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Vazlat

* Kot6édési szabadentalpia szamitasi mddszerei;
2. rész
— Linedris kdlcsonhatasi energia mddszer; LIE (Linear
Interaction Energy)
— MM-PBSA (Molecular Mechanics Poisson —
Boltzmann Surface Area)

— Dokkolas pontozoéfliggvénnyel (docking-scoring)

* Vegyes kvantum mechanikai/molekula
mechanikai szamitasok fehérjékre

LIE

Linearis Kolcsonhatas
Modszere

LIE

* Linedris Kdlcsonhatdsi Energia mddszere
AG = a((Empix) — (Esots ) + BU{Empix) — (Edow)) + X

((Ecmplx> - <Esol1;))
Kélcsénhatdsi energia kiilénbség a ligandum és a kérnyezete kbzott
kotott és szabad dllapotokban

|

|




LIE

AG = a({Ecmpix) = (Esot ) + B({Ecmpix) — (Esow)) + X
* o illesztendd paraméter

* B: % -elektrosztatikus linedris valasz kozelités

vagy: illesztend6 paraméter

e X: kulonboz6 kozelitések:
¢ 0-eredeti
« X =y((ES) — ESSL))  — felilet nagységa

* Linearis valasz: AG=1/2 E®
¢ QSAR tipusu egyenlet

LIE

* Alkalmazas feltételei:
— A kotésmad (kozelit6leg) ismert
— Néhany (~10) ligandum kotési allanddja ismert —
paraméter illesztés
— Ligandumok hasonléak (v.6.: FEP, Tl)

) LIE 3

Kiindulasi modell épitése
«ligandum-fehérje-viz (réntgen)
sligandum-viz

Modell javitasa
(MD, MC,
minimalas,...)

AE(ele) és AE(vdw)

parameter szamitasa; AG szamitasa | g|rejelzés
illesztés (hasonl6 tervezett
(tucat hasonlé ligandumok)
ligandum ismert

affinitassal) AG = o AE(electrostatic) + f AE(van der Waals)

LIE

* Szamitas néhany paramétere:
— Explicit ¢ implicit viz
— MM erétér (toltések)
— Minimalas, dinamika
» egyensuly, mintavétel (30ps, 50ps)




LIE

OPLS explicit viz, dinamika OPLSA_AA implicit (GB) viz, minimalas

» perfectine
+ Training
’ Test

— Linear

cale loa(IC50)

7 o s 4 3
e log(C50) exp log(IC50)

AG = 0.30E(ele) + 0.56 E(vdw) AG = 0.19E(ele) + 0.24 E(vdw)
RMS(logIC50)=1.02 (training) RMS(logIC50)=1.16 (training)
RMS=(logIC50)1.52 (test) RMS(loglC50)=1.28 (training)
RMS=(logIC50)1.30 (total) RMS(logIC50)=1.22 (training

MM-PBSA

Molecular Mechanics — Poisson-Boltzmann
Surface Area

MM-PBSA

e MM-PBSA: Molecular Mechanics — Poisson-Boltzmann
Surface Area

AG = Gkomplex - GIigandum - Gfehérje

— Eym: MM energia (minimalas vagy szimulacio) olddészer
néelkul

— Gpg: polaris szolvatacids szabadentalpia Poisson-Boltzmann
egyenletbdl

— Gg,: nem polaris szolvatacids szabadentalpia becslése
molekulafelszinbél

— Sym: oldott molekula entrépidja normal méd (vagy kvazi-
harmonikus) analizisbél

MM-PBSA

G = Eyp + Gpg + Gsp = TSy
— Szerkezetek generdlasa G szamitasahoz

¢ rovid molekula dinamikai szimulacié

— Kulon dinamika fehérje-ligandum komplexre, fehérjére és
ligandumra

— dinamika komplexre és G szamitas abbdl kivett fehérjére és
ligandumra

» egyetlen trajektoria

» kotott és szabad molekula azonos geometriaval kozelitve
* dinamika alternativaja: minimalas
* Explicit/implicit viz




