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A MUNKA ELOZMENYEI,
CELKITUZESEK

Az extracelluléris enzimek vagy exoenzimek a sejten kiviili térben
latjak el funkciojukat. Ilyen enzimeket baktériumok és eukariota
szervezetek egyarant termelnek, és szamos bioldgiai folyamatban
vesznek részt, példaul makromolekulak lebontdsaban. Bizonyos
enzimek xenobiotikumok 4talakitisara is képesek, igy a
bioremediacioban is van szerepiikk, valamint a szennyezdék
atalakitasaval akar olyan biologiailag aktiv masodlagos termékek is
nyerhetdk, amelyek majd peszticidek vagy antimikrobialis

gyogyszerek hatbanyagaiva valhatnak. Az exoenzimek szekréci6 utan
kikeriilnek a sejt kontrollja alol, igy — az enzimtdl fiiggben —

valtozatos fizikai-kémiai kozegekben kell katalitikus aktivitassal
rendelkeznilik. Azonban az enzimek vizsgédlata koriilményes,
hosszadalmas, és gyakran nehéz a koriillményeket optimalizalni. fgy a
kiilonbozd kozegekben végzett enzimaktivitas-vizsgalatok elvégzése
mellett azok molekulaszintli modellezése is igen fontos feladat.
Utobbi moddszerek eldnye, hogy kevéssé anyagigényesek, igy jol
megvalasztott szoftveres hattérrel €s a lehetdségek, illetve a kitlizott
célok szempontjabol kelléen pontos modellekkel szamos
molekulaszintli mechanizmus szemléltethetd, valamint a molekulakra
vonatkozoan is szdmos tulajdonsag elemezhetd ¢és szamszeriisithetd.
Ezek a megkdzelitési modok még viszonylag ujszeriiek, azonban
eszkoztaruk folyamatosan gyarapodik, és az alkalmazott mddszerek
egyre pontosabb eredményeket adnak. Ezért tudomdanyos
relevancidjuk ma mar megkérddjelezhetetlen, amit szamos hazai és
kiilfoldi kutatocsoport, neves folyoiratokban koézolt eredményei is

aldtdmasztanak. Ebbol kifolyolag érdemes ilyen kutatasokkal



foglalkozni, mert az eredményekre nemzetkdzi viszonylatban is igény
mutatkozik.

A gyakorlatban a Phanerochaete chrysosporium nevii bazidiumos
gombat elterjedten  hasznaljdk  szerves  szennyezdanyagok
lebont4sara, ugyanis exoenzimei nem szubsztratspecifikusak. A
gomba altal termelt lignin-peroxiddz a lignin biodegradaci6 egyik
kulcsenzime. A gomba képes kiilonbozé xenobiotikumok bontasara,
azonban a metabolizmusban résztvevo endo- €s exoenzimek konkrét
szerepe még nem tisztdzott. Az atrazin mint széleskoriien alkalmazott
novényvédodszer, a lignin-peroxiddz pedig mint xenobiotikumok
lebontédsara hasznalhat6 enzim j6 modellek a téma megkdzelitéséhez.

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

Az atrazin  (1-klor-3-etil-amin-5-izopropil-amin-2,4,6-triazin)
nevi szimmetrikus triazin-szarmazék az egyik legszélesebb korben
alkalmazott herbicid az Egyesiilt Allamok ¢és Ausztralia
mezdgazdasagaban. Leginkabb a kukorica és a cukornad kétszikii
gyomnovényeinek pre- es posztemergens elpusztitdsdra hasznalhato
fel. Az atrazin extracellularis enzimekkel torténd metabolizmusa egy
viszonylag intenziven kutatott teriilet, azonban az eddigi eredmények
meglehetésen ellentmondésosak, a szer ezen enzimekkel torténd
lebontasanak mechanizmusa kevéssé ismert. Szamos baktérium és
konkrét enzimek szerepe, és a reakcioutvonalak nincsenek teljesen

feltarva.



A Phanerochaete chrysosporium szintén képes a herbicid
bontasara, azonban kideriilt, hogy a lignin-peroxidaz tisztitott
formaban nem reagél az atrazinnal. Ez 6nmagaban legfeljebb egy
negativ eredmény lenne, amely nem érdemel figyelmet, azonban a
lignin-peroxidaz képes az atrazinnal szerkezeti hasonlosdgot mutato
vegyiiletek lebontasara. A kérdés igy az, hogy a szubsztrat (atrazin)
¢s az enzim (lignin-peroxiddz) oldalarél melyek azok a fizikai, kémiai
¢és szerkezeti paraméterek, amelyek meghatarozzak az adott vegytilet
bonthatosagat, hozzaférhetdségét.

Ismeretes, hogy a lignin jelenléte a cellulazok jelentds részének
aktivitas-csokkenését okozza. Modellezéssel és véletlen aminosav-
cseré¢kkel hatékonyabb cellulazokat lehetne eldallitani, és a lignin-
celluldz kolcsonhatasokrol is tobbet lehetne megtudni.

Emellett a biolizemanyagok (bioetanol, biodizel) eldallitasdban is
lehetne alkalmazni a molekulamodellezés moédszertanat, tekintve,
hogy ezen energiaforrasok irant egyre ndvekszik az igény, €s enzimes
uton is lehetéség van az eldallitaisukra. Az enzimek célzott
modositasaval, és szimulalt koriilmények kozotti tesztelésével idot és
anyagi forrasokat lehetne megsporolni a nagyobb aktivitdsu enzimek
eldallitasdhoz vezetd uton.

Ahhoz, hogy pontosabb képet kapjunk az atrazin — lignin-
peroxidadz kozotti ,,inkompatibilitds” okairdl, az enzim-szubsztrat
interakciok atomi szinti leirasa valik sziikségessé¢. Ehhez
felhasznalhatjuk a molekulamodellezés szinte teljes eszkdztarat, és a
munka soran az alabbi célokat tlizziik ki.

1. Ahhoz, hogy az atrazint felhasznalhassuk molekuladinamikai
szamitasok soran, kvantumkémiai modszerekkel kiszamoljuk
a vegyliilet paramétereit: a nem kotd Lennard-Jones/van der
Waals kolcsonhatasokat, geometriat, toltéseket,

kotéshosszakat, kotésszogeket és torzids szogeket.



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

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

4. Molekulamodellezés segitségével megprobaljuk feltérképezni
a  biopolimerazok  mukodését.  Emellett  probalunk
Osszefliggéseket keresni a biopolimerek és biopolimerézok
kozotti gatlo mechanizmusokra is, melyek akadalyozhatjék a
biomassza eredményes feldolgozasat. Tovabbi célunk az is,
hogy attekintsiik a biopolimerdzok modellezésen alapuld
fejlesztéseit, melyek szerepet jatszhatnak a hatékonyabb
biomassza feldolgozasaban.

5. Vizsgéljuk a biolizemanyagok eldallitasdban szerepet jatszo
katalitikus folyamatokat, azon célbol, hogy
molekulamodellezés segitségével hogyan optimalizalhatoak,
¢s segitségiikkel hogyan tehet6é hatékonyabbd a

bioilizemanyagok eldallitasa.



ANYAG ES MODSZER

A felhasznalt szoftverek bemutatasa

Ebben az alfejezetben roviden bemutatjuk azokat az
alkalmazasokat, amelyek eldallitottak a munka kiilonb6z0o fazisaihoz
sziikséges adatokat és modelleket. A kvantumkémiai (QM) adatok
eldallitasaval kezdddd, és egészen a molekuladinamikai (MD)
szimulaciok kiértékeléséig tarté folyamat kiilonbozé allomasait
kiilonbozd szoftverek jelzik, amelyek szdmdara mindig az el6zo
programmal el6allitott adatok szolgdlnak bemenetként, ezért ezen
alkalmazasokat is a felhasznéaladsuk sorrendjében targyaljuk, ugyanis
a szoftverek ismerete egyuttal atlathatova teszi a munkafolyamat
logikéjat, és tisztazza a bemeneti adatok eredetét is.

