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1. Bevezetés

A statisztikus fizikaban és az informéacidelméletbenezetett entropiafogalom kozoétt
szoros matematikai analogia all fenn. Ez a kaptdehetséget teremt egyrészt a fizikai
entropia informacidés technologiai modszerekkelédrtbecslésére, masrészt az egyes fizikai
allapotok informéciétartalmanak értelmezésére. ehtrdpia a fizikdban a szabadenergia
mennyiségén keresztil meghatarozza az egyes edyieifapotok stabilitdsat, és a spontan
bekovetke# folyamatok iranyat. A szabadenergiat béeabdszerek kdzott kitlintetett szerep
jut azoknak a szamitasos mddszereknek, amelyekknoiates rendszerek egyensulyi abszolat
altalam fejlesztett 0j mdodszert mutatok be. Az espyllyi entropia elméleti kifejezése
ugyanakkor felbonthaté a molekularis rendszertpitdeelemi részek (oszcillatorok) 6nallo,
fuggetlen entropidjanak az 0sszegére, és a koztitidkkét- és tobbtest-kdlcsonhatasokbol
szarmazd kolcsonds informacié tagokra. A koélcsomisrmacio kiszamitasa dnmagaban
tehat informaciot szolgaltat a rendszeren belillcs@nhatésokrol, és az ebered
kulonbo®d korrelacios jelenségelt A korrelalt mozgasok kulondsen fontos szerepet
jatszanak a fehérjék, mint molekularis rendszerelkddésenek kialakitasaban. Ennek
eklatans péld4ja az allosztéria jelensége, amelgbdanrelacios hatasok révén a fehérje tavol
esy régioi, kothelyei Iépnek kolcsdnhatasba egymassal, befolyis@pymas riikdodését.
Az allosztéria jelensége kulondsen érdekes modtemife meg az ABC (ATP-Binding
Cassette, ATP-kdt kazetta) transzporter fehérjekben, ahol az ATRtmsés a
szubsztrattranszport 6sszekapcsolasaért 6telel A dolgozat masodik fele ennek a
folyamatnak a megismeréseével foglalkozik. Az altéskus folyamatok megismerésével Uj
lehethiségek nyilhatnak az ABC transzporter fehérjékkepckalatos betegségek elleni

racionalis gyogyszertervezeés iranyaban.

2. Molekularis sokasagok konformaciés entropiajanak

becslése

2.1. A kit dizott kutatasi feladat és hattere

A molekularis biolégiaban éfordulé rendszerek egyensulyi tulajdonsagait a
szabadenergia (szabadentalpia) mennyisége hatameza Az eddigi elméleti tanulmanyok

jelentbs része foglalkozott két egyensulyi allapot kézogzabadenergia-kilénbseég



kiszamitasaval. A két allapot kozotti atvonalonegralassal szamolé modszerek, mint a
termodinamikai integralas (TI, [1]), a szabaderefqgrturbacié (FEP, [1, 2]) és a
hisztogramanalizis modszerek [3] esetén a reakordkoata megfelél felvétele és a két
allapot kozétti nagyobb szerkezeti kulonbségek kadalyozhatjak a szamitasokat [4].
Alternativat jelenthetnek azok a modszerek, amebydiét allapot abszolut szabadenergiajat
becsulik. Ebben az esetben viszont kulcsfontoseggiolyan hatékonyanitkodé modszer
kidolgozasa, amely alkalmas a két egyensulyi éatlsoo a rendszer konformaciés
Az rendszer egyensulyi allapotaiban ¢fetduld molekularis konformaciokat
rendszerint valamilyen hatékony mintavételezésismédel, pl. molekularis dinamikai (MD)
szimul&cioval vagy Metropolis-féle Monte Carlo (M@jntavételezéssel allitjakéel Az igy
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egyik legkordbbi médszer a kvaziharmonikus kozelitmely a konfiguracios térbeli
siiriséget tobbvaltozos Gauss-eloszlaskent kozeliti fomddszer legvonzdbb tulajdonsaga,
hogy az eloszlas paraméterei az adatokbdl egymaeszarmaztathatok, és a kapott eloszlas
informacios entrdpiaja analitikusan kiszamithatdGauss-eloszlas tengelyei olyan vibracios
modusokat hataroznak meg, amelyeket a kvaziharmsrkkzelités mar egymastol figgetlen
oszcillatoroknak tekint.

Az eredeti kvaziharmonikus modszer a molekularisfGomaciok leirasara az un.
kotéshosszak, kotésszogek és torzids szogek sgpitdéadja meg. Ezeknek az un. Bels
koordinatdknak a hasznalata azértingbs, mert a kulonb&@zvibracios médusok kénnyen
szeétvalaszthatok, és elkulonitblea kilonb6d konformaciok létrehozasaért falsllényeges
koordinatdk. A gyakorlatban azonban egy nemredumdl$ koordindtakészlet megadésa
nem trividlis feladat, és nehézséget okozhat aogims koordinatdk kezelése is. A
kvaziharmonikus maddszer Schlitter altal Descarmsr#tinatdkra adaptalt valtozataban
lehetiség nyilt a kinetikus szabadsagi fokokbdl szarmaatbopia figyelembevételére, és a
molekularis rezgések kvantummechanikai figyelemtegee is [6].

