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* Biokémiai folyamatok, elsésorban ligandum-

Célkitlizés/témak

fehérje kot6dés

— kvalitativ és kvantitativ jellemzése
— termodinamikaja (és kinetikaja)

— befolyasolasa, gyégyszertervezés

— molekuladinamika
¢ Kvantitativ jellemzés eszkoze
¢ Kitekintés mas alkalmazasokra

Vazlat

Alapok

Szadmitds-mérés

Viz szerepe

Ligandum-fehérje kotés , |1épései”
Szamitas — Molekuladinamika

Ligandum-fehérje kotédés szerepe

Jelatvitel

— G-fehérjéhez kapcsolt receptor
Enzimkatalizis

— Citokrém P450

Transzkripcio
— nuklearis receptorok

Endogén és exogén (pl gyogyszer) ligandumok
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Néhany Osszefliggés

LP<&<>L+P

[L][P]
Ky = m} pK4=-log(Ky)

AGbind =RT In(Kd/Cref)

AG=AH-TAS tipikus kisérleti korilmények
(NPT)
AF =AU -TAS oldat szamitdsanal gyakran hasznalt
(NVT, kanonikus)
F=-kgT InZ,

_Ei _Ep)
Z =Y;e kBT -allapotdsszeg (~ [e 8T drdp)

csak egyszer( rendszerekre szamithatd

Szabadenergia — Egyensulyi allandé
nem kovalens kotés tartomanya
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Kotési termodinamika mérése

* |zotermalis titrald kalorimetria
—n, Ky, AH ->AG, AS
— korlatok:
« oldatban
* fehérje mennyiség (10-100 ug)
« atereszt6képesség
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Kotési termodinamika mérése
* Van't Hoff analizis
AH AS
—InK, =2_5%
RT R Tempershen K
— Kghémérséklet fiiggésebsl AH és AS  *= === &
— Kisérleti technikak ;
* Radioligandum leszoritds 0 e
* Tomegspektrometria © s '
* Kromatografia 150 &
* Fellileti plazmon rezonancia (SPR) “ e
- K0|’|ét du' 42 a4 45 48 s:u

Inverse temperature 1T 110° K

* AH hémérséklet fliggése
* Extrapolacié (AS: 1/T=0)
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Hidrofdb effektus

WE

¢ Hidrofdéb effektus:

Apolaris vegyilet atvitele apolaris oldatabdl vizbe

(szénhidrogén -> vizbe) ,,"
Analdgia (inverz): deszolvatdcio Iigandum—fehér;i?d(t&skor
i

apoldris részek: oldat->kélcsénhatds egymdssa

Apolaris kdlcsonhatasok megszlinése
— Ures hely betdltése az apoldris kézegben

—| Ureg kialakitasa vizben =
o o
_ - . e 2 o
Apolaris vegyiilet behelyezése — 2
—| Oldott anyag — olddszer kdlcsonhatas létrejotte ‘%b——%,,
—| Vizszerkezet dtrendezédése IeN

AG pozitiv

.

Hidrofdb effektus

Hidroféb effektus:
AGné
20°C: AH (kedvez6) és TAS (kedvezétlen) csékken;
TAS véltozds dominal

Magasabb T — AG alig valtozik, de
AH né és dominal — energetikailag kedvezétlen

(kolcsonhatast felaldoz a rendezetlenség noveléséért)

— Magyarazat: hidrofdb hidratdcio Iépésire koncentral

Hidrofdob hidratacid

¢ Kulcstényez6k az entrdpia csdkkenéshez:
— Vizmolekula kis mérete - lireg képz&dés

— H-hid k&tés az oldott molekuldk kozelében

* Er6sebb és tobb H-hid — jéghegy modell
3

* Er6sebb, de kevesebb H-hid — ,two-state” modell

¢ Milyen mértékben felel6sek a fentiek AH és TAS valtozasért?

* Nincsen altaldanos érvény( kvantitativ modell!

1

Apolaris felszin és kotédési
szabadenergia
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Protein-ligandum kot6dési szabadentalpia korreldl a kotédés
sordn eltemetett apolaris felszinnel (R2=0.65).

