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1. Bevezetés

Az elméleti fehérjevizsgalati modszerek kozul kidéen a korai molekularis
dinamikai szimulacidknak fontos szerepe volt annak paradigmavaltdsnak a
megalapozasaban, miszerint a fehérjék nem merekezat ek, hanem dinamikusan valtozo
rendszerek [1]. Azdéta a molekularis szimulaciokaéles korben alkalmazzak kilénboz
biomolekularis rendszerek és folyamatok vizsgasatax modszer egyik legbb el nye, hogy
atomi felbontasu betekintést ad a rendszerelbdli és dinamikai mkddésébe, aminek
segitségével a modellrendszerrel kapcsolatos #pexifkérdések sokszor kdnnyebben
megvalaszolhatdéak, mint kisérleti médszerekkel [Munkamban egyrészt biomolekularis
rendszerek entropigjanak szimulaciok segitségévidt becslésével foglalkozom, masrészt
a szimulaciés modszerek egy konkrét alkalmazasétom be az ABC fehérjék alloszterikus
mechanizmusanak vizsgalatéra.

A nyitott fizikai rendszerekben lejatszodo sponfidigamatok irdnyat a szabadenergia
(vagy szabadentalpia) mennyiségének valtozasadaagimeg. Szintén ez a mennyiség az,
amelyek a rendszer egyensulyi tulajdonsagaival efisgggésbe hozhaté. A szabadenergia
megvaltozdsa a termodinamika alaptételei szerigtésgt entalpikus, masrészt entropikus
jarulékokbdl szarmaztathato. Amig az entalpikug taértelmezhet a rendszer
atlagenergiajanak megvaltozasaként, az entropiusék az energia kilénbdzszabadsagi
fokok kozotti eloszlasanak megvaltozadsaval kapess)as elméleti uton sokkal nehezebben
megragadhat6. Szamitasos szempontbdl az entalpigpansiése gyakorlatilag a rendszer
atlagenergiajanak megfelelpontossagu kozelitésén mualik, az entropikus tagadknitasa
soran viszont a nehézség a konfiguraciés entrapigyis a rendszer szamara rendelkezésre
allé konformécidés allapotok szamanak megbecslésébgik. Az entrOpiavaltozas altal
hajtott folyamatok esetén ezért nem csak predikiianem interpretativ értéke is lehet
azoknak a szamitasos modszereknek, amelyekkel biaorfizikai rendszerek entropiaja
megbecsilhet

Az egyes allapotok entrépiajdnak megismerése azéérdekes, mert folyamatok
esetén az entropia viselkedése gyakran betekiagtsd valtozdas mechanizmusaba és a
folyamatot molekularis szinten iranyité legb hatasokba. A fehérjék felgombolyodasa
soran példaul az egyik fvezérl er a hidroféb kolcsonhatas, amelynek alapja a viz
entropiavaltozasa [2]. A konfiguracids entropidtaZasa a molekulak flexibilitasvaltozasan
keresztll a fehérje-fehérje kdlcsonhatdsok mechamsanak megértését is segiti [3].
Hasonldéan, kismolekuldk fehérjéhez kidsekor (ligandum-receptor rendszerekben) is sok



esetben a kotlés termodinamikajat befolyasolo entropiavaltozasoaformacios entropia
nagymeérték megvaltozdsaval magyarazhato [4, 5]. Az autor@kfizzamitasos modszerek
egyuttal megteremtik a kddési entropiavaltozasn silico megbecslésének leheégét
farmakologiailag érdekes vegylletek esetében [4elp el segitheti hatékonyabb
gyogyszerek célzott tervezését. Egyensulyi allapovizsgalata mellett az entropia
kiszamitasaval akar kdlési reakcidok sebességére is lehet kdvetkeztdtnif&onfiguracios
entropia kiszamitasa elméleti modellek és molekulézimulaciok segitségével ezért igen
fontos, de nagy kihivast jelent.

A molekularis szimulaciok fontos jelleme, hogy a szimulacidés rendszerek és
korilmények teljes mértékben az irdnyitasunk altitiak, igy tetszleges modellrendszerek
létrehozhatok, azok 6sszehasonlithatok. [1] Ezzmtmben a vizsgalt rendszerek a
valésagban atmeneti jellegk, rovid életidejek lehetnek, vagy kisérletileg nehezen
hozzaférhetk [1].

Az integrans membranfehérjék kisérleti modszerekk@itén szerkezeti és
funkcionalis vizsgélatat tobb tényeis hatraltatjia. Az egyik a membranfehérjék tolgiések
az alacsony termediési szintje, expresszidja. Emiatt rendszeowverexpressziosendszert
kell Iétrehozni, amely azonban a jelenlegi strakgsetén sok finomhangolast igényel, mert
a kapott fehérje mennyisége és nsége nehezen megjoésolhatd. Szintén sok nehézség
adodik a membranfehérjék amfipatikus jellegébami miatt kilondsen érzékenyek a
biokémiai kérnyezetikre, és kezelésuk, tisztitdsumkikivili nehézségekkel jar. E problémak
miatt a membranfehérjéldrviszonylag kevés atomi felbontasu szerkezetetréik megoldani
(jelenleg 77882 szerkezetb 1509 membranfehérje a Protein DataBank és a PDBTM
adatbazis alapjan [7]), ahhoz képest, hogy a sreéivegenomokban felfedezett gének
majdnem harmada feltehen transzmembran fehérjét kodol. A rendelkezédté, a
kristalyositassal kapott szerkezetek esetén ishérjisket membran nélkil, detergensekkel
stabilizéljak [8], ezért kérdéses, hogy az igy nheokd szerkezet mekkora josaggal irja le a
fehérjein vivo, membranbeli szerkezetét. Ezen kisérleti nehékségatt el térbe keriilnek
azok az elméleti médszerek, amelyekkel egyrészegyes membranfehérjék szerkezetére,
masrészt a meglévszerkezetek alapjan azok kddésére lehet plauzibilis modelleket
felallitani.

Az alloszterikus jelenségek tanulmanyozdsa esetérmaekularis dinamikai
szimulaciok kilénésen hasznosnak bizonyultak, misaekilonbdz, statikus szerkezetek
ismeretében rendszerint arra vagyunk kivancsiaky hegy ligandum bekotése hogyan

indukalja a fehérje atmenetét az egyik allapotbdimasikba. Molekularis szimulaciok



segitségével bizonyos esetekben maga az atmedetks moédon nyomonkdvethetde a
ligandum bekotdése altal okozott dinamikai hatasok, példaul ardtéit mozgasokban
bekovetkez valtozasok is megfigyelhdt [9]. Ezek a jelenségek kisérleti modszerekkel
nehezen, vagy csak korlatozottan vizsgalhatok. dRaarint a kisérletek nem adnak atomi
felbontasu képet ezelra dinamikai valtozasokrol.

Munkam els részében egy Uj elméleti médszert irok le, amebugss-keverék
fuggvények hasznalataval képes molekulak konforasaaentropidjat megbecsiini. A
modszert dsszehasonlitom mas, az irodalombarékegyakran alkalmazott médszerekkel. A
masodik részben ABC transzporter fehérjék dinamikaéasaval foglalkozom. Az ABC
transzporterek mind integrans membranfehérjék, naithasztérikusan nkéd rendszerek,
hiszen az ATP kdtdése és hidrolizise, és az annak hatasara bekavestkebsztrattranszport
egymastal fizikailag tavoli helyeken megy vegbe.uridam egyrészt betekintést ad az ATP
hidrolizise soran a korrelalt mozgast végaminosavak mintazataban bekovetkez
véltozasokba, masrészt felhivia a figyelmet a létégg meghatarozott szerkezetek

értelmezése soran felmeriiiéhany veszélyre.
1.1. Entropiaszamolas

1.1.1. A statisztikus fizikai entropia

A statisztikus fizikdban az entrépia mennyiségéeradszer altal az adott egyensulyi
makroszkopikus allapotban bejart mikrodllapotoknsad6l szarmaztatjak. Ha a rendszer
altal egy adott allapotban elérhanikroallapotok szamBG akkor a makrodllapot entropiaja
[10]

S=k; InDG Q)

ahol ks a Boltzmann-allandd. Legegyszbb esetben, ha a rendszer izolalt és energiaja
allando, az entropia kiszamithatd az adott energippotot megvaldsité mikroallapotok
szamaval,

S(E) =kg ING(E) 2)
ahol G(E) az E energiaju allapotok szama. Az ilyen rendszereketezzik mikrokanonikus
rendszereknek. A statisztikus fizikaban val6széyi valtozéként foghato fel az, hogy a
rendszer éppen melyik mikrodllapotban tartézkodikz imént targyalt izolalt rendszerek
esetén, amikor az energia allandd, nincs okunk skema priori feltételezésre arrél, hogy a

rendszer melyik mikroallapota valésul meg. Ezémdagyik, azE energiat megvalositd



mikrodllapot egyforman valdszin és az informacionk hianya a rendszer allapotarol
maximalis. EQ\E energiaju allapot megvalésulasanak valosstge ezért
WE) = ©
G(E)

A bioldgiai rendszerek altalaban nem izolaltak,draregy naluk lényegesen nagyobb
rendszerrel, az un. termosztattal termikus kolcatagba |éphetnek. Ekkor a részrendszer
energiaja valtozhat, és nem tudjuk a (2) és (33@fdggéseket alkalmazni. Az viszont ekkor
is feltételezhet, hogy a bioldgiai részrendszer és kornyezeterradsztat, egyittesen egy
izolalt rendszert alkotnak. A részrendszer altghti allapotok szama és az egyes allapotok
el fordulasi valészinsége igy megbecsilhet Ha a teljes rendszer energidja= E; + E»,
aholE; az altalunk vizsgalt részrendszes,pedig a termosztat energiaja, akkor a részrendszer
entrépigja

S =k; InDG= - kBInw(<E1>) 4
ahol w(E;) egy E; energiaja allapot efordulasanak valészisége a részrendszerben. Ez
utobbirdl megmutathaté, hogy

B

WE)=Z2"e" =z2"%"™ (5)
ahol bevezettik & = 1/kgT) jelolést @ levezetések a 7.1. fejezetben talalhatdz. az an.
Gibbs-eloszlas, amelynek normalasi faktora az éttsgszeg, vagy mas néven particidés
fuggvényZ:

- B

Z= ell= g% (6)
k k

Ezek alapjan a vizsgalt részrendszer entrépiafavatkez alakba irhaté:

S=-kgln w(<E1>) =kg(InZ + b<E1>) @)
Altalanos esetben is megmutathatd, hogy az entrégditivitasa miatt az Iw(E) csak az
energianak linearis fliggvénye lehet [10]. Ebbersetben a (7) dsszefliggés atirhato

S= - ks NW((E,)= - ky(INW(E)) (8)
alakba, vagyis a részrendszer entropiaja kiszamitha eloszlasfiiggvény logaritmusanak
negativ atlagaként. Az izolalt rendszer eseténottap(E) eloszlast mikrokanonikus
eloszlasnak, az A&llapotok olyan halmazéat pedig, e az egyes allapotokv(E)
gyakorisaggal fordulnak el mikrokanonikus sokasagnak nevezzik [10]. Termddtsz
rendszer esetén ®a(E) Gibbs-eloszlast kanonikus eloszlasnak, az ilysgmakgrisaggal

el fordul6 &llapotok halmazat kanonikus sokasagnaleri&\10].



A statisztikus fizikai entropia (2) és (8) formagok hasonlosagot mutat az
informacidelméletben hasznalt Shannon-entropidaali egy adottp diszkrét eloszlasra a

kovetkez alakban definialhato:

H=- P In p, 9)

k

A Shannon-entropia értelmezhetigy, mint egy adott valdsziségi valtozo
.Véletlenszerségét” mér mennyiség, vagy az atlagosan hianyzé informaciétéké, ami
ahhoz lenne szikséges, hogy megjésoljuk a valészgn valtozd értékét. Az entropia
kifejezésében szereplly=—-Inpx ez alapjan ak. allapot &altal hordozott informacio
mennyisége, avagy a ,megleesink mertéke”, amikor megtudjuk, hogy a rendse&r
allapotban van [11]. Mikrokanonikus rendszerekeeigformacios entropia a (9) és (3)
kifejezések segitségével kiszamithato:

1

- R T -
H= Ek:EW(E)InW(E) Ek:EqE)InG(E) ING(E)=S(E)/k,  (10)

mivel _ __1=G(E) éppen a£ energiaju allapotok szama. Izolalt rendszer estt@at a

rendszer statisztikus fizikai és informaciés entiggpkonstans szorzé erejéig megegyezik. A
statisztikus fizikai entropia altalanos esetberkdgvetlentl megfeleltethetaz informacios
entropiaval, hiszen

S :'kB<|nW(E1)>:'kB W(E,) InW(E, ) = kgH, (11)

E =E,

Klasszikus rendszerek esetén az allapottér folgonés a rendszer egy
mikroallapotdnak az egymassal kanonikusan konjugdtdinatdk és impulzusok egy, €)
értéke felel meg. A diszkrét allapotokra bevezetettropia fogalma itt kozvetlenil nem
értelmezhet. Egy adott makroallapotot megvaldsitdo mikroalkapdGszamanak klasszikus
rendszerben egpDq fazistérfogat feleltethetmeg, amely azonban nem tiszta szhemem
3N koordinata esetén & Planck-allandé R-edik hatvanyaval megegyezdimenziéju
mennyiseg. Ezek alapjan a tisztan klasszikus formalizmusistzelefinialt entropia csak a
meértékegysegek valasztasatdl fugadditiv allandd erejéig meghatarozott. Bizonyos
egyszer rendszerekre az 0an. kvaziklasszikus és a kvantwimamikai leirds
0sszehasonlitdsaval megmutathatd, hogy a rendszayasa soran bezart fazistérfogat dsak
egységekben novekedhet [10]. Ennek az 6sszeflgkiésn altalanositasaval klasszikus
esetben ®&pDq fazistérfogatban talalhat6 allapotok szamat a

DpCq
h3N

DG= (12)



formdban definialhatjuk [10]. A diszkrét eloszlasanaldgigjara bevezetheta r(p, q)
fazissr ség, amely a rendszer egy adotp,q) allapot kordli tartozkodasanak

valészinségsr ségét jeldli. Klasszikus esetben igy a (8) osgda analdgiajara egy

részrendszer entrépiaja megadhaté az
S=- kB<In(h3Nr)>:- ke 7 In(h® r)dpdq (13)
formaban [10]. Termosztalt rendszerek esetén az Idel teljesen analég maodon
szarmaztathatjuk a részrendszert leiré fazisté@iblbs-eloszlast, amely
r(p,q)=r(E)=Z"e "™ (14)
Ebben mar a klasszikus allapotintegral
Z = e P9 dpdq (15)
szerepel. A termosztalt részrendszer entropidgh alapjan a kovetkeZormaba irhato:
S=-ky Z7'e P In(h*NZ e *FP) dpdq = ky(In(h*NZ) + H(E)) (16)

A Shannon-féle informacids entropia szintén kitezjbet folytonos eloszlasokra az

un. differencialis entropia fogalmaval, amelyet a
Hye =- F(X)In f(x)dx a7

kifejezés definial egy folytono&x) valészinségsr ség-fluggvényre. Lathatd, hogy ez nem
feleltethet meg kozvetlentl a (13)-ben kapott klasszikus edrokifejezésével, mert
elhanyagolja a s ségfiggvény meértekegység-fuggéset. A klasszikassztikus fizikai
entropia tehat a fazistérbeli eloszlas informacedropigjatél egy additiv konstanssal
kiloénbozik, ami viszont figg a rendszer dimenzi@jgBN). A differencidlis informacios
entropia masik fontos tulajdonsaga, hogy a fizikatropiaval szemben negativ értéket is
felvehet. Egyre keskenyeceloszlas esetén a differencialis entropia a mivéggelen felé
divergal. Ez a matematikai divergencia a statis®tifizikai entrépia klasszikus definicioja
esetén is efordulhat. Fizikai rendszerek esetén ez a diverigeazzal magyarazhato, hogy
mérhetetlentl tobb informaciot ad a rendszer fédisli (@, q) koordinatainak egzakt
ismerete, mint az, ha csak egy védasbq fazistérbeli térfogatban ismerjik biztosan az
el fordulasat. A klasszikus entropia efféle nem-faikiselkedése arra hivja fel a figyelmet,
hogy ebben a tartomanyban a klasszikus fizikaipatiek definicidja nem illeszkedik jol a
makroszkopikusan tapasztalt fizikai entrépia fogathoz. Az entrépia negativ értéke
statisztikus fizikai értelemben azt jelentené, haggndszer szamara egynél kevesebb allapot
érhet el a fazistérben, vagyis az éaltala bejBpDq fazistérfogat kisebb, minh. Ekkor

azonban a kvaziklasszikus kozelités, amely alapj§h2) 6sszeflggést szarmaztattuk, mar



nem érvényes. Szintén a klasszikus kép ezen Hatétdatja, hogy a Heisenberg-féle
DpDg » h hatarozatlansagi 6sszefliggés szerint a rendsazsszikus allapotanak egzakt

megismerése laméret faziscellan belll mar nem lehetséges.

1.1.2. Bels és Descartes-féle koordinatarendszerek

Az atomi rendszerek leirdsara a legaltalanosablzeznidlt koordinatdk az atomi
haromdimenziés Descartes-koordinatak és az atormpulaunsvektorok halmaza. Ebben a
koordinatarendszerben a megfel&r- és impulzuskoordinatak kanonikusan konjugaks a
rendszer mozgasi energidja egyszeébrmat Olt.  Molekularis rendszerek esetén a
konformacios entrépia kiszamitasara azonban gyatétszerbb az an. BAT (,bond-angle-
torsion”) koordinatarendszert hasznalni, amely smmak relativ poziciojat a kétéshosszak,
kotésszogek és a torzids szogek segitségévelerjalnnek a koordinatavalasztasnak az
el nye, hogy benne a rendszer potencialisenergia-gigggyakran egyszealakot vesz fel,
€s az egyes szabadsagi fokoknak megfelehergia- és entrépiajarulékok koénnyen
szétvalaszthatéak. AN3altalanos koordinata kdzul biztosan lesz 6, amaehgndszer teljes
transzlaciojaval és rotacidjaval kapcsolat szalgide&oknak felel meg. Altalanossagban a
maradék Bl 6 koordinatat nevezhetjuk belskoordinataknak, mert értékilk mar csak az
atomok egymashoz viszonyitott pozicigjatdl fligg. tokabbiakban azonban a molekuléaris
konformécio leirdsara hasznalt kétéshosszakats&pbgeket és torzios szogeKet BAT
koordinatakattekintem bels koordinataknak.

A kotéshosszak és a kotésszogek gyakran igek saztomanyban ingadoznak, ami
miatt az ebbl ad6dé magas frekvenciju vibraciok koézel harmaosilak tekinthek. Az
ilyen koordinatdkat kemény szabadsagi fokoknak reie A kemény szabadsagi fokok
vibracioi legtobbszor abba a frekvenciatartomanybsnek, ahol mar szikséges a
kvantummechanikai leirasmod alkalmazasa. A kdozembnikus mozgas miatt azonban
ezeknek a szabadsagi fokoknak az entropiajaruléé analitikusan is kiszamithato.
Konformaciés entropia szamolasakor a kemény szalgadskok vibracioit tobb modszer
tekinti a molekula konformaciojatél fuggetlen, @ee elhagyhato additiv konstansnak. Ezzel
szemben mas belskoordinatak, pl. a molekula elforgathatdé kétéseintén lev torzids
szogek, széles tartomanyban valtozhatnak, és gyaleen harmonikus mozgést végeznek,
ezek a rendszer an. puha vagy lagy szabadsagi. fokadiagy szabadsagi fokok mentén a
molekula rendszerint klasszikusnak tekinthetozgast végez. Mivel az ilyen koordinatak
jaruléka az entrépiahoz nehezen becsulbetanharmonicitas miatt, ezért az entropiaszamolé

modszerek gyakran forditanak erre fokozott figyglme
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A Descartes-koordinatakrol bel&oordinatakra vald attérés sorandagelemi térfogat
transzformaciéja miatt a konfiguracios integralb@isd (84), 7.2. fejezetimegjelenik a
transzformacié Jacobi-determinansa. A Jacobi-geteémsrol megmutathatd, hogy a
kotéshosszak és a kotésszogek fuggvénye, és ahHactc és munkatarsai altal megadott
modszerrel [12] konstruktivan is kiszamolhatdéakivéll a Jacobi-determinans csak kemény
szabadsagi fokok értekétfligg, ezért a molekula konformécidjatél fuggetiek tekinthet.
Szamitdsaim sordn a Jacobi-determinanst a konéigisraentropidhoz jaruld additiv

konstansnak tekintem, és nem veszem figyelembe.

1.1.3. Abszolut konfiguraciés entropiat szamolé méd szerek

A szabadenergia szamitasara leggyakrabban hasmszerek a rendszer két
egyensulyi allapota kozotti szabadenergia-kulongségzamoljak, ilyenek pl. a
termodinamikai integracio (TI, [13]), a szabademequerturbacié (FEP, [13, 14]) és a
hisztogramanalizis modszerek [15]. Ezeknél a me&r@gnél azonban a megfelglontossag
elérése érdekében szikséges, hogy a rendszervagigatikus Uutvonalon at vigyuk egyik
végallapotbol a masikba. Az atmeneti Utvonal défsakor tgyelni kell arra, hogy kedin
sima legyen, és ne legyenek benne nagy energeatiggisok. A két allapot kozotti
nagymértek szerkezeti kulonbség gyakran megneheziti a széimitdéha az ilyen
szimulaciok nem is kivitelezhetk [16].

Egy lehetséges megoldas az integracids utvondlifés@nak elkerllésére, ha olyan
modszert alkalmazunk, amellyel kiszamithatjuk ayégallapot abszolut szabadenergigjat. A
rendszer belsenergidja kiszamithaté valamilyen molekularis naedkai ertér force-field
alapjan, oldészer jelenléte esetén pedig a szaivastaszabadenergia valamilyen implicit
oldészermodelld (pl. a gyakran hasznalt MM/PBSA [17]) szarmazaéébh A rendszer teljes
szabadenergidjanak kiszamitasahoz ezen kivil m#égbkesllnink az oldott molekula
szétvalaszthatoak, és a kinetikus jarulék anabakuis kiszamithato (lasd 7.2. fejezet). A
konformacios jarulék azonban figg a molekulan baibmok kozotti kélcsdnhatasoktol,
kiszamitasa nem trivialis feladaA megoldas kulcsa ebben az esetben tehat eglamytn
m kdd modszer, amely alkalmas a konformacios entrépizslbsére példaul molekularis
dinamikai (MD) vagy Monte Carlo (MC) egyensulyi srilaciok alapjan.

A konforméciés entrépia kiszamitasara vonatkozoikedggkorabbi modszer a
kvaziharmonikus kozelités [18], amely a molekulyesgpulyi allapotaban bejart bonyolult
szerkezet energiafelszint egy egyszeharmonikus potencidllal kozeliti. Ez a megkdzsli
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abbdl az otletb szarmazik, hogy a fehérjék és mas, hasonloarstialkturalt biologiai
makromolekuldk az egyensulyi allapotukban varhatdarluktuaciokat végeznek, mikozben
a szabadséagi fokok kozotti korrelacid varhatoanyrmag@rték [18]. A konfiguracios térbeli
s r ségfuggvenyt ezért egy olyan fuggvénnyel érdemeslkéni, amely vilagos kapcsolatot
létesit a rendszer entrOpidja és az egyes szabafiddd fluktuacioi és korrelaltsaguk
mértéke kozott. Az ezeknek a kritériumoknak medfelegegyszerbb és legkézenfekbb
flggvényalak a tobbvaltozés Gauss-figgvény

(18)

1 1 )
r(q) =————exp - ~(a- (4))"s (a- (q))
V2p" dets 2
aholN a koordinatdk szdmag,az eredeti leirds szerint a rendszer ,fontos"yHetoordinatait
jeloli, pedig a koordinatdkhoz tartoz6 kovarianciamatamelyet a

sy =((@ - {a)q; - (a)) (19)
kifejezés definidl. A tobbdimenzios Gauss-eloszlgaraméterei a koordinatak

kovarianciamatrixabol szarmaztathatéak, és a kardigos entropia ezekb analitikusan

kiszamithat6 az alabbi 6sszefliggéssel [18]:
S, . = %kBN +%k8 In((20)" dets ) (20)

A Gauss-fliggvény alaku eloszlas mdgott egyuttalaateltételezés rejlik, hogy a
rendszer egyetlen, lokdlisan minimalis energidjlapéit kordl harmonikus fluktuaciokat
végez. A fluktuaciokat meghatarozo effektiv potétidéggvény a koordinatak kvadratikus

fuggvényeként megadhato:

E(@) =5 ksT((@- (0)"s *@- (a) (21)

bar az eredeti leiras is megjegyzi, hogy &orrelaciés matrix elemei valoszieg er sen
nem-trividlis fuggést mutatnak a mmérséklettl. A kovarianciamétrix diagonalizalasaval a
(21) kifejezésN tagra esik szét, amiblatszik, hogy a kvaziharmonikus médszer a rendsze
valéjabanN egymastol linearisan fuggetlenil mozgé harmondgecillatornak tekinti.