A kvaziharmonikus feltételezés hatterében az alkézeaill, hogy a rendszer egyetlen,
rendszerek azonban tipikusan bonyolult, rendkiaiolt energiafelszinnel rendelkeznek, a

relevans Bmeérsékleteken tobb, alacsony energiagattal elv@szokalisan minimalis



energiaju konformaciot is meglatogatnak. Komolgatijelent emellett a kvaziharmonikus
modusok fliggetlennek tekintése, vagyis a szabadslégk kozott levw masod- és magasabb
rendi korrelaciok elhanyagolasa [5, 7]. E problémak ekézére tobbféle megoldas és
modszer sziletett.

Az anharmonicitas figyelembevételére kulonhoéa mintak hatterében allé folytonos
eloszlas pontosabb becslésére alkalmas modszerakeimaztak, pl. Fourier-sorok
segitségével torténparaméteres becslés [8], vagy anizotrép magfliggpkdml tortés nem-
paraméteres becslés [9]. A Numata és munkatdtabk#lolgozott entropiabeasimodszer a
siraségfuiggveny adatpontok helyén felvett értékeit Ibeas k-legktzelebbi szomszéd
siriségbecsl modszerrel [10], amelynek &lye, hogy nem tesa priori feltételezést a
siriségfuiggvény alakjara. Az emlitett modszerek hgazonban, hogy a konvergenciahoz
igen nagy szam( (~¥Pmintara van sziikség.

Mas megkozelitést hasznal a Wang és Bruschweital Kldolgozott 2D entrépia
modszere, amely Gauss-magfiiggvényekkel végédiségbecslést a kvaziharmonikus
2D entrépia modszer szintén figyelembe veszi azaambnicitasbol adédd jelenségeket,
azonban paraméterként tartalmazza a Gauss-magfigggeélességét, amelynek értéke nem
atvihet) kilonb6d rendszerek kozott [11, 12], ésosen befolyasolja a szamitott entrdpia
erteket.

A koordinatak kozoétti magasabb rénlorrelaciok figyelembe veh&tk a kbdlcsonds

yaye

S(ql,.-.,qN)=ZSl(qi)—le(qi,q,»)+ D 150,00 ) —

i<j i<j<k
alakban irja fel [13]. IttS, az egyvaltozés, margindlis entropiakat jeldli, lakolcsonds
informacio tagokrol pedig megmutathatd, hogy a Howtak kozottik. rendi korrelacio
mértékét jellemzik [14-16]. Ak. rendi kolcsonds informécié kiszamithatd lka és
alacsonyabb reridentropidk alapjan, pk = 2 esetén

12(01, G;) = Si(q) + S(a,) — S, (0, G,)
A kolcsonos informécid kifejtést tobb entropiabéasiodszer is alkalmazza [10, 13, 17]. Az
altalunk is vizsgalt Numata-médszer a masodiiefid= 2) kdlcsonds informaciod tagokat
hasznalja fel az entropiabecslés javitasara.

A doktori munkdm célja egy U], Gauss-keverék fuggeken alapuld modszer
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ot, kismérei peptidekiél all6 rendszert hoztam létre, amelyek entropiajamerikusan
kiszamithato ab initio modszerrel, és 0sszehasonlithatd a Gauss-kevéseknas, az
irodalomban leirt eljardsok altal adott értékekkel.

A megvalésitashoz Octave, Python és Perl nyelvéiteszkripteket hoztam létre. A
molekularis tesztrendszerek koordinatait a SYBYL grogram segitségével készitettem el.
A konformécidk energigjanak kiszamitasara a GROMAG®ramcsomagot hasznéltam és a
GROMOS96 egyesitett-atom (united atom) force-field&8]. Az irodalomban leirt
modszereket szintén Octave szkriptek formajabamsialttam meg, mig a Numata és

munkatarsai altal k6z6lt modszerhez a programaeegs bocsatotta rendelkezésemre.

2.2. Uj tudomanyos eredmények

1. Gauss-keverék fuggvényeken alapuld entrépiabeésinddszer lIétrehozasa.

A Gauss-keverék fliggvényeken alapuld, konformaeitisdpia becslésére hasznalatos
modszer létrehozasat az motivalta, hogy létezzen adgan koncepciondlisan egysiier
attekinthed modszer, amely a nagyobb, sok szabadsagi fokkadletked molekulak
komplex energiafelszinglb szarmazd komplikacidkat is képes kezelni. A Gekesverék

fuggvények kulonalld, tobbvaltozés Gauss-fiiggvérsikozott 6sszegei,
K
f(x6) = p.a(xm,o,)
k=1

aholg(x; my, o) azmy kbzéppont kortligi kovarianciamatrixszal jellemzett Gauss-fuggvény,

6 azmy, ok parameéterek 0sszesséfepedig a Gauss-komponensek szama. A Gauss-keveréek
fuggvények segitségével barmilyen sima fuggveérszibtges pontossaggal kozelittgi9].

