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Vazlat

» Kotédési szabadentalpia szamitasa ,végpont”
modszerekkel X

* AG=G,-G,

— G nem szamithaté pontosan

— Kozelit6 modszer sziikséges:

¢ Linearis kdlcsdnhatasi energia mddszer; LIE (Linear Interaction
Energy)

¢ MM-PBSA (Molecular Mechanics Poisson — Boltzmann Surface
Area)

* Dokkolds-pontozas pontozéfiiggvénnyel (docking-scoring)

LIE

Linearis Kolcsonhatasi
Energia Mddszere

LIE

Kélcsénhatdsi energia kiilonbség a ligandum és a kérnyezete
kézott kotott és szabad dllapotokban

kiilon skdldzva a van der Waals és az elektrosztatikus komponenst
AG = a((Empix) = (Esots ) + B(Ecmpix) — (Esow)) + X

((Ecmplx> - <Esolv>) 4




LIE

AG = a((Eé’%‘;’zx) — (EZm)) + B((Ecerlnplx> —(E&w) +X

* (E) energiavarhato érték — molekuladinamika (esetleg energia minimalas)
véarhato értékek kulonbsége! (v.6. Tl, FEP)
° illesztendd paraméter
* B % - elektrosztatikus linedris valasz kozelités
vagy illesztendd paraméter
« X kilonbozd kozelitések:
¢ 0-eredeti
© X =y((EGmpic) —(ESH))  — felilet nagysiga

Linedris vélasz: AG=1/2 E¢!
QSAR tipusu egyenlet

LIE

* Alkalmazas feltételei:
— A kotésmad (kozelit6leg) ismert
— Néhany (~10) ligandum kotési dllanddja ismert —
paraméter illesztés

— Ligandumok hasonldak (v.6. FEP, Tl)
* hibakompenzicid

1 LIE 2

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

l

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

|

paraméter A<E(ele)> és A<E(vdw)> elérejelzés
illesztés szamitasa; AG szamitasa (hasonl6 tervezett

(tucat hasonlé ligandumok)

ligandum ismert
affinitassal) ’ AG = a <AE(van der Waals)> + B <AE(electrostatic)>

LIE

* Szamitas néhany paramétere:
— Explicit ¢ implicit viz
— MM erd6tér (toltések)
— Minimalas, dinamika
» egyensuly, mintavétel (30ps, 50ps)




LIE

CDK2 ligandumok (AM1 toltés)

OPLS explicit viz, dinamika OPLSA_AA implicit (GB) viz, minimalas
T i MM-PBSA
T T : ' ' ' ! 4
. sl : Molecular Mechanics — Poisson-Boltzmann
e 4 = perfectine
g + Trainin
L 3 e Surface Area
* g % ' + — Linear (perfectiine)
* i ° -B
9 +
10 9
A0
xp log(IC50) exp log(IC50)
AG = 0.30E(ele) + 0.56 E(vdw) AG = 0.19E(ele) + 0.24 E(vdw)
RMS(loglC50)=1.02 (training) RMS(loglC50)=1.16 (training)
RMS=(loglC50)1.52 (test) RMS(logiC50)=1.28 (test)
RMS=(loglC50)1.30 (total) RMS(loglC50)=1.22 (total)
9 10
G =Eym + Gpg + Gsp — TSym
* MM-PBSA: Molecular Mechanics — Poisson-Boltzmann — Szamitas 2 lépésben
Surface Area (14
AG = G G G » Szerkezetek generalasa
° = — . -_— o
[<0mp|e‘>.< B [Igajndum fehérje | — rovid molekula dinamikai szimulacié
* Abszolute kétédési szabadentalpia! » Kilén dinamika fehérje-ligandum komplexre, fehérjére és

ligandumra
» dinamika komplexre és abbdl kivett fehérje és ligandum
* egyetlen trajektoria
* kotott és szabad molekula azonos geometriaval

* G=Eyy*Gpgt+ Gsp—TSym
— Eym: MM energia olddszer nélkil (minimalas vagy szimulacid)
— Gpp: polaris szolvatacids szabadentalpia Poisson-Boltzmann
egyenletbdl
— Gg,: nem polaris szolvatacids szabadentalpia molekulafelszinbél kézelitve
— Sy oldott molekula entrépidja normal méd (vagy kvazi- — dinamika alternativaja: minimaldas
harmonikus) analizisbdl — explicit/implicit viz
* Energiatagok (Eyw, Gpg » Gsa » TSym ) SZamitasa a viz
eltdvolitasaval kapott szerkezetekre




