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Célkitlzés/témak

* Biokémiai folyamatok
— kvantitativ jellemzése szamitdgépes modellezéssel
— megértése
— befolyasolasa
— gyogyszertervezés

— termodinamika
— (kinetika)
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Alaposszefluggések

LP<>L+P
_[LI[P]
Ka = Tip

AG,,4=RTIn K,

AG =AH-TAS tipikus kisérli korilmények

AF = AU -TAS oldat szamitasanal gyakran hasznalt (kanonikus)
F = -kgT InZ,

Ej

Z=Y; e kBT - csak egyszer( rendszerekre szamithatd
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Kotési termodinamika mérése

* lzotermalis titrald kalorimetria
—n, K, AH —->AG, AS
— korlatok:
* oldatban
* fehérje mennyiség (10-100 ug)
* atereszt6képesség

40 L Syringe

Power supplied to
sample cell feedbadk
heater proportional to AT

200 L Cells

Adiabatic shield
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Kotési termodinamika mérése

* Van’t Hoff analizis

RT R Ir——

— Ky hémérséklet fiiggésébsl AH és AS  F—= =2 .= .“’
— Kisérleti technikak o

+ Radioligandum leszoritds o ol .

+ Témegspektrometria * s ;4

* Kromatografia 150 &

* Fellleti plazmon rezonancia (SPR) “"5! o
— Korlat S R R R Y

Irvarse temperature 1T 107 K

* AH hémérséklet fliggése
* extrapolacié
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Hidrofdb effektus

* Hidrofdéb effektus:
Apolaris vegylilet atvitele apoldris oldatabdl vizbe

— Apolaris kélcsonhatasok megsz(inése

— Ures hely betdltése az apolaris kézegben

—| Ureg kialakitdsa vizben

—| Apolaris vegylilet behelyezése

—{Oldott anyag — olddszer kdlcsonhatas létrejotte
—{Vizszerkezet atrendez6dése

AG pozitiv
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Hidrofdb effektus
* Hidrofdb effektus:
AG né

20°C: AH és TAS csokken, TAS valtozas dominal

Magasabb T — AG alig valtozik, de

AH n6 és domindl — energetikailag kedvezétlen
(kolcsbnhatast felaldoz a rendezetlenség novelésért)

— Magyarazat: hidroféb hidratacioé Iépésire koncentral
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Hidroféb hidratacio

* Kulcstényezbk:

— Vizmolekula kis mérete
 Ureg képz3dés — negativ entrépia

— H-hid kotés az oldott molekuldk kdzelében
* ErGsebb H-hidak — jéghegy modell
7

* Erdsebb, de kevesebb H-hid

* Milyen mértékben felel6sek a fentiek AH és TAS
valtozasért?

* Nincs altalanosan érvényes modell

2012.10.18

Fehérje-ligandum kotédés , lépései”

ligandum fehérje
— konformacié valtozas konformacié valtozas

— deszolvatacio deszolvatacio

Fehérje-ligandum kompex
fehérje-ligandum kolcsonhatas

a viz alapvetd szerepet jatszik a kot6désben
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Kotoédés kvalitativ termodinamikaja

* Deszolvatacio (ligandum+fehérje)
— kedvezd AS
— kedvez6tlen AH
* Konformdcid valtozas (ligandum+fehérje)
— kedvez6tlen AH
* Fehérje-ligandum kolcsénhatas
— kedvez6tlen AS
— kedvezé AH

AG tobb ellentétes hatasu tag 6sszege
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Kotoédés kvalitativ termodinamikaja

* AG, AH, AS szerkezeti elemekhez rendelése elvileg helytelen
— additivitas problémaja

* AG, AH, AS tényleges |épésekhez rendelhet6 -
allapotfliggvények
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Entalpia-entrdopia kompenzacio

* Fehérje-ligandum rendszer kis szerkezeti valtozasa tipikusan
nagy és ellentétes irdnyu AAH és ATAS valtozast, és kisebb
AAG valtozast eredményez