Olsson et al. J. Mol. Biol. (2008) 384, 1002
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Fehérje-ligandum kotédés , 1épései”

ligandum fehérje
— konformacio valtozas konformacié véltozas

— deszolvatacio deszolvatacio

Fehérje-ligandum kompex
fehérje-ligandum kdlcsonhatas

a viz alapvet6 szerepet jatszik a kotédésben

13

Kotédés kvalitativ termodinamikaja
* Deszolvatacio (ligandum+fehérje)
— kedvezd AS (vizszerkezet valtozas)
— kedvez6tlen AH
* Konformacid valtozas (ligandum+fehérje)
— kedvezdtlen AH (kotés el6tt optimalis)
* Fehérje-ligandum kdlcsonhatds
— kedvezdtlen AS (korlatozott mozgas)
— kedvezd AH (polaris és van der Waals kélcsonhatdsok)

AG tobb ellentétes hatasu tag 6sszege

Kotédés kvalitativ termodinamikaja

* AG, AH, AS szerkezeti elemekhez rendelése elvileg
problémas '

— Additivitds korlatozott

* AH additivitas jo kozelités
* AS additivitdsa rossz kozelités

* AG, AH, AS tényleges |épésekhez rendelhet6 -
allapotfiiggvények
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Entalpia-entrépia kompenzacié

* Fehérje-ligandum rendszer kis szerkezeti valtozésa tipikusan
nagy és ellentétes irdanyl AAH és A(TAS) valtozast, és kisebb
AAG viéltozast eredményez

— a kompenzacié a jelenségek széles korében észlelt
— vizben és apolaris oldészerben egyarant
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Annu. Rev. Biophys. 2013, 42:121-42
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Affinitas és molekula méret
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Fic. 1. Frecenergy of binding (in keal/mol) for ligands and enzyme
inhibitors plotted as a function of the number of
in the ligand. See Table 1. A line with slope of

intercept of 0 is included as a visual aid to analy n
metalloenzymes; a, small anions; ©, natwral ligands; ®, enzyme
inhibitors.

PNAS 1999, 96, 9997
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Osszefoglalas

* Kotédési termodinamika — ligandum-fehérje kdlcsdnhatas
jellemzése

* Kotédés meghatarozd, de nem kizardlagos elemei: polaris
kolcsonhatdsok és apolaris deszolvatacio

* Kapcsolodé jelenségek: hidroféb effektus, entalpia-entropia
kompenzacid

* Aligandum mérete befolyasolja a kotédés maodjat

— AG,,,,— elérhetd szabadentalpia nyereség mérettel el6bb gyorsan, majd
lassan né/kozel dllandd

Molekuladinamika

Bevezetés

* Molekula dinamika - kapcsolat mikroszkopikus
és makroszkopikus mennyiségek kozott
— szerkezet
— dinamika
— termodinamika

&

=
Flll_10_preSMD.mpg
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Torténet =+
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Néhany alapfogalom

Termodinamikai allapot
— A rendszert néhany paraméter jellemzi; pl: T, P, N
Mikroszkopikus allapot

— A rendszert az atomok koordinatdi és impulzus
momentumai (fazistér) jellemzik

Termodinamikai sokasag

— Azonos termodinamikai dllapotokhoz tartozé
mikroszkopikus allapotok egyittese

Molekula dinamikai szimulacio

— Egy adott sokasaghoz tartozé fazistér pontjainak
el6allitasa az id6 fuggvényében

Termodinamikai sokasagok

» Mikrokanonikus — NVE (elszigetelt rendszer)

* Kanonikus — NVT (termikus egyensuly)

* lzoterm-izobar— NPT

* Nagykanonikus — uVT (egyensuly részecsketartallyal)

Ergodikus hipotézis

* Mérhet6 mennyiségek: sokasag atlag (A)sokasag
* Molekuladinamika: id6atlag (A4);4s

* Ergodikus hipotézis:
(A)ias = (A)sokasag
»elég” hosszu idejd MD — megfelel6 mintavétel
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ErGtér

* Molekula mechanika
— ,Klasszikus”
— Egyszerd, gyorsan szamithato
— Paramétereket tartalmaz
* a pereméter illesztés terében alkalmazhaté
* kémiai reakcidkra tipikusan nem jo
* Kvantum mechanika
— pontos
— szamitasigényes

