Valaszok Dr. Ambrus Attila biralatara

Nagyon szépen koszéném Dr. Ambrus Attilanak az MTA doktori dolgozatom pozitiv

€s tamogato biralatat, s a biralatra forditott energiat.
Kérdéseire adott valaszaim:

. Nem teljesen egyértelmii a disszertaciobol — de sokszor a cikkekbdl sem —, hogy hogyan
kezelte a Jelolt az MD szimuldciok sordn a nem szerkezeti (bulk) vizet. Implicit/explicit
verziot/modellt alkalmazott, milyen vastag vizképeny volt dltaldban jelen, egy vagy
kétrétegii volt-e a kipeny és ez utobbival Gsszehangban hogyan oldotta meg a
hépufferelést altalaban? Alkalmazott-e valamilyen beépitett potencidlfelszint a
vizmolekulak szokésének megakadalyozasdra?

. Amikor alkalmazott vizkopenyt, volt-e referencia futtatas viz nélkiil is? Mi volt az
alapveté kiilonbség az eredményekben és valtoztatta-e bdrmikor is a levonhaté

konkluziokat az, hogy vizzel vagy anélkiil hajtotta végre a szimuldcickat?

A dolgozat révid formaja miatt nem volt lehetSségem a modszereket nagyon részletesen
leirni, tovébba a cikkeinkben is el6fordul, hogy tomoren kellett leirni a modszert korabbi
publikaciokra torténé utalassal, amelyekben a részletes médszertan megtalalhato.
Hagyomanyos MD szimulaciéinkban mindig explicit médon modellezziik a vizet. Azaz
a vizmolekulak ténylegesen jelen vannak a szamoldsok soran és nem is pusztan par
rétegben a fehérje felszinén. Szimulacidinkban olyan ,,dobozt” hasznalunk, amit a
vizmolekulak (és ionok, éltaldban 150 mM KCl) teljesen feltdltenek a fehérje koriil.
Tovabba, a doboz minden oldalan periodicitast alkalmazunk, azaz a dobozt minden
oldalara ,tiikkr6zziik”. Ez azt jelenti a valosagban, hogy ha egy atom kilép a doboz egyik
oldalan, akkor a masik oldalon Iép be. Ez kikiiszoboli azt a problémat, amit a dobozon
kiviili vakuum okozna. Ahogy a Biralé helyesen ravilagit, vizkdpenyes szimulacid soran
sziiks€ég lenne extra potencidl alkalmazasara, ami megakadalyozza a vizmolekulak
kilépését a vakuumba. A periodicitassal viszont egyiitt jar, hogy a fehérje egyik fele
kolcsonhathatna a masik felével. Ezt ugy tudjuk megakadalyozni, hogy a fehérje és a
doboz fala kozétt kb. 20 A tavolsagot biztositunk, ami hosszabb a kdlcsdnhatasok (pl.
van der Waals) tavolsaganal (beallitastol fiiggden 10-14 A). Egy ilyen rendszerben a
hépuferrelés is sokkal egyszertibb, legtobbet a Berendsen és Nose-Hoover termosztatot

alkalmazzuk. Egyik legutobbi munkank soran az NBDI letekeredését vizsgaltuk
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atomerémikroszkoppal és hizasos molekuladinamikai szimulaciokkal. Ezen szamitasok
soran nagyon nagy szimuldciés dobozt kellett alkalmaznunk nagyon sok
vizmolekuléaval, ezért felmeriilt benniink a vizkGpenyes szimulacié lehetdsége is. Ezt
véglil azért nem alkalmaztuk, mert a fehérje lekeredése soran annak felszine n6 €s egyre
tobb vizmolekuldra lett volna szilkkség a beboritasdhoz. Tovabba az 1jabb
molekuladinamikai szoftverekben (f6leg GROMACS) ilyen futtatasokra nem talaltam

lehetéséget.