A (18) osszefligges elvileg tetézges koordinatavalasztas esetén felirhatd. Adetire
Karplus-md&dszer a belskoordinatak készletét hasznalta, de ezeknek amoa#tdsa nagy
rendszerek esetén bonyodalmas lehet, és gyakran egyértelm. Egyszerbben
kivitelezhet és kézenfekvbb a Descartes-koordinatak hasznalata, ebben #rxeasgzonban
megmutathatd, hogy a rendszer transzlacios éstésigmvariancigja miatt a korrelacios

matrix szingularis lesz [19], ami a rendszer tldnatottsagara utal. A Schlitter altal
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bevezetett maddszer feloldja a szingularitas proBjam anélkil, hogy kilépne a
kvaziharmonikus kozelités keretei kozul [19].

A Schlitter-mddszer a kvaziharmonikus médszertasohl6an a rendszétfliiggetlen
becsli a kvantummechanikai oszcillator entrépibgat

-a a
Sqm: - kB In(l' e )+ kBm (22)

Osszefliggés segitségével, ahal az oszcillatorra jellemzdimenziétlan mennyiség, és
az oszcillator frekvencigja. A kvantummechaniksitropia a klasszikus hataresetben
( 0) visszaadja a klasszikus oszcillator entropidgfanagy frekvenciaju kemény modusok
esetén a kvantummechanikai kezelésmdd megszuntetitedpia klasszikus divergenciajat a
negativ végtelen felé, és a kifagyott szabadsdgkiq ) entrOpiajaruléka is nulldhoz
fog tartani. A (22) kifejezés azonban numerikusahezen kezelhetezért helyette Schlitter

az

2
Ssen =k—25ln 14— (23)

aZ

kifejezést vezeti be, amely a kvantummechanikaiopt egyad hocfels becslése [19]. A
modositas ehye a numerikus egyszestdés mellett, hogy az Uj kifejezés kdnnyebben
altalanosithaté tobbdimenziés rendszerekre. Elazepszcillator frekvencigjat Schlitter a
megfelel koordinata variancigjabol szarmaztatta a klasszikwataresetben eérvényes

ekviparticios tétel alapjan, amely szerint
mW2<x2> =KkT (24)

majd ezt az entrépia (23) kifejezésébe behelyéim&apta az
—_ kB kBTe2 2
S =55 In 1+-2—=m(x’) (25)

osszefiiggést. Aan<x*> kifejezés a koordinatdk tomeggel sllyozott vasiaj, igy a
kézenfekv kiterjesztés tobb dimenziéra ennek a témeggelozalty kovarianciamatrixszal
valo helyettesitése. Az eltszdrmazo6

SSCh:k—ZBIndet 1+@M1’ZSM 1z (26)

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

kifejezés tovabb egyszeaithet az
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Ks

Ssen = 7In det 1+ ksTe

Ms (27)

alakra [19]. Ha olyan koordinatarendszert valasiztuamelyben a kovarianciamatrix
diagonalis, akkor a (27) kifejezés tobb, (25) al&iféjezés 6sszegére esik szét, amelyek az
egyes fkomponensek mentén tortérluktuaciok entropiajarulékai. A Schlitter-modsze
ugyan egyad hoc képlettel kozeliti a rendszer entrOpigjat, de meigthaté, hogy a
kvantummechanikai entrépia szerinti sorfejtésével a (23) képlethez hasonldmédak
csaladja allithatd el[20], és az frekvenciak kiszamitasaval az entropia akar egeakt
megadhaté [20]. A Schlitter-mddszerrel kapcsolatb@ntos megjegyezni, hogy a
kiindulasként hasznalt (22) és az eredménykent tkafy) kifejezés a kinetikus és
konfiguraciés entrépiat egyarant tartalmazza, emaakapott entropiaértékek tekintetében
kozvetlenldl nem hasonlithaté 6ssze a pusztan kadfaips entropiat szamold maddszerekkel.
Ez a kulonbség a modszerek kozott gyakran feledésbgil, a modszerek targyalasakor
keveset hangsulyozzak. A kinetikus entropia, mivein figg az atomi konfiguraciotol,
ugyanazon rendszer két allapota kozotti entropi@akiség szamolasakor kiesik és nem ad
jarulékot, ezért a gyakorlati alkalmazasban a Jétennem okoz gondot. Annak ellenére,
hogy az abszolut entropiaértékek mégsem dsszelithsdok a kétféle tipusi médszer esetén,
informativnak tartottam a Descartes-koordinatakatzhald modszereket is szerepeltetni a
kulonb6z modszerek 06sszehasonlitasaban, mert egysagilk miatt igen elterjedt a
hasznalatuk.

A kvaziharmonikus koézelités jol hasznélhatdo abbanesetben, ha a molekularis
A legtobb rendszer viszont ennél bonyolultabb fiéé&p, a termikus fluktuaciok soran tobb,
lokalisan minimalis energiaju allapotot is bejas ézek kornyezetében sem feltétlendl
érvényes a harmonikus kozelités. Megmutattdk, hogyan az anharmonicitasbél ered
hibak kicsik [21], a modszer jelerst hibat kdvet el azzal, hogy a kvaziharmonikus nsoéu
linearisnal magasabb rendorrelacioit elhanyagolja [21]. Azokra a rendsdee, amelyek
tobb lokalis energiaminimumot is meglatogatnak emikus fluktuiciok kovetkeztében, a
kvaziharmonikus maddszer jelesen tulbecsilheti a konfiguracidos entrépiat. llyen
rendszerek tipikusan a fehérjék, amelyek natipatiakban flexibilis hurkokat vagy szabadon
forgo felszini oldallancokat is tartalmaznak. Eze&zgasa nem csak a rendszer hatterében

rejl energiafiiggvény anharmonicitasat tikrozi, de tsidbadenergia-minimum jelenlétét is
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mutatja a rendszerben. Emiatt a konformaciés prardecslésének pontositasahoz az
allapottérbeli sr ség pontosabb kdzelitésére van szikség.
A kvaziharmonikus médszer megjelenése 6ta szamaés, etven mkdéd modszer

latott napvilagot, amelyek a kvaziharmonikus moddzieait igyekeztek kikiszobélni. A
koordinatak kozotti linearisnal magasabb reridrrelacid figyelembe vehetaz entropia
kolcsonds informacion alapuld kifejtésével. A Igilnds informéacid definicidja két valtozé
esetén

12(01, G) = Si(q) + S(a,) - S,(0h, ) (28)
ahol S, és S az egyittes és az egyvaltozés entropia [22]. &gy valtozok esetén az
egylttes entropia a marginalis, egyvaltozés erdiopisszegére esik szét, ezért ekkor a
kolcsonds informacio értéke nulla, egyéb esetbedigpgozitiv érték. A koélcsonds
informacio és a marginalis entropidk ismeretébemabdozok egylttes entropiaja a (28)
kifejezés atrendezésével megadhato:

S (%, 9,) = Si(a) +S(0) - 1(01:0) (29)
Kett nél toébb valtozo esetén a kdlcsonds informaciondefija a (28) kifejezéssel analdg
modon kiterjeszthet harom valtozé esetén

15(0, 0, 05) =

=S/(q) +S1(g,) +S(as) (30)
- Sz(qqu)' Sz(qlaqs)' Sz(inqs)'l'Ss(qpqzaqs)

illetve tobb valtozo6 esetén altaldnosan [22]

I (0, .qk)=_(-1)3” S(a,. .d.) (31)

A (29) kifejezéssel analdg modon a rendszer te§agopiaja tbbb valtozd esetén is
el allithatd a kdlcsonos informaciok segitségéve8lg e€gyenletek atrendezésével

S )= S@- LE@.A)T L@ga)- @)
i= i< i<j<

alakban. A (32) tsszefliggés jeleséige, hogy kapcsolatot teremt az egylittes entépia
marginalisS; entropiak kozott. Ha a koordinatarendszert uggsxzék fel, hogy a koordinatak
kovarianciamatrixa diagonalis legyen, akkor lath&idgy a kvaziharmonikus médszer csak a
marginalis entropidkat, vagyis a (32) képlet jolitatiinak els tagjat veszi figyelembe. Az
elhagyott, kolcsbnds informéacié jellegagok a rendszer magasabb rerdrrelacidirdl
tartalmaznak informaciot, ami a kbvetkegondolatmenettel belathato.

A kolcsonds informéciot ekvivalens médon defingi)bk [22] az
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r5(Chs0)
12(00,02) = 75(Chi0)] dq, da, 33
(0,a2) = 7,(q q)nfl(ql)fl(%) ¢ do (33)

alakban is, ahol, az egyluttes,; pedig a marginalis $ ségfliggvények. A (33) dsszefliggés
nem mas, mint a két valtozot fiiggetlennek tekintg:) 1(cp) eloszlas és az egyittegq;,qz)
eloszlas kozotti Kullback-Leibler divergencia, vagy kodlcsonds informacié a flggetlen
modell és a valddi eloszlas kdzotti informaciokildéaget méri.

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

(@, ,a) =" r(a, ,qk)lnM6 dq (34)
r (0 ,9) ia
Egyezést a kdlcsbnos informacio korabbi, (31) deidjaval akkor kapunk, ha a fuggetlen

modellt az Gn. altalanositott Kirkwood-szuperpazikbzelitéssel (GKSA) [23] edllitott 7,

s r seégfuggvénnyel helyettesitjik, amelykavaltozés sr ségfiiggvényt az alacsonyabb

rend s r ségfiggvények segitségével becsli a

1%kt

Kl o
Fo(a, ,a0=0 Ofs(q|1, ) (35)

s=1 < <l
alakban, amely a két valtozéra érvényesq,,q,) = r,(q,)7,(q,) 0sszefliggés altalanositasa.
A GKSA altal adott sr ségfiiggvényrl megmutathatd, hogy az eggyel alacsonyabb rend
s r ségfiiggvények ismeretében a legjobb kdzelitésétadplodi sr ségfliggvénynek [24].
A k. rend kolcsonds informacio tehat a (34) alapjan aztrdarmaciomennyiséget méri,
amely mar nem allithatdé ela k1. rend eloszlasok segitségével, vagyis a koordinatak
kozottik. rend korrelaciok mértéket.

A kolcsonds informacion alapuld kifejtést (MIE) sz@s entrépiabecsl médszer
felhasznalja a masod- és magasabbreatrelaciok figyelembevételére. Az egyik ilyen a
Numata és munkatarsai altal Iétrehozott médszee)yamkvaziharmonikus médszerrel kapott
entropiat kiegésziti a modusok anharmonicitasaért aé kozottik fellép masodrend
korrelaciokért felels korrekcios tagokkal [25]. A Numata-modszer &tamolt entropia

Suma® S(0)1:(0,0) (36)
i= i<j
amelyb | a kolcsonos informaciét a modszer a (28) képlapjan szamolja, ezaltal csak
egyvaltozos és kétvaltozos egylttes entropia szmam van szikség. Az eloszlasok
anharmonicitasanak figyelembevételére a Numata-seddsnem-paraméterkdegkdzelebbi
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szomszedk-NN) entropiabecslést hasznalja [26, 27] k-kegkdzelebbi szomszéd mdodszer az
egyes adatpontok helyén ad becslést a mintavételezeségfiiggvényre az adatpokt
legk6zelebbi szomszédjatol valo tavolsaga alagan,

- k 1
f(x)=— (37)
nV.(R ;)
formula segitségével, ahol
pslz S
VIGHERCTE (38)
G —-s+1
2

az s dimenziés, Rx sugaru gémb térfogataR x az i. adatpont és &. legkdzelebbi
szomszédjanak tavolsagapedig az adatpontok szama [26]. A ségflggvény alapjan a

teljes eloszlas entropidja becsulhat

n R n n s/2 S
lim 1 Inf(x) =Ilim In'D—R'k =H+L_,-Ink-g (39)
¥ Ny ¥ g 1
kG §s+1

kifejezés segitségével, amelybidraz egzakt informacios entrdpia, a korrekcids tagedig

Lo=0, L, = ij_llli ,] 1, és =0,5772... az Euler-konstans [28]. Az eloszlasGmidja

ezek alapjan

s/2
H :E In R'k+lnL
= G s+l
2

=

- L tg (40)

A legkdzelebbi szomszéd entropiat szamolé modszetekye, hogy a mintat generalo
eloszlas fuggvényalakjara nem tesznak priori feltételezéseket, és nem hasznalnak
paramétereket. Hatranyuk viszont, hogy a konvaigeeléréséhez nagyszamd~(10)
mintara van szukség [29]. A minta mogott allé fohyos eloszlas megbecslésére mas
modszereket is alkalmaznak, pl. paraméteres bedstésier-sorok segitségével [27], vagy
anizotrop magfiggvényekkel tértémem-paraméteres becslést [30], amelyek a legKdlzele
szomszéd modszerhez hasonldéan lassu konvergendiatnak. Egészen méas megkdzelitést
alkalmaznak Meirovitch és munkatarsai, akik egy ptax rekonstrukciés algoritmust
hasznalnak az egyes konformaciok valosgégének kiszamitasara [31-33]. Ennek a
modszernek viszont a megvaldsitasa korilményageasagy a szamitasigénye.

A Wang és Briischweiler-féle 2D entropia mddszerassanagfliggvényeken alapuld
S r ségbecslést végez a konformacids térben, majdexatitialis entropiat a (17) definicidja
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alapjan numerikus integralassal szamolja [34]. Adszer a torzidés szogeket komplex
koordinatakka alakitja, amivel kiklisz6boli a peraikdhs problémajat, majd a szamolast a
) _ [ 0y = (@l VA
g =@, )=, &) (41)
komplex adatpontokkal végzi, ahgl{’ az i. adatpontj. torziés koordinataja. Az
adatpontokat ezutan a komplex kovarianciamatrix
C, =(ad,)- (a)(a)=(¢"e”)- (¢")(e") (42)
diagonalizalasaval kapaty, f komponensekre vetiti. A vetitett
¢’ =q" >m, (43)
a ¢’ adathalmazt a mddszer a komplex sik feletti folgt eloszlassa alakitja egy re

meghatarozott varianciaju Gauss-fuggvénnyel tértékonvollcioval, és az igy kapott

107 1 (z ")z cl)
fk(z):ﬁi:l 2557¢ 25" (44)

s r ségfliggvénynek az entrépiajat a (17) definiciojalap
Siox= ks fi(x+iy)In f (x+iy)dxdy (45)

kifejezés numerikus integralasaval kapja. Az edjgpathoz tartoz6Ses=kg In(2 e ?)
entropiaértéket a modszer referenciaként kezelilegsnja az egyes komponensekre

szamolt entrépiaértékekb A teljes entrépia ezutan az

SZD = (SZD,k - Sref) (46)

0sszefuggés alapjan, az egydsoinponensekre kapott értékek dsszegzéesével kaphabd
entropia modszere mar képes figyelembe venni aes@komponensek mentén tortén
fluktuaciok anharmonicitdsat, azonban tartalmaz, egy sr ségbecslés savszélességét
meghataroz6 paraméterf,(amely nem vihetéat killénb6z rendszerek kdzott [34, 35].
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1.2. ABC fehérjék

Az ATP-kot kazetta (ATP Binding Cassette, ABC) fehérjék egykéht
membranfehérjéket tartalmaz6, minden organizmugblamn lév fehérjecsalad, amelyek
fontos szerepet jatszanak kulénféle vegyuleteknelddiai membranokon valé atjuttatasaban
[36]. Az ABC fehérjék megtalalhatok prokaridétakbansejt szamara alapvetapanyagok
(cukrok, aminosavak, fémkomplexek) felvételére galil importerek és a k&ros anyagok
eltavolitdsara is képes exporterek formajaban. akdtékban csak ABC exporter fehérjék
ismertek. Az emberi genomban eddig 49 ABC fehapeinositottak [37], amelyek szamos
kulonboz szubsztrat transzportjaban vesznek részt (plfdbgmlek, szterolok, gydgyszerek,
exotoxinok) [36]. Az ABC fehérjéknek akar funkaidj elvesztése, akar tulzott kbdésik
okozhat patoldgias allapotot. Az ABC fehérjék téddpeben talalhatdé mutaciok kilonféle
betegségeket okozhat, mint amilyen a cisztas fibrf&8, 39], a Dubin-Johnson szindroma
[40], a kettes tipusu diabetes mellitus [41] vagydrenoleukodisztrofia [42].

A daganatok kemoterapias kezeléssel szemben  ntutateréleskor
ellenalloképességének, multidrog-rezisztencigja@lioR) egyik f mechanizmuséaért is
ABC fehérjék felelsek [36, 43, 44]. A tumorsejtek rezisztencidjateggyakoribb oka a
sejtb | gydégyszerek kipumpalasara alkalmas ABC transepekt megndvekedett
expresszidja. Ezeknek a transzportereknek (plikegyotein/multidrog-rezisztencia fehérje
1/MDR1, MRP1, BCRP/ABCG2) a szubsztratspecificitfgsony, ezért valtozatos kémiai
tulajdonsagu vegyileteket tudnak eltavolitani dbskjés igy az egyes gydgyszerek sejten
idegrendszeri gyoégyszerek hatékonysaganak a n@&més kivanatos lenne a
drogrezisztenciat okoz6 ABC fehérjek kddésének moduldlasa kis molekulatdmeg
gatlészerekkel. Ehhez azonban az ABC exporteretkezetének és rkddésének a részletes

ismerete szlikséges.

1.2.1. ABC exporterek felépitése és konformacioi

Az ABC exporterek membranba agyazott fehérjék, gakeh citoplazmatikus oldalon
két nukleotidkdt domént (NBD), a membranon belll pedig két transmbrédn domeént
(TMD) tartalmaznak [45, 46]. Bizonyos exporterale®n egy fehérjelancon egy NBD és egy
TMD talélhato (,féltranszporterek”), mas esetbey Emcon talalhaté mind a négy domeén (1.
abra). A féltranszporterek” homo- vagy heterodikémt m kodnek [36]. Az
exportfolyamatot az ATP nukleotidkotdoménekhez torténkot dése és/vagy hidrolizise
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biztositja. Az NBD-k két aldoménre oszthatok, ayaklkdzul a Rec A tipusu aldoménben
[47] helyezkednek el az ATP kdtelyét alkoté un. Walker A és B motivumok [48], &z
helikalis aldoménben pedig az (signatureszekvencia talalhaté (2. dbra) [37]. A katalizis
szempontjabol nélkilozhetetlen oldallancok talabkt a Walker B és az Urswitch
motivumban (mas néven H-hurok) [49]. Biokémiaisésrkezeti vizsgalatok megmutattak,
hogy az ATP a Walker motivumokhoz és a szemk6ztiDMn talalhatésignature
teszi lehetvé (2. abra) [50, 51]. A katalizishez végul a WallB motivumban lev Glu
oldallanc koordindlja a nukleofil thmadast végazmolekulat, a H-hurokban talalhaté His
oldallanc pedig a-foszfat pozicionalasaban vesz részt [52]. Az ADRstt holo allapotban a
transzmembran domeének citoplazmatikus szakas#zantaktusba lépnek egymassal, és egy
an. ,alul zart” konformaciot alkotnak (3.A. abrab3, 54]. Nukleotidok hianyaban a
rontgendiffrakciés szerkezetekben az NBD-k eltdgstaki mutatnak egymastol (3.B. és 3.C.
abra) [54-56].

1. dbra. A multidrog-rezisztencidban szerepet ja® ABC exporter fehérjék felépitése. [36] A P-
glikoprotein (P-gp) és az MRP1 fehérje esetén &ddéshez szikséges domének egy polipeptidlancon
taldlhatéak. Az ABCG2 fehérje an. ,féltranszpotteamely homodimerként nkoédik. A nukleotidkot
domének (NBD) mellett az abran a transzmembramnxdiéliopoldgija is lathaté. A TMD-k egyenként 6
transzmembran hélixet tartalmaznak (szirke téghdap Az MRP1 esetén az N-terminadlison tovabbi 5
transzmembran hélix talalhatd, amely azonban at@morthoz nem sziikséges [57]. A glikozilacios bkdt Y
alaku jelek mutatjak a fehérjelancokon.
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2. dbra. ATP-kotott NBD dimer szerkezete. (PDB ID:2IXF) Az &bra az extracellularis iranybdl nézve
mutatja az NBD dimer fontosabb szerkezeti elemdit.Walker A, B (sarga és kékgs asignature (barna)
motivumok az ATP kotésében vesznek részswitch motivum (narancs)és a D-hurok(piros) az ATP
hasitasaért felesek. Az X-hurok(r6zsaszin)és a Q-hurok(lila) felteheten NBD és a TMD kozotti
allosztérikus kommunikacidban vesznek részt. Au@hk tartalmazza az ATP és ADP megkilénbéztetésére
alkalmas GIn oldallancot. Az ATP kétott konformdiéit palcikamodell mutatja, a kotott Kfgionok sziirke
gdmbokként lathatoak.

Az NBD-k helyzetétl fligg en megkulonbéztethetiink egy un. ,alul zart” (3.Brag
es egy ,alul nyitott” (3.C. abra) apo szerkezetdr. NBD-k kdzotti tavolsag a jelenleg ismert
harom apo szerkezetek alapjan széles tartomanyb@zoghat, az egér MDR3 fehérje
esetében (PDB ID: 3G5U) az NBD-k tdmegkdzépponkativolsaga 44,8 A, az MsbA
bakterialis exporter ,alul zart” apo szerkezetéleDdB ID: 3B5X) 42,3 A, az ,alul nyitott”
szerkezetében (PDB ID: 3B5W) még nagyobb, 74,8\ megoldott szerkezetek sokfélesége
és kulénboz drogkdt dési vizsgélatok is ravilagitottak arra, hogy azABanszporterek
nagyon flexibilisek [58], ezért egyetlen statikusnkormécio, mint egy réntgendiffrakcios
szerkezet, valosziteg nem elegenda fehérje szerkezetének leirasara és a drogélyek
azonositasara. Az ABC fehérjék dinamikai jelleihezért kisérleti és elméleti modszerekkel
egyarant sokat vizsgaljak, azonban a kisérletiekdypott eredmények nincsenek dsszhangban
egymassal és a kristalyositas soran kapott szdadidat. Az utdbbi idszak egyik gyakran
alkalmazott kisérleti modszere az elektron paramsem rezonancia (EPR) spektroszkdpia
[59-62] és az EPR jelenségen alapulé dupla eleldgtekiron rezonancia (DEER)
spektroszkopia [63], amellyel megmérhdtét spinjeldlt aminosav tavolsaga a célfehérje
kilénb6z konformécidiban. Az MsbA fehérjén végzett DEER rés&k azonban azt
mutattak, hogy az NBD-k atlagos eltdvolodasa meghal azt, ami az ,alul nyitott”
rontgendiffrakcids szerkezeten is mérh@@DB ID: 3B5W) [63]. Két adott oldallanc k6zotti
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tavolsag kémiai keresztkotéssardss-linking is megmérhet Human MDR1 fehérjén
végzett keresztkotési vizsgalatok azt mutatjdk, yndip a TMD-k citoplazmatikus
szakaszainak tavolsagat kismérkémiai reagenssel rogzitjuk, akkor is aktiv mdéd]. A

m koédéshez ez alapjan az NBD-k tulzott eltdvolodasm sziikséges, igy tehat nem
egyértelm, hogy fizioloégias korilmények mellett az NBD-k apo allapotban mennyire
tavolodnak el egymastél. Ugyanakkor mindkét ketérmddszernek megvannak a maga
korlatai, és nem adnak atomi szirmformaciot a fehérjében tértémozgasokrol. A legtébb
esetben ezek a kisérleti modszerek csak a fehérjéle két pont kdzétti tavolsagrol adnak
informaciot kialonb6z kérilmények mellett (pl. hmérséklet, ATP vagy szubsztrat jelenléte
vagy hianya), mig a két pont elmozdulasanak iramgih fedik fel. Az atomi felbontasu
szamitdégépes modszerek ebben az esetben segithetisgkleti adatok értelmezésében.

Sav1866 MsbA mMDR3

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

3. abra. ABC exporterek konformacidi. A jelenleg megoldott réntgendiffrakcids szerkezedtdpjan az ABC
exportereknek haromféle konformacidja ismert. MokHd jelenlétében megfigyelheaz ,alul zart” holo forma
(PDB ID: 2HYD) (A), amelyben az NBD-k szorosan kézrefogjak a kotdieotidokat. Az apo forma esetén
az ,alul zart” apo szerkezetben (PDB ID: 3B5¥3) az NBD-k nincsenek kontaktusban egymassal, de
tavolsaguk nem jelens. Az ,alul nyitott” apo szerkezetben (PDB ID: 3®5(C) az NBD-k eltavolodasa
jelent s, és a transzmembran domének citoplazmatikuséwdegyméret nyilas figyelhet meg. Az &bréan a
Sav1866, és MsbAakteridlisés az egér MDR3 fehérjék lathatoak, haromfélenthi@obol. Referenciaként a
membrannal parhuzamos un. ,kdnyokhélixre” fektgtaths nyil szolgal. A membran helyét sziirke sidlj.
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1.2.2. ABC exporterek m  kodési mechanizmusa

Az ATP bekotdéese soran a két nukleotidkdtdomén szoros kdlcsbnhatasba lép
egymassal, amely megteremti az ATP hasitasanakhet $€gét. Mivel mindkét NBD
tartalmaz nukleotidkét motivumokat, egy teljes transzporterben o©sszeséh ATP
bekott désére és hasitasara van lebég). A két ATPaz hasitohely kbdéesi mechanizmuséara
tobbféle modell szlletett [65]. Az Ualternating sitesnodell [66] szerint a transzport soran
a két nukleotidkot-hely felvéltva kerll egy olyan, az ATP-t een kot allapotba, amely
lehet vé teszi a nukleotid hidrolizisét. A modell széran hidrolizis utan (valésziteg a
keletkezett toltések taszitdo hatasara [50]) az AdPhely meggyengul és felnyilik, amely
lehet vé teszi a nukleotid kicser@ését az adott kdhelyen. A szubsztrat transzportja a
membran tulso oldalara a nukleotid hidrolizisévglié ben torténik. A hidrolizalt nukleotid
kicserél dése kozben a szemkozti kidelyen létrejohet az ATP-t esen két konformécid, és
egy Ujabb nukleotid elhasitasaval egy kovetkezubsztrat transzportja is bekdvetkezhet. Az
viszont nem egyértelm hogy a felnyilas a két NBD teljes disszociacigjayr-e, és hogy
egy szubsztrat transzportjdhoz mindkét ATP elhasadézikséges-e [66, 67]. Az
irodalomban leirt masik modell a transzportmechanigra az Unprocessive clamm kodés
[68-70]. Ez a modell a két ATP egymast kdvethasadasat josolja, amely utan az NBD-k
disszocialnak, és a transzporter az ,alul nyitatwhformaciot veszi fel. A szerkezetekben
megfigyelt aszimmetria miatt a két nukleotid hidzade valészinleg nem torténik
egyidej leg. Aprocessive clammodellt azonban izolalt NBD-k vizsgalataval kapadatok
alapjan Allitottak fel, ezért elképzelhehogy nem tikrozi helyesen a teljes transzporterbe
végbemen eseményeket.