MM-PBSA MM-PBSA
G @+ Gpg + Gen — TSym G =Eym GSA-TSMM

— * Poisson-Boltzmann egyenlet
EMM_Ekétés+Eszég+Etorz+Evdw+EeIek . ) . lgy ko . .
. L, * Poisson: 6sszefliggés a toltéssiirliség és az elektrosztatikus potencial
— Egyetlen trajektorianal: kozott

e intramolekularis EMM kioltas, numerikus hiba csékken . Boltzmann:Fisszef[]ggés”az if)rlkoncentréci(’) (toltéssirliség) és az
elektrosztatikus potencidl kozott
— Polaris molekula ionokat tartalmazo vizben (oldészerben)
— Oldészer kontinuum — dielektromos allandé
— Numerikus megoldas:
* Elektrosztatikus potencidl racspontokban
* Oldddast kisérd energiavéltozas (elektrosztatika)
« Alternativ: Altaldnositott Born modell (MM-GBSA)
* PB kozelitése
* Kevesebb szamitas
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MM-PBSA MM-PBSA
G = Eyii + Gpp {Gp)~ TSy G = Ey * Gpg + Gop ~ @yp)

* Ggp * Sum
— Molekula rezgések hozzajarulnak a szabadenergidhoz
— Gs,=YSA+p Kis frek g , kJ trépia hozzdia l,g
v, B dllandék is frekvenciaju rezgések entrdpia hozzajarulasa

) ] L ] lényeges AG szamitasahoz
* SA (surface area): olddszer altal hozzaférhetd felszin . , ..
. — Normdl mdd analizis
nagysaga

. i , ., * Energia minimalt szerkezet
* Hidrofdb hidratacio

E * Eréallandé matrix diagonalizalasa
1 ¢ Szamitasigényes — néhany ,snapshot”-ra
f,m LA =I‘-; ® O alkanes (N=27) ‘ HiénVOSSégOk
] - -g;f}}f;.”ﬁﬁm JCTC 2006 2 128 — anharmonicitas
B R — olddszerhatas
SASA (A?)

Figure 2. Experimental free energies of hydration vs total
molecular solvent-accessible surface area (SASA). The best
fit line to the 27 linear and branched alkanes (O) yields a
on - correlation coefficient 2 = 0.85, y = 0.005 38, and = 0.92 c 0 oe 6
2012.10.25 Other compounds are represented as filled squares (M) 15 2012.10.25 16




MM-PBSA
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e Abszolut AG rosszul becsult JcC 2010 31797
* AG,,, és AG, korreldl
* Mintavételtdl kevéssé fligg (?)
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MM-PBSA
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K. (heMM-PBSA)

e Abszolut AG rosszul becsult
* AG,,, és AG

* Regresszios paraméterek fehérjétél fliggnek
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o Urokinase (R = 0.78
o PTP-1B (R =0.83)
v Chk-1 (R=0.72)

<alc korrelal

JMC 2009 52 3159
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Pontozofliggvény és
dokkolas

* Fehérje-ligandum komplex kdtédési
szabadentalpidjanak (?) becslése

» Szabadentalpia vs. pontozas (scoring)
* Nagyon gyors — masodperc/ligandum
+ Altaldban egyetlen konfiguracio leirasa

Pontozo fliggvény

* Dokkoldssal parositva

— Komplex szerkezetek generaldsa - minimalis elGzetes
szerkezeti informaciébol!

2012.10.25
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Pontozo fliggvény

* Tipusai

— Er6tér alapu
* Molekula-mechanikai er6tér
— Tapasztalati (empirical)
* Lokalizalt kdlcsénhatdsok 6sszege
— Tudasalapu
* Adatbazisok elemzésére épiil
— Vegyes
* El6z6ek kombinacidja

21

Er6tér alapu pontozoéfliiggvény

Gaz-fazisu energia szamitas
(¢<> oldatbeli szabadenergia)

Fehérje tere el6re kiszamithaté egy griden —
szamitasi sebesség ndvekszik

Lehet6vé tesz szerkezet optimalast
Kiegészithetd

— olddszer hatas

— entrépia ?