MM-PBSA
G @+ Gpg + Ggp — TSy
+E
— Egyetlen trajektdria

* el6nye:
— intramolekularis E,,,, kioltas, numerikus hiba csékken

EMM= Ek(’jtés+E + Evdw+ E

szog " —torz elek

— Kevesebb szamitas
* hatranya:
— Mintavételi hiba lehetdsége

MM-PBSA

G =Eyy Gsp = TSym
* Poisson-Boltzmann egyenlet

* Poisson: 0sszefliggés a toltésslirliség és az elektrosztatikus potencial
kozott

* Boltzmann: 6sszefliggés az ionkoncentracié (toltésslirliség) és az
elektrosztatikus potencidl kozott

— Polaris molekula ionokat tartalmazé vizben (olddszerben)
— Oldészer kontinuum — dielektromos allandé
— Numerikus megoldas:
* Elektrosztatikus potencidl rdcspontokban
¢ Oldodast kisérd energiavaltozas (elektrosztatika)
* Alternativa: Altalanositott Born (GB) modell (MM-GBSA)

* PB kozelitése
* Kevesebb szamitas
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MM-PBSA
G = Eyyug * G €Gp)- TS
GSA
— Gsp=YSA+p
« v, B allandok

* SA (surface area): olddszer altal hozzaférhet6 felszin
nagysaga
* Hidroféb hidratacio

AG,,, exptl (kealimol)

JCTC 2006 2 128

el O3 38, [l 02
B caer newrals (N=d33)

08 00 00 w0 w0 00
SASA(AY)
Figure 2. Experimental frée energies of Fydration v tota
moiecular solvent-accessiole surface ares (SASA). The best
@ 27 inear and branched alkanes (O) yields o
comslation coaficient &~ 0.85, y = 0.005 38, and = 0.52. 15
Other compounds are represonted as filed squares (M)

MM-PBSA
G=EMM+GPB+GSA—®

Smm
— Molekula rezgések hozzajarulnak a szabadenergidhoz
— Kis frekvenciaju rezgések entrépia hozzajarulasa
lényeges AG szamitasahoz
— Normal méd analizis
* Energia minimalt szerkezet
* Er6allandd matrix diagonalizalasa
¢ Szamitasigényes — néhany ,snapshot”-ra
* Hidnyossagok
— anharmonicitas
— oldészerhatas
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MM-PBSA

Plasmodium falciparum DHFR

kcal/mol

A

g : g
MD vizben minir‘;]a'lésvf;ben minirﬁéla’s t.a’volségf[]gg(’i
diel. all.-val
* Abszolut AG rosszul becsilt Jcc 2010 31797
* AGy,, €s AG, korrelal

Mintavételt6l kevéssé fugg (?)

__MM-PBSA

L e e

w

JMC 2009 52 3159

o

PK, (experiment)
-

E
| I TP SR —— Lodlalalalalalal

20 30 40 50 60 20 30 40 50 60 70 80 90
PK, (heMM-PESA) PK, (hMM-PESA)

o Urokinase (R = 0.78]Serine protease
o PTP-1B (R=0.83) |[phosphatase
v Chk-1(R=072) |kinase

0 30 40 50 60
oK. (htMM-PBSA)

* Abszolut AG rosszul becsiilt
* AG,, és AG
* Regresszids paraméterek fehérjétél fliggnek

<alc korreladl
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Pontozofliggvény és
dokkolas
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Pontozo fuggveny

* Fehérje-ligandum komplex kotédési
szabadentalpidjanak erdsen kézelité becslése

» Szabadentalpia vs. pontozas (scoring)

* Nagyon gyors — masodperc/ligandum

« Altaldban egyetlen konfiguracié leirasa

* Dokkolassal parositva

— Komplex szerkezetek generaldsa - minimalis el6zetes
szerkezeti informdacidbdl!
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Pontozo flggveény

* Tipusai

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

G4az-fazisu energia szamitas
(<> oldatbeli szabadenergia)

Fehérje tere el6re kiszamithatd egy térhald pontjain
—> szamitasi sebesség novekszik

Lehet6vé tesz szerkezet optimalast

Kiegészithetd

— olddszer hatds

— entropia (?)