Az in silico CFTR vizsgdlatok esetében probaltik-e esetleg valtoztatni a klorid-
koncentrdcidt és ha igen az milyen hatdast eredményezett? Valtoztattak-e esetleg az
ellenion mindségét? Hogyan hat a klorid-koncentracié valtozasa a foébb patogén

csatorna-variansokra? Lehet ennek az informadcionak terdpias relevancidja esetleg?

Nem, nem probaltuk megvaltoztatni a klorid-koncentraciét. Szimulacidinkban ennek
valdsziniileg nem lett volna hatasa és nem segitett volna hozza a kloridion atjutasihoz,
ugyanis a fentebb emlitett periodikus hatarfeltétel miatt a membran két oldalan
megegyezett az ionok koncentracidja. Létezik egy GROMACS plugin, ami ezt a
problémat ugy oldja meg, hogy két membran kettGsréteget helyez a szimulacids
dobozba, igy a két membran kozott mas lehet az ionok koncentracidja. Egy ilyen
rendszernek a beéllitisa nagyon nehéz és amikor ezeket a szimulacidkat végeztiik, még
nem 4&llt rendelkezéslinkre olyan hardver, amivel racionalis lett volna ilyen nagy
rendszerrel szdmolni. Egy 2023-as MD szimulécids tanulméanyban (Zeng et al. 2023

CMLS, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36694009/) magas membranpotencial

(500mV) alkalmazasa mellett megfigyeltek spontan kloridion atjutast.

Az ellenion mindségét nem valtoztattuk, s nem gondolom, hogy ez hatassal lenne a
kloridion atjutasara. Tudomasom szerint a kloridion koncentracidja nincs hatéassal a f6bb
patogén variansokra. A kloridutvonal mentén elhelyezkedd pozitiv toltésii aminosavak
mutaciéi varhatoan valtoztatnak a kloridcsatorna érzékenységén is. Erdekes lenne azt is
megvizsgalni, hogy vajon a klorid ionok ,ligand”-ként funkciondlnak-e abban az
értelemben, hogy meghatarozott helyre kotédve stabilizaljak a csatornat. Ilyet
megfigyeltek mar kalium csatornak esetén. Egyébként a szimulacié soran hasznalt
klorid koncentracié (150mM) kozel szaturdlja a konduktanciat. szimulalat CI

concentracio kozel szaturalja a konduktanciat.



4. Mi az az egyensulyi szimulacio és a metadinamika? Utébbit roviden emliti a 14.0.-on,
de nem teljesen egyértelmii, hogy mit ért ezek alatt és milyen informdciokat

szolgaltatnak ezek a technikak.

Az egyensulyi molekuladinamikai szimulacio egy olyan szamitasi technika, amellyel
egyes atomok vagy molekuldk mozgasat a klasszikus mechanika segitségével
szamoljuk. A szimul4ci6 altalaban hosszu ideig fut, hogy a rendszer elérje az egyenstlyi
allapotot, amikor makroszkopikus tulajdonsagai (a hémérséklet, a nyomas és a siiriség)
mar nem valtoznak. Igy statisztikai atlagok szamolhatok kiilonféle termodinamikai
tulajdonsagok meghatdrozasahoz, mint amilyen példaul a hékapacitas, a diffuzios
egylitthatok és a radialis eloszlasi fuggvények.