Multidrog exporterekben a hidrolitikus aktivitast tanszportalandd szubsztrat
bekot dése rendszerint fokozza, de a hidrolizis valoseignszubsztrat nélkil is végbemehet,
ami létrehoz egy un. alapaktivitdst. Mivel a trgmstot az ATP bekdtdése és hidrolizise
hajtja, az ATP koéthely és a transzmembran domének kozott kell, hegydn valamilyen
kommunikacié. Az NBD és TMD ko6zotti interfészbedbb olyan hurkot és oldallancot
azonositottak, amelynek szerepe lehet a transzportebellili kommunik&cio
megvaldsitdsaban. Az interfész egyik fontos régikepezik az intracellularis hurkok révid
szakaszai, az urcoupling hélixek (4. abra) [53]. Ezek a minddssze két dtatbol allo
hélixek a membrannal parhuzamos allasuak, és kigaaallel hélixet kdtnek 6ssze, amelyek
a transzmembran hélixek intracellularis meghosdtasdi. Acoupling hélixek az NBD-ken
a Rec A-szer és a helikalis aldomén kozotti arokban foglainalyét, ezéltal Iétesitve
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kapcsolatot az NBD-k és a TMD-k kozoétt [53]. Az NE oldalan acoupling hélixekkel
kélcsbnhato egyik fontos régio az un. Q-hurok (@a$ amely az ATRyfoszfatjaval és az
ATP-hez kotott fémionnal egy konzervalt Gin oldattésegitségével létesit kapcsolatot [53].
Ez az oldallanc képes a nukleotidkdtelyen lev ATP és ADP megkullonboztetésére [71],
ezért vélheten a domének kozotti kommunikacioban is fontosegzstrjatszik. Az NBD-k és
TMD-k kozotti kapcsolodasi felilet masik fontos g a nukleotidkdt doménekben a
signature szekvencia N-termindlis oldalan talalhatdé un. Xehu(2. 4bra), amely az ABC
fehérjék B és C csaladjaban konzervalt GERG szekamwtivumot tartalmazza. Az X-
hurok a szemko6zti NBD Rec A-szeraldoménhez kapcsoléddéoupling hélixszel lép
kélcsbnhatasba, és fontos szerepet jatszik az Admeltzis és a transzport csatolasaban [72].
Szintén fontos szerkezeti elem az ,alul zart” aperlsezetben talalhatd an. tetrahélix-kéteg,
amely mindkét TMD-bl a TM3 és TM4 transzmembran hélixek citoplazmatiku
szakaszaibol all [73]. Ez a négy hélix a transigyohossztengelye mentén egy szoros
hélixkdteget alkot, amely elzarja a citoplazmatilkudalon a transzporter belgsatornajat.
Célzott (argeted molekularis dinamikai szimulaciok azt mutatjalqgly a tetrahélix-koteg
szétesése a transzporter citoplazmatikus felnyitdségy Iényeges lépése, amely az NBD-k
disszociacioja utan kovetkezik be [73].

Az ATP kot désének és hidrolizisének a TMD konformaciovaltaiie és a
szubsztrat transzlokaciojahoz vald csatolodasanagiénese nagymertékben segitené olyan

drogok tervezését, amelyekkel a transzportekddése szabalyozhat6 lenne.

4. dbra. Acoupling hélixek elhelyezkedéseAz abran a két NBD (z6ld és cian) és a velik kditsiasba 1ép
coupling hélixek (narancs) lathatd az extracellularis it#dlynézve a Sav1866 fehérje szerkezete (PDB ID:
2HYD) alapjan. Acouplinghélixek a transzmembran domének intracellulargeitéatkot  -hélixek, amelyek
fontos szerepet jatszanak az NBD-k és a TMD-k kbatibsztérikus kommunikacioban.
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1.2.3. Molekularis dinamikai szamitasok ABC fehérjé  kkel

Az ABC fehérjék bels mozgasainak atomi felbontasu felderitésére szébelsen
alkalmaznak molekuléaris dinamikai (MD) szimulacitkarobb szamitasos vizsgalat szol az
ATP stabilizalé hatasardl csak izolalt NBD dimeretatalmazo6 rendszerekben [67, 74-78].
Az NBD dimerekkel vagy monomerekkel ATP vagy ADRejdétében végzett szimulaciok
fényt deritenek a hidrolizis altal indukalt lehefse konformacids valtozasokra. Annak
ellenére, hogy nincs egyértelnutalds arra, hogy az egyik NBD-ben tortént hidisli
el segiti vagy gatolja-e a szemkdztrahs) kot helyen a hidrolizist [77, 78], a legtbbb
szimulacios eredmeény és félig nyitott rontgendkbias szerkezet azt jelzi, hogy a helikalis
aldomén arans NBD-ben kifelé fordul az ATP hidrolizise utan [674], ami el segitené a
nukleotid kicseréldését. Ez a kifordulas a transz NBD-ben a Q- ésidkok egylttmozgasat
jelentené, amikd kisérleti modszerekkel megmutattéak, hogy fontasrapet jatszanak a
TMD felé tértén kommunikacioban [72, 79].

Kevés tanulmany szamol be teljes hosszusagu ABErjigtkel lipid kdrnyezetben
végzett szimulciokrol, mivel a bioldgiailag relegdid skaldkon valé mintavételezés ilyen
nagy rendszerek esetén magas szamitasi teljesitrk@rain. A bakteridlis B12 vitamin
importer (BtuCD) rendszert kiterjedten vizsgaltakDMszimulaciok segitségével. Lipid
kett srétegben végzett 15 ns tdrtamu szimulaciokkal megmutattak, hogy az ATP #és
az NBD-kben és a TMD-kben is indukal konforméaciddtazasokat, ami azt jelzi, hogy az
ATP kot dés maga lehet a katalitikus ciklus hajtéereje .[8H]asztikus haldzati analizist és
irAnyitott molekuléris dinamikai szimuléciokat 9&n alkalmaztak a B12 vitamin transzport
lehetséges mechanizmuséanak feltarasara [81]. ACBtwendszert részletesen vizsgaltak
lvetac és munkatarsai [82], akik molekularis dineamniszamitasok és komponens-analizis
segitségével aszimmetrikus zarddast mutattak kABR-kotott transzporter nukleotidkot
doménjeiben, ami az ABC transzporterek alternativdtizis mechanizmusét [66] tamasztja
ala. A teljes Sav1866 transzporterrel végzett slaniok segitségével sikerilt ramutatni
olyan oldallancokra a Q- és X-hurkokban, amelyeknagstol fuggen tobb kilénboz
konformécios allapotot is felvehetnek, és ezaltalakularis kapcsoloként tovabbithatjdk a
konforméacios valtozasokat az NBD és a TMD kozott][7Mindmaig azonban nem tortént
szisztematikus vizsgalat az NBD-ben ereds a TMD felé tovabbitott konforméaciés
valtozasok teljes utvonalarol.

Molekularis dinamikai vizsgalatokat hasznaltak azBCA fehérjék globalis

stabilitasdnak és szerkezeti integritasanak feleégecis. A mostanra visszavont MsbA
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rontgendiffrakcids szerkezet, amely a megfekdamu transzmembran hélixet tartalmazta, de
rossz irdnyultsdgban és topologikus elrendezégbén, rovid szimulaciok sorén is jeleat
torzulasokat szenvedett [83].
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2. Célkit zések

A munkam els részében egy Uj elven alapul6 mddszert dolgozoknélekularis
térbeli sr ségfliggvény Gauss-keverékekkel tortérdzelitése, amit a sokasagbeli atomi
konforméciokra tortén illesztéssel hozok létre. A kapott folytonosr ségfliiggvény
informé&cids entrdpiaja megbecsilheamelyb| a konfiguracios entrépia kiszamithatd. A
modszer tesztelésére 0Ot kis peptidrendszert valaski amelyek egzakt konfiguraciés
entropiaja a teljes konfiguracios tér feletti nuikes integralassal kiszamithatd. Az egzakt
entropiaértéket hasznalva referenciaként, az Ujszeitl az irodalomban talalhat6é elterjedt
modszerekkel hasonlitom dssze.

A munka masodik részében egy informacios entr@llag mennyiség, a kbélcsonds
informacio segitségével jellemzem az ABC exportehéfiek dinamikajat. Az ATP
hidrolizise &ltal okozott dinamikai valtozasok é&képezésére a Savl8@akterialis
transzporter nukleotidk6tott szerkezetét haszndielm A hidrolizis eltti és utani allapot
modellezésére létrehozok két, lipid ketetegbe agyazott szimulaciés rendszert, mélsb
egyik két kotétt ATP molekulat, a masik pedig egyFAés egy ADP molekulat tartalmaz.
Ezeket a rendszereket az ATP hidrolizisdtieés utani allapotot modellezésére hozom létre.
A tdbb, hosszu molekuléris dinamikai szimuléacidkapott szerkezetek alapjan kiszamolom a
fehérje konformacidjat leird torzios szogek kozokiblcsonds informaciot, amelynek
segitségével egymassal korreldlt mozgast végminosavakat keresek. A korrelalt
aminosavak mintazataban a nukleotidcsere hatask@vétkezett valtozasokat elemzem és
értelmezem.

Az ,alul nyitott” apo és az ,alul zart” holo formdinamikai 6sszehasonlitasara és a
kozottik vezet lehetséges atmeneti Utvonalak leirasara létrencadmviIDR1 fehérje apo
konformaciojanak homoldgiamodelljét. A két szertez lipid kett srétegbe agyazva hosszu
id tartamd molekularis dinamikai szimulaciékat végzék, a kapott trajektoriakban olyan

kollektiv mozgasokat keresek, amelyek a két konémidkozotti atmenet irdnyaba mutatnak.
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3. Modszerek

3.1. Molekularis dinamikai szimulaciok

A molekularis dinamika (MD) modszere az atomi remiek idfejl désének
szamitégépes szimulacidja. Emellett egy fontoagyon kézenfekv statisztikus fizikai
mintavételezési modszer, hiszen az ergodikus higotdapjan egy kelkn hosszu szimulacio
soran kapott szerkezetekb az un. trajektoriabdl, a rendszer egyensulyiajtidnsagai
kiszamithatoak.

Bar atomi rendszerek esetén a hasznalt térbelioriéds megkovetelné a
kvantummechanikai targyalasmédot, a gyakorlatbaronldan molekularis bioldgiai
rendszerek esetén ez bonyolultta és korilményggakran kivitelezhetetlenné valhat. Ezért
a legtobb, biomolekulakra végzett MD szimulacié atomokat klasszikus, tdltéssel
rendelkez  tébmegpontokként kezeli, és mozgasukat a klassziKiNewton-féle)
mozgasegyenletek megoldasaval szamolja:

d’r,
dt?

)l

i,

=F(r)=--U(r) (47)

ahol m ésr; azi atom tébmege és poziciéjb)(r) pedig az atomi kdlcsbnhatasokat leird
potencialfiiggveny. AZU(r) kolcsdnhatasi potencialban a kvantummechanikéhso&at
effektiv potencialok bevezetésével veszik figyelemtEzek leirasara rendszerint empirikus
0sszeflggéseket hasznalnak, és a modell paramétgyeallitiak be, hogy a lehetegjobban
reprodukélja a makroszkopikus rendszer tulajdorisdg@a hogy minél tobb rendszerre
transzferabilis legyen. Az igy kapott, kilénbomolekulak leirasara hasznalhaté modellt
nevezzukforce-fielcthek (ertérnek). A klasszikus leirasmod ellenére a szoivainsékleten
fellée(p mozgasok egy része, pl. a hidrogénatomok mozgéseinyos koétéshosszak és
kotésszdgek vibracioi mar nem tekinthet klasszikusnak, inkdbb egy oszcillator alapaliapo
rezgésének felelnek meg. Ezek a mozgasok tehat kgettek, ezért a hidrogénatomok
relativ pozicibit vagy a kovalens kotéseket gyakranyszerfeltételkéntcbnstrain) veszik
figyelembe a szimulaciéban, és allando értékefatartA potencialfliggvény konstrualasakor
alkalmazott masik fontos elhanyagolas, hogy paddilbatasok 6sszegeként éplil fel, emiatt
tobbtest-kolcsdnhatasokat nem képes figyelembeiveékmegyik legfontosabb ilyen jelenség
az atomi polarizacion keresztil tértékdlcsonhatas, amit igy effektiv parkélcsonhataskén

vesznek figyelembe.
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A mozgasegyenletek megoldasara elvben barmilyenerikos integralasi modszer
hasznalhatdé, az egyik gyakori valasztds a Verkegmatorok csaladdja (pozicid Verlet,
sebesség Verlet és Leapfrog algoritmusok [84-8B).4altalam hasznalt GROMACS [87, 88]
programcsomag a Leapfrog algoritmust hasznaljaVehet-csalad tagjai un. masodrend
szimplektikus integratorok, emiatt jellemidk, hogy a rendszer mozgasallandoit (energia,
impulzus, perdilet) megtartjadk, és segitségukketitdld mozgésok is stabilan szamithatok
[89]. Az integralas egyik kritikus paramétere dzlépés Dt), amelyet ugy kell beallitani,
hogy a rendszer legnagyobb frekvencigdju mozgasakeakterisztikus idejénél kisebb
legyen.  Biomolekularis rendszerekben ezt rendsized hidrogénatomok mozgasai
hatarozzdk meg, ez alapjan a leggyakoribb valasatésid lépésre aDt=1fs. A
hidrogénatomok és a kétéshosszak rogzitésével Bpik kitolhato akar 2 fs-ig is, és ezzel a
szimulaciok felgyorsithatoak.

A kényszerfeltételek mellett végzett mozgéas szitaskra kilonb6z algoritmusokat
dolgoztak ki, amelyek rendszerint az lépés megtétele utan, utdlag korrigaljdk az atomi
koordinatakat, hogy azok megfeleljenek a kénysiétideknek. Az egyik ilyen a SHAKE
algoritmus [90], amely a koordinatak iterativ kégmjaval elégiti ki a kényszerfeltételeket.
Egy gyakran hasznalt specialis, vizmolekulakraet@eott valtozata a SETTLE [91]. A
szimulaciokban altalam hasznalt médszer a LINCSlpmem iterativ €s gyorsabb, stabilabb
m kodést mutat, mint a SHAKE, azonban csak kotésla#isézg szabad kotésszogek allando
ertéken tartasara hasznalhato [92].

A molekularis dinamikdban haszné#dtrce-fielcek fliggvényalakjai nagyon hasonléak
egymashoz. A kolcsbnhatasi energia tagjai renddzkot és nemkot kolcsdnhatasokra
oszthatok. A kot kolcsonhatasok felesek a molekula geometrigjanak, és igy a
kotéshosszak, kotesszogek és egyes torziés szdgktuakioinak leirasaéert. A kot
kolcsdnhatasok ezért legtobbszor harmonikus rekgésmak le. A nemkotkdlcsénhatasok
az egymassal geometriai kényszerben nem &wmok kozott [€épnek fel, feledek a toltés-
toltés (Coulomb) és a van der Waals kdlcsonhatbesoksaért, de szilkség esetén mas tagokat
is tartalmazhatnak. A paraméterek szarmaztatadantkiz moddszerekkel torténhet,
egyeseket kvantumkémiai szamitasokbol szarmaztatma&sokat pedig kismolekuldk
valamilyen makroszkopikus tulajdonsaga (pl. sz@lvts szabadenergia) alapjan illesztenek.

A szimulécio elinditdsakor a kezdeti molekulariergezetben efordulhatnak nem
optimalis geometriaju kotések, vagy kozeli atomntaktusok, amelyek nagy potencialis
energiaval rendelkeznek. Ezek a szimulaciébanalmitast és nem vart jelenségeket
okozhatnak, ezért a kiinduldsi szerkezetet eneigiamlizdlasnak szoktdk alavetni. A
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gyakorlatban ilyen efordulhat, a szerkezetek @llitasa soran az alacsony felbontas vagy a
modszer sajatossagai miatt keletkezhetnek kdzminiakontaktusok, a szerkezetfinomitaskor
hasznaltforce-field pedig mas geometriat preferalhat, mint a dinamsaimulaciokhoz
hasznalt. Az oldoszer és lipidmolekulak, illetvahblyezett kofaktorok (pl. ATP) atomjai és a
fehérjeatomok kozotti esetleges Utkozéseket, aparkdtések nem optimalis geometriajat is
kijavithatjuk. Az energiaminimalizéldsi modszerekndszerint a legkdzelebbi lokalis
minimumhelyet keresik meg. Erre tobbféle matenzatitnédszer is hasznélhato, a
legegyszerbb a gradienssfeepest descenimédszer, azonban a minimumhely kdrnyéekén
gyorsabb konvergenciat mutat a konjugalt gradier(sekjugate gradien)smodszere [88].
Nagyobb rendszerek esetén is hatékonyan hasznafizatdokonjugalt gradiensek modszernél
esetenként jobb konvergenciat mutat az L-BFGiited-memory Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno quasi-Newtonian minimigzerdédszer, amelyet munkamban is alkalmaztam,
eés a GROMACS programcsomagban megtalalhat6 [93].

A mozgésegyenletek zart rendszer esetén konzegvaljgendszer teljes energigjat,
ezért a (47) egyenlet megoldasaval kapott trajektomikrokanonikus sokaséagot
eredményezne. A bioldgiai rendszerek azonban renias allandé hmérsékleten és allando
nyomas mellett nkédnek. A htartéllyal valé csatolas megvaldsitasara kilénboz
szamitasos modszerek léteznek. A legegybbemddszer az Un. gyenge csatolas (Berendsen
termosztat) [94], amely a kinetikus energiaf@ll désére az aldbbi, elend kinetikaju
egyenletet irja fel

DE,i, = (Eyino - Ekin)% (48)
ahol Exinp = (3/2NksTo a célh mérséklethez Tp) tartozo kinetikus energia, a csatolas
paraméter, t az integralas idépése. A kinetikus energia megvaltoztatasat asagrdaz

atomi sebességek

je T (49)
t T
faktorral tortén atskaldzasaval éri el. A modszermgle, hogy egyszeen megvaldsithato, a
h mérséklet elsrend kinetikaval tart a céllmérséklethez, és nem okoz fluktuaciokat. A
fenti faktorral tortén atskaldzasrdl azonban megmutathatd, hogy egyeresédtén nem
kanonikus eloszlast hoz létre az allapotok kozgtemiatt az atomi sebességek eloszlasa is
torzul. A kanonikus sokasag helyredllitasara eetids energia idfejl dését leird (48)

egyenlethez egy sztochasztikus tagot adnak homzélyagarantalja a kanonikus eloszlashoz
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valé konvergenciat [95]. A szimulacidkban ezt a dositott Berendsen-termosztatot
hasznaltam (a GROMACS programbaeiocity-rescale csatolas).

A nyomascsatolas megoldasa arérsekleti csatolashoz hasonldé modon torténik, a
koordinatak és a szimulacios doboz méretének d@zksaval. A gyenge csatolas modszereét
[94] itt is lehet alkalmazni, ez esetben a nyoméagvaltozaséat a

Dp = (P, - p)% (50)
egyenlet fogja megadni, és a nyomas itt isrelsd kinetikaval fog a célértékhepd) tartani.
A fenti folyamathoz a skaldzasi métrixot a
m =d - Ebij (Po;i - Py (1)) (51)
3tp
Osszefuiggéssel definialjak, ahol a nyomast a harmenriés nyomastenzorrap;) veszik
figyelembe. Ennek megfeledn poj; a nyomastenzor célértéke, amely rendszerint csak
diagonalis elemeket tartalmaz, a kompresszibilitas tenzorg,a csatolas relaxacios idejg,
pedig a Kronecker-delta. A nyomascsatolas tehBetleanizotrop, részlegesen izotrop
(semiisotropic csatolas, csak azésy iranyokban egye?, illetve a (51) médositasaval
létrehozhatd olyan csatolas is, amellyel az egyesndskomponensek helyett gzy sikra
vonatkozo fellleti fesziltség tarthato allandolekézelében.

Az oldészer jelenlétét a legtobb szimulacidban iexpl atomi felbontasu
vizmolekulakkal veszik figyelembe. Bizonyos esbtk ez azonban mégsem kivanatos,
példaul, ha a rendszer tul kicsi, és aranytalaoul szimulacios idt vennének igénybe a
vizmolekulakkal kapcsolatos szamitasok. Az oldogetenlétét mas modszerekkel is
figyelembe vehetjik, példaul az oldoszer molekwahivald Utkdzés felfoghato véletlen
esemeénynek, és a molekula dinamikdja sztochasztfelymmatként. Az ilyen, un.
sztochasztikus dinamika mozgasegyenlete a kdvetiekban irhaté fel [88]:

d’r, dr,
dtz' :-m)(id—t'+Fi(r)+\/mRi(t) (52)

m

ahol ; a surl6dasi egyiitthato &(t) egy véletlen zaj, amiréR; (R (t +5)) = d(s)d;. A

sztochasztikus dinamika jol hasznélhaté un. impladddszer modellekkel, amelyekben az
oldészert csak effektiv elektrosztatikus, termiles entropikus hatasain keresztil veszik
figyelembe. Munkamban a sztochasztikus dinamikaszhaltam kisméret molekulak

kanonikus sokasagainak éllitasara az oldészer explicit figyelembe vétedikil.
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3.2. Monte Carlo mintavételezés

A Monte Carlo (MC) modszerek kifejezés altalanobsdéigaz algoritmusok olyan
csaladjat jeloli, amelyek véletlen mintavételezéalapulnak. A Metropolis-féle Monte Carlo
modszer segitségével fizikai rendszerek konfigdsasokasagat allithatjuk elamelyben az
egyes konfiguraciok kanonikus (Boltzmann-) eloszl&vetnek [96]. A Metropolis MC
modszer két 1épésbdll: az els |épés az un. eferjesztésgroposa), amely soran a rendszer
eddigi q konfiguraciojabol egyg’ Uj konfiguraciét allitunk el véletlenszeren. Az (j
konfiguracié elallitasa rendszerint egy ¢ meghatarozott transzformaciokészlétiaz an.
mozgaskészletlh tortén véletlenszer valasztassal torténik. Masodik |épésben az un.
Metropolis-kritérium alapjan az (j konfiguraciét fajadjuk p=min{l,e °F'*"}
valészin séggel &cceptancg ahol az exponencialis kifejezés az Uj és a kégifiguracio
Boltzmann-valészinségének hanyadosa:

g H®eT -DE/ kT
PRI —e " (53)
ahol E=E(q) E(q) az 0] és a régi konfiguracio kozotti energiakii$édg. Munkamban az
MC mintavételezési modszert molekularis konformiédianonikus sokasagainak éllitasara

hasznaltam, g' konfiguraciot egyenletes valdszgeggel valasztva a konfiguracios tédrb

3.3. Ateljes konformaciohalmaz generalasa és az egzakt entrépia
szamolasa

Az egyes molekularis rendszerekre a konfiguracé@suniform mintavételezéseével
létrehoztam az un. teljg®nformaciohalmaztamelyet az egzakt entrépia kiszadmitdsahoz és a
Monte Carlo (MC) mintavételezett sokasagok a#lltasahoz is felhasznaltam. Ehhez
el allitottam a konfiguracios tér = (ky/ o, Ko/ 0, .. , Kg/ 0) racspontjaiban levszerkezeteket,
ahol ki egész szamok, a pedig egy rogzitett mintavételezeési tavolsag @iasdo). Csak
azokat ak; értékeket hasznaltam fel, amelyekse, a [0°, 360°) intervallumba esik.A
molekuldk kezd konformacidjat a SYBYL 7.3 programcsomag segiteébéllitottam el. A
geometria optimalizalasara a szerkezeteken eneirgraalizalast hajtottam végre az L-BFGS
modszerrel. Leallasi kritériumnak azt valasztottamikor a fellép maximalis atomi er
(emtol ) 50 kJ mol nm* ala csokken. A racspontoknak megfelsterkezeteket ezutan a
bels koordinatdkhoz tartozo torzids szogek mentén moriérgatassal allitottam el amihez
sajat készitésPython szkripteket hasznéltamA o értékét ugy valasztottam meg, hogy a

teljeskonformaciohalmazba#40—-60 millié szerkezetet kapjak.
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Az egzakt konfiguracids entropiat numerikus intéiggal szamoltam ki, amelyhez
alappontokként a teljeskonforméaciohalmazt hasznéltam fel. lgy a konfiguracios
allapotosszeget, az atlagos potencialis energiah é®nfiguraciés entropiat a (83)—(85)

0sszefuggésekkel szamoltam(lkisd 7.2. fejezetaz alabbi formaban:

Zconf = € bU(q)dq » e bEk/ 0d :j Odzd (54)
k
1 ) 1 - be, : 1 )
<Epot>=2 U(ge bu(q)dq»z ) €¢ o) od =Z_ ) €€ o :<Ed> (55)
d

S

conf

=Kg(INZgons + B(E o)) » ks (INZ, + B(E,)) +kedInj,  (56)

ahol ¢ ak konforméciéenergiajad pedig a konfiguracios tér dimenzidja. A szam#dégan

keletkez Z,= e

mennyiséget konfiguracios allapotdsszegnek newezzijathato,
hogy a szamolt entropia fuggeni fog @ racsallandotol és annak mértékegysdgetz a
fuggés a differencidlis entropia definiciojabol dereés az egyszeség kedvéért a
tovabbiakban a o mértékegységét nem vettem figyelembedz egyes konforméciok
energidjanak kiszamitasahoz és az energiaminingdizdz is a GROMACS 4.0.7
programcsomagot és a GROMOS96 G5ftabe-fieldet hasznaltam.

