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1. Bevezetés

Az extracellularis enzimek vagy exoenzimek a sejten kiviili térben latjak el
funkcidjukat. Ilyen enzimeket baktériumok ¢&s eukaridta szervezetek egyarant
termelnek, €s szamos bioldgiai folyamatban vesznek részt, példaul makromolekuldk
lebontdsédban. Bizonyos enzimek xenobiotikumok atalakitdsara is képesek, igy a
bioremediéacioban is van szerepiik, valamint a szennyezdk atalakitasaval akar olyan
biologiailag aktiv masodlagos termékek is nyerhetok, amelyek majd peszticidek vagy

antimikrobialis gyogyszerek hatoanyagaiva valhatnak. Az exoenzimek szekrécid utan
kikeriilnek a sejt kontrollja alol, igy — az enzimtdl fiiggden — valtozatos fizikai-kémiai

kozegekben kell katalitikus aktivitassal rendelkezniiik. Azonban az enzimek vizsgélata
koriilményes, hosszadalmas, és gyakran nehéz a koriilményeket optimalizalni. igy a
kiilonbozé kozegekben végzett enzimaktivitas-vizsgalatok elvégzése mellett azok
molekulaszinti modellezése is igen fontos feladat. Utobbi modszerek eldnye, hogy
kevéssé anyagigényesek, igy jol megvalasztott szoftveres hattérrel és a lehetdségek,
illetve a kitlzott célok szempontjabol kellden pontos modellekkel szamos
molekulaszinti mechanizmus szemléltetheto, valamint a molekulakra vonatkozoan is
szamos tulajdonsag elemezhetd és szamszertisithetd. Ezek a megkozelitési modok még
viszonylag T1jszertick, azonban eszkoztaruk folyamatosan gyarapodik, ¢és az
alkalmazott modszerek egyre pontosabb eredményeket adnak. Ezért tudomdanyos
relevancidjuk ma mar megkérddjelezhetetlen, amit szamos hazai ¢és kiilfoldi
kutatocsoport, neves folyoiratokban kozolt eredményei is aldtdmasztanak. Ebbol
kifolyolag érdemes ilyen kutatdsokkal foglalkozni, mert az eredményekre nemzetkozi
viszonylatban is igény mutatkozik.

Az enzimek csoportosithatok a szubsztratspecifikussdg vagy a szekvencia adatok
(aminosav/nukleotid) hasonloséagai alapjan, de pusztan a térszerkezetben felfedezhetd
hasonlosagok alapjan torténd kategorizalas is lehetséges (FULOP és PONYI 2015).

A gyakorlatban a Phanerochaete chrysosporium nevi bazidiumos gombat
elterjedten hasznaljak szerves szennyezOanyagok lebontdsdra, ugyanis exoenzimei
nem szubsztratspecifikusak. A gomba altal termelt lignin-peroxidaz a lignin
biodegradacié egyik kulcsenzime. A gomba képes kiilonbozd xenobiotikumok
bontasara, azonban a metabolizmusban résztvevd endo- és exoenzimek konkrét

szerepe még nem tisztazott (GOLTAPEH et al. 2013). Az atrazin mint széleskoriien



alkalmazott novényvéddszer, a lignin-peroxidaz pedig mint xenobiotikumok
lebontédsara hasznalhaté enzim j6 modellek a téma megkdzelitéséhez.

A gomba 4altal termelt, veratril-alkohol (1,2-dimetoxi-benzol) nevii masodlagos
anyagcseretermék medidtor szerepet tolt be a lignin-peroxidaz altal katalizalt
reakciokban, jelenlétében bizonyos végtermékek nagyobb mennyiségben keletkeznek.
A lignin-peroxidaz esetén ismert még az 1,4-dimetoxi-benzol mint medidtor (CUI és
DOLPHIN 1991). Fontos kérdés, hogy a kiilonb6z6 mediatorok hogyan befolyasoljak
az enzim térszerkezetét, milyen szubsztratok esetén miikodnek.

Az atrazin (1-klor-3-etil-amin-5-izopropil-amin-2,4,6-triazin) nevii szimmetrikus
(s-) triazin-szarmazek az egyik legszélesebb korben alkalmazott herbicid az Egyesiilt
Allamok és Ausztrilia mezégazdasagiban. Leginkabb a kukorica és a cukornad
kétszikli gyomnovényeinek pre- es posztemergens elpusztitasara hasznalhato fel. Az
atrazin extracellularis enzimekkel térténd metabolizmusa egy viszonylag intenziven
kutatott teriilet, azonban az eddigi eredmények meglehetdsen ellentmondésosak, a szer
ezen enzimekkel torténd lebontdsdnak mechanizmusa kevéssé ismert. Szdmos
konkrét enzimek szerepe, és a reakcioutvonalak nincsenek teljesen feltarva.

A Phanerochaete chrysosporium szintén képes a herbicid bontésara, azonban
kideriilt, hogy a lignin-peroxidéaz tisztitott formaban nem reagédl az atrazinnal. Ez
onmagaban legfeljebb egy negativ eredmény lenne, amely nem érdemel figyelmet,
azonban a lignin-peroxiddz képes az atrazinnal szerkezeti hasonlosdgot mutatod
vegyiiletek lebontasdra. A kérdés igy az, hogy a szubsztrat (atrazin) és az enzim
(lignin-peroxidaz) oldalardl melyek azok a fizikai, kémiai és szerkezeti paraméterek,
amelyek meghatarozzak az adott vegyiilet bonthatdsagat, hozzaférhetoségét.

Ismeretes, hogy a lignin jelenléte a cellulazok jelentds részének aktivités-
csOkkenését okozza (HAARMEYER et al. 2017). Modellezéssel és véletlen aminosav-
cserékkel hatékonyabb cellulazokat lehetne eldallitani, és a lignin-cellulaz
kolcsonhatasokrol is tobbet lehetne megtudni.

Emellett a bioilizemanyagok (bioetanol, biodizel) eldallitasdban is lehetne
alkalmazni a molekulamodellezés modszertanat, tekintve, hogy ezen energiaforrasok
irant egyre novekszik az igény, €s enzimes uton is lehetdség van az eldallitdsukra. Az
enzimek célzott modositasaval, és szimulalt koriilmények kozotti tesztelésével 1dot és
anyagi forrasokat lehetne megsporolni a nagyobb aktivitast enzimek eléallitdsahoz

vezeto uton.



2. Célkituzések

Az atrazin mint széleskortien alkalmazott herbicid, a lignin-peroxiddz pedig mint a
bioremedidcioban hasznalhaté enzim j6 modellek a téma megkozelitéséhez. Ahhoz,
hogy pontosabb képet kapjunk az atrazin — lignin-peroxidaz kozotti ,,inkompatibilitas”
okairdl, az enzim-szubsztrat interakciok atomi szintii leirdsa valik sziikségessé. Ehhez
felhasznalhatjuk a molekulamodellezés szinte teljes eszkoztarat, és a munka soran az

alabbi célokat tizzik ki.

1. Ahhoz, hogy az atrazint felhasznalhassuk molekuladinamikai szamitasok
soran, kvantumkémiai modszerekkel kiszamitjuk a vegylilet paramétereit: a
nem kotd Lennard-Jones/van der Waals kolesonhatdsokat, geometriat,
toltéseket, kotéshosszakat, kotésszogeket €s torzios szogeket.

2. A lignin-peroxidaz ¢€s az atrazin térszerkezetét felhasznalva enzim-ligandum
dokkoléssal megvizsgaljuk, hogy atrazinnak van-e affinitdsa az enzim aktiv
centrumahoz, majd a kapott komplex stabilitasat ¢és viselkedését
molekuladinamikai szimulaciokkal vizsgaljuk tovabb. A szimulaciok alatt
kapott komplexekrdl kvantitativ adatokat (kotési energidk, az enzim aktiv
centruma aminosavainak konformaciévaltozasai) gytjtiink.

3. A kapott adatok kiértékelésével atomi szintli magyarazatot adunk arra a tényre,
hogy a lignin-peroxiddz tisztitott formaja nem képes bontani az atrazint. (Az
atrazinnal szerkezeti hasonlosagot mutato vegyiileteket viszont igen.)

4. Molekulamodellezés  segitségével = megprobaljuk  feltérképezni  a
biopolimerazok miikddését. Emellett probalunk Osszefliggéseket keresni a
biopolimerek ¢és biopolimerézok kozotti gatldé mechanizmusokra is, melyek
akadalyozhatjak a biomassza eredményes feldolgozasat. Tovabbi célunk az is,
hogy attekintsiik a biopolimeradzok modellezésen alapul6 fejlesztéseit, melyek
szerepet jatszhatnak a hatékonyabb biomassza feldolgozéasaban.

5. Vizsgéljuk a biolizemanyagok eldallitasaban szerepet jatszd katalitikus
folyamatokat, azon c¢lbdl, hogy molekulamodellezés segitségével hogyan
optimalizalhatéak, ¢és segitségiikkel hogyan tehetd hatékonyabbd a

biolizemanyagok eldallitasa.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Molekulamodellezés elméleti hattere

A molekulamodellezés magaban foglalja az 6sszes, a molekuldk viselkedésének
minél realisztikusabb reprodukalasat célzo elméleti €s szamitogép-alapt modszereket.
A modszereket széles korben alkalmazzak, tobbek kozott az informatikai kémiaban,
gyogyszerkutatasban, anyagtudomanyokban. Minden modszer alapja, hogy legkisebb
egységnek az atomot tekintjiik, az elektronokat csak az altaluk létesitett Gin. erdtér
révén vessziik figyelembe; ha az elektronokat tekintjiik individudlisnak, akkor mar

kvantumkémiérol (QM) beszéliink.

Molekulamechanika. A molekulamechanikai mddszerek hattere gyakorlatilag a
klasszikus newtoni fizika. Ha a vizsgalt rendszert le akarjuk irni, sziikségilink van az
erdteret leird egyenletek matematikai alakjara, ehhez pedig meg kell vélasztani az
ezekben szerepld paramétereket, amelyek viszont kisérletileg meghatarozott adatokbol
szarmaznak. Az erOterek lényege, hogy az elsdsorban kisméretli molekuldkkal
kapcsolatos kisérletes adatok (kotéshosszak, kotésszogek, geometriai és energetikai
adatok) halmozddasaval felmeriilt annak lehetdsége, hogy egy nagy molekula
jellemzdi megadhatdak-e egy kisebb molekula mint szerkezeti egység
kombinacioiként. A molekuldt felépitd atomok folyamatos mozgasa, a molekula
energiatartalmanak megvaltozdsat vonja maga utan, a klasszikus fizika
erétorvényeivel ezen valtozasok szamolhatoak, altaluk leirhatdak a kot és nem kotd

kolcsonhatasok. Az erétér standard formulaja,
V' = Vheiss + Viiss
ey
ahol Vpess a kovalensen kotott atomok kozotti (intramolekularis) kdlesonhatasokat
jelenti, Viiiss pedig az intermolekularis kolcsonhatasokat. A Vpeiss altalaban egyszerti

harmonikus kifejezéseket tartalmaz, amelyek példaul a kovalens kotést egy

mechanikailag rugalmas objektumként adjak meg,
1 2
V() = Ek(l —log)

()



ahol k a merevségi allando, 1 a kotés hossza, leq az egyensulyi kotéshossz. A belsd
vagy kotd kolcsonhatasok kozé az egymassal kozvetlen ktésben 1évo atomok kozott

fellépd nyujtasi, hajlitasi és torzids interakciok tartoznak,

Vheiss = Vnyﬁjtési + Vhajll’tési + Viorzios
3)

Az egymashoz kozel 1évé atomok kozott taszitas, a tdvolabbiak kozott elektrosztatikus
(Coulomb-féle kolcsonhatas) vagy diszperzids van der Waals (vdW) kdlcsonhatas jon

létre, ezek nem ko6td kolcsonhatasok,

Viiiss = Voaw + Verektrosztatikus
C))

A vdW interakciok r tavolsadgra 1évé atomparok esetén a Lennard-Jones (LJ)

potenciallal modellezhetdek,

12 ,g\6

vy =4el(;) (7))
)]

ahol o a kolcsonhatas hatotavolsaga, € a vonzohatast kifejtd energia. Az egyenlet az
atomokat gombokként irja le, amelyek kis tavolsdgokon belill taszitjdk (az
elektronfelhdk atfednek), nagyobb tavolsagokon belill vonzzdk (diszperzids
kolcsonhatas) egymast. A o ¢és € értekek kisérletes termodinamikai adatokat
tartalmaznak, példaul folyadék halmazallapoton mért siirliséget €s parolgasi entalpiét.
Az r tavolsagra 1évé i, j atomparok kozotti elektrosztatikus erdket a Coulomb
potenciallal lehet leirni,

V() = Q;Q;

4mreyr

()

ahol Qi és Qja kolcsonhato toltések, €0 pedig a vakuum permittivitdsa (LEACH 2001,
ORSI 2014).

Energiaminimalizacié. Az energiaminimalizacidé az elkésziilt molekuldk
termodinamikailag kedvezd szerkezetbe torténd rendezését jelenti, a kisérletesen

meghatérozott kotéstavolsagok és kotésszogek beallitasaval egyetemben. A molekulak
6



térszerkezete az atomok vektoraival irhato le. Ezek Un. belsé koordinatakat alkotnak,
amelyek a kotéshosszak/szogek €és a torzidos szogek vektorainak Osszességei. Az r
Er. Az optimalizacio célja, hogy megtalaljuk azokat az r értékeket, ahol az Er-nek
lokalis minimuma van. Az energia és az atompozicio elsé derivaltjainak hanyadosa
OE/or a nullvektor, a rendszer matrixanak masodik derivaltja O0E/Oriorj pedig leirja a

potencialis energia feliiletének gorbiiletét az adott r esetén (JENSEN 2013).

Molekuladinamika. A molekuladinamika (MD) gyakorlatilag a newtoni
mozgéasegyenletek integralasat jelenti. Az energiaminimalizcioval ellentétben a
modellek nem csak az algoritmus lefutasaig dinamikusak, a szimuléacié végpontja itt
nem egy stabil szerkezet létrejotte, hanem a megadott id6tartam alatt folyamatosan
valtozik a rendszer szerkezete. A modszer gyakorlatilag barmilyen anyag
viselkedésének tanulmanyozéasara felhasznalhatd az egyszerti gdzok ¢és folyadékoktol
(STODDARD ¢és FORD 1973, ADAMS et al. 1979, SOKHAN ¢és TILDESLEY 1997,
VEGA és ABASCAL 2011, ORSI 2014), fehérjéken (MACKERELL 2004, SONCINI
etal. 2007, DERIU et al. 2010, PARTON et al. 2011), lipid membranokon (NIELSEN
et al. 2005, XIANG ¢és ANDERSON 2006, ORSI et al. 2008, LYUBARTSEV és
RABINOVICH 2011), polimereken keresztiil (KREMER és GREST 1990, VARNIK
et al. 2000, RAPAPORT 2002, BARRAT et al. 2010), a szén nanocsovekig
(BELYTSCHKO et al. 2002, ZANG et al. 2013), vagy akdr az agyagasvanyok
modellezését is emlithetjiik (ECKER és FULOP 2014). Az elsd 1épésben a program
beolvassa azon adatokat, amelyek meghatarozzak az atomok viselkedését a modellben.
A masodik fazis az atomok iddbeli mozgatasat jelenti, az er6tér karakterisztikdja és a
newtoni mozgasegyenletek megoldasa alapjan (Orsi 2014).

Az egyik legtipikusabb algoritmus matematikai leirasa,

Atf (1)
2m ]

x(t + At) = x(t) + At[v(t) +

)

ahol m az atomtdmeget jelenti. A 1épéskdz altalaban igen alacsony érték (At = 107'°
s), és a szimulacio 10°-10 iteracios 1épést tartalmaz (SWOPE et al. 1982). A harmadik
fazisban megkapjuk a kiértékelt adatokat. Az atomok utvonalat a szimuldcié alatt
készitett alloképeken tanulmanyozhatjuk, illetve az érdeklédésiinkre szamot tartd

egyéb paraméterek szamértékeit is megkapjuk.



Fehérje-ligandum dokkolas. A dokkolds modszerével eldre jelezheté egy adott
molekula (ligandum) affinitdsa/orientacidja egy masik (biopolimer) molekuldhoz
(LENGAUER ¢és RAREY 1996). Legelterjedtebben a gyogyszerhatdoanyagok
kiilonbozo fehérjékhez vald affinitasat és aktivitasat vizsgaljak vele (KITCHEN et al.
2004). A fehérje és a ligandum kapcsolatdra gyakran a ,kulcs-zar” analogiat
hasznaljak, amelyben a ligandum a kulcs, ez passzol a fehérje adott részéhez, a zarhoz.
Tekintve, hogy mindkét partner flexibilis strukturdkat alkot, elterjedt még a ,.kéz-
kesztyli” hasonlat is (JORGENSEN 1991). A dokkol4s folyaman a partnerek
valtoztatjdk konformacioikat (konformacios szelekcid) azon célbol, hogy a
termodinamikailag legmegfelelobb szerkezetbe rendezddjenek (indukalt illeszkedés)
(WEI et al. 2004).

Kétféle megkozelités terjedt el: az egyikben a ligandumot és a célfehérjét szimplan
egymassal komplementer vagy nem komplementer feliiletekként irjak le (MORRIS et
al. 1998, GOLDMAN ¢és WIPKE 2000), a masikban a kiilonb6zd interakciok
energiaszintjeit szdmoljak, tulajdonképpen ez jelenti a konkrét szimulaciot (FEIG et
al. 2004). Mindkét megkozelitésnek vannak eldnyei €s jelentds korlatai is.

A pusztan geometriai komplementaritasra alapuldo modszer esetén a ligandumot és
a fehérjét az alak, feliilet, oldhatosag alapjan értékelik, ezek alapjan kovetkeztetnek,
hogy a két struktirat van-e értelme egymasra dokkolni, kompatibilisek-e egymassal.
A modszer ugyan meglehetdsen gyors, de nem veszi figyelembe a komponensek
dinamikus valtozasait €s a konformaci6 valtozasanak hatdsat a kotddésre. A konkrét
szimulacid esetén a fehérje és a ligandum el vannak szeparalva egymastodl, a dokkolas
inditasa utan a ligandumnak meg kell taldlnia az ideélis konformacids allapotot a
célszekvencian beliil. Minden konformécids valtozas utdn a szoftver kiszamolja az
aktualis allapot energiajat. A modszer joval szdmitasigényesebb, de ez a megkozelités

kevésbé absztrakt, mint a geometriai alapi (SHOICHET et al. 1992).

3.2. Atommodellek és eroterek

A kémiai rendszerek tanulményozédsanak barmely szamitasi megkozelitésének
sikere szempontjabol kulcsfontossagu a rendszer energidjanak kiszamitasdhoz
hasznalt matematikai modell mindsége a rendszer szerkezetének fiiggvényében.
Kisebb kémiai rendszerek esetében a QM megkdzelitések javallottak. Ezek a
modszerek azonban jellemzden a koriilbeliill 100 atomos vagy anndl kisebb

rendszerekre korlatozodnak, bar mér nagy rendszerek kezelésére alkalmas kvantumos



megkozelitések is léteznek (DARRIN et al 1996). A biokémiai vagy biofizikai
szempontbol érdekes rendszerek jellemzden olyan makromolekuldkat tartalmaznak,
amelyek 1000-5000 vagy annal tobb atomot és azok kondenzalt fazisi kornyezetét
tartalmazzak. Ez 20 000 vagy annal is tobb atomot tartalmazo6 biokémiai rendszerekhez
vezethet. Ezenkiviill a biokémiai anyagok eredendden dinamikus természete és
kornyezetiik mobilitdisa (MCCAMMON ¢és HARVEY 1987, BROOKS et al. 1991)
megkoveteli, hogy a kiilonb6zé moddszerekkel eldallitott nagyszamu konformaciot
energetikai szdmitasoknak vessék ald. Ezért olyan matematikai modell(ek)re van
sziikség, amely(ek) lehetdvé teszi(k) 10° atomot tartalmazé rendszereken 10° vagy
ennél is tObb szamitas elvégzését.

Az empirikus energiafiiggvények megfelelnek a biokémiai és biofizikai rendszerek
szamitasi vizsgalatai altal tamasztott kovetelményeknek. Matematikai egyenleteik
viszonylag egyszeri kifejezéseket tartalmaznak a bioldgiai molekulak szerkezetét és
dinamikai tulajdonsagait meghatarozo6 fizikai kolcsonhatasok leirasara. Ezenkiviil az
empirikus eréterek atommodelleket hasznalnak mint a rendszer legkisebb részecskéit
—a QM-ben hasznalt elektronok és atommagok helyett. Ez a két egyszerisités lehetové
teszi akkora szamitasi sebesség elérését, amely sziikséges ahhoz, hogy a biomolekulak
kornyezetében a sziikséges szaml szamitdsokat el lehessen végezni, és ami még
fontosabb, a matematikai modellekben megfelelden optimalizalt paraméterek
alkalmazasaval elérhet6 a sziikséges kémiai pontossag.

A potencidlis energiafiiggvény egy olyan matematikai egyenlet, amely lehetové
teszi egy kémiai rendszer potencialis energidjanak (V) kiszdmitasat a haromdimenzios
(3D) szerkezet (R) fliggvényében. Az egyenlet tartalmazza a kémiai rendszer
szerkezetét és tulajdonsagait meghataroz6 kiilonb6zo fizikai kdlcsonhatasokat leird
kifejezéseket. A meghatarozott 3D szerkezetii kémiai rendszer teljes potencialis
energiaja, V(R)teljes, a belsd, V(R)belss, ¢s a kiilsd, V(R)kiiss, potencidlis energidra

vonatkoz6 kifejezésekre bonthat6 az alabbi egyenletek szerint.



V(R)teljes = V(R)peiss + V(R kiuss

®)
V(R)perss = Zkotesek Kp (b — bo)?
+Zszdgek KB (9 - 90)2 + 2:torzic')s szogek Kx [1 + COS(TI.)( - U)]
)
€s
R...lz R6 q:qi
V(R)kulsé = 2:nemkt')tfi atomparok (Sij (%) - (%) ] + ngri]j
10)

A V(R)beiss tagok a kovalens kotést 1étesitd atomokat jelentik, a V(R)kiitss tagok pedig
az atomok kozotti nem kovalens vagy nem kotd kolcsonhatasokat jelolik. A kiilsd
tagokat kolcsonhatési, nem kotott vagy intermolekularis tagoknak is nevezik.

Az (8)-(10) egyenletek leirt formdjan tilmenden fontos hangsulyozni a kiilonbséget
az energiaszamitas targyat képezd 3D strukturdhoz, R-hez kapcsolodo tagok és az
egyenletekben szerepld paraméterek kozott. A 3D szerkezetbdl kapott kifejezések a
kotéshosszok, b; a kotésszogek, 0; a torzids szogek, y; €s az atomok kozotti tdvolsagok,
rij. Az 1. abran lathatdo két hipotetikus molekula lehetévé teszi e kifejezések
szemléltetését. E kifejezések értékeit jellemzbéen rontgenkrisztallografias vagy NMR-
kisérletekbol, modellezett szerkezetekbdl (pl. egy fehérje homoldgiamodellezésébdl),
vagy egy MD vagy Monte Carlo szimulacié soran létrehozott szerkezetbdl kapjuk. A
(9) és (10) egyenletekben a tovabbi kifejezéseket paramétereknek nevezziik. Ezek a
kifejezések az adott atomtipushoz és a hozza kovalensen kotott atomok tipusaihoz
kapcsolodnak. Igy a kiilonboz6 paraméterek lehetévé teszik, hogy kiilonbozé tipust
atomokat ¢és kiilonb6z0 molekulakotéseket kezeljiink a (9) és (10) egyenletek azonos

formajaval.
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¥ij

1. abra. Hipotetikus molekulak az (8)-(10) egyenletekben szerepld energia tagok
szemléltetésére. A felsd molekula az (1-4) atomokbol, az als6 pedig az (5) atombdl all. A
fels6 molekulaban eléforduld belso tagok az 1 és 2, 2 és 3, valamint a 3 és 4 atomok kdzotti
b kotések; az 1-2-3 és 2-3-4 atomokat érintd 0 szogek, valamint az 1-2-3-4 atomok altal leirt
¥ torzids szog. A kotéseket 1,2-es atomparokként vagy 1,2-es kdlcsonhatasokként, a
szogeket 1,3-as atomparokként vagy 1,3-as kolcsonhatasokként, a torzids szogeket pedig
1,4-es atomparokként vagy 1,4-es kolcsonhatasokként is felfoghatjuk. Az als6 molekula
kiilsé kolcsonhatasban all a felsé molekula mind a négy atomjaval, ahol a kiilonb6z6é atomok
kozotti tavolsagokat, rjj, ismerni kell. Természetesen a felsé molekula 1,2, 1,3 és 1,4 parosai
kozott szintén felléphetnek kiils6 kdlesonhatasok (van der Waals- ¢s Coulomb-
kolcsonhatasok egyarant). Az 1,2-es és 1,3-as kolcsonhatasokat tartalmazé kiilsé
kolcsonhatasokat azonban altalaban nem szamitjuk be a kiils6 energia részeként, az 1,4-es
kolcsonhatasokat azonban igen. Gyakran az 1,4 kiilsé kolcsonhatasi energidkat skalazzak
(1,4-skalazas), hogy csokkentsék ezen kiils6 kolcsonhatasok hatdsat a geometriara, a
rezgésekre és a konformacios energetikara. Azt is meg kell jegyezni, hogy a felsd
molekulaban esetlegesen jelen 1évo tovabbi atomok 1,5 kdlcsonhatasokat, 1,6
kolesonhatasokat stb. képviselnének, és a kiilsé tagokon keresztiil ezeket szintén figyelembe

kellene venni.
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A paraméterek mindsége, amelyet a kisérletileg és QM altal meghatarozott céladatok
(pl. a kivalasztott molekuldkra vonatkoz6 informaciok, amelyek reprodukalasara a
paramétereket beallitjak) reprodukalasara vald képességiik alapjan itélnek meg, végso
soron meghatarozzak a bioldgiai molekuldk szamitasos vizsgalatabol kapott
eredmények pontossagat.