Avogadro. Egyszeriien kezelheté modellezd program, amely képes a
kézzel rajzolt molekulak szerkezeti és energetikai optimalizalasara.
Az atrazin (ATZ) molekula 3D szerkezetének eldallitasahoz
hasznaltuk, amely aztan a Visual Molecular Dynamics-hez keriilt.
Visual Molecular Dynamics (VMD). A VMD egy molekuléris
modellezd és vizualizald szamitégépes program, amelyet elsésorban
a MD szimulaciok eredményeinek megtekintésére €s elemzésére
fejlesztettek ki. Tartalmaz tovabba eszk6zoket nukleinsav és fehérje
szekvenciaadatokkal és tetszéleges grafikus objektumokkal vald
munkahoz.

Force Field Toolkit (ffTK). A VMD-en beliili olyan bdvitmény,
amely segiti a felhasznalokat a CHARMM-kompatibilis erdtér-
paraméterek, koztik toltések, kotések, szogek ¢€s torzidos szogek
megallapitdsdban. Ezekhez az eszk6zokhoz a mellékelt grafikus
felhasznal6i feliileten keresztiil lehet hozzaférni, ami nagyban

leegyszertiisiti az alapul szolgélé szamitasok beallitasat és elemzését.



A bedllitott paraméterek QM szoftverhez keriilnek a kvantumos
adatok megallapitasahoz, majd visszakeriilnek a ffTK-hez, ahol egy
végsd optimalizaci6 sordn CHARMM36 erétérrel  valnak
kompatibilissé.
Gaussian 09 (G09). Elsésorban QM modellezésre hasznalt szoftver,
amely a ffTK-tal beallitott adatok alapjan megallapitja kvantumos
szinten a toltéseket, kotéseket, szogeket és torzidos szogeket. Az
adatokat végiil a ffTK kompatibilissé teszi a CHARMM?36 erdtérrel.
Az adatok alkalmassa valnak MD szimul4ciokban valo részvételre.
Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD). Egy MD szimulaciéra
szolgalo szoftver, amely a Charm++ parhuzamos programozasi
modell segitségével késziilt. Hatékony parhuzamosithatdésagarol
ismert, ¢€s gyakran hasznaljdk t6bb millid6 atomot tartalmazo
parancssorbdl indithat6. Kimeneti fajljai a VMD-szel elemezhetdk.
Docking Server & Autodock Tools. Fehérje-ligandum dokkolasra
alkalmas szoftverek. A Docking Server csak online érhetd el, egy
kdzponti szerveren fut, ezért a nagy szamitasi igényi dokkolasokat is
gyorsabban és precizebben végzi, mint egy hagyoméanyos PC-n futo
szoftver. A bemeneti strukturdk (enzim ¢és ligand) a VMD-bdl is
szarmazhatnak, kimeneti fajljai pedig szintén megjelenithetok ¢és
elemezhetok a VMD-szel, valamint elokészithetok MD szimulaciora
a NAMD-szal.

Az Autodock szintén egy dokkolo szoftver, azonban ezt nem
hasznaltuk. Ennek grafikus feliilete az Autodock Tools, amelyet a

Docking Server altal generalt adatok megjelenitéséhez hasznaltunk.



Az atrazin paramétereinek kiszamitdsa

Az erOtér kivalasztasa gyakran azon alapul, hogy az adott erdtér
egyaltalan milyen molekuldkat képes kezelni. A CHARMM er6tér
nem tartalmazza azokat az adatokat, amelyeket additiv mddon
alkalmazni tudnank az ATZ molekulara, ezért az erotér bovitése
sziikséges, hogy az 1) molekulat is kezelni tudja. Az optimalizalasi
eljarasnak meg kell egyeznie azzal, amit az erétér (CHARMM)
fejlesztéséhez hasznaltak. A munka soran ezt a standard eljarast
alkalmaztuk.

A paraméterezési munkafolyamat a kovetkezd 1épéseket ¢&s
szamitasokat tartalmazza: 1. Hidnyz6 Lennard-Jones (LJ)/van der
Waals (vdW) paraméterek hozzarendelése, 2. Geometria
optimalizalasa, 3. Viz kolcsOnhatéasi energia szdmitasa, 4. Toltések
optimalizalasa, 5. A potencidlis energia masodik derivaltjanak
szamitésa, 6. Kotések és szogek optimalizalasa, 7. Torzios vizsgalat,
8. Torzios szdgek optimalizalasa. Az ATZ paraméterezését a VMD
(v1.9.3) szoftver Molefacture (v1.3) és ffTK (v1.1) bdvitményei,
valamint a NAMD (v2.12) segitségével végeztiik. Az ffTK bemeneti
QM adatait a GO9 (Revision B.01) segitségével szamoltuk ki. Az ATZ
3D szerkezetét ¢s a VMD-hez tartozd bemeneti fajljat az Avogadro
(vl.1.1) programmal allitottuk el6. Az ATZ toltéseinek abrazolasat a
VMD Tachyon Parallel/Multiprocessor Ray Tracer nevil
boévitményével rendereltiik.

Hianyz6  Lennard-Jones/van der Waals paraméterek
hozzarendelése. A Molefacture segitségével a nem polaros
hidrogének parcidlis toltéseit +0,09-re rogzitettik a CHARMM-
erdtérrel valo kompatibilitas érdekében. Erre azért van sziikség, mert
a CHARMM esetében a hidrogéneket nem mindig dbrazoljuk explicit

modon, hanem inkébb gy kezeljiik dket, mint a nem-hidrogénatom



részét, amelyhez kovalensen kotdédnek. Példaul egy metil-csoportot
négy 6nallo atomként is lehet kezelni (egy szén és harom hidrogén),
vagy akdr egyetlen atomként, a LJ/vdW paramétereket és toltéseket
pedig a hidrogének kihagyasanak figyelembevételével modosithatjuk.
Bar ez a megkdzelités minden hidrogénre alkalmazhat6, jellemzdéen
csak a nem polaros (alifas €s aromas) hidrogénekre alkalmazzuk; a H-
kotéses kolecsonhatasok szempontjabdl fontos poléros hidrogének
kiilon atomként vannak jelen a rendszerben.

keresztellendrzése utan 6 kotés, 11 szog, 11 torzios szog és 3 LI/vdW
paraméter hidnyzott, a redundans adatokat nem vettiik figyelembe. A
LJ/vdW paramétereket analdgia utjan rendeltiik hozza, a referencidkat
szintén a CHARMM36 topoldgiai €s paraméteradataibol kaptuk.
Geometria optimalizalasa. A G09 szamitasokat MP2/6-31G*
elmélet-baziskészlet kombinacidval végeztiik.

Viz kolesonhatasi energia szamitasa. Az ATZ parcialis toltéseinek
meghatarozasahoz sziikséges a molekula vizkdlcsonhatasi helyeinek
jellemzése kétdimenzios optimalizalassal.

Minden parcidlisan pozitiv toltésti atom kolcsonhatasba 1éphet a
viz oxigénjével, ezért azokat donornak, é¢s minden parcialisan negativ
toltésti atom kolcsOnhatasba 1éphet a viz hidrogénjeivel, ezért azokat
akceptornak hataroztuk meg. Az egyetlen kivételt az etil-amin és az
izopropil-csoportok sp® szénatomjai jelentik, ahol a vizmolekuldk
megkozelitését a veliik kotésben 1évo hidrogének akadalyozzak, ezért
ezeket a csoportokat nem vettiik be az optimalizalasba. A QM
szamitasokat HF/6- 31G* kombinacidval végeztiik.

Toltések optimalizalasa. Az ATZ netto toltését nullara allitottuk, és
a nem poldris hidrogének rogzitett toltéseit eltavolitottuk. Az

optimalizalasi rutint addig ismételtiik, amig két iteracios 1épés nem



mutatott kiilonbséget, €s a szerkezeti és a topologia t3ajlt (PSF, TOP)
frissitettiik a végleges toltések értékeivel.

A potencialis energia masodik derivaltjanak szamitasa. A
potencialis energia masodik derivaltjanak szamitdsa hatékony
modszer a kotések és szogek mentén bekovetkezd torzuldsokhoz
kapcsolodo potencidlis energiafeliilet rekonstrualasara.

A szamitdst az ATZ korabban mar optimalizalt geometriajara
alkalmaztuk. Az MP2/6-31G* szinten végeztiik el a frekvencidk
szamitasat, a molekularis szimmetria szamitason beliili felhasznalasa
nélkiil.