Fontos megjegyezni, hogy az igy szamolt energiegktéermészetesen befolyasoljak
az ezek alapjan szamolt entropiaértékeket is. ZEzsajelenti, hogy a kiszamolt entropia
értéke nem lesz pontosabb, mint az energiaszanuadsisznalforce-field Az egyedorce-
fieldek pontossadganak targyalasa azonban meghaladjalgazdb kereteit, és munkam
szempontjabol kevésbé relevans, mivel a szamotbgiagrtekek kisérleti adatokkal nem,
csak az ugyanazon sokasagokbol szamolt értékeddtek losszehasonlitva. Az egységesség
végett az egyes sokasagok generalasakor és aztetkenergiajanak direkt kiértékelésekor
is ugyanazt &orce-fielcet hasznaltam.

Az egzakt entropia szamitasat Python és Perl sekrijprméajaban valositottam meg.
Az allapotdsszegZ) szamitasakor az egyes 6sszeadandé tagok kobbttntigysagrendnyi
kilébnbség is lehet, ami az Osszegzéskor numerikueblgmakat okozhat, és
pontossagvesztéssel jarhat. Ennek minimalizastagakat novekv sorrendben adtam 6ssze
az mpmath beépitett Python modul segitségével, 100 jegy gssdiggal. A programok
futtatdsahoz a Python 2.6.6-0s verzidjat hasznaltém egzakt entrépia kiszamitasat végul
Perl szkriptekkel, aMath::BigFloat Perl modul és a GMP numerikus konyvtar

felhasznalasaval, szintén 100 jegy pontossagg&zeém.
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3.4. Molekularis sokasagok el  allitasa

Az el z fejezetben leirtak alapjan kapott teljes konforidldalmazbol Monte Carlo
mintavételezéssel mindegyik tesztrendszerredliéottam molekularis sokasagokat (a
tovabbiakban MC sokasagok). A sokasag elemeinekeneralasakor a kovetkez
konformaciot mindig egyenletes eloszlassal valdsato a teljes konforméaciéhalmazbol, és
azt a Metropolis-kritérium alapjan elfogadtam vagjyetettem. Az els elemet egyenletes
eloszlassal, véletlenszen valasztottam. A generalast addig folytattamigam= 100500
elfogadott elemet sikertlt generalni, anlibaz els 500 elemet elvetettem a kezdeti
konformaciotol vald fliggés minimalizalasara, igy kanforméaciés sokasagok minden
molekula esetén 100000 konforméciot tartalmaztélzzel a mddszerrel felhasznalhatok a
teljes konformacios halmaz generalasakor kiszaerdtrgiaértékek, igy a generalas gyorsan
végezhet, és Boltzmann-sokasagot eredményez. A kapott akirit6z6tt azonban
duplikatumok is lehetnek, egy konformacié tobbsg@zerepelhet a mintak kozott.

A gyakorlatban molekularis sokasagok generalasgalirgn alkalmaznak molekularis
dinamikai (MD) szimulacidkat, ezért az entropialtbeanodszereket kétféle moédon generélt
MD sokaségon is teszteltem. Az eredeti tervemirsizaz MC sokasagokhoz hasonléan itt is
olyan konformacidkat szerettem volna generalni, lgn#& a kotéshosszak és kotésszogek
rogzitettek, €s csak a belkoordinatak valtozhatnak. A LINCS kényszermegadiforitmus
azonban erre nem alkalmas, a SHAKE hasznalata regeélig nagyfokl numerikus
instabilitdst tapasztaltam, ami miatt a kapott eklatem voltak megbizhatéak. Ezért az els
MD sokasagot minden rendszerre végul rogzitett skiteszak és flexibilis kotésszogek
alkalmazaséaval hoztam létre (,MD/LINCS” sokasagokpz ilyen sokasagokra szamolt
konfiguracids entropia nem lesz dsszehasonlithatd@ sokasagokra kapott értékekkel, mert
a rendszerek kulonbdzszabadsagi fokokkal rendelkeznek, hiszen az MhglZciokban a
kotésszogek is valtozhattak. A szabadsagi fokagkenil b vitése miatt bekdvetkez
entropiavaltozas megfigyelésére informativnak teato olyan adatkészlet Iétrehozasat is,
ahol mind a kotéshosszak, mint a ko6tésszogek fleseéh valtozhattak (,MD/Unc”
sokasagok). A konformaciokat sztochasztikus dikaiszimulaciéval generaltam, oldészer
nélkil, 2 fs lépéskozzel 6sszesen 10000 konformaosdtam Iétre mindegyik rendszerre. A
h mérsékletell = 300 K-re allitottam, a Coulomb-ér szamitadsahoz és a szomszédsagi lista
generélasahoz 9 A levagasi értéket, a van der Waldsonhatasok szamitasakor pedig 12 A-
ot alkalmaztam. A szamitasokat a GROMACS programeg) 4.0.7 verzidjaval és a G53a6

force-fieldfelhasznalasaval végeztem.
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3.5. A mintahalmaz centralasa

A bels koordinatak altal reprezentalt torzids szogek qubkius valtozok, és
rendszerint a [0°, 360°) intervallumon értelmezett&z gondot okozhat olyan modszereknél,
amelyek ezt nem képesek figyelembe venni, hanerisa koordinatakat egy nyilt, végtelen
intervallumon értelmezett mennyiségként kezelikz égyik jellegzetes probléma, hogy az
értelmezési intervallum két végpontja kornyékén ledatpontok a korkords tartomanyban
egymashoz kozel helyezkednek el, azonban a peit@sti¢igyelmen kivil hagyé modszerek
ezeket tavolinak veszik. A probléma megoldasare@es bels koordinatak nullpontjat
eltoltam olyan modon, hogy lehétg minél kevesebb adatpont helyezkedjen el a giis
hatéron. Ennek érdekében mindegyik bel&oordindta esetén elkészitettem a
koordinataértékek hisztogramjat, amelyben megkenestzt a leghosszabb 6sszefiigg
tartomanyt, ahol a hisztogramértékek a globalismimukat felveszik. A nullpontot ezutan
ugy transzformaltam, hogy a periodikus hatarponiggzmeghatarozott tartomany kézepére
essen, majd ezt a mweletet minden belskoordinatara megismételtem. Ez a modszer a
periodikus tartomanyban értelmezett eloszlas erdfipnem valtoztatja meg, hiszen az
entropia invaridns az eloszlas eltoldsaval szembementralasi algoritmust Octave szkript
formajaban valositottam meg, a futtatashoz az @cBa0.1 verzidjat hasznaltam.

A centralasi mveletet a ,val’ rendszer bels koordinataja esetén mutatom be,
amelynek adatait a kényszerek nélkili MD trajeléidél vettem (5. 4bra). Az eredeti és a
centrdlt adathalmazra K =3 komponensh all6 Gauss-keverék fliggvényt illesztettem,
amely nem veszi figyelembe a koordinata periodséita A centralt adatkészlet lathatéan jobb
illeszkedést biztosit, ami a modell altal josolttrépia pontossagat noveli. Az abran
bemutatott esetben a hisztogram modszerrel szaegaakt entropiaértélSoaci= 38,478
JK! mol'. A centralas nélkiil illesztett adatkészlet eseaéiGauss-keverék modellb
becsiilt entropiduigina = 42,384 J K mol', a centrélt adatkészletre pedgntered= 38,676

J K* mol*, ami j6l mutatja a centralas fontossagat az iltsshelyes végrehajtasaban.
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5. dbra. A mintahalmaz centrdlasanak bemutatasa. A ,val’ rendszer bels koordinatajanak
eloszlasfuggvénye lathaté a felgrafikonon centralas nélkil, az alsén central@n.utAz eredeti eloszlasban
180° kornyékén csucs talalhatd, amely a periodikaarfeltételek figyelmen kivil hagyasa miatt kéddli
cslcsra esik szét. A centralasi valet a csucsokat elmozgatja a periodikus hatarpbnés ezaltal jobb
illesztést biztosit, mikézben a periodikus eloseéleti entrépigjat nem valtoztatja.

3.6. Egyeéb entropiabecsl  modszerek implementalasa

Az irodalomban megtalalhatd mas, gyakran alkalnmiazotddszereket is
megvalositottam a Gauss-keverék modszerrel tortéaszehasonlitas érdekében. A
kvaziharmonikus mdédszert a Karplus és Kushick &t formaban valdsitottam meg [18].
Mivel ez a mddszer nem képes figyelembe venni, hagyels koordinatak korlatos és
periodikus tartomanyon értelmezhek, a konforméaciés adatpontokat centraltam a 3.5.
fejezetben leirt modszerrel. Ezzel elkertlhehogy a periodikus hatarok kérnyékén
adatpontok helyezkedjenek el, ami szamitastenmékeket okozna. A kvaziharmonikus
modszer Schlitter-féle, Descartes-koordinatakkakda valtozatat is megvalositottam [19].
Ebben az esetben két valtozatot hoztam Iétre: bggika molekula 6sszes atomjat
felhasznaltam a szamitasokban (Schlitter/AA), aikn&setén csak a belskoordinatak
torzids szbgeit meghatarozé atomokat (Schlitter/TA)

A Wang és Brischweiler altal leirt 2D entropia ne&igt is megvaldsitottam [34]. Ez
a modszer tartalmaz egy olyarparamétert, amely a magsség-becslésben hasznalt Gauss-

magflggvény szélességét jeldli. A modszer kilonk@ikalmazasaiban kilonboz értékek
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bizonyultak optimalisnak [34, 35] a 0,1-0,3 tartmyldan, amibl kidertl, hogy a paraméter
optimalis értéke nem atvihetaz egyes rendszerek kozott. A modszer tobb kdbnb
értékek melletti tesztelése soran a kapott entédfgikek nagyon széles skalan mozogtak, és
er sen fuggtek a értékétl. Az egzakt entropiaértékekkel vald legjobb eggtza = 0,05
erték eseten talaltam. Az ehhez hasonlo nrageg-becslési feladatok esetén megmutathato,
hogy a magfliggvény optimdlis savszélessége fludoetokozott a mintahalmaz nagyséagétél
(n)a ~ 1h°?dsszefiiggés szerint [97]. A Li és munkatarsai &égzett tanulmanyban [35]

a optimalis értéke 0,1 és 0,2 kozott volt, atlagosan4791 elem mintahalmazra. Ezek
alapjan esetemben az= 100000 elemszamu Monte Carlo ésna 10000 méret MD
mintahalmazra a optimalis értéke 0,01 és 0,1 kozé esik. A tovakiban ezért a
szamitdsaimhoz a = 0,05 értéket hasznaltamEzeket a mddszereket Octave szkriptek
formajaban valositottam meg, amelyeket az Octayd Yerzidjaval futtattam.

A Numata és munkatarsai altal kidolgozott modszertetozd programot a cikk
szerzi bocséatottak rendelkezésemre. Az MC sokasagokgzett szamitasok azonban sok
esetben rendkivili eltérést mutattak az egzaktopiatértékektl. Az eltérés hatterében
feltételezésem szerint az MC sokasagok sajatospmamintavételezett jellege huzédik meg,
amely a mintahalmazban duplikalt (degeneralt) nkattéeredményezhetett. A duplikalt
mintak megzavarhatjak a médszer legkdzelebbi széthentropiat szdmold részét, hiszen
ilyen adathalmazban kelegkdzelebbi szomszéd nem egyértedm definialt, ami nem vért
hibakat okozhat az eredményekben. A kapott erdédfkek ersen fliggtek a modszer
felbontas fesolution r) paraméterét is, amellyel csak minden adatpont figyelembevétele
allithaté be a szamitas sor@nl. r =4 esetén csak minden negyedik adatpontot veszi a
program figyelembe a szamitaskor)A minta degeneraltsdganak feloldasara praktikus
megoldasként a belskoordinata értékeihez véletlen, nullara centraliu€s-zajt adtam,
amelynek varianciajat a racsalland@)(négyzetére allitottam. Az igy korrigalt adatokra
kapott eredmények mar nem mutattak érzékenységet falbontasi paraméterre, ami az
entropiaértékek stabilitasat és konvergenciajatatjaut Bar a hozzaadott zaj megndveli a
sokasagokra kapott entropiaértékeket, varhatéan n~éltoztatia meg jelensen azok
pontossagat, hiszen a variancigja kisebb, mintcaoravegzett mintavételezés altal okozott
zaj. A degenerélt mintahalmaz problémaja nem réeliaz MD sokasagok esetén, ahol az

r = 1 értéket hasznaltam.
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3.7. Fehérjemodellek

A kisérletileg megoldott fehérjeszerkezetek felldsat széles skalan mozog.
Membranfehérjék esetén a kristalyositds nehézséigei kilondsen kevés atomi felbontasu
szerkezet all rendelkezésre, mas szerkezetvizsgalatiszerekkel pedig ekkora meéret
rendszerek altalaban nem, vagy nagyon nehezenalleggak (a membranfehérjék tipikusan
nagyok, és szerkezetiik nagyon érzékeny a biokédiralyezetre). A molekularis bioldgia
alapvet dogmaja, hogy a fehérje szekvencidja meghatarazaaerkezetét, ezek alapjan
feltételezhet, hogy hasonlo szekvenciaju fehérjék szerkezeterthds Amennyiben tehat van
egy mar megoldott szerkezetehérje, amely nagyfokd szekvencidtiasonlosagomutat a
vizsgalni kivant fehérjénkkel, akkor az ismeretlsrerkezet felépitéséhez hasznélhatjuk
kiindulopontként a mar ismert szerkezetet (ez azeémplat), ez a homol6giamodellezés [98-
100]. A hasonlésag megallapitasanak és a szertadépttésének kiindulépontja a két fehérje
szekvenciaillesztése. A szekvenciaillesztés olyahogiai probléma, amely soran két vagy
tobb fehérjeben az egymasnak funkciondlisan eés/vasperkezetileg megfelel
aminosavparokat keresstik. A legjobb egyezés naygilsahoz mas informacio hianyaban
az aminosavak egymashoz val6 biokémiai hasonloséegik alapul, ekkor az optimalis
illesztés megallapitasa matematikai probléma. ptmdlis illesztés megallapitasara tobbféle
biologiai modell és algoritmus Iétezik [101-104].

A homolégian alapul6 szerkezetépitésre szinténédmkinddszer létezik, amelyek
koézul munkdmban az igen elterjedt MODELLER ngrogramot hasznaltam [105, 106]. A
MODELLER szekvenciaillesztés alapjan automatikusietiépitésre képes. A modell alapjat
azok az atomok képezik a templat szerkedetimelyeknek van megfelglik az ismeretlen
szerkezet fehérjében a szekvenciaillesztés alapjan. A liaratomok kiegészitésre kertilnek
a CHARMM force-field altal meghatarozott kétéshosszak és kotésszogghanl Az igy
kapott kezdeti szerkezet ezutan tobb Iépésben afitiétasra kerll. Az optimalizalas célja,
hogy az adott bemeneti adatok (szekvenciaillestt@splat szerkezet) alapjan megtalaljuk a
legvalészinbb kaphatd fehérjeszerkezetet. A valésgéy kiszamitasahoz kilonbdz
geometriai paraméterek (pl. €€ tavolsagok, kdtéshosszak és kotésszogek, torziimgek)
eloszlasfliggvényét hasznaljak, amelyeket feltételal®szinségekként fejezhetiink ki a
kovetkez alakban:

p(x|a,b,....,c) (57)
ahol a, b, ...,c ismert, x pedig az ismeretlen paraméter. Ezeket a fliggk&tya

MODELLER kényszereknekréstraini nevezi, és ismert szerkezehhomoldg fehérjeparok
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és -tripletek alapjan szarmaztatjet [107]. A felhasznalk és a megjoslasahoz hasznalt
a, b, ...,c paraméterek megvalasztasakor igyekeznek figyelememni az egyes
fehérjeszerkezeteken belll talalhaté korrelaciokata homolég aminosavak kozottieket is.
Az a, b, ...,c paraméterek geometriai és szekvencialis jell&mizegyarant tartalmazhatnak.
Az 0Osszes eloszlasfiiggveny kombinalasaval kapdtisga ségsr seg-fliggvény negativ
logaritmusa egy effektiv szabadenergia jelletennyiséget hataroz meg,

=-Inp (58)
amelyet a MODELLERbobjective functionek nevez. Azbjective functiorminimalizalaséara
a MODELLER elsz6r az an.variable target functionmdédszerrel (VTFM) végez tobb
iteraciot, amely soran fokozatosan egyre tdtdmyszertvesz figyelembe, amelyeket a
konjugalt gradiensek modszerrel minimalizal. Emwda optimalizalt szerkezet finomitdsara a
MODELLER tdbb lIépésben molekularis dinamikaval szi@ft h kezelést végez, igy all ek

végleges szerkezet [107].

3.8. ABC fehérjék molekuléris dinamikai szimulaciéj a

Az ATP Kkicserélés hatasdnak vizsgélatara végzeitnusaciokhoz a Sav1866
bakterialis ABC exporter fehérje ,alul zart”, ADP kotott komfoacioban kristélyositott
rontgendiffrakcidos szerkezetdbindultam ki (PDB ID: 2HYD). Ez a szerkezet, bar
bakteridlis eredetfehérjét ir le, mégis fontos, mert az egyetlerdetkezésre allé szerkezet
telles ABC exporterek nukleotidkotott konformaci@ia Az ATP el allitasahoz az MJ0796
NBD dimer szerkezetélb (PDB ID: 1L2T) a vele egyutt kristalyositott ATRolekula -
foszfat csoportjat és a megkotott Mgont vettem &t a Savl866 szerkezetbe, a fehérjék
egymasra illesztése utan. Ezzel a médszerrebtddiih el a dupla ATP kotott Savl866
ATP/ATP szerkezetet és az egyik Kaelyen ATP-t, masikon ADP-t tartalmaz6 Sav1866
ATP/ADP szerkezetet is. Mindkeét rendszeren enerigienalizalast hajtottam végre az ATP
és a fehérje—ATP kontaktusok geometrigjanak opipraldisara. A minimalizalast steepest
descentmodszerrel végeztem, és konvergaltnak tekintettemikor a fellép maximalis
atomi er (emtol ) 500 kJ mof nm® ala csokkent [88]. A membranba &agyazashoz a
kés bbiekben az igy kapott szerkezeteket hasznaltam.

Az apo és holo szerkezetek dinamikai 0sszehassalitg olyan fehérjére volt
szikség, amelyt mindkét konformaciéban elérhetatomi felbontasu szerkezet. Jelenleg
ilyen szerkezetek nem érhktel, ezért a humadn MDR1 fehérje mindkét konforrahan
felépitett homologiamodelljeit hasznaltam. A héltapot modellje a Savl186Bakterialis

fehérje szerkezete alapjan készilt [108], és Wies® munkatarsai bocsatottak
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rendelkezésemre. Az apo modellt a MODELLER 9v7gpam segitségével az egér MDR3
szerkezet (PDB ID: 3G5U) alapjan épitettem. A seekiaillesztést a ClustalVi2.0.10
program [101] alapbeallitasaival végezve a szekaéa@zonossag 88,4% volt a két fehérje
kozott. A feherjek szekvenciait a 3G5U PDB modellblletve a Wiese és munkatarsai altal
rendelkezésre bocsatott fehérjeszerkezetettem. Ez utdébbi megfelelt az UniProt
adatbazisban szeregVIDR1_HUMAN szekvencia 36—-630 és 696-1275 kozétidinak. A
két ABC alegység kozotti kb. 60 aminosav hosszusegaekot (linker) régié a modellben
nem szerepelt. A modellépitéshez hasznalt szelaibesztés a 6. abran lathatd. Egy-egy
aminosavnyi eltérés a két szekvencia kozott egyesse elszortan talalhatd, a nagyobb
kulonbségek pedig feg az extracellularis hurkok terlleteire esnek RRL fehérjében az
UniProt alapjan ezek a 73-119, 210-215, 318-328;-736, 875-936, 958-973 pozicidk).
A MODELLER az automatikus modellépités kozben tédellt is [étrehoz, amelyek kdzl
végleges modellként aabjective functioraltal legjobbnak mondott szerkezetet valasztottam.
Az apo modellben csak azokat az oldallancokat #pitemeg, amelyeket a holo modell is
tartalmazott.

it numands 1275 1042 ENNBRRHOIPVAGOLSL EVKKGGTLALVAS SGGGKSTVVALL EREYDR! AGK ML L DGKEIKALNVAWLRANE 1113

e Auman3s:1275 1114 GIVSGERILFDOS | AENI AYGDNSAVVSCEE I VRAAKEANIH AR |ESLENKYS T VODKATALSGAAKAR A 1155

o numands 1275 1165 | ARALVAGRH | LLLDEAT SALDTESEKVVAEAL KAREGRTS 1V 1 AHRLST | QNABL | Y\ GNGH VKEHGTH 1267

3G5U/33-1270 1254 _ 1270

mdr1_human/36-1275 1258 A 1275
6. dbra. A human MDR1 fehérje apo homoldgiamodel§nek megépitéséhez hasznalt szekvenciaillesztés.
Az abran a templatként hasznéalt egér MDR3 szekwe(eDB ID: 3G5U) és a human MDR1 szekvencia
(,mdrl_human”) illesztése lathat6é. A megegyeaninosavakat kék hattér jeloli. A két ABC alegys@zotti

0sszekot régiot (h(MDR1: 631-695 aminosavak) nem tartalmagigk szerkezet sem. A két szekvencia kdzotti
nagyobb kiloénbségek az extracellularis hurkok eeile esnek.
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A membranszimulaciokhoz a fehérjeszerkezeteket egggensulyba hozott, explicit
vizmolekulakkal szolvatalt lipid ketsrétegbe illesztettem. A membran kettsréteg
koordinatait a [109] referencidhoz tartozd kiegésznyagbdl gupplementary materipl
vettem. Ebbl x ésy iranyban a membran duplazasavaljranyban pedig vizzel valo
kitéltéssel nyertem egy kb. 125x125x180 A nagysagibran—viz rendszert, amelyet 20 ns
id tartam0 szimulacioval Ujra egyensulyba hoztam. ehéfje membranba egégiét a
TMDET [110] és a HMMTOP [111] moddszerekkel is megjtham, a kilonbdz
szekvenciakra és szerkezetekre kapott eredményekl.atablazatban lathatéak. A
fehérjeszerkezetet veégul kézi pozicionalassalzilegtem Ggy, hogy a josolt transzmembran
szakaszok membranba esése a lelagjobban teljesiljon. A beillesztésnél lgyeltama,
hogy az N-terminalis amfipatikus un. konyokhélix@knembran belsfellletére fekidjenek
fel. A fehérjével sztérikusan Utkodipid- és vizmolekuladkat ezutangenbox programmal

eltavolitottam.

1. tdblazat. Kulénb6z modszerekkel josolt transzmembran régiok az egyedBC fehérjékben. A
HMMTOP szekvenciaalapu joslast végez, a TMDET médgedig térbeli szerkezet alapjan jésol. A modsze
mellett a bemeneti adatok forrdsa van megjelolvaPtbt: a fehérje szekvencigja az UniProt adatbdlzigjan,
2HYD, 3G5U: a felhasznalt fehérjeszerkezetek PDBdj&i6 és lancazonositdja, a hMDR1 fehérje
homologiamodelljei esetén a modell szekvenciajkadormacidja van feltlintetve. A kétféle mdodszéala
adott szakaszok nagyjabol egybeesnek, de a sztalkaze predikcio a membranba illesztéskor tipikugdaan
megvaldsithaté volt.

41



A telijes rendszer toltését a toltés jelét | fiigg en Nd vagy Cl ellenionok
elhelyezésével semlegesitettem, ganion program segitségével. Az igy szolvatélt
rendszereken e$z0r energiaminimalizalast hajtottam végre a nuld&otott Sav1866
szerkezetek ebllitasanal irt moédon. Ezutan tobb lédmsn rovid MD szimulaciokat
végeztem a fehérje-lipid és fehérje—viz felszingkinualizalasara. A fehérje atomjait
kezdetben egy 1000 kJ mohm? er &llandéji harmonikus potenciallal kotéttem a kiitéchi
koordinataihoz, amelyet az egyes szimulaciok koz#B0 kJ mol nm? [épésekben
csokkentettem. Az elsszimulacio 20 ns, a tovabbiak 200 pstatamuak voltak. A
szamitasokhoz felhasznalt szimulacidkban a femégekorlatozasok nélkil mozoghatott.