A mébdszer el§ Iépésként a vizsgalt konformacids sokasagra egyalizélt Gauss-keverék
fuggvényt illeszt a legnagyobb valésisgeg mdodszerével (maximum likelihood estimation,
MLE), majd megbecsli az igy kapott folytonos elaszinformacios entropigjat. A likelihood
maximalizalasara az expectation maximization (EMypszert alkalmaztam. A kapott Gauss-
keverék fuggvények entrépidjat a Huber és munkaitéisal leirt moédszerrel szamoltam ki
[20]. A Huber-féle mdédszer az egyes Gauss-kompseiekhozéppontjanak kornyékén a tobbi
komponens jarulékat egy masodréndlaylor-sorfejtéssel kozeliti, igy a kozelitett &bt

analitikusan kiszamithato.



2. A Gauss-keverék alapt médszer alkalmas molekulé&r rendszerek konformacios

“ sz
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kordli fluktuaciok anharmonicitdsa okozza. A Galkseserék modszert ezeért kisméret
peptidrendszereken teszteltem. A molekulak védaskior szempont volt, hogy bemutassam
a fehérjékre valé alkalmazhatésag Iéségét, és hogy a kivalasztott peptidek oldallancai
tobbféle rotamer allapottal is rendelkezzenek.

Az modszer jellemzésére a kapott eredményeket ligsaglitottam ékz6r egyab
initio médszerrel kiszamitott referenciaértékkel (a tiwakban ,egzakt” érték), majd mas,
mar léted modszerekkel kapott eredményekkel is. Az iroddlammegtalalhaté négy masik,
az entropia becslésére kifejlesztett modszert itakiem meg: az eredeti Karplus és Kushick-
féle kvaziharmonikus modszert [5], a Schlitter-f&tevarianciamatrix-alapi maédszert [6], a
Wang és Briuschweiler-féle 2D entropia modszerél, [@4 Numata és munkatarsai modszerét
(amelyhez a szoftvert Jorge Numata bocsatotta hegwtestinkre) [10].

A vizsgalathoz 6t kilénb@z molekuléris rendszert hoztam Iétre, amelyek az,Ala
Ala-Val-Ala, Ace-lle-Nme, Ace-Val-Nme, Valpeptidek voltak, és 4, 5, 4, 3 és 4 elforgathat6

kotéssel rendelkeznek (1. abra).

ala-val-ala ile

1. abra. A szamitasokhoz kivalasztott kisméréit peptidek és peptidszarmazékokA kivalasztott molekulak
az Ala; (,ala3”), Ala-Val-Ala (,ala-val-ala”), Ace-lle-Nmg(,ile”), Ace-Val-Nme (,val”) és Va} (,val2”). A
peptidek végei minden esetben semlegesek. Az giteszénatomokat szlrke, az oxigén és nitrogémaitat
fekete, a hidrogéneket fehér szin jeldli. A szaldaifokokat jeleri elforgathaté torzids szogeket nyilak jelzik.



A tesztrendszerek generalasanaké elépése minden molekulara az un. teljes
konformerhalmaz létrehozasa volt, amelyet adbkiordinatadk (elforgathatd torziés szdogek)
terének teljes, uniform mintavételezésével kaptaf.teljes konformerhalmaz lelesteget
szerint, a teljes konfiguracios tér feletti numaskintegralassal. A mddszerek bemeneti
adataiként szerepelt egyrészt a teljes konformerdal Monte Carlo (MC)
mintavételezésével, masrészt kétféle, molekuldngandikai (MD) szimulacié segitségével
eléallitott kanonikus konformersokasag. A konstrukonddja miatt az MC sokasagbol
szamitott entropiaértékek kozvetlenul Osszehasattibk az egzakt értekkel. Az MD
adathalmaz létrehozdsat az motivalta, hogy a glabkan a molekularis dinamikai
mintavételezés elterjedt, ahol rendszerint fleisbit kezelik a kotésszdgeket, és gyakran a
kotéshosszakat is. A mobdszerek tesztelésére &gértMD sokasagot hoztam létre, az
egyikben a kotésszogek flexibilisek, a kétéshosspaltig rogzitettek (,MD/LINCS”), a
masik esetében pedig mind a kotéshosszak, mindtésdaibgek flexibilisen valtozhattak
(-MD/Unc”). A flexibilis koordinatak névelik a resfszer szabadsagi fokainak szamat, ezért
az ezekbl a sokasagokbdl kapott entropiaértékek kozvetlerdih dsszehasonlithatéak az
egzakt entropiaértékekkel.

A szamitasokbdl kapott Iényeges eredmények illakéra a ,val2” rendszerre kapott
eredmeények lathatéak a 2. dbran. Az eredményefgjdalaazt talaltam, hogy az MC
sokasagokra kapott értékek a Gauss-keverék moécsetén gaussmix kivalo egyezeést
mutatnak az egzakt, enumeracion alapulo értekkel@s elterés 2,04%). A varakozasoknak
megfeleben a Karplus és Kushick-féle kvaziharmonikus moédgggH) szisztematikusan
tulbecslli a valodi értéket [6], bar az atlagogréise az egzakt értéktviszonylag kicsi
(10,4%). A Schlitter-féle kvaziharmonikus modsBascartes-koordinatakat hasznal a dels
koordinatak (torzios szdgek) helyett, ez a mddskétiéle verzioban szerepelt. Az &ls
esetben az 6sszes atom koordinataja szerepelt szerdoemeneteként (Schlitter/AA), ekkor
a modszer az egzaktnal lényegesen magasabb éttédike (atlagos eltérés 39,97%). A
masodik esetben viszont csak azok az atomok kkrdiéhasznalasra, amelyek a lels
koordinatakat definiald torzidés szdgeket alkotj&klflitter/TA), ebben az esetben a mddszer
szisztematikusan alulbecsilte az egzakt értékéag@Ed eltérés 17,77%). A Wang és
Bruschweiler-féle 2D entrépia moédszere esetén é&azirdzt taldltam, hogy ez az eljaras
alulbecsli az egzakt értékeket. Ennél a modszerk@pott értékek azonbartsen fliggenek