Tapasztalati pontozofuggvények

Kb6lcsonhatasi tagok intuitiv valogatasa
— Hidrogén-kotés
* Tipus szerint sulyozott 6sszeg
— lonos kolcsonhatas
— Hidrofdéb kdlcsonhatas
* Aranyos az érintkezé felszin nagysagaval

Kisérleti affinitdsokhoz illesztett paraméterek

Csak a modellben szerepl6 tagokat ,latja”
Lokalis kblcsonhatasok

Tudasalapu pontozofuggvények

Komplexek kisérleti adatainak statisztikai
analizisébdl
— E, = -kTIn(p,) — energia tag ~ el6fordulas valosziniisége

Protein Data Bank: t6bb mint 113000 szerkezet
2015. oktéberében

Kotédési adat nem sziikséges
Nagy tavolsagu mintavétel — olddszer hatas is
Kis tdvolsagu mintavétel — specifikus
kdlcsonhatdsok hangsulyozasa ¥
Taszité kolcsonhatasok nem teljesekf; y (‘;o“

030002

IniplR;




Dokkolas - pontozas

* Ligandum-fehérje komplex szerkezetek
generaldsa és rangsorolasa
— Egyetlen ligandum-fehérje par esetén
+ kotési mdéd meghatdrozasa
— Tobb ligandum és egyetlen fehérje esetén
* Virtualis sz(irés
— kotési médok meghatarozasa

— Ligandumok pontozas (affinitas/kot6dési szabadentalpia) szerinti
rangsoroldsa

e Komplexre vonatkozo el6zetes szerkezeti
informacié nélkil (elvileg)

* Gyodgyszerkutatasi alkalmazasokat lasd kés6bb

Dokkolas-pontozas kdzelitései

Néhany fontosabb:

* Fehérje flexibilitas

* Protonaltsagi fok

* Vizszerkezet

* Kotést kozvetitd vizmolekulak
* Entrodpia

* HOmérséklet

Fehérje flexibilitas — dokkolas-pontozas

* Fehérje flexibilitas szerepe a ligandum koétédéskor
— Kotéshez kedvez6 fehérje konformacio kivalasztasa
* Populdltsag eltolodas
— Indukalt illeszkedés
* Korabban jelen nem lévé fehérje konformacidhoz valé két6dés

— Nincsen éles hatar a fenti két mechanizmus kozott

Fehérje flexibilitas — dokkolas-pontozas

* Dokkol3s fehérje flexibilitas figyelembe vételével

— Tobb statikus fehérje szerkezet haszndlata

* Kisérleti szerkezetek — komplexek kiilonb6z6 ligandumokkal,
NMR

e Szamitassal (MD, MC) generalt szerkezetek
* Tobb szamitast igényel
— ,Puha” (,,soft”) fehérje szerkezet

* tobb szerkezetbdl egy atlagos, tompitott kdlcsonhatasokat
tartalmazé szerkezet
— Nagy mozgasok nem tud leirni
— Megnovekedett kétGzseb
— Egymast kizard kot6helyek egyszerre

— Fehérje konformdcié dokkolaskor alakul (pl. MD)




fazis

Dokkolas-pontozas alkalmazasai

* Virtualis sz(rés
— Kémiai kiinduldpont azonositasa fazis

* Dokkolas - Kot6dési mdéd meghatarozas
— Taldlat - vezérmolekula fazis

Kotésmad meghatarozas (Dokkolas)

10 20 30 4 S & T 80

* Fehérje szerkezet
— rontgen krisztallografia
— homoldgia modell
* Ligandum szerkezet
— Modell
<3.0 A (blue bars)

¢ Komplex Szerkezet J. Chem. Inf. Model. 2009, 49, 1079-1093
— Ligandumnak a fehérje kot6zsebébe illesztése - dokkolas

— Ligandum kiilonb6z8 pozicidinak rangsoroldsa
pontozofiiggvénnyel
* Korlatozott fehérje flexibilitas
¢ Ligandum konformacids terének hatékony feltérképezése

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

rmsd < 1.0 R{yelfow bars),
< 2.0 A (orange bars),

Rangsorolas

Molekuldk dokkoldsa és pontozéfiiggvény szerinti
rangsorolasa

Gyakran hasonld szerkezetl(, tervezett molekuldkat
vizsgalunk — vezérmolekula optimalas