A Sav1866 rendszerek esetén POPC (palmitoil-ofesitfatidilkolin) kett sréteget, a
G53a6force-fielcet és fellletifesziltség-csatolasulface-tension ) alkalmaztam, &
iranyl kompresszibilitdas 450° bar' volt. Mindkét rendszer esetén sér két 100 ns
id tartam0 szimulaciot végeztem, majd a mintavételgaggasara tovabbi harom 50 ns
id tartamut, igy mindkét rendszer esetén a tovabbingaaokra dsszesen 6t szimulaciobol
kapott adatokat hasznaltam fel. Az MDR1 rendszeedetén DPPC (dipalmitoil-
foszfatidilkolin) kett sréteget hasznaltam, allando fellleti feszlltségst, a z iranyd
kompresszibilitast nullara allitottanBar a POPC lipidekd allo kett sréteg gyakori modellje
a sejtmembrannak, a DPPC-t itt a hMDR1 apo szetke@C-ben mutatott instabilitasa
miatt valasztottam. A DPPC molekulak telitettefy; képesek a teljesen nyujtott konformacio
felvételére. Ez merevebb membrant hoz létre, draifehérjeszerkezet stabilizalasat vartam,
amellett, hogy eleve stabil fehérjeszerkezet esat&gatféle membran hasznalata nem okoz
szamottev kulonbséget [71]. Az apo hMDR1 rendszerrel egy 100 ns, a holo hMDR1
rendszerrel harom 100 ns, az eredeti egér MDR3aklylsli szerkezettel pedig egy 70 ns
id tartamu szimulaciot végeztem. Az allando felufesziltséggel végzett szimulacidkban
nulla fellleti feszlltséget hasznaltam. A hMDRIohezerkezettel POPC kesrétegben,
részlegesen izotropémiisotropic ) nyomascsatolassal is végeztem egy 100 ns hosszu
szimulaciét. Ebben az esetben 1 bar kdrnyezetmagb ést =4 ps csatolasi allandét
hasznaltam, a kompresszibilitdsra a lipidrétegabig &-y) 4,510° bar' értéket, az
iranyban pedig nullat allitottam be. Mindegyik remiacié esetén a termosztalashoz a
korrigalt sebességatskalazaglcity-rescale ) modszerét €3 =310 K referencia-

h mérsékletet valasztottamA tavoli (long rangg elektrosztatikus kdlcsonhatasokat a PME
(Particle-Mesh Ewald, [88]) modszerrel szamoltanGaulomb- és van der Waals-krés a

szomszédsagi listanéighbor lis) szamitasakor hasznélt levagasi tavolsagot 10 A-re
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allitottam. A szimulaciohoz periodikus peremfedtéket alkalmaztam mindharom, §/, 2)
koordinata mentén. A szolvatalt rendszerekké&$zitését, az energiaminimalizalast és a
molekuléris dinamikai szimulaciokat a GROMOS96 Gh8arce-fielddel és a GROMACS
programcsomag 4.0.3 verziojaval végeztem a Unityersi North Carolina (Chapel Hill)
szamitokdzpontjaban, 4x SDR InfiniBand 6sszektatkellatott, 2,3 GHz orajelen futo Intel
E5345 négymagos processzort tartalmazd szamitogepekEgy MD szimulacio 128
szamitasi magon parhuzamositva futott, egy 10@ nartamua szimul&cio tipikus futasi ideje
kb. 10 nap volt.

A lipid kett sréteg analiziséhez sajat, Python nyelven irt gigket hasznaltam. Az
egy lipid fejcsoportra esterlilet meghatarozasahoz a lipid fejcsoportok foaromjainak
pozicidit a membran sikjara vetitettem, ezek jedzéfk az egyes lipidmolekulak pozicioit.
Ezutan kiszamoltam a fehérje membranbarészének bennfoglalo téglalapjat. A membran
ezen kivul es tertiletének kétszeresét elosztottam az ezen tenikévil es lipidmolekulak
szadmaval. Az igy kapott értéket vettem az egyliimlekulara esteriletnek. A kétszeres
szorzOra a két lipidréteg figyelembevétele miatt saiikség. A lipidréteg vastagsagat a fels
és also lipidrétegben levfejcsoport-foszforatomok atlagaskoordinatainak kulonbségekent
szamoltam ki.

A fehérje szerkezeti stabilitAsdnak kovetésére aeltoriabeli szerkezetek C
atomjainak atlagos négyzetes gyok eltérését (RM&amoltam ki a kezdeti szerkezethez

képest az

RMSD= 1" d} (59)
k=1
0sszefliggés segitségével, atiahz egymasnak megfeleC atomok tavolsaga.

A vizsgalt fehérjék kollektiv mozgasainak kiszars#@ az un. esszenciélis dinamikai
(essential dynami¢sanalizist alkalmaztam [112]. Ennek soran a téekkgl sulyozott atomi
koordinatadk kovarianciamatrixanakkibmponenseit szamoljuk ki, amelyek a rendszer egy-
egy, linearisan fuggetlen (nem korrelélt) vibracm®dusnak megfelel elmozdulasvektort
adjak meg. Tobb fehérje esetén is megmutattaky lrodunkcid szempontjabdl relevans
mozgasok pusztan néhany, un. esszencialis modaiskdtszitett altérben torténnek [112,
113]. ABC exporterek esetén az altalam vizsgélivakt mozgas a holo és az apo
konformacio kozotti atmenet, amelyet a

Dr, =1

r (60)

i,apo ~ 'iholo
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elmozdulasvektorral jellemeztem, ahgl,, ésr a fehérjei. aminosavjahoz tartoz6 C

i,holo
atom pozicidja az apo és a holo szerkezetben. theréethez szikséges és a kollektiv
modusokbdl kapott elmozdulasvektorok egybeesésdinazatfedési dverlap faktorokkal
[114] jellemeztem, amelyetka modusra az

N

rrl(iDri‘
== (61)

V2 1/2

Osszefuiggés definial, ahoh, ak. modushoz tartozoDr, pedig a konforméacios atmenethez

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

képlettel definialjuk:

me=//,m +//,m+ + /. m (62)

ahol / a k. modushoz tartozé sajatérték, aminek négyzetgy@kmodus amplitudojaval
aranyos. Az esszencialis altér meghatarozasahotarezaz n legnagyobb atfedéssel
rendelkez médus kombinacidjara is kiszamoltam az atfeddsiof és azt a kombinaciét
valasztottam, amelyre ez maximalis. Az ezen mdlusonbinacioja altal meghatarozott
elmozdulas tehat az, amely leginkabb egybeesikpaztewlo atmenet irdnyaval. A human
MDR1 fehérje esetén a kovarianciamatrix kiszamitadat a trajektoriabol kapott
szerkezeteket a transzmembran hélixek mentén eggnibissztettem. Az illesztéshez
hasznalt szakaszok a Leu49-Gly73, Tyrll17-Gly1l4g190-Thr209, Leu214-Ala233,
lle299-Ser323, 11e328-11e352, Pro709-Phe732, AsnlPh8777, Arg832—Phe851, Leu857—-
Val874, Ala935-Cys956 és Asp973-Ala995 aminosavakak. A kovarianciamatrix
kiszamitasat, diagonalizalasat és az esszencidldusok kiszamitasat a GROMACS 4.0.3
programcsomagban megtalalhgtcovar programmal végeztem.

A trajektoriakbol kapott konformaciok masodlagoserkezeti tartalmat a DSSP
programmal becsiltem meg [115]. A DSSP sebr a fehérje 1ancan talalhato
hidrogénkotéseket keresi meg az energidjuk alapjamelyet geometriai paraméterekb
szarmaztat. A hidrogénkotések halozataban azt&gwes masodlagos szerkezeti elemeknek
megfelel mintdzatokat keres, amely alapjan meg tudja d&dapihogy az egyes aminosavak
milyen masodlagos szerkezeti elemben talalhatéadRominans masodlagos szerkezeti
elemnek egy aminosav esetében azt neveztem, ametylsgimulécios id legalabb 80%-

aban megtalalhaté. A masodlagos szerkezet aréiemisa transzmembran doméneket a
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kovetkez képp hataroztam meg: Metl-Asp319 (A és B lanc) 8é&ksetén, Val35-Asn367
és Ser692—-Glu1009 mMDR3 esetén és Val36—Asn37&re9&-Glu1013 hMDR1 esetén.

Az oldészer altal hozzaférhetfelilet szamitasdhoz a CCP4 csomag SURFACE
programjat hasznaltam [116, 117], amely egy vizkdb reprezental6 1,4 A sugari gdmbot
gordit végig a fehérje felszinén, és minden amwaskiszamolja a kontaktfelszin nagysagat
a prébagdtmbbel. Az analizist a hMDR1 fehérjébddkr-190, 236-295, 354-376, 782—-831,
881-940 és 1005-1020 aminosavak altal definidladatlularis hurkokon végeztem.

3.9. A kolcsonos informacio

A nukleotidkdét és a transzmembran domének kozotti lehetségesztditkus
utvonalak felderitéséhez olyan oldallancokat kerastamelyeknek a konformacidja és
mozgasa egymassal Osszefligg. Ha egy oldallancokoatioja egy masik oldallanc
konformaciojatél fugg, akkor a keftik konformacioja és igy mozgasa is korrelalt legz
egymassal ilyen formaju korrelalt mozgast mutatdatbéncok alkalmasak arra, hogy az
allosztérikus viselkedés alapjat képéonformacios jeleket a fehérjén belil tovabbitséiz.
oldallancok mozgasa kozotti korrelacid leirasarak@csénds informacid mennyiségeét
hasznaltam. A munkam soran a kolcsonds inform&zdgyes fehérjerendszerekre készitett
egyensulyi trajektériakbdl szarmaztattam a Mutinbdszer alkalmazasaval. [118]A
modszerhez tartoz0 szoftvert a szekmcsatotta rendelkezésemrdez a modszer a két
oldallanc kozotti koélcsdnds informaciot aket alkotd bels koordinatak (torzids szdgek)

kozotti kdlcsonos informacio 6sszegeként szamolja:

1,6, ]) = e, (63)

e dalianeisl”
aholi ésj aminosavakk és| pedig az ket alkoto torzios szogek. Az, két torzids szdog
kozotti kdlcsonds informacio, amelyet a Mutinf mbelisaz értékparok hisztogramja és a (28)
Osszefliggés alapjan szamol ki. A szamitas tovét@maz korrekciét a véges mintaméretre
valtozot fuggetlennek tekinti.

Esetemben mindkét vizsgalt rendszerre az 5 szindsldcajektoriabdl a 30-50 ns
szimulacios id kodzotti 10000 szerkezet egyesitésével mindkét smsrde 50000-50000
szerkezetet haszndltam a szamitasokhoz. Az Ossmiisosavpar koziul csak azokat
tekintettem jelentsen korrelaltaknak, amelyek kolcsonds informacigjaghaladta a K3

ertéket. Ezt a korlatot ugy valasztottam, hogyelent s korrelaciot mutaté aminosavak
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szama 25-50 kozott legyen. A szamitast a Savl8B8/ATP és ATP/ADP rendszerre is
elvégeztem, és az igy kapott aminosavak kdzotérdikai korrelacidkat grafon abrazoltam.
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4. A konformacids entropia becslése Gauss-keverék

flggvenyek hasznalataval

4.1. Eredmények

4.1.1. A Gauss-keverék modszer

A Gauss-keverék fliggvényeken alapuld, konformaeitisipia becslésére hasznalatos
modszer létrehozasat az motivalta, hogy létezzen adgan koncepciondlisan egyszer
attekinthet modszer, amely a nagyobb, sok szabadsagi fokkadletkez molekulak
komplex energiafelszineib szarmaz6 komplikacidkat is képes kezelni. A nsBgeket
rendszerint az okozza, hogy a molekula nem egylgbhialt energiaminimum kordl fluktual,
hanem nativ allapotaban tébb, egymashoz energiébaaz allapottérben is kozeli lokalis
energiaminimumot is bejar termikus fluktuaciok kikeztében. Az egyes lokalis
minimumhelyek koérnyéke tovabba nem minden esetbehatd le harmonikus
potencialfiiggvénnyel, vagyis az egyes energiamimoiu korali fluktuacié is lehet
anharmonikus.

Az U] modszer Iényege, hogy Gauss-keverek fuggviéagznal a konfiguracios térbeli
S r ség leirasara. A Gauss-keverék fuggvények kulénédbbvaltozos Gauss-figgvények

sulyozott 6sszegei,

fx)= " paatem, s, (64)
aholg(x; m, sx) azme kb6zéppont kortlisk kovarianciamatrixszal jellemzett Gauss-fuggvény,
azmy, g parameéterek 6sszesséfepedig a Gauss-komponensek szama. A Gauss-keverék
fuggvények segitségével barmilyen sima flggvényszteeges pontossaggal meg lehet
kozeliteni [119]. A modszer eldépésben a vizsgalt konformacios sokasagra egysssau
keverék fuggvényt illeszt, majd megbecsli az igypdta folytonos eloszlas informacios
A Gauss-fliggvény az alland6 mérsékleten Brown-mozgast végiarmonikus

oszcillator eloszlasfiggvénye, és emiatt a Gause+k& hasznalata egy természetes
kiterjesztése az eredeti kvaziharmonikus modszerelcauss-keverék modszer kézvetlendl
bels koordinatakkal dolgozik, ezért nem haszn&oimponens-analizist vagy a marginalis

valészinségsr ségeket. A modszert Metropolis-féle Monte CarloQ)Més molekularis
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yaye

dinamikai (MD) mintavételezéssel dllitott kanonikus sokasagok entropiajanak
kiszamoléséara alkalmaztam.

A vizsgalt kismolekulak konformaciés térbeli elaszt (64) alaki Gauss-keverék
fuggvényekkel kozelitettem, amelynek paraméteréibraormacios mintabol szarmaztattam.
Egy adott konformacios sokasg&gelemeire (= 1...n a mintak szama, az} halmaztX-szel
jeloljuk) a kozelit Gauss-keverék flggvényt a legnagyobb valosdg modszerével
(maximum likelihood estimatipnMLE) illesztettem. A  paraméterek valdsziségét
(likelihoodat) a megfigyelt adatpontok fliggvényében a kovetképpen irhatjuk fel:

oY 4 K

L (@1X) =Q f(x19) =Q k:l PO(X: M, S ) (65)
ahol f (x| ) annak a valészisége, hogy a paraméterekkel jellemzett modell az
adatpontot generalja. Ha a Gauss-keverék csaklegy@mponenst tartalmazna, akkor az
illesztés viszonylag egyszelenne, azonban tobb komponens esetpnsailyok ismeretének
hianya a feladatot megneheziti. Ezérlikelihood maximalizdlasara az Urexpectation
maximizationEM) modszert alkalmaztam [120], amelyet hianydatakbdl tortén becslésre
dolgoztak ki. A hianyz6 adat ebben az esetbermagy melyik az az; Gauss-komponens,
amelyik az adotty;, adatpontot generdlta. Ez 4%} =Y adathalmaz kozvetlenil nem
megfigyelhet, de a paraméterek és ag adatpontok ismeretében az eloszlasfliggvénye
kiszamithato.

Az EM algoritmus soran két |épcs iteraciot végzink a modell paramétereit
fokozatosan finomitva. Az elslépésben kiszamoljuk a Idikelihood fiiggvény varhato
értékét a hianyzé adatok rekonstrualasaval (ghectation stepa jelenlegi ¥ paraméterek
alapjan:

E(nL @|X.Y)| X,g")=
= (INL(X[Y.9)PKIX.4")=Q@Iq") (66)

y
ahol azy={y;,i =1...n} vektor 6sszes lehetséges érteékére ©6sszegzinkog#Akelihood
flggvény behelyettesitése utan ez a kifejezés
. K n . .
Q@lg”)=  (npg(x;m.s,))p? ki) (67)
k=1i=1
forméajlra egyszesithet , ahol egyp®(k |i) = P =k |x, ¥) érték annak a valészisége,
hogy az x adatpontot ak. komponens generalta. Ezek az un. tagséagnibership
valészinségek csak a megfigyelt adatoktdl és az aktudliparaméterekt fiiggenek, és

kiszamithatok:
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(i) M) e ()
p“)(kli)= - Kk g(&,mK 1Sk ) (68)
P (kA g(x:mY,s )

ke=1
Az EM algoritmus masodik Iépése a maximalizacio {,,vhaximization step amely soran
kiszamoljuk az ), legvaldszibb paramétereket

g™ =argmaxQ(q ") (69)
q
Ez a lokélis maximumhely szintén kiszamithato g €8(74) dsszefliggések alapjan:
pY (ki)
rnlgj‘fl) — =1 (70)
pY (k1)

i=1
Kl M) m)"

P ki)

i=1

s =iz

(71)

” 1" )
pé’”=ﬁ p k |i) (72)

i=1
A konvergencia megéllapitasarapg m, Sk parameéterek valtozasat kovettem, és a

konvergencia feltételeként azt fogadtam el, amik&ét egymast kovet iteraciéra a
|- p| <10°, [mi - mP| <10* és|s ™ - s{7| <10* korlatok teljesiiltek minden

k értékre.

Az 0sszes szamitas esetén a Gauss-komponensek @gaftavolt. Azmy kezdeti
értékeit akmeans++ klaszterezési algoritmus alapjan valasztottam fa@d], apx kezdeti
ertékeit az egyenletes eloszlasnak megfetelvettem, asy kezdeti értékeit pedig a (71)
Osszefuggés alapjan szamoltam. Az illesztés kgeveidja részletesen a 4.2. fejezetben
kerll targyalasra.
modszerrel szamoltam ki [122]. A Huber-féle modsaz egyes Gauss-komponensek
k6zéppontjanak kornyéekén a tdbbi komponens jaralégg masodrend Taylor-sorfejtéssel
kozeliti, igy a kozelitett érték analitikusan kisdéhatd. Az eredeti modszer tartalmaz egy
leirdst a pontossag novelésére is az egyes Gaogmkensek tovabbi komponensekre
tortén felbontasaval, de ezt nem val@sitottam meg, merszamitott entropiaértékek

pontossaga enélkil is megfeleék bizonyult. A kmeans++ klaszterezést, az EM
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algoritmust és az entropia kdzelkiszamitasat Octave szkript formajaban valdsitotiaeg,
a futtatashoz az Octave 3.0.1 verzidjat hasznaltam.

A maodszert 6t kilbnb6dz kisméret peptidet tartalmazé rendszeren teszteltem, és a
kapott eredmeényeket 0sszehasonlitottam mas, maez létmodszerekkel kapott
eredmeényekkel. Az Osszehasonlitas kedveéeért aaloodban megtalalhatdo négy masik, az
entropia becslésére kifejlesztett modszert is mégitattam: az eredeti Karplus és Kushick-
féle kvaziharmonikus médszert [18], a Schlitteefkbvarianciamatrix-alapi médszert [19], a
Wang és Brischweiler-féle 2D entropia modszeré}, [2 Numata €s munkatarsai modszerét
[25].

4.1.2. Molekularis tesztrendszerek generalasa

A modszer teszteléséhez, az irodalomban talalhagentrépiaszamolé médszerekkel
val6é 6sszehasonlitasahoz olyan molekularis tesiimmmeket kerestem, amelyek kisméskt
és energiafelszinik elég tagolt ahhoz, hogy a naggtmrendszerek jellegeit mutassak (pl.
tobbsz6rods, anharmonikus energiamedencék). Abgly, fehérjékre vald alkalmazhatésag
el készitésére ezek alapjan otféle, kisménaeeptidekbl allo tesztrendszert hoztam létre,
amelyek kozott szerepelnek olyan peptidek is, ni@lgk oldallancai tébb rotamer allapotot is
felvehetnek. A vizsgalatban hasznalt 6t molekuaAks, Ala-Val-Ala, Ace-lle-Nme, Ace-
Val-Nme, Vab peptid volt, amelyek 4, 5, 4, 3 és 4 elforgathlabéessel rendelkeznek (7.

abra).

7. abra. A konformacios sokasagok generalasahoz/élasztott kisméret peptidek és peptidszarmazékok.

A kivalasztott molekulak az Ala(,ala3”), Ala-Val-Ala (,ala-val-ala”), Ace-lle-Nme(,ile”), Ace-Val-Nme
(,val”) és Vah (,val2"). A peptidek végei minden esetben semséelie Az egyesitett szénatomokat szirke, az
oxigén és nitrogénatomokat fekete, a hidrogéneiaérf szin jeldli. A szabadséagi fokokat jelertforgathato
torzios szogeket nyilak jelzik.
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Osszehasonlitasi alapként mindegyik tesztrendskerkiszamoltam az egzakt
konfiguraciés entrépiajat a statisztikus fizikAbhasznalatos definicid segitségével. A
szamolashoz edllitottam mindegyik rendszer un. teljgsonforméacidohalmazata bels
koordinatak terében valo uniform és szisztematikoigtavetelezésével. A modszerek
bemeneti adataként mindegyik rendszerre harom kamoisokasagot hoztam létre. Az els
a teljeskonformaciohalmazbokzarmazé Monte Carlo (MC) mintavételezéssel kapfam
tovadbbiakban MC sokasdg). Az MC sokasagban teh&eljas konformaciohalmaz
el allitasanak megfeleen csak az elforgathatd kotések torzios szoger ekeé mig a
kotésszogek és kotéshosszak allandd értéken miaradtigt az ebbl a sokasagbol szamolt
entropiaértékek megfelelnek és kdzvetlenil dsszetidisatoak az egzakt szamitadsbol kapott
értékekkel. A gyakorlatban azonban a nagyobb mérgiomolekuldkra &ltalaban
molekuladinamikai (MD) szimulaciéval hoznak |étrentormaciés sokasagokat, amely soran
a molekulat flexibilisen kezelik, vagyis a kotéesgek és kotéshosszak valtozhatnak. Ez
azonban noveli a rendszer szabadsagi fokainakra&gzaAz MC sokasagok mellett fontos,
hogy az entropiabecsimddszereket valédi MD sokasagokon is teszteljikrtemind az 6t
tesztrendszerhez generéaltam két 10 ns hosszusagiiai@Rtoriat, amelyek egyenként 10000
konformaciot tartalmaztak. Az egyik trajektoriaényszerek nélkili MD szimulacio
segitségével készitettem (,MD/Unc” sokasag), igndm kdtéshosszak, mind a kétésszogek
flexibilisen valtozhattak. A masik szimulacié edsen a koétéshosszak nagysagat a LINCS
algoritmus segitségével alland6 értéken tartottghD(LINCS” sokasag), a kotésszogek

pedig valtozhattak.

4.1.3. Az egzakt konfiguracids entropia és allapotd  sszeg kiszamitasa

A kulonb6z modszerek pontossaganak értékelése eérdekéberenatartékként
definialtam a rendszerek egzakt konfiguracios endijat. Ez az egzakt érték az entropia, az
atlagos energia illetve az allapotosszeq statisztitizikai definicidja alapjan numerikus
integralassal kiszamolhaté az (54)-(56) Osszefiglgésegitségével. Az integralas
alappontjaiként &onformaciokteljes halmazat hasznaltam, amely egy adott m&#eku-40—

60 millié diszkrét allapotbdl tewdott 6ssze a szabadsagi fokok (bétsordinatak) szamatol
fugg en. Az igy kapott konfiguraciés allapotdsszety) (értékei tdbb nagysagrendet is
atfogtak 3,843-t6l 1,71970"-ig, az atlagos energias>) pedig kisebb variaciékat mutatott
62,75 és 22,97 kJ mdl kozott. A rendszerek teljes, egzakt konfigura@agépiaja 107 és
172 J K mol® kozé esett (2. tablazat).
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Rendszer Z4 <Eg> (kI mol') | Sexact(d K* mol?))
ala3 1.9208 x 10 1.491124 154.668
ala-val-ala 3.0435 x 0 3.025460 172.497
ile 3.0666 x 16 -61.497609 137.602
val 1.7197 x 18 -62.751832 107.415
val2 3.8430 22.956057 133.820

2. tdblazat. A konfiguracios allapotosszegZ(), az atlagos energia (Eg>) és az egzakt konfiguraciés
entropia (Sexac) €rtéke a vizsgalt molekularis rendszerekre. Az igy kapott egzakt entropia szerepelt
Osszehasonlitasi alapként a tébbi entropiaszamotsner értékelésére.

4.1.4. Monte Carlo mintavételezett sokasagok entrop  iaja

A teljes konformaciohalmazMonte Carlo (MC) mintavételezésével kanonikus
sokasagokat allitottam eminden egyes tesztmolekulara. Ezek az adatkékzéagyenként
100000konformaciobolalltak mind az 6t rendszerre. A mintavételezésvkogencigjanak es
lefedésének ellemzésére a teljegonformaciohalmazsegitségével kiszamitottam a bels
koordinatdk egzakt margindlis eloszlasat. Ez aaldgeloszlas kivald egyezést mutatott az
MC sokasagban vald dbrdulasi val6szinségekkel, ami azt mutatja, hogy szabalyos
kanonikus sokasag keletkezett a mintavételezés.s@a entropiaszamolé mddszereknek igy
az MC sokasagok alapjan tudniuk kell reprodukainegyes rendszerek egzakt konformacios

Az MC sokasagra a kulonbomaddszerekkel kiszamolt és az egzakt entropiadeedke
a 3. tdblazat foglalja 6ssze. A tablazat alapfdhaltd, hogy a Gauss-keverék alapd médszer
altal szamolt ertekekS{aussmiy) kivald egyezést mutatnak az egzakt értekekisl.d), az
atlagos eltérés mindossze 2%. A legkisebb el&zéala-val-ala” rendszer esetében (0,03%),
a legnagyobb pedig a ,val’ rendszer esetében apbadztalhatd (5,76%). Az 6sszes tobbi
modszer &ltal adott entropiaérték mind lényegesgyyaobb eltérést mutat az egzakt értékt
az atlagos eltérés 10 és 40% kozeé esik.

