
szerkezetek 78%-at, az aminotermindlis véddcsoport karbonil oxigénje és az Arg609 amid nit-
rogénje kozti hidrogénkotés a szerkezetek 38%-at, mig a Gly1 karbonil oxigénje €és a Gly528
amid nitrogénje kozti hidrogénhid a szerkezetek 41%-at jellemezte. Figyelemre méltd, hogy
ekodzben az inhibitor stabil, béta-red6s szerkezete megmaradt, melyet az erds intramolekulé-
ris hidrogénhidkotések jeleznek: a Tyr2 karbonil oxigénje és az Ile12 amid nitrogénje kozt a
szerkezetek 98%-aban, a Tyr2 karbonil oxigénje €s a linker amid nitrogénje kozt a szerkezetek
93%-aban, a Vall0 karbonil oxigénje és a Ser4 amid nitrogénje kozt a szerkezetek 87%-aban,
az Ile12 karbonil oxigénje €s a Glyl amid nitrogénje kozt pedig a szerkezetek 99%-4ban volt
megfeleld tavolsag bels6 hidrogénhid kialakuldsahoz.

A fenti eredmények kiértékelése sordn megallapitottuk, hogy az inhibitorok nem az 1.3.2
alfejezetben bemutatott irodalmi adatoknak és az eddigi, mas inhibitorok esetén elvégzett szi-

mulaciéknak megfelel6 mdédon kotddtek az enzimhez. Az ArgS oldallancan kiviil nem alaki-

30



tottak ki er6s hidrogénhidakat az enzimmel. Kiilon figyelmet érdemel, hogy a P1 aminosav
karbonil szénatomja nem keriilt kozel az enzim Ser633 aktiv szerinjéhez. A trajektoria egyen-
sulyi szakaszan az Ace-PG2-(cisz)Agl-NH; esetén a Ser633 oxigénjének €s az Arg5 karbonil
szénatomjanak tdvolsaga atlagosan 7,2 A volt, mig a masik vizsgalt inhibitor esetén ez a tavol-
sag 8,12 A. Az enzim szubsztratkStésének fontos része, hogy ez a két atom egyméashoz kozel
helyezkedjen el, hiszen a protedz csak igy képes a peptidkotést hasitani. Kordbban lattuk, hogy
az irodalmi adatok szerint a Bowman-Birk inhibitorok is szubsztratként kotédnek az enzimhez,
igy meg kellett vizsgélni ennek a furcsa eredménynek az okat.

Jogosan feltételezhetd, hogy az Uj peptidek is az irodalmi adatok alapjan vart médon ko-
tédnek, ezért 1j kiindulasi szerkezeteket készitettiink. Kutatécsoportunkban kordbban késziilt
szimulécid a lancvégi véddcsoporttal nem rendelkezd SFMI2 inhibitor MASP2-vel alkotott
komplexérdl, melyben az SFMI-2 az irodalmi adatok alapjan vart médon kotddott az enzim-
hez. Az akkor kapott szerkezetet felhaszndlva készitettiik el az 4j komplexeket, melyekkel a
fent bemutatott médon végeztiik a szimulacidkat a NIIF szegedi szuperszamitogépén €s a kuta-
técsoportunk szdmitégépein.

Az inhibitor ebben az esetben az el6z6 szimuldciok eredményétdl nagy mértékben eltérd
helyzetben kot6dott a protedzhoz, ahogy azt a 3.7 dbra mutatja a linkerben Dap aminosavat tar-
talmaz6 enzim példajan szemléltetve. Ez a szerkezet az irodalmi adatok alapjan vart kotddésnek

felel meg.

3.7. dbra. Az Ace-PG2-(transz)Dap-NH; két kotddési médja

Az abrén piros szinnel jeloltem az elsd, gyengén kotott komplexet, zold szinnel pedig a ma-
sodik, szorosan, a kotéarokban kotott komplexet tartalmazd szimulacié eredményeit. A zold

