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Célkitlizés/témak

* Biokémiai folyamatok, elsésorban ligandum-
fehérje kotédés
— kvalitativ és kvantitativ jellemzése
— termodinamikaja (és kinetikaja)
— befolyasolasa, gydgyszertervezés
— molekuladinamika

* Kvantitativ jellemzés eszkoze
* Kitekintés mas alkalmazasokra

Vazlat

Alapok

Mérés és szamitas
Ligandum-fehérje kotés elemzése
Viz szerepe

Szamitds — Molekuladinamika

Ligandum-fehérje kotédés szerepe

* Jelatvitel

— G-fehérjéhez kapcsolt receptor
* Enzimkatalizis

— Citokrom P450
* Transzkripcié

— nuklearis receptorok

* Endogén és exogén (pl gyogyszer) ligandumok
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Néhany osszefliggés
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[L][P]
Ky = 7 ; PKg=-log(Ky)

AGy;ng = RT In(Ky/C,f)
AG =AH-TAS tipikus kisérleti korilmények

(NPT)
AF = AU -TAS oldat szamitdsanal gyakran hasznalt
(NVT, kanonikus)
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csak egyszer(i rendszerekre szamithato

Szabadenergia — Egyensulyi allandd

nem kovalens kétés tartoménya
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Kotési termodinamika mérése

* |zotermalis titrald kalorimetria
—n, Ky, AH ->AG, AS
— korlatok:
* oldatban
* fehérje mennyiség (10-100 png)
* atereszt6képesség
=

103 10°
_HAPT i |
A+P o AP; I(Afm,AGA‘" = RTInkK, & 2 %
sl s
N
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B+P<—>BP,KB—W,AGB = RTInKg g;%
=9
; ; (8]  [4] 3
— AGhind _ ppbind _
AAG = AGE AGY RTIn (5] / [T 5
AAG~1.4 kcal/mol — %/% ~10
2.8 kcal/mol - ~100
6
(RT ~ 0.6 kcal/mol; etdn forgasi gat ~ 2.9 kcal/mol)
Kotési termodinamika mérése
* Van’t Hoff analizis
AH AS
— Ik, =22_%
RT R Torpersbss K
7 a I . s I y7e 7 250 240 230 20 210 200
— Ky hémérséklet fliggéséb6l AH és AS : .
— Kisérleti technikak w] T y
* Radioligandum leszoritas o 180 0
* Témegspektrometria " s P-4
* Kromatografia 80 S
* Feluleti plazmon rezonancia (SPR) e
— Korlat b T T T I TR

Inverse temperature 1T /107K

* AH hémérséklet fuggése
* Extrapolécio (AS: 1/T=0)
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Fehérje-ligandum kotédés , 1épései”

Ligandum (vizben) Fehérje (vizben)
konformacio valtozas konformacid valtozas

deszolvatdcio deszolvatacié

Fehérje-ligandum kompex (vizben)
fehérje-ligandum kélcsonhatas

a viz alapvet6 szerepet jatszik a kotédésben

Kotédés kvalitativ termodinamikdja

* Deszolvatacio (ligandum+fehérje)
— kedvez6 AS (vizszerkezet valtozas)
— kedvez6tlen AH
* Konformacio valtozas (ligandum+fehérje)
— kedvez6tlen AH (kotés el6tt optimalis)
* Fehérje-ligandum kolcsdnhatas
— kedvezé6tlen AS (korlatozott mozgas)

— kedvez6 AH (polaris és van der Waals kdlcsonhatasok)

AG t6bb ellentétes hatdsu tag 0sszege

Kotédés kvalitativ termodinamikdja

* AG, AH, AS szerkezeti elemekhez rendelése elvileg
problémas =
— Additivitas korlatozott

* AH additivitas j6 kozelités
* AS additivitasa rossz kozelités

* AG, AH, AS tényleges Iépésekhez rendelhetd -
allapotfiggvények

Entalpia-entrépia kompenzacio

* Fehérje-ligandum rendszer kis szerkezeti valtozasa tipikusan
nagy és ellentétes iranyd AAH és A(TAS) valtozast, és kisebb
AAG viltozast eredményez

— a kompenzacid a jelenségek széles korében észlelt
— vizben és apolaris oldészerben egyarant

3
Eo
2
a-20 keal mol-"
2,0 | TAS=-AH+AG Rgroup a6 M -ms
' -5-CH; -M487Q)  -820) -667(9)
60 —S04CH; -14602)  -12.1(6) -2502)
-80 Annu. Rev. Biophys. 2013, 42:121-42
-100
-140-120-100 -80 -60 -40 20 O 20 40 60 80 . . s
AH (kJimol) Korlat AG valtoztatasaban
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Hidroféb effektus

Hidroféb effektus:
N
|

Apolaris vegytlet atvitele apolaris oldatabdl vizbe ey
(szénhidrogén -> vizbe)
Analdgia (inverz): deszolvatdcio Iigandum-fehe‘r}/;;k}u‘/tﬂeskor
N A
|

apoldris részek: oldat->kélcsénhatds egymdssa

— Apolaris kélcsonhatdsok megsziinése
— Ures hely betdltése az apolaris kzegben

—| Ureg kialakitasa vizben = 2
. . ; Q_ Q_
—| Apolaris vegyilet behelyezése ———g—3—
—+
—| Oldott anyag — olddszer kdlcsonhatds 1étrejotte - gfgl;
—| Vizszerkezet atrendez6dése — o