Kotések és szogek optimalizalasa. A Geometry Weight értéket 1,0-
rol 2,0-ra allitottuk, az Angles-Eq. Deviation tliréshatarat pedig 10,0-
0l 5,0-ra csokkentettiik. Az elsé modositas nagyobb sulyozast jelent,
amely ahhoz kapcsolodik, hogy a hagyomanyos mechanikéval
optimalizalt geometria mennyire egyezik a QM-optimalizalt
geometriaval. Az utobbi érték hatdrozza meg azt a kiiszobértéket,
amely alatt az eltérések mar nem jarulnak hozza az objektiv
figgvényhez. A tul szoros Eq. Deviation kiiszobértékek altalaban
nagy erdallandokat eredményeznek, igy az észszerli kiiszobértékek
kritikusak a megfeleléen kozeli optimalizalt geometridk elérése és a
kormyezéd  potencialis  energiafeliilet  reprodukaldsa  kozotti
kolesonhatds  kiegyensulyozdsdhoz. Az iteracidkat NAMD-szal
végeztiik, amig az értékek konvergaltak egy minimumhoz.

Torzios vizsgalat. Mivel a ffTK kizarja a hidrogénekre végzdodo
torzios szogeket, amikor az adatokat kozvetleniil a késziilében 1évo
paraméterfdjlbol olvassa be, a kordbban talalt 11 torzids szoget kézzel
adtuk hozza. A szkennelési intervallumokat (+/-) 180°-ra, a 1épéskdzt
pedig 10°-ra allitottuk be, igy 0sszesen 22 szkennelést készitettiink

elé a QM szamitasokhoz (MP2/6-31G*).



Torzios szogek optimalizalasa. A paraméterezés utols6 fazisdban a
GO09 altal szolgaltatott adatokat a NAMD hagyomdanyos mechanikai
modszerével kell finomitani, hogy a QM profilhoz illeszkedjenek. A
torzios szogek teljes leirdsahoz gyakran tobb olyan kifejezésre van
sziikség, amelyek a megfeleld periodicitast (n) és faziseltolodast (o)
hordozzak egy erdallandé mellett (k).

A bemeneti n és o értékeket a CHARMM36 analdg torzios
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.

Az atrazin €s a lignin-peroxidaz interakcioi

Az ATZ 3D modelljét és a szerkezet energiaminimalizalasat az
Avogadro programmal végeztiik. A dokkolasi eljarast a Docking
Server webes alkalmazéassal végeztiikk, az eredményeket pedig az
AutoDockTools (v1.5.6) segitségével elemeztilk. Az alkalmazott
enzimszerkezetet az RCSB PDB adatbéazisabol (PDB: 1B82) nyertiik
1,8 Angstrom (A, 10'° m) felbontassal. Az enzim Phanerodontia
chrysosporium organizmusbol szarmazott és egy, a jelen munka
szempontjabol nem relevans R114A mutacidt tartalmazott. A lignin-
peroxidaz (LiP) MD szimulacioit a NAMD szoftverrel végeztiik el a
CHARMM36 erétérrel. Az ATZ CHARMM-kompatibilis
paramétereit a VMD szoftver ffTK bdvitményével és a GO9
szoftverrel szamoltuk ki az el6z0 fejezetben mar ismertetett modon.
A képek renderelése a Tachyon Parallel/Multiprocessor Ray Tracer
¢s az AutoDockTools programokkal tortént.

Elokészités 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 (fiziologias érték) allitottuk
be. Energiaminimalizalast 30 000 1épésig futtattunk Conjugate
Gradients moédszerrel. Ez a modszer linearis (azaz Ax = b alaku)
egyenletrendszerek megoldasara alkalmas; a kerekitési hibak miatt
iteracios modszernek tekintendd. A hémérsékletet 288 K, 298 K és
308 K értékre allitottuk be, hogy hdrom kiilonb6zé konformert
hozzunk létre. Ezutan MD szimulaciot futtattunk minden egyes
minimalizalt szerkezeten 10 nanoszekundumig (ns, 10 s). A hidratalt
komplexek esetében jol hasznalhatod izoterm-izobar NPT-sokasagot
(dlland6 részecskeszam, nyomas ¢és homérséklet) alkalmaztuk
periodikus peremfeltételekkel (Periodic Boundary Conditions),
amelyek egy praktikusan végtelen nagy rendszert feltételeznek,
hiszen az oldatban 1év6 makromolekula koril vakuum van, azonban
az oldatot mint elemi cellat vessziik figyelembe, ezaltal mégis
minimalizaljuk a feliileti hatdsokat, emellett részecskeracsos Ewald-
elektrosztatikat (Particle Mesh Ewald Electrostatics) alkalmaztunk, 1
bar alland6 nyoméssal. Lehetdség van bioldgiai molekuldk
koté kolcsonhatdsokat gyakorlatilag mind meg lehet tartani.
Régebben ugyanis az erdforrasok megtakaritasa érdekében a
szamitasokban nem vették figyelembe a meghatarozott tavolsagon
tali atom-atom nem koté kolcsonhatasokat; a Particle Mesh Ewald
hasznalata szilikségtelenné teszi ezt az egyszerlsitést, azaz nincs
tavolsag alapu csonkitds a nem-kotd kolcsonhatasoknadl. A 10 ns
hosszusagu szimuldciok mindegyikébdl 1-1 olyan szerkezetet
valasztottunk ki, amelynek a ligandum hozzaférési csatornéja nyitott
allapotban van. Ezek a konformerek voltak a dokkolasi eljarés

bemeneti strukturai.



Enzim-ligandum dokkolas. A dokkolas modszerével eldrejelezhetd
egy adott molekula (ligandum) affinitasa/orientacidja egy masik
(biopolimer) molekuldhoz. A pusztan geometriai komplementaritasra
alapulé moddszer esetén a ligandumot ¢és a fehérjét az alak, feliilet,
oldhatosag alapjan értékelik, ezek alapjan kovetkeztetnek, hogy a két
struktarat van-e értelme egymadsra dokkolni, kompatibilisek-e
egymassal. A moédszer ugyan meglehetdésen gyors, de nem veszi
figyelembe a komponensek dinamikus valtozéasait, a konformacio
valtozasanak hatésait a kotddésre. A konkrét szimulacid esetén a
fehérje és a ligandum el vannak szepardlva egymastol, a dokkolas
inditasa utan a ligandumnak meg kell talalnia az idealis konformacios
allapotot, a célszekvencian beliil. Minden konformacios valtozas utan
a szoftver kiszdmolja az aktudlis allapot energiajat. A modszer joval
szamitasigényesebb, de ez a megkozelités kevésbé absztrakt, mint a
geometriai alapu.

A dokkoléashoz a LiP-nak csak az ,,A” alegységét hasznaltuk (a két
alegység azonos) olddszer nélkiil. A szimulécids doboz (Simulation
Box) kozéppontja a His82 aminosav volt, amely a ligandum
hozzaférési csatornajanak bejarata, és a doboz méretét 20 20 20 A-re
allitottuk be. A LiP és az ATZ parcialis atomtdltéseit a hagyoményos
Gasteiger-modszerrel ~ szamoltuk ki, amely az  atomok
elektronegativitasat veszi figyelembe. Minden LiP konformer
esetében a teljes dokkolasi folyamat 255 dokkolasi palyat
tartalmazott. A folyamat sordn a LiP szerkezete merev maradt, csak
az ATZ volt rugalmas, ezért volt sziikséges korabban egy nyitott
allapota ligandum csatornat tartalmazé konformer kivalasztasa.
Molekuladinamikai finomitas és energetikai Kkiértékelés. A
legnagyobb frekvencia értékkel rendelkezd dokkolasi eredményt
valasztottuk ki, ¢és az ATZ-LiP komplexet szolvataltuk és

minimalizaltuk azonos koriilmények kozott. A komplexet 5 ns



hosszusagt MD szimuldcidoval finomitottuk, ugyanazzal a
hémeérsékleti értékkel és beallitasokkal, amelyeket az adott konformer
létrehozasa soran hasznaltunk, hogy tanulmanyozzuk a stabilitasat. A
kotési szabadenergidkat szolvatalt fazisban a NAMD Energy
bévitmény segitségével szamoltuk ki. A kotési szabadenergidk a
vdW, elektrosztatikus, polaris és nem polaris tagokbol tevédnek
Ossze. Végiil az 5 ns-os finomitas mellett egy 100 ns hossza MD
szimulaciot is végeztiink a kanonikus NVT-sokasdggal (allando
részecskeszam, térfogat és homérséklet), hogy némileg tobb
informaciot gylijtsiink az ATZ viselkedésérdl nagyobb iddskalan. A
NVT-t csak egyfajta durva és gyors szimulacio céljabol alkalmaztuk;
nem igazan elterjedt, mivel nem teszi lehetévé a rendszer szamara a
megfeleld relaxaciot, és nem reprezental kisérleti koriilményeket.
Mivel az NPT-sokasaggal végzett 5 ns-os szimulacidé ekkorra mar
tisztazta, hogy az ATZ hogyan viselkedik az enzim ligandum
csatornajaban, ezért ezt a 100 ns-os NVT szimulaciét mar csak egy
gyorsa(bba)n lefuttathatd és konnyen kiértékelhetd megerdsitésnek

szantuk.