szinnel jelolt inhibitor a kotdarokkal parhuzamosan helyezkedik el, igy az inhibitor szoros ko-
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tédésének felel meg. A fenti eredmények alapjdn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a bemu-
tatott két kotodési mod a szubsztrat megkotésének két fazisat mutatja be. Az elsd szimulaciok
soran lattuk, hogy a peptid P1 argininje bekotott a szubsztratspecificitdsi zsebbe, a peptid tobbi
része viszont még nem alakitott ki szoros kapcsolatot az enzimmel. Ennek ellenére a trajektdria
vizsgdalatakor kotott, stabil szerkezetet lattunk, ami egy stabil koztes allapotra utal. A tovdbbi
szimuldciok sordn mar kialakultak az enzim és a szubsztrat kozti kotést stabilizdlo hidrogén-
hidak, ekozben a szubsztrit P1 argininjének karbonil szénatomja a katalitikus tridd kozelébe
keriilt. Az eredmények alapjan feltételezhet6, hogy az enzim szubsztritjai fiziol6gids koriilmé-
nyek kozott tobb 1épéses mechanizmus szerint kotddnek a protedzhoz. Az arginin jelenléte és
megkotddése a szubsztratspecificitdsi zsebben nem elegendd ahhoz, hogy az adott peptid vagy
fehérje a protedz szubsztritja legyen, ehhez tovabbi feltételek teljesiilése sziikséges: a P1 ami-
nosav kot6dése utdn a kornyezetében taldlhaté aminosavaknak is specifikus kolcsonhatdsba kell
1épniiik az enzim szubsztratk6té drkdval ahhoz, hogy az enzim hasitani legyen képes a peptid-
kotést. A P1 arginin karbonil szénatomja csak a peptid és a fehérje kozti f6lanc hidrogénhidak
kialakuldsa utdn keriilt a katalitikus tridd kozelébe.

Kiilon figyelmet érdemel az inhibitorok Tyr2 oldalldnca, melynek elhelyezkedése kiilono-
sen fontosnak bizonyult a kotddés sordn. A két szimuldcid kozti kiilonbségek vizsgalatakor

7 s

megfigyelhetd volt, hogy az irodalmi adatoknak megfeleld kotddéshez a Tyr2 gy(riijének be
kell ékelddnie az enzim Trp655 és Tyr607 gytrdi koz¢é, mely az elsd szimuldcidk sordn nem
tortént meg. A szorosan kotott komplexeket eredményezd szimuldcidk sordn a Tyr2 oldallanc a

véartnak megfelelden helyezkedett el.

3.3.1. A lancvégi védocsoport hatasa

Az 1.3.2 alfejezeben lattuk, hogy az SFMI2 esetén a lancvégi védSesoport jelenléte novelte a
peptidek MASP2 gitl6 hatdsat. Erre a jelenségre még nem sziiletett magyarazat, ezért a MASP2
véddcsoport nélkiili és a védett SFMI2 inhibitorokkal alkotott komplexeit kiilon megvizsgél-
tam. A nem védett SFMI2-vel alkotott komplex szimuldcidja kutatécsoportunkban kordbban
megtortént, igy az dsszehasonlitds sordn ezeket az eredményeket is felhaszndltam.

Osszevetettem az dltalam kapott, védett SFMI2-t tartalmazé komplex szerkezetét a az SFMI2
lancvégi védbcsoporttal nem rendelkezd valtozataval végzett szimulaciok, és az SGMI2-vel al-
kotott komplex, illetve a szabad enzim szerkezetével. Az egymadsra illesztett szerkezeteket a 3.8
abra mutatja.

Jol lathat6, hogy a lancvégi véddesoporttal ellatott peptid esetén a 3-as hurokrégié ugyan-
olyan atalakuldson esett 4t, mint ami az SGMI2-vel alkotott komplex kristdlyszerkezetében
lathat6. Kiilon figyelmet érdemel, hogy a lancvégi véddcsoportot nem tartalmazé peptid esetén
ez az elmozdulds nem kovetkezett be. Ezek alapjan megéllapithatd, hogy az elmozdulés a lanc-
végi véddcsoport €s a hurokrégié kolcsonhatasanak kovetkezménye. Ez a hatds magyarazhatja

a véddcsoporttal elldtott peptidek nagyobb hatékonysdgat is, ugyanis az elmozdulds hatdsara
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®  Masp2 kristalyszerkezet
@®° Masp2/ SGMI kristalyszerkezet
® Masp2 modell

©® Masp2/ Ac-SFMI-NH2 modell
® Masp2/SFMI modell

3.8. dbra. Az eredmények Osszevetése kordbban meghatdrozott szerkezetekkel (a 3-as hurokré-
gi6 elmozdulésat nyil jelzi)

egy hidroféb zseb nyilik ki, ahogy azt a 3.10 és a 3.9 dbrdk mutatjdk.

hidroféb zsebet
eltorlaszol6 3-as hurok

3.9. dbra. Véddicsoport nélkiili SFMI2 kotédése (a hidroféb zseb nem alakult ki)
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3.10. dbra. Védett SEMI2 kotédése. Hidrofob zseb kialakuldsa a 3-as hurokrégié elmozduldsa-
val.