Nagy rendszerek, fehérjék esetén a konformacios tér feltérképezése nagy kihivas
molekula dinamikai szimulaciok soran. Egyenstlyi szimuldcidban nagyon kicsi az
esélye, hogy egy mély energiavolgybdl a rendszer atkeriiljon egy masik volgybe,
konformacidba, azaz egy (konformacid)valtozas megfigyeléséhez rendkiviil sokaig
kellene a szimulaciot futtatni. A metadinimaika modszer egy kivalasztott
reakcidkoordinata mentén elhelyezked6 magas potencial gat lekiizdését célozza. Ilyen
szimul4cié soran adott id6kozonként az algoritmus ellendrzi, hogy a rendszer
elmozdult-e a reakciokoordinata mentén. Ha nem, akkor elfajult (eltéritett, biased)
potencialt ad a rendszerhez a reakcidkoordinata adott pontjaban. Igy az energia ebben a
pontban folyamatosan névekszik, feltolti a volgyet, azaz a rendszer athalad a
potencialgaton (lecsuszik a masik oldalan). Példaul ha a reakciokoordinata a fehérje
tomegkozéppontja és a klorid ion kozotti tavolsadg egy membranra merdleges vektor
iranyaban, akkor a kloridion mozdulatlansaga esetén a potencial ndvelése abban a
pontban, ahol az ion tartozkodik, az ion kifelé vagy befelé mozdulasat eredményezi. Ez
a modszer nem csak arra alkalmas, hogy a rendszer (konformdcids) allapotait
feltérképezziik, hanem az energiagatak magassaganak a jellemzésére is, ugyanis
ismerjik az altalunk hozzéadott energiamennyiségek nagysagat (képletesen: hany vodor
homokot 6nt6ttiink a godorbe ahhoz, hogy a belesett szamarunk ki tudjon sétalni bel6le).
Dr. Kovacs Mihaly is feltette ezt a kérdést, ezért ez a bekezdés megegyezik a neki irt

valaszommal.

5. Egy érdeklodo technikai kérdés: A birdalonak limitalt tapasztalata van az MD
szimuldciok terén és megtortént vele, hogy a szimuldaciok sordn meglehetdsen

,Szétrazodott” a szerkezete. Mitdl johetett ez létre, mire kell vigydzni, hogy ez ne
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torténjen meg egy szimuldcié soran? Ilyen nem fordult eld a disszertdcidban vizsgalt

rendszereken?

Egy szerkezet tobbféle okbol is széteshet egy szimulacio soran. Els6dlegesen nagyon
fontos a kiinduldsi szerkezet josdga — példaul rosszul meghatdrozott, a Science
folydiratbol Visszavént publikaci6 ABC fehérje szerkezete gyorsan szétesett MD
szimulaciokban (Ivetac and Sansom 2008 FEuropean Biophysics Journal,
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17960373/). El6éfordulhat, hogy valamilyen technikai
hibat vétiink a rendszer felépitése soran. Ennek valoszintiségét nagyban csokkentheti,
ha a rendszer generdlasa a CHARMM-GUI (https://www.charmm-gui.org/) webes
feliileten torténik. Azonban nagyon ritkan igy is el6fordulhat, hogy a racspontokra
helyezett molekulék fizikailag nem realis konformacioba keriilnek (pl. egy lipid farok
dthalad egy Phe oldallancon). Ilyenkor ujra kell generdlni a rendszert. Ha az
energiaminimalizalas nem eredményes, akkor azt még érdemes megismételni egy-ket
alkalommal a moédszerben jelenlevd random események miatt. Ha nem sikeriil, akkor a
rendszert Ujragenerdlva mar jO eséllyel tuljutunk ezen a lépcsén. A kovetkezd,
tobblépéses egyensulyba-hozasos szimulaciok szétesése esetén az integralas 1épéskozét
érdemes felére csokkenteni (a szokasos 2 fs helyett 1 fs), hogy a rendszer energiaja
stirlibben frissiiljon és igy a lokalis nagy héfelszabadulasokat a termosztat kezelni tudja.
Tapasztalataink szerint a duplapontossagll szamitas, amit még javasolni szoktak ilyen
esetben, nem segit. Tovabba ezekben az egyensulyba-hozasi 1épésekben Berendsen
termosztatot érdemes hasznalni, mert gyorsabban reagal a valtozésokra (a végso
production szimulacidban viszont nem ajanlott a hasznalata, mert a generalt trajektoria

nem lesz kanonikus sokasag).
Végezetiil ismét koszondm dolgozatom biralatat, s egyben kérem valaszaim szives
elfogadasat és az MTA doktora cim odaitélésének tamogatasat.

Budapest, 2023. majus 9.
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