A modellezés alapjai, biopolimerazok

Az adatbazisokban vald kereséshez a kovetkezd keresdszavakat
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 végeztiikk. A cikkeket és az
azokban szerepld hivatkozasokat is attekintettiik. A fent kiemelt

problémakor szempontjabdl érdekesnek talalt cikkeket a kdvetkezd



kategéridkba  soroltuk:  Poliszacharidok biologiai  lebontasa;
Szubsztratok mechanikai és fizikai-kémiai modositasa; Celluloz,
hemicelluloz, lignin modositasa; Enzimek modositasa; Enzimek
immobilizaldsa;, Enzimek molekuldris modellezése. Ezekbdl a
cikkekbdl allitottuk Ossze tanulmanyunkat, hogy megvizsgaljuk az
extracellularis enzimek modellalapt modositasanak és a racionalis
tervezésilk  alkalmazasanak  elterjedtségét a  hagyoményos
modszerekkel szemben.

A tanulmanyban szerepl0 adatok alapjan az aldbbi enzim-
ligandum dokkoléasokat végeztiik el azon célbdl, hogy eredményeik
alapjan felvazolhassuk az extracellularis enzimekkel kapcsolatos
kutatasok tovabbi lehetOségeit: egy kordbban mar tanulmanyozott
Cellulomonas sp. CelB7 cellulaz katalitikus doménjére dokkoltunk
kiilon-kiilon egy celluloz és egy lignin részletet, egy xylanaz (PDB:
1J01) katalitikus doménjére kiilon-kiilon egy xylan és egy lignin
részletet, egy mannanaz (PDB: 2X2Y) aktiv centrumara kiilon-kiilon
egy mannan ¢€s egy lignin részletet, valamint az ATZ-nal kapcsolatos
munkaban mar hasznalt LiP-ra (PDB: 1B82) kiilon-kiilon egy lignin
¢s egy celluldz részletet. A dokkolasok sordn az enzim mindkét
alegysége jelen volt. A dokkolasokat a Patch Dock programmal

végeztiik el.

Modellezés a biotizemanyagok eldallitdsaban

Szemléltetésképpen elkészitettilk egy atészteresitéses reakcid
energiaminimalizécioval nyert modelljét. Van perspektiva azon
megkdzelitésben, hogy bioiizemanyagokat részben vagy egészben
olyan  enzimekkel allitsunk eld, amelyeket eldzetesen
molekulamodellezéssel  optimalizaltunk, majd csak ezutdn

szintetizaltunk.



EREDMENYEK ES AZOK
MEGBESZELESE

Az atrazin CHARMM36-kompatibilis paraméterei

A MD szamitasok sordn a CHARMM36 erdtér altal beolvasott

konkrét paramétereket négy fajl tartalmazza: PDB (atrazin.pdb),
szerkezet (atrazin.psf), topologia (atrazin.top) és CHARMM?36-
kompatibilis paraméter fajl (par charmm36_atrazine.par). Ezeket a
fajlokat szabadon elérhetdvé tettiik.
Hianyz6  Lennard-Jones/van der Waals paraméterek
hozzarendelése. A paraméterek keresztellendrzése soran 3 LJ/vdW
paraméter hidnyzott: egy C2 (sp>-hibridallapota szén), C3 (sp’-
hibridallapoti szén) és egy Npl (sp>-hibridallapotd nitrogén harom
masik atomhoz ktédve, formalisan semleges) tipust. A hozzarendelt
paramétereket a ~ CHARMM36  er6tér  topoldgiai  és
paraméteradataibol nyertiik.

A C2 tipust 2 vagy 3 nitrogén kozott elhelyezkedd 6 tagh gytirtiben
1évo aromas szénnek, az egyikhez kétszeres kotéssel kotddve; a C3
tipust sp>-hibridallapoti szénnek, az Npl tipust pedig semleges
nitrogénnek jeloltiik, az ATZ-t aromas aminnak tekintve.

Toltések optimalizalasa. Az ATZ atomjai toltéseinek értékei
megtalalhatok a PSF fajlban. Az 1,3,5-triazin gyliri sz€natomjai és
N2-je rendelkeznek a legnagyobb abszolut értéki toltésekkel.

Torziés szogek optimalizalasa. Az atlagos négyzetes eltérés gyoke
(Root Mean Square Deviation, RMSD; a variancia négyzetgyoke)
értéke az elsd optimalizalas utan 0,446; a végsod (5.) optimalizalés
utan pedig 0,225 volt. Az RMSD a modell altal megjosolt értékek és
a megfigyelt értékek kozotti kiilonbségek gyakran hasznalt



mérdszama; az eldre jelzett €s megfigyelt értékek kozotti kiilonbségek
masodik mintavételi pontjanak négyzetgyokét vagy e kiilonbségek
négyzetes atlagat jelenti. A végsd finomitas eredménye megfeleld

illeszkedést mutat a QM céladatokhoz.
Az atrazin — lignin-peroxidaz komplex dinamikéja

Az enzim-ligandum dokkolas értékelése. 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 kialakuldsdnak a valdszinlisége
tehat alacsony. A 298 K-en létrehozott LiP konformer esetében a
frekvencia 53%, ezért ez volt az 5 ns-os finomitasi folyamat bemeneti
szerkezete, a komplex stabilitdsdnak ¢s az ATZ kolcsonhatasanak
tanulmanyozésara a ligandum csatorna aminosavaival.

Az ATZ és a LiP kolesonhato oldallancainak aminosavai kozotti
fehérje-ligandum  kolcsonhatasok a  kovetkezd  kategoridkba
sorolhatok: H-kotés, polaros, hidrofob és egyéb. Az Aspl83 Ca
karbonil-csoportja H-kotéseken keresztiil érintkezik az ATZ
izopropil-amin nitrogénjével. A Ca karbonil-csoport oxigénje €s az s-
triazin gytirQi 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 kozvetlen kapcsolat, és mindkét
atom negativ parcidlis atomtoltéssel rendelkezik, ezért ez az allapot
energetikailag kedvezotlen, és egy teljesen dinamikus rendszerben
nem maradhat fenn.

A dokkolasi komplex szerkezeti stabilitasa. A ligandum csatorna
aminosavak Coa RMSD értékei és az ATZ minimalizalasa azt mutatta,
hogy a kiindulasi szerkezet — a [298 K] dokkolasi komplex — nem volt
optimalis allapotban. A 30 000 Iépés 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, 10712 5) alatt érte el a maximalis értéket, és koriilbeliil 20 ps utan
a rendszer mar relaxalt allapotban volt, azonban kovetkeztetéseket
csak a MD altal kapott eredményekbdl lehet levonni.

A ligandum csatorna viselkedése atrazin jelenlétében. A LiP
ligandum csatorna aminosavainak fluktuacioja és deformacidja vizes
oldatban egy ismert jelenség. A csatorna a kristalyszerkezethez képest
figyelemre méltod torzuldsokat mutat még egy 150 ps hossza MD
szimulacio soran is. A ligandum csatorna aminosavainak ilyen gyors
konformacios valtozasai jellemzdek a LiP-re, amikor a csatorna
kornyezetében nincs jelen potencialis szubsztrat vagy egyéb,
kisméretli molekula. Bizonyos molekulak jelenlétében (pl. veratril-
alkohol, amely a LiP enzim természetes szubsztratja) a megfigyelt
jelenségek a ligandum és a ligandum csatorna aminosavak kozott
kialakult kiilonb6z6 kolcsonhatdsoknak megfeleléen eltéréek
lehetnek.