— a kompenzacid a jelenségek széles korében észlelt
— vizben és apolaris olddszerben egyarant
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Affinitas és molekula méret
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FiG. 1. Free energy of binding (in kcal/mol) for ligands and enzyme

inhibitors plotted as a function of the number of nonhyd ogen atoms
in the ligand. See Table 1. A line with slope of 1.5 k /mol and an
intercept of 0 is included as a visual aid to analy ML]M ions or
metalloenzymes; a, small anions: ©, natural ands; ®, cnzyme
inhibitors.
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Affinitas, entalpia és molekula méret Affinitas, entalpia, entrépia és molekula méret
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HA
Az entalpia novelésének korlatja van
A molekulamérettel a korlat csdkken
A molekulamérettel az affinitds és az entalpia korlatja ellentétesen véltozik 2o R R R oy y
Nagymeéret( molekula kot6désénél entrépia dominal
2012.10.18 15 2012.10.18 16




H-bonds

H-kotés és molekula méret
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Number of strong H-bonds in protein-ligand
complexes as a function of the number of

H-bonding size (straight line) and ligand size
(dotted line) in protein-ligand complexes as a
ligand heavy atoms. Vertical bars represent function of the number of ligand heavy atoms.
standard deviations. Vertical line indicates Vertical bars represent standard deviations.
fragment limit. Vertical line indicates fragment limit.

~2 optimalis (,,kozeli”) H-kotés — AH — kis molekula méret fliggés
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Termodinamika és molekula méret - 6sszegzés

* AG — mérettel el6bb gyorsan, majd lassan csokken (kedvez§)

* AH — mérettel elGbb gyorsan csékken (kedvez8), majd lassan
né (kedvezétlen)

* Mérettel entrdpia szerepe novekszik, entalpiaé csokken

* A kotés entalpikus komponense jellemzéen néhany (~2) H-
kotésre és térben kis részre 6sszpontosul —,,hot spot”
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Szamitasi modszerek
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Szabadenergia - Mintavétel

SZABADENERGIA SZAMITAS NEHEZSEGE

A szabadenergia képlete
A= kT [ [ [ exp(-E/KT) dp dr] (1)

Elosztva 1 = exp(—E/kET) exp(E/ET)-gyel

L [ [exp(—=E/KT)dpdr .
A=k [f Fean(EJNT) exp(—E/KT) dpdr .
vagyis
A =+kTn < exp(E/ET)) > (3)

A nagy hozzajarulast adé tagok (nagy E) mintavételének valdsziniisége
alacsony;

A kis hozzajaruldst adé tagok (E kicsi) mintavételének valészinlisége nagy

Szabadenergia szamitasa nehéz - tilbecsiilt
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Szabadenergia kilonbség

e Kisérlet kiilonbséget mér
* Hogyan szamithatunk szabadenergia kllénséget?
— AG=Gy-G, (A és B két allapot)
— Fehérje-ligandum kotott és szabad allapotok nagyon kilonboznek!
— Termodinamikai ciklus: hasonlé ligandumok kétédésének kilonbsége - AAG

L] :
ligand AGia
p B Ul
protein protein-ligand A
complex
ligandi—5 J———
~AG,om AGTED
Iig:nd ~AG,
protein protein-ligand B
complex

— AG(A)pina — AG(B)pina= AG(cmplx),, — AG(ligand),,
— ,alkimiai” transzfomaciok: AG (cmplx);, és AG (ligand),
* 2 transzformacié AAG szamitasahoz

2012.10.18
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Csatolasi paraméter

NSO R, A
¢ c ¥ - Példaul:
H/ H/ \H D/ H/ \H my = (1-A) m, + Amg
A B
Célszer(:
E(r:pl7\'=0) E(r:p:)‘;l) EX :E(r,p,x) = (1-7\’) EA + 7\‘EB
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Termodinamikai integralas

A=1

AF = %)
B N,

A=

o

* Megvalodsitas
— Szimuldcid kildnbodzé A értékeknél
OE\ . . ..
<ﬁ> kiszamitasa

— Numerikus integralds

2012.10.18
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Szabadenergia perturbacio

A szabadenergia képlete

A= kTl [//exp(fE/kT) dpd‘r} (1
Két rendszer szabadenergiajanak kiilénbsége pedig

| Jexp(—E/kT) dpd‘r}

A= Ao = =T [f [ exp(—Eo/KT) dpdr

(2)

Befrva 1 = exp(—Ey/kT) exp(Ey/kT)-t a szdmlalé mtegraljaba

I [ exp(—Eo/kT)exp(Eo/kT) exp(—Ey/kT) dp dr
[ ] exp(—Ey/kT) dpdr

A — Ay = —len[ ] (3)

vagyis AE = E| — Ey helyettesitéssel

)