A (9) és (10) egyenletek matematikai formdja kompromisszumot jelent az
egyszerliség és a kémiai pontossag kozott. Mind a kotésnyujtd, mind a szoghajlitd
tagokat harmonikusan kezeljiik, ami hatékonyan tartja a kotéseket és a szogeket az
egyensulyi értékek kdzelében. A kotés- €s szogparaméterek koze tartozik a bo és a 0o,
az egyensulyi kotéshossz és az egyensulyi szog. A Kb» és Ko a kotés- és
szogtényezOkhoz kapcsolodd erdallandok. A harmonikus kifejezések hasznalata
elegendod azon koriilményekhez, amelyek kozott a biologiai szdmitasokat elvégezziik.
A MD vagy Monte Carlo szimulacidkat altalaban szobahOmérséklet kozelében és
kotésbontd vagy kotésképzod események hidnyaban végzik; mivel a kotések €s szogek
szobahdmérsékleten kozel maradnak az egyensulyi értékiikkhdz, a harmonikus
energiafeliiletek pontosan reprezentaljak a helyi kotés- és szogtorzulasokat. A torzids
szogek a kotés koriil bekovetkezd forgasokat képviselik, amelyek az 1. és 4. atomok
relativ helyzetének valtozasdhoz vezetnek, ahogyan az 1. &bran lathatd. Ezek a
kifejezések oszcillalo jellegiiek ezért pontos modellezésiikhdz szinuszos fiiggvényt
kell hasznalni.

A (9) egyenletben a torzids tag tartalmazza az erdallando Kj; a periodicitas vagy
multiplicitas n; és a fazis ¢ paramétereit. A Ky nagysaga hatarozza meg a kotés koriili
rotacid6 mértékét, igy a kettds kotéshez tartozd Kj jelentésen nagyobb, mint az
egyszeres kotéshez tartozd Ky. A periodicitads, n, a ciklusok szamat jeloli 360°-os
elfordulasonként a torzids szog koriil. A fazis, 6, hatarozza meg a maximumok helyét
a torzios energiafeliileten, ami lehetdvé teszi, hogy a minimumok helyét egy n 2-es
torzié esetében 0°-r6l 90°-ra, és igy tovabb, eltoljuk. Altalaban a ¢ 0 vagy 180, bar a
legtijabb kiterjesztések lehetove teszik, hogy o-hoz 0 és 360 kozott barmilyen értéket
hozzarendeljenek (BLONDEL ¢s KARPLUS 1996). Végiil, egy molekula minden
torzios szogét kezelhetjik kiilonbozd torzids tagok Osszegével, valamint
eréallandokkal és fazisokkal.

A (10) egyenlet a kiils6é vagy nem koto kdlesonhatasi tagokat irja le. Ezek a tagok
tekinthetok a biologiai rendszerek szamitasos vizsgalatdban az energiatagok koziil a
legfontosabbnak. Ennek oka a kornyezetnek a makromolekuldk tulajdonsagaira

gyakorolt erds hatasa, valamint a molekulak k6zott eléforduld nagyszamii masodlagos
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kolcsonhatas. Erdekes modon, bar a nem koté kolesonhatasok megfelelé kezelése
elengedhetetlen a sikeres szamitdsokhoz, bebizonyosodott, hogy az ezen kifejezések
pontos kezeléséhez sziikséges matematikai modell viszonylag egyszerii lehet. A kiils
feltételekhez kapcsolddd paraméterek az i €s j atomok kozotti potencidl goédor
mélysége, &ij; a minimalis kolcsonhatasi radiusz, Rmin,ij; és a parcialis atomtoltés, qi.
Szintén ide tartozik a dielektromos allando, €p, amelyet altaldban 1-gyel, a vakuum
permittivitasaval egyenldnek tekintiink, bar vannak kivételek.

A (10) egyenletben szogletes zarojelben 1évo kifejezés a LJ/vdW kdlesonhatasok
kezelésére szolgal. Az egyenletben szerepld kiilonleges format LJ 6-12 tagnak
nevezziik. Az 1/r'? kifejezés az atomok kozétti, az egyes atomok elektronfelhéinek
atfedésével jard taszitast (azaz a Pauli-féle kizarasi elvet) jelenti. A taszitds erds
tavolsagfiiggését ezen terminus 12. hatvanya jelzi. A London-féle diszperzios
kolcsdnhatasokat és a dipol-indukalt dipl kdlcsonhatasokat az 1/1° kifejezés képviseli,
amely negativ, utalva a vonzas altal okozott energiafelszabadulasra. A LJ 6-12
egyenletben két paraméter van; a potencialgodor mélysége, &ij, a két i, j atom kozotti
kedvezd diszperzios kolcsonhatasok nagysagat jelzi; Rminjij pedig az i €s j atomok
kozotti minimalis tavolsag, ahol LI kdlcsonhatasi energia mar fellép, és az atom vdW
sugaraval fligg Ossze. JellemzOen ¢&ij és Rminij nem minden lehetséges i, j
kolcsonhatasparra  kerlil meghatarozasra, hanem a paramétereket az egyes
atomtipusokra hatdrozzuk meg, majd kombinacios szabalyokat hasznalunk. Ezek a
kombinacios szabalyok altalaban nagyon egyszertiek, vagy a szamtani kozépérték
[azaZ Ruminij = (Rmini + Rminj)/2], vagy a mértani kozépérték [azaz &ij = (sigj)*]. A
kombinécios szabalyok haszndlata nagymértékben leegyszer(isiti az &€ ¢€és Rumin,i
paraméterek meghatarozasat.

A kiilsé kolcsonhatasokhoz hozzéjaruld utols6 tag az elektrosztatikus vagy
Coulomb-torvény. Ez a kifejezés az i és j atomok qi és qj parcialis atomtdltései kdzotti
kolesonhatast foglalja magaban, osztva az atomok kozotti tavolsaggal, rij, a megfeleld
dielektromos 4lland6 figyelembevételével. Az egyes atomok vagy monopdlusok
toltésabrazolasanak hasznalata ténylegesen magaban foglalja az 0sszes magasabb
rendi elektrosztatikus kdlcsonhatast, példaul a dipdlusok és a kvadropolusok kozotti
kolcsonhatasokat. A LJ és a Coulomb kdlcsonhatdsok egylittesen bizonyitottan nagyon
pontos képet adnak a molekuldk kozotti kolcsonhatasokrol, beleértve a
hidrogénkotések (H-kotés) tavolsag- és szogfliggéseét is (REIHER 1985).

Ha a molekula 3D szerkezete és az atom- és molekulakapcsolédasokhoz sziikséges

Osszes paraméter ismert, a rendszer energidja az (8)-(10) egyenletekkel kiszamithato.
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Az energia elsO derivaltjai a pozicid fiiggvényében lehetdvé teszik az atomokra hato
er0k meghatarozasat, amely informéciot az energiaminimalizalds vagy a MD
szimuldciok soran hasznaljuk fel. Az energiaminimalizalas az atomok olyan
elrendezésének megtalalasa a térben, ahol a kémiai kotés valamilyen szamitasi
modellje szerint az egyes atomokra hat6 nettdé atomkozi erd elfogadhatéan kozel van
a nulldhoz, és a potencialis energiafeliilet helyzete egy stacionarius pont. Tehat,
gyakorlatilag egy 0 Kelvin hdmérsékletli rendszerrél beszéliink, amelyben az
atomoknak nincs kinetikus energidja, csak a kozottik 1évo elektromagneses
kolcsonhatast vessziik figyelembe. Az energia masodik derivaltjai a pozicio
figgvényében felhaszndlhatok az atomokra hatd erdallandok kiszamitasara, ami
lehetdvé teszi a rezgési spektrumok meghatarozasat.

A (9) ¢és (10) egyenletekben bemutatott potencidlis energiafiiggvény a biologiai
rendszerek szadmitasos vizsgalatahoz haszndlhaté minimdalis matematikai modell.
Jelenleg a CHARMM (BROOKS et al. 1983), AMBER és GROMOS programokhoz
tartozo energiafliggvények a legelterjedtebbek. A munka sordn a MD szimulaciokhoz

a CHARMM36 erdteret hasznaltuk (HUANG és MACKERELL 2013).

3.3. Kvantumkémiai modellezés

A QM a jelenleg legpontosabb elméletiink arra, hogy az elektronok és atommagok
miért alkotnak atomokat, és hogy az atomok miért alkotnak kémiai kotéseket, hogy
molekuldkat hozzanak Iétre. A QM-ben a klasszikus fizikdhoz képest az elektronok és
atommagok hullamként is leirhatok, nem csak részecskeként. A hulldmhosszat (L) a
De Broglie-egyenlet adja meg:

h
m

<

an

ahol p, m és v a részecske impulzusa, tomege és sebessége, h pedig a Planck-allando.
A Planck-allandé nagyon alacsony érték, igy csak a nagyon konnyii részecskéknek
(kis m) van mérhetdé hullamhosszuk, ami azt jelenti, hogy részecskeként kezelni 6ket
pontatlan kozelités. A Planck-alland6 értéke (6,626 10734 Js) olyan, hogy az elektronok
tul konnytliek ahhoz, hogy részecskeként kezeljiik 6ket, mig elsé kozelitésben még egy

hidrogénmag is részecskeként irhato le.
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A QM olyan egyenletek 0sszessége, amelyek megmondjak, hogyan szamitsuk ki
egy tomeggel ¢és toltéssel rendelkezd hulldm energidjat és "helyzetét". A
kovetkezOkben a QM kulcsfontossagu egyenletének, a Schrodinger-egyenletnek a
magyardzata kovetkezik (nem pedig levezetése). A legegyszertibb hulldm az, amely
egy dimenzidban (x) mozog, €s nem Iép kdlcsonhatasba semmivel:

Y(x) = sin (27” x)

(12)

ahol A a hulldmhossz és ¥(x) a hullamfiiggvény. Ennek a hulldmfiiggvénynek az
energidjat az x-hez viszonyitott masodik derivaltjabol és a De Broglie-egyenletbdl
kaphatjuk meg,
d?y (Zﬂ)zlp— Pl _ y
dx?  \ 1 Bl -

13)

ahol T a mozgasi energia (Yamv?), és h pedig h/2n (redukalt Planck-4lland6). Mivel a
hulldm nem 1¢ép kolesonhatasba semmivel, nincs potencidlis energia, és a teljes energia

E =T, igy kovetkezik, hogy

2mdx?

h? d?
(———) Y(x) = E¥(x)

1
— EVZLIJ(x) = E¥(x)

AY (x) = E¥ (x)
(14)

ami egy izolalt elektron Schrodinger-egyenlete, ahol H a Hamilton-operator.
Valgjdban a Schrodinger-egyenletet "forditva" hasznaljak. Elészor definialjuk a
Hamilton-egyenletet a rendszeriinkh6z, majd megkeressiik azt a hullamfliggvényt,
amely kielégiti a Schrodinger-egyenletet. Tehat egy x iranyban mozg6 izolalt elektron
esetében definidljuk a Hamilton-operatort, majd megoldjuk a Schrodinger-egyenletet
az azt "kielégit6" hullamfiiggvény megkeresésével. Ez azt jelenti, hogy olyan
fliggvényt taldlunk, amelynek masodik derivaltja a fliiggvény egy konstanssal (E)

megszorozva, ami torténetesen egy sin(x) fiiggvény. Tehat a Hamilton-egyenlet
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megmondja nekiink a hullamfliggvényt és az energiat is. Vegyiik észre, hogy a sin(2x),

sin(3x) stb. is miikddik, azaz a Schrodinger-egyenletnek sok megoldéasa van
AY,(x) = EM¥,(x) n=1.2,..
15)

kiilonb6z6 energiakkal és hullamfiiggvényekkel.
21
¥, (x) = sin (— nx)
A
16)

n egy egész szam, &és kvantumszamnak nevezziik. Az energia a kvantumszam
novekedésével nd, és a legkisebb kvantumszamu energiat alapallapoti energianak
nevezziik (JENSEN 2010).

Ahhoz, hogy egy ligandum (tobbnyire 100 atomnal kisebb molekula) egy
makromolekula (tomege legalabb 1000 Dalton) mellett partnerként alkalmazhatod
legyen MD szimulacidkban, rendelkeznie kell azokkal a paraméterekkel, amelyeket a
megvalasztott erétér egy azzal kompatibilis paraméter fajlbol be tud olvasni. A
ligandum paramétereinek kiszdmitasa valamilyen QM szoftverrel (Gaussian,
GAMESS stb.) torténik.

A LJ/vdW paramétereket gyakran mar nem szamoljak ki, ugyanis az adott
ligandumban taldlhaté atomok és azok kornyezete szinte bizonyosan el6fordul
rengeteg masik, mar paraméterezett molekuldban, igy analogia alapjan hozza lehet
rendelni az ismeretlen paraméterekhez valamilyen konkrét, mar korabban
megallapitott, az er6tér altal mar ismert értéket (HALGREN 1995).

A QM szinten végzett geometriaoptimalizalas egy olyan eljaras, amelynek célja a
molekula lokalis vagy globalis energiaminimumanak megfelelé konfiguracio
megtalalasa egy kezdeti struktura hulldmfiiggvényének és energidjanak kiszdmitasaval

A parciadlis toltések meghatarozhatok kisméretii ligandum-viz komplexek
létrehozasaval (explicit olddszer), amelyeket QM szamitdsoknak vetiink ala. Az igy
kapott kolcsonhatési energidkat és geometridkat, valamint a rendelkezésre allo
dip6élusmomentumokat ezutdn a parcidlis toltések optimalizalasahoz céladatként
felhasznalhatjuk (MACKERELL és KARPLUS 1991).

A geometriaoptimalizalas altal eredményezett struktira altalaban nem rendelkezik

olyan kdtéshosszokkal és szogekkel, amelyek kozvetleniil megfelelnek az egyensulyi
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kotés- és szogparamétereknek. A kotések és szogek kiszamitdsahoz a kotések és
szogek mentén bekdvetkezd torzulasokhoz kapcsolodd potencidlis energiafeliilet
rekonstrudldsara van sziikség, vagyis a potencialis energia mésodik derivaltjanak (1d.
Hesse-féle matrix) QM szémitéasaira van sziikség (BAKER et al. 1998).

A torzios szogek (gyakorlatilag a sikok altal bezart szogek) a kotés koriil
bekovetkezd forgédsokat jelolik, amelyek az 1. és 4. atomok relativ helyzetének
megvaltozasahoz vezetnek. A paraméterezés soran egyetlen torzids szogre vonatkozo
tagok Osszegzését, egy Fourier-sorozatot érdemes hasznalni, amely nagymértékben
noveli a torziés tag rugalmassagat, lehetévé téve a QM energetikai céladatok
pontosabb reprodukélasat a paraméterezés végso fazisaban (BLONDEL é¢s KARPLUS
1996).

A bemeneti atomadatokon kiviil minden QM szdmitast egy un. elméleti modell és
egy un. baziskészlet hataroz meg. Az elméleti modell egy rendszer modellezésének
vagy reprezentaldsanak egy modja, amelyhez kozelitések egy meghatarozott készletét
hasznaljak, amelyeket egy szamitési algoritmussal kombinalnak, és az alapkészlet altal
meghatarozott atompalyakra (AO) alkalmaznak a molekulapalyak (MO) és az energia
kiszamitasa érdekében. A moddszerek négy fO tipusba sorolhatok: félempirikus, ab
initio, sliriség-funkcional alapt és hagyomanyos mechanikai (LEHTOLA 2019).

A Hartree-Fock (HF) modszer egy alapvetd ab initio modell. Ebben a kozelitésben
az elektronok taszitas atlagolhatd, ahelyett, hogy explicit taszitd kdlcsonhatasokat
vennénk figyelembe, de ezéltal kizarja az elektronok kozotti kolcsonhatasokat
(HARTREE 1928, FOCK 1930).

A pontosabb adatokhoz vald jutds érdekében egy HF-szdmitassal induldé modellt
hasznalnak, de az elektronkorrelacidés hatdsok hozziadéasaval fel lehet javitani az
altalanos eredményeket. A Moller-Plesset (MP) perturbacids elmélet a HF-modszert
javitja azaltal, hogy a Rayleigh-Schrodinger perturbacidos elmélet segitségével
elektronkorrelacios hatasokat ad hozza, amelyek a HF-bdl hianyoznak (MOLLER és
PLESSET 1934).

A baziskészlet olyan hullamfiiggvények halmaza, amelyek leirjak az AO-k alakjat.
A MO-kat a kivalasztott elméleti modell segitségével szamitjak ki az AO-k egyszerii
linedris kombindlasaval, igy un. Gauss-tipusu palydk (GTO) jonnek létre. Az
ugynevezett Pople-baziskészletek lehetové teszik, hogy a mag- ¢és a
vegyértékelektronokra kiilon-kiilon megadjuk a GTO-k szamat. Altalanos jelolésiik:

K-LMG, ahol K = az sp-tipusu belsé héj GTO-k szdma; L = a belsé vegyérték s- és
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p-tipustt GTO-k szama; M = a kiils0 vegyérték s- és p-tipusit GTO-k szdma ¢és G = azt
jelzi, hogy GTO-kat hasznalunk (pl. 6-31G) (DITCHFIELD 1971, HEHRE 1972).

A Pople-baziskészletek modosithatok egy polarizacios funkcié hozzaadédsaval, és
az AO-k eredeti alakjuktol valo -eltorzitasdval. A polarizacié hozzaadhato *
karakterként vagy (betii) alakban. A (d) vagy * tipus: d-tipusu funkciok hozzaadésa a
hidrogénektdl eltéré atomokhoz ¢és f-tipusti funkciok hozzdadésa az &atmeneti
fémekhez, és a (d,p) vagy ** tipus: p-tipust funkcidk hozzdadasa a hidrogénekhez, d-
tipusu funkcidk hozzaadasa az 6sszes tobbi atomhoz, f-tipusu funkcidk hozzdadasa az
atmeneti fémekhez. Példaul a 6-31G* jelolés jelentése: 6 GTO a belso, lezart héjakhoz;
3 GTO a bels6é vegyértékhez (Id. az atmeneti fémek vegyértékelektronjai mast
jelentenek, mint a fécsoportbeli elemeké); 1 GTO a kiilsé vegyértékhez és a *
szimbolum jeldli a program szamara a (d) tipust polarizacios funkcidé hasznalatat

(HARIHARAN ¢és POPLE 1973).

3.4. Peszticidek €s enzimek: az atrazin ¢és a lignin-peroxidaz

Szdmos, intenziv mezdgazdasaggal rendelkezd orszagban a fotoszintézis Il-es
fotorendszerét gatlo atrazin (ATZ) (2. abra) az egyik legszélesebb korben hasznalt
gyomirtoszer, amelyet a gazdalkodok més hatéanyagokkal kombinalva hasznélnak.
Tobb mint 50 ndvényfajt kezelnek ATZ-nal, koztiik citrusféléket, kukoricat, szojat,
cukornadat, szOl6t és erdészeti fajokat. Az ATZ kapcsadn szamos kornyezeti és
Okologiai problémat azonositottak, ezért bioldgiai lebomlasa és lebonthatosaga
fizikai és biologiai folyamatok eredménye. Az ATZ szamos mechanizmus szerint
kotddhet kiilonbozd (szerves vagy szervetlen) talajkomponensekhez, és egyes
eredmények szerint valtozo erdsségii kotések jonnek 1étre. Tobb kotohely 1étezik, de
ezek egyéni kotéserdssége eltérd. Az ATZ, mas peszticidekhez hasonloan, csak a nagy
energidju helyeken képes megmaradni (retencid) (BELZUNCES et al. 2016),
egyébként deszorbealddik €s bioldgiailag hozzaférhetévé valik (KOSKINEN et al.
1995).
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2-klor-4-etilamino-6-izopropil-amino-1,3,5-s-triazin
2. abra. Az atrazin molekula konstitucios képlete.

Az ATZ egy nagyon gyenge bazis. Elmondhatd, hogy az ATZ adszorpcidja savas
pH-ju talajokban sokkal jelentésebb, mint semleges vagy lugos pH-ju talajokban
(MCGLAMERY ¢s SLIFE 1966, CLAY et al. 1988, GOETZ et al. 1989, CLAY és
KOSKINEN 1990, LIU et al. 1995). Tovabba az ATZ hidrolizise savas koriilmények
kozott gyorsabb, mint semleges koriilmények kozott, és a reakcid terméke a hidroxi-
atrazin (LEI et al. 2001).

Szamos mikroorganizmust vizsgaltak az ATZ metabolizalasara valo képességiik
szempontjabol, beleértve a Pseudomonas, Acinetobacter, Agrobacterium,
Arthrobacter, Rastonia és Nocardioides nemzetségek tagjait (EATON és KARNS
1991, YANZE-KONTCHU ¢és GSCHWIND 1994, BOUQUARD et al. 1997,
STRUTHERS et al. 1998, STRONG et al. 2002). Egyes vizsgalatokban a talajban €16
gombak dominansan az ATZ dealkilezését okoztak, mig a tovabbi lebontasért és
mineralizacioért a baktériumok voltak felelések (MASAPHY et al. 1993). Szdmos, az
Aspergillus, Rhizopus, Fusarium, Penicillium, Trichoderma ¢s Phanerochaete
nemzetséghez tartozdé gombarol megallapitottak, hogy képesek az ATZ lebontasara
(KAUFMAN ¢és BLAKE 1970, MOUGIN et al. 1994).

A Phanerochaete chrysosporium (P. chrysosporium) (Basidiomycota) szdmos
szennyezd vegyiiletet (dioxinok, poliklorozott bifenilek) képes lebontani széles
specifitdsu enzimeivel, mint a lignin-peroxidaz (LiP), a mangéanfiiggd peroxidaz,
lakkaz (AUST 1990, REDDY 1995, POINTING 2001). A lignin lebontasa széles
korben kutatott téma (WANG et al. 2013), és intenziven vizsgaljak, hogy ez a harom
enzim hogyan 1ép kdlcsonhatasba végsd szubsztratjaval, a ligninnel.

Chen ¢és munkatarsai (2011) tanulményukban meghataroztak a lignin kotodését a
lakk4azhoz, mangén-peroxidazhoz és a LiP-hoz. A k6tddési modok robusztussagat MD
szimulaciokkal igazoltdk. A lakkazban a Serl13, Pro346, Glu460, a LiP-ban az
Aspl83, Argd43, Alal80 és a mangan-peroxidazban az Argl77, Arg42, Hisl73
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aminosavak voltak a legkritikusabbak a lignin kotédésében. A kolcsonhatési
elemzések azt mutattdk, hogy a hidrofob kdlcsonhatds dontd szerepet jatszik a
szubsztrat-specifikussdg meghatarozdsaban. Ez az informéciéo referenciaként
hasznalhat6 a jobb ligninbont6 tulajdonsdgokkal rendelkezd enzimek tervezéséhez
(CHEN et al. 2011).

