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Fehérje-ligandum kotédés
szamitégépes modellezése Il.
Termodinamikai mennyiségek
becslése kozelité modszerekkel

Vazlat

* Kot6dési szabadentalpia szamitasa ,végpont”

maddszerekkel - X
* AG=G,-G,
— G/AG nem szdmithato6 pontosan

— G/AG szamitasa

— Kozelité modszer sziikséges:
* MM-PBSA (Molecular Mechanics Poisson — Boltzmann Surface
Area)
* Dokkolas-pontozas pontozéfiiggvénnyel (docking-scoring)

MM-PBSA

Molecular Mechanics — Poisson-Boltzmann
Surface Area

MM-PBSA

* MM-PBSA: Molecular Mechanics — Poisson-Boltzmann
Surface Area
AG= Gkomplex - GIigandum - Gfehérje
e Abszolut kotédési szabadentalpia!l
* G=Eyy+Gpg+ Gsa—TSym
— Eym: MM energia olddszer nélkil (minimalds vagy szimuldcio)
— Gpg: polaris szolvatacids szabadentalpia Poisson-Boltzmann
egyenletbdl
— Gg,: nem polaris szolvatacids szabadentalpia molekulafelszinbél

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




MM-PBSA

G =Eym + Gpg + Gsp— TSym
— Szamitas 2 |épésben
* Szerkezetek generdlasa

— rovid molekula dinamikai szimulacié

» Kulon dinamika fehérje-ligandum komplexre, fehérjére és
ligandumra

» dinamika komplexre és abbdl kivett fehérje és ligandum
* egyetlen trajektoria

» kotott és szabad molekula azonos geometriaval
kozelitve

— dinamika alternativaja: minimalas
— explicit/implicit viz
* Energiatagok (Ey, Gpg » Gsa » TSym ) szamitasa a viz
eltavolitdsaval kapott szerkezetekre
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MM-PBSA
G @+ Gpg + Gop — TSym
¢ EMM=Ek6tés+Eszég+E
— Egyetlen trajektoria

 elénye:
— intramolekuldris Ey,, kioltds, numerikus hiba csékken

-"Evdw-"E

torz elek

— Kevesebb szamitas
¢ hatranya:
— Mintavételi hiba lehet6sége

MM-PBSA

G=Eym Gsp— TSum
* Poisson-Boltzmann egyenlet

* Poisson: Osszefliggés a toltéss(irliség és az elektrosztatikus potencial
kozott

« Boltzmann: 6sszefliggés az ionkoncentracio (toltésslrlség) és az
elektrosztatikus potencial kozott

— Polaris molekula ionokat tartalmazé vizben (olddszerben)

— Oldészer kontinuum — dielektromos allandé

— Numerikus megoldas:
* Elektrosztatikus potencial rdcspontokban
« Oldodast kisérs energiavaltozds (elektrosztatika)

« Alternativa: Altaldnositott Born (GB) modell (MM-GBSA)

* PB kozelitése
* Kevesebb szamitds

MM-PBSA

G

Evm + Gpg @_ TSum

* Gsp

— Gsp=YSA+p
* v, B allanddk
* SA (surface area): olddszer altal hozzaférhetd felszin
nagysaga
* Hidroféb hidratacio
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Figure 2. Experimental free energies of hydration vs total
molecular solvent-accessible surface area (SASA). The best
it line to the 27 linear and branched alkanes (O) yields a
correlation cosflicient /2 = 0.85, y = 0.005 38, and § = 0.92.
Other compounds are represented as filed squares (W)




MM-PBSA
G:EMM+GPB+GSA—®

* Sum
— Molekula rezgések hozzdajarulnak a szabadenergidhoz
— Kis frekvencidju rezgések entrdpia hozzdjarulasa
Iényeges AG szamitasahoz
— Normal mad analizis
« Energia minimalt szerkezet
¢ ErGallandd matrix diagonalizélasa
« Szamitasigényes — néhany ,snapshot”-ra
* Hidnyossagok
— anharmonicitas
— olddszerhatas
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kcal/mol

AGep

MM-PBSA

Plasmodium falciparum DHFR

AGeg

MD vizben
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minimalds tévolsag fuggé
diel. 4ll.-val

JCC 2010 31 797

minimalas vizben

Abszolut AG rosszul becslilt
AG,,, és AG
* Mintavételtdl kevéssé flgg (?)