Molekula mechanika

E= Estr + Ebend + Etors + Evdw + EeI + Ecross

intramolekularis intermolekularis

03/12/2017

K6tésnyujtasi energia

Egr = k(r — ro)z
Fstr = =2k(r — 7o)

ro kdrnyezetében jo
k és roatomoktol fligg6 paraméterek

Kotésnyujtasi energia - paraméterek

B =k(r=1m)* i
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Kotéshaijlitds Torzidés/dihedralis szog

\ H \
Epeng = k(6 — 6,)? oo -

V, — gat magassag
n - periodicitas

~15000 paraméter

van der Waals kdlcsonhatas Elektrosztatikus kdlcsénhatas
: B v, = 99 Coulomb
\ //,,, €ryj
R‘ Vel
Kozeli: taszito; exp(-r); r? \
Kézepes: vonzo; r® ; diszperzid
Tavoli: eltlinik
1 0 R
oy =3 (o7+ 77)
o 12 o 6 2 /’
Fuw = ¢ [(;) ] - [(;) ] e
Pontosabb, de szamitasigényesebb taszitd potencidl: ¢ * exp (%r)




MM paraméterek meghatdrozasa

* Kvantum mechanika szamitasok
* Validalas: kisérleti eredmények
— Makromolekula szerkezet
— NMR adatok
— Van der Waals komplexek szerkezete és energidja
* Kiterjesztés analdgia alapjan
* Hiba kioltds; paraméterek kdlcsonos fliggbsége

MM er6tér mindsége

— Fehérje szerkezet

— DNS, RNS szerkezet

— Szerves molekulak konformacidja

— Ligandum-fehérje kélcsonhatds

— Lipidek, membranok szerkezete és kdlcsonhatasai

T T Ton T T

RMSD ()
S__

owsl " w |
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Time (ns)

Néhany MM erétér

* Charmm (Chemistry at HARvard
Macromolecular Mechanics)

* AMBER (Assisted Model Building with Energy
Refinement)

* OPLS (Optimized Potentials for Liquid
Simulations)

* GROMOS (GROningen Molecular Simulation)
* MMFF (Merck Molecular Force Field)

fehérjék és/vagy ligandumok

MD algoritmus

Newtoni mechanika

T'N(7’1,7'2 o Ty) PN(PLPZ . DN)

|2

u(r) K(p)=) lzpfni

H=K+U #=2 " p=f

i
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Verlet algoritmus

| pi(0),1:(8) > pi(t + 66), i (t + 8¢) |

1 1
Di <t +§6t> =p;(t) +26t-fi(t)

1
5t-p;i(t+56t
1t +8t) = 1, () + # > fi(t + 6t)

1

1 1
pi(t +6t) = p; <t +E6t> +5 8t f; (¢ + 8¢)

Tipikus 8t biokémiai rendszerek szimulaciéjanal: 1-4 fs

37

Alkalmazasok

1. dinamika

Példa — ligandum kotés folyamata

I\ o ; [ =4

PP1 molekula 15us szimuldcid alatt megtaldlja a Src kinaz kotézsebét
JACS 2011 133 9181

MD alkalmazasok

2. erGvezérelt molekula dinamika

40
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Er6vezérelt MD

+ Allandé sebesség( huzas

1
U = Zklvt = (= 7) -7

+ Allandé erével valé hizas

Titin szerkezet - funkcid
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Kigombolyodas és eré

titin 1g27 domén

Allandé sebességi huzas
SMD - 1g27 domén

1000

AFM - t6bb 1g27 doménbdl allé fehérje

400 { | z
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200 /
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Extension (nm)

Rief et al. (1997 Science 276 1109)

100 125 150
extension (A)

(d) extension of 25 A

(b) native structure () extension of 10 A

Lu, H., and Schulten, K. (2000).. Biophys. J. 79, 51-65
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Titin Fn domén kitekeredés
mechanizmusa 1.

A8y
v=1A/ns

fimamesenmemmey
[—

MD lehet8ségek és korlatok

e Lehet6ségek
— Szerkezet vizsgalat/finomitas
— Dinamika

« Konformacios viszonyok, Ligandum-fehérje kot6dés, erGvezérelt folyamatok,...

— Termodinamika | lasd késébb

« Szabadentalpia valtozas
— oldédas, ligandum-fehérje kotédés,...

* Korlat
— Mintavétel mértéke | lasd késsbb |
— Er6tér pontossaga
— Kémiai valtozas altaldban nem vizsgalhato
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