A LiP részt vehet az oldhatd, részben lebomlott lignin fragmentumok
oxidaciojaban, azonban nem zéarhaté ki annak lehetdsége, hogy a LiP kozvetleniil
oxidélja a részben lebomlott novényi sejtfalakban 1évo lignint. A LiP rendelkezik egy
ugynevezett ligandum-hozzaférési csatorndval, amely lehetové teszi a szubsztrat és a
hem kofaktor kozvetlen kolcsonhatasat. A His82, 1le85, Glul46, Phel48, Aspl83,
Vall84 ¢és GIn222 aminosavak ebben a csatornaban helyezkednek el. A csatorna
sztérikusan korlatozott, és nem teszi lehetdvé a nagy méretli szubsztratokhoz valo
hozzaférést (POULOS 1993). Két konzervalt hisztidin, a proximalis (His177), a
disztalis (His48) és a disztalis oldali arginin (Arg44) aminosavak konzervaltak a
peroxidativ katalitikus funkcidhoz, hasonléan az 1. ¢és III. osztdlyG heme-
peroxidazokhoz (DE ROPP et al. 1991). A magas redoxpotenciali szubsztratok,
példaul a mar emlitett veratril-alkohol esetében a LiP-ban az oxidacios hely az enzim
felszinén egy katalitikusan aktiv triptofan (Trp171) helyén taldlhato (CHOINOWSKI
et al. 1999). Egy masodik szubsztrat-oxidacids hely a hem peremén talalhatd, egy
felszini Glu146 kozelében (DOYLE et al. 1998).

A LiP dinamikus tulajdonsdgai azt mutatjadk, hogy az enzim természetes
szubsztratja, a veratril-alkohol konnyen megkozeliti a hemet a ligandum hozzéaférési
csatornan keresztiil. A MD szimulaciok eredményeinek elemzése a csatorna jelentds
fluktudcioit is kimutatta (GERINI et al. 2003), ahol a ligandum-hozzaférési csatorna
nyitott ¢és zart allapota allandé egyensulyban van az oldatban. Ez a jelenség szdmos
enzimre jellemz6 (pl. a szerkezetileg nagyon hasonlo citokrém C-peroxidazra). NMR-
kisérletek igazoljak, hogy a ligandum képes a nyitott konformerhez kotédni, és
hozzafér az aktiv centrumhoz, majd a kotddés folyamata az egyensulyt a nyitott
konformer felé tolja el (CAO et al. 1998).

Egy hagyomanyos folyadékkulturas kisérletben a P. chrysosporium képes volt az
ATZ lebontasara oxidativ N-dealkilezéssel. A gomba az etil-csoportot hasitotta, de a
heterociklusos gytiriit nem tudta felnyitni. Az ATZ biotranszformacids rataja azonban
nem volt jelentds, és a kisérlet azt sem tudta bizonyitani, hogy a LiP barmilyen médon
hozzajarult volna a folyamathoz (MOUGIN et al. 1994). Egy masik fontos kisérleti

eredmény azt mutatta, hogy a tisztitott peroxidazok onmagukban egyéltalan nem
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voltak képesek az ATZ lebontasara, mivel sem metabolitokat, sem szén-dioxidot nem
mutattak ki (HICKEY et al. 1994). Jelentds mennyiségii Mn?" -ion represszalta a LiP
termelését, ¢és kozel tizszeresére serkentette a mangan-peroxidaz expresszidjat
(PEREZ és JEFFRIES 1992).

A LiP teljes szekvencidja és szerkezete ismert (3. dbra). Az enzim egy homodimer,
amely két, egyenként 351 aminosavbdl all6 alegységbdl all. Mindkét alegység két-két

Ca?" ionkotd helyet és egy-egy, vasiont tartalmazd hem kofaktort hordoz, és a

masodlagos szerkezetet nagyrészt a-hélixek hatarozzak meg (BLODIG et al. 2001).

3. abra. A lignin-peroxiddz egyik alegységének masodlagos szerkezete, kiemelve a hem
vazat. A fehérjerész NewCartoon abrazolasmoddal jelenik meg; a-hélixek lilak, f-lemezek
sargak, 3-10-hélixek kékek, kanyarok (turn) ciankékek, a csavarok (coil) fehérek. A hem
kofaktor vdW feliiletekkel van abrazolva, a kiilonb6z6 atomok kiillonb6z6 szinekkel vannak
jelolve. A konnyebb attekinthetdség végett a hidrogénatomokat nem tiintettiik fel. Az abra a
Visual Molecular Dynamics szoftverrel késziilt (HUMPHREY et al. 1996) BLODIG et al.
2001 alapjan. PDB azonosit6: 1B82.
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3.5. Biopolimerek, molekulamodellezés alkalmazasa

A celluloz az egyik legstabilabb molekula a Foldon. A B-1,4-O-glikozidos
kotésekkel kapcsolodd gliikkéz alkotja a cellulozt (HEINZE et al. 2018). A
polimermolekulan beliil a gytirli oxigénje ¢és a 3-OH csoport kozott H-kotés, mig a
lancok kozott az O-glikozidos kdtésen és a 6-OH csoporton keresztiil szintén H-kotés
jon létre (4. dbra) (SHUANGXI et al. 2020). Ez a keresztkotéses szerkezet hatékonyan
megakadalyozza a polimermolekula enzimatikus lebontéasat, mivel az O-glikozidos
kotésekhez az enzimek nehezen férnek hozza (ROSENAU et al. 2018). Igy a
cellulozmolekuldk hidrolizise segitség nélkiill nehezen kivitelezhetd. A celluloz
lebontdsat az is neheziti, hogy az O-glikozidos kotések hidrolizise a molekuldk

rigiditdsa miatt megfordithato.

ll””'

'uuu

Olln
ol a_

o
&
4
4

2 ,”“g
(.) : CH (o)
H s |
= H fo)
= \
OH = ’
- 0-HI,, Q H
- o Mg CH, :
= CH, OH o o..
= o 0.y @m0 S
E H B H,C
- z o
. "'_ - \
I IRT H
- -
% Olll"IH o
|-|
lll,,“

HO - CH, °

4. abra. A celluloz szerkezete. A kék szaggatott vonal a cellulozmolekulan beliili

hidrogénkotést, a zold szaggatott vonal a cellulozszalak kozotti hidrogénkdotést jelzi.

A hemicellul6zok olyan poliszacharidok, amelyek a celluloz mellett szintén részt

vesznek a sejtfal felépitésében (HOUFANI et al. 2020). Szerepiik a sejtfal vazanak
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rogzitése és Osszekapcsolasa a cellulozrost-haldzattal. A celluldéz és a hemicelluloz
gyakorlati megkiilonboztetését az teszi lehetdvé, hogy a celluléz NaOH-oldatban nem
oldodik, mig az alacsonyabb molekulatdmegili poliszacharidok és a hemicelluloz
kiilonb6zé poliszacharidjai  olddédnak (KOJIMA et al. 2019). Masrészt a
hemicellul6zok savas hidrolizise enyhébb koriilmények kozott zajlik, mint a cellulozé;
hig kénsavval a hemicelluldz szinte teljes egészében monomerekké alakithato tovabbi
enzimes vagy savas kezelés nélkiil. A celluléz csak tomény sosavval vagy 60-80%-0s
kénsavval hidrolizalhat6 100 °C-néal magasabb hémérsékleten és nagy nyomason (LEE

¢és YU 2020).
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5. abra. A xyléan szerkezete.
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6. abra. A mannan szerkezete.

A ndvények hemicelluldz-tartalma tilnyomorészt pentozan, igy az arabinan 1,2-,
1,3- és 1,5-O-glikozidos kotésekkel kapcsolddd L-arabindzbol képzodik. A xylan -
1,4-O-glikozidos kotésekkel dsszekapcsolt xylozbol all (5. abra). A lanc kapcsolodhat
o-L-arabindzhoz és a-D-gliikdzhoz (SERNA-SALDIVAR és HERNANDEZ 2020). A
xylogliikdn és az arabino-galaktdn szintén ot ¢&és hat szénatombol 4llo
monoszacharidokat tartalmaz. A galaktomannanok f-D-mann6zokbdl (6. abra) allnak,
amelyek B-1,4-O-glikozidos kotésekkel kapcsolodnak egymashoz, amelyeket B-D-
galaktdézzal kotott oldallanc alkot 1,6-O-glikozidos kotésekkel (7. 4bra)
(RODRIGUEZ-CANTO et al. 2019).
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a-L-araf-(1-2)

OH -<<—— (-L-araf-(1-5)-a-L-araf-(1-5)-a-L-araf-(1-5)-a-L-araf-(1-5)-a-
a-L-araf-(1-3)-a-L -araf-(1-3)f

arabinan
o-L-xylp-(1 -6)}

B D-glcp-(1-4)-B-D-glcp-(1-4)-p-D-glcp-(1-4)-B-D-glcp-(1-4)--
a-L-xylp-(1-6)
xyloglukan
M B-D-galp-(1-6)
OH \
B-D-manp-(1-4)-B-D-manp-(1-4)-B-D-manp-(1-4)-B-D-manp-(1-4)-B-
galaktomannan ﬁ_D_ga|p.(1-6)}
B D-galp-(1-3)-B-D-galp-(1-3)-B-D-galp-(1-3)-B-D-galp-(1-3)-B-
p-D-galp-(1-6)-p-D-galp-(1-6)-B-D-galp-(1-6)

a-L-araf-(1-3)-a-L-araf-(1-3)
arabinogalaktan

a-L-araf-(1-3)
B-D-xylp-(1-4)-B-D-xylp-(1-4)-p-D-xylp-(1-4)-p- D-x;lp (1-4)-B-
xylan | b gicpA{(1-2)

7. abra. Hipotetikus hemicelluloz szerkezete. Sokféle tipus létezik, példaul arabinan,

xylogliikan, galaktomannan, arabinogalaktan, xylan.

A pektinek a hemicellul6zokkal és a fehérjékkel egyiitt alkotjak a kdzéplemez és a
sejtfalak alapmatrixat (STOFFELS et al. 2020). A pektin nagy része o-D-
galakturonsavbol all. A lancot részben a-L-ramnoéz szakitja meg, amelyhez az o-L-
arabinoz lanc és az a-D-galaktdz lanc kapcsolodhat (8. abra) (SHAKHMATOV et al.
2020).
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OH
a-L-arabinofuranéz B-D-galaktopiranéz
a-L-araf-(1-3)-a-L-araf-(1-2) 0-2-Ac

o-D-galp-(1-4)-a-D-galp-(1-4)-a-L-rhap-(1-4)-a-D-galp-(1-4)-a-D-galp-(1-4)-a-L-rhap-(1-4)-
0-3-Me a-D-galp-(1-4)-a-D-galp-(1-4)-a-D-galp-(1-2)

pektin
8. abra. Hipotetikus pektin szerkezete.

A lignin a féleg cellulozbol és hemicellulozbol felépiild sejtfal molekulaméretii
iiregeiben rakodik le, névelve annak mechanikai ellendllosagat (SETALA et al. 2020).
A kiilonb6z0 fafajokban vagy névényi részekben talalhato lignin eltérd szerkezetii, de
vannak alapvetd hasonlosagok: az aromas gytirtiket gyakran metoxi-csoport vagy
fenolos hidroxil-csoport koti 6ssze (LI et al. 2020). A lignin a novények szoveteinek
alkotorésze. A lignin felépitésében hadrom fahéjalkohol-szarmazék (szinapil-alkohol,
p-kumaril-alkohol és koniferil-alkohol) vesz részt (9. abra). Ezekbdl egy dehidrogenaz
enzim hatasara alakul ki a makromolekularis lignin (ELDER et al. 2020). A lignin

tobbféleképpen is kdlcsonhatasba Iéphet a celluldzzal és a hemicelluldzzal.
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9. abra. A lignin lehetséges szerkezete. Hairomféle cinnamil-alkohol-szarmazék vesz részt a

lignin felépitésében.

A biolizemanyag-eléallitas koltségeinek csokkentése érdekében ndvelni lehet az
enzimek szubsztrat-specifikussagat ¢és aktivitdsat. Az enzimek kiilonb6zo
tulajdonsagai javithatok, beleértve a specifitdst, a katalitikus aktivitdst és a
termostabilitast — mindezt ipari koriilmények kozott (PRAJAPATI et al. 2018).

A lignin jelenlétében a celluldz adszorpcioja €s inaktivalodasa a fo probléma a
lignocelluléz biolizemanyaggé torténd atalakitdsa esetén. Viszonylag kevés kutatés
foglalkozik a  sziikkséges  enzim  szerkezet-funkcid  Osszefliggésekkel.
Molekulamodellezéssel magas aktivitasa, alacsony ligninkoté képességili cellulazok

hatarozhatok meg (HAARMEYER et al. 2017).
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Az enzimmechanizmusok molekularis szintli megértése alapvetd kovetelmény a
celluldzok és lignindzok esetében, hogy a megljulé biomasszabol hatékonyabban
lehessen iizemanyagot eldallitani, €és a ndvényi biomasszat fenntarthato
energiaforrasként lehessen hasznositani. Az enzimek ¢és a szubsztratok 3D
szerkezetének, valamint az enzim-szubsztrat kolcsonhatasoknak a tanulméanyozéasara
altaldban olyan szdmitasi mdodszereket hasznalnak, mint a MD szimulaciok, az enzim-
ligandum dokkolés és a QM szadmitasok, amelyek részletesebb leirast adnak az enzim
¢s a szubsztrat kozotti interakciok mechanizmusardl (MENG et al. 2011).

Néhany kivalasztott, gomba eredetli cellulaz esetében a savas karakteriiket in silico
fizikai-kémiai jellemzéssel hataroztdk meg. Egy molekularis dokkolasi vizsgalat
kimutatta, hogy a celluldzok cellul6zzal kdlcsonhatasba 1ép6 aminosav-oldallancainak
jellege fligg attol, hogy az enzim milyen organizmusbol szarmazik (TAMBOLI et al.
2017).

A cellulazok hidrolitikus aktivitasa leginkabb az enzim cellulozhoz valo kotddési
affinitasatol fligg (KRISHNARAJ et al. 2017). Ezeket az eredményeket molekularis
dokkolassal kapjuk, €és ez a mddszer hasznos az ipari biotechnoldgidban a hatékonyabb
enzimszerkezetek tervezéséhez (AMORE et al. 2017).

A xylandzok aktivitasa kiilonb6z6 koriilmények kozott jellemezhets. A
szamitogépes modellek segithetnek a kisérleti koltségek csokkentésében és az
idomegtakaritasban azaltal, hogy tudomanyos és ipari felhasznalds szempontjabol
megfeleld aktivitasu enzimeket azonositanak (ARIAEENEJAD et al. 2018).

A kiilonbozé oldoszerek és a celluloz oligomerek kozotti kolesonhatasok
energetikdjanak ¢és mértékének meghatarozasara Liu ¢és munkatarsai (2010)
kifejlesztettek egy erdteret ionos folyadékokra. A celluldz viselkedését egy sor gliikoz
metanolban és vizben — 1év6 cellul6éz oligomereket tartalmazott, amelyek képesek a
cellulézt kicsapni az ionos oldatokbol. Az eredmények azt mutattdk, hogy egyes
kationok hidrofob kolcsonhatasokon keresztiill erds kontaktusba keriiltek a
poliszacharidokkal, és a folyadék és a poliszacharid-lanc k6zotti kdlcsonhatasi energia
erdsebb volt, mint tiszta metanol vagy viz esetén. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a kationos kdlcsonhatasok dominédns szerepet jatszanak a celluloz oldodasdban
(LIU et al 2010).

Hasonloképpen Jaeger, Burney és Pfaendtner (2015) MD segitségével vizsgaltak a
Trichoderma viride, Thermotoga maritima €és Pyrococcus horikoshii harom, 5.

csaladba tartoz6 cellulazanak (Cel5A) ionos folyadékkal szembeni tlir6képessége
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kozotti kiilonbségeket. Elemzésiik azt mutatja, hogy az ionos folyadékok enzimekre
gyakorolt hatdsa minden esetben a helyi szerkezeti zavaroktdl egészen az enzim
masodlagos szerkezete nagy részének elvesztéséig terjed. A negativabb feliileti
toltéssel rendelkezd enzimek sokkal nehezebben destabilizalédnak ionos folyadékok
hatdsara. A vizes oldatokban 1év6 ionok befolyéasoljak az enzimek specifikussagat
(JAEGER et al. 2015).

Wohlert és Berglund (2011) a MARTINI, un. durva szemcsés erdtérbol (coarse-
grained force field) (LOPEZ et al. 2009) szarmaz6 cellobioz felhasznalasaval, a
celluloz durva szemcsés modelljét épitették fel MD szimuldciokhoz. A modellt
hosszabb cellooligomerekre extrapolaltak, és olyan modellt kaptak, amely a celluloz
rendezett szerkezetét adja meg vizben (WOHLERT és BERGLUND 2011).
kiszamitottak a 6. csaladba tartozé cellulazok (Cel6A) relativ ligandumkdtési szabad
energidjat. Eredményeik azt sugalljak, hogy az aktiv hely el6tt kozvetleniil
elhelyezkedd aromds aminosavak nem vesznek részt kozvetleniil a kotédésben. Ez
azonban sziikséges a katalizisben szerepet jatszé gliikopiran6z gytiri torzulasahoz. Az
enzimcsatorna be- €s kijaratanal 1évé aromés aminosavak eltavolitasa nagymértékben
befolyasolja a kotési affinitast. Ez arra utal, hogy ezek az aminosavak szerepet
jatszanak a cellulézlanc felismerésében és a termék stabilizacidjaban. MD-vel és
Normal Modus Analizis elemzéssel megerdsitették a kotési  affinitasbeli
kiilonbségekbdl  feltételezett szerepeket. Az aromds aminosav-szénhidrat
kolcsonhatasok az enzimcsatornaban 1évé aminosavak helyzetétdl fiiggenek. Ezek az
eredmények hatdssal vannak a szénhidrat-anyagcesere fehérjeszerkezet-funkcio
Osszefliggéseinek megértésére €s a biomassza hasznositasara iranyul6 fehérjemérnoki
stratégidkra, mivel az aromds aminosav-szénhidrat kolcsonhatasok minden,
szénhidratot szubsztratként hasznald enzimben jelen vannak (PAYNE et al. 2011).

A magas hémérséklet optimalis a termofil celluldzok szamara a cukrok cellul6zbol
torténd hidroliziséhez, amint azt Batista ¢s munkatarsai (2011) leirtak. A hdallo
celluldzban (Cel9A-68) a cellul6z-koté domén (Cellulose-binding Domain, CBM) és
a katalitikus domén Pro-Ser-Thr gazdag linkerrel kapcsolodik egymashoz. E domének
kozott kooperativ kapcsolat van. A CBM hatdsmechanizmusanak leirdsa még
hidnyzik. A szimulacidokkal magasabb hdmérsékleten nagyobb kollektiv mozgasokat
detektaltak. A mozgasok elemzése egy olyan doménkozi tartomanyt mutatott ki, ahol
a linker régioban talalhatdo Gly460 és Asp459 a domének kozotti flexibilitdsért

leginkdbb felelds (hinge region) aminosavak. Ezért a termofil cellulazok hasznos
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modellek a két domén kolcsonhatasainak vizsgalatara, mivel magasabb hdmérsékletre
van sziikség ahhoz, hogy ezek a kollektiv mozgasok és a kooperativ kapcsolat
kimutathat6 mértékiiek legyenek (BATISTA et al. 2011).

A linker funkcio vizsgélatara Payne és munkatéarsai (2013) MD szimulaciokat
végeztek a 6. és 7. csalad cellul6zhoz kotott cellobio-hidrolazain. A cellul6zhoz kotott
glikozilalt linker szekvencidk jelenléte az enzim miikddésében egy eddig ismeretlen
funkcidra utalhat. A Cel7A CBM ¢és a nativan glikozilalt Cel7A CBM-linker kotési
affinitasdnak mérésével ezt a feltételezést kisérletileg megvizsgaltak. A kristalyos
cellulozon 1év6 glikozilalt linker ndveli a CBM kotddési affinitasat. Az igy modositott
befolyasolhatja, amint azt a MD szimulacidk is sugalljak. A szénhidratot bontd
enzimek glikozilalt linkerei segithetik a dinamikus kotodést a ndvényi sejtfalak
enzimatikus lebontasa soran (PAYNE et al. 2013).

Ezen tanulmany alapjan Costa, Silva és Batista (2018) azonositott két olyan
aminosavat (Gly460 és Pro461), amelyek a linkerben helyezkednek el, és hinge-
pontként miikodnek, és feltételezték, hogy a Cel9A-68 Pro461Gly és Gly460+ (egy
extra glicinnel) konstrukcioi fokozott domének kozdtti mozgdst mutatnanak, mig a
Gly460Pro mutans rigid lenne. A Pro461Gly mutacié a konformécios tér kiterjedését
eredményezte, amit a klaszterezés és a szabadenergia-elemzések is megerdsitettek. Ha
az enzimnek tobb lehetséges konformacioja van, akkor a szubsztratkotési és lebontasi
potencialja is nagyobb lehet. A mérnoki beavatkozas haté¢kony mddszernek tiinik az
enzimaktivitds megvaltoztatdsara, és a cellulozszalak bontasanak megkonnyitésére
(COSTA et al. 2018).

A celluldz enzimcsatorna katalitikus részét a monoszacharidok és diszacharidok
gatoljak, ezért a cellulaz celluldzra gyakorolt hatasdnak kulcsfontossagt dsszetevoje.
A cellobioz és a gliikoz abszolut kotési szabad energidjat a 7-es csalddba tartozo
cellobio-hidrolaz (Cel7A) katalitikus csatornajahoz két kiilonbozé megkozelitéssel
szamoltak ki: Steered Molecular Dynamics szimulacidkat (a rendszeren 1doéfliggo
kiils6 erdket alkalmaznak, pl. huzas valamilyen irdnyba) és szabad energia
perturbaciés MD szimuldciokat. A huzési palydk elemzése arra utal, hogy tobb
aminosav kulcsszerepet jatszik a gliilkoz és a cellobidz katalitikus helyhez valo
kotédésében. Ot mutaciot végeztek szamitassal, hogy mérni tudjak a szabad energia
valtozasait a termék levalasa soran. Az eredmények azt mutattak, hogy az ij enzimek

hatékonyabba tehetik a biomassza atalakitasat (BU et al. 2011).
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Silveira és Skaf (2015) MD szimulacidkkal gyljtottek adatokat a cellobioznak a
Trichoderma reesei Cel7A (TrCel7A) cellobio-hidrolazhoz valé kétodésérdl, valamint
az olyan mutacidk hatésairol, amelyek csokkenthetik a cellobioz kotdédését anélkiil,
hogy befolyasolndk az enzim integritasat. A termékkotd hely belsé rugalmassagot
mutat, amely sztérikusan megakadalyozhatja a cellobidz felszabadulasat. Az enzim-
szubsztrat kolcsonhatasok pontmutéaciokkal csokkenthetdk, és nem feltétleniil drzik
meg az enzim szerkezetét. A TrCel7A termékkotd hely toltéssel rendelkezd
aminosavainak mutacidja olyan perturbaciokat okoz, amelyek befolyasoljak a
szubsztratkotd csatorna szerkezetét, €s befolyasolhatjak a TrCel7A miikodését a
hidrolizis egyéb lépéseiben. Az eredmények azt mutatjdk, hogy kapcsolat van a
termékgatlas és a katalitikus teljesitmény kozott, és ezek kijeldlhetik a cellulaz-

mérndkség iranyait (SILVEIRA és SKAF 2015).