Tapasztalati pontozofliggvények

Kolcsonhatasi tagok intuitiv valogatasa
— Hidrogén-kotés
* Tipus szerint sulyozott 6sszeg
— lonos kdlcsdnhatas
— Hidrofdéb kdlcsonhatas
* Aranyos az érintkez6 felszin nagysagaval

Kisérleti affinitdsokhoz illesztett paraméterek

Csak a modellben szerepl6 tagokat , latja”
Lokalis kdlcsonhatdsok

Tudasalapu pontozofliggvények

Komplexek kisérleti adatainak statisztikai
analizisébdl

— E, = -kTIn(p,) — energia tag ~ el6fordulds valészinlisége
Protein Data Bank: 85435 szerkezet 2012. oktéber
23-an

Kotédési adat nem szlikséges

Nagy tavolsagu mintavétel — olddszer hatds is

Kis tavolsagu mintavétel — specifikus

~—~0.3-0.c02

kdlcsénhatasok hangsulyozasa
Taszito kolcsonhatasok nem tteesek§ v fee




Dokkolas - pontozas

* Ligandum-fehérje komplex szerkezetek
generalasa és rangsorolasa
— Egyetlen ligandum-fehérje pdar esetén
+ kotési méd meghatarozasa
— Tobb ligandum és egyetlen fehérje esetén
* kotési médok meghatarozasa
* affinitas (kotédési szabadentalpia) szerinti rangsorolas
— Virtualis sz(irés
* Komplexre vonatkozo6 el6zetes szerkezeti
informacid nélkil (elvileg)
* Gyogyszerkutatasi alkalmazasokat lasd késébb

Dokkolas-pontozas kozelitései

Néhany fontosabb:

* Fehérje flexibilitas

* Protonaltsagi fok

* Vizszerkezet

» Kotést kdzvetité vizmolekuldk
* Entropia

* HOmeérséklet

Fehérje flexibilitds — dokkolas-pontozas

* Fehérje flexibilitas
— Kotéshez kedvez6 fehérje konformacid kivalasztasa
* Populdltsag eltolddas
— Indukalt illeszkedés
* Kordbban jelen nem lévé fehérje konformacidhoz vald kotédés

— Nincsen éles hatar a fenti két mechanizmus kozott

Fehérje flexibilitds — dokkolas-pontozas

* Dokkol3s fehérje flexibilitas figyelembe vételével

— Tobb statikus fehérje szerkezet hasznalata

* Kisérleti szerkezetek — komplexek kiilonb6z6 ligandumokkal,
NMR

e Szamitassal (MD, MC) generalt szerkezetek
¢ Tobb szamitas
— ,Puha” (,,soft”) fehérje szerkezet

* tobb szerkezetbdl egy atlagos, tompitott kélcsonhatasokat
tartalmazo szerkezet
— Nagy mozgasok nem tud leirni
— Megnovekedett kétGzseb
— Egymast kizaro kotShelyek egyszerre

— Fehérje konformacié dokkoldskor alakul (pl. MD)




Dokkolas-pontozas alkalmazasai

Kémiai Optimalas
kiindulépont

validalasa azonositas

Talalat-> Vezérmolekula
vezérmolekula optimalas

» Dokkolas - Kotédési mdéd meghatarozas
— Adott ligandum-fehérje pdar kotésmaddjainak 6sszehasonlitdsa

— Taldlat > vezérmolekula fazis

* Neéhany vegylilet rangsorolasa a kot6dés eréssége szerint
— Néhany hasonlo vegytilet kot6dési szabadenergiajanak rangsorolasa
— Vezérmolekula optimalasa fazis
* Virtualis sz(irés
— Nagyszamu ligandum kotédésének rangsoroldsa
— Kémiai kiindulépont azonositdsa fazis

Fejlesztés...