Az ATZ jelenlétében a csatorna fluktudcioja rovid idé alatt
csokken, és a finomitd (5 ns) MD szimuldcié utolsé 150 ps-ja
jelentdsen alacsonyabb RMSD-értékeket mutat a kiilonbozo
1doskalakbol szarmazo adatokhoz képest. Mivel a ligandum csatorna
aminosavainak gyors konformaciés valtozadsai ATZ hidnyaban
egyértelmiien kimutathatok voltak, az ATZ nélkiilli MD szimulécid
elsd 150 ps-jat hasznaltuk referenciaként. Az ATZ jelenlétében a
finomitas elsé 150 ps-ja kevés kiilonbséget mutat, és a 151-300 ps
intervallum  értékei a teljes tartomanyban egyértelmiien
alacsonyabbak a referencidnal. Koriilbeliil 80 ps utdn ezek a
valtozasok tobbnyire az elsé 150 ps értékei alatt maradnak. Az ATZ-
LiP komplex végallapotanak vizualizacioja megerdsiti, hogy az ATZ
molekula nem jut el a csatornan keresztiil a hemet tartalmazé aktiv

centrumba, mert a ligandumot az enyhén fluktuald ligandum csatorna



aminosavai veszik koriil. Ez az aktiv centrumnak a ligandumtol valo
sztérikus akadalyozasat okozza. A ligandum csatorna aminosavak
zsugorodasa rovid idé alatt (ps skalan) kovetkezik be ATZ
jelenlétében, és ez az enyhe fluktuacio 4-5 ns alatt stabilan fennmarad.
Az ATZ és a hem vaz relativ helyzete azt mutatja, hogy csak az ATZ
hidroféb izopropil-amin csoportja és a hem néhany oldallanca
orientalodik egymas felé.

A szubsztratok a LiP felszini Trp171 aminosavanak kozvetitésével
torténd elektronatvitel Gtjan oxidalodhatnak, amely hipotézis azon a
megfigyelésen alapul, hogy ezen aminosav muticidja a veratril-
alkohol oxidacidjaval szembeni enzimatikus aktivitas elvesztéséhez
vezetett. A mutansok azonban tovabbra is képesek voltak két olyan
szubsztrat oxidaciojara, amelyek a veratril-alkoholhoz képest
alacsonyabb redoxpotenciallal rendelkeztek, ahogyan az ATZ is. A
Trp171 hidnyaban a LiP még mindig képes katalizalni a reakciokat,
de a ligandum csatornan keresztiil a hem pereme ¢€s a ligandum kozotti
kozvetlen kapcsolat elengedhetetlen. A Trp171 pontos funkcidja nem
teljesen tisztazott, mivel ez az enzim rigid teriilete, és a W171A
mutacid nem okoz relevans szerkezeti valtozast. Merev karaktere
alapjan nem valo6szinti, hogy a Trp171-es teriilet kompetitiv ligandum
csatornaként mitkddhet.

Az energiaadatok azt sugalljak, hogy a ligandum csatorna
aminosavainak csokkent fluktudcidja ATZ jelenlétében a kedvezd
kolcsonhatasoknak és az aminosavak ¢és a ligandum kozotti stabil
kontaktusnak kdszonhetd. Az 5 ns hosszi szimulacié utolsé 150 ps-
anak energiaeredményei azt mutatjak, hogy a komplex egyensulyi
allapotban van, az energiaértékek a teljes tartomanyban negativak.

A szamitott kotési szabadenergidk (AGpind) megerdsitik, hogy az
ATZ képes beépiilni a ligandum csatorna kornyezetébe, azonban a

MD utols6 150 ps-dban a kotési szabadenergidk lassan emelkedd



tendenciaja figyelheté meg. Emellett az ATZ ¢s a hem vaz kozott a
AGbind bizonyos id6pontokban pozitiv értéket mutat; ezek az
eredmények energetikailag kedvezdtlen és atmeneti kapcsolatra
utalnak.

A tovabbi, 100 ns hossza MD szimulécié azt mutatja, hogy 5,6-5,7
ns utdn az ATZ és a ligandum csatorna kozotti kapcsolatok kezdenek
felbomlani. Az RMSD értékek egyértelmiien jelzik, hogy a ligandum
integralddasa csak atmeneti jelenség. Az ATZ parcidlis atomtoltései
egy ideiglenes ATZ-csatorna komplexet hoznak Iétre, de az enzim
kinetikus  energidgja az ATZ izopropil-amin csoportjaval
kolcsonhatasba 1€p6 néhany hem oldallanc atombdl szarmazo
kedvezotlen kdlcsonhatasokkal egytitt rovid 1d6 alatt legy6zi ezeket a
hatasokat, ezért az ATZ nem tudja elérni a hem peremét. Az ATZ
kiszorulhat a csatorndbdl, és az enzim visszatér eredeti allapotaba, a
ligandum csatorna aminosavainak fluktualasaval, valamint a nyitott
¢és zart allapotok periodikus valtakozasaval. A 100 ns alatt az enzim
masodlagos szerkezete mar nem valtozott jelentdsen.

A ligandum csatorna harom aminosavanak van a legjelentsebb
hatasa az ATZ hozzaférhetetlenségére: Phel48, Asp183 és GIn222. A
Phel48 fenil-csoportja kdolcsonhatasba 1ép az s-triazin gytrl
delokalizalt elektronrendszerével. Az Asp183 karboxil-csoportjanak
szénatomja 0,62 parcialis toltéssel rendelkezik, és kolcsonhatasba 1ép
az s-triazin gyliri N1 atomjéaval, amelynek parcialis toltése -0,759. A
GIn222 amino-csoportjanak hidrogénjei 0,32, illetve 0,30 parcialis
toltéssel rendelkeznek. Ezek az atomok az s-triazin gytirii N1, N2, N3
¢s Cl atomjaival Iépnek kolcsonhatasba, amelyek parcilis toltései -
0,759, -0,244, -0,19, illetve -0,26.

Fontos megjegyezni, hogy az ATZ delokalizalt s-triazin
gylriijében 1évo szénatomok és az 1-es szdmu nitrogén korabban

kiszamitott parcialis atomtdltései a vegylilet tobbi atomjahoz képest



jelentdsen magasabb abszolut értékeket mutatnak. A beépitett ATZ
helyzete arra utal, hogy ezek a delokalizalt elektronrendszer altal
generalt parcialis toltések lehetséges korlatozo tényezok, és feleldsek

lehetnek a ligandum hozzaférhetetlenségéért.

Biopolimerazok és molekulamodellezés

Cellulazok. A novényi sejtfalban talalhatdé biopolimerek harom f6
csoportra oszthatok: celluldéz, hemicelluléz és lignin. Ezek szoros
Osszekapcsolodasa teszi olyan nehézz¢ a biomassza hasznositasat.

Az altalunk hasznalt baktérium torzset (Cellulomonas sp.) agy
valasztottuk ki, hogy ebben a baktériumban a biopolimerek
bontasahoz sziikséges enzimek jo része megtalalhato, igy konnyebben
nyomon tudtuk kovetni a kiillonbozd enzimek 3D szerkezetét és
hasonlosagait is. Elsonek egy kordbban mar tanulmanyozott cellulaz
katalitikus doménjét és cellulazkoté doménjét (CBM) hasznaltuk fel
a modellezésre.

A kétféle domén alapvetden kiilonbozik egymastol. A katalitikus
doménben elsdsorban o-hélix részek taldlhatok, mig a CBM-ben
inkabb a 3-lemez szerkezet dominal. Ez altalanossagban igaz mas O-
glikozil hidroldzok koté és katalitikus doménjeire is. A celluloz
lebontasaban szamos mas enzim is részt vesz a cellulazokon Kkiviil,
tobbek kozott — a teljesség igénye nélkiil — kiilonféle B-gliikanazok,
B-gliikozidazok és cellobiohidrolazok is. A cellulazok igen fontosak
celluloz rostokhoz, fellazitja azokat, hogy a katalitikus domén aktiv
centruma elvégezhesse a katalizist.