3.6. Modellezés alkalmazésa biolizemanyagok el6allitasaban

Az iizemanyagként is felhasznéalhat6 etanol eléallitasa még mindig szinte kizarolag
erjesztésen alapul. Ehhez a nyersanyagot (szachar6zt és keményitdt) cukornadbol,
cukorrépabol, gabonafélékbdl és burgonyabodl nyerik (ARNOLD et al. 2019). Ezek az
ugynevezett elsd generacidos biolizemanyag-technoldgidk sziikségszeriien etikai,
kornyezetvédelmi és politikai aggalyokat vetnek fel az ezekben a folyamatokban
felhasznalt nyersanyagok miatt. Ezért a méasodik generacios technologidk (SATARI et
al. 2019) folyamatos fejlesztés alatt allnak. Ezek a technoldgidk a mezdgazdasag és az
erdészet lignocelluloz-tartalma melléktermékeit, valamint ipari hulladékokat vagy
maradékokat hasznalhatnak fel olyan ndvényekkel egyiitt, amelyeket nem hasznéalnak
fel élelmiszertermelésre. Az elsd generacidos modszerekkel ellentétben, amelyek a
novényeknek csak egy viszonylag kis részét (gyokér, szar, termés) dolgozzak fel, a
masodik generacids technologidkkal a teljes biomassza feldolgozasa lehetséges. A
harmadik generaciés modszereket (MAHJOUB et al. 2020) az algdk ¢és
mikroorganizmusok biotizemanyaggé torténd feldolgozasara hasznaljak. A harmadik
generdcios  biolizemanyagok alternativ. megoldast kindlnak a mikroalgak
feldolgozasaval, amelyek rendkiviil gyorsan ndnek, és évente tobbszor is
betakarithatok (YANG et al. 2021). A mikroalgdk olajhozama egy, de akar két
nagysagrenddel is magasabb, mint a nagy termdképességli tropusi ndvényeké
(BOUTESTEIIN et al. 2017). A mikroalgdk novekedése nagyon gyors, naponta

képesek megduplazni a sulyukat, igy hetente betakarithatdak, szemben mas
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novényekkel, amelyek csak évente egyszer. Mindezt figyelembe véve a mikroalgak
nagyon kedvezd biolizemanyag-forrasként szolgéalhatnak.

A mikroalgdk 4altal termelt semleges trigliceridek a glicerin harom
zsirsavmolekulaval alkotott észterei. A biodizel eldallitasa olajokbol atészterezési

reakcidval valosithatdo meg (10. abra).

Q
Q R—O—C—R,
H,G—0—C—R, H,C—OH
| 9 KOH | Q
HC—O0—C—R, HC—OH + R—O—C—R,
| o R—OH
H,C—0—C—R, H,C—OH Q
R—0—C—R,

10. abra. Az atészterezési reakcio.

A metanollal torténd reakcid tobb 1épésben zajlik (O’FALLON et al. 2007). A
trigliceridek el6szor digliceridekké, majd monogliceridekké, végiil glicerinné és
zsirsav-metilészterekké, azaz biodizell¢ alakulnak (CHISTI 2008). A mikroalgak
semleges lipidtartalméanak atészterezési reakcidihoz bazikus katalizatorként NaOH-ot
¢s KOH-ot haszndlnak, de mellékreakcioként szaponifikdciés reakcid is
bekovetkezhet. Az olyan alkoxidok, mint a NaOCH3 vagy mas bazisok hasznalataval
elkeriilhetdek ezek a folyamatok, ezért egyre gyakrabban alkalmazzak Oket
katalizatorként. Emellett ezen folyamatok modellezése segithet a megfelel6 modszer
kivalasztasaban. Kivanatos lenne enzimeket hasznalni és modellezni, mivel ennek
nincsenek mellékhatdsai, de a magas koltségek miatt ez még nem kivitelezhetd.

A negyedik generacios biolizemanyagok koz¢ pedig fotobiologiai és/vagy elektro-
lizemanyagok tartoznak. A negyedik generacios biolizemanyag-el6éallitasi eljarasok
genetikailag modositott algakat hasznalnak az iizemanyag-termelés tovabbi
fokozasara. Hogyan lehet a biomassza alapll lizemanyag-eldallitasi modszereket a
nagyobb haté¢konysag vagy termelékenység érdekében fejleszteni? Az egyik lehetdség
a feldolgozéasi koriilmények (homérséklet, pH, fizikai és kémiai paraméterek)
modositasa vagy a szubsztrat fizikai és kémiai modszerekkel torténd modositasa. Egy
masik lehetdség a biomassza hasznositasara szolgald ujabb és specifikusabb enzimek
keresése. A harmadik megkozelités a meglévé enzimek modositasa €s hatékonysaguk

novelése.
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4. Anyag ¢s mddszer

4.1. A felhasznalt szoftverek bemutatasa

Ebben az alfejezetben roviden bemutatjuk azokat az alkalmazasokat, amelyek
eldallitottak a munka kiilonboz6 fazisaihoz sziikséges adatokat és modelleket. A QM
adatok eldallitasaval kezdddo, és egészen a MD szimulaciok kiértékeléséig tartd
folyamat egyes allomasait kiilonb6zd szoftverek jelzik, amelyek szamdra mindig az
el6z6 programmal eldallitott adatok szolgalnak bemenetként, ezért ezen
alkalmazasokat is a felhasznalasuk sorrendjében targyaljuk, ugyanis a szoftverek
ismerete egyuttal atlathatova teszi a munkafolyamat logikajat, és tisztdzza a bemeneti

adatok eredetét is.

Avogadro. Egyszeriien kezelheté modellezé program, amely képes a kézzel rajzolt
molekuldk szerkezeti és energetikai optimalizalasara. Az ATZ molekula 3D
szerkezetének eldallitasahoz hasznéltuk, amely aztan a Visual Molecular Dynamics-

hez (VMD) keriilt.

Visual Molecular Dynamics. A VMD egy molekularis modellezé és vizualizald
szamitogépes program, amelyet elsésorban a MD szimuldciok eredményeinek
megtekintésére ¢s elemzésére fejlesztettek ki. Tartalmaz tovabba eszkozoket
nukleinsav és fehérje szekvenciaadatokkal és tetszdleges grafikus objektumokkal valo

munkahoz.

Force Field Toolkit. A Force Field Toolkit (ffTK) a VMD-en beliili olyan bévitmény,
amely segiti a felhasznalokat a CHARMM-kompatibilis paraméterek, koztiik toltések,
kotések, szogek ¢€s torzios szogek megallapitasaban. Ezekhez az eszk6zokhoz a
mellékelt grafikus felhasznal6éi feliileten keresztiil lehet hozzaférni, ami nagyban
leegyszeriisiti az alapul szolgdld szamitasok beallitasat és elemzését. A beallitott
paraméterek QM szoftverhez keriilnek a kvantumos adatok megallapitasdhoz, majd
visszakeriilnek a ffTK-hez, ahol egy végs6 optimalizacié soran CHARMM36 erdtérrel

valnak kompatibilissé.

Gaussian 09. A Gaussian 09 (G09) elsésorban QM modellezésre hasznalt szoftver,
amely a ffTK-tal beéllitott adatok alapjan megéllapitja kvantumos szinten a toltéseket,

kotéseket, szogeket €s torzids szogeket. Az adatokat végiil a ffTK kompatibilissé teszi
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a CHARMM36 erotérrel. Az adatok alkalmassa valnak MD szimulaciokban valo

részvételre.

Nanoscale Molecular Dynamics. A Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD) egy
MD szimulaciéra szolgald szoftver, amely a Charm++ parhuzamos programozasi
modell segitségével késziilt. Hatékony parhuzamosithatdsdgarol ismert, és gyakran
feltilettel nem rendelkezik, parancssorbol indithatd. Kimeneti fajljai a VMD-szel

elemezhetdk.

Docking Server & Autodock Tools. Fehérje-ligandum dokkoldsra alkalmas
szoftverek. A Docking Server csak online érhet6 el, egy kdzponti szerveren fut, ezért
a nagy szamitési igényl dokkolasokat is gyorsabban és precizebben végzi, mint egy
hagyoményos PC-n futd szoftver. A bemeneti struktirak (enzim és ligand) a VMD-
bdl is szarmazhatnak, kimeneti fajljai pedig szintén megjelenithetdk és elemezhetdk a
VMD-szel, valamint elokészithetok MD szimulaciora a NAMD-szal.

Az Autodock szintén egy dokkold szoftver, azonban ezt nem hasznaltuk. Ennek
grafikus feliilete az Autodock Tools, amelyet a Docking Server altal generalt adatok

megjelenitéséhez hasznaltunk.

4.2. Az atrazin paramétereinek kiszdmitasa

Az er6tér kivalasztasa gyakran azon alapul, hogy az adott er6tér egyaltalan milyen
molekulakat képes kezelni. A CHARMM er6tér nem tartalmazza azokat az adatokat,
amelyeket additiv modon alkalmazni tudnank az ATZ molekuléra, ezért az erdtér
bdvitése sziikséges, hogy az j molekulat is kezelni tudja. Az optimalizalési eljarasnak
meg kell egyeznie azzal, amit az adott erétér (CHARMM) fejlesztéséhez hasznaltak.
A munka soran ezt a standard eljarast alkalmaztuk (BECKER et al. 2001).

A paraméterezési munkafolyamat a kdvetkezd Iépéseket és szamitasokat
tartalmazza: 1. Hianyzo LJ/vdW paraméterek hozzarendelése, 2. Geometria
optimalizalasa, 3. Viz kolcsOnhatési energia szamitdsa, 4. Toltések optimalizalasa, 5.
A potencidlis energia masodik derivaltjdnak szamitasa, 6. Kotések és szogek
optimalizalasa, 7. Torzids vizsgalat, 8. Torzios szogek optimalizalasa. Az ATZ
paraméterezését a VMD (v1.9.3) szoftver Molefacture (v1.3) és ffTK (vl.1)
bévitményei, valamint a NAMD (v2.12) segitségével végeztik (HUMPHREY et al.
1996, PHILLIPS et al. 2005, MAYNE et al. 2013). Az ffTK bemeneti QM adatait a

GO09 (Revision B.01) segitségével szamoltuk ki (FRISCH et al. 2009). Az ATZ 3D
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szerkezetét és a VMD-hez tartoz6 bemeneti fajljat az Avogadro (v1.1.1) programmal
allitottuk el6 (HANWELL et al. 2012). Az ATZ toltéseinek abrazolasat a VMD
Tachyon Parallel/Multiprocessor Ray Tracer nevii bdvitményével rendereltiik

(STONE 1998).

Hianyzo Lennard-Jones/van der Waals paraméterek hozzarendelése. A
Molefacture segitségével a nem polaros hidrogének parcidlis toltéseit +0,09-re
rogzitettik a CHARMM-erétérrel valdo kompatibilitds érdekében. Erre azért van
sziikség, mert a CHARMM esetében a hidrogéneket nem mindig abrazoljuk explicit
moddon, hanem inkabb gy kezeljiik 6ket, mint a nem-hidrogénatom részét, amelyhez
kovalensen kotddnek. Példaul egy metil-csoportot négy 6nallé atomként is lehet
kezelni (egy szén és harom hidrogén), vagy akar egyetlen atomként, a LJ/vdW
paramétereket és toltéseket pedig a hidrogének kihagyasanak figyelembevételével
modosithatjuk. Bar ez a megkozelités minden hidrogénre alkalmazhatd, jellemzden
csak a nem polaros (alifas és aromas) hidrogénekre alkalmazzuk; a H-kotéses
kolcsonhatasok szempontjabol fontos polaros hidrogének kiilon atomként vannak
jelen a rendszerben.

utan 6 kotés, 11 szdg, 11 torzids szog és 3 LI/vdW paraméter hianyzott. A redundans
adatokat nem vettiik figyelembe. A LJ/vdW paramétereket analogia utjan rendeltiik
hozza, a referencidkat szinttn a CHARMM236 topologiai és paraméteradataibol

kaptuk.

Geometria optimalizalasa. A G09 szamitasokat MP2/6-31G* elmélet-baziskészlet

kombinacioval végeztiik.

Viz Kkolcsonhatasi energia szamitasa. Az ATZ parcidlis toltéseinek
meghatarozasdhoz sziikséges a molekula vizkdlcsonhatasi helyeinek jellemzése
kétdimenzids optimalizalassal.

Minden parcialisan pozitiv toltésii atom kolcsonhatasba 1éphet a viz oxigénjével,
ezért azokat donornak, és minden parcidlisan negativ toltésti atom kdlcsonhatasba
Iéphet a viz hidrogénjeivel, ezért azokat akceptornak hataroztuk meg. Az egyetlen
kivételt az etil-amin és az izopropil-csoportok sp® szénatomjai jelentik, ahol a
vizmolekuldk megkdzelitését a veliik kotésben 1évd hidrogének akadalyozzak, ezért
ezeket a csoportokat nem vettiikk be az optimalizalasba. A QM szamitasokat HF/6-

31G* kombinacidval végeztiik.
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Toltések optimalizalasa. Az ATZ nettd toltését nullara allitottuk, és a nem polaris
hidrogének rogzitett toltéseit eltavolitottuk. Az optimalizalasi rutint addig ismételtiik,
amig két iteracios 1épés nem mutatott kiilonbséget, és a szerkezeti s a topologia fajlt

(PSF, TOP) frissitettiik a végleges toltések értékeivel.

A potencidlis energia masodik derivaltjanak szamitasa. A potencidlis energia
masodik derivaltjdnak szamitdsa hatékony moddszer a kotések és szogek mentén
bekdvetkezd torzulasokhoz kapcsolodo potencialis energiafeliilet rekonstrualasara.

A szamitast az ATZ kordbban mar optimalizalt geometridjara alkalmaztuk. Az
MP2/6-31G* szinten végeztiik el a frekvencidk szamitasat, a molekularis szimmetria

szamitason belili felhasznalasa nélkil.

Kotések és szogek optimalizalasa. A Geometry Weight értéket 1,0-ro6l 2,0-ra
allitottuk, az Angles-Eq. Deviation tiiréshatarat pedig 10,0-rdl 5,0-ra csokkentettiik.
Az els6 moddositas nagyobb sulyozast jelent, amely ahhoz kapcsolodik, hogy a
hagyomanyos mechanikaval optimalizalt geometria mennyire egyezik a QM-
optimalizalt geometriaval. Az utdbbi érték hatdrozza meg azt a kiiszobértéket, amely
alatt az eltérések mar nem jarulnak hozzé az objektiv fiiggvényhez. A tal szoros Eq.
Deviation kiiszobértékek altaldban nagy erdallandokat eredményeznek, igy az
észszerii kiiszobértékek kritikusak a megfelelden kozeli optimalizalt geometriak
elérése és a kornyezd potencialis energiafeliilet reprodukélasa kozotti kdlcsonhatés
kiegyenstlyozdsdhoz. Az iterdcibkat NAMD-szal végeztik, amig az értékek

konvergaltak egy minimumhoz.

Torzios vizsgalat. Mivel a ffTK kizarja a hidrogénekre végzddo torzids szogeket,
amikor az adatokat kozvetleniil a késziilében 1év0 paraméterfajlbol olvassa be, a
korabban talélt 11 torzios szoget kézzel adtuk hozza. A szkennelési intervallumokat
(+/-) 180°-ra, a 1épéskozt pedig 10°-ra allitottuk be, igy Osszesen 22 szkennelést
készitettiink el6 a QM szamitasokhoz (MP2/6-31G*).

Torzios szogek optimalizalasa. A paraméterezés utolsd fazisaban a GO09 altal
szolgaltatott adatokat a NAMD hagyomanyos mechanikai modszerével kell
finomitani, hogy a QM profilhoz illeszkedjenek. A torzidos szogek teljes leirdsdhoz
gyakran tobb olyan kifejezésre van sziikség, amelyek a megfeleld periodicitast (n) és

faziseltolodast (o) hordozzdk egy erdallando mellett (K).
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A bemeneti n ¢és o értekeket a CHARMMS36 analdg torzids paramétereibdl vettiik.
A finomitasi algoritmust ,,downhill-re, a toleranciaértéket pedig 0,0001-re allitottuk.
A folyamatot addig iteraltuk, amig a mechanikai profil kelléen kozel nem keriilt a QM

profilhoz.

4.3. Az atrazin és a lignin-peroxidaz interakcioinak vizsgalata

Az ATZ 3D modelljét és a szerkezet energiaminimalizalasat az Avogadro
programmal végeztiik. A dokkolési eljarast a Docking Server webes alkalmazéssal
végeztik (BIKADI és HAZAI 2009), az eredményeket pedig az Autodock Tools
(v1.5.6) segitségével elemeztik (MORRIS et al. 2009). Az alkalmazott
enzimszerkezetet az RCSB PDB adatbazisabol (PDB: 1B82) nyertiik 1,8 Angstrom
(A, 107'° m) felbontassal. Az enzim Phanerodontia chrysosporium organizmusbol
szarmazott és egy, a jelen munka szempontjabdl nem relevans R114A mutacidt
tartalmazott (BLODIG et al. 2001). A LiP MD szimulaci6éit a NAMD szoftverrel
végeztilk el a CHARMM36 erétérrel. Az ATZ CHARMM-kompatibilis paramétereit
a VMD szoftver ffTK bdvitményével és a G09 szoftverrel szdmoltuk ki a 4.2.
fejezetben mar ismertetett modon. A  képek renderelése a Tachyon

Parallel/Multiprocessor Ray Tracer és az Autodock Tools programokkal tortént.

El6készités dokkolasra. A hisztidineket protonaltuk (HSD forma; hisztidin
hidrogénnel a delta nitrogénen), az enzimszerkezetet (hemmel és két Ca®" ionnal)
szolvataltuk, a toltéseket semlegesitettiik, és a NaCl koncentraciot 0,15 mol dm-ra
(fiziologids érték) allitottuk be. Energiaminimalizalast 30 000 1épésig futtattunk
Conjugate Gradients modszerrel. Ez a modszer linearis (azaz Ax = b alaku)
egyenletrendszerek megoldasara alkalmas; a kerekitési hibdk miatt iteracids
modszernek tekintendd. A homérsékletet 288 K, 298 K és 308 K értékre allitottuk be,
hogy harom kiilonb6z6é konformert hozzunk 1étre. Ezutdn MD szimulaciét futtattunk
minden egyes minimalizilt szerkezeten 10 nanoszekundumig (ns, 10 s). A hidratalt
komplexek esetében jol hasznalhatd izoterm-izobar NPT-sokasagot (4llandd6 N
részecskeszam, P nyomas ¢és T homérséklet) alkalmaztuk periodikus
peremfeltételekkel (Periodic Boundary Conditions), amelyek egy praktikusan végtelen
nagy rendszert feltételeznek, hiszen az oldatban 1évé makromolekula koriil vakuum
van, azonban az oldatot mint elemi cellat vessziik figyelembe, ezaltal mégis
minimalizaljuk a feliileti hatdsokat, emellett részecskerdcsos Ewald-elektrosztatikat

(Particle Mesh Ewald Electrostatics) alkalmaztunk, 1 bar &llandd nyomadssal.
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ugy, hogy a nem kotd kdolcsonhatdsokat gyakorlatilag mind meg lehet tartani.
Régebben ugyanis az erdforrasok megtakaritasa érdekében a szdmitasokban nem
vették figyelembe a meghatarozott tavolsdgon tali atom-atom nem kotd
kolcsonhatasokat; a Particle Mesh Ewald hasznalata sziikségtelenné teszi ezt az
egyszerlsitést, azaz nincs tadvolsadg alapu csonkitds a nem-kotd kolcsonhatdsoknal
(DARDEN et al. 1993). A 10 ns hosszisadgu szimulaciok mindegyikébdl 1-1 olyan
szerkezetet valasztottunk ki, amelynek a ligandum hozzéaférési csatorndja nyitott

allapotban van. Ezek a konformerek voltak a dokkolési eljaras bemeneti struktirai.

Enzim-ligandum dokkolas. A dokkolas modszerével eldre jelezhetd egy adott
molekula (ligandum) affinitdsa/orientacioja egy masik (biopolimer) molekulahoz
(LENGAUER ¢és RAREY 1996). A pusztdn geometriai komplementaritasra alapul6
modszer esetén a ligandumot €s a fehérjét az alak, feliilet, oldhatosag alapjan értékelik,
ezek alapjan kovetkeztetnek, hogy a két struktirat van-e értelme egymasra dokkolni,
kompatibilisek-e egymassal. A modszer ugyan meglehetésen gyors, de nem veszi
figyelembe a komponensek dinamikus valtozasait, a konformacidé valtozasanak
hatésait a kotddésre. A konkrét szimuldcid esetén a fehérje és a ligandum el vannak
szepardlva egymastol, a dokkolés inditdsa utdn a ligandumnak meg kell taldlnia az
idealis konforméacids allapotot a célszekvencian beliil. Minden konformacios valtozas
utdn a szoftver kiszamolja az aktudlis allapot energidjat. A modszer joval
szamitasigényesebb, de ez a megkozelités kevésbé absztrakt, mint a geometriai alapt
(SHOICHET et al. 1992).

A dokkolashoz a LiP-nak csak az ,,A” alegységét hasznaltuk (a két alegység
azonos) olddszer nélkiil. A szimuléacids doboz (Simulation Box) kézéppontja a His82
aminosav volt, amely a ligandum hozzaférési csatornijanak bejarata, és a doboz
méretét 20 20 20 A-re allitottuk be. A LiP és az ATZ parcialis atomtdltéseit a
hagyomanyos  Gasteiger-modszerrel — szamoltuk ki, amely az  atomok
elektronegativitasat veszi figyelembe (GASTEIGER és MARSILI 1978). Minden LiP
konformer esetében a teljes dokkolasi folyamat 255 dokkolasi palyat tartalmazott. A
folyamat soran a LiP szerkezete merev maradt, csak az ATZ volt rugalmas, ezért volt
sziikséges korabban egy nyitott allapoti ligandum csatornat tartalmazo konformer

kivalasztasa.
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Molekuladinamikai finomitas és energetikai kiértékelés. A legnagyobb frekvencia
értékkel rendelkez6 dokkolasi eredményt valasztottuk ki, majd az ATZ-LiP komplexet
szolvataltuk és minimalizaltuk azonos koriilmények kozott. A komplexet 5 ns
hosszusagu MD szimuldcioval finomitottuk, ugyanazzal a hdmérsékleti értékkel és
beallitasokkal, amelyeket az adott konformer létrehozésa soran hasznaltunk, hogy
tanulmanyozzuk a stabilitasat. A kotési szabadenergiakat szolvatalt fazisban a NAMD
Energy bdvitmény segitségével szdmoltuk ki. A kotési szabadenergidk a vdW,
elektrosztatikus, polaris és nem poléris tagokbdl tevodnek 6ssze. Végiil az 5 ns-os
finomitas mellett egy 100 ns hossztit MD szimulaciot is végeztiink a kanonikus NV T-
sokasaggal (4llando N részecskeszam, V térfogat és T homérséklet), hogy némileg
tobb informaciot gyljtsiink az ATZ viselkedésérdl nagyobb iddskalan (ECKER és
FULOP 2018). A NVT-t csak egyfajta durva és gyors szimulacio céljabol alkalmaztuk;
nem igazan elterjedt, mivel nem teszi lehetdvé a rendszer szaméra a megfeleld
relaxaciot, és nem reprezental kisérleti koriilményeket. Mivel az NPT-sokasaggal
végzett 5 ns-os szimulacid ekkorra mar tisztazta, hogy az ATZ hogyan viselkedik az
enzim ligandum csatorndjaban, ezért ezt a 100 ns-os NVT szimulacidét mar csak egy

gyorsa(bba)n lefuttathato és konnyen kiértékelhetdé megerdsitésnek szantuk.

4.4. Biopolimerazok modellezése

Az adatbéazisokban vald kereséshez a kovetkezd keresOszavakat hasznaltuk:
polysaccharides, cellulose hemicellulose lignin biodegradation, modification,
immobilization, industry, O-glucosyl hydrolase, cellulase enzyme modeling, molecular
modeling, computation, cellulase modification, cellulose enzyme modification
modeling. A keresést OR (VAGY) és AND (ES) kifejezésekkel kombinaltuk. A
kereséseket 2020-ig végeztiik. A cikkeket €s az azokban szerepld hivatkozasokat is
attekintettiik. A fent kiemelt problémakor szempontjabol érdekesnek talalt cikkeket a
kovetkezd kategoridkba soroltuk: Poliszacharidok biologiai lebontdsa; Szubsztratok
mechanikai és fizikai-kémiai modositasa; Celluloz, hemicelluloz, lignin modositasa;
Enzimek modositasa; Enzimek immobilizalasa; Enzimek molekularis modellezése.
Ezekbdl a cikkekbél allitottuk ssze tanulmanyunkat (FULOP és ECKER 2020), hogy
megvizsgaljuk az extracellularis enzimek modellalapt médositasanak és a raciondlis
tervezésiik alkalmazasanak elterjedtségét a hagyomanyos modszerekkel szemben.