Dokkolds

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Fehérje szerkezet s

— rontgen krisztallografia 3
— homoldgia modell

Ligandum szerkezet

— Modell

Komplex szerkezet et T

. o L 3 JCIM 2009, 49, 1079
— Ligandumnak a fehérje kot6zsebébe illesztése - dokkolas

— Ligandum kiilénb6z6 pozicidinak rangsoroldsa
pontozofiggvénnyel
* Korlatozott fehérje flexibilitds
* Ligandum konformacids terének hatékony feltérképezése

Dokkolt ligandum szerkezet RMSD < 2A — esetek 70-
80%-a kedvezd esetben

Rangsorolas
* Molekuldk dokkolasa és pontozéfiiggvény szerinti
rangsoroldsa
¢ Gyakran hasonlé szerkezet(, tervezett molekuldkat
vizsgalunk — vezérmolekula optimalas
e Gyenge korrelacid a pontozofliggvény és a kisérleti
affinitas kozott

method Pearson R
¢ A pontozofliggvény szerinti rangsor gyengén korrelal a coe: 076 (050-071)
7 . ST . . e 2 0.72 (0.77-0.66)
kisérleti affinitas szerinti rangsorral 067 (072-060)
0.64 (0.70-0.58)

0.63 (0.69-0.56)
0.62 (0.68-0.55)
program Chk1 FXa Chicl Kinase Compound Classes 0.62 (0.68-0.55)
— 0.61 (067-054)
Dock4 033 031 001 067 pos
DockIt —049 —0.19 > -
FlexX 057 031 code 10 0.60 (0.66-0.52)
Flo+ —044 —o03s |§ code 11 0.59 (066-052)
Fred —-0.14 0.01 H code 12 0.57 (0.63-049)
Glide —047 —0.08 § code 13 0.56 (0.63-048)
Gold —042 —0.05 |3 s > Aaiae = code 14 0.56 (0.63—-048)
LigandFit —0.45 —0.13 . e code 15 0.56 (0.63—048)
MOEDock ~0.29 0.00 . code 16 0.53 (0.60—0.45)
7] —02
MVP 026 0.10 code 17 0.35 (0.44-025)

Pttty

JMC 2006, 49, 5912 JCIM 2011, 51, 2115

Spearman p

0.74 (0.79-0.68)
0.73 (0.78-0.67)
0.68 (0.74-061)
064 (0.70-0.56)
0.64 (0.71-0.57)
0.61 (0.68—0.53)
061 (0.68-053)
0.59 (0.66-0.51)
0.60 (0.67-0.52)
0.60 (0.67-0.52)
0.57 (0.64—049)
057 (0.65-0.49)
0.60 (0.67-0.52)
0.54 (0.62-045)
056 (0.63-047)
0.53 (0.61-0.44)
037 (0.46-027)

Virtualis szlrés
Kémiai kiinduldpont azonositas

Szamitads menete:

— Nagy szamu, szerkezetileg szertedgazé, |étez6 molekula
dokkoldsa

Screening for Novel Inhibitors
by Molecular Docking

— Kapott komplexek pontozasa

dock
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Kémiai kiindulépont azonositas és virtualis
sz(irés
Nagy atereszt6képességl szlirés (HTS) - kisérleti
— Adott célponton (gyenge) hatdst mutatd vegyiletek megtaldlasa

Biokémiai/biofizikai mddszerek
* receptor kotGdés
* enzim gatlas

— 10°-106 vegytilet kisérletes tesztelése

Taldlatok szdma: ~10?
taldlati ardny: 0.1% (10%/10°)

Virtualis sz(irés
— Cél a HTS talalati arany javitdsa a vegytletek elGsz(irésével
— ~10° molekula dokkolésa és pontozésa
— Legjobb ~103 molekula kisérleti tesztelése

Dusulasi tényez6
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Virtualis szlirés hatékonysaga

area under curve (AUC)

receiver operating characteristic (ROC)

07 08 09

1

55 aktiv; 5000 inaktiv — 1%

Tobb vegyliletet valasztunk tesztelésre
*Tobb aktivat taldlunk meg
eKisebb dusulds - Alacsonyabb talalati ardany