a modszer részeként szefepb savszélesség-paramétért A Numata-féle mobdszer
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viszonylag j6 egyezést mutat az egzakt értékekkighgos eltérés 17,54%), azonbandsbtb

harom esetben alulbecsli az entropiat.

T T T
MC
500 - MD/LINCS XXX .
MD/Unc, RXXXX3
egzakt ———

400 - .

300 - —

Entrépia (J/Kmol)

200 - —

100 - ’_E F i

gaussmix QH 2D Numata Schlitter/TA Schlitter/AA

Mddszerek

2. dbra. A ,val2” rendszer entropiai grafikonon abrazolva, 6t kilonbdz modszerrel szamolva a harom
sokasagra. Az egzakt entropiaértéket vizszintes vonal mutafia.MC sokasagok esetén a legjobb egyezést az
egzakt értékkel a Gauss-keveréket alkalmaz6 mdédadg. Az MD sokasagok tdébb szabadsagi fokkal
rendelkeznek (kotésszogek és kdtéshosszak), zaktentrépidjuk nem ismert. Esetiikben a szaemtitpia
nagymeértékben fligg attol, hogy az egyes modszevgkam veszik figyelembe a kdtésszogek és kotéshbssz
vibraciéibél adédo entrépiajarulékot.

Az MD sokasagokra kapott entropiaértékek altalanosandig magasabbak, mint az
MC sokasagokra kapott értékek. Az MD/Unc sokasagwmjdnem mindig magasabb
entropiaértékeket adnak, mint az MD/LINCS sokasad@k a kulonbség viszonylag kicsi.
Ez arra utal, hogy a kdtéshosszak vibracidinakdg&aucsekély. Megfigyelhétaz is, hogy a
Descartes-koordinatakat hasznald moédszerek (a t®chliés Numata-féle moddszerek)
lényegesen magasabb entropiaértékeket eredmeényerngkét MD sokasag esetén, mint az
MC sokasédgokra. Ezzel ellentétben a ®ekoordinatdkat hasznaldé moddszereknél (a
kvaziharmonikus, a 2D entropia és a Gauss-keverélsmerek) ez a kilonbség sokkal
kisebb. Ez azt mutatja, hogy a kodtésszogek vibjagelenés jarulékot ad a konfiguracios
entropiahoz, amit a bélkoordinatakat hasznald6 modszerek nagyrészt ellgafyak.

Az otféle peptidBl allé rendszerekre kapott eredmények alapjan aattam, hogy
Gauss-keverék moddszerrel kapott entrépiaértékelaldkivegyezést mutatnak az egzakt
entropiaértékekkel, mikdzben a tdbbi tesztelt méd#nyegesen rosszabb egyezést mutatott
(atlagos eltérés 10-40%).

A mobdszerek eltér teljesitményének tobb oka is lehet. Az egyik adrdpia

becslésére alkalmazott eliéelvek alkalmazasa. A Gauss-keveréken alapul6 nedds
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kvaziharmonikus és a 2D entropia modszereihez ha@mon pusztan a medgfigyelt
konfiguraciés mintakra hagyatkozik, mig a masik k#&hdszer az adatok hatterében drejl
fizikai rendszerdl tett feltételezésekiy indul ki. Ez a kilénbség abban is latszik, hagy
Schilitter- és Numata-maoddszerrel ellentétben a Grergeréken alapulo eljaras nem hasznalja
fel az atomi tomegeket a szamitasokhoz. A fizikadelll®! kiindulé modszerekben gyakori
az oszcillatorok kvantummechanikai kezelése, émetikus entrépiajarulékot is figyelembe
veszik, ezeket azonban a Gauss-keverék modszetaneimazza.

A modszerek e kétféle csoportja abban is kiulonb&aifymastél, hogy milyen
koordinatakat hasznal a szamitasokhoz. A Deseckomslinatakat hasznaldo Schlitter- és
Numata-médszerek a kinetikus szabadsagi fokokb@hsaz6 jarulékot és a kdtéshosszak és
kotésszogek vibracidibol szarmazé jarulekokatggdlembe veszik, szemben a méasik harom
modszerrel. A kotésszogek rezgései azonban §slenertéki csatolast mutatnak a torziés
szogek fluktuacioival, amelyek nem elhanyagolhat&k megjelennek két allapot kodzotti
entropiakilonbségekben is [5]. Kulonbdzoordindtakészletet hasznalé modszerek esetén a
koztik lew kapcsolatot leir6 Jacobi-determinans is hozzajarukapott entropiaértékek

kozotti kilénbséghez, de ezt a jarulékot az itt ottt médszerek nem veszik figyelembe.
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3. ABC transzporterek alloszterikus mechanizmusa