Az 4bran lathatd, hogy az inhibitor Tyr2 oldallanca a kinyil6 hidroféb zsebben helyezkedik
el, igy kiterjed a kolcsonhatési felszin, ami er6sebb kotddést eredményezhet. Az eredmények

alapjan tehat feltehet6en ez a hatds felel6s a védett SFMI2 megnovekedett hatékonysdgaért.

3.3.2. Az inhibitorok szorosan kotott komplexeinek vizsgalata

A tovédbbiakban az 1.1 tdblazatban lathaté PG2 inhibitorok eltér6 hatékonysagat magyardzo kol-
csonhatdsokat kivdntam vizsgdlni. Ehhez a Ac-PG2-NH,, az Ac-PG2-Orn-NH,, az Ac-PG2-
Dap-NH, (cisz és transz izomer) és az Ac-PG2-Agl-NH; (cisz izomer) peptidek MASP2-vel
alkotott, szorosan kotott komplexeit vizsgaltam molekuladinamikai szimuldciéval a kordbban
ismertetett médon. Kiilon szimuldltam a szabad, inhibitort nem tartalmazé MASP2 szerin pro-
tedz fragmenst, hogy a megfigyelhetd véltozasok koziil el tudjam kiiloniteni a szolvatacid haté-
sat.

Els6ként a szubsztratkdtéshez elengedhetetlen tulajdonsagok jelenlétét vizsgdltam meg, hogy
megbizonyosodjak arrdl, hogy az inhibitorok megfeleléen kotédtek az enzimhez. A vizsgilt
kolcsonhatdsokat a 3.11 dbra mutatja be a leghatékonyabb, Ac-SFMI2-NH, peptid esetén.

Korabban lattuk, hogy szubsztratok kotddésekor a P1 aminosav (jelen esetben ArgS) ol-
dallanca az S1 szubsztratspecificitdsi zsebbe keriil, mikdzben karbonil szénatomja a Ser633
katalitikus szerin kozelébe keriil. A peptidkotés hasitdsakor keletkezd negativ toltésti oxigén az
oxianion zsebbe keriil, igy stabilizdlédik a tetraéderes intermedier.

A P1 arginin oldalldnca minden vizsgélt komplex esetén er6sen megkotédott az S1 zseb-

ben, az arginin oldalldncdnak nitrogénjei minden esetben legaldbb 4 er6s hidrogénkotésben
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3.11. dbra. A szubsztratkotéshez elengedhetetlen kdlcsonhatdsok

vettek részt, melyek a trajektoridkban taldlhat6 szerkezetek tobb, mint 90%-4dban megjelentek.
A zseb aljan taldlhat6 Asp627 oldallancén kiviil a hidrogénhidkdtések akceptora volt a Ser657
oldallanc és karbonil oxigénje és a Ser628 oldallanc oxigénje.

A P1 arginin karbonil oxigénje minden esetben az oxianion zsebbe keriilt. Ezt mutatja, hogy
a karbonil oxigén az enzim Ser633 és Gly631 amid nitrogénjeivel (melyek az oxianion zsebet
alkotjak) hidrogénhid kotést alkot. A Gly631 amid nitrogénjével alkotott hidrogénko6tés minden
esetben erds, a szerkezetek tobb,mint 95%-aban jelenik meg. A Ser633 amid nitrogénjével
alkotott hidrogénhid a legtobb esetben koriilbeliil a szerkezetek 30%-at jellemzi. A P1 arginin
karbonil szénatomja minden vizsgalt inhibitor esetén koriilbeliil 4 A tavolsagra helyezkedett el
a katalitikus szerin oldalldnc oxigénjétdl. A fentiek alapjan megallapithatd, hogy az inhibitorok
P1 aminosava a szubsztratoktdl vart médon helyezkedik el az enzimben. A katalitikus tridd
szerkezetét a 3.12 dbra mutatja.

Az 1.3.2 alfejezetbdl kideriilt, hogy az SGMI2 kotédése soran az inhibitor Arg630 oldal-
lanca elmozdult, hogy az inhibitor P2’ Trp oldalldnca az S2’ zsebbe keriilhessen. Ez az elmoz-
dulés az altalam végzett szimulacidk sordn is megjelent, az inhibitor Tyr8 oldalldnca igy az S2’
zsebben helyezkedett el.