A tanulmanyban szerepld adatok alapjan az aldbbi enzim-ligandum dokkolasokat

végeztiik el azon célbol, hogy eredményeik alapjan felvazolhassuk az extracellularis
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enzimekkel kapcsolatos kutatdsok tovabbi lehetdségeit: egy korabban mar
tanulmanyozott (FULOP et al. 1996, FULOP és PONYI 1997) Cellulomonas sp.
CelB7 cellulaz katalitikus doménjére dokkoltunk kiilon-kiilon egy celluloz és egy
lignin részletet, egy xylandz (PDB: 1J01) (WILLIAMS et al. 2000) katalitikus
doménjére kiilon-kiilon egy xylan és egy lignin részletet, egy mannandz (PDB: 2X2Y)
(HEKMAT et al. 2010) aktiv centrumara kiilon-kiilon egy mannan és egy lignin
részletet, valamint az ATZ-nal kapcsolatos munkédban mar hasznélt LiP-ra (PDB:
1B82) (BLODIG et al. 2001) kiilon-kiilon egy lignin és egy celluldz részletet. A
dokkolasok soran az enzim mindkét alegysége jelen volt. A dokkolasokat a Patch Dock

programmal végeztiik el (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al. 2005).

4.5. Modellezés a biolizemanyagok eldallitasaban

Szemléltetésképpen elkészitettiik a 11. abran lathatd atészteresitéses reakcio
energiaminimalizdcidoval nyert modelljét. Van perspektiva azon megkozelitésben,
hogy biolizemanyagokat részben vagy egészben olyan enzimekkel allitsunk eld,
amelyeket eldzetesen molekulamodellezéssel optimalizaltunk, majd csak ezutidn

szintetizaltunk.
H,C-OH + B — H,C-O + BH*
25 72 2
R—C-O-R + O-CH,—> R1—C|::9-R — R—C-0-CH, + R-0O

O—CH,
R-O + BH* —> R-OH + B
11. abra. A metanolizis reakcié mechanizmusa. A katalizator altal az alkoholbol képzett

alkoxidion nukleofil szubsztiticioval kapcsolodik az észter karbonil-csoportjahoz. A

tetraéderes koztitermék atrendezddésébdl metil-észter és a megfeleld anion keletkezik.
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5. Eredmények ¢és azok megbesz¢lése

5.1. Az atrazin CHARMM36-kompatibilis paraméterei

A MD szdmitdsok soran a CHARMM36 erdtér altal beolvasott konkrét
paramétereket négy fajl tartalmazza: PDB (atrazin.pdb), szerkezet (atrazin.psf),
topologia  (atrazin.top) ¢és ~ CHARMMB36-kompatibilis  paraméter  fajl
(par_charmm36_atrazine.par). Ezeket a fajlokat szabadon elérhet6vé tettiik (ECKER
2016) és a tartalmuk elérheté az M4-M7. mellékletekben.

Hianyzo Lennard-Jones/van der Waals paraméterek hozzarendelése. A
paraméterek keresztellendrzése soran 3 LI/vdW paraméter hianyzott: egy C2 (sp*-
hibridallapotti szén), C3 (sp’-hibridallapotii szén) és egy Npl (sp>-hibridallapot
nitrogén harom masik atomhoz kotédve, formalisan semleges) tipust. A hozzarendelt
paramétereket (1. tdblazat) a CHARMM36 er6tér topoldgiai és paraméteradataibol
nyertiik.

1. tablazat. Az atrazin hianyzé Lennard-Jones/van der Waals paramétereinek
hozzéarendelése. Az € érték a potencidlgddor mélysége kcal mol!-ban, Ruin pedig az a
tavolsag, ahol a potencidl eléri a minimumot A-ban. Az 1-4 kdlcsdnhatisok a végatomok
kozott értendok, amelyek részt vesznek egy-egy torzids szog kialakitasaban (lasd Lennard-

Jones-potencial).

Tipus € Rmin/2 g, 1-4 Rmin/2, 1-4
C2 -0,04 2,1
C3 -0,078 2,04 -0,01 1,9
Npl -0,07 1,98

A C2 tipust 2 vagy 3 nitrogén kozott elhelyezkedd 6 taghi gyliriiben 1€v0 aromas
szénnek, az egyikhez kétszeres kotéssel kotddve; a C3 tipust sp’-hibridallapoti
szénnek, az Npl tipust pedig semleges nitrogénnek jeloltiik, az ATZ-t aromés aminnak

tekintve.

Toltések optimalizalasa. Az ATZ atomjai toltéseinek értékei megtaldlhatok a PSF
fajlban, valamint az M5. mellékletben, és vizualisan is hangsulyozza dket a 12. 4bra.
Az 1,3,5-triazin gylirli szénatomjai és N2-je rendelkeznek a legnagyobb abszolut

értéki toltésekkel (2. tablazat).
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12. dbra. Az atrazin atomjainak parcialis toltései. A szinek intenzitasa az atomok toltéseinek
abszolut értékével ardnyos. A pozitiv toltések kek, a negativ toltések piros szintiek. Az 1,3,5-

triazin gylrd atomjait szimbolumaik és szamaik is jelolik.

2. tablazat. Az atrazin parcialis toltéseinek értékei. Az 1,3,5-triazin gytir{i szénatomjai és

N2-je rendelkeznek a legnagyobb abszolut értéki toltésekkel.

Atom Toltés
C1 0,405
NI -0,244
C2 0,401
N2 -0,759
C3 0,483
N3 -0,190

Ha megallapitjuk az ATZ s-triazin gytirijének parcialis toltéseit egy polimerek
modellezésére mar nem alkalmas erétérrel pl. MMFF94 (HALGREN 1996 a, b, ¢, d,
e) vagy MMFF94s (HALGREN 1999), akkor szimmetrikus toltéseloszlast kapunk, és
egy nagyon kicsi pozitiv toltésértéket, ha dsszeadjuk a gylirli atomjainak toltését,
ugyanis ezek a programok egy egyszeriibb matematikai modellel dolgoznak. Ennél az
ATZ modellnél is egy nagyon kicsit pozitiv toltést mutat a gytirti (0,096), de az atomok
kozotti toltéskiilonbségek nem olyan szimmetrikusak. Az egyszerlibb erdterek és
szoftverek ezeket a kiillonbségeket nem is veszik figyelembe, egyszertien kiatlagoljak
Oket, ez viszont ronthatja az adott mérés pontossagat, mert az atomi szintli

kolcsonhatasokat torzitja.

Torziés szogek optimalizalasa. Az atlagos négyzetes eltérés gyoke (Root Mean
Square Deviation, RMSD; a variancia négyzetgyoke) értéke az els6 optimalizalas utan

0,446; a végso (5.) optimalizalas utan pedig 0,225 volt. Az RMSD a modell altal
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megjosolt értekek és a megfigyelt értékek kozotti kiillonbségek gyakran hasznalt
mérdszama; az eldre jelzett és megfigyelt értékek kozotti kiilonbségek masodik
mintavételi pontjanak négyzetgyokét vagy e kiillonbségek négyzetes atlagat jelenti. A
végsO finomitas eredménydiagramja (13. dbra) megfeleld illeszkedést mutat a QM

céladatokhoz.
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13. abra. Az atrazin torzios szogeinek végleges illesztési adatai. A végsd finomitas
eredménye (r05, kék) jo illeszkedést mutat a kvantumkémiai céladatok profiljahoz (QME,
fekete), de két maximum esetében az illeszkedés nem tokéletes. A tokéletlenség oka nem
hatarozhat6é meg, de hatasa elhanyagolhato: a két konformer energiatartalma a
molekuladinamikai szimulaciok soran valamivel alacsonyabb lesz, mintha az illesztés

tokéletes lenne.

5.2. Az atrazin — lignin-peroxidaz komplex dinamikéja

Az enzim-ligandum dokkolas értékelése. A harom ATZ-LiP komplex energetikai
adatait a 3. tablazat foglalja 0ssze. A negativ értékek olyan energiafelszabadulast
jeleznek, amely termodinamikailag kedvezd abban az értelemben, hogy az ATZ beépiil
a His82 kornyezetébe (14. abra). Minden konformer esetében az ATZ kotddése a LiP
célhelyéhez termodinamikailag kedvezd, de a gyakorisagi érték csak 16% és 10% 288
K, illetve 308 K hémérsékleten. Ezen komplexek kialakulédsanak a valdszintisége tehat
alacsony. (A termodinamikailag kedvezdtlen adatokhoz automatikusan alacsony

frekvenciaértékeket rendel a Docking Server.)
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3. tablazat. Az atrazin — lignin-peroxidaz dokkolasi eredmény legjobb helyezést elért adatainak dsszefoglalasa. A homérsékleteket Kelvinben, az energiakat kcal

mol!-ben adtuk meg. A frekvencia az azonos geometriat eredményezd dokkolasok ardnya, és az adott eredmény valosziniiségének tekintendd. A nagyobb frekvencia

megbizhatobb eredményt jelent, és specifikusabb kotédésre utal.

o

308 -5,40 -5,93 -0,03 -5,96 10% 541,415




14. abra. A [298 K] atrazin — lignin-peroxidaz komplex szerkezete a dokkolasi eljaras utan. A komplexet (A) a komponensek molekularis feliilete szemlélteti. A

lignin-peroxidaz aminosavak parcialis t6ltései pirossal (negativ) és kékkel (pozitiv), a beépiilt atrazin zélddel van kiemelve. A kdlcsonhatasba 1€p6 oldallancokat (B)
palcikamodellek abrazoljak; Wireframe abrazolasmodiu gombok jelolik a kolcsonhatasban részt vevo aminosavak atomjait. A gdmbok méretét az olvasd szemétol

val6 tavolsaguk hatarozza meg.
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A 298 K-en létrehozott LiP konformer esetében a frekvencia 53%, ezért ez volt az 5
ns-os finomitasi folyamat bemeneti szerkezete, a komplex stabilitdsanak és az ATZ
kolcsonhatasanak tanulméanyozésara a ligandum csatorna aminosavaival.

Az ATZ és a LiP kolcsonhato oldallancainak aminosavai kozotti fehérje-ligandum
kolesonhatasok a kovetkezd kategoéridkba sorolhatok: H-kotés, polaros, hidrofob és

egy¢b (4. tablazat).

4. tablazat. Az [298 K] atrazin — lignin-peroxidaz komplex dokkolasanak kolcsonhatasi
energiai kcal mol'-ben. *Az aminosav a ligandum hozzaférési csatorna része. "A

kolesonhatasok tipusa nem meghatarozhato.

H-kotések Polaros Hidroféb Egyéb®
GLN2222 HIS822 PRO147 ASN221
(-1,1768) (-0,6902) (-0,7052) (-0,8759)
VAL184* ILE&5? PHE1482
(-1,1032) (-0,1785) (-0,2982)
ASP1832
(1,8798)

Az Asp183 Ca karbonil-csoportja H-kotéseken keresztiil érintkezik az ATZ izopropil-
amin nitrogénjével. A Ca karbonil-csoport oxigénje és az s-triazin gyliri 1-es szamu
nitrogénje kozott is van egy meghatarozatlan kapcsolat. E két atom kozotti tavolsag
minddssze 2,68 A. Mivel a nitrogén és az oxigén kozott nincs kdzvetlen kapcsolat, és
mindkét atom negativ parcidlis atomtoltéssel rendelkezik, ezért ez az dallapot

energetikailag kedvezdtlen, és egy teljesen dinamikus rendszerben nem maradhat fenn.

A dokkolasi komplex szerkezeti stabilitasa. A ligandum csatorna aminosavak Ca
RMSD értékei és az ATZ minimalizalasa azt mutatta, hogy a kiindulési szerkezet — a
[298 K] dokkolasi komplex — nem volt optimalis allapotban. A 30 000 1épés elegendd
volt ahhoz, hogy a komplex elérje a relaxalt allapotot. A minimalis RMSD érték 0,040
A volt, a maximalis érték 1,490 A. A rendszer 29,55 pikoszekundum (ps, 10°'? s) alatt
érte el a maximalis értéket, és koriilbeliil 20 ps utan a rendszer mar relaxalt allapotban
volt. Mivel a LiP teljesen rigid volt a dokkoldsi eljaras soran, a dokkolads és a
minimalizalt komplex kozotti szerkezeti kiilonbség (15. abra) azt jelzi, hogy egy
teljesen dinamikus rendszerben a t0 allapot kedvezotlen. A t1 allapot egy relaxalt
allapot, de mivel a t1 komplex az energiaminimalizalas eredménye, ahol az atomok
nem rendelkeznek kinetikus energiaval, a kdvetkeztetéseket csak a MD altal kapott

eredményekbdl lehet levonni.
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dt =30 000 lépés

15. abra. A [298 K] komplex dokkolés utani allapota (A) és szerkezete 30 000 Iépéses energiaminimalizalas utan, oldoszer nélkiil (B). A ligandum csatorna és az
atrazint alkot6é aminosavak Quick Surf abrazolassal piros €s zold szinnel vannak kiemelve. Az enzim tobbi része New Cartoon abrazoléssal és a masodlagos
szerkezetet hangsilyozo szinezéssel van kiemelve. Az a-hélixeket lila szinnel, a B-lemezeket sargaval, a 3-10 hélixeket kékkel, a kanyarokat (turn) ciankékkel, a
csavarokat (coil) pedig fehérrel szineztiik. A ligandum csatorna aminosavak atrazinnal alkotott komplexének felbontasat szandékosan csokkentettiik, hogy

hangsulyozzuk a t0 és t1 allapotok kozotti szerkezeti kiilonbséget, és az aminosavakat az attekinthetéség érdekében nem jeldltiik.

46



A ligandum csatorna viselkedése atrazin jelenlétében. A LiP ligandum csatorna
aminosavainak fluktudcidja és deformacioja vizes oldatban egy ismert jelenség,
amelyet Gerini és munkatarsai (2003) irtak le. A csatorna a kristalyszerkezethez képest
figyelemre méltod torzulasokat mutat még egy 150 ps hosszu MD szimulacio sorédn is
(16. ébra). A ligandum csatorna aminosavainak ilyen gyors konformacids valtozésai
jellemzéek a LiP-re, amikor a csatorna kornyezetében nincs jelen potencidlis
szubsztrat vagy egyéb, kisméretli molekula. Bizonyos molekuldk jelenlétében (pl.
veratril-alkohol, amely a LiP enzim természetes szubsztratja) a megfigyelt jelenségek
a ligandum ¢és a ligandum csatorna aminosavak kozott kialakult kiilonb6zo
kolcsonhatasoknak megfelelden eltérdek lehetnek (GERINI et al. 2003).

Az ATZ jelenlétében a csatorna fluktudcioja rovid 1d6 alatt csokken, és a finomito
(5 ns) MD szimulacié utols6 150 ps-ja jelentdsen alacsonyabb RMSD-értékeket mutat

a kiilonb6z6 1d6skalakbol szarmazo adatokhoz képest (17. abra).
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16. abra. A lignin-peroxidaz ligandum csatorna aminosavainak szerkezeti valtozasai egy
150 ps hosszu molekuladinamikai szimulacio soran. A kiindulasi pont (A) az enzim
szolvatalt és minimalizalt kristalyszerkezete. A szerkezeti kiilonbség 50 ps utan lathato (B);
az aminosavak kozelebb keriiltek egymashoz, de 150 ps utan (D) a csatorna allapota a
kiindulasi szerkezethez hasonlo. Az A és B kozott végbemeno valtozas egy zaroszekvencia
kezdeteként értelmezhetd, a C-D allapotok pedig a folyamatos nyitdszekvencia pillanatai. A
csatornat alkoté aminosavak s6tét narancssarga szinnel, Quick Surf abrazolassal lathatoéak. A
felbontasukat szandékosan csdkkentettiik, hogy hangstlyozzuk a konformacios valtozasokat

a négy allapot kdzott.
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17. abra. A ligandum-csatorna fluktudcidja atrazin jelenlétében kiilonboz6 id6skalakon. A referencia (kék) a lignin-peroxidaz 150 ps hosszusagu molekuladinamikai
szimulacioja volt atrazin nélkiil. Az ingadozas egyértelmiien kimutathaté volt a 150 ps-os szimulacio soran. A masik szerkezet, amely atrazin tartalmu volt, mar az
elsd 150 ps alatt is kevésbé jelentds fluktuaciot mutat, és csak enyhe fluktuciot az 5 ns szimulacid hatralévé részében. A 0-150 (piros) és a 151-300 (z61d) ps
intervallumokban csak minimalisan csokkent a csatorna fluktuacioja. A folyamat utolso6 4,85-5 ns (lila) jelentdsen alacsonyabb értékei azonban egyértelmiien jelzik,

hogy atrazin jelenlétében az aminosavak fluktuacidja kis szerkezeti kiilonbségekkel valtozik az allapotok kdzott.
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Mivel a ligandum csatorna aminosavainak gyors konformacids valtozasai ATZ
hidnyadban egyértelmiien kimutathatok voltak (16. abra), az ATZ nélkili MD
szimulacio elsd 150 ps-at hasznaltuk referenciaként. Az ATZ jelenlétében a finomités
elsd 150 ps-a kevés kiilonbséget mutat, és a 151-300 ps intervallum értékei a teljes
tartomanyban egyértelmiien alacsonyabbak a referencianal. Koriilbeliil 80 ps utan ezek
a valtozasok tobbnyire az elsd 150 ps értékei alatt maradnak (M2. melléklet). Az ATZ-
LiP komplex végallapotanak vizualizacidja (18. abra) megerdsiti, hogy az ATZ
molekula nem jut el a csatorndn keresztiil a hemet tartalmaz6 aktiv centrumba, mert a
ligandumot az enyhén fluktudlod ligandum csatorna aminosavai veszik koriil (18.A
abra). Ez az aktiv centrumnak a ligandumtdl valé sztérikus akadalyozéasat okozza. A
ligandum csatorna aminosavak zsugorodasa rovid id6 alatt (ps skéalan) kovetkezik be
ATZ jelenlétében, és ez az enyhe fluktuacio 4-5 ns alatt stabilan fennmarad. Az ATZ
¢s a hem vaz relativ helyzete (18.B abra) azt mutatja, hogy csak az ATZ hidroféb

1zopropil-amin csoportja ¢és a hem néhany oldalldnca orientalodik egymas felé.
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18. abra. A [298 K] atrazin — lignin-peroxidaz komplex végso allapota az 5 ns-os, finomit6 szimulacid utan. (A) Az atrazin stabilan integralodik a ligandum csatorna

aminosavai kozé, ezért nem tud atjutni a csatornan. A csatornat alkoté aminosavak Quick Surf abrazolassal vannak kiemelve. A ligandum csatorna aminosavak

crer

olyan csoportja, amely atjut a csatornan, igy az atrazin nem tud kdlcsonhatasba 1épni a hem vazzal. Az atrazin és a hem Licorice abrazolasban lathatoak. A szinezés

az atomtipusok alapjan tortént. A hét, csatornat alkoté aminosavat szines vonalakkal abrazoltuk.
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A szubsztratok a LiP felszini Trpl71 aminosavanak kozvetitésével torténd
elektronatvitel utjan oxidalodhatnak, amely hipotézis azon a megfigyelésen alapul,
hogy ezen aminosav mutacioja a veratril-alkohol oxidaciojaval szembeni enzimatikus
aktivitas elvesztéséhez vezetett. A mutansok azonban tovabbra is képesek voltak két
olyan szubsztrat, a 2,2'-azinobisz(3-etil-benzotiazol-6-szulfonat) és a 4-[(3,5-difluor-
4-hidroxifenil)azo]benzol-szulfonsav oxidacidjara, amelyek a veratril-alkoholhoz
képest alacsonyabb redoxpotenciallal rendelkeztek, ahogyan az ATZ is
(CHOINOWSKI et al. 1999, BLODIG et al. 2001, GERINI et al. 2003). A Trpl71
hianyéban a LiP még mindig képes katalizalni a reakcidkat, de a ligandum csatornan
keresztiil a hem pereme ¢és a ligandum kozotti kozvetlen kapcsolat elengedhetetlen. A
Trp171 pontos funkcidja nem teljesen tisztazott, mivel ez az enzim rigid teriilete, és a
W171A mutacidé nem okoz relevans szerkezeti valtozast (GERINI et al. 2003). Merev
karaktere alapjan nem valoszinli, hogy a Trpl71-es teriilet kompetitiv ligandum
csatornaként mitkddhet.

Az energiaadatok (19. abra) azt sugalljak, hogy a ligandum csatorna aminosavainak
csokkent fluktuacioja ATZ jelenlétében a kedvezd kolcsonhatdsoknak ¢és az
aminosavak ¢s a ligandum kozotti stabil kontaktusnak koszonhetd. Az 5 ns hosszi
szimulacid utolsé 150 ps-dnak energiaeredményei azt mutatjadk, hogy a komplex
egyensulyi allapotban van, ugyanis az energiaértékek a teljes tartomanyban negativak

(M3. melléklet).
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19. abra. A ligandum csatorna aminosavak atrazinnal alkotott komplexének nem ko6t

kolcsonhatasainak energiatartalma (kcal mol™) kiilonboz6 id6skalakon. Az elektrosztatikus

(kék) és van der Waals (piros) energiak dsszege jelenti a komplex teljes nem koto energiajat

(z61d). Lathato, hogy kozvetleniil a minimalizalas utan a 0-150 és 150-300 ps

intervallumokban (A, B) a rendszer magasabb energiatartalommal rendelkezik, az 5 ns-os

szimulacio utolsé 150 ps-a (C) azt mutatja, hogy a rendszer stabil, egyensulyi allapotba

keriilt.

A szamitott kotési szabadenergidk (AGoind) megerdsitik, hogy az ATZ képes

beépiilni a ligandum csatorna kérnyezetébe, azonban a MD utols6 150 ps-dban a kotési

szabadenergiak lassan emelkedd tendencidja figyelheté meg. Emellett az ATZ és a

hem vaz kozott a AGbina bizonyos iddpontokban pozitiv értéket mutat; ezek az

eredmények energetikailag kedvezdtlen és atmeneti kapcsolatra utalnak (20. dbra).
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20. abra. Az atrazin és a ligandum csatorna (kék) aminosavai kozotti kotodes energetikailag kedvezd. Az atrazin-hem kotési szabadenergiak (piros) szamitasa

révén tobb pozitiv értéket is kimutattunk (az értékek abrazolva), ami kedvezdtlen, atmeneti kapcsolatra utal.
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A tovabbi, 100 ns hosszu MD szimulaci6 azt mutatja, hogy 5,6-5,7 ns utan az ATZ
és a ligandum csatorna kozotti kapcsolatok kezdenek felbomlani. A szimulacio
vizualizacioja és RMSD értékei egyértelmiien jelzik, hogy a ligandum integralodéasa
csak atmeneti jelenség. Az ATZ parcidlis atomtoltései egy ideiglenes ATZ-csatorna
komplexet hoznak létre, de az enzim kinetikus energidja az ATZ izopropil-amin
csoportjaval kolcsonhatasba 1ép6 néhany hem oldallanc atombol szarmazo
kedvezotlen kolcsonhatasokkal egyiitt rovid 1d6 alatt legydzi ezeket a hatasokat, ezért
az ATZ nem tudja elérni a hem peremét. Az ATZ kiszorulhat a csatornébdl, és az
enzim visszatér eredeti allapotaba, a ligandum csatorna aminosavainak fluktualasaval,
valamint a nyitott €s zart dllapotok periodikus valtakozéasaval (21. dbra). A 100 ns alatt

az enzim masodlagos szerkezete mar nem valtozott jelentdsen.
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21. abra. A tovabbi 100 ns-os szimulacid RMSD-értékei (fent) egyértelmiien azt mutatjak,
hogy a ligandum csatorna aminosavak kinetikus energiaja képes legy6zni az atrazin parcialis
atomtoltéseinek stabilizalo hatasat. Miutan az atrazin eltavolitasra keriil a csatornabdl, a
csatorna fluktuacioja gyorsan novekszik, és az enzim visszatér eredeti allapotaba. Az atrazin

végso allapotat (lent) is megjelenitettiik.

A ligandum csatorna hdrom aminosavanak van a legjelentésebb hatasa az ATZ
hozzaférhetetlenségére: Phel48, Aspl83 ¢és GIn222. A Phel48 fenil-csoportja
kolesonhatéasba 1€p az s-triazin gylrii delokalizalt elektronrendszerével. Az Asp183
karboxil-csoportjdnak  szénatomja 0,62 parcialis toltéssel rendelkezik, és
kolcsonhatasba 1€p az s-triazin gytirti N1 atomjaval, amelynek parcialis toltése -0,759.