Correlation Between the Scores and

Gyenge korreldcio a pontozofliggvény és a kisérleti
Experimental Binding Affinitiesa

affinitds kozott

enethod Pearson R Spearman p
< pes . . L. P . \ i - 24 (30—l
e A pontozofuggveny szerinti rangsor gyengen korrelal g o ) 74 Q78-008)
conde 2 07 uoa) 0.73 (078 =067 )
kisérleti affinitds szerinti rangsorral : 067 (072-060) 061)
. . . 064 (070 058) D58)
Best Correlation Coefficient r between the 0.3 (0£9-056) 064 [071-057)
-log Affinity (pAffinity) and Docking Score 062 (068-055) 061 (068-053)
program Chkl FXa it Kinaree Compousd Clasies code 7 062 (68— 055) 061 (0,68 -0.53)
. o3 — code § 061 (067 054) 0.59 (0.66-051)
ggzg' _g':"; _gi?; | code 9 061 (@67-053) 060 (047-052)
FlexX —057 —031 i code 10 0,60 (66-052) 060 (067 -0.52)
Flo+ —044 —038 5 052) 057 (0.64-0.49)
Fred —0.14 0.01 - N 0.49) 057 (0.65-0,49)
Glide —047 —-o0s JEF 3= 048) 060 (067 =057)
Gold —042 —0.05 ; 1 3-048) 0.54 (0.62-0.45)
LigandFit —045 —013 3-048) 0.56 (0,63 -DAT)
MOEDock 029 0.00 248) 44
MVP —026 010 prv 02s) 027)

J. Med. Chem. 2006, 49, 5912

J. Chem. Inf. Model. 2011, 51, 2115)1

Virtualis szlrés
* Kémiai kiindulépont azonositas

¢ Szamitas menete:

— Nagy szamu, szerkezetileg szertedgazd, |étez6 molekula
dokkoldsa

Screening for Novel Inhibitors
by Molecular Docking
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— Kapott komplexek pontozasa

» ,Legjobbak” kisérleti tesztelése

Percentage %

Aktivak és inaktivak részleges elvalasztasa
:HT? Aktivak feldusulnak az alacsony pontuak koézott
L ‘H =

:\\\\\
6\:\\\\
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Kémiai kiinduldpont azonositas és virtualis
sz(irés

* Nagy ateresztGképességli szlirés (HTS) - kisérleti
Adott célponton (gyenge) hatdst mutatd vegyiletek megtaldlasa
Biokémiai/biofizikai mddszerek

* receptor kétédés

* enzim gatlas

— 10°-106 vegyiilet kisérletes tesztelése
Talalatok szama: ~10?

— taldlati ardny: 0.1% (10%/10°)

* Virtualis szlrés
— Cél a HTS talalati arany javitasa a vegyiletek el&szirésével
— ~10% molekula dokkoldsa és pontozdsa
— Legjobb ~103 molekula kisérleti tesztelése; tipikus taldlati arany néhany %

w
@

Virtuadlis szlrés hatékonysaga

receiver operating characteristic (ROC)
> area under curve (AUC)
=
3
7. 1 o Ql
aktlvkiva’lasztatt 092 o
s L Inaktivy,; s 3
dusulasi tényez6 = 'kwalasztott 0.8 8 =]
aktivssszes g @
inaktivgsgzes 061G
0.5 - g
dusulas: 3/6*18/5~ 5 04 H]
0.3
02 alpozitiv arany
Tipikus ddsulas: 5-20 o false positive rate
° :
S “0' | 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
2
& 102 aktiv; 10° inaktiv — 0.1%
E 35 aktiv; 2000 inaktiv - 1.75% EF=18

55 aktiv; 5000 inaktiv—1% EF=10

Tobb vegylletet valasztunk tesztelésre
*Tobb aktivat taldlunk meg
eKisebb dusulas - Alacsonyabb talalati arany

’ Alacsony taldlati arany (1-10%) amely meghaladja a HTS talalati aranyt (~101%) 2

Osszefoglalas

* Végpont modszerek - Kozelité eljardsok AG becslésére
— LIE

* gyors
* korladtozott pontossag

— MM-PBSA

* gyors (kevésbé)
* esetenként jo korrelacio kisérleti értékekkel
* virtuadlis sz(irés eredményének finomitasara is alkalmazhato

— Dokkolas - Pontozas
* Nagyon gyors
¢ Kotésmad j6 elGrejelzése
* Pont és kisérleti affinitas kozott gyenge korrelacid
* Virtualis szlirés el6nydsen tdmogatja a kisérleti szlirést
* Széleskorl gyogyszerkutatasi alkalmazas