A tovabbiakban a vizsgdlni kivant PG2 inhibitorokkal alkotott komplexek kotédés szem-
pontjabdl fontos, a komplexek altaldnos jellemzése sordn nem vizsgalt paramétereit vizsgaltam.
A komplexek jellemzéséhez a trajektoridk egyensilyi szakaszdn megjelend szerkezeteket f6-

lanc konformaci6 szerint klaszterekbe osztottam a Gromacs programcsomag segitségével [36].
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3.12. abra. A katalitikus triad szerkezete

A klaszterek kozépszerkezetei jellemzik a szimuldcid sordn megjelend kiilonbozé szerkezete-
ket. Ezek utdn a komplexek geometriai paraméterei a klaszterek betoltottsége alapjan silyozva
szamolhatdk.

Az Ac-PG2-NH, inhibitor vizsgalata

A korabbiakban bemutatott, minden inhibitor kot6dését jellemz6 kolcsonhatasokon kiviil fon-
tos megvizsgélni az egyes inhibitorok tovabbi kolcsonhatdsait is. Az aldbbiakban bemutatott
kolcsonhatdsokat a 3.13 dbra szemlélteti.

Az Ac-PG2-NHj; inhibitor P1 arginin amid nitrogénje hidrogénhid kotést alakitott ki az en-
zim Ser654 karbonil oxigénjével, ami a szerkezetek 91 %-dban jelent meg. Er6s, a szerkezetek
tobb, mint 98 %-aban megjelend hidrogénhid kotés alakult ki a peptid Tyr2 oldallancénak oxi-
génje €s az enzimben taldlhaté Gly656 karbonil oxigénje, tovabba a Tyr7 karbonil oxigénje és
az enzim Thr467 amid nitrogénje kozt. Az inhibitor Tyr2 oldalldnca a kordbban bemutatott
modon el tudta foglalni a hidroféb zsebet.

Fontos megjegyezni, hogy a szerkezetek 80 %-it jellemzd klaszter esetén a kotddés sordn a
katalitikus tridd szerkezete kis mértékben megvaltozott: megsziint a hidrogénhid kotés a katali-
tikus Ser633 és a katalizisben szerepet jatsz6 His483 kozott. Az inhibitor Ser4, és kis mértékben
a Ser6 oldallancai ekdzben hidrogénkotés alakitottak ki a His483 nitrogéjével. Ez a kis mértékt
atrendez6dés a nagy méretd linkerre vezethetd vissza: a linker nagy mérete miatt kapcsolatba
keriil a Met658 oldallancaval, ami emiatt elmozdul. Ennek kovetkeztében a metioninhoz kozel
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3.13. dbra. Az Ac-PG2-NHj; inhibitor k6tddése az enzimhez

taldlhaté Ser654 is elmozdul, ami hidrogénkotésben van az Asp532-vel, ami a katalitikus tridd
tagja. Ennek kovetkeztében az Asp532-vel hidrogénhidkotést kialakito katalitikus hisztidin is
elmozdul.

A kotddés soran az inhibitorban 4 belsd hidrogénhid kotés maradt meg. A Vall0 karbonil
oxigénje és a Ser4 amid nitrogénje, illetve a Tyr2 karbonil oxigénje és az Ilel2 amid nitro-
génje kozt megjelend hidrogénhid erds, a szerkezetek tobb, mint 93 %-it jellemzi, mig az Ile12
karbonil oxigénje és a Glyl amid nitrogénje, illetve a Tyr2 amid nitrogénje kozt megjelend
hidrogénkotés az el6zOnél gyengébb, a szerkezetek 64, illetve 47 %-aban lathato.

A vizsgélatok sordn 0sszehasonlitottam az enzim €s az inhibitorok vizben taldlhaté szabad,
és komplexben kotott konformacidit. Az Osszehasonlitds sordn kideriil, hogy a komplexkép-
z0dés soran a résztvevd molekuldk szerkezete milyen mértékben véltozik meg. Nagy mértékd
torzulds kedvez6tlenné teheti a kdlcsonhatdst, és igy magyardzhatja a gyengébb gétlé képessé-
get is. A szerkezet valtozasat RMS eltérés értékekkel jellemeztem.

Az Ac-PG2-NH; inhibitor szabad, és komplexben kotott szerkezete kozotti RMS eltérés
3,52 A, az enzim szaba, és komplexben kotott szerkezete kozti RMS eltérés 1,05 A. Az enzim
tehdt egészét tekintve nem esett at nagy mértékidi konformdacids valtozdson, azonban az inhibi-
tor szerkezete jelentds mértékben torzult. Ez arra utalhat, hogy az inhibitor nehezen kertiilhet
kotddésre képes édllapotba.