A GIn222 amino-csoportjanak hidrogénjei 0,32, illetve 0,30 parcialis toltéssel

56



rendelkeznek. Ezek az atomok az s-triazin gytrti N1, N2, N3 ¢s Cl atomjaival 1épnek
kolesonhatéasba, amelyek parcidlis toltései -0,759, -0,244, -0,19, illetve -0,26.

Fontos megjegyezni, hogy az ATZ delokalizalt s-triazin gylirtijében [évo
szénatomok ¢€s az 1-es szamu nitrogén korabban kiszamitott parcialis atomtoltései a
vegylilet tobbi atomjahoz képest jelentdsen magasabb abszolut értékeket mutatnak
(C1: 0,405, C2: 0,401, C3: 0,483, N1: -0,759) (12. abra, 2. tablazat). A beépitett ATZ
helyzete (18. 4bra) arra utal, hogy ezek a delokalizalt elektronrendszer éltal generalt
parcialis toltések lehetséges korlatozod tényezok, €s feleldsek lehetnek a ligandum

hozzaférhetetlenségéért.

5.3. Biopolimerazok ¢s molekulamodellezés

Cellulazok. A novényi sejtfalban talalhatdé biopolimerek harom f6 csoportra
oszthatok: celluloz, hemicelluloz és lignin. Ezek szoros 6sszekapcsolodasa teszi olyan

nehézzé a biomassza hasznositasat.

22. abra. A Cellulomonas sp. CelB7 cellulaz katalitikus doménjének (A) és CBM-jének (B)

masodlagos szerkezete, Cartoon abrazolasi moddal megjelenitve.

Az éltalunk hasznalt baktérium torzset (Cellulomonas sp.) ugy valasztottuk ki, hogy
ebben a baktériumban a biopolimerek bontasdhoz sziikséges enzimek jO része
megtalalhato, igy konnyebben nyomon tudtuk kovetni a kiilonb6zd enzimek 3D
szerkezetét és hasonldsagait is. Elsének egy kordbban mér tanulmanyozott (FULOP et
al. 1996, FULOP és PONYI 1997) cellulaz katalitikus doménjét és CBM-jét
hasznaltuk fel a modellezésre. Ezek 3D szerkezete lathat6 a 22. dbran.

A kétféle domén alapvetden kiilonbozik egymastol. A katalitikus doménben

els6sorban a-hélix részek talalhatok, mig a CBM-ben inkabb a B-lemez szerkezet
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domindl. Ez altalanossagban igaz mas O-glikozil hidroldzok kot és katalitikus
doménjeire is. A cellul6z lebontasaban szamos mas enzim is részt vesz a cellulazokon
kiviil, tobbek kozott — a teljesség igénye nélkiil — kiilonféle B-glikanazok, [-
gliikozidazok és cellobiohidrolazok is. A cellulazok igen fontosak a biomassza
azokat, hogy a katalitikus domén aktiv centruma elvégezhesse a katalizist (23. abra).
A cellulaz katalitikus doménjének egy cellulaz-részlettel alkotott komplexének
modellje a 23. dbran lathat6. A ligandum az enzim azon részébe illeszkedik, ahol a
hidrolizisben fontos szerepet jatszd, mar korabban leirt Asp255 és Glu87 aminosavak
talalhatok (SAHARAY et al. 2010).

A cellulazok tevékenysége folytan a keletkezo kisebb oligomerek sokszor gatoljak
(AGRAWAL et al. 2021) az enzim tovabbi miikodését azaltal, hogy ezek a kisebb

fragmentumok kotddnek az enzimhez (23. 4bra), ezaltal gatolva annak miikodését.
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23. abra. A Cellulomonas sp. CelB7 cellulaz katalitikus doménjének egy celluloz-részlettel alkotott dokkolasi komplexe két kiillonbdzé nézépontbol (A, B). A

ligandum (celluloz-részlet) az aktiv centrumba illeszkedik, és kitolti azt.
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A lignin nagyobb koncentracioban gatolja a cellulaz miikodését (BOTELLA et al.
2005), ezt a tényt tobb esetben is kimutattak (BERLIN et al. 2006). Modellezéssel
igazoltuk azt, hogy a lignin képes kapcsolddni (24. abra) a Cellulomonas sp. CelB7
celluldz katalitikus doménjéhez bizonyos esetekben. A kapott dokkolasi eredmények
kisebb mértékben mutattdk ezt a kapcsolodast, igy ez igazolhatja azt, hogy a lignin
kevéssé gatolja a cellulaz miikodését, vagy nagy koncentracio kell ahhoz, hogy a lignin

szamottevden gatolhassa a cellulaz enzimet.

24. abra. A Cellulomonas sp. CelB7 cellulaz katalitikus doménjének egy lignin-részlettel
alkotott dokkolasi komplexe. A lignin-részlet az aktiv centrumhoz kapcsolodik, ezzel

megakadalyozhatja a cellulaz mikodését.

Jol lathato a 24. abran, hogy a lignin a celluldz aktiv centrumaban talalhatd, és ott
képes megkotddni. Egyeldre errdl a kotéserdsségrol kevés informacionk van és arrol
1s, hogy mennyi ideig talalhat6 az aktiv centrumban. Gyakorlati kisérletekkel lehetne
eldonteni, hogy a lignin csak egyszeriien egy kompetitiv inhibitor vagy tartdsan gatolja

is az enzim mukodését.
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Xylanazok. A biopolimerek lebontasdban szerepet jatsz6 masik fontos enzimcsoportot
a kiilonb6zd xylanazok alkotjak. A xylandzok a hemicelluléz xylan részeint bontjak le
kiilonb6z6 mdédon. A xylogliikan oldallancok a hemicellulézban jelentds részek, igy a

xylanazok fontos enzimek a biomassza lebontasaban.

25. abra. Cellulomonas fimi xylanaz (PDB: 1J01) katalitikus doménjének masodlagos

szerkezete, két kiilonb6z6 nézépontbol (A, B), Cartoon abrazolasi moddal megjelenitve.

A 25. dbran megfigyelhetd, hogy a xylanaz enzim katalitikus doménje is els6sorban a-
hélix mésodlagos szerkezeti elemeket tartalmaz. Mas mikroorganizmusok esetében is
hasonlé eredményre jutottak (MUHAMMAD et al. 2020). Sok hasonlosag van a
celluldzok és a xylanazok kozott, ez tulajdonsagaikban is megmutatkozik. A modellen
jol lathat6 a xylanaz enzim egy xylan-részlettel alkotott dokkolasi komplexe (26. abra).
Ez igen hasonlit a cellulaz hasonl6 komplexére. Talan ez magyardzza azt a tényt, hogy
a cellulaz enzimek kozott talalhato tobb olyan is, melynek van xylanaz aktivitasa is. A
cellulolitikus és a hemicellulolitikus enzimek kozott vizsgaltak az egylittmikodés
lehetdségét (ROSS et al. 1992), és kimutattak a kdlcsonds szinergizmust.

A Cellulomonas fimi xylanaz katalitikus doménje erds affinitast mutat a ligninnel
szemben (27. &bra). Ezt szintén kimutattuk enzim-ligandum dokkolassal. A modell
nagy hasonlosagot mutat a celluldz ligninhez valo kotddéséhez, mely nem meglepd,

hiszen sok cellulaznak van xylandz aktivitasa is.
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26. abra. A Cellulomonas fimi xylanaz (PDB: 1J01) katalitikus doménjének egy xylan-részlettel alkotott dokkolasi komplexe két kiilonb6z6 nézdpontbol (A, B).
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A kapcsolat részben az enzimeknek (celluldz és xylanaz) a lignin feliiletére valo
adszorpciojaval magyarazhatd, de a kotddés részletes mechanizmusai még mindig
kevéssé ismertek, a kolcsonhatasok mogott meghuzodd mechanizmusok tovabbra is

tisztazatlanok (KELLOCK et al. 2017, LI és ZHENG 2017).

27. abra. A Cellulomonas fimi xylanaz (PDB: 1J01) katalitikus doménjének egy lignin-
részlettel alkotott dokkolasi komplexe. A lignin-részlet hozzakapcsolodik az aktiv

centrumhoz, és ezzel megakadalyozhatja az enzim miikodését.

A cellulazok és xylanazok nem specifikus adszorpcidja a ligninhez
megakaddlyozza a biomassza enzimatikus 4atalakitdsat. A szamitdsok azt mutatjdk,
hogy a negativan toltott feliilettel rendelkezd cellulaz és xylanaz csdkkentheti a lignin
altali gatlast. Lehetséges olyan nagy aktivitasi cellulazok és xylandzok eldallitasa,
amelyek ellenéllnak a lignin altal kozvetitett inaktivalasnak, bar tovabbi munkara van

szlikség ezen probléma megértés¢hez (WHITEHEAD et al. 2017).
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Mannanazok. A mannanok szintén a hemicellul6zok kozé tartoznak. A mannanazok
a hemicellul6z ramnogalakturonan részeihez oldallancként kapcsolddé mannopiranéz
oligomerek lebontdsaban vesznek részt. A mannanazok monomer ¢és dimer formaban
1s megtalalhatok (28. dbra). A mannanaz-mannéz dokkolasi komplex tobbféle is lehet
(29. ébra), attol fliggden, hogy a mannan a monomer enzimhez vagy a dimer enzimhez
kapcsolodik. A 28. és 29. abrakon megtfigyelhetd, hogy a mannanaz enzim tartalmaz
egy katalitikus és egy szubsztratkotd részt is. A dokkolési komplex az eddig targyalt
tobbi enzim-szubsztrat kapcsolathoz hasonloan stabil és alkalmas lehet a szubsztrat

bontasara.

28. abra. A Cellulomonas fimi endo-béta-1,4-mannanaz (PDB: 2X2Y) masodlagos

szerkezete monomer (A) és homodimer (B) allapotban, Cartoon abrazolasi moddal

megjelenitve.

A xylanaz és a mannanaz kozott szinergikus hatést irtak le (VARNAI et al. 2011).
Ennek ellenére a két enzim kevéssé hasonlit egymasra (25. és 28. abra), igy a
kooperativ miikddésiikre ez aligha lehet magyarézat.

A hemicellulozokkal és azok lebontasaban szerepld idaig ismertetett enzimekkel
nem meriilnek ki a lehetdségek. Az eddig targyaltakon kiviil a hemicellulozban a
teljesség igénye nélkiil vannak még gliikko-piranozid, galakto-piranozid, ramno-
piranozid ¢és arabino-furanozid oldallancok is. A gélszerli pektin foként
galakturonsavbol all6 heteropoliszacharid — tobb ponton is kapcsoldédik a
hemicellul6zokhoz. Az ezen oldallancok lebontasdban szerepld tovabbi enzimek is
igen sokrétiiek. A hemicelluléozok és hemicelluldzok véltozatossaga, valamint azok

modellezése egy késobbi tennivald lesz, amely kihivasokkal teli feladatok el¢é allithat.
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29. abra. A Cellulomonas fimi endo-béta-1,4-mannanaz (PDB: 2X2Y) egy mannan-részlettel alkotott dokkolasi komplexe két kiilonbdzé nézépontbol. Monomer
enzim ¢és mannan (A) és homodimer enzim és mannan (B) kapcsolata. Mindkét esetben a ligandum (mannan) az aktiv centrumba illeszkedik, és kitolti azt.
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Szinte semmilyen irodalmi hivatkozds nincs arra vonatkozodan, hogy a lignin-
mannandz kapcsolat 1étezik-e, és milyen hatasai vannak. Sikeriilt modellezni ezt a
kapcsolatot (30. abra). Jol lathat6 az abran, hogy a lignin-részlet milyen jol illeszkedik
a mannanaz aktiv centrumahoz, bar a kdlcsonhatas jellege még nem teljesen tisztazott,

¢s tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

30. abra. A Cellulomonas fimi endo-béta-1,4-mannanaz (PDB: 2X2Y) egy lignin-részlettel
alkotott dokkolasi komplexe. A lignin-részlet hozzakotddik az aktiv centrumhoz, és ezzel

blokkolhatja az enzim mukodését.

Beszamoltak arrdl, hogy a vizoldhatd (kis molekulatomegii) lignin fokozza az
enzimatikus emészthetdség sebességét, azonban a lignin-enzim kdolcsonhatés
katalitikus mechanizmusa tovabbra is megfoghatatlan (LI et al. 2022). Ebben nyujthat
segitséget a molekulamodellezés is (24., 27. és 30. abra), mely talan magyarazatot
adhat a jelenségre. A lignin negativ hatasainak mérséklése érdekében kiterjedt
kutatdsokat végeztek a lignin-enzim kdlcsonhatdsok alapveté mechanizmusainak
feltarasara, hogy olyan technolédgidkat fejlesszenek ki, amelyek lekiizdhetik a lignin

enzimatikus hidrolizisre gyakorolt negativ hatasait (LI ¢s ZHENG 2017).
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Lignin-peroxidazok. A biopolimerek harmadik csoportjat a lignin alkotja. A LiP-t az
un. fehérrothadast (fehér korhasztd) okoz6 gombak termelik. Katalizalja a veratril-
alkohol oxidacigjat, valamint a lignin lebomlasat, és akadalyozza a lignin
depolimerizaciojat is. (Megjegyzés: a barna korhasztd gombdak bontjdk a faban 1évo
cellulozt és hemicellulozt. A celluldzt és hemicellulozt hidrogén-peroxiddal (H20»)
bontjak le, igy nem keletkeznek szacharidok, nincs hasznosulés, csak oxidacio).

A 31. ébrén lathato a LiP enzim 3D modellje; a két monomer azonos, igy alkotnak
homodimert. J6I latszik az, hogy mindkét monomer tartalmaz egy-egy hem vazat, igy
ezeket az enzimeket hem-peroxidazoknak nevezik, amelyek H»O»-t igényelnek

oxidansként.

31. abra. A Phanerodontia chrysosporium lignin-peroxidaz (PDB: 1B82) masodlagos

szerkezete. Az enzim homodimer allapotban van jelen, Cartoon abrazolasi moddal

megjelenitve.

A LiP enzim mindkét alegységének egy lignin-részlettel alkotott komplexének
modellje a 32. abran lathato. A ligandum a két alegység koz¢ illeszkedik. Felmertil
annak lehetdsége, hogy mindkét (azonos szekvencidju) alegység jelenléte sziikséges
lehet a lignin felismeréséhez és lebontdsdhoz — ennek megallapitdsdhoz tovabbi
mérések sziikségesek.

Rendkiviil savas koriilmények kozott a LiP nem katalizal megfeleléen. Azonban,
ha kicserélik a LiP hem vazat a mangan-peroxiddzban 1évd vazra, Ggy a katalitikus

hatékonysag jelentésen megné (PHAM et al. 2018).
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32. abra. A Phanerodontia chrysosporium lignin-peroxidaz (PDB: 1B82) egy lignin-részlettel alkotott dokkolasi komplexe. A lignin-részlet a két alegység kozé

illeszkedik, felismerhet6 az 1-1 hem vaz az alegységekben.
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Ha mar vizsgéltuk a lignin cellulazra torténd hatasat, akkor megprobaltuk a celluldz
LiP-ra gyakorolt hatidsat is modellezni. Meglepddve tapasztaltuk, hogy Ilétezik
valamilyen kapcsolat a celluloz és a LiP kozott (33. 4bra). A celluloz az esetek
tobbségében a LiP homodimer nem katalitikus helyére kotédott (33 A. dbra), de néhany
esetben a celluloz az aktiv centrum kozelében kacsolddott az enzimhez (33B. dbra).
Ha nem is kapcsolodik a celluldz szorosan az aktiv centrumhoz, képes lehet a lignin

kapcsolodasat részlegesen vagy teljesen megakadalyozni.

33. abra. A Phanerodontia chrysosporium lignin peroxidaz (PDB: 1B82) egy cellul6z-
részlettel alkotott dokkolasi komplexe. A celluloz-részlet nem kotodik hozza az aktiv

centrumhoz (A); a celluloz-részlet hozzakotddik az aktiv centrumhoz (B).

Ez ajelenség teljesen U, nem irtak le hasonl6 eredményt. Ezt a molekulamodellezés
tette lehetové. Természetesen ezt a gyakorlatban is igazolni kell, sok kisérletet kell
végezni ahhoz, hogy ezt pontosan le lehessen irni. Mindenesetre a modellezés mutatja

azt, hogy milyen 0j lehetdségek rejlenek ebben a mddszerben.
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Késébbi kutatasaink egyik célja annak felderitése, hogy véletlenszera
aminosavcserék okoznak-e eltéro térszerkezetet, valamint az eltérd térszerkezet okoz-
e az enzim aktivitdsaban, szubsztratkotd képességében eltéréseket, és ezeket meg
tudjuk-e molekuléris szinten magyarazni. Emellett érdekes lenne megvizsgalni, hogy
a lignin jelenléte miért okozza a cellulazok (és mas hidrolazok) jelentds részének
aktivitas-csokkenését (HAARMEYER et al. 2017). Ha sikeriilne véletlen aminosav-
cserékkel hatékonyabb celluldzokat eldallitani, azzal lehetségessé valna, hogy a lignin-

celluldz interakciokrodl is tobbet tudjunk meg.

Uj lehetéségek feltarasa. A biomassza ujrahasznositisa manapsag nemcsak azért
nélkiilozhetetlen, mert a fosszilis energiaforrasok fokozatosan kimeriilnek, hanem
mert csokkenteni kell a novekvd energiafelhasznalds okozta kornyezetszennyezést.
Cikkiink a jelenleg hasznalatos ndvényi biomassza-feldolgozasi modszerek
eredményeit kivanja attekinteni. Célunk volt a jelenleg nem hasznalt, de publikalt
modszerek attekintése is. Feltartuk a biomassza ujrahasznositasaban alkalmazhat6 1j
modszereket és az enzimek modellezését felhaszndlva az jabb lehetdségeit. Ennek az
attekintésnek az eredményei szinte minden terlileten megddbbentdek. Eldrelépés
tortént a biomassza eldkezelésében, valamint a felhasznalt enzimek sokféleségében és
alkalmazaséban. Viszont a molekularis modellezés alapjan torténd fejlodésben nagyon
kevés eldrelépés tortént. Szintén minimalis az eldrelépés a meglévd enzimek
modositasdban, a biomassza feldolgozasa soran a megvaltozott mikdédés és a
kornyezeti feltételekhez vald alkalmazkodas érdekében (FULOP és ECKER 2020).
Alig van olyan publikdci6, amelyben molekuldris modellezési technikakat
alkalmaznanak az enzimmiikodés modositasra, javitdsara és az enzimek kiilonféle
kornyezeti feltételekhez valo adaptalasara. Véleményiink szerint a modern szamitasi,
biokémiai és biotechnologiai modszerek segitségével hatékonyabb és biomassza-
feldolgozasra alkalmas enzimek céliranyos tervezése lenne lehetséges.

A kozelmultban vizsgalt és alkalmazott modszerekkel egyiitt feltartuk a ndovényi
szerkezeti biomassza hasznositisanak leglijabb lehetdségeit, eredményeit (FULOP és
ECKER 2020). Minden teriileten tortént elérelépés, és ez a teriilet folyamatos fejlodést
mutat. Uj fizikai és kémiai modszereket fejlesztettek ki a biomassza elékezelésére,
amelyek a biomassza anyagok hatékonyabb kinyerését eredményezhetik. A
mikroorganizmusokban taldlhato enzimek széles skalajat izolaltak és hasznaltak fel a
biomassza feldolgozasdban. Tanulméanyoztdk az enzimek miikddési mechanizmusat,

emellett 4j ¢és hatékonyabb modszereket fejlesztettek ki. Véleményiink szerint van
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néhany olyan teriilet, ahol az utobbi idében kevesebb fejlodés tortént. Ezek kozé
tartozik a meglévd enzimek tulajdonsadgainak megvaltoztatasa racionalis tervezéssel,
amely a  szerkezetmodellezésen, MD  szimulacidkon, enzim-szubsztrat
kolcsonhatasokon és virtualis mutagenezisen alapul.

Kiaknazatlan ¢és oriasi lehetdségek vannak olyan modositott enzimek eldallitasara,
amelyek hatékonyabban miikodnek a biomassza feldolgozasahoz hasznalt ipari
koriilmények kozott (FULOP és ECKER 2020). Az enzimek racionalis modositasaval
jelentdsen novelheté a biomassza atalakitasanak, az enzimek vagy a folyamatok
hatékonysaga. Fizikai, kémiai, biokémiai, biotechnologiai és molekularis bioldgiai
modszerek allnak rendelkezésre az enzimek fehérje oldallancainak modositasara a
biomassza hatékonyabb hasznositasa érdekében, amelyek jobban megfelelnek az
alkalmazott technikdknak.

E moédszerek széles korti alkalmazasaval tovabbi fejlodés varhatd ezen a teriileten,
¢s csak tamogatni lehet, hogy in silico modellezéssel, a molekuldk virtudlis
modositasaval, molekularis szimulaciokkal vizsgéaljdk az enzimek miikodését
kiilonboz8 kornyezeti és/vagy ipari koriilmények kozott (FULOP és ECKER 2020).
Ez segitené az eddig alkalmazott ipari biomassza hasznositasi modszerek fejlesztését
anélkiil, hogy a modszert kellene megvaltoztatni, csupan az adott enzimeket kellene
ugy modositani, hogy azok az adott koriilmények kozott hatékonyabban miikddjenek,
igy novelve a termelékenységet €s csokkentve a kdltségeket.

A biomassza feldolgozasdhoz jelenleg hasznalt enzimek javitdsara szamos
lehetdség van. A szamitogépes tervezési és modellezési technikék felhasznalhatok az
enzimek modositdsdra, hogy azok az adott fizikai-kémiai koriilmények kozott
hatékonyabban mikodjenek. Az enzimek mikodésének ¢és a katalitikus
koriilményeknek a tanulmanyozasaval az enzim szerkezetének a tényleges miivelethez
jobban illeszkedd modositasaval lehet beavatkozni a kémiai reakciokba (FULOP és
ECKER 2020). Ehhez ismerni kell az alkalmazott enzimatikus folyamatokat, és
szamitogépes modellezéssel €s tervezéssel modositani kell az enzimek mitkodését a
jobb felhasznalas reményében.

A poliszacharidokat lebontd enzimek gyakran kapcsolodnak a glikozilacioval, az
N- és O-kotésti glikdnokhoz, amelyek szerepe csak részben ismert. A glikanok
befolyasolhatjdk az enzimek kritikus tulajdonsagait: az N-glikozilacio javitja a
termikus és proteolitikus stabilitast, az O-glikozilaci6 a proteolitikus stabilitds mellett

javitja a CBM-kotési affinitast s stabilitast, de jelenlétiik nem feltétlentil befolyasolja
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a katalitikus aktivitdst (AMORE et al. 2017). A glikozilalt cellulazok modellezése
javithatja ismereteinket a glikanok kiilonbdzd funkcio6irol.

Chung és munkatérsai (2019) leirtak egy glikozilalt cellulazt, amelyben foként
galaktdz-diszacharidokat lehetett taldlni. Ez a glikozilacié dramaian befolyésolta az
oldhatatlan szubsztratok hidrolizisét, a proteolitikus ¢€s termikus stabilitast, és
sziikségesnek bizonyult ahhoz, hogy ez az enzim zord kdrnyezetben, tobbek kozott
ipari kornyezetben is miikodjon (CHUNG et al. 2019). Megjegyzendd, hogy az
immobilizalt cellulaz-polimetakrilat részecskék a szabad cellulazhoz képest kivalo

pH-adaptalhatésagot mutatnak (CHAN et al. 2019).

5.4. A modellezett metanolizis

A 34. abran lathato egy atészterezéses reakcio modellje. Az ilyen reakciot katalizalo
lipaz enzimek esetében szintén felmeriil a molekulamodellezés-alapu fejlesztések
lehetésége. A triacilglicerol lipaz példaul egyarant megtalalhat6 allatokban,
novényekben, gombakban és baktériumokban. A triglicerideket digliceridekre, majd
monogliceridekre és szabad zsirsavakra hidrolizélja. Az enzim vizben jol oldddik, és
az olajcseppek felszinén fejti ki hatasat. Az aktiv helyhez valdé hozzaférést egy un.
fedél nyitasa szabalyozza, amely, ha zarva van, elrejti az aktiv helyet koriilvevo
hidroféb feliiletet. A fedél akkor nyilik ki, amikor az enzim olaj-viz hatarfeliilettel

érintkezik (hatarfeliileti aktivacio) (CHANDRA et al. 2020).