calc korrelal

__MM-PBSA
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¢ Abszolut AG rosszul becsiilt
. AGeXp és AG

* Regresszids paraméterek fehérjétél fiiggnek

korreldl

calc

Pontozofliiggveény és
dokkolas
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Pontozo fliggvény

Fehérje-ligandum komplex kotédési
szabadentalpidjanak erésen kézelit6 becslése
Szabadentalpia vs. pontozas (scoring)
Nagyon gyors — masodperc/ligandum
Altalaban egyetlen konfiguracio leirasa

Dokkolassal parositva

— Komplex szerkezetek generalasa - minimalis el6zetes
szerkezeti informaciobdl!

13

Pontozo fliggvény

* Tipusai

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

Er6tér alapu pontozéfliggvény

Gaz-fazisu energia szamitas
(¢> oldatbeli szabadenergia)

Fehérje tere el6re kiszdmithatd egy térhdald pontjain
—> szamitasi sebesség novekszik

Lehet6vé tesz szerkezet optimalast

Kiegészithet6

— olddszer hatds

— entroépia (?)

Tapasztalati pontozofliggvények

Kolcsénhatasi tagok intuitiv valogatasa
— Hidrogén-kotés
* Tipus szerint sulyozott 6sszeg
— lonos koélcsdnhatas
— Hidroféb kélcsonhatas
¢ Aranyos az érintkezd felszin nagysdgaval

Kisérleti affinitdsokhoz illesztett paraméterek

Csak a modellben szerepl6 tagokat ,latja”
Lokalis kdlcsonhatdsok
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Tudasalapu pontozofliggvények

* Komplexek kisérleti adatainak statisztikai
analizisébdl
— E; = -kTIn(p;) — energia tag ~ el6fordulds valdszinlisége
* Protein Data Bank: tdbb mint 123000 szerkezet
2016. oktéberében

* Kot6dési affinitas adat nem sziikséges

* Nagy tavolsagu mintavétel — olddszer hatds is

* Kis tavolsagu mintavétel — specifikus
kodlcsdnhatdsok hangsulyozasa

* Taszit6 kélcsénhatdsok nem teljeseks
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Dokkolas - pontozas

* Ligandum-fehérje komplex szerkezetek
generaldsa és rangsorolasa
— Egyetlen ligandum-fehérje par esetén
« kotési moéd meghatarozasa
— Tobb ligandum és egyetlen fehérje esetén
* Virtualis szlirés
— kotési moédok meghatérozdsa

— Ligandumok pontozas (affinitas/kot6dési szabadentalpia) szerinti
rangsorolasa

* Komplexre vonatkozd elGzetes szerkezeti
informacid nélkdl (elvileg)
* Gydgyszerkutatasi alkalmazasokat Idsd kés6bb

Dokkolas-pontozas kozelitései

Néhany fontosabb:

* Fehérje flexibilitas

* Protonaltsagi fok

* Vizszerkezet

* Kotést kozvetit6 vizmolekulak
* Entropia

* H6émérséklet

Fehérje flexibilitas — dokkolas-pontozas

* Fehérje flexibilitas szerepe a ligandum két6déskor
— Kotéshez kedvezd fehérje konformacid kivalasztasa
* Populaltsag eltolddas
— Indukdlt illeszkedés
* Korabban jelen nem |évé fehérje konformacidhoz valé kétédés

— Nincsen éles hatar a fenti két mechanizmus kozott
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Fehérje flexibilitas — dokkolas-pontozas

* Dokkolas fehérje flexibilitas figyelembe vételével
— Tobb statikus fehérje szerkezet hasznalata

* Kisérleti szerkezetek — komplexek kiilonb6zé ligandumokkal,
NMR

* Szédmitédssal (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 kotézseb
— Egymadst kizdro kotShelyek egyszerre

— Fehérje konformacié dokkolaskor alakul (pl. MD)

Dokkolds-pontozas alkalmazasai

* Virtualis sz(irés
— Kémiai kiinduldpont azonositasa fazis

azls

f

* Dokkolds - Két6dési méd meghatarozas
— Talalat - vezérmolekula fazis

Kotésmod meghatarozds (Dokkolas)
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* Fehérje szerkezet
— rontgen krisztallografia
— homoldgia modell
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ngandum szerkezet rmsd < 1.0 ATYefoW bars),