A fenti eredmények alapjdn az inhibitor magas K; értékét nagyrészt a peptid szabad és
kotott szerkezete kozti jelentds mértékid eltérés magyardzhatja, azonban fontos a katalitikus

triad kedvezstlen atrendezése is.
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Az Ac-PG2-Orn-NH; inhibitor vizsgalata

Az Ac-PG2-Orn-NH,; peptid Arg5 amid nitrogénje €s az enzim Ser654 karbonil oxigénje kozti
erds hidrogénhid kotés ebben az esetben is megjelent, a szerkezetek tobb, mint 99 %-it jel-
lemezte. Ezen kiviil erds, a szerkezetek tobb, mint 90 %-dban megjelend hidrogénhid alakult
ki az inhibitor Glyl amid nitrogénje és az enzim Ser611 karbonil oxigénje, illetve az inhibitor
lancvégi acetil védGesoportjanak karbonil oxigénje és a Phe529 amid nitrogénje kozt. A Tyr2
oldallancot befogad6 hidroféb zseb ebben a komplexben zérva volt, ahova igy az oldallanc nem
keriilt be. Ez j6l lathat6 a 3.14 dbrdn. A katalitikus tridd szerkezetében nem lathaté az el6z6
esetben l4that6 atrendez6dés, a katalitikus Ser633 €s a His483 kozti hidrogénkotés a szerkezetek

tobb, mint 90 %-ban megjelent.

3.14. abra. Az Ac-PG2-Orn-NH, inhibitor kotédése az enzimhez

Az inhibitor bels6 hidrogénhid kotéseinek nagy része felbomlott, mindossze 2 gyenge hid-
rogénhid maradt meg: a VallO karbonil oxigénje a Ser4 amid nitrogénjével, illetve a Ser5 ol-
dallanc oxigénje a Valll1l amid nitrogénjével alakitott ki gyenge, a szerkezetek kicsit tobb, mint
65 %-ban megjelend hidrogénhidat.

A kotédés sordn kapott konformdcié és a szabad konformdcidk eltérése az inhibitor esetén
2,32 A, az ezim esetén 0,95 A,tehét a kotédést egyik résztvevd molekula esetén sem kisérte
nagy mérték torzulds. Fontos megjegyezni azonban, hogy az inhibitor béta-redds szerkezete az
abban résztvevd hidrogénhidak megszlinése kovetkeztében nem maradt meg. Ez a tapasztalat,

tovabba a hidrof6b zseb zartsdga magyarazhatja a gyenge gatlé képességet.
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Az Ac-PG2-Dap-NH, (transz) inhibitor vizsgalata

Az Ac-PG2-Dap-NH; (transz) inhibitor esetén is kialakult az Arg5 amid nitrogénje és a Ser654
karbonil oxigénje kozti erfs, a szerkezetek tobb, mint 90 %-dra jellemzd hidrogénhid. Ezen
kiviil er6s hidrogénhidak alakultak ki az inhibitor Tyr2 oldalldnca és az enzim Gly656 karbonil
oxigénje, illetve az inhibitor Tyr7 karbonil oxigénje és az enzim Thr467 amid nitrogénje kozt.
Ezek a kolcsonhatdsok a szerkezetek koriilbeliil 95 %-aban voltak lathatdk. Az inhibitor Tyr2
oldallanca a hidroféb zsebbe illeszkedett. A katalitikus tridd ebben az esetben is megorizte
szerkezetét. A kialakult kdlcsonhatdsok a 3.15 dbrén l4thatok.

3.15. dbra. Az Ac-PG2-Dap-NH; (transz) inhibitor kotédése

A peptid béta-redds szerkezete megmaradt, er6s hidrogénkotések alakultak ki a Tyr2 kar-
bonil oxigénje és az Ile12 amid nitrogénje, illetve a Tyr2 amid nitrogénje és az Ile12 karbonil
oxigénje kozt, melyek a szerkezetek 99, illetve 86 %-daban voltam megfigyelhetdk. Ezen kiviil
hidrogénhid kotés alakult ki a Val10 karbonil oxigénje és a Ser5 amid nitrogénje kozt.