A varakozasoknak megfel@n a Karplus és Kushick-féle kvaziharmonikus médsze
szisztematikusan talbecsili a valodi értéket [y az atlagos eltérése az egzakt értékt
viszonylag kicsi (10,4%).

A Schlitter-féle médszer Descartes-koordinatakaizhal a bels koordinatak (torzids
szOgek) helyett, ezt a modszert kétféle verziokmasitottam meg. Az elsesetben az 6sszes
atom koordinataja szerepelt a modszer bemenet€®ntieran), @ masodikban viszont csak
azok az atomok, amelyek a belskoordinatdkat definialdé torziés szogeket alkotjak

(Sschiiter/a). Azt talaltam, hogy az elsrerzié az egzaktnal Iényegesen magasabb értéadket
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Sgaussmix S}H S2D S\Iumata SSchli'(ter/TA SSchlitter/AA
ala3 (Sexact= 155)

Monte Carlo 151 157 135 162 130 229

MD/LINCS 154 167 142 392 204 523

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

Monte Carlo 173 188 144 191 146 247

MD/LINCS 193 216 170 414 267 568

MD/Unc. 130 134 75 463 256 577
ile (Sexact= 138)

Monte Carlo 139 158 125 107 133 177

MD/LINCS 155 172 141 204 191 339

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

Monte Carlo 101 114 96 77 82 121

MD/LINCS 114 125 103 182 128 275

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

Monte Carlo 135 161 95 105 175 224

MD/LINCS 155 172 124 317 236 468

MD/Unc. 156 177 131 326 255 499

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

3. tablazat. Az 6t molekularis tesztrendszer entndidja (J K™ mol™) kiilonbéz médszerekkel szamolva A
Monte Carlo sokasagokra kapott eredményeken kividhbddzatban szerepelnek az MD/LINCS sokasagra
(molekuladinamika, a kotéshosszak fixen tartva IM@$ algoritmussal) és az MD/Unc sokaséagra (kéngkzer
nélkuli molekuladinamika, a kdtésszdgek és kotéstails szabadon valtozhatnak) kapott entropiaértékeld
Gauss-keveréken alapulé moédszerrel szamolt entr&Qigssmix jeloli. Az Sy a Karplus és Kushick-féle
kvaziharmonikus moédszerrel szamolt értéketSaza Wang és Brischweiler-féle 2D entropia értékélije Az
Swmata @ Numata és munkatarsai moédszerével szamolt &Hekeldli. Az Ssehiteran €S SschiiterrTa Ert€kek a
Schlitter-féle mddszerrel szamolt entropiaértélaentik, az els esetben minden atomot (AA), a masodik
esetben csak az elforgathato torziés szogeket néghé atomokat (TA) véve figyelembe a szamitaskéz.
atlagos eltérések csak az MC sokasagokra lettekikislva, mert a tdbbi sokasag egzakt entropiajaisemart.

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

A Wang és Briuschweiler-féle 2D entr6pia médsz&g)(esetén szintén azt talaltam,
hogy alulbecsli az egzakt értékeket. Ennél a mertet a kapott értekek azonban sm
fuggenek a modszer részeként szereplsavszélesség-paraméterferr | részletek a 3.6.
fejezetben talalhatok). Az altalam hasznalt= 0,05 érték tekinthet legjobb a priori
becslésnek, és igy az eredmények a 2D entrOpia zenddtal elérhet legjobb kozelitést
jelentik.

A Numata-féle médszeBS(umag @ duplikalt allapotok miatti korrekcié utan visgdag

j0 egyezést mutat az egzakt értékekkel (atlag@sésltl7,54%). ASBuumata €rteékek mindig

53



kisebbek, mint akSschiteran €rtékek, ami a varakozasoknak megfeldliszen a Numata-
modszer elszOr Ssehiieraa-t Szamol, amit végul negativ értékekkel korrigddlz a modszer

azonban o6thl hdrom esetben alulbecsli az entropiat.

4.1.5. Molekuléris dinamikai sokasagok entropidja

s 7 7

MC sokasagok esetén a kotesszogek és kotéshodtamadtoaertékkel rendelkeztek,
ami csokkentette a szabadsagi fokok szamat, ékeligy ség nyilt egzakt entropiaértékeket
szamolni. A gyakorlati alkalmazas leheégének bemutatdsara az egyes rendszerekhez
kétféle, molekularis dinamikai (MD) mintavételezélssl allitott sokasagot is |étrehoztam.
Az els MD sokasagban a kotésszogek szabadon valtozhattakban a kétéshosszak értéke
allando volt (,MD/LINCS”), mig a masik MD sokasagbanind a kotésszoégek, mind a
kotéshosszak szabadon valtozhattak (,MD/Unc”). rEaéatok segitségével megbecsilhetjik

Amellett, hogy az MD sokasagok tobb szabadséagi dbkiendelkeznek, a bels
koordinatak terében mutatott eloszlasuk is kuloiibéz MC sokasagokeétdl. A kotéshosszak
és/vagy kotésszogek valtozasanak megengedésevéheszi bizonyos nagyobb energiaju
konformaciok relaxalodaséat, ezaltal megvaltoztataa egyes allapotok dbrdulasi
valészin ségét a torzids szogek terében. Eztillusztréjadbra a ,val” adatkészletre.

Az MC sokasagokhoz hasonléan az MD/LINCS és MD/Usakasagokra is
kiszamoltam a konformacids entrépiat a Gauss-ké&etralkalmazd maodszerrel és a négy,
irodalombdl atvett médszerrel is. Az eredményekat tablazat foglalja 6ssze. Fontos, hogy
valtoz6 kotéshosszak és kotésszogek esetén azsokemdormacié enumeracidja nem
kivitelezhet , igy ezekre a sokasagokra nem volt lebéf egzakt konformacids entropiat
szamolni.

Osszehasonlitva a harom generalt sokasagra (MC,LMBS, MD/Unc) kapott
értékeket mind az 6t modszer esetén, tobb szaledlgggre is felfigyelhetiink. Ennek
illusztradlasara a 9. abran mutatom be a szamaldgiaertekek nagysagat a ,val2” rendszer

esetére, a tobbi rendszerre az eredmények kvaditatiasonloak.
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8. dbra. Az egyes torzios szogek egzakt eloszldsdi €s a molekuladinamikai trajektériabol kapott

el fordulasi valészin ségeinek ¢sszehasonlitasa a ,val” rendszerreéAz MD szimulaciéban a kétéshosszak
nagysagat allandé értéken tartottam a LINCS algumst segitségével. Az egzakt eloszlas a Boltzmann-
eloszlasbdl szarmazik, amelyet a fix kdtéshossdadkadtésszogekkel rendelkezljeskonformaciohalmazbol
szamoltam. Az MD sokasagbdl kapott eloszlasokbagfigyelhet a csucsok eltolédasa az egzakt eloszlashoz
képest (ply = 90° kérnyékén), és tdbb régidban az eloszl&silidnbozik (pl.c = 60° és/ = 50° koérdl). Ezen
eltéréseket az MD szimuléciokban flexibilisen kékétésszdgek okozzak.

9. dbra. A ,val2” rendszer entropiai grafikonon abrazolva, 6t killénbdz mddszerrel szamolva a harom
sokasagra. Az értékek megfelelnek a 3. tablazatban bemutdtudta Az egzakt entropiaértéket vizszintes
vonal mutatja. Az MC sokasagok esetén a legjobleztst az egzakt értékkel a Gauss-keveréket alkalma
médszer adja. Az MD sokasagok tobb szabadsagiafaldndelkeznek (k6tésszdgek és kotéshosszak)z és a
egzakt entrépidjuk nem ismert. Esetikben a szamaitdpia nagymértékben fligg attél, hogy az egyes
maédszerek hogyan veszik figyelembe a kétésszogektéshosszak vibracioibdl adédoé entrépiajarulékot.
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Az MD sokasagokra kapott entropiaértékek altalanosandig magasabbak, mint az
MC sokasagokra kapott értékek. Az MD/Unc sokasagwmkjdnem mindig magasabb
entropiaértéket adnak, mint az MD/LINCS sokasadpak,a kulonbség viszonylag kicsi. Ez
arra utal, hogy a kotésszogek vibracidinak jarulékakely. Megfigyelhet az is, hogy a
Descartes-koordinatakat hasznald moédszerek (a t®chliés Numata-féle moddszerek)
Iényegesen magasabb entrépiaértéket eredményeznekénMD sokasag esetén, mint az
MC sokaségokra. Ezzel ellentétben a beloordinatdkat hasznaldé moddszereknél (a
kvaziharmonikus, a 2D entrépia és a Gauss-keveréksmerek) ez a kilonbség sokkal
kisebb. Ez azt mutatja, hogy a kotésszogek vibjagelent s jarulékot ad a konfiguracios
entropidhoz, amit a belskoordinatakat hasznald6 modszerek nagyrészt eligairyak.
Ugyanakkor ezek a médszerek igy is tukrozik az MRasagok megvaltozott eloszlasat az

MC sokasagokéhoz képest.

4.1.6. A Gauss-keverék modszer 6sszehasonlitasa mas modszerekkel

A Gauss-keveréken alapulé entropiabecshodszer tesztelésére otféle, komplex
energiafelszinnel rendelkezpeptidrendszert hasznéltam. Az eredmények alagjan
mondhatd, hogy az MC sokasagokra kapott értékedddiggyezést mutatnak (atlagos eltérés
2,04%) az egzakt, enumeracion alapuld értékkeltgBlazat). A tobbi tesztelt modszer
Iényegesen rosszabb egyezést mutatott az egzékekkel (atlagos eltérés 10-40%).

A mobdszerek ilyen tipusu eltérteljesitményének tobb oka is lehet. Az egyik az
entropia becslésére alkalmazott eltérlvek alkalmazasa. A vizsgélt modszerek egyik
csoportja, a kvaziharmonikus és a 2D entrOpia nmeEydsa Gauss-keverékeken alapuld
modszerhez  hasonléan a  konfiguraciés térben elbedge mintdkra egy
valészinségsr seg-figgvényt illeszt, majd annak az informacidsdmajat becsli. Mivel a
Gauss-keverékeken alapuld6 modszer pontosabibségbecslést alkalmaz (tobb Gauss-
komponens, projekcidk helyett tobbvaltozdés Gaugspiények), ezért ennek megfeleh
pontosabb eredményeket is ad. A szerepelt madikmidéelszer mas elveken alapul. A
Schlitter-féle modszer komponens-analizist végez a koordinatak tomeggdyosott
kovarianciamatrixan, majd a kapott komponensekeggédilen, kvantummechanikai
oszcillatoroknak tekinti, és ezek entrépiajarulélsmamolja ki. A Numata-féle modszer is
els kozeliteskéent egy ehhez hasonld értéket szamgdl kidonboz korrekciokat alkalmaz,
amelyek a mintdk g ségfiiggvényének paraméterek nélkili becsldsébarmaznak. A
Gauss-keverékeken alapul6 moédszer, a kvaziharmenés 2D entrépia modszereihez
hasonléan, pusztan a medfigyelt konfiguraciés rkimatdhagyatkozik, mig a masik két
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modszer az adatok hatterében rdjzikai rendszerrl tett feltételezésekb indul ki. Ez a
kilénbség abban is latszik, hogy a Schlitter- ésnilia-moddszerrel ellentétben a Gauss-
keverék mddszer nem hasznélja fel az atomi tomegelszamitasokhoz. A fizikai képb
kiinduld6 modszerekben gyakori az oszcillatorok kuammechanikai kezelése, ez azonban
csak nagyfrekvencias mozgasi modusok esetén ingokoit példaul a kbétéshossz-rezgések.
Ehhez hasonlé korrekciokat a Gauss-keverék moaeaarvesz figyelembe.

A mobdszerek e kétféle csoportja abban is kulonb&aiymastol, hogy milyen
koordinatakat hasznal a szamitasokhoz. A Gaussr&kvmodszer, a kvaziharmonikus és a
2D entropia modszeréhez hasonloan, bédsordinatakat hasznal, mig a masik csoportba
tartozé modszerek Descartes-koordinatakkal doldgoziannek eredményeként a Schlitter- és
Numata-mddszerekkel szamolt entropia tartalmazzakotééshosszak és kotésszogek
vibracioibdl szarmazo jarulékokat is, szemben aiknharom maodszerrel, amelyek ezeket
elhanyagoljak. Ezeknek a vibraciés jarulekoknaKoatossaga attdl fugg, hogy mi az
entropiaszamitas célja. Karplus és Kushick résgéat vizsgaltak [18], hogy az egyes bels
koordinatdk mekkora jarulékot adnak egy makromdbekkét konformécioja kozotti
entropiakilonbséghez. Eredmeényeik azt mutatjaky he kotéshosszak vibraciéibol adodoé
jarulékok gyakorlatilag fliggetlenek a konformaclpt@ezert entropiakilonbségek szamolasa
esetén elhagyhatdak. Ezzel szemben a kotéssz@geiései jelens mértek csatolast
mutattak a torzidés szogek fluktuacidihoz, emiattr mgyetlen konformacié entrépiajanak
szamitasa esetén sem elhanyagolhatdoak, és megjelean két allapot kozotti
entropiakilonbségben is. Ez megfigyelhedzon eredményeink esetében is, ahol a
kotésszdgeket impliciten figyelembe vewDescartes-koordinatakat hasznalé moddszerek
lényegesen magasabb entropiat eredményeznek az INIDA. soksag esetében az MC
sokasaggal szemben. A Gauss-keveréken alapulézeroesetében a kotésszogek nem
voltak kulon koordinataként figyelembe véve a seslgi fokok szamanak alacsonyan tartasa
érekében, de a modszer egyseerkiterjeszthetilyen formaban.

A bels koordinatak entropiaszamolashoz tortéfielhasznaldsa tobb problémat is
felvet. A bels koordinatak egy fuggetlen rendszerének definiasgkran nehéz és nem
egyértelm, figyelembe kell venni a Jacobi-determinans ataizott metrikus jarulékokat, és
a torzios szogek periodicitdsa miatt a hagyomarmgmonikus oszcillatorral valé kdzelités
kérdéses [21]. Ennek ellenére bekoordinatédkat hasznalé médszereknek jelemd nye a
Descartes-koordinatéakat hasznalé maoddszerekkel saemdw, hogy Ujabb adathalmaz
létrehozasa nélkil, kénnyen szétvalaszthatéak amsegzabadsagi fokok jarulékai az

entropiahoz. Egyetlen, a kotéshosszakat és kagskat is kényszerek nélkil kezeVD
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trajektoriabol a belskoordinatak barmilyen alkalmas részhalmazara sit@ahmk entropiat.

A kotésszogek entropiajaruléka példaul megkaphatéotésszogeket tartalmazd és nem
tartalmaz6 bels koordinatakbdl szamolt entropia kilonbségeként. a Bz entrépiat
kozvetlenll a Descartes-koordinatak felhasznaldsaéamolnank, akkor egy Uj trajektoriara
lenne sziikség, ahol a kétésszogek értéke allando.

A Descartes-koordinatakrol a belkoordinatékra valo attérés soran a transzformacio
Jacobi-determinansa megjelenik a konfiguréaciosgndiban (84), és befolyasolja a kapott
entropia értekét. Ezt a hatast a beleoordinatakat hasznalé modszerek nem veszik
figyelembe arra hivatkozva, hogy a Jacobi-determsnacsak a kotéshosszaktol és
kotésszogekt fugg, amelyek viszont csak egy konformaciotoldaten, szk tartoméanyban
valtoznak [18]. Ha elhanyagoljuk ezeknek a keméngbadségi fokoknak az egyéb bels
koordinatakhoz (pl. torzios szégekhez) valo csatéddt, akkor ezek a szabadsagi fokok a
Jacobi-determinanssal egyitt egy konstans jaruléiitak az entropiahoz. A Jacobi-
determinansbol ado6do jarulék egy Ujabb forrasa lanimagy a pusztan belskoordinatakat
hasznalé mddszerek kiulénbdézredményeket adnak a Descartes-koordinatakbanogzam

modszerektl.

4.2. Diszkusszio: komplexitas, b vithet ség, alkalmazasi
lehet ségek

A Gauss-keverék modszer tesztelésére kisszamu 6¢abadsagi fokkal rendelkez
rendszereket és allandé szamu (10) Gauss-kompohesghaltam a Gauss-keverékekben.
Ezekben az esetekben gyors konvergenciat tapasatéli0. abra), és a Gauss-keverékekb
kapott entropiaértékek j6 egyezést mutattak az lkegeaéekekkel. Az illesztésnek és az
entropiabecslésnek a futasi ideje a legtobb szapad®kkal rendelkez ,ala-val-ala”
rendszer esetén sem haladta meg az 54 orat egXaur E5430 szamitogéperiz abszolut
futasi id értékelésekor fontos figyelembe venni, hogy a s&anhvégz program interpretalt
szkriptnyelven irédott, és a megvalbsitasakor ndirekedtem a futasi id szerinti
optimalizalasara. Ezért pusztan a programkod @limdlasaval és mas programnyelv
valasztasaval jelens javulast lehetne elérni a futasi itekintetében. Nagyobb rendszerek
esetén azonban egyrészt a Gauss-komponenseketméfrixok mérete is névekszikd
matrixelemd szabadsagi fok esetén), masrészt sziikség lehamtss@&omponensek szamanak
(K) novelésére is. A moédszer jelenlegi megvalésitaiséskalazodas®(nd’k), aholn az
adatpontok szama. Nagyobb rendszerekre ezértt@arha szamitasok konvergenciaja is

nehezebben érhekl. A szabadsagi fokok szamanak cstkkentéséengpobbgendszerek (pl.
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fehérjék) esetén kulonbdzechnikakat lehet alkalmazni. Teljes korrelacdslizis (FCA,
[123]) segitségével a rendszert feloszthatjuk métisan csatolt alterekre [30], majd adott
esetben a kolcsonds informécion alapuld kifejtéssalimenzioszadm tovabb csokkenthet
[124]. Ezutan a csatolt alrendszerek entropiaj@aaiss-keverék modszerrel kbnnyen és
gyorsan kiszamithato. A szikséges Gauss-kompokersg@manak megbecslésére
alkalmazhatok klaszterezési mddszerek fmzyklaszterezés), amelyekkel a konformacios
sokasagban kompakt klaszterek azonosithatok.

A Gauss-keverék modszer kedvéen skalazodasanak enyhitésere felmerulhet az
algoritmus parhuzamositasanak és a parhuzamosekitcinakon valo futtatasanak lehstge.
Az illesztéshez hasznalt (70)-(72) kifejezésekbektar- és matrixmveletek szerepelnek,
amelyek koénnyen péarhuzamosithatoak. Emellett azyesg Gauss-komponensek
paramétereinek szamitasa is végezipérhuzamosan. Ezzel a modszerrel a mintak szématé
€s a Gauss-komponensek szamatol valo fliggést dstikay megszuntethetjuk. A GPU
architektirak lehewé teszik a masszivan parallel adatfeldolgozastelgehn = 10°~10°

nagysagu mintahalmazon mar hatékonyan ki lehetszniaini.

10. dbra. Gauss-keverék illesztésének konvergengidaz ,ala3” MD/LINCS adathalmazra. Az EM
iterdciok szamanak fliggvényében abrazolva a paeseiétoglikelihood értékét és az illesztett Gauss-keverék
entrépidjat lathatd, hogy a Idirelihood értékek monoton névekednek egy hatarértékhezatartv

A jelenlegi munkam annak a bemutatasara szolgdly hoGauss-keverékeken alapulo
megkozelités mkod képes €és pontos modszer nem-diffaziv. molekuléariadseerek
konfiguracids entropidjanak becslésére.
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5. ABC exporterek konformacioinak dinamikai
dsszehasonlitasa

Az ABC exporter fehérjek esetén a molekulan bedillosztérikus kommunikacio
fontos szerepet jatszik a kbdésben, hiszen a transzporthoz szikséges ATRasesh
transzport szinterét viszonylag tavol koévetkezik be. Feltételezésekermt a
transzportfolyamat kezdetén a szubsztrat a fehgjel nyitott” konformacidjaban, a
transzmembran régidban kdik [56, 125-127]. A citoplazmatikus oldalon ATP
beko6t désevel Iétrejov nukleotidkotott konformacio leheté teszi a szubsztrat tdvozasat az
extracellularis térbe. A transzportciklus e kégpentja (az ,alul nyitott” és ,alul zart”
konformaciok) kozotti atmenet mechanizmusa azonbag nem teljesen ismert. Az egér
MDR3 transzporter rontgendiffrakcioval megallagitqalul nyitott” konformacidja egy
lehetséges szerkezeti modellje az apo fehérjéngk Bz a konforméacié az NBD-k jelerst
eltdvolodasat mutatja, ami tobb kisérleti eredméhrsem egyeztethetossze [63, 64].
Szintén nincs egyetértés azon a téren, hogy minklititt ATP hasitasa szikséges-e a
transzportciklus folytatasdhoz, amiben a hidrolézisrepe is kevéssé ismert.

Munkamban molekularis dinamikai szimulaciok segjéséel 6sszehasonlitom a
transzportciklus kilénbézpontjait reprezentalé ABC exporter szerkezetekienfigyelhet
bels , korrelalt mozgasokat. Az ATP-hidrolizis szerepébav1866 bakterialis transzporter
»alul zart” holo szerkezetében, két kiulonb&lapotban vizsgéltam. Egyik esetben mindkét
nukleotidkdot helyet ATP foglalta el, mig a masik esetben azikedgwt helyre ATP
molekulat, a masikra pedig ADP molekulat kototteriiovabba a human MDR1 fehérje
szerkezeti modelljeinek segitségével megvizsgal@mmholo és az apo konformaciok
dinamikjat és a két konformacid kozotti atmenetet.

5.1. Eredmények

5.1.1. A szimulacios rendszerek feléepitése

Az ABC exporterek dinamikai jellemzését molekulaisamikai (MD) szimulaciok
alapjan végeztem, amelyhez tobbféle fehérjeszeremefelhasznaltam. A jelenleg elérhet
kisérletileg meghatarozott szerkezetek kozott ketigan talalhatd, amely a teljes hosszusagu
fehérjét tartalmazza és elegerd nagy felbontasu. Ezek a szerkezetek két eltér
konforméciot mutatnak, egy ,alul zart” konformac{®av1866; PDB ID: 2HYD) és egy ,alul
nyitott” konforméciét (egér MDR3; PDB ID: 3G5U). zAnban a két kilonbdz«onformacio
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jellemz inek o6sszehasonlitasdhoz olyan szerkezetekre vmlikség a szimulaciok
végrehajtasa soran, amelyek azonos fehérjékhendami-szekvenciahoz) tartoznak. Ezért
azon szamitasok soran, amelyekben a két konfornigsspehasonlitdsa volt a cél, a human
MDR1 fehérje homologiamodelljeit hasznaltam. Ezekmodellek a fenti Savl866 és
MMDR3 szerkezetek alapjan készultek. A tobbi széoid kiindulasi szerkezeteként rontgen
krisztallografiaval meghatarozott szerkezeteketzhalkam (Sav1866; PDB ID: 2HYD,
mMmMDR3; PDB ID: 3G5U).

A kivalasztott fehérjeszerkezeteket egy egyensulytmeott lipid kettsrétegbe
helyeztem. A membranba illesztés kritikus pontjmdan membranszimulacionak, mert a
fehérje transzmembran régidi nem minden esetbesrisknpontosan. A szekvencia alapu
transzmembran hélix prediktorok gyakran nem adnakionalis eredmeényeket ABC
transzporterekre. Néhany maédszer a transzmemigtxek szamaban is téved olyan esetben,
amelyben azt mar kisérletileg meghataroztak. Eménd szekvencian, mind szerkezeten
alapulé predikciés modszereket (HMMTOP [111] és TBID [110]) is hasznéltam a
szerkezetek membranba valé bedgyazasdhoz (11. abrajembranba val6 beillesztés utan
az N-terminalis amfipatikus ,kdnyokhélixek” felfeltek a membran belsfelére, ami azt

mutatja, hogy a beillesztés megfelgblt.

11. abra. Az ABC exporterek molekularis dinamikai szimulaciékban hasznalt két konformacidja. Az
abran a human MDR1 ,alul zart” holo (bal oldalt) gdul nyitott” apo (jobb oldalt) homolégiamodelije
szerepelnek, lipid ketsrétegbe agyazva.
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5.1.2. Alipid kett sréteg viselkedése

A Sav1866 ,alul zart” rendszerek szimulaciéiban EORpidb | allé kett sréteget
hasznaltam. A membran migégét a szimulacidkban a fejcsoportokra é@dagos feliilet
nyomonkdvetésével elleriztem, ami POPC esetén 67 As 71 & kozott valtozott (12.A.
abra). Ezek az értékek konzisztensek a lipidpateneié ellenrzésekor kapottakkal, és jol
egyeznek a kisérleti értékekkel is [109]. A membvastagsaga 36 és 38 A kozott valtozott.
Mindezek az értékek azt mutatjadk, hogy a POPC &eiteg a szimulaciok soran stabil és
egyensulyi allapotban van.