— Modell < 2.0 A (orange bars),
3.0A (blueb
* Kom plex szerkezet L c<hem, \nf,(MoI:: 235?49, 1079-1093

— Ligandumnak a fehérje kétGzsebébe illesztése - dokkolds
— Ligandum kiilonb6z6 pozicidinak rangsoroldsa
pontozéfliggvénnyel
* Korldtozott fehérje flexibilitas
* Ligandum konformdcids terének hatékony feltérképezése
* Dokkolt ligandum szerkezet RMSD < 2A — esetek 70-
80%-a kedvezb esetben

Rangsorolas

* Molekuldk dokkoldsa és pontozoéfiiggvény szerinti
rangsoroldsa

* Gyakran hasonl6 szerkezetd, tervezett molekulakat
vizsgélunk — vezérmolekula optimalas

* Gyenge korrelacié a pontozéfiliggvény és a kisérleti Correlation Between the Scores and
s I Experimental Binding Affinitiesa
affinitas kozott el P —
* A pontozdfiiggvény szerinti rangsor gyengén korreldl a~'
kisérleti affinitds szerinti rangsorral
Best Correlation Coefficient r between the
-log Affinity (pAffinity) and Docking Score

program Chk1l FXa R —
Dock4 —033 -031
Docklt 049 0.19
FlexX 0.57 031 r !
Flot+ 044 038 &
Fred —014 oo1 |f
Glide 047 0.08 i !
Gold 042 005 [
LigandFit 045 0.13 " s e e 15 0 8 D63~ 047
MOEDock —0.29 0.00 R code 16 N a4] S3 (0.61 044
MVP 026 0.10 & N i g
J. Med. Chem. 2006, 49, 5912 J. Chem. Inf. Model. 2011, 51, 2115




Virtualis szlirés
* Kémiai kiinduldpont azonositas

¢ Szamitas menete:

— Nagy szamu, szerkezetileg szerteagazo, létez6 molekula

dokkolasa Screening for Novel Inhibitors
by Molecular Docking
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— Kapott komplexek pontozasa
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Kémiai kiinduldpont azonositas és virtualis
sz(irés

* Nagy atereszt6képességli szlirés (HTS) - kisérleti
— Adott célponton (gyenge) hatast mutatd vegyiletek megtaldlasa
— Biokémiai/biofizikai mddszerek
 receptor kot6dés
* enzim gatlas
— 10°-10° vegyiilet kisérletes tesztelése
Taldlatok szama: ~10?

taldlati ardny: 0.1% (10%/10°%)

*  Virtudlis sz(irés
— Cél a HTS taldlati arany javitdsa a vegylletek elGsz(irésével
— ~106 molekula dokkolésa és pontozasa
— Legjobb ~103 molekula kisérleti tesztelése; tipikus talalati ardany néhény %

Virtualis sz(irés hatékonysaga

receiver operating characteristic (ROC)
z area under curve (AUC)
aktWiivsiaszrott {2 o
L « _ maktipsiaszote ]l 2
dusulasi tényez6 = Ak tVssogos ol 8%
maktivsgszes o1 g -
os g
dusulas: 3/6*18/5~5 04 s
03
02 alpozitiv ardny
o -
S Tipikus dusulds: 5-20 o false positive rate
= of[o1 o2 o3 o+ os o5 o7 os oo 1
8
N 102 aktiv; 10° inaktiv — 0.1%
3 35 aktiv; 2000 inaktiv - 1.75% EF=18
Q
- = 55 aktiv; 5000 inaktiv—1% EF=10
Tobb vegylletet valasztunk tesztelésre
*Tobb aktivat taldlunk meg

eKisebb dusulas - Alacsonyabb talalati arany

| Alacsony talélati arany (1-10%) amely meghaladja a HTS talalati aranyt (~10'%) 5

Osszefoglalds

* Végpont modszerek - Kozelité eljarasok AG becslésére
— MM-PBSA

* gyors (kevésbé)
« esetenként jo korreldcid kisérleti értékekkel
« virtudlis szlirés eredményének finomitasara is alkalmazhaté

— Dokkolas - Pontozas
* Nagyon gyors
e Kotésmod j6 elGrejelzése
* Pont és kisérleti affinitas kozott gyenge korrelacid
 Virtualis szlirés el6ny6sen tdmogatja a kisérleti sz(irést
o Széleskori gydgyszerkutatasi alkalmazas