Ay —Ay=—kTI [f J exp(=FEy/kT) exp(=AE/kT) dpclr] _

I Jexp(—Eo/kT) dpdr

ahol az In mogott az exp(—AE/ET) kifejezésnek a kiindulasi allapot szerinti
konfigurdcids édtlaga jelenik meg:

Ay — Ag = —kT'In < exp(—AE/ET)) =0, (5)

2012.10.18
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Szabadenergia perturbacio

Ep —E4
AF = —kTIn <exp - >
kT Y

* A->Btobb szakaszra oszthatd (osztandod)

— A két dllapot konfiguracids tere atfedjen

— A+ttt 1+>8B AF=Z—len<exp_w

2012.10.18 2

Standard kot6dési szabadentalpia szamitas - 1

« LP<&>L+P
* AG (nem AAG) szadmitas

— Ligandum tényleges kot&dési folyamata

— A reakcidkoordinata mentén: , potential of mean force”
— Tl vagy FEP

Eis1) — E(Y 9
AF = Z —kTin <exp _EQu) —EG) ”iT ( l)> AF = <ﬁ> dA
i A &

i
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Standard kotédési szabadentalpia szamitas - 2

« LP&L+P
— Kettds annihilacié; B nem hat kdlcson a kérnyezetével
| AGE,
Ilg:nd D
protein protein-ligand A
AGlEz=? AGELE? complex
Iig;nd - AGy, O
protein protein-ligand B
complex
— Tl vagy FEP
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Entalpia és entrdpia szamitasa

¢ AF szdmithatd hasonlé rendszerek energiakiilonbsége varhatéértékébdl

* AH, TAS a végallapotok energidja varhato értékének kiilonbségébdl
szamithatd

* AH, TAS szdmitasa tobb nagysdgrenddel pontatlanabb, mint AF szdmitasa
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Példa — FKBP12-ligandum

w N

Figure 4. FKBPI2 bound with ligand #8 studied previously.***2 The
gray parts are treated as a mean-field approximation with generalized
solvent boundary potential. * See ref 42 for computational details.
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Példa — kotédés lizozimhez
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—11 —21.1 —3.7 6.9 34 54 —102 —-109 Fizure 6. Comparison of the HREX-SRTI relative binding free enersy
J. Phys. Chem. B 2009, 113, 2234 29 30
J. Chem. Theor. Comput. 2011, 7 3001
Példa — neuraminidaz gatlok 1 Példa — neuraminidaz gatlok 2
B H274Y Cc
o Table 1. Comparison of experimental AAG in oseltamivir and zanamivir for three NA mutations with estimates obtained using
[ different computational approaches.
Method H274Y N294s Y252H RMSE
AAG, kcal/mol AAG, keal/mol AAG, kcal/mol (RMSD), keal/imol
I ivil ivi I ivil ivil ivir
Experimental® 0.4 (0.1) 3.3 (0.2)* 1.2 (0.1)* 2.6 (0.2)* 0.1 (0.2) —1.4 (0.1) N/A (02)
vzray  F N294S
&nm R118 13 (0.8) 4.1 (24) 2.3(04) 22 (09) 06 (0.8) 0.7 (14) 11 (1.1)
0 et
RITY m‘“ bl
E217 ":RM :
d v3ar
*Values were derived from the data reported by Collins et al [10].
Standard deviations are shown in parentheses. Root mean squared error (RMSE) and the RMS Standard Deviation (RMSD) are provided.
¥ "¥indicates experimentally determined drug resistant mutation. ‘N/A’ stands for not applicable.

doi:10.1371/journal.pcbi.1002665.t001

Figure 2. Rep Wt and

SRSM/HREX simulations. Sait-bridges and hydrogen bonds are depictad a5 magenta and orange dashed lines, respecively. Pasitively charged.
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PLOS Comp Biol 2012, 8 1002665
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Példa — ligandum kotés folyamata

I v X [

PP1 molekula 15us szimulacié alatt megtaldlja a Src kindz kotézsebét

JACS 2011 133 9181
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Osszefoglalas

* Fehérje-ligandum kolcsonhatds kvantitativ
jellemzése — 1. rész
— MD alapu maddszerek - potencialisan pontosak
— Legf6bb nehézség: mintavétel
— AAG (AAF) szdmitdsa hatékonyabb
— ,Alkimiai” transzformaciok
— Termodinamikai integralas
— Szabadenergia perturbacié
— Pontossag: ??
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