72



34. abra. A baziskatalizalt reakciotipus energiaminimalizalt allapota. A: nukleofil tdmadas
egy alkoxiddal. B: Tetraéderes koztes termék. C: Tavozo csoport eltavolitasa. A
megjelenités az in. golyo & palcika (Ball & Stick) abrazolassal tortént, a szinek az
atomtipusokat jelolik, a Wireframe abrazolasmodi gombok pedig az atomok és

atomcsoportok van der Waals feliileteit abrazoljak.

Lehetdség lenne — a cellulazokhoz és lignindzokhoz hasonléan — aminosavak
lecserélésére az enzim relevans pontjain, majd az igy kapott (mutédns) modellek valtozo
kornyezeti feltételek (pH, hdmérséklet, nyomas) kozotti tesztelésére. Amennyiben a
szimulaciok eredménye alapjan az adott moddositasok egy vagy tobb nagyobb
aktivitasti enzimvaltozatot eredményeznek, amelyek a 34. dbran lathatd reakciot
gyorsabban, konnyebben eldallithato koriilmények kozott tudjak katalizalni, gy mar
célzottan tudnank szintézissel 1étrehozni ezeket az enzimpopulaciokat (DANCS et al.

2022).
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6. Kovetkeztetések €s javaslatok

Az atrazin kvantumkémiai paraméterei. A legtobb publikdcio a Param Chem
webszerverrdl szarmazo paraméterekre hivatkozik, amely egy olyan forrds, amely
kizarélag analogian alapul6d kezdeti paraméterekhez vald hozzaférést tesz lehetové. A
probléma az, hogy ezek az eredmények tartalmaznak egy ugynevezett biintetdpontot
(penalty score), mivel a feltoltott ligandumok csak a CHARMM Adltaldnos erdtérrel
(CgenFF) vannak Osszevetve, ezért tovabbi szamitasok lennének sziikségesek a
paraméterek finomitasdhoz az 1) kémiai kontextusban. Ebben a munkaban az
analogian alapul6 adatmennyiség a harom nem ko6t6 paraméterre korlatozodik, az ATZ
keriilt, (beleértve a CgenFF-et is), a tobbi kimeneti szdmadat pedig preciz
optimalizaciés mddszerek és QM szamitasok eredménye.

sziikséges teljes paraméterkészlet. A sziikséges adatokat négy, szabadon hozzaférhetd
fajlba integraltuk (ECKER 2016): atrazine.pdb, atrazine.psf, atrazine.top ¢és

par_charmm36_atrazine.par.

A lignin-peroxidaz és az atrazin osszeférhetetlensége. Az enzim képes kiilonb6z6
xenobiotikumok lebontdsara, de a katalizishez sziikséges enzim-szubsztrat
kapcsolatok nem teljesen ismertek. Mivel a LiP nem képes az ATZ lebontasara, a
molekularis szintli kdlcsonhatdsok leirdsa jobb megértést adhat a ligandum csatorna
szerkezet-funkcid kapcsolatarol, valamint az egyes ligandumok hozzéaférhetdségét
meghataroz6 vagy korlatozé tényezokrél. Az enzim-ligandum dokkolds eredményei
alapjan az ATZ energetikailag kedvezd poziciot taldlhat a ligandum csatorna
aminosavainak kornyezetében, bar ezen komplexek kialakuldsdnak matematikai
valdszinlisége nem jelentds (10%, 16% és 53%-os gyakorisdgi értékek harom
kiilonb6zé homérsékleten). Az ATZ-LiP komplex 5 ns-os MD szimulacioja soran a
legjobb dokkolasi eredménnyel (53%-0s gyakorisag 298 K hdmérsékleten) az ATZ
integralodott az aminosavak kozé, és nem tudott atjutni a csatornan. Ez a jelenség
némileg ellentmond annak, hogy a kisméretli szubsztratoknak szabad hozzaférésiik
van a hem fel¢é (GERINI et al. 2003), amikor a csatorna nyitott allapota
konformécioban van (CAO et al. 1998). Az ATZ delokalizalt heterociklusos s-triazin
gylriijének parcialis atomtoltései stabil enzim-ligandum komplexet hozhatnak 1étre,

¢s ez lehet a magyaréazata az ATZ hozzéaférhetetlenségének.
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Mivel az ATZ képes kotédni azokhoz az aminosavakhoz, amelyek a
szubsztratoknak az aktiv centrum felé valé hozzaférését biztositjak, fontos kérdés,
hogy ez a kotddés atmenetileg befolyasolja-e az enzimaktivitast. Ha az ATZ képes
inhibitorként viselkedni az egyes szubsztratok esetében, akkor az ilyen kisérleti
eredmények azt bizonyitandk, hogy az in silico megkozelitésiink helyesen irja le a
jelenséget, ezért ez a tovabbi vizsgalataink terepe. Eredményeink arra utalnak, hogy
az atomok kinetikus energidja akar elegendd is lehet ahhoz, hogy az ATZ-t eltavolitsa
a csatornabol, ez a lehetséges jelenség egy masik vizsgalat targyat képezheti. Emellett
a ligandum csatorna teljes funkciojat is fel lehetne térképezni, és meg lehetne
magyarazni. Ismét megjegyezziik, hogy a LiP-nak két oxidacios helye van (DOYLE
et al. 1998, CHOINOWSKI et al. 1999), de a kozotik 1évo kapcsolat még nem

tisztazott.

Enzimek célzott modositasa a biomassza hatékonyabb feldolgozasa érdekében.
Levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy igen kevés szakcikk foglalkozik az
extracellularis enzimek molekulamodellezéssel torténd tervezésével. Ugyan a
modszerek rendelkezésre allnak, de ez a terlilet még egyaltalan nem tekinthetd
bejaratottnak. Tovabbi kutatasaink szempontjabol elsddleges annak feltarasa, hogy
véletlen aminosav-cserékkel lehetséges-e hatékonyabb celluldzokat eldallitani, ezzel
Osszefliggden pedig a ligninnek mint a cellulazok egyik inhibitoranak az enzimgatlast
kivaltd konkrét mechanizmusanak a minél pontosabb leirdsa. Az eddig elvégzett
dokkoléasok alapjan valoban megalapozott, hogy a lignin képes a cellulazok és
xylandzok miikodését gatolni, emellett Ugy tiinik, létezik lignin-mannanaz
kolcsonhatés, soét, celluloz — lignin-peroxidaz kolcsdnhatas is — ez utdbbi szintén
érdekes, késobbi kutatds alapja lehet, hiszen lehet, hogy ennek is van hatasa az

enzimaktivitasra.

Bioiizemanyagok eldallitasa. Ugyan még nagyon kezdeti fazisban van, de azért mar
egyértelmiien latszik annak lehetésége, hogy a molekulamodellezéssel kapott
eredményeket felhasznaljuk példaul bioetanol és biodizel hatékonyabb eldallitasara.
Ezen biolizemanyagok szintézisét szintén végezhetik enzimek, azonban ezek
felhasznalasa egyeldre koltséges €s lassu. Jol megvalasztott modszerekkel lehetOség
lenne arra, hogy célzottan tervezziink hatékonyabb és gyorsabb enzimeket, aztan
ezeket szimuldlt koriilmények kozott leteszteljiik, majd végiil csak a céljainknak

legmegfeleldbbeket expresszaltassuk, illetve allitsuk eld.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1. Kvantumkémiai szamitdsokkal sikeriilt megallapitanunk az atrazin nevid,
fotoszintézisre hatd herbicid parcialis toltéseit, kdtéshosszait és -szogeit, valamint a
torzios szogeket. A kapott értékeket aztan visszaforditottuk a hagyoméanyos mechanika
nyelvére, ¢és elsdként allitottuk elé az atrazin CHARMM36 erdtérrel kompatibilis
paramétereit, amelyek joval pontosabb értékek, mint a hagyomanyos, analdgian
alapuldé paraméterek. Az atrazint igy mar fel lehet hasznalni molekuladinamikai
szimulaciokban, fehérje-ligandum, enzim-ligandum ¢és egyéb interakciok atomi szintli

tanulmanyozésara.

2. Enzim-ligandum dokkoléassal megallapitottuk, hogy az atrazin kétédése a lignin-
peroxiddz ligandum csatorndjdhoz termodinamikailag kedvezd, azonban némileg
hémérséklet-fliggd és a csatorna nyitott allapota esetén is az atrazin lehetséges
konformacidinak csak kisebb része jelent megfeleld orientaciot. Molekuladinamikai
szimulacioval és szamitasokkal elsdként kimutattuk, hogy az atrazin jelenléte a lignin-
csokkenti. Ezen fluktuaciok a kisméretli, potencidlis szubsztratok esetében
elengedhetetlenek a szubsztratnak az aktiv centrumhoz vald tovabbitdsdban. Ezzel
magyardzatot adtunk az atrazinnak a lignin-peroxiddz aktiv centrumahoz vald
hozzaférhetetlenségére. Az atrazin — lignin-peroxiddz komplex interakcidinak
energetikai kiértékelésével leirtuk, hogy az enzim és az atrazin oldalarél melyek azok
a kolcsonhatasok, amelyek magyarazatot adnak a hozzaférhetetlenségre.
Megallapitottuk, hogy az atrazin s-triazin gytriijének delokalizalt elektronrendszere
okozza a lignin-peroxidaz csatorndjanak drasztikus fluktuacid-csokkenését. Ezzel

magyarazatot adtunk a csatorna miikoddképességének csokkenésére/megsziinésére.

3. Molekulamodellezés segitségével igazoltuk, hogy a lignin nagyobb
koncentracioban valoban gatolhatja a cellulazok ¢és a xylandzok muikodését.
Modellezéssel sikeriilt els6ként megéllapitani, hogy létezik lignin-mannanaz
kapcsolat, igy az enzimgatlas ebben az esetben is fennallhat. Modellezés segitségével
elséként irtuk le, hogy a celluléz oligomer bizonyos koriilmények esetén képes lehet

gatolni a lignin-peroxidaz mukodését.

4. Egy atfogo, attekintd tanulméanyt publikdltunk a legmodernebb biomassza-
hasznositd technikdkrol. Megallapitottuk, hogy a molekulamodellezésen ¢és

enzimmaodositason alapuldé modszertan még kevésse elterjedt.
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8. Osszefoglalas

Az enzimek szerkezet-funkcid kapcsolatainak pontos leirdsdban ma mar
nélkiilozhetetlen segitséget nyljtanak a molekulamodellezés kiillonb6z6 mddszerei. A
klasszikus mechanikan tal lehetdség van kvantumkémiai-kvantummechanikai
modszerek alkalmazasara is. Utobbiak elénye, hogy pontosabb adatokat szolgéltatnak,
hatranyuk viszont, hogy rendkiviil szamitasigényesek, ezért (egyeldre) csak kisméretii
(kb. 100 atom) molekulak viselkedése modellezhetd veliik. A nagyméretli
biopolimerek tulajdonsagainak vizsgalatara a hagyomanyos, gyakorlatilag a newtoni
mozgasegyenleteken alapuld mddszerek a megfeleléek. A két modszertan kdzott van
atjarads, ugyanis a kvantumkémiai modszerekkel leirt, kisméreti molekuldk
paraméterei beépithetdek egy olyan matematikai modellbe, amely képes ezeket
kezelni a klasszikus mechanika szintjén. Ezeket nevezziik erStereknek. Igy
lehetdséglink van példaul fehérjék (enzimek) és bioldgiailag aktiv hatdanyagok
(ligandumok) interakcidinak tanulméanyozasara.

Kutatdsaim soran az atrazin herbicid €s a lignin-peroxidaz extracellularis enzim
interakcidit vizsgaltam abbol a célbdl, hogy tobbet tudjak meg ezen nem
szubsztratspecifikus enzim szerkezet-funkcié kapcsolatairdl. Emellett feliilvizsgéaltam
¢s attekintettem a jelenleg alkalmazott névényi biomassza-feldolgozasi modszerek
eredményeit. Célom volt az is, hogy attekintsem azokat a modszereket, amelyeket
ugyan publikéltak, azonban jelenleg mégsem hasznalnak, valamint egyéb, a
biomassza-feldolgozasban szintén fontos extracellularis enzimek (cellulaz, mannanaz,
xylandz) affinitasat is megvizsgaltam lignin és celluléz szubsztratokhoz.

Szamos olyan szintetikus, bioldgiailag aktiv molekula létezik, amelyeknek a
polimer-méretli biomolekuldkkal valdé kolcsonhatasait részben molekuladinamikai
vizsgalatokkal le lehet irni. A szimuléacid elvégzéséhez sziikséges paraméterek
rendelkezésre allnak a biomolekuldk (fehérjék, nukleinsavak, lipidek és szénhidratok)
¢s szamos mas, biologiai jelentdségli kisméretli vegyiilet esetében. Nem
paraméterezett molekuldk esetében a  paraméterkészletek kvantumkémiai
modszerekkel szamolhatok.

A II. fotorendszert gatldo gyomirtdszer, az atrazin optimalizalt geometriajat, van der
Waals, toltés-, kotés-, szog- és torzids paramétereit kvantumkémiai modszerekkel
kiszamitottuk és egy CHARMM36 erdtérrel kompatibilis paraméterfajlba integraltuk.
A fajl (PAR) a koordinatdkkal (PDB), a struktaraval (PSF) és a topologiaval (TOP)

egylitt szabadon hozzaférhetd, és ezzel a négyféle adattipussal az atrazin a CHARMM-
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alapti molekuladinamikai szimulaciok részévé valhat, igy a biomolekulakkal valo
kolcsonhatésai is tanulmanyozhatok. A paraméterezés eredménye egy olyan atrazin
modell lett (ECKER 2016), amely reélisabban viselkedik azon korabbi modellekhez
képest, amelyek adatait kizardlag analogia és kiilonb6z6 adatbazisokkal vald
keresztellendrzések alapjan allapitottak meg.

Vizsgalatok megallapitottak, hogy a Phanerochaete chrysosporium, fehérrothadast
okoz6 gomba képes az atrazin biologiai lebontdsara széles specifitasti enzimeivel, de
a biokatalizatorok konkrét szerepe még mindig nem teljesen tisztdzott. A lignin-
peroxidaz esetében az aktiv hem kofaktorhoz kapcsolddé ligandum csatorna biztositja
a potencidlis, kisméretli szubsztratok szamara az aktiv centrumhoz val6 hozzaférést. A
kisérleti eredmények azt mutatjdk, hogy a lignin-peroxiddz nem képes az atrazin
lebontésara, ezért elsédleges célunk annak megallapitasa volt, hogy van-e 0sszefiiggés
az enzim szerkezeti és dinamikai tulajdonsagai €s az atrazin lebontdsara valo
képtelensége kdzott.

Az enzim-ligand dokkolds és a molekuladinamikai vizsgalat eredményei
korrelalnak a vonatkozo, publikalt NMR ¢s molekuladinamikai adatokkal, és valaszt
adnak arra, hogy a lignin-peroxiddz miért nem bontja le az atrazint, amit mar szamos
szerz§ kisérleti modszerekkel korabban megallapitott. Az atrazin delokalizalt
elektronrendszerii s-triazin gytiriije a parcialis toltésein keresztiil olyan kapcsolatot
alakit ki az enzim un. ligandum csatornajaval (azon aminosavak, amelyek a
szubsztratokat tovabbitjak az aktiv centrum felé¢), hogy lecsokken annak fluktuacioja,
ezért az atrazin nem lesz képes hozzaférni a hem pereméhez. Sikertilt igazolnunk, hogy
az észlelt jelenség arra utal, hogy a ligandumok kis mérete 6nmagaban nem elegendd
feltétel az aktiv centrumhoz valé hozzaféréshez. Fizikokémiai tulajdonsagaik
befolyasoljak a ligandum csatorna szerkezetének viselkedését (ECKER és FULOP
2018).

Az elvégzett munkat kdvetden logikus 1épés lenne annak megvizsgélasa, hogy az
atrazin integracioja a ligandum csatorna aminosavai kozé befolydsolja-e az enzim
aktivitasat. Ez azért kiilondsen érdekes, mert ismeretes, hogy a lignin-peroxidaz
rendelkezik egy maésik aktiv centrummal is, amely feltételezhetéen funkciondlisan
Ossze van kotve (elektrontranszfer) a hem vazzal. A kettd kozotti relaciorol — egyben
az egész enzim mikdodésérol — talan tobbet megtudhatnank, ha az egyik aktivitasat
sikeriilne befolyasolni, €és ez alapjan vizsgalnank a masik aktiv hely viselkedését.

A celluldz, mannandz és xylanaz lehetséges kolcsonhatasai celluloz és lignin

oligomerekkel — az elvégzett enzim-ligandum dokkoldsok eredményei alapjan — azt
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mutatjak, hogy a lignin nagyobb koncentracidban valoban gatolhatja a cellulazok és a
xylandzok miikddését. Valoszinti, hogy létezik valamilyen lignin-mannanaz kapcsolat
is, amely szintén akdr az enzimgatlast is befolyasolhatja. Mindenképpen érdekes és
némileg varatlan tapasztalat, hogy a cellul6z oligomer bizonyos koriilmények esetén
képes gatolni a lignin-peroxidaz mitkodését.

Az enzimek molekulamodellezéssel torténd céliranyos modositasaval kapcsolatos
eredmények ¢és trendek utan kutatva rendkiviil széleskoriien feldolgoztuk a
szakirodalmat, ezt kiilon publikaltuk is (FULOP és ECKER 2020). Ezen éttekintésiink
eredményei szinte minden teriileten zavarba ejtoek. A biomassza eldkezelése, valamint
a felhasznalt enzimek sokfélesége és alkalmazdsa terén nyilvanvaldan fejlédés tortént.
A molekulamodellezés teriiletén azonban nagyon kevés eldrelépés tapasztalhato,
legalabbis, ami a meglévd enzimek modositasat illeti, a biomassza feldolgozasa sordn
a megvaltozott funkcid és a kornyezeti feltételekhez valo alkalmazkodas érdekében.

Hasonlo a helyzet a szintén rendkiviil perspektivikus bioilizemanyag-eléallitas
terén, ahol szintén lenne lehetdség szamitdgépes tervezésre. Nagyon alacsony az olyan
publikaciok mennyisége, amelyekben molekularis modellezési technikékat
alkalmaznak az enzimek mukodésének javitasa és a kiilonbozd kornyezeti
feltételekhez valo alkalmazkodas érdekében.

Véleménylink szerint a modern szdmitasi, biokémiai és biotechnologiai modszerek
alkalmazasa lehetdvé tenné olyan enzimek célzott tervezését, amelyek hatékonyabbak

¢s alkalmasabbak a biomassza feldolgozasara.
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9. Summary

Molecular modelling methods are now indispensable in accurately describing the
structure-function relationships of enzymes. In addition to classical mechanics, it is
also possible to apply quantum chemical-quantum mechanical methods. The latter
have the advantage of providing more accurate data but have the disadvantage of being
extremely demanding with regard to computational power and can therefore (for the
time being) only be used to model the behaviour of small molecules (about 100 atoms).
Traditional methods, based on Newtonian equations of motion, are the most
appropriate for studying the properties of large biopolymers. The two methodologies
are interoperable, since the parameters of small molecules described by quantum
chemistry can be incorporated into a mathematical model that can handle them at the
level of classical mechanics. These are called force fields. This allows us, for example,
to study the interactions between proteins (enzymes) and biologically active
substances (ligands).

The interactions of the herbicide atrazine with the extracellular enzyme lignin
peroxidase have been investigated to learn more about the structure-function
relationships of this non-substrate-specific enzyme. I also reviewed the results of
currently used plant biomass processing methods. I also aimed to review methods that
have been published but are not currently used.

There are several synthetic biologically active molecules whose interactions with
polymer-scale biomolecules can be partially described by molecular dynamics studies.
The parameters needed to perform simulations are available for biomolecules
(proteins, nucleic acids, lipids and carbohydrates) and many other small-scale
compounds of biological relevance. For non-parameterised molecules, parameter sets
can be calculated using quantum mechanical-quantum chemical methods.

The optimized geometry, van der Waals, charge, bonding, angular and torsional
parameters of atrazine, a photosystem II inhibitor, were calculated by quantum
chemical methods and integrated into a CHARMM36 force-field compatible
parameter file. The file (PAR), together with the coordinates (PDB), structure (PSF)
and topology (TOP), is freely accessible and with these four types of data, atrazine can
be included in CHARMM-based molecular dynamics simulations, allowing its
interactions with biomolecules to be studied. The result of the parameterization is an

atrazine model (ECKER 2016) that behaves more realistically than previous models
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whose data were determined solely by analogy and cross-checking with different
databases.

Studies have shown that the white rot fungus Phanerochaete chrysosporium is
capable of biodegrading atrazine with enzymes of broad specificity, but the specific
role of biocatalysts is still not fully understood. In the case of lignin peroxidase, the
ligand channel linked to the active hem cofactor provides access to the active site for
potential small substrates. Experimental results indicate that lignin peroxidase is
unable to degrade atrazine, and our primary objective was to determine whether there
is a correlation between the structural and dynamic properties of the enzyme and its
inability to degrade atrazine.

The results of the enzyme-ligand docking and molecular dynamics study correlate
with the relevant published NMR and molecular dynamics data and provide an answer
to the question why lignin peroxidase does not degrade atrazine, which has been
previously established experimentally by several authors. The delocalized
electronegative s-triazine ring of atrazine forms a bond through its partial charges with
the so-called ligand channel of the enzyme (the amino acids that transport substrates
to the active site) in such a way that its fluctuation is reduced and therefore atrazine is
unable to access the hem periphery. We have succeeded in confirming that the
phenomenon observed suggests that the small size of the ligands alone is not a
sufficient condition for access to the active site. Their physicochemical properties
influence the behaviour of the ligand channel structure (ECKER and FULOP 2018).

Following this work, it would be a logical step to investigate whether the integration
of atrazine into the amino acids of the ligand channel affects the activity of the enzyme.
This is of particular interest because it is known that lignin peroxidase has another
active site, which is assumed to be functionally linked (electron transfer) to the heme
scaffold. We might be able to learn more about the relationship between the two - and
the function of the enzyme as a whole - if we could manipulate the activity of one of
them and use this to investigate the behaviour of the other active site.

Possible interactions of cellulase, mannanase and xylanase with cellulose and lignin
oligomers, based on the results of enzyme-ligand docking studies, indicate that lignin
at higher concentrations may indeed inhibit the function of cellulases and xylanases.
It is also likely that there is some lignin-mannanase interaction that may also affect
enzyme inhibition. Furthermore, it is an interesting and somewhat unexpected finding
that the cellulose oligomer can inhibit lignin-peroxidase activity under certain

conditions.
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In our search for results and trends in the targeted modification of enzymes by
molecular modelling, we have conducted a very extensive literature review, which we
have published separately (FULOP and ECKER 2020). The results of this review are
puzzling in almost all areas. There has been a clear improvement in the pre-treatment
of biomass and in the diversity and application of the enzymes used. However, there
has been very little progress in the field of molecular modelling, at least in terms of
modifying existing enzymes to adapt to altered function and environmental conditions
during biomass processing.

The situation is similar in the — also very promising — field of biofuel production,
where computer-aided design would also be possible. There are very few publications
using molecular modelling techniques to improve the functioning of enzymes and their
adaptation to different environmental conditions.