A human MDR1 szerkezetek szimulacioit DPPC lstittegben végeztem, hogy ezzel
egy merevebb lipidekb allé kdrnyezetet hozzak létre. Ez varhatéan ggblorlatozza a
fehérje mozgésat, és ezzel jobban imitdlja az aiacsh mérséklet hatasait, amin a
kristalyositas tortént. Mivel az ,alul nyitott” kéormaciéo mas forrasok szerint is instabil a
GROMOS96 force-fielddel (M. L. O’'Mara, személyes konzultacid), ezérteldez a
szamitasokhoz az OPL&ll-atom force-fiel@t hasznaltam. A kulonboz force-field
hasznalatanak célja az volt, hogy kizarjam azt hetlséget, hogy az instabilitds esetleg
specifikus a hasznéaforce-fielde. A fejcsoportra es atlagos felllet a DPPC-vel végzett
szimuléciék esetében kisebb volt (53) Amint amit folyékony membran esetében kellett
volna kapni (64 A) [109], mert fiziolégias hmérsékleten a DPPC membranok gél fazisban
vannak (12.B. abra). A DPPC kedtéteg atlagos vastagsaga 34,8 A volt. Szintén
megfigyelhet, hogy a fehérje kbérnyezetében a membran elvékokyd®.C. dbra). A
kett sréteg vastagsagat egy keresztmetszeti képen &bhrdza fejcsoportok koordinatainak
az x—z sikra tortén vetitésével (12.D. abra). Az abran ol latszikehrkonyodas a fehérje
koral, amelynek az oka az aminosav oldallancok eésip@molekulak kozott felléep

hidroféb/hidrofil kdlcsdnhatas.
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12. bra. A lipid kett sréteg viselkedése. (A\ POPC membrans ség stabil a szimulaciok soran, és atlaga a
vart 67 és 71 Akozé esik (az abran az 1. szami Sav1866 ATP/ATRukid értékei lathatéak).(B) Az
atlagos DPPC s ség 53 A mivel a szimulacié mérsékletén a DPPC membran gél fazisban talalBatHc(
holo hMDR1 szimulacio).(C) A rendszer oldalnézeti képe mutatja a fehérje kartiembran elvékonyodasat
(holo hMDR1). (D) A keresztmetszet mentén lelipid fejcsoportok pozicidjat ax—z sikra vetitve lathat6é a
membran vastagsaga. Az origot a fehérje transzmemigégidjanak a kdzéppontjdba helyeztenz tengely
mer leges a membran sikjara.

5.1.3. ATP/ADP csere hatasa a korrelalt mozgasokra

Az ATP hidrolizisének hatasat a teljes transzpodieamikajara a Sav1866/POPC
fehérje/lipid rendszerben vizsgaltam. Kétféle @it hoztam létre, az egyik esetén mindkét
nukleotidkdt helyen ATP szerepelt (ATP/ATP rendszer), a masétheen a B lanc Walker A
motivumahoz tartoz6 kohelyen az ATP-t ADP-re cseréltem (ATP/ADP rendszéfjndkét
rendszerre két 100 ns hosszu és harom 50 ns hossiekularis dinamikai szimuléciot
végeztem. A ¢ atomok koordinataira szamolt atlagos négyzetek gltierés (RMSD) a
trajektoridkban 3-5 A kozott valtozott, ami a sziauios rendszer stabilitasat jelzi (13. 4bra)
[71]. A TMD-k esetén nagyobb véltozasok észlelbkt(3,5-5 A RMSD), mint az NBD-k
esetén (2,5 A), de a domének 6sszességében mugtagperkezetilketA szamitasokhoz
felhasznalt szakaszban (30-50 ns) lathaté egydildnift az RMSD értékekben a 13. abran,

ami azt jelzik, hogy a rendszer ebben aztadomanyban még nincs egyensulyban, és
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vélhet en konformacios valtozason megy keresztul. Az ehhasonlo drift a Sav1866
fehérjével végzett membranbeli szimulaciok esetémakgri (lasd pl. [71, 128]). A
publikdcidkban megjelenRMSD grafikonokon a széthuzott abra vagy révidsbinulaciok
miatt ez gyakran nehezen vehészre. Az RMSD értéekek folyamatos emelkedése raddm

t nik el, ha az RMSD szamolasakor referenciaként as3Qaz analizalt szakasz kezdetén)
id pillanatban elall6 szerkezetet vesszik. A trajektoriabdl szareotdményekben a drift
egy szisztematikus hibat okoz, azonban ennek asdtaghyhiti a tobb, flggetlen trajektoria

Osszesitésébszarmazo adatkészletet hasznalata.

13. dbra. A Sav1866 szerkezet stabilitasa a szimolokban. A fehérje stabilitasat a szimulaciok soran a C
atomoknak a kezdeti szerkezétszamolt atlagos négyzetes gyok eltérésével (RMggmeztem. Ilyen
méret fehérje esetén altalanosan 5-6 A alatti RMSD ékdsetén stabilnak tekinthed rendszer. A Sav1866
ATP/ATP (A) és ATP/ADP(B) szimulacidk adatai lathaték az abran.

Az ATP/ATP és ATP/ADP rendszerek kozoétti dinamikéaionbségek dsszesitésére a
McClendon és munkatarsai altal Iétrehozott Mutinbdseert alkalmaztam [118]. Ez a
modszer a fehérje torzids szogei kozotti kdlcsonfismacio kiszamitasan alapul, és ezaltal a
fehérjében végbemeratomi skalaju, egyidejkonformacios valtozasokat képes detektalni.
A két oldallanc kozotti magas kolcsonos informaeiteke ers dinamikai korrelaciét jelent,
és hasznalhat6 olyan oldallancok azonositaséralyaknallosztérikus kommunikaciéban
vesznek részt [118]. A modszer a kodlcsonos infeithénennyiségét minden aminosavpar
0sszes torziés szogére kiszamolja, majd aminosanként 6sszegzi. Ezt a szamolast az
ATP/ATP és az ATP/ADP rendszerre is elvégeztem. obdallancok kozotti korrelalt
mozgasok bemutataséra egy olyan korrelacios hatbatkottam, amelyen az oldallancok a
tipusuk, szamuk és lancazonositojuk szerint varnjpéikve, az ket 6sszekdt vonalak
vastagsaga pedig a korrelacié mértekével aranybsafira).

Ez a korrelacios halézat az ATP/ATP rendszer eset&wok éllel rendelkezik, ami

nagymérték kapcsoltsagot mutat (14.A. abra). Harom olyarkkdi (teljes részgrafot)
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figyelhetiink meg, amely legalabb harom tagot taréal. Ezek egyike a B lancban talalhato,
ATP jelenlétét észlel GIn422B oldallancot tartalmazé csoport (GIn422B3323B-
Met311B-Asp312B), mig a masik ketta konzervélt Glu473B oldallancot tartalmazza
(Glu473B-Ser310A-Asn494A-Met311A-Asn495A €s Glu47GB1116A-Glul91B-
Met311A-His204B). A GIn422B oldallancot tartalmazsoport és a Glu473B oldallancot
tartalmazo két csoport egymastoél gyakorlatilag &iggnnek tekinthet kozottik csak gyenge
dinamikai kapcsoltsag figyelhemeg.

A halézatban kbzponti szerepet jatszanak az drahiglix-koteg aminosavjai, amelyet
a TM3 és TM4 hélixek citoplazmatikus szakaszai ik az ,alul zart” szerkezet kozponti
tengelye mentén. A tetrahélix-kdteg az X-hurokatithcaival mutat ess egylttmozgéast. A
473-as pozicidban talalhaté konzervalt Glu igentdenszerepet jatszik az NBD-Kba
transzmembran domeének felé tortékonformacios valtozasok tovabbitasaban [72, 79].
Ezzel o6sszhangban a Glu473B kozponti helyet fogdll a korrelaciés haldzatban,
kornyezetében a Met311A, Ser310A, Asn494A, Asn498B4, GIn116A aminosavakkal.
Ennek a csoportnak a szimmetrikus (mésik lancipdlija szintén szerepel a halézatban, de a
Glu473A és B oldallanc kdrnyezetében a kapcsoldd@soaszimmetria figyelhetmeg. Az
X-hurok és tetrahélix-koteg kozotti aszimmetrikusamnikai csatoltsag utalhat arra az ABC
terlleten pillanatnyilag a legelfogadottabb kiddési mechanizmusra, miszerint a NBD
dimerek aszimmetrikusan vesznek részt az ATP Isadiéh [65]. Fontos megjegyezni
azonban, hogy ez az eredményink masok hasonldé énggihez hasonléan szarmazhat a
felhasznalt Sav1866 fehérjeszerkezetben medfigyellmeedend aszimmetriabdl is. A
rontgendiffrakcios szerkezetben tobb aszimmetrikamformacioban lev oldallanc is
taldlhatd a transzporter kdzponti tengelye menténf példaul az Asn102, Asn126, GIn200
vagy His204 aminosavak.

Az ATP/ADP rendszer korrelaciés halozata egydaerszerkezetet mutat, gyengebb
kotésekkel és kisebb klikkekkel, ami azt jelzi, Wag oldallancok kdzoétt altalaban gyengébb
a csatoltsag (14.B. abra). A Glu473B oldallancpditi szerepét a GIn422B vette at. A
GIn422A/B-GIn421A/B oldallancok csoportja, amely #@¥TP-érzékel oldallancokat is
tartalmazza, csatoltta valt a Serl08A oldallansotartalmazdécoupling hélixhez, amely a
nukleotidcsere szinhelyéul szolgalo NBD-vel is kolchatasba lép. Az ATP/ATP rendszer
esetén megfigyelhetcsoportok itt hianyoznak, ami az X-hurkok és aateélix-koteg kozotti
csatolodds megsmését mutatjia. Ez a szétkapcsolodassegjitheti a tetrahélix-koteg
széteséset, amelyrcélzott targeted MD szimulaciok megmutattak, hogy a transzporter

katalitikus ciklusanak egyik fontos Iépése [73]mlIEésre méltd még, hogy a TM1 és TM2
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hélixekb | szarmazd, extracellularis iranybdl is hozzaférhdet31A/B, Asn47B és His57B
oldallancok mas aminosavakhoz valé kapcsoltsagesz nik a nukleotidcsere hatasara.

hal6zatban szereplaminosavak kdzotti csatoltsdgok a térbeli szetiedze vetitve lathatéak

a 15. abran.

14. abra. Az ATP ADP-re vald cseréjének hatasa aokrelalt mozgasokra. A koélcsonds informacio
segitségével jellemzett, egymassal korreldlt mdzgégz aminosavak halozata jelestkilonbségeket mutat a
Sav1866 ATP/ATRA) és ATP/ADP(B) rendszer esetén. Azokat a kapcsoltsagokat mwatfbra, ahol két
informacio nagysagaval aranyos. Az A lancban halfi aminosavak oldallancait ellipszisek, a B lamch
lev ket téglalapok jelélik. A szinek a funkcié szemg@bdl fontos aminosavakat jel6lik. Sarga: X-hu(dk9-
477), narancs: Q-hurok (421-430), piros: a tetiaHé&iteg TM3-beli szakasza (116-127), kék: a tedfakodteg
TM4-beli szakasza (193-208), zoldoupling hélixek (107-116, 209-218), lila: az extracellidgaoldalrdl
hozzaférhet aminosavak (itt 31, 47, 57).
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15. abra. A korrelaciés halozatban megjelen aminosavak térbeli elhelyezkedése Az dbran a Sav1866
ATP/ATP (A) és ATP/ADP(B) rendszer esetén talalt, korrelaltan mozgd amindsha#zata lathatoé a fehérje
térbeli szerkezetére vetitve. Az egymassal kapesninosavakat barna vonal kéti 6ssze, melyek gaéga a
kdlcsonds informacié nagysagéval aranyos (hasorddbh dbrdhoz). A kiemelt régidk szinezése mezmgigya
14. abran hasznalttal.

A korrelacios haldzat alapjan a fenti, ismert fudkal rendelkez aminosavak mellett
mas aminosavak is (pl. Met311, Asn494, Asn495, A2nfagy Asp323) fontos szerepet
jatszhatnak a dinamikailag esen csatolt klaszterek létrehozasaban, és ezalfehérje
funkcidjanak megvalositasaban. A Met311 oldallanéldaul, amely az ATP/ATP
rendszerben esen csatolt mas oldallancokkal, abban a transzm@mbeélixben (TM6)
helyezkedik el, amely a multidrog transzporteretigitbtésében fontos szerepet jatszik [129-
131].

Az eredmények azt mutatjak, hogy egyetlen nuklekitderélése az NBD-ken lev
kot helyeken elegenda teljes transzporter korrelalt mozgasainak éardikai csatolasainak

atrendezdéhez.

5.1.4. A holo és az apo szerkezetek kdzo6tti konform  acios atmenet
jellemzése

Az irodalomban jelenleg nincs egyetértés arra \Jamian, hogy a két NBD
egymastél valé disszocidcidja megtorténik-e koOtBffP vagy ADP esetén [65]. A
szimuléaciokban ha mindkét kdtelyen ATP szerepel, jelerst disszociacié nem figyelhet

meg (16. abra). Ha a B lanc kbelyén a nukleotidot ADP-re cseréljuk, mindkét Kily
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nagyobb flexibilitAst mutat, és a masik Kiely gyakrabban mutat eltavolodast a kezdeti
szerkezett. Ez jelezheti azt, hogy az ATP hidrolizise azmdns (cis) kot helyen
befolyasolja a tulsé tians) kot hely viselkedését, és gyengitheti a tulsé domén
nukleotidkotését. Ennek ellenére a disszociacibégere hasznalt két oldallanc kozétt a
legnagyobb eltavolodas is csak 4 A, ami alapjan a#apithat6 meg egyértelran, hogy a
két domén disszocidl-e az ATP/ADP rendszerben. ekEroka lehet az, hogy az NBD-k
disszociaciojat leir6 tanulmanyokkal szemben szatibhkban nem pusztan a két
nukleotidkdt domén van jelen, hanem a teljes hosszusagu fehéfjetranszmembran

domeének korlatozhatjak az NBD-k mozgasat, ezakatlalyozva a disszociaciot.

16. dbra. Az NBD-k nem disszocialnak jelens mértékben sem két ATP, sem egy ATP és egy ADP
jelenléte esetén. A Ser381A és Serd479B (,A” kohely) és a Ser381B és Serd479A (,B” kidely) G
atomjainak tavolsaga lathat6 az abrakon a szimidéad flggvényében. Ez a tdvolsag az NBD-k szétnyilasat
jellemzi a két nukleotidkét helyen, a dupla ATP-kététt rendszerre (felsét panel) és az ATP/ADP kotott
rendszerre (als6 két panel). Az ATP/ADP rendszerdeB” kit helyen lev ATP lett ADP-re cserélve. Az
eltavolodas egyik esetben sem haladja meg 2—-4éketrgl 12,5 A), aminek oka az lehet, hogy a jelen lév

------

Sok fehérjében mar egy rovid molekularis dinamgamulacio soran tapasztalhatéak
olyan kollektiv mozgasok, amelyek a fehérje funjaidz kothet elmozdulasokat mutatnak

[112, 113]. Annak érdekében, hogy az ABC expoktdrelo és apo konformécidi kdzotti
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nyitd atmenethez kapcsolhato esetleges hmlszgasokat jellemezni tudjam, az ,alul nyitott”
és ,alul zart” konformécidval is végeztem szimubdet. Mivel jelenleg nincs olyan
transzporter, amelynek mindkét konforméaciéban riede€sre &llna atomi felbontasu,
kisérletleg meghatarozott szerkezete, a szamitdgok a human MDR1 két
homolégiamodelljét hasznaltam. Az ,alul zart” daret esetében elhagytam a nukleotidokat
a kot helyekr |, ezzel is elsegitve az ,alul nyitott” forma felé vezetmenetet. A relevans
kollektiv mozgasok meghatarozasat az esszencialamika (ED) mddszerével végeztem,
amely az atomi fluktuacibk komponens-analizisén alapul [112]. A szamitott
f komponensek a rendszer egy-egy linearisan fuggkdiektiv mozgasat (mdédusat) irjak le.
Ebb | kivalaszthatd a mddusoknak egy olyan részhalmamsely azt az an. esszencidlis
alteret fesziti ki, ahol a fehérje funkci6 szempambl relevans mozgasai torténnek. A
hMDR1 holo konformacié esetén az apo konforméacié tértén atmenethez legjobban
illeszked esszencialis moédusokat rendszerint keves szamiekikol mozgasi modus
valasztdsaval kaptam (lasd 3.8. fejezet és 17.).4braA kivalasztott modusok
szuperponalasaval megkapjuk a fehérjének a szimulsaran az esszencidlis alterében
veégzett kollektiv mozgasait. A kapott Osszetettdos altal meghatarozott kollektiv
mozgasban a Latomok kezdeti elmozdulasa a 18. &bran lathatondharom szimulécio
esetén az 0Osszetett modusban megfigyelhatlt egy zardédd és csavarodd mozgas a
transzmembran régidéban, amely ezt a régiot az ajiibtt” szerkezet felé mozgatja, és az
extracellularis oldal zarédasanak felel meg (1&apab A 18. abran bemutatott méduson
megfigyelhet, hogy ehhez a mozgashoz csatolva az NBD-k olaslirdnozgast végeztek,
mer legesen a tdmegkdzéppontjukat Osszeki@ngelyre. Ez a mozgas a holo és apo
szerkezetek dsszehasonlitasabdl nem kévetkezik,hédo konformaciot egy ,alul zart” apo
konformaci6 felé mozgatja. Az NBD-k ehhez hasontiddaliranyban elcsusztatott
elhelyezkedése figyelhetmeg az MsbA transzporter ,alul zart” apo (PDB IBB5X)
rontgendiffrakcidos szerkezetében. Az ,alul zarfoakonformaciéban az NBD-k kozotti
kapcsolatok fellazulnak, de a két domén kozéttoksdg nem akkora, mint az ,alul nyitott”
apo konforméciéban. A medfigyelt kollektiv mozgasr csak harombdl egy szimulécio
esetén fordult el azt mutatja, hogy a holo fehérje képes egy ,aart” konformacio felé
tarto kozvetlen atmenetre, és nem feltétlentl vabkstg az NBD-k egymastol valo
nagymérték eltavolodasara. A masik két szimulacidban nent wokgfigyelhet olyan
esszencidlis altér, amelyben az NBD-k elmozdulasglal nyitott” apo allapot felé vezetett

volna.
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17. &bra. A holo—apo konformacios atmenetet jellem kollektiv. mddusok kombinacidjanak
meghatarozasa. (A)A nukleotid nélkilli holo hMDR1 rendszerre szamd#caony frekvencidjd (< 200 ¢th
kollektiv m6édusok a holo—apo konformaciés atmeménhyaval valé atfedése a mdédusok frekvenciajanak
fuggvényében (Id. 3.8. fejezet). Magas atfedésseldelkez mddusok fleg az alacsony frekvencigju
tartomanyban talalhaték(B) Az els n, legnagyobb atfedést mutaté médus szuperponalakapatt dsszetett
médus atfedése a holo—apo konforméaciés atmenatsuperponalt médusok szamanakfiiggvényében. A
két legnagyobb atfedéssel rendelkezédus kombinacidja adja a holo szerkezke#tz apo szerkezet felé mutatd
elmozdulas legjobb kozelitését. A beillesztettlita grafikonok kezdeti szakaszainak nagyitasaatjalt
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18. dbra. Az esszencialis dinamikai (ED) m6édusokgperpozicidéja meghataroz egy atmeneti iranyt a hol
konformaciobél az apo konformacié felé. Az esszencialis alteret meghatarozé két kollektiodus
szuperpozicidja lathat6é az dbrakon. Az egygsit@mok elmozduldsanak iranyat és relativ nagysadékete
vektorok jelzik. Az oldalnézefA) mutatja az NBD-k egymastdl vald tavolodasat. Kargatott nézeterB)

lathaté a transzmembran régié extracellularis (Jedzakaszainak zarédasa. Alulnézetf@nlathaté az NBD-k
oldaliranyu kitérése, amely a rendszert az MsbAfghesetén megfigyelt ,alul zart” apo konforma(B ID:

3B5X) iranyaba mozgatja.

5.1.5. Az ,alul nyitott” szerkezet instabilitasa

A hMDR1 transzporter holo és ,alul nyitott” apo Kormaciojanak dinamikai
0sszehasonlitasara tett kisérlet vegul nem jéetrgk mert az apo hMDR1 modell instabilnak
mutatkozott a molekularis dinamikai szimulaciok&o(19. abra). Annak ellereésére, hogy
az instabilitAs nem a homologiamodell pontatlaniseda koszonhet, elvégeztem egy
hasonlé szimulaciot a mintaként hasznalt egér MBR&kezettel is (PDB ID: 3G5U). A
szimulacio soran azonban ez a szerkezet is hasoddidon, jelentsen eltavolodott a kezdeti

allapottdl, és instabilnak mutatkozott (20. abrA)tovabbiakban ezért ezt elemzem.
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19. abra. A human ,alul nyitott” MDR1 szerkezet instabil molekularis dinamikai szimulaciokban. (A) A
C, atomok kezdeti szerkezeftszamolt atlagos négyzetes gyok eltérése (RMSDjesr megndvekedett a
szimulacié soran a teljes fehérjéréB) Az RMSD értékekben csak mérsékelt ndvekedés tathatNBD-k
esetén az apo rendszerbefC) A TMD-k esetén az apo és holo format jellemRMSD értékek kozotti
kilbnbség nagyobb, mint az NBD-k esetén. A tefipgrje magas RMSD értékeit egyrészt ez okozzaréss
az NBD-k merevtestszerelmozdulasa, amelynek az oka a transzmembrarehétitoplazmatikus szakaszainak
megnovekedett flexibilitdsa lehe{D) Az utdbbi mozgékonysagndvekedés forrasa az, haggimaulacio soran
ezek a szakaszok nagyon hamar (20 ns) elvesztibdizgos szerkezetiiket. Az instabil szakaszokaisgal
jeloltik a kezdeti és a trajektéria végén kapotrkazeten, 100 ns szimulacios igtan.

Az alul nyitott” konforméci6é instabilitasanak jelnzésére a szimuléciés id
fuggvényében kiszamoltam a kezdeti szerkeketld eltdvolodast a teljes fehérjére (20.A
abra), és kulon a TMD és NBD régiokra is (20.B.28sC. abra). A dupla ATP-kotott
Sav1866 rendszer egyik trajektérigjat hasznaltanabilst szimulaciora vonatkozé
referenciaként. Az egér MDR3 fehérje esetén kismtagitavolodas (RMSD ~9 A) sokkal
nagyobb, mint a stabil fehérje esetén (RMSD ~2,52Q;A. &bra), viszont az egyes
doménekre kiszamolt RMSD értékek esetén ezek ank&&pek kisebbek. A fluktuaciok az
NBD-k esetében 2,5 és 3 A kozott voltak, szembe3a@al866 rendszerre kapott 2—-2,5 A
korili értékekkel (20.B. abra), a TMD-k esetébereliavolodas RMSD értéke ~4 A, mig a
Sav1866 rendszerben ~3 A (20.C. abra). Az RMSBkék 6sszehasonlitasa azt mutatja,

hogy a nagyobb szerkezeti valtozasok a két NBD diomérevtestszerelmozdulasa miatt
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torténnek. Ugyanakkor mind az NBD-k, mind a TM2detén az RMSD értékek az mMDR3
szimul&cidban altalaban magasabbak, mint a Savé8é&n, és a kilonbség a TMD-k esetén
kifejezettebb. A trajektoria fehérjeszerkezeteimdmzése azt mutatja, hogy a legnagyobb
instabilitast a transzmembran domeének citoplazmatikélixei mutatjak (19.D. és 20.D.
abra). Ennek a régidnak a megnévekedett mozgélgaysiatt az NBD-k merevtestszen
elmozdulnak, amely a teljes fehérje megndveked&tER értékeinek a forrdsa. A szerkezeti
instabilitds jellemzésére kiszdmoltam a transzmémbrdomének hélixtartalmat a
trajektoriabol szarmazo szerkezetek alapjan. A Thlben azoknak a kezdetben helikalis
oldallancoknak a hanyada, amelyek a szimulaciénsdaininansan helikalisak is maradtak,
0sszesen 63,13%, szemben a Sav1866 trajektorifatt k30,04%-0s értékkel. A human
MDR1 fehérje esetében a helikdlis allapotban megdtaaminosavak hanyada 64,30% az apo
€s 91,84% a holo rendszerben. A méasodlagos satrélvesztése az érintett régiokban, azaz
a citoplazmatikus hélixek széttekeredése, az NBDakszmembran doménekrtortén

lecsatolodasat okozza, jelesttorzulasokat okozva a szerkezetben.