A celluldzok tevékenysége folytan a keletkezd kisebb oligomerek

sokszor gatoljak az enzim tovabbi mukodését azaltal, hogy ezek a



kisebb fragmentumok kotddnek az enzimhez, ezaltal gatolva annak
miikddését.

A lignin nagyobb koncentracidoban gatolja a celluldz miikodését,

ezt a tényt tObb esetben is kimutattadk. Modellezéssel igazoltuk azt,
hogy a lignin képes kapcsolddni a Cellulomonas sp. CelB7 cellulaz
katalitikus doménjéhez bizonyos esetekben. A kapott dokkolasi
eredmények kisebb mértékben mutattak ezt a kapcsolodast, igy ez
igazolhatja azt, hogy a lignin kevéssé gatolja a celluldz miikodését,
vagy nagy koncentracié kell ahhoz, hogy a lignin szdmottevéen
gatolhassa a cellulaz enzimet.
Xylanazok. A biopolimerek lebontdsdban szerepet jatsz6 masik
fontos enzimcsoportot a kiilonbozd xylanazok alkotjak. A xylanazok
a hemicellul6z xyldn részeint bontjak le kiilonb6zé modon. A
xylogliikan oldallancok a hemicellulézban jelentds részek, igy a
xylanézok fontos enzimek a biomassza lebontésaban.

Sok hasonlésag van a cellulazok ¢és a xylandazok kozott, ez
tulajdonsagaikban is megmutatkozik. Az ezzel kapcsolatos
modellezésiink igen hasonlit a cellulaz hasonld komplexére. Talan ez
magyarazza azt a tényt, hogy a cellulaz enzimek kozott talalhato tobb
olyan is, melynek van xylanaz aktivitasa is. A cellulolitikus és a
hemicellulolitikus enzimek kozott vizsgaltdk az egylittmikodés
lehetdségét, és kimutattak a kdlcsonds szinergizmust.

A Cellulomonas fimi xylanaz katalitikus doménje erds affinitast
mutat a ligninnel szemben. Ezt szintén kimutattuk enzim-ligandum
dokkolassal. A modell nagy hasonlosagot mutat a celluléz ligninhez
valé kotédéséhez, mely nem meglepd, hiszen sok cellulaznak van
xylandz aktivitasa is.

A kapcsolat részben az enzimeknek (celluldz és xylanaz) a lignin
feltiletére vald adszorpcidjaval magyardzhato, de a kotddes részletes

mechanizmusai még mindig kevéssé ismertek. A lignin-enzim



kolcsonhatasok mogott meghuz6ddé mechanizmusok tovabbra is
tisztazatlanok. A celluldzok ¢és xylandzok nem specifikus
adszorpcidja a ligninhez megakadéalyozza a biomassza enzimatikus
atalakitasat. A szamitdsok azt mutatjak, hogy a negativan toltott
feltilettel rendelkezd celluldz és xylanaz csokkentheti a lignin altali
gatlast. Lehetséges olyan nagy aktivitdsu cellulazok és xylanazok
eléallitasa, amelyek ellendllnak a lignin altal kozvetitett
inaktivalasnak, bar tovabbi munkdra van sziikség ezen probléma
megértéséhez.

Mannanazok. A mannanok szintén a hemicellulézok k6zé tartoznak.
A  mannanazok a hemicelluléz ramnogalakturondn részeihez
oldallancként kapcsolédd6 mannopiran6z oligomerek lebontasdban
vesznek részt. A mannandzok monomer és dimer formdaban is
megtalalhatok. A mannanaz-mann6z dokkolasi komplex tobbféle is
lehet, attol fliggéen, hogy a mannan a monomer enzimhez vagy a
dimer enzimhez kapcsoldodik. A mannandz enzim tartalmaz egy
katalitikus és egy szubsztratkotd részt is. A dokkolasi komplex az
eddig targyalt tobbi enzim-szubsztrat kapcsolathoz hasonldan stabil
¢s alkalmas lehet a szubsztrat bontasara.

A xylanaz és a mannanaz kozott szinergikus hatast irtak le. Ennek
ellenére a két enzim kevéssé hasonlit egymasra, igy a kooperativ
miikddésiikre ez aligha lehet magyarazat.

A hemicellulozokkal ¢és azok lebontdsdban szerepld idaig
ismertetett enzimekkel nem meriilnek ki a lehetéségek. Az eddig
targyaltakon kiviil a hemicelluldzban a teljesség igénye nélkiil vannak
még gliiko-piranozid, galakto-piranozid, ramno-piranozid és arabino-
furanozid oldallancok is. A gélszerli pektin foként galakturonsavbol
allo  heteropoliszacharid — tobb ponton is kapcsolodik a
hemicellul6zokhoz. Az ezen oldallancok lebontasaban szerepld

tovabbi enzimek is igen sokrétliek. A hemicelluléozok ¢és



hemicellulazok valtozatossdga, valamint azok modellezése egy
késobbi tennivalo lesz, amely kihivasokkal teli feladatok elé allithat.

Szinte semmilyen irodalmi hivatkozds nincs arra vonatkozodan,
hogy a lignin-mannanaz kapcsolat Iétezik-e, és milyen hatéasai
vannak. Sikeriilt modellezni ezt a kapcsolatot. A lignin-részlet jol
illeszkedik a mannanéz aktiv centrumahoz, bar a kdlcsonhatas jellege
még nem teljesen tisztazott, és tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

Beszamoltak arrdl, hogy a vizoldhat6 (kis molekulatomegii) lignin
fokozza az enzimatikus emészthetdség sebességét, azonban a lignin-
enzim kolcsonhatds katalitikus mechanizmusa tovébbra is
megfoghatatlan. Ebben nyujthat segitséget a molekulamodellezés is,
mely talan magyarazatot adhat a jelenségre. A lignin negativ
hatdsainak mérséklése érdekében kiterjedt kutatasokat végeztek a
lignin-enzim kdlcsdnhatasok alapvetd mechanizmusainak feltarasara,
hogy olyan technolégidkat fejlesszenek ki, amelyek lekiizdhetik a
lignin enzimatikus hidrolizisre gyakorolt negativ hatésait.
Lignin-peroxidazok. A biopolimerek harmadik csoportjat a lignin
alkotja. A LiP-t az in. fehérrothadast (fehér korhasztd) okoz6 gombéak
termelik. Katalizalja a veratril-alkohol oxidaciojat, valamint a lignin
lebomlasat, ¢és akadalyozza a lignin depolimerizacidjat is.
(Megjegyzés: a barna korhaszto gombak bontjdk a faban 1évo
cellulozt és hemicellulozt. A cellulozt és hemicelluldzt hidrogén-
peroxiddal (H202) bontjak le, igy nem keletkeznek szacharidok, nincs
hasznosulas, csak oxidacio).

Mindkét monomer tartalmaz egy-egy hem vdazat, igy ezeket az
enzimeket hem-peroxiddzoknak nevezik, amelyek H>O»-t igényelnek
oxidansként.

A ligandum a két alegység kozé illeszkedik. Felmeriil annak

lehetdsége, hogy mindkét (azonos szekvencidju) alegység jelenléte



sziikséges lehet a lignin felismeréséhez és lebontasdhoz — ennek
megallapitdsdhoz tovabbi mérések sziikségesek.

Rendkiviil savas korilmények kozott a LiP nem katalizal
megfeleléen. Azonban, ha kicserélik a LiP hem vazat a mangan-
peroxidazban 1évd vazra, Ggy a katalitikus hatékonysag jelentésen
megno.

Ha mar vizsgaltuk a lignin celluldzra torténd hatasat, akkor
megprobaltuk a celluloz LiP-ra gyakorolt hatdsat is modellezni.
Meglepddve tapasztaltuk, hogy Iétezik valamilyen kapcsolat a
celluloz és a LiP kozott. A celluloz az esetek tobbségében a LiP
homodimer nem katalitikus helyére kotédott, de néhany esetben a
celluléz az aktiv centrum kozelében kacsolodott az enzimhez. Ha nem
is kapcsolodik a celluloz szorosan az aktiv centrumhoz, képes lehet a
lignin kapcsolddasat részlegesen vagy teljesen megakadalyozni.