A kot6dés utdn kapott és a szabad konformaciok RMS eltérése az enzim esetén 1,05 A,
az inhibitor esetén 1,47 A volt. Az enzim tehdt nem viltoztatta meg jelentés mértékben a
szerkezetét, azonban ebben az esetben az inhibitor kotott szerkezete is nagyon hasonlit a szabad
szerkezehez. Az inhibitor tehét szabad formdban is kotodésre képes dllapotban van, ami nagyon

kedvez6vé teszi a komplex kialakuldsat. A hatékony inhibicids képességhez valdszinileg a
hidroféb zseb kinyilasa is hozzajarul.
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Az Ac-PG2-Dap-NHj; (cisz) inhibitor vizsgalata

A cisz izomer esetén a szerkezetek 80 %-aban megjelend hidrogénhid kotés figyelhetd meg az
enzim Thr467 amid nitrogénje és a peptid Tyr7 karbonil oxigénje kozt, tovdbbd a trajektoria
stabil szakaszan taldlhat6 szerkezetek 60 %-aban alakult ki hidrogénkotés a Thr466 oldallanc
oxigénje és az inhibitor Tyr7 karbonil oxigénje kozt. A kotédés sordn a Tyr2 oldalldnc nem
keriilt be a hidrofob zsebbe, ami ebben az esetben zart allasban maradt. A katalitikus triad
tagjainak kapcsolata fennmaradt a komplex kialakuldsa utdn is. Megjegyzendd, hogy ebben az
esetben a P1 arginin oldallancat a szokdsos 4 helyett 5 hidrogénhid rogzitette a szubsztratspeci-

ficitasi zsebben. A kolcsonhatdsokat a 3.16 dbra mutatja be.

Tyr2 helyett befliz6d6tt
N-terminalis lancvég

3.16. dbra. Az Ac-PG2-Dap-NH; (cisz) inhibitor kot6dése

A peptid belsd hidrogénhidjainak tobbsége megmaradt, azonban béta-redds szerkezet nem
tudott kialakulni. Erds, a szerkezetek tobb, mint 95 %-4ban lathaté hidrogénhid kotés alakult
ki a Ser4 oldalldnc oxigénje és az Arg5 amid nitrogénje, a VallO karbonil oxigénje és a Ser4
amid nitrogénje, tovabba a Tyr2 karbonil oxigénje és az Ile12 amid nitrogénje kozt. A szerke-
zetek koriilbeliil 30 %-aban lathaté hidrogénkotés a linker amid nitrogénje és a Gly1 karbonil
oxigénje, tovabba az Asp14 amid nitrogénje és az Asp14 oldallanc oxigénje kozt.

A Kottt és a szabad formak RMS eltérése az enzim esetén 1,00 A, a peptid esetén 3,04 A
volt. Az inhibitor szerkezete tehat viszonylag nagy mértékben véltozott, mig az enzim szerke-

zete ebben az esetben sem alakult at jelentds mértékben.
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Az Ac-PG2-Agl-NH, (cisz) inhibitor vizsgalata

A legkisebb linkert tartalmazd inhibitor esetén a peptid és az enzim kozt erds, a szerkezetek
tobb, mint 90 %-4dban megfigyelhetd hidrogénhid kotés alakult ki az inhibitor Tyr7 karbonil
oxigénje és az enzim Thr467 amid nitrogénje, az inhibitor Arg5 amid nitrogénje és az enzim
Ser654 karbonil oxigénje, tovabba a Tyr2 oldallanc oxigénje és a Ser611 oldallanc oxigénje
kozt. A katalitikus tridd dtrendezddése ebben az esetben sem volt megfigyelhet6, az enzim
Ser633 oldallancdnak oxigénje a szerkezetek 95 %-aban alakitott ki hidrogénhidat a katalitikus
tridd hisztidinjével. A béta-redds szerkezet tehdt felbomlott, tovdbbd a Tyr2 oldalldnca sem a
hidroféb zsebben helyezkedett el, ami ebben az esetben is zart maradt. A komplex szerkezete a
3.17 abréan lathato.

hidroféb zsebet
eltorlaszol6 3-as hurok

3.17. dbra. Az Ac-PG2-Agl-NHs (cisz) inhibitor kotddése

Az inhibitor belsd hidrogénhidjai koziil 4 jelent meg a kotott szerkezetben: a szerkezetek
tobb, mint 99 %-aban figyelhetd meg a Vall0 karbonil oxigénje és a Ser4 amid nitrogénje,
tovabba a Tyr2 karbonil oxigénje ész Ilel12 amid nitrogénje kozti hidrogénhid. A trajektéria
egyensulyi szakaszdnak 85 %-4ban lathaté a Ser4 oldallanc oxigénje és a Pro9 karbonil oxi-
génje kozti hidrogénhid, tovabba a szerkezetek 71 %-aban jelenik meg hidrogénkotés a Prol3
karbonil oxigénje és a Glyl amid nitrogénje kozt.