3.1. A kit dzott kutatasi feladat és hattere

A kolcsonds informacio kozvetlenll 6sszefliggésbehhtd a rendszeren beldli
magasabb reriidkorrelacidokkal [13], amelyek fehérjékben fontoerepet jatszanak funkcid
megvalositasaban [21, 22]. A kdlcsonos informatibben alkalmaztak a fehérjéken beldli
korrelalt mozgasok szamsiheitésére és lokalizalasara [23-25]. Az ilyen vidatpk
segithetnek a funkcié szempontjabdl fontos aminalsaazonositasaban is. Munkamban a
kolcsonds informacid segitségével kvantitativ modimsgalom az ABC exporter fehérjéken
beluli korrelalt mozgasokat.

Az ABC (ATP-Binding Cassette, ATP-kidt kazetta) fehérjecsalad 6kent
membrantranszportereket tartalmaz, amelyek az AHgkitésével és/vagy elhasitasaval
segitik eb kilénb6d szubsztratok atjuttatdsat a membranon. Az endmromban eddig
azonositott 49 ABC transzporter kézll szdmos okbkbtegséget hibasikodés esetén (pl.
cisztas fibrozis [26, 27], Dubin-Johnson szindrd2@], kettes tipusu diabetes mellitus [29],
adrenoleukodisztrofia [30]). Kemoterapias kezedésman megfigyelt jelenség a tumorsejtek
multidrog-rezisztenciaja, amelynek egyil6 foka az, hogy bizonyos, megndvekedett
expresszioju ABC exporterek a drogokat a sejtefilktérbe pumpaljak [31-33]. Kilonbéz
ABC transzporterek dkodésének befolyasolasa tehat fontos klinikai jékgggel bir,
aminek elengedhetetlen feltétele az ABC transzpekteszerkezetének eéstkodésének
részletes ismerete.

A funkcionalis ABC transzporterek két, a citoplazikias oldalon elhelyezkeéd
nukleotidkdty doméniél (NBD) és két transzmembran doméhfrMD) épulnek fel [34, 35].
Az ATP bekdbdése a két NBD szimmetrikus, szoros asszociadigai eb, a nukleotidok a
két domén kozotti felszinen Kitnek [36, 37]. Az ATP-koététt (holo) allapotban a
transzmembran domének citoplazmatikus szakaszaintaktusba |épnek egymassal, és egy
an. Lalul zart” konforméciét alkotnak. Nukleotidokianyaban (apo allapot) a
rontgendiffrakcios szerkezetekben az NBD-k eltdstéaki mutatnak egymastol [38-40], az
eltdvolodas mértékét fliggben megkildonboztethetiink egy un. ,alul zart” és eghl
nyitott” apo konformaciot. A jelenleg ismert haroapo szerkezet alapjan az NBD-k
eltdvolodasa széles tartomanyban mozoghat, azoabaek mértéke nincs dsszhangban a
dupla elektron-elektron rezonancian (DEER) [41jadeémiai keresztkdtésen (cross-linking)

alapulé tavolsdgmérésekkel [42]. A kristdlyosités szerkezetmegoldas mesterséges

13



kérilményeinek fényében kérdés marad, hogy hogyatelmezheiek a kapott
fehérjeszerkezetek, és milyen relevanciaval biazk vivo apo allapot modellezésében.

Az ABC transzporterek tikodésére tobb mechanisztikus modell is szllet&4g].
Ezek a mechanizmusok alap¥#et abban kilénbdznek egymastdl, hogy egy vagy K& A
molekula hasitasat tételezik fel egy transzpomsikhan, és hogy feltételeznek-e allando
kontaktust a két NBD kozott aikddés soran. Az an. ,processive clamp” vagy ,skitc
modell [46-48] szerint mindkét ATP egymast kdvetlhasitasa szikséges az NBD-k
felvaltva hasitanak ciklusonként egy ATP-t. Az yeonstant contact” modell [45] szintén
ciklusonként egy ATP hasitasat tételezi fel, danlyndédon, hogy a transzportciklus soran az
NBD-k nem tavolodnak el jelets mértékben egymastol. Az ABC transzporterek
mikodésére tehat nincs egységes, konszenzuson alapdil.

Az ABC transzporterek nukleotidkdies transzmembran doménjei k6zott kifinomult
alloszterikus kommunikacié all fenn. Ezt mutatjagy multidrog-exporterekben a szubsztrat
bekotdése, amely a transzmembran régidban tortenikqdR fokozza az egyébként is jelen
lév6 ATPaz aktivitast az NBD-kben, az ATP hidrolizisezoaban szikséges a
koncentraciégradiens ellenében toé@aktiv transzporthoz. Az NBD és a TMD k6zott tobb
olyan hurkot és oldallancot azonositottak, amelyreterepe lehet az alloszterikus
mechanizmusban. Ezek koézil a legfontosabbak az -beiD az NBD-TMD interfészen
elhelyezked an. coupling hélixek [51], az NBD-ben az ATP ésRAImegkiulénboztetésére
alkalmas Q-hurok [51, 52], és a coupling hélixekimhtaktust |étesitX-hurok [53, 54].