We believe that the application of modern computational, biochemical and
biotechnological methods would allow the targeted design of enzymes that are more

efficient and more suitable for biomass processing.
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M2. A ligandumcsatorna fluktuacioja atrazin jelenlétében

M2. tablazat. A ligandumcsatorna fluktuacioja atrazin jelenlétében a pontos RMSD
értékekkel.

frame

mol0
1.946
1.79
1.779
1.677
1.844
1.75
1.898
1.699
1.822
1.674
1.649
1.729
1.765
1.69
1.761
1.749
1.673
1.685
1.732
1.759
1.653
1.641
1.722
1.913
1.708
1.818
1.657
1.911
1.684
1.748
1.784
1.874
1.887
1.836
1.858
1.958
1.863
1.941
1.768
1.9
1.834
1.686

moll
1.879
1.555
1.521
1.595
1.471
1.321
1.214
1.507
1.261
1.31
1.226
1.179
1.201
1.321
1.396
1.442
1.33
1.407
1.317
1.36
1.638
1.565
1.475
1.46
1.574
1.599
1.578
1.531
1.432
1.563
1.739
1.648
1.552
1.487
1.401
1.422
1.345
1.427
1.42
1.512
1.53
1.543

mol2
1.584
1.68
1.629
1.621
1.718
1.66
1.628
1.542
1.508
1.74
1.556
1.57
1.591
1.578
1.549
1.592
1.627
1.755
1.65
1.636
1.548
1.592
1.72
1.782
1.732
1.773
1.756
1.633
1.565
1.601
1.6
1.784
1.663
1.807
1.508
1.757
1.697
1.831
1.695
1.789
1.758
1.692

mol3
0.385
0.482
0.496
0.512
0.487
0.461
0.431
0.406
0.496
0.589
0.601
0.47
0.692
0.571
0.469
0.6
0.521
0.693
0.657
0.593
0.67
0.667
0.614
0.554
0.603
0.65
0.427
0.598
0.521
0.478
0.598
0.523
0.572
0.471
0.465
0.687
0.531
0.559
0.571
0.461
0.515
0.526

100

frame
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

mol0
1.984
1.941
1.916
2.004
1.935
1.911
1.967
1.937
1.999
1.845
1.828
1.873
1.873
1.72
1.784
1.783
1.809
1.915
1.709
1.937
1.89
1.616
1.832
1.674
1.806
1.695
1.626
1.794
1.863
1.692
1.885
1.719
1.902
1.979
1.901
1.91
1.889
1.911
1.872
1.736
1.62
1.731

moll
1.392
1.464
1.214
1.298
1.451
1.556
1.571
1.623
1.644
1.687
1.403
1.506
1.617
1.603
1.518
1.531
1.625
1.641
1.67
1.503
1.661
1.588
1.516
1.679
1.548
1.584
1.468
1.499
1.344
1.425
1.637
1.582
1.572
1.644
1.654
1.734
1.679
1.633
1.508
1.502
1.62
1.652

mol2
1.311
1.612
1.606
1.623
1.619
1.481
1.687
1.596
1.582
1.612
1.598
1.453
1.45
1.405
1.492
1.488
1.513
1.372
1.535
1.496
1.49
1.425
1.347
1.571
1.573
1.518
1.585
1.469
1.423
1.68
1.514
1.505
1.496
1.584
1.618
1.527
1.447
1.52
1.571
1.471
1.447
1.537

mol3
0.643
0.563
0.556
0.531
0.527
0.431
0.676
0.521
0.524
0.449
0.412
0.559
0.525
0.488
0.637
0.537
0.489
0.622
0.668
0.587
0.536
0.565
0.593
0.696
0.76
0.74
0.782
0.717
0.598
0.554
0.609
0.605
0.62
0.555
0.672
0.779
0.642
0.701
0.734
0.815
0.787
0.924



42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

1.805
1.773
1.889
1.884
1.725
1.883
1.889
1.827
1.983
2.076
2.012
2.054
1.958
1.864
2.004
2.107
1.968
2.012
1.93
1.897
1.919
1.935
1.779
1.864
1.816
1.895
1.933
1.978
1.975
1.933
1.997
2.024
1.911

1.546
1.609
1.514
1.59
1.68
1.713
1.48
1.642
1.459
1.634
1.565
1.59
1.474
1.5
1.397
1.391
1.645
1.396
1.438
1.412
1.487
1.537
1.459
1.338
1.422
1.513
1.605
1.497
1.6
1.619
1.665
1.339
1.422

1.741
1.815
1.779
1.819
1.733
1.645
1.88
1.674
1.628
1.758
1.659
1.673
1.856
1.847
1.687
1.544
1.58
1.527
1.77
1.703
1.738
1.538
1.627
1.711
1.777
1.78
1.689
1.769
1.724
1.713
1.621
1.534
1.425

0.548
0.598
0.559
0.768
0.75
0.676
0.703
0.628
0.556
0.478
0.587
0.513
0.514
0.33
0.449
0.495
0.533
0.56
0.592
0.625
0.577
0.567
0.49
0.557
0.631
0.506
0.464
0.499
0.631
0.698
0.585
0.65
0.503

101

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

1.843
1.883
1.833
1.759
1.775
1.718
1.627
1.758
1.727
1.711
1.742
1.841
1.873
1.804
1.815
1.746
1.828
1.806
1.85
2.07
1.964
1.931
1.971
1.79
1.817
1.896
1.973
1.818
1.78
1.687
1.718
1.773

1.643
1.797
1.668
1.717
1.665
1.698
1.676
1.675
1.61
1.719
1.643
1.592
1.699
1.811
1.585
1.607
1.618
1.756
1.556
1.694
1.791
1.551
1.645
1.74
1.809
1.843
1.708
1.639
1.678
1.604
1.444
1.693

1.474
1.479
1.279
1.473
1.596
1.461
1.535
1.451
1.455
1.496
1.395
1.553
1.533
1.488
1.6
1.421
1.601
1.564
1.463
1.557
1.582
1.49
1.494
1.414
1.535
1.407
1.552
1.619
1.533
1.539
1.372
1.396

0.644
0.674
0.948
0.701
0.737
0.788
0.882
0.957
0.809
0.712
0.516
0.687
0.751
0.749
0.607
0.737
0.696
0.679
0.778
0.772
0.621
0.767
0.778
0.794
0.758
0.82
0.71
0.719
0.784
0.696
0.775
0.757



M3. A ligandum csatorna aminosav-atrazin komplex

M3. tablazat. A ligandum csatorna aminosav-atrazin komplex nem koté kolcsonhatasainak

energiatartalma (kcal mol™) kiilonbdzé idéskaldkon a pontos értékekkel.

1d6
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Elek
-7.4709
-12.1281
-11.3422
-6.5391
-2.0955
-4.4512
-4.1313
-1.1675
-7.815
-6.6544
-2.5587
-5.903
-6.2229
-4.6935
-5.0447
-6.1955
-5.1193
-2.8444
-4.6984
-11.4236
-5.0097
-5.4115
-8.4511
-7.2112
-5.0463
-7.3904
-3.5035
-6.9493
-7.0559
-11.3054
-10.3689
-6.5283
-6.1931
-1.4433
-8.4571
-0.7545
-5.0404
-11.2095
-7
-3.0619
-6.6039
-7.7375

vdW
-10.4314
-9.9431
-10.1933
-10.0846
-9.7358
-10.4673
-9.3472
-11.0039
-9.9521
-10.039
-10.5044
-9.0266
-10.1595
-11.5896
-9.4102
-11.1415
-11.5211
-9.4922
-12.459
-8.1752
-11.6048
-11.8309
-10.8729
-10.7655
-6.8555
-12.7418
-11.1101
-10.4138
-12.3234
-12.0901
-12.2897
-10.3618
-12.0266
-10.4695
-10.1784
-8.8154
-7.4067
-10.6896
-11.1475
-11.4425
-9.9841
-11.1625

Teljes
-17.9023
-22.0712
-21.5355
-16.6237
-11.8313
-14.9185
-13.4785
-12.1714
-17.7671
-16.6934
-13.0631
-14.9296
-16.3824
-16.2831
-14.4549
-17.337
-16.6404
-12.3366
-17.1574
-19.5988
-16.6145
-17.2424
-19.324
-17.9767
-11.9018
-20.1322
-14.6136
-17.3631
-19.3793
-23.3955
-22.6586
-16.8901
-18.2197
-11.9128
-18.6355
-9.5699
-12.4471
-21.8991
-18.1475
-14.5044
-16.588
-18.9

102

1d6
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

Elek
-3.4239
-6.6767
-5.6607
-11.9264
-11.9268
-9.7965
-7.8178
-7.2377
-8.0786
-13.5424
-8.9867
-7.8642
-9.669
-12.5061
-11.9688
-6.4641
-7.4763
-7.494
-7.6899
-10.5145
-8.4552
-6.356
-9.0963
-7.8478
-9.9772
-9.6371
-11.4764
-7.5937
-10.9488
-9.8183
-11.5968
-8.6011
-9.2047
-10.3115
-9.26
-4.7329
-13.9487
-6.5886
-7.0816
-11.4705
-10.3713
-6.9008

vdW
-10.1911
-12.2073
-10.4795
-7.1663
-8.9503
-10.9197
-12.1543
-10.68
-9.8092
-4.6653
-10.535
-11.5144
-10.7121
-9.9365
-12.1531
-10.6992
-11.8597
-11.6435
-11.609
-10.537
-10.0281
-12.9454
-9.9634
-12.0747
-9.8999
-9.7095
-11.6455
-9.7733
-8.6576
-10.1477
-9.8863
-11.1823
-10.4438
-11.4048
-10.8889
-10.5073
-11.0568
-9.5939
-11.7385
-9.594
-10.9781
-11.0284

Teljes
-13.615
-18.884
-16.1402
-19.0927
-20.8771
-20.7162
-19.9721
-17.9177
-17.8878
-18.2077
-19.5217
-19.3786
-20.3811
-22.4426
-24.1219
-17.1633
-19.336
-19.1375
-19.2989
-21.0515
-18.4833
-19.3014
-19.0597
-19.9225
-19.8771
-19.3466
-23.1219
-17.367
-19.6064
-19.966
-21.4831
-19.7834
-19.6485
-21.7163
-20.1489
-15.2402
-25.0055
-16.1825
-18.8201
-21.0645
-21.3494
-17.9292



42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

-4.8664
-6.521
-8.0931
-7.3767
-5.7253
-6.8341
-5.1539
-7.4888
-10.0156
-10.0443
-9.5598
-5.4059
-8.8439
-4.7586
-10.7183
-4.5875
-5.34
-8.7946
-7.2243
-10.507
-5.8676
-7.1637
-7.1314
-4.5241
-8.6095
-6.738
-5.8486
-6.6619
-4.1002
-5.9729
-3.0458
-8.2154
-7.4441

-12.8925
-6.3684
-7.9349

-12.6073
-9.1793

-11.6663

-10.7587
-9.8835

-10.9487

-11.8678

-10.7476
-9.7129

-11.2322
-10.333
-8.8484
-10.794

-12.3408

-10.8806
-9.6683

-10.3235
-9.4671

-11.4385
-11.924

-13.1945

-11.3977

-11.4809

-12.3812

-11.3502

-13.8829

-10.9837

-11.3534

-13.0744

-11.6301

-17.7589
-12.8894
-16.028
-19.984
-14.9046
-18.5004
-15.9126
-17.3723
-20.9643
-21.9121
-20.3074
-15.1188
-20.0761
-15.0916
-19.5667
-15.3815
-17.6808
-19.6752
-16.8926
-20.8305
-15.3347
-18.6022
-19.0554
-17.7186
-20.0072
-18.2189
-18.2298
-18.0121
-17.9831
-16.9566
-14.3992
-21.2898
-19.0742

103

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

-11.2625
-13.758
-11.3468
-8.5373
-8.8116
-11.4358
-9.959
-11.6204
-6.1156
-8.5671
-8.7926
-6.8628
-10.1897
-12.0794
-9.6109
-9.4206
-6.8431
-8.3945
-8.3868
-6.4746
-7.1736
-5.9053
-4.8326
-6.9253
-3.8519
-3.5413
-1.4389
-5.2442
-7.8197
-4.4768
-10.3015
-8.8793
-5.5618

-10.8588
-7.3037
-11.1366
-10.1533
-11.8598
-9.5899
-8.9586
-8.6735
-11.0254
-10.7063
-9.5851
-11.5302
-11.6855
-9.5288
-11.5393
-12.9441
-7.3044
-8.8328
-11.5936
-10.5524
-11.812
-12.4532
-9.9526
-11.8214
-10.7806
-12.4961
-9.3447
-11.7935
-8.6673
-10.6413
-10.6956
-12.1322
-10.9361

22.1213
-21.0617
-22.4834
-18.6906
-20.6714
21.0257
-18.9176
-20.2939
-17.141
-19.2734
-18.3777
-18.393
21.8752
-21.6082
-21.1502
223647
-14.1475
-17.2273
-19.9804
-17.027
-18.9856
-18.3585
-14.7852
-18.7467
-14.6325
-16.0374
-10.7836
-17.0377
-16.487
-15.1181
-20.9971
21.0115
-16.4979



M4. Az atrazin haromdimenzids koordinatai (PDB)

CRYSTI 0.000 0.000 0.000 90.00 90.00 90.00 P 1 1

ATOM 1 Cl1 ATZD 6.679 21.714 82.339 1.00 0.00 .419C
ATOM 2 NI ATZD 6.694 22.144 81.086 1.00 0.00 419N
ATOM 3 C2 ATZD 5.902 23.233 80.899 1.00 0.00 419C
ATOM 4 N2 ATZD 5.175 23.850 81.846 1.00 0.00 419N
ATOM 5 C3 ATZD 5.275 23.289 83.063 1.00 0.00 .419C
ATOM 6 N3 ATZD 6.017 22.197 83.381 1.00 0.00 419N
ATOM 7 CLIATZD 7.666 20.317 82.662 1.00 0.00 .419CL
ATOM 8 N4 ATZD 5.814 23.722 79.642 1.00 0.00 419N
ATOM 9 N5 ATZD 4.594 23.885 84.069 1.00 0.00 419N
ATOM 10 C4 ATZD 6.671 23.299 78.538 1.00 0.00 .419C
ATOM 11 C6 ATZD 8.071 23.897 78.659 1.00 0.00 419C
ATOM 12 C5 ATZD 5.989 23.678 77.230 1.00 0.00 419C
ATOM 13 C7 ATZD 4.443 23.311 85.397 1.00 0.00 419C
ATOM 14 C8 ATZD 4.014 24.389 86.380 1.00 0.00 419C
ATOM 15 H ATZD 5.316 24.603 79.565 1.00 0.00 .419H
ATOM 16 H2 ATZD 3.949 24.608 83.771 1.00 0.00 .419H
ATOM 17 H3 ATZD 6.746 22.210 78.609 1.00 0.00 .419H
ATOM 18 H4 ATZD 8.709 23.550 77.840 1.00 0.00 .419H
ATOM 19 H5 ATZD 8.526 23.595 79.605 1.00 0.00 .419H
ATOM 20 H6 ATZD 8.022 24.990 78.620 1.00 0.00 .419H
ATOM 21 H7 ATZD 6.588 23.340 76.380 1.00 0.00 .419H
ATOM 22 H8 ATZD 5.881 24.765 77.152 1.00 0.00 419H
ATOM 23 H9 ATZD 4.998 23.222 77.162 1.00 0.00 4I19H
ATOM 24 HI0ATZD 3.715 22.488 85.384 1.00 0.00 .419H
ATOM 25 HIIATZD 5.405 22.882 85.682 1.00 0.00 419H
ATOM 26 HI2ATZD 3.897 23.964 87.380 1.00 0.00 419H
ATOM 27 HI3ATZD 3.054 24.829 86.091 1.00 0.00 419H
ATOM 28 HI4ATZD 4.760 25.186 86.426 1.00 0.00 419H
END

—_ e e e e e e e e e e e e e e e o P o e e e
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MS5. Az atrazin molekula-specifikus adatai (PSF)

PSF

1 INTITLE
REMARKS VMD-generated NAMD/X-Plor PSF structure file

28 INATOM

1.4191 ATZ C1 C2 0.405000 12.0107 0
2.4191 ATZ N1 NPL -0.244000 14.0067 0
3.4191 ATZ C2 C2 0.401000 12.0107 0
4.4191 ATZ N2 NPL -0.759000 14.0067 0
54191 ATZ C3 C2 0.483000 12.0107 0
6.4191 ATZ N3 NPL -0.190000 14.0067 0
7.4191 ATZ CL1 CL -0.260000  35.4530 0
8.4191 ATZ N4 NPL -0.089000 14.0067 0
9.4191 ATZ N5 NPL -0.355000 14.0067 0
10.4191 ATZ C4 C3 -0.343000 12.0107 0
11.4191 ATZ C6 C3 -0.165000 12.0107 0
12.4191 ATZ C5 C3 -0.165000 12.0107 0
13.4191 ATZ C7 C3 -0.187000 12.0107 0
14 .4191 ATZ C8 C3 -0.188000 12.0107 0
154191 ATZH H 0.252000 1.0079 0
16 4191 ATZ H2 H 0.324000 1.0079 0
17.4191 ATZ H3 H 0.090000 1.0079 0
18.4191 ATZ H4 H  0.090000 1.0079 0
19.4191 ATZ H5 H  0.090000 1.0079 0
204191 ATZ H6 H  0.090000 1.0079 0
21 .4191 ATZ H7 H 0.090000 1.0079 0
224191 ATZ H8 H  0.090000 1.0079 0
234191 ATZ H9 H 0.090000 1.0079 0
24 4191 ATZ HI0 H  0.090000 1.0079 0
25.4191 ATZ H11 H 0.090000 1.0079 0
26.4191 ATZ H12 H 0.090000 1.0079 0
274191 ATZ HI3 H 0.090000 1.0079 0
284191 ATZ H14 H  0.090000 1.0079 0

28 'INBOND: bonds

1 2 1 6 1 7 2 3

3 4 3 8 4 5 5 6

5 9 8 10 8 15 9 13

9 16 10 11 10 12 10 17
11 18 11 19 11 20 12 21
12 22 12 23 13 14 13 24
13 25 14 26 14 27 14 28

48 INTHETA: angles
1 6 5 1 2 3 2 3 8
1

2 3 4 2 72 1 6

3 § 15 3 8 10 3 4 5

4 5 9 4 5 6 4 3 8

5 9 16 5 9 13 6 5 9

6 1 7 8 10 17 8 10 12
8§ 10 11 9 13 25 9 13 24
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22
26

INPHI: dihedrals

— O W W — 0 0 W WM W

[ = T ==
©s5S5Bn553@

9

10
10
10
13
13
13

6
3
4
8
10
10

11
11
12
14
14
12
12
11
11
10
13
11
12
12
14
14
14

1
4
5
15
11
17
9
3
16
15
24
5
13
18
20
22
26
28
21
23
18
20
17
25
19
21
23
27
26
28

12
11

10
14
13
11
12
14

) FNQNON N — O
=N RV RN w o N

\O 00 o0 o0

[
W

11

12
16
16
17
17
17
24
24
25

0 'NIMPHI: impropers

0 'NDON: donors

0 INACC: acceptors

20
15
17
26
24
20
23
27

10 12
10 11
11 10
13 14
13 9
18 11
21 12
24 13
27 14
6 1
3 8
& 10
6 5
10 12
5 6
2 3
9 13
8 10
13 14
13 25
4 5
9 16
11 19
12 21
12 23
14 27
10 11
12 22
10 12
11 19
13 14
13 24
11 18
11 20
12 22
14 26
14 28
14 27

19
17
28
16
20
23
25
28
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0 INNB

0 INGRP

1
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M6. Az atrazin topologiaja (TOP)

*>>>>>> CHARMM topology file generated by Molefacture <<<<<<
271

MASS 1C2 12.01070 C
MASS 1Npl 14.00670 N
MASS 1Cl 35.45300 Cl
MASS 1C3 12.01070 C
MASS 1H 1.00794 H

AUTO ANGLES DIHE

RESI <1> 0.00
GROUP

ATOM C1 C2 0.40500
ATOM NI Npl-0.24400
ATOM C2 C2 0.40100
ATOM N2 Npl-0.75900
ATOM C3 C2 0.48300
ATOM N3 Npl-0.19000
ATOM CI1 CI-0.26000
ATOM N4 Npl-0.08900
ATOM NS5 Npl-0.35500
ATOM C4 (C3-0.34300
ATOM C6 C3-0.16500
ATOM C5 C3-0.16500
ATOM C7 C3-0.18700
ATOM C8 (C3-0.18800
ATOM H H 0.25200

ATOM H2 H 0.32400
ATOM H3 H 0.09000
ATOM H4 H 0.09000
ATOM HS H 0.09000
ATOM H6 H 0.09000
ATOM H7 H 0.09000
ATOM H8 H 0.09000
ATOM H9 H 0.09000

ATOM H10 H 0.09000

ATOM HI11 H 0.09000

ATOM H12 H 0.09000

ATOM H13 H 0.09000

ATOM H14 H 0.09000

BOND CI N1 CIN3 Cl1Cll
BOND N1 C2 C2N2 C2N4 N2 C3
BOND C3 N3 C3 N5 N4C4 N4 H
BOND N5 C7 N5H2 C4C6 C4C5
BOND C4 H3 C6 H4 C6 H5 C6 H6
BOND C5 H7 C5 H8 C5H9 C7C8
BOND C7H10 C7H11 C8H12 C8 H13
BOND C8 H14

END
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M7. Az atrazin CHARMM36-kompatibilis parameéterei (PAR)

!
!

! Parameter file generated by the Force Field ToolKit (ffTK)
!

! For additional information, see:

! http://www ks.uiuc.edu/Research/vmd/plugins/fftk

! http://www ks.uiuc.edu/Research/fftk

!

! Authors:

! Christopher G. Mayne

! Beckman Institute for Advanced Science and Technology

! University of Illinois, Urbana-Champaign

! http://www.ks.uiuc.edu/~mayne

! mayne@ks.uiuc.edu

!

! James C. Gumbart

! Georgia Institute of Technology

! http://simbac.gatech.edu

! gumbart physics.gatech.edu

!

! If you use parameters developed using ffTK, please cite:

! C.G. Mayne, J. Saam, K. Schulten, E. Tajkhorshid, J.C. Gumbart. J. Comput. Chem. 2013, 34, 2757-
2770.

!
!

BONDS

1V(bond) = Kb(b - b0)**2

!

IKb: kcal/mole/A**2

b0: A

!

latom type Kb b0

!

C2 NPL 374.618 1.327 !
C2 CL 233426 1.741 !
NPL C3 360.752 1.449 !
NPL H 466.367 1.017 !
C3 C3 300461 1.523 !
C3 H 349.239 1.093 !

ANGLES

!

V(angle) = Ktheta(Theta - Theta0)**2

!

'V(Urey-Bradley) = Kub(S - S0)**2

!

Ktheta: kcal/mole/rad**2

Theta0: degrees

IKub: kcal/mole/A**2 (Urey-Bradley)

1S0: A

!

latom types Ktheta Theta0 Kub SO
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!

!

C2 NPL C2 67981 111.052 !
NPL C2 NPL 80.508 134.092 !
NPL C2 CL 76.684 118522 !
C2 NPL H 95351 117.630 !
C2 NPL C3 76.621 121.652 !
NPL C3 H 48959 108220 !
NPL C3 C3 87.405 110.685 !
C3 C3 H 52933 109.941 !
C3 NPL H 53.276 118.496 !
C3 C3 C3 113.063 113.163 !
H C3 H 47.156 107.936 !

DIHEDRALS

!

1'V(dihedral) = Kchi(1 + cos(n(chi) - delta))
!

Kchi: kcal/mole

In: multiplicity

!delta: degrees

!

latom types Kchi n delta

!

H NPL C3 H 0.7450 3 180.00'!
H C3 C3 H 0.1910 3 0.00 !
NPL C2 NPL H 1.3400 2 180.00!
C2 NPL C3 H 1.6480 3 180.00!
NPL C3 C3 H 0.2740 3 0.00 !
NPL C2 NPL C2 3.0000 2 180.00'!
H NPL C3 C3 0.3610 3 0.00 !
C3 C3 C3 H 02110 3 0.00 !
NPL C2 NPL C3 1.6210 2 180.00!
NPL C2 NPL C3 0.0840 4 180.00!
CL C2 NPL C2 3.0000 2 180.00!
C2 NPL C3 C3 0.9450 1 180.00'!
C2 NPL C3 C3 0.3760 2 0.00 !
C2 NPL C3 C3 1.2910 3 0.00 !

IMPROPER

!

I'V(improper) = Kpsi(psi - psi0)**2

!

Kpsi: kcal/mole/rad**2

Ipsi0: degrees

Inote that the second column of numbers (0) is ignored

!

latom types Kpsi psi0

!

NONBONDED nbxmod 5 atom cdiel shift vatom vdistance vswitch -
cutnb 14.0 ctofnb 12.0 ctonnb 10.0 eps 1.0 el4fac 1.0 wmin 1.5
!

'V(Lennard-Jones) = Eps,i,j[(Rmin,i,j/ri,j)**12 - 2(Rmin,i,j/r1,j)**6]
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!

lepsilon: kcal/mole, Eps,i,j = sqrt(eps,i * eps,j)

'Rmin/2: A, Rmin,i,j = Rmin/2,i + Rmin/2,j

!

latom ignored epsilon Rmin/2 ignored eps,1-4  Rmin/2,1-4
!

C2 0.0 -0.040000 2.100000 !

C3 0.0 -0.078000 2.040000 0.0 -0.010000 1.900000 !

NPL 0.0 -0.070000 1.980000 !

END
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