Az inhibitor szabad és kottt forméjanak RMS eltérése 2,54 A, az enzim esetén ugyanez az
érték 1,04 A-nek adédott. A gyenge gitld hatdst ebben az esetben tehat a felboml6 béta-redds

szerkezet és a hidrofob zseb zart dlldsa magyardzhatja.
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Osszegzés

7 7z

Az el6zéekben bemutatott vizsgdlatok sordn nem sikeriilt olyan kdlcsonhatést azonositani, mely
a vart tendencidnak megfelel6en magyardaznd az inhibitorok hatékonysigat, azonban sikeriilt
azonositani tobb, a kotddés szempontjdbdl fontos jellemzbt, melyeket egyiitt kell figyelembe
a hatékonysag vizsgdlatakor. Ez a tapasztalat az inhibitorok szabad szerkezetének és a koztiik
1év6 nagyon kis kiillonbség ismeretében nem meglepd, hiszen a vizben egymadstdl kis mértékben
eltérs szerkezetl peptidek varhatdan kis mértékben mds mddon tudnak az enzim kotdarkaban
elhelyezkedni. Fontos eredmény, hogy a kotddés sordn az inhibitorok a szubsztratk6tés sordn
megszokott P3-P2’ aminosavakon kiviil az inhibitor tdvolabbi aminosavai is kolcsonhatdsba
1épnek az enzimmel, amit a komplexek vizsgélatakor mindenképpen figyelembe kell venni.
Bar a kot6dést befolydsold sokféle tényezd gondos vizsgdlataval helyesen becsiilhetd a ha-
tékony inhibitorok kore, a kidolgozott eljards nem tekinthetd kvantitativnak. A tovabbiakban
ezért sziikség lesz a kotési energia becslésére alkalmas mddszer alkalmazasara, ugyanis véarha-
téan ez egyrészt alatdmasztja a szerkezetek és a megfigyelések helyességét, masrészt a kt6dés
kozben fellépd Gsszes hatdst egyszerre veszi figyelembe, igy varhatdan visszaadja a peptidek
hatékonysdgédban tapasztalt tendencidkat. A kolcsonhatédsi energia meghatdrozasédhoz az inhibi-
tort és az enzimet egyiitt kell szimuldlni, és ki kell szdmolni a kélcsonhat6 és a nem kolcsonhatéd

rendszerek kozti energiakiilonbséget, ahogy ez a 3.18 dbran lathato.
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3.18. abra. Kolcsonhat
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4. Osszefoglalas és a tovabbi tervek

Munkdm sordn a Mezd Gabor (MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport) dltal eldallitott
MASP?2 inhibitorokat vizsgaltam, melyekbe az inhibitorban eredetileg megtaldlhat6 diszulfid-
hid helyett tioéter kotést tartalmazé linkert épitettek be. Az atkotés hossza a tapasztalatok alap-
jan befolyésolja a peptidek MASP2 enzimre kifejtett gatlé hatdsat. Az eredeti, diszulfidhidat
tartalmazo atkotés hosszat kozelitve (lizin, ornitin, diaminovajsav, diaminopropionsav beépité-
sével) Dr. Pal Gabor (ELTE, Biokémiai Tanszék) és munkatarsai mérései szerint szerint nott
az inhibitorok hatékonysdga. Meglepd médon azonban a diszulfidhiddal létrehozott ciklus tag-
szamanal csak egy nehézatommal nagyobb tagszdmd, az atkotésben aminoglicint tartalmazé
inhibitor esetén a megfigyelt tendencia megfordult. Ugyancsak meglepd tapasztalat volt, hogy
a diaminopropionsavat tartalmazé inhibitor esetén a szintézis két, kozel azonos hatékonysigu
izomert eredményezett, melyek az enzim miikodését eltérd6 mértékben gatoljak. Tovéabbi fon-
tos megfigyelés, hogy a lancvégi véddesoporttal ellatott inhibitorok hatékonyabbak, mint a vé-
dbcsoport nélkiili peptidek. Célom a fenti megfigyelések szerkezet alapu magyarazata volt,
melyhez az elméleti kémia eszkozeit, kvantumkémiai szdmitdsokat és molekuladinamikai szi-

mulacidkat alkalmaztam.

e Elsdként a molekuladinamikai szimuldcidkhoz haszndlt CHARMMZ27 eréteret paramet-
rizaltam, tehat meghatdroztam €s beillesztettem a nem természetes fehérjealkoté amino-

savak geometriai paramétereit €s toltéseit.