Tobb, molekularis dinamikai szamitasokat alkalmaizsgalat sz6l a nukleotidok
stabilizalé hatdsardl csak izolalt NBD-ket tartardarendszerekben [45, 55-58]. Annak
ellenére, hogy nincs egyértdinutalas arra, hogy az egyik kbelyen toérté hidrolizis
elésegiti-e a szemkoztitrans) kotdhelyen lew nukleotid hidrolizisét [58, 59], a legtdbb
szimuléaciéos eredmény és egy félig nyitott NBD diméartalmazé rontgendiffrakcios
szerkezet altal j6solt konformacios valtozasok aé®-X-hurkok egylttmozgasat mutatjak a
hidrolizis utan [45, 55]. A magas szamitasigénwatinkeveés tanulmany szamol be teljes
hosszusagu ABC transzporterekkel lipid kornyezetbégzett szimulaciokrél. A BtuCD
bakteridlis transzporter esetén megmutattak, hagyT® bekdddése konformacios valtozast
indukal az NBD-ben és a TMD-ben is [60], illetvepdy az ATP-kotott transzporter
aszimmetrikus zarédasa az alternald hidrolizis mei@dmusat tAmasztja ala [61]. A teljes
Sav1866 bakterialis transzporterrel végzett szimakasegitségével sikertlt ramutatni olyan

oldallancokra a Q- és X-hurkokban, amelyek egyniadtiggéen tobb kiulonbdz
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konforméacios allapotot is felvehetnek, és ez attalekularis kapcsoldként tovabbithatjak a
konformécios valtozdsokat az NBD és a TMD kozog][5Mindmaig azonban nem tortént
szisztematikus vizsgalat az NBD-ben €reds a TMD felé tovabbitott konformécios
valtozasok teljes utvonalarol.

Munkam soran kitzétt célom az volt, hogy megvizsgaljam, milyen oafisokat okoz
az ATP hidrolizise a teljes transzporter korretdtizgasainak mintdzataban, tovabba, hogy
dsszehasonlitsam a holo és apo allapotban é&ellaglektiv mozgasokat. A rendszer
mozgasait molekularis dinamikai szimulaciokbdl kiagoajektoriak alapjan vizsgaltam. A
szimulacidk soran a teljes transzportert lipid datttegbe és explicit vizmolekulakbél allé
oldészerbe &gyaztam a fizioldégids kornyezet modédiére, és az dsszes molekula atomi
szinten volt figyelembe véve. Az ATP hidrolizis thsanak vizsgalatahoz a Sav1866
bakterialis transzporter nukleotidokkal egytt taigositott szerkezetét hasznaltam, amélyb
egy ATP/ATP (mindkét k@helyen ATP-t tartalmazd) és egy ATP/ADP (az egyikbkelyen
ATP-t, masikon ADP-t tartalmaz0) szimulécios rerthoztam Iétre a hidrolizisali és
utani allapot modellezésére. A holo és az ap@adildinamikai 6sszehasonlitdsdhoz a human
MDR1 fehérje homolégiamodelljeit hasznaltam, amlelgeSav1866 (holo) és az egér MDR3
(apo) fehérjék rontgendiffrakcios szerkezete alajgéiek felépitve (3. abra).

holo apo

3. dbra. Az ABC exporterek molekularis dinamikai szimulaciékban hasznalt két konforméacioja. Az abran
a human MDR1 ,alul zart” holo (bal oldalt) és ,ahyitott” apo (jobb oldalt) homol6giamodelljei sepelnek.
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3.2. Uj tudomanyos eredmények

1. A Sav1866 fehérjeében egyetlen ATP elhasaddsa méljoztatja az oldallancok
kozotti csatolt mozgasok mintazatat, ami a transzpter felnyilasat idézheti eb a

citoplazmatikus oldalon.

Az ATP/ATP és ATP/ADP rendszerek kozotti dinamikailonbségek 6sszesitésére
kiszamoltam az egyes torzios szogek kozotti kélésanformaciot, mindkét rendszerre 5 db,
egyenkeént legalabb 50 ns hosszu szimulacios t@ajakalapjan. Az egyes aminosavparokra
kapott, 6sszegzett kdlcsonds informéacié a koztuk korreldcié mértékére lesz jellethzés
ez alapjan kivalaszthatéak az egymassésaar korrelalt mozgast végjaminosavparok. A
kolcsonds informacio kiszamitasat a McClendon éskatarsai altal létrehozott Mutinf
modszerrel végeztem, amelyet sikeresen alkalmazak interleukin-2 alloszterikus
mechanizmusanak feltarasara [25].

A jelentss mérték konformacios korreldciot mutaté oldallancokat kakban
abrazoltam, amelyt leolvashatdak voltak az &en korreldlt klaszterek, és az ATP/ATP és
ATP/ADP rendszer koz6tti kilonbségek is. Az ATPRATlendszer halézataban az egymassal
korrelalt mozgast végzaminosavak a GIn422 és a Glu473 oldallancok kéopartosulnak,
ez a két klaszter pedig egymastdl gyakorlatilaggéilgn. A 473-as pozicidban talalhaté
konzervalt Glu az X-hurok része, amely igen fongmerepet jatszik az NBD-kb a
transzmembran domeének felé totiékonformacios valtozasok tovabbitasaban [53, 54].
Szintén fontos, a halézatban is megjélesaerkezeti elem az X-hurokkal egyutt mozgd uan.
tetrahélix-koteg, amelyet a TM3 és TM4 transzmembhélixek citoplazmatikus szakaszai
alkotnak az ,alul zart” szerkezetben.