102 aktiv; 105 inaktiv — 0.1%
35 aktiv; 2000 inaktiv - 1.75%EF=18

EF=10

‘ Alacsony talalati arany (1-10%) amely meghaladja a HTS talalati aranyt (~0.1%)

Kvantum mechanika —
molekula mechanika

Kvantum mechanika — Molekula mechanika

* Molekula mechanika

— Paraméteres leiras

— Tipikusan egyensulyhoz kozeli rendszerekre
* Kvantum mechanika(kémia)

— Tetsz6leges rendszerre, de nagy szamitasigénnyel

— Tipikus alkalmazas: ahol MM nem megfelel6
¢ Reakciomechanizmus
* elektrongerjesztés




Vegyes kvantum mechanikai/molekula
mechanikai szamitasok

e Kvantumkémia — szamitasigény —
fehérjék
— Félempirikus maédszerek
— Hartree-Fock, elektron korrelacio
— Linearisan skalazodé modszerek

— Slrdség funkcional elmélet
— Vegyes mddszerek (QM/MM)

Vegyes kvantum mechanikai/molekula
mechanikai szamitasok

QM/MM rendszer szétvalasztasa

1 alrendszer QM

2 alrendszer MM

Pl.: K6zponti rész a ligandum és az enzim aktiv helyének néhany aminosava

Vegyes kvantum mechanikai/molekula
mechanikai szamitasok

* Energia szamitasi sémak:
— Kulénbség (subtractive)
— E = E(1+2)[MM] - E(1)[MM] + E(1)[QM]

— Osszeg (additive)
— E= E(1)[QM] + E(2)[MM] + E(1-2)[QM-MM]

kélcsonhatasi tag

Vegyes kvantum mechanikai/molekula
mechanikai szamitasok

* Alrendszerekre bontas modszerei

— link atom”:
* Szétvalasztaskor keletkez6 szabad vegyértékek
telitése
— H-atommal
— Atomcsoporttal
* link” és rendszer atomok kozel
— Lokalizalt kotés

* Sajatos QM feladat

MM
* parametrizalas ' < QM

e,
g
e
.




Vegyes kvantum mechanikai/molekula
mechanikai szamitasok

s E(1-2) [QM-M M] (k6lcsdnhatasi tag az energia 6sszegben)
— Mechanikai beagyazas
* MM tipusu toltésleirds a QM atomokon is
* QM elektron slrliség nem hat kdlcson a kdrnyezettel
— Elektrosztatikus beagyazas
* QM elektron s(rliséget polarizaljak az MM toltések

* gun/T tipusu tag a Hamilton operatorban
* Kornyezet toltéssiriiség valtozasai hatnak QM-re
— Polarizalt beagyazas
* QM elektron s(rliséget polarizaljak az MM toltések (lasd fent)
* QM toltésslrliség is polarizalja MM-t
* Lehet 6nkonzisztens QM-MM polarizacié

QM/MM alkalmazas - 1

¢ Dextrometorfan metabolizmusa P450 2D6 altal

* Aromas éterek metabolizmusa altalaban 3
uton:

* Dextrometorfan esetében miért csak
demetilalas, é&s nem aromas hidroxilalas?

N / :j : “OH
H
e}
|
N\ OH
Dextromethorphan ::@

0
PNAS 2011 108 6050

QM/MM alkalmazas - 2

* Dokkolas és MD szerint sztérikusan az
aromas hidroxildlas lehetséges

* QM szerint (kis modellre) az aromas
hidroxilalds kedvez6 atmeneti allapoton
keresztll mehet

* QM/MM szerint az aromas hidroxilalas
atmeneti allapota kedvezétlen - a
kot6zsebbel vald kdlcsonhatds miatt

PNAS 2011 108 6050

Osszefoglalas

* Fehérje-ligandum kolcsdnhatas
szamitégépes modellezése
—Kotédés
—Termodinamika

—MD alapu mddszerekkel AG
becsilhet6
* Szamitasigény, pontossag
—Kozelit6 eljarasok AG becslésére
* LIE, MM-PBSA, pontozas
—QM/MM - reakcié mechanizmus