e Ezt kovetden el6szor az inhibitorok szabad, vizben megtaldlhaté konformacidjat vizsgal-
tam. Megmutattam, hogy az aminoglicint tartalmazé peptid esetén a linkerben talalhaté
amidkotés cisz dllasa stabilabb, mig a tobbi peptid esetén a transz izomer bizonyult ener-
getikailabb kedvez&bbnek. Az eredmények alapjan az aminoglicint tartalmazé peptid
eltér6 viselkedését és a diaminopropionsavat tartalmazo6 peptid esetén latott két izomer
megjelenését az magyardzza, hogy az atkotés rovidiilésekor csokken a konformacios sza-
badsag, melynek eredményeképp a linker atomjai a peptid tobbi atomjanak sikja felé
fordulnak és azzal sztérikus és elektrosztatikus kdlcsonhatdsba 1épnek. A munkdm sordn
végzett kvantumkémiai szdmitasok és molekuladinamikai szimul4cidk alatdmasztottak az

elbzetes feltevést, miszerint az eldallitott két izomer a linker amidkotés cisz €s a transz

izomereinek felel meg.

e Az inhibitorok szabad konformdcidinak vizsgélata sordn megdllapitottam, hogy a gerinc-
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konformécidjuk egymastdl kis mértékben eltér. Az inhibitorok kotédés szempontjabol
fontos tulajdonsagainak vizsgalata sordn nem taldltam azonban olyan eltérést, mely ma-

gyardzatot adhatna az eltérd hatékonysagukra.

o A vizsgalatokat ezért az inhibitorok és a MASP2 enzim komplexeinek molekuladinamikai
szimuldci6javal folytattam. A komplexek vizsgélata sordn két, egymastol jelentés mér-

tékben kiilonbozd, stabil szerkezetet sikeriilt eldallitani, melyek valdszintileg a komplex

kialakuldsanak kiilonb6z0 1épéseihez tartoznak.

e A lazdbban kotott komplexekben a P1 arginin oldallanca az S1 zsebbe kotddik, azonban
annak az aljdig nem ér le. Ezekben a komplexekben az inhibitor tobbi része em orien-
talodik a kotéarokba. A szorosan kotott komplexek esetén kialakul a kapcsolat a tobbi

kotdzsebbel is.

e Az inhibitorok kétédése a szorosan kotott komplexek tovabbi vizsgalatdval tanulmanyoz-
hat6. A kapott szerkezetek alapjan a lancvégi véddcsoportok beépitésével elért aktivitas
novekedés magyardzatdra is javaslatot tettem. A védScsoportok beépitésének hatdsira
3-as hurokrégié elmozdult, melynek hatdsdra az inhibitor Tyr2 oldalldnca egy hidrof6éb
zsebbe keriilhetett. Az igy kiterjed6 kolcsonhatési felszin magyardzhatja a ldncvégi vé-

dbcsoport hatékonysdgnoveld hatdsat az SFMI2 inhibitor esetén.

e A szorosan kotott komplexek szerkezetének vizsgdlata sordn azonositottam a kotddést
jellemzd fontos paramétereket. Megéllapitottam, hogy az egyes inhibitorok eltérd haté-
konysddnak magyardzatdhoz a fontos tulajdonsagokat egyiitt kell vizsgélni, ugyanis nem
taldlhat6 olyan jellemzd, mely 6nmagdban magyardzatot adna a hatékonysagok vizsgéla-

takor talalt tendenciara.

e Megaillapitottam, hogy a a kotddés sordn az inhibitorok a szubsztratkotés sordn megszo-
kott P3-P2’ aminosavakon kiviil az inhibitor tdvolabbi aminosavai is kdlcsonhatasba 1€p-

nek az enzimmel, amit a komplexek vizsgalatakor mindenképpen figyelembe kell venni.

Az eddigi eredmények aldtdmasztdsidhoz a késdbbiekben tervezziik az eddig nem vizsgalt,
diaminovajsavat tartalmazo peptid komplexének vizsgalatat is. Az eredmények alapjin sziiksé-
ges a kolcsonhatasi energia becslésére alkalmas modszer keresése, mellyel a kot6dést jellemzd
tulajdonsagok hatdsa egyiitt vizsgalhat6. Ezen kiviil terveink kozt szerepel a legjobban kot6dd
inhibitorok rontgenkrisztallografids vizsgalata is, mely aldtdmaszthatnd a modellezéssel kapott

eredményeket.
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