Az ATP/ADP rendszer korrelacios halézata egy§zlerszerkezét az oldallancok
kozott altalaban gyengébb a csatoltsdg. Az ATP/AERdszer esetén megfigyelhet
klaszterek itt hiAnyoznak, ami az X-hurkok és aatedlix-kdteg csatoltsaganak mefsezsét
mutatja. Ez a szétkapcsolodaéselgitheti a tetrahélix-kdteg széteséseét, ardlelygnyitott
MD szimulaciok megmutattak, hogy a transzporteali#tus ciklusanak egyik fontos lépése
[62]. A Glu473 oldallanc kdzponti szerepét a Qdkinan talalhato, ATP-érzékelGIn422
vette &t, amely a coupling hélixek oldallancaivaitat csatoltsdgot az ATP/ADP rendszerben.
Mindezek az eredmények azt mutatjadk, hogy akartegy@ATP hidrolizise is olyan forméaban

valtoztatja meg a transzporter oldallancainak kaltrenozgasi mintazatat, amelysegitheti
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a citoplazmatikus oldal felnyilasat, és az apopaéilaranyaba torté&h atmenetet. Sikerult
tovabba a korrelacios hal6zat alapjan mas amin&sava azonositani (pl. Met311, Asn494,
Asn495, Asn252 vagy Asp323), amelyek afsatinamikai csatoltsaguk révén fontos szerepet

jatszhatnak a fehérje funkciojanak megvalositasaban

2. Az ,alul nyitott” apo szerkezet MD szimulaciokban instabil. Az instabilitas és a
holo konformacioban megfigyelt kollektiv mozgasok kapjan javaslom, hogy az ,alul
zart” apo szerkezet fiziologiailag relevansabb modge a transzporterek apo

allapotanak.

A holo és az ,alul nyitott” apo konformécié dinaraikisszehasonlitasara tett kisérlet
nem jart sikerrel, mert az apo hMDR1 modell indta@k mutatkozott a molekularis
dinamikai szimulaciok soran. Annak elignésére, hogy az instabilitas nem a
homolégiamodell pontatlansagaibdl fakad, megisrntettel szimulaciét a mintaként hasznalt
egér MDR3 rontgendiffrakcidos szerkezettel, amelyh@nolégiamodellel azonos maddon
instabilnak mutatkozott. A kisérletileg megoldatterkezet tehat olyan konformaciot
tartalmaz, amely lipid keisrétegbe visszahelyezve jel@&ntmértékben torzul a szimulaciok
soran. Az egyes domének és a teljes fehégjeatGmjaira kiszamolt RMSD (négyzetes
kozepes eltavolodas) értékek azt mutatjak, hogyomémek sajat szerkezete kevéshé,
egymashoz képesti helyzete viszont jelenmhértékben valtozik. A domének elmozdulasanak
oka, hogy a TMD-k fokozatosan elvesztik a masodasgerkezetiket, a kezdetben helikalis
aminosavak pusztan 63,13%-a marad dominansan lel&fpotban, szemben a Sav1866
»alul zart” konforméacid esetén kapott 90,04%-okkel. Ez a valtozas nagyrészt a TMD és
NBD kozotti interfész régiora koncentralddik, és &zszerkezetvesztés okozza az NBD-k
lecsatolodasat és eltavolodasat a TMD-k citoplaiusinldalatol.

Az instabilitds egyik lehetséges okaként az ,alwitatt” konformécidban
megnovekedett, az oldoszer felé exponalt hidro&szint jeldltem meg. Az intracellularis
hurkokban valéban sok olyan hidroféb aminosav haléll, amelynek az ,alul nyitott” apo
konformacioban az olddszer altal hozzaféfhétlszine kedveitlen modon jelerdtsen
megnovekedett az ,alul zart” konformaciohoz képeshz emelkedés mértéke bizonyos
oldallancok esetében 20-30-szoros. Az instabiljentheti azt is, hogy a kisérletileg
meghatarozott szerkezet csak a kristalyositas w@niyei kozott stabil, nativ kdrnyezetbe
visszahelyezve mar nem. A nem-nativ korilményg&kti az is, hogy az alul nyitott

szerkezetek (egér MDR3, MsbA) kristalyanak elentiég@ban tobb teljes transzporter foglal
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helyet, amelyek az NBD-TMD interfész kornyékén mabs kontaktfelszinnel, nem-nativ
kolcsdnhatasok révén érintkeznek egymassal.

Az ,alul nyitott” apo szerkezet instabilitdsa émem-nativ kristdlykontaktusok miatt
az apo allapot alternativ modelljeként javaslom,aml zart” apo szerkezetet, amelyet az
MsbA fehérje egyik kisérletileg meghatarozott kanfacioja jellemez. Az ,alul zart” apo
szerkezetben az NBD-k egymashoz képest kisebb otdidést, és azoket 6sszekdt
tengelyhez képest oldalirdnya kitérést mutatnak.z ,Alul zart” holo konforméciéban
megfigyelhed kollektiv mozgasi médusok analizise azt mutatggyha transzporterben jelen
lévé mozgasok lehéveé teszik az ,alul zart” apo konformacié felé toxiéelmozdulast.
Mindezen eredmények alapjan azt javaslom, hogy a&ml ,zart” apo szerkezet jobb,
fiziologiailag relevansabb leirdsat adhatja az @fapotnak, mint az ,alul nyitott” szerkezet.