20. abra. Instabil szakaszok az mMMDR3 ,alul nyitof’ apo szerkezetben. (A)A teljes egér MDR3 fehérjére
szamolt RMSD értékek a hMDR1 fehérjével végzetnsiciokhoz hasonléan nagyon magasak (8—10 A) aami
kezdeti szerkezett valé nagymérték eltavolodast jelez. Stabil rendszerként az eggjrezentativ Sav1866
szimulaciot tintettem fel(B) Az alacsony RMSD értékek az NBD-k stabilitasam@nak. (C) Az egér MDR3
szerkezet instabilitdsat egyrészt a TMD-kben betkezett szerkezeti valtozasok, masrészt az NBD-k
merevtestszer elmozdulasa okozzgdD) Az mMDR3 szerkezetben a transzmembran hélixelplammatikus
szakaszai széttekerednek. Az instabil régiokaispzin jeloli.
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Elképzelésem szerint az instabilitas egyik leheiségoka azon hidroféb
oldallancoknak a megnovekedett szdma, amelyek vi@asba kerllnek az ,alul nyitott”
szerkezetben. Ennek az aldtdmasztasara kiszamaktatdoszer altal hozzaférhefelszint
(ASA) a két hMDR1 modell intracellularis hurkaibtalalhatd minden egyes aminosavra. A
kapott eredményeket a 4. tablazat foglalja 6sdzel, @& egyszeseg kedvéeért csak azok az
oldallancok vannak feltintetve, amelyeknek a haatadt felszine az ,alul nyitott”
konformaciéban legalabb 20 ?A és legaldbb kétszer akkora, mint az ,alul zart”
konformacioban. Ezeket a tdbbségében hidrofolazéd 2-ben illetve aoupling hélixben
talalhatd oldallancokat a szerkezeteken is be@idlt(21. abra). Bizonyos oldallancok
esetében az apo konformacioban a hozzéaférfeétzin jelentsen megndvekedett (a Leu236
esetén ~23-szoros, az Ala238 esetén ~30-szoroskexnhds), mas esetben a ndvekedése
kisebb, de az abszolut értéke igen jelsn{kb. 3-szoros ndvekedés az 163, 804, 904
fenilalaninok esetében, ahol az értékek 1132 41,4 X, 67,3 & az ,alul nyitott”
konformécioban). Ezek alapjan az ,alul nyitottesgzezet instabilitAsanak a forrdsa valéban
lehet a megndvekedett hidroféb felszin.
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4. tablazat. Intracellularis hurkokban talalhaté aminosavak hozzaférhet felszine (ASA). A tablazatban
azok az apolaros vagy hidroféb aminosavak szerepebimelyeknek a hozzaférhdelszine az ,alul nyitott”
konforméciéban legalabb 20°Aés legalabb kétszer akkora, mint az ,alul zadhforméacié esetében. A

bemutatott értékek mértékegységeé AL: intracellularis hurok, LINKER: a TMD és NBROz6tti 6sszekot
régiok.
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21. abra. Az intracellularis hurkok apolaros és hilroféb aminosavjainak oldészer éaltal hozzaférhet
felilete (ASA) megndvekedett az ,alul nyitott” konbrmacidban. A 4. tablazatban felsorolt, megnovekedett
ASA értékkel rendelkezoldallancok kék szinpélcika modellel vannak feltlintetve az ,alul zg&) és az ,alul
nyitott” (B) hMDR1 modellen. A legtdbb megndvekedett hozz&tsgeggel rendelkezoldallanc az IL2
hurokban és az azon belidoupling hélixben talalhatd. Molekularis dinamikai szimziikkban ez a régio
mutatja a legnagyobb aranyl széttekeredést.

5.2. Diszkusszio

Munkam soran ABC fehérjék kulonbgzlipid kett srétegbe agyazott szerkezetével
végeztem molekularis dinamikai szimulacidkat. Ezek szerkezetek azokat a
transzportfolyamat soran felvett kulonbokonformaciokat reprezentaljak, amelyek bels
dinamikai tulajdonsagainak részletes ismerete fgatos. A kotétt nukleotid hidrolizisének
hatdséat a teljes fehérje dinamikai korrelacios #tiira a Savl186bakterialisfehérje ,alul
zart” holo szerkezetében vizsgaltam. Az egyeslidideok kdzotti kdlcsonds informacio
kiszamitasaval azonositottam a korreldlt mozgagkz véaminosavakat az ATP/ATP és az
ATP/ADP rendszerben is. A két rendszerre kapotdmenyek o©sszehasonlitasaval
megmutattam, hogy az ATP ADP-re val6 cseréje kdenét megvaltoztatja a fehérjen belli
korrelaciés halézat mintdzatat. A nukleotidcsereidrolizis utani pillanatot modellezi, az

elhasadtyfoszfat kotés energidjanak disszipalodasat nenemefigyelembe. A dinamikai
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korrelacios halozatban csomoépontként szerepelnelk-burok és az X-hurok egyes
aminosavjainak oldallancai. Ezek a hurkok a korafisgalatok alapjan is fontos szerepet
jatszanak az NBD és a TMD kozétti allosztérikus kaumikéacioban. Erdekes médon az
ATP/ATP rendszerben megjelekorrelaciok nagy része az ATP/ADP rendszetbanyzik,
ami arra utal, hogy a hidrolizis még a konformgeiént sebb megvaltozasa nélkil is képes
atalakitani az oldallancok dinamikai korrelaciodokatat. A dinamikaban bekdvetkezett
valtozdsok vezethetnek az NBD-NBD interfész és dcskontossagt NBD-TMD
kolcsonhatasok destabilizalédasahoz, amely a #@héarjtranszportciklus kovetkedépése
felé vezetheti.

Els ként mutattam meg, hogy dinamikai csatoltsag lktazranszporter TM3 és TM6
hélixei és a nukleotidkotott NBD-k kdzott. Az emeények alapjan azt feltételezem, hogy a
TM3-ban is talalhatok a funkcid6 szempontjabél fenominosavak. Erdekes megjegyezni,
hogy a citoplazmatikus régioval korrelalt mozgadgx oldallancok talalhaték a TM1 és
TM2 kozotti extracellularis hurokban, amely a humdBR1 fehérjében hosszabb, mint a
Sav1866 fehérjében. Ez a megfigyelés is utalltat Aogy ennek az extracellularis huroknak
szerepe lehet a transzportfolyamat soran bekdvetkagzimmetrikus konformacios
valtozasokban.

A Becker és munkatarsai altal k6zoélt tanulmanybanAdaP-kotétt és a nukleotid
nélkili Sav1866 szerkezetek vizsgalatakor azt figkemeg, hogy nukleotid hianydban a
transzporter szerkezete az extracellularis oldadpontan zarddasnak indul [132]. A
nukleotid nélkuli szerkezetben megfigyelt kollektimozgasok a TM3/TM4 és a TM6
citoplazmatikus szakaszainak 6sszehangolt mozgastdttak. A szerkezetben Iényegesen
tobb megmaradd kontaktust talaltakcaupling hélixek és az X-hurok illetve a Q-hurok
kozott, mint az ATP-kotott szerkezetben. Erdekesdom az altalam vizsgalt ATP/ADP
rendszer meglegn sok dinamikai hasonlosagot mutat a Becker-fal&leotidmentes
rendszerrel, mint példaul a Q-hurok éxaupling hélixek kozotti csatoltsdg. Emellett a
kezdeti szerkezett legnagyobb eltdvolodast mutat6 ATP/ADP rendszt, (13. dbra) a
Becker €és munkatarsai altal is megfigyelt extrat@tls zarodast mutatja a transzmembran
doménekben. A két rendszer k6zotti hasonlosagaalagképzelhet, hogy a transzporterben
mar egyetlen ATP hidrolizise is elindithat egy olyfolyamatot, amely a transzporter
zar0dasat okozza az extracellularis oldalon. Ezspmntan extracellularis zarédas
hozzjarulhat az ABC transzporterekben megfigyedgas alap ATPaz aktivitashoz azzal,

hogy a nukleotidkdt domeénekhez csatolvacauplinghélixeken keresztil esegiti az NBD-k

,,,,,,
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hogyan torténik a transzportalando szubsztrato&dajtezért az is elképzelhehogy az ,alul
zart” ATP-kotott allapotban az extracellularis dgizarédasa a szubsztrat bekiiséet
imitalja, és ezzel a hidrolizist elinditva jarul 2ZzZa a megfigyelt magas alap ATPaz
aktivitashoz.

A munkam és a Becker és munkatarsai altal megtiggetdmények alapjan azt
feltételezem, hogy az ATP-kotott ,alul zart” konfiodciot az X-hurok és a tetrahélix-koteg
kozotti kapcsoltsag stabilizalja. Egyetlen ATP alalla hidrolizise esetén ezeknek a
régioknak és az NBD-nek a dinamikus csatoltsagiodzadh nagyrészt megsuk, és
megjelenik az NBD-k és aoupling hélixek kozotti csatoltsag. A transzporter bels
mozgasainak efféle megvaltozasa fontos eseményjeegy NBD-kt | a TMD-k felé, amely
az extracellularis régiék spontan zarédasaval égslisegitheti a rendszer tovabblépését a
transzportciklusban. A szamitégépes szimulacidél @lérhet korlatozott id skala miatt
azonban sajnos a konformacidés atmenet teljes Utvossamitasos modszerekkel, atomi
részletességgel nem kovethetde ra lehet mutatni a folyamatban varhatéan vészt
oldallancokra.

Az izolalt NBD dimerekkel ATP hianyaban végzett rsalaciok egy részeében a
domének mutattak szétnyilast, mas részében nem 7465,8]. A Sav1866 ATP/ADP
rendszerben nem figyeltem meg az NBD-k spontanzdgéciojat (16. abra), ezért azt
Az NBD-k és a TMD-k kozétti ers csatoltsag szempontjabol az apo formarayéisebb
modellt adna az ,alul zart” apo konformacio, és ebdrra is kdvetkeztethetiink, milyen
mértékben nyilik fel a citoplazmatikus oldal a saportciklus soran. A kérdéshez
kapcsolodo jelens kisérleti munkat végzett a human MDR1 fehérjéo Es munkatarsai
[64], akik a transzmembran hélixek citoplazmatikégidinak keresztkdtésével megmutattak,
hogy a k6zottik lev tavolsag régzitése nem akadalyozza az ATPaz #ldtvi Ezek alapjan
elképzelhet, hogy az ,alul nyitott”, az NBD-k nagymértéleltavolodasat mutatd szerkezet
el forduldsa nem sziikséges feltétele a transzportenégbetelének. Hasonld, keresztkdtéses
kisérleteket végeztek van Veen és munkatarsai [HE# az MsbA fehérje konformacidjaban
ATP hatasara bekovetkezett valtozasokat probaltdgragadni. Az eredményeik alapjan
azonban nem lehet egyértelem megmondani, hogy az NBD-k eltavolodnak-e egyahast
vagy sem. A réz-fenantrolin altal medialt, 208faszicidba beliltetett ciszteinek kdzotti
keresztkttés hianya nem feltétlentl nagy konfordgseialtozasokbol ered. Az ,alul zart”
apo MsbA szerkezetben, ahol az NBD-k egymashozomigag kozel helyezkednek el, a

Glu208 oldallancokat két hélix valasztja el egyrabsimi ennek a konforméacionak az esetén
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kizarja a két 208-as pozicid kozotti keresztkotébetsegéet. Az EPR kisérletekb
szarmaztatott tavolsagadatok az irdnyra vonatkofaymacio hianyaban szintén nem tudjak
megvalaszolni, hogy az ,alul zart” vagy az ,alulitot” apo konformécié valésul meg a
nukleotid nélkul végzett kisérletekben [54].

Az esszencidlis dinamikai szamitasok alapjan a h&R1 transzporter képes az
»alul zart” apo konformacio irdnyaba tortérelmozdulasra, az NBD-k egymashoz képesti
oldaliranyd elmozdulasaval. Ezt az elmozdulastk dsarom szimulaciébdl egy esetében
sikerllt megfigyelni, a masik két esetben a kollekbhozgasokban nem talaltam értelmezhet
0sszefluggést a TMD-k és az NBD-k mozgéasa kozotimeyfigyelt esetek rossz aranyanak
oka lehet a konformacios mintavételezés elégtetgnsgmely egy ilyen nagymératendszer
esetén varhat6. Ez az eredmény ezért nem tekinttodtosztusnak, €s mindenképpen
ovatossaggal kell kezelni, ennek ellenére felvetiak a lehetségét, hogy az ,alul zart” apo
konformacio egy koztes vagy akar egy végleges aitagképviseljen a transzportciklusban,
az ,alul nyitott” szerkezet MD szimulaciékban muittatinstabilitisa miatt. Erdekes még
megjegyezni, hogy a megfigyelt kollektiv mozgéas dkiét doménre nézve aszimmetrikus, de
ezt csak egyetlen szimulacio esetében tudtam meiig ezért nem tekinthetszignifikans
eredménynek.

Az ,alul nyitott” hMDR1 modell és az egér MDR3 r@eindiffrakcids szerkezet is
instabilnak bizonyult a szimulacidkban. Ivetac #ansom munkaja megmutatta, hogy
molekularis dinamikai szimulaciokkal ki lehet sai hibas rontgendiffrakcidés szerkezeteket,
amelyek rovid idtartam alatt is jelens instabilitAst mutatnak szimulacidkban [83]. Eame
azébta visszavont MsbA szerkezet szolgaltatta edpéldz altalam vizsgalat ,alul nyitott” apo
szerkezet ugyan nem mutatott olyan mértéistabilitdst, mint a hibas MsbA szerkezet, az
eredmények alapjan mégis elképzelhdiogy a transzmembran domének citoplazmatikus
szakaszai kozotti és az NBD-k kozotti tavolsag #oséagban nem olyan nagy, mint a
kristalyokban megfigyelt ,alul nyitott” apo szerlatben. Az MD szimulacidink alapjan az
NBD-k ilyen mérték eltdvolodasa az NBD-k levalaséat okozza a TMDikami elrontja a két
domeén dinamikai csatoltsagat, és ezzel lehetetlairedi a transzporter rkbdéseét.

A megfigyelt instabilitasnak tobbféle oka is lehet. Elképzelhet, hogy a
rontgendiffrakcios szerkezet alacsony felbontasaitni8,8 A) az oldallancok elrendezése az
egér MDR3 szerkezetben nem optimalis, stsban az intracellularis hurkok azon
szakaszaiban, amelyek a legnagyobb instabilitastatiall. Ez arra figyelmeztethet
benninket, hogy nagy koriltekintéssel jarjunk elaokor, amikor az oldallancok

irAnyultsagara épitink, pl. drogkotési vizsgalatekezésekor és értelmezésekor. Masrészt
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tobb, az ,alul zart” holo szerkezetben eltemetptlaros és hidrofob oldallanc olddszer altali
hozzaférhetsége az ,alul nyitott” szerkezetben nagymértékmi elképzelhet hogy csak a
kristalyositasi kortlmények (alacsonyrhérséklet, lipid kettsréteg hidnya) mellett szamit
kedvez nek. Szintén elképzelhethogy az ,alul nyitott” konformaciot az elemi catlan lev
molekulak koélcsdnhatasai stabilizaljak. Ezt a konfaciét eddig az MsbA (PDB ID: 3B5W)
bakterialis fehérje és az egér MDR3 (PDB ID: 3GHd}télyaiban figyelték meg, ahol az
elemi cella egynél tbbb teljes transzportert tantadott. Bar az azonos transzporteren bellli
NBD-k egymastol tavol helyezkednek el, kélcsonhakétesitenek a szomszédos molekulak
NBD-jeivel (22. abra). Ezek az intermolekularis DIEENBD kolcsonhatasok nem a
kanonikus ,dimerizaciés” interfészen jelentkeznéls elképzelhet hogy stabilizaljak a
kristalyban elfordulé konformécidt, az ,alul nyitott” szerkezeteEzzel ellentétben azokban
a kristalyokban, amelyek mas konforméaciéban tamatak a transzportert (Sav1866 ,alul
zart” holo, MsbA holo és ,alul zart” apo), a kild@m fehérjékhez tartozé6 NBD-k egymastdl

tavol helyezkednek el, nem Iépnek kélcsdnhataspmégsal.

22. abra. A kristalykontaktusok stabilizalhatjak az ,alul nyitott” konforméaciét. Az ismert ,alul nyitott”
konforméciét mutatd rontgendiffrakcids szerkezetfdabA, MMDR3) talalhat6 intermolekuléris kontakten
az NBD-k kozoétt. Ezek a kontaktusok nem a fizigddg,dimer” esetében medfigyeltek, és elképzelhkbgy
egy nem-fiziologias kristalybeli konforméaciobankstzaljak a transzportereket(A) MsbA (PDB ID: 3B5W),
(B) mMMDRS3 (PDB ID: 3G5U).
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Az apo konformaciordl az imént bemutatott kérdéseétt elképzelhemnek tartom,
hogy a fiziologids korulmények kozott jelen léapo forma leiraséra az ,alul zart” apo
szerkezet jobb modellt ad. Az MRP1 fehérje esatégfigyelt 2D kristalybeli apo szerkezet
is egy félig nyitott konformaciot mutat, az ,alurt” konformaciéhoz hasonloan [134]. A
sejtbeli ATP koncentraciot (2-5 mM) dsszehasonlisa ABC exporterek tipikusKy,
ertékével (200-500 uM) az is elképzelhdtogy az ,alul nyitott” apo konformacio egy igen
rovid életidej, atmeneti allapot, amelyet a kristalyositasi kdwhyek mellett sikerdlt

stabilizalni és megfigyelni.
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6. Osszefoglalas

Munk&m soran kifejlesztettem egy 0], konforméacidsr@ia becslésére hasznéalatos
modszert, amely Gauss-keverék fuggvények illesatédgpul. A moddszert 6t, kis méret
peptidb| all6 molekularis rendszeren teszteltem. A kapathtropiaertékeket
O0sszehasonlitottam egyrészt mas, ismert modszdtalkadott eredményekkel, masrészt a
konformécios sokasdg egzakt entropiaértékével nselyet minden rendszerre a teljes
konformacios tér feletti integralassal kiszamoltanAz egzakt entropiaval valé atlagos
legjobb egyezést az altalam kifejlesztett médszita.a A Gauss-keverék maodszer elvileg
szamitasara, de tovabbi munkat igényel a szikségess-csucsok szamanak automatikus
megallapitasa. Az algoritmus polinomialisan skédhz a dimenziészam és a mintaméret
fuggvényében is, ezért nagyobb rendszerek esetiékséges lehet olyan tarsmodszerek
kidolgozasa, amellyel a rendszer effektiv dimerzadgsat csokkenthetjik. A mddszer ezen
korlatok ellenére egy koncepciondlisan egyszes konnyen éatlathaté elméleti hatteret ad a
tovabbi fejlesztésekhez.

Az ABC fehérjéken végzett munkaban kilonbadranszporterszerkezetek dinamikai
jellemz it vizsgaltam. A nukleotidkotott, ,alul zart” hol&onforméaciéban az egymassal
korrelalt mozgast végzoldallancok feltérképezésével megallapitottam,yhakar egyetlen
ATP hidrolizise is okozhat olyan valtozast a dinkaniag korrelalt aminosavak hal6zataban,
amely elsegiti a transzporter citoplazmatikus oldalanaknyighsat. Az ,alul nyitott”
szerkezet MD szimulacidinkban instabilitasat mutatdelképzeléseim szerint az instabilitas
oka a nagymértékexponalt hidrofob felilet az intracellularis hukkan, vagy az oldallancok
nem-optimalis elrendezése alacsony felbontasbdll etezonytalansag miatt. Az ,alul
nyitott” apo szerkezetet a kristalyban megfigyatermolekularis NBD—NBD kontaktusok és
a kristalyositas korulményei is stabilizalhatjakizidiégias korilmények kozott azonban
elképzelhet, hogy egy rovid életidej atmeneti konformaciérol van sz6. Az ,alul z&ntlo
szerkezet esszencialis dinamikai analizise alapgrfeltételezem, hogy az ATP hidrolizise
utan a transzporter képes az ,alul zart” apo konémié irdnyaba elmozdulni. Ezen
lehetséges holo—apo utvonal és az ,alul nyitotErkezet instabilitasa alapjan azt javaslom,
hogy az ,alul zart” apo szerkezet relevansabb déiradja a transzporter szerkezetének, mint
az ,alul nyitott” apo konforméacié. Ezek a szimuédcsegitenek megérteni az ABC fehérjék

m kodéséhez sziikséges szerkezeti és dinamikai jelieetzezaltal Uj megkozelitést ajaniva
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az ABC transzporterek felgombolyodasanak, stabédmak és nkodésének befolyasolasat

célzé racionalis gyogyszertervezés szamara.
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7. Flggelék

7.1. A Gibbs-eloszlas szarmaztatasa

Termosztalt rendszer esetén a rendszer szamatsetelénikrodllapotok szamanak
megbecsléséhez tekintsiik a kovetkgondolatmenetet. irjuk a rendszer telijes eneiyid
E = E; + E; formaba, aholE; az altalunk vizsgalt részrendszdt, pedig a termosztat
energiaja.  Annak a valoszisege, hogy a részrendszer egy adBit energiaju
mikroallapotban taldlhato, aranyos a teljes rerndazen allapotainak szaméaval, amelyben a
részrendszer energiajg;. A teljes rendszer azon allapotainak szdma, dmealya
részrendszer egy rogzitel; energiaju allapotban van, megegyezik a termosztate;
energiaju allapotainak szamaval, amit jelOlBE — E;). Ez alapjan a részrendszer dfyy

energiaju allapotanak valoszsege

WE,) =¢ G (E- E) (73)
aholc egy ardnyosséagi tényez A részrendszer energiaeloszlaséra igy feliraato
1= G(E)WE)=c G(E)G(E- E) (74)
E E

normalasi feltétel. Az 6sszegzés mdogott l&ifejezésrl azonban megmutathatd, hogy egy
atlagos,E; = <E;> érték korul éles csucsot mutat [135]. Ezek dlappz 06sszegzés

helyettesitheta
G(E)WE,) = DGw((E,)) =1 (75)

kifejezéssel, ahoW(<E;>) az atlagos energiaérték frdulasi valdszinsége,DG pedig a
részrendszer altal bejart allapotok atlagos szamai, az (75) Osszefiiggés definial. Ezek

alapjan a részrendszer entropigja felirhato
S =kg INDG= - k; InW((E,)) (76)

alakban. A (76) képlet érdekessége, hogy azt jauthibgy egy rendszer entropidja
kiszamithaté pusztan egyetlen, az atlagos enelgidegfelel allapot valészinségébl. A
W(E,) eloszlast azonban a legtobbszor nem ismerjukkégizaigyanis az eloszlas normalasi
faktoranak kiszamitasahoz az 0sszes energiaalab@szin seget ismernink kell. A(Ey)
eloszlas megbecsléséhez azt a feltételezést haagnk| hogy a termosztat sokkal nagyobb,
mint a vizsgalt részrendszeE;(<<E;), és igy energigjanak fluktuaciéi gyakorlatilag

elhanyagolhatok. A termosztat ezzel gyakorlatihaigrokanonikus rendszernek tekinthet

,,,,,,,,
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energiaja nagyon kicsi a rendszer teljes energidgj&Bpestl; <<E), a termosztat entrépiaja

sorfejtéssel helyettesithet

=
IG(E- E)=S(E- £)>8,(B)- ) E=50)- % (77
E&E B2
-1
ahol T, :ki % a termosztat hmérséklete. A (77) egyenlet jobb oldalanak els

tagja nem figde;-t |, ezért aw(E,) eloszlasfiiggvényhez csak konstans szorzéfaktzmal
hozz4, ami igy felirhatd

)
WE)=Z2"e " =z "™ (78)
ahol 6 = 1/kgT) az un. hmeérsekleti faktor,Z pedig az eloszlas normalasi faktora, amit

allapotosszegnek vagy mas néven particids fliggweknyaveznek.

7.2. A konfiguracios és kinetikus entropiajarulékok szétvalasztasa

Klasszikus rendszerek esetén a (16) Osszefliggéstragy érdemes tovabbi tagokra
bontani. Descartes-koordinatarendszer hasznast@re a mozgasi energia az impulzusok
négyzetes figgvénye lesz, €s ha a rendszerberengicdisszipativ ek, akkor az energia és
az entropia kinetikus és konfiguracioés tagokra bat@t. Ekkor a rendszer energiafliggvénye
E(p, 0) = Exin(p) + Epod Q) alaku, és a rendszer entropiaja (16) alapjan

S=kg(In(h*"Z) + b(E)) =
=K (IN(0*MZy, Zoong) + B(E) + () = (79)

= kB(ln(h 3NZkin) + b< Ekin>) + kB(In Zconf + b<Epot>) = sKin + Sc

onf

Az entrOpia kifejezése tehat két tagra bonthatdl 8ly, a kinetikus jarulék

Sin =kg N0 Z,0) + B(E,i, ) (80)

amelyben szerepltagok
Z,, = e”%=Pdp (81)
(Ein) = Zin Ein(PE Pdp (82)

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

oldalan szereplmasik tag az un. konfiguraciés entrofa,{), amely
Sconf = kB (ln(zconf) + b<Epot >) (83)
formaban a konfiguracios allapotdsszdglZ.on) €s az atlagos potencialis energiabdd ()

szarmaztathatd, amelyeket a
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7 = e bE por () dq (84)

conf —

(Epor) = Zoow Epu(dE Vg (85)
kifejezések definialnak.

A kinetikus allapotokzi, integralja ebben az esetben analitikusan is kis#éato,

b pZ 3/2

Ly = e-bEki"(p)dp:C) € kadpﬁf) %‘n( (86)
k k

aholm, éspx ak. atom tdmege és impulzusa. A rendszer atlagogikirseenergiaja szintén

kiszamithatd analitikusan,

<Ekin> = Zl;ii e - kadp:
< 2m 87)
-3/2 2 _bfi
_ 2pm, P e 2m"dg<:N§b'1
k b 2m, 2
és ez altal a kinetikus entrépiajarulék
3/2
S = ke (INT'Z,) + B(E, ) =k 2% 41, N =

. bh 2 (88)

2 bh?

formdban megkaphat6. Lathatd, hogy az entropietikins jaruléka a koordinatéktol teljesen
flggetlen, és pusztan az atomi tomegek segitség&zmithatd. Ezért a legtdbb modszer

az entropia kiszamitasakor csak a konfiguraciogpritra fokuszal.
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