Ez a jelenség teljesen 01j, nem irtak le hasonl6o eredményt. Ezt a
molekulamodellezés tette lehetdvé. Természetesen ezt a gyakorlatban
1s igazolni kell, sok kisérletet kell végezni ahhoz, hogy ezt pontosan
le lehessen irni. Mindenesetre a modellezés mutatja azt, hogy milyen
Uj lehetdségek rejlenek ebben a modszerben.

Késébbi kutatdsaink egyik célja annak felderitése, hogy
véletlenszerii aminosavcserék okoznak-e eltérd térszerkezetet,
valamint az eltérd térszerkezet okoz-e az enzim aktivitasaban,
szubsztratkotd képességében eltéréseket, és ezeket meg tudjuk-e
molekularis  szinten magyarazni. Emellett érdekes lenne
megvizsgalni, hogy a lignin jelenléte miért okozza a cellulazok (és
mas hidrolazok) jelentds részének aktivitas-csokkenését. Ha sikeriilne
véletlen aminosav-cserékkel hatékonyabb celluldzokat eldéllitani,
azzal lehetségessé valna, hogy a lignin-cellulaz interakciokrol is

tobbet tudjunk meg.



Uj lehetéségek feltarasa. A biomassza tjrahasznositisa manapsag
nemcsak azért nélkiilozhetetlen, mert a fosszilis energiaforrasok
fokozatosan kimeriilnek, hanem mert csokkenteni kell a novekvo
energiafelhasznalds okozta kdrnyezetszennyezést. Cikkiink a jelenleg
hasznalatos novényi biomassza-feldolgozasi méodszerek eredményeit
kivanja attekinteni. Célunk volt a jelenleg nem hasznalt, de publikalt
modszerek attekintése is. Feltartuk a biomassza ujrahasznositdsaban
alkalmazhaté 1) modszereket ¢és az enzimek modellezését
felhasznalva az ujabb lehetdségeit. Ennek az attekintésnek az
eredményei szinte minden teriileten megddbbentéek. Eldrelépés
tortént a biomassza elokezelésében, valamint a felhasznalt enzimek
sokféleségében ¢és alkalmazéasaban. Viszont a molekularis modellezés
alapjan torténd fejloddésben nagyon kevés elorelépés tortént. Szintén
minimalis az eldrelépés a meglévd enzimek modositdsaban, a
biomassza feldolgozdsa soran a megvaltozott miikodés és a
kornyezeti feltételekhez vald alkalmazkodas érdekében. Alig van
olyan publikaci6, amelyben molekularis modellezési technikdkat
alkalmaznanak az enzimmiikddés modositasra, javitdsara és az
enzimek kiilonféle kornyezeti feltételekhez vald adaptaléséra.
Véleményiink szerint a modern szamitasi, biokémiai ¢és
biotechnologiai mddszerek segitségével hatékonyabb és biomassza-
feldolgozasra alkalmas enzimek célirdnyos tervezése lenne
lehetséges.

A kozelmultban vizsgalt és alkalmazott moddszerekkel egyiitt
feltartuk a ndvényi szerkezeti biomassza hasznositdsanak legujabb
lehetdségeit, eredményeit. Minden teriileten tortént elérelépés, és ez
a teriilet folyamatos fejlddést mutat. Uj fizikai és kémiai modszereket
fejlesztettek ki a biomassza eldkezelésére, amelyek a biomassza
anyagok hatékonyabb kinyerését eredményezhetik. A

mikroorganizmusokban talalhatd enzimek széles skalajat izolaltak és



hasznaltdk fel a biomassza feldolgozasaban. Tanulmanyoztdk az
enzimek mikddési mechanizmusat, emellett ) ¢és hatékonyabb
modszereket fejlesztettek ki. Véleményliink szerint van néhany olyan
teriilet, ahol az utobbi idében kevesebb fejlddés tortént. Ezek koze
tartozik a meglévé enzimek tulajdonsagainak megvaltoztatasa
raciondlis tervezéssel, amely a szerkezetmodellezésen, MD
szimulaciokon, enzim-szubsztrat kolcsonhatasokon és virtualis
mutagenezisen alapul.

Kiaknazatlan ¢és oriasi lehet0ségek vannak olyan modositott
enzimek eldallitdsara, amelyek hatékonyabban miikodnek a
biomassza feldolgozasahoz hasznalt ipari koriilmények kozott. Az
enzimek racionalis modositasaval jelentdsen novelhetd a biomassza
atalakitasanak, az enzimek vagy a folyamatok hatékonysaga. Fizikai,
kémiai, biokémiai, biotechnologiai ¢és molekuldris biologiai
moddszerek allnak rendelkezésre az enzimek fehérje oldallancainak
modositasara a biomassza hatékonyabb hasznositasa érdekében,
amelyek jobban megfelelnek az alkalmazott technikéknak.

E moddszerek széles korli alkalmazasaval tovabbi fejlodés varhato
ezen a teriileten, és csak timogatni lehet, hogy in silico modellezéssel,
a molekulak virtualis moédositasaval, molekularis szimulaciokkal
vizsgaljak az enzimek miikodését kiillonbozo kornyezeti €s/vagy ipari
koriilmények kozott. Ez segitené az eddig alkalmazott ipari biomassza
hasznositasi mddszerek fejlesztését anélkiil, hogy a modszert kellene
megvaltoztatni, csupan az adott enzimeket kellene gy moddositani,
hogy azok az adott koriilmények kozott hatékonyabban miikddjenek,
igy novelve a termelékenységet és csokkentve a koltségeket.

A biomassza feldolgozasahoz jelenleg hasznalt enzimek javitasara
szamos lehetdség van. A szadmitogépes tervezési ¢s modellezési
technikak felhasznalhatok az enzimek modositadsara, hogy azok az

adott fizikai-kémiai koriilmények k6zott hatékonyabban miikodjenek.



Az enzimek mikodésének és a katalitikus kortilményeknek a
tanulmanyozasaval az enzim szerkezetének a tényleges miivelethez
jobban illeszkedd modositasaval lehet beavatkozni a kémiai
reakciokba. Ehhez ismerni kell az alkalmazott enzimatikus
folyamatokat, ¢s szamitogépes modellezéssel ¢és tervezéssel
moédositani kell az enzimek milkodését a jobb felhasznalas
reményében.

A poliszacharidokat lebontd enzimek gyakran kapcsolodnak a
glikozilacioval, az N- és O-kotésti glikdanokhoz, amelyek szerepe csak
részben ismert. A glikdnok befolyésolhatjdk az enzimek kritikus
tulajdonsagait: Az N-glikozilacio javitja a termikus és proteolitikus
stabilitast, az O-glikozilaci6 a proteolitikus stabilitas mellett javitja a
CBM-kotési affinitast €s stabilitast, de jelenlétiik nem feltétlentil
befolyasolja a katalitikus aktivitdst. A glikozilalt celluldzok
modellezése javithatja ismereteinket a glikanok kiilonb6zo
funkcioirdl.

Leirtak egy glikozilalt celluldzt, amelyben foként galakt6z-
diszacharidokat lehetett taldlni. Ez a glikozildci6 dramaian
befolyasolta az oldhatatlan szubsztratok hidrolizisét, a proteolitikus
¢s termikus stabilitast, és sziikségesnek bizonyult ahhoz, hogy ez az
enzim zord kornyezetben, tobbek kozott ipari kornyezetben is

miikodjon.
A modellezett metanolizis

Az atészterezéses reakciot katalizalo lipaz enzimek esetében
szintén felmeriil a molekulamodellezés-alapu fejlesztések lehetdsége.
A triacilglicerol lipdz példaul egyarant megtaldlhato allatokban,
novényekben, gombdkban és baktériumokban. A triglicerideket
digliceridekre, majd monogliceridekre ¢és szabad zsirsavakra

hidrolizalja. Az enzim vizben j6l oldédik, és az olajcseppek felszinén



fejti ki hatasat. Az aktiv helyhez valé 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).

Lehet6ség lenne — a cellulazokhoz és ligninazokhoz hasonléan —
aminosavak lecserélésére az enzim relevans pontjain, majd az igy
kapott (mutans) modellek valtozé kornyezeti feltételek (pH,
homérseklet) kozotti tesztelésére. Amennyiben a szimulacidok
eredménye alapjan az adott moddositdsok egy vagy tobb nagyobb
aktivitasti enzimvaltozatot eredményeznek, amelyek a reakcidkat
gyorsabban, konnyebben eldallithaté koriilmények kozott tudjak
katalizalni, gy mar célzottan tudnank szintézissel 1étrehozni ezeket

az enzimpopuléacidkat.



KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az atrazin kvantumkémiai paraméterei. A legtobb publikacio a
Param Chem webszerverr6l szarmaz6 paraméterekre hivatkozik,
amely egy olyan forrds, amely kizarolag analogian alapul6 kezdeti
paraméterekhez valo hozzaférést tesz lehetévé. A probléma az, hogy
ezek az eredmények tartalmaznak egy ugynevezett biintetdpontot
(penalty score), mivel a feltoltétt ligandumok csak a CHARMM
altalanos erdtérrel (CgenFF) vannak 0Osszevetve, ezért tovabbi
szamitasok lennének sziikségesek a paraméterek finomitasdhoz az uj
kémiai kontextusban. Ebben a munkiban az analdgian alapuld
adatmennyiség a harom nem koté paraméterre korlatozodik, az ATZ
keresztellendrzésre keriilt, (beleértve a CgenFF-et is), a tobbi
kimeneti szamadat pedig preciz optimalizaciés modszerek és
kvantumkémiai szamitadsok eredménye.

A Dbemutatott munkafolyamat végeredménye az ATZ MD
A lignin-peroxidaz és az atrazin osszeférhetetlensége. Az enzim
képes kiilonb6z6 xenobiotikumok lebontasara, de a katalizishez
sziikséges enzim-szubsztrat kapcsolatok nem teljesen ismertek. Mivel
a LiP nem képes az ATZ lebontdsdra, a molekularis szintli
kolcsonhatasok leirdsa jobb megértést adhat a ligandum csatorna
szerkezet-funkcid kapcsolatdrdl, valamint az egyes ligandumok
hozzaférhetoségét meghatarozd vagy korlatozd tényezokrol. Az
enzim-ligandum dokkoléas eredményei alapjan az ATZ energetikailag
kedvezd poziciot taldlhat a ligandum csatorna aminosavainak
kornyezetében, bar ezen komplexek kialakuldsanak matematikai
valoszinlisége nem jelentds (10%, 16% és 53%-os gyakorisagi

értékek harom kiilonb6z6 homérsékleten). Az ATZ-LiP komplex 5



ns-os MD szimulacidja soran a legjobb dokkolasi eredménnyel (53%-
os gyakorisdg 298 K hdémérsékleten) az ATZ integralodott az
aminosavak ko6zé, és nem tudott atjutni a csatornan. Ez a jelenség
némileg ellentmond annak, hogy a kisméretli szubsztratoknak szabad
hozzaférésiik van a hem felé, amikor a csatorna nyitott allapotu
konformécioban van. Az ATZ delokalizalt heterociklusos s-triazin
gylriijének parcidlis atomtdltései stabil enzim-ligandum komplexet
hozhatnak létre, ¢és ez lehet a magyarazata az ATZ
hozzaférhetetlenségének.

Mivel az ATZ képes kotddni azokhoz az aminosavakhoz, amelyek
a szubsztratoknak az aktiv centrum felé valo hozzaférését biztositjak,
fontos kérdés, hogy ez a kotdédés 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 csatornabdl, ez a lehetséges
jelenség egy masik vizsgalat targyat képezheti. Emellett a ligandum
csatorna teljes funkciojat is fel lehetne térképezni, és meg lehetne
magyardzni. [smét megjegyezziik, hogy a LiP-nak két oxidacios helye
van, de a kozotiik 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 teriilet még egyaltalan nem tekinthetd
bejaratottnak. Tovabbi kutatdsaink szempontjabol elsddleges annak
feltdarasa, hogy  véletlen = aminosav-cserékkel Iehetséges-e

hatékonyabb cellulazokat eldallitani, ezzel Osszefiiggden pedig a



ligninnek mint a celluldzok egyik inhibitoranak az enzimgatlast
kivaltd konkrét mechanizmusanak a minél pontosabb leirdsa. Az
eddig elvégzett dokkolasok alapjan valéban megalapozott, hogy a
lignin képes a cellulazok ¢és xylandzok miikodését gatolni, emellett
ugy tlnik, létezik lignin-mannanaz kolcsonhatas, sot, celluloz —
lignin-peroxidéaz kolcsonhatas is — ez utobbi szintén érdekes, késdbbi
kutatds alapja lehet, hiszen lehet, hogy ennek is van hatdsa az
enzimaktivitasra.

Bioiizemanyagok eldallitasa. Ugyan még nagyon kezdeti fazisban
van, de azért mar egyértelmiien latszik annak lehetdsége, hogy a
molekulamodellezéssel kapott eredményeket felhasznéaljuk példaul
bioetanol és  biodizel hatékonyabb  eldallitdsara.  Ezen
biolizemanyagok szintézisét szintén végezhetik enzimek, azonban
ezek felhasznalasa egyelére koltséges és lasst. JOI megvalasztott
modszerekkel lehetdéség lenne arra, hogy célzottan tervezziink
hatékonyabb ¢és gyorsabb enzimeket, aztan ezeket szimulalt
koriilmények kozott leteszteljiilk, majd végiil csak a céljainknak

legmegfeleldbbeket expresszaltassuk, illetve allitsuk eld.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kvantumkémiai szamitasokkal sikertilt megallapitanunk az atrazin
nevi, fotoszintézisre hato herbicid parcialis toltéseit, kotéshosszait és
-szOgeit, valamint a torzidés szogeket. A kapott értékeket aztan
visszaforditottuk a hagyoméanyos mechanika nyelvére, és elsdként
allitottuk el az atrazin CHARMM36 er6térrel kompatibilis
paramétereit, amelyek joval pontosabb értékek, mint a hagyomanyos,
analogian alapul6 paraméterek. Az atrazint igy mar fel lehet hasznalni
molekuladinamikai  szimuldcidkban, fehérje-ligandum, enzim-

ligandum ¢és egy¢éb interakciok atomi szintli tanulmanyozasara.

2. Enzim-ligandum dokkolassal megallapitottuk, hogy az atrazin
kotodése a lignin-peroxidaz ligandum csatornajahoz
termodinamikailag kedvezd, azonban némileg homérséklet-fiiggd €s
a csatorna nyitott allapota esetén 1is az atrazin lehetséges
konformacidinak csak kisebb része jelent megfeleld orientaciot.
Molekuladinamikai szimuldcioval ¢és szamitdsokkal elsdként
kimutattuk, hogy az atrazin jelenléte a lignin-peroxiddz ligandum
Ezen fluktuaciok a kisméretli, potencidlis szubsztratok esetében
elengedhetetlenck a szubsztratnak az aktiv centrumhoz vald
tovabbitasaban. Ezzel magyarazatot adtunk az atrazinnak a lignin-
peroxidaz aktiv centrumahoz vald hozzaférhetetlenségére. Az atrazin
—  lignin-peroxiddz =~ komplex  interakcidinak  energetikai
kiértékelésével leirtuk, hogy az enzim és az atrazin oldalar6l melyek
azok a kolcsonhatasok, amelyek magyardzatot adnak a
hozzaférhetetlenségre. Megallapitottuk, hogy az atrazin s-triazin

gytriijének delokalizalt elektronrendszere okozza a lignin-peroxidéaz



csatornajanak drasztikus fluktuacio-csokkenését. Ezzel magyarazatot

adtunk a csatorna miikodéképességének csokkenésére/megsziinésére.

3. Molekulamodellezés segitségével igazoltuk, hogy a lignin nagyobb
koncentracioban valdban gatolhatja a cellulazok és a xylanazok
mikodését. Modellezéssel sikeriilt elsdként megallapitani, hogy
létezik lignin-mannanaz kapcsolat, igy az enzimgatlas ebben az
esetben is fennallhat. Modellezés segitségével elséként irtuk le, hogy
a celluléz oligomer bizonyos kdriilmények esetén képes lehet gatolni

a lignin-peroxiddz miikddését.

4. Egy atfogd, attekintd tanulmanyt publikaltunk a legmodernebb
biomassza-hasznositd technikakrol. Megéllapitottuk, hogy a
molekulamodellezésen ¢és enzimmoddositdson alapuldé modszertan

még kevéssé elterjedt.
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