4. Az eredmények hasznositasi lehet 6ségel,
alkalmazhatosaga

A Gauss-keverék modszer tesztelésére kisszamu Exabadsagi fokkal rendelkez
molekularis rendszereket és éallanddé szamua (10) Saumponenst hasznaltam a Gauss-
keverékekben. Ezekben az esetekben gyors konveéfi¢apasztaltam, és a Gauss-keverék
modszerrel kapott entropiaértékek j6 egyezést nakiaz egzakt értékekkel. Az illesztésnek
€s az entrépiabecslésnek a futasi ideje a legtdhbasisagi fokkal rendelk&zala-val-ala”
rendszer esetén sem haladta meg az 54 érat edyXbaa E5430 szamitégépen. Nagyobb
rendszerek esetén azonban egyrészt a Gauss-konspi&aeneird matrixok mérete is
novekszik ¢° matrixelem d szabadsagi fok esetén), masrészt szilkség leheaussG
komponensek szamana® ovelésére is. A mddszer jelenlegi megvaldsi@is&kaldzodasa
O(nd’k), aholn a sokasagbeli konformaciok szama. Nagyobb renelszeezért varhatéan a
szamitasok konvergencidja nehezebben érhelt A szabadsagi fokok szamanak
csokkentésére nagyobb rendszerek (pl. fehérjék}éms&ilonboé technikakat lehet
alkalmazni. Teljes korrelacios analizis (FCA, [63kgitségével a rendszert feloszthatjuk
minimalisan csatolt alterekre [9], majd adott esatba kdlcsonds informécion alapuld
kifejtéssel a dimenziészam tovabb csokkerithgl3]. Ezutdn a csatolt alrendszerek
entropiaja a Gauss-keverék maodszerrel konnyen éssgy kiszamithaté. A szikséges
Gauss-komponensek szamanak megbecslésére alkatola#haszterezési mddszerek (pl.
fuzzy klaszterezés), amelyekkel a konformersokamadfompakt, lazdbban csatolt klaszterek
azonosithatok.

18



A jelenlegi munkam annak a bemutatasara szolgdly hoGauss-keverékeken alapulo
megkozelités rikodoképes €s pontos modszer nem-diffaziv. molekuléariadseerek
konfiguracidés entropidjanak becslésére. A Gauss#ék modszer alapként szolgalhat
nagyobb rendszerek (pl. fehérjék) konfiguraciosr@méjat szamold, tovabbi moddszerek
fejlesztéséhez.

Az ABC transzporter fehérjék ithodésének befolyasoldsa és szabdalyozasa szamos,
sulyos emberi betegség gyogyitasara jelenthetnelodes. A szabalyozas egyik lehetséges
modja olyan kismolekuldk tervezése, amelyek sziilszégint serkentik vagy gatoljak egyes
ABC transzporterek fkodését. A mikddes finomabb modulalaséara nyilhat Iéséfy olyan
alloszterikus kdthelyek azonositadsaval, amelyek az NBD-k és a TMDxd&zotti
kommunikéciét befolydsoljak. A CFTR (Cystic Fibi@sTransmembrane conductance
Regulator) transzporter esetén a cisztas fibrakiszd AF508 delécioval rendelkézmutans
az NBD és TMD kozotti interfész seértlését okozzd].[5 Kismolekuldk (an. kémiai
chaperone-ok) segitségével sikerilt helyrehoznugans fehérje szerkezetét a membranban,
és a fehérje fkodését serkettmolekuldkat is azonositottak [64-66]. A transiek
szerkezetének és dinamikajanak megismerése segfihah is, hogy ezeknek a mar ismert
molekuldknak a hatdsmechanizmuséat feltarjuk. Absalerikus hatas felhasznalasaval
lehetiség nyilhat arra is, hogy a transzporterek funkatichz extracelluléaris tééb
befolyasoljuk. Ennek a megkéozelitésnek a jarhgtéitsdlusztralja az ABCG2 transzporter
elleni 5D3 nei, az extracellularis tér fél kotodé antitest, amelyl megmutattak, hogy képes
erzekelni a transzporterben végbethetunkcidhoz kéthdét konformacios valtozasokat (pl.
ATP kotbdése). [67, 68]

A raciondlis gyogyszertervezéshez a transzportbedkes, membranbéli szerkezete
szikséges, az egyes kismolekuldk hatasanak éredélezz pedig gyakran a célfehérje
mikodési mechanizmusanak és dinamikai viselkedésémmieretére is szikség van.
Munkdmban arra térekedtem, hogy elméleti modszexidalmazdsaval hozzajaruljak a
transzportciklus ATP hasitast kdteszakaszanak megértéséhez, és az egyes, kisérleti

modszerekkel meghatarozott atomi szerkezetek édsgehez.
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