AG pozitiv

Hidrofdb effektus

Hidroféb effektus:
AG né
20°C: AH (kedvez8) és TAS (kedvez6tlen) csokken;
TAS véltozas dominal

Magasabb T — AG alig véltozik, de

AH né és dominal — energetikailag kedvezétlen
(k6lcsénhatast feldldoz a rendezetlenség néveléséért)

— Magyarazat: hidroféb hidratécio lépésire koncentral

Hidroféb hidratacid

Kulcstényezb6k az entrépia csokkenéshez:
— Vizmolekula kis mérete - Ureg képzédés

— H-hid kotés az oldott molekulak kdzelében
* ErGsebb és tobb H-hid — jéghegy modell
3

* Er8sebb, de kevesebb H-hid — ,two-state” modell

Milyen mértékben felel6sek a fentiek AH és TAS valtozasért?

* Nincsen altalanos érvényd kvantitativ modell!

Apolaris felszin és kotédési
szabadenergia

70
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-AG’ (kJ/mol)

2 30

10

0 200 400 600 800
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Protein-ligandum kotGdési szabadentalpia korreldl a kot6dés
soran eltemetett apolaris felszinnel (R2=0.65).

Olsson et al. J. Mol. Biol. (2008) 384,1002  ~
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Affinitas és molekula méret

'«— 1.5 Keals/mol-atom

Govalent
Bartlott CPA
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Number of nonhydrogen atoms:

FiG. 1. Free energy of binding (in keal/mol) for ligands and enzyme
inhibitors plotted as a function of the number of nonhydrogen atoms

Osszefoglalas

* Kotédési termodinamika — ligandum-fehérje kélcsonhatas
jellemzése

* Kotédés meghatarozd, de nem kizardlagos elemei: polaris
kolcsdnhatdsok és apolaris deszolvatacid

* Kapcsolddé jelenségek: hidroféb effektus, entalpia-entrdpia
kompenzacié

* Aligandum mérete befolyasolja az elérhet6 kotédési
szabadentalpiat

— AG,,,, —elérhet6 szabadentalpia nyereség mérettel el6bb gyorsan, majd
lassan né/kozel allandd

2015.10.08

in the i 0l and an
intercept of al ions or
metalloenzy . enzyme
inhibitors.
PNAS 1999, 96, 9997 17
i )
Molekuladinamika

Bevezetés

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

A
=

Fnlll_10_preSMD.mpg
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Torténet _'__3"7:7 '-

* Alder, B. J. and Wainwright, T. E.
J. Chem. Phys. 27, 1208 (1957)

nature
¢ McCammon, J. A, Gelin, B. R.,  «=
and Karplus, M. i

Nature (Lond.) 267, 585 (1977)

Néhany alapfogalom

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

— Arendszert az atomok koordinatai és impulzus
momentumai (fazistér) jellemzik

* Termodinamikai sokasag

— Azonos termodinamikai allapotokhoz tartozo
mikroszkopikus allapotok egyittese

* Molekula dinamikai szimulacié

— Egy adott sokasaghoz tartozo fazistér pontjainak
elGallitasa az id6 fliggvényében

Termodinamikai sokasagok

* Mikrokanonikus — NVE (elszigetelt rendszer)

* Kanonikus — NVT (termikus egyensuly)

* |zoterm-izobar — NPT

* Nagykanonikus — uVT (egyensuly részecsketartdllyal)

Ergodikus hipotézis

* Mérhetd mennyiségek: sokasag dtlag (A)sokasag

* Molekuladinamika: id6atlag (A4);44

* Ergodikus hipotézis:
(A)idc’i = (A)sokaség
»elég” hosszu idejli MD — megfelel6 mintavétel
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Er6tér

* Molekula mechanika
— ,Klasszikus”
— Egyszer(, gyorsan szamithato
— Paramétereket tartalmaz
* a paraméter illesztés terében alkalmazhaté
* kémiai reakciokra tipikusan nem jé
* Kvantum mechanika
— pontos
— szamitasigényes

Molekula mechanika

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

intramolekuldris intermolekularis

Kotésnyujtasi energia

Egy = k(r —15)?

Fser = —=2k(r —19)

ro kérnyezetében jo
k és roatomoktdl fliggé paraméterek

Kotésnyujtasi energia - paraméterek

By = k(r—10)> -5

Band Stretching Potential Parameters

Bond used for K./ keal mol ' A Ry A
[ 7 T 1826
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Kotéshajlitas
Epena = k(6 — 65)?

Torziés/dihedralis sz6g

---------------------

V, — gat magassag

Vv,
Etors = ?n [1 + cos(ng — o)) n - periodicitas

~15000 paraméter

van der Waals kolcsonhatas

00
|

s0
|

Kozeli: taszito; exp(-r); ri?
Kbzepes: vonzo; r¢ ; diszperzid
Tavoli: eltlinik

oy = %(Uﬂ” )

b =4[O e

Pontosabb, de szamitasigényesebb taszité potencial: ¢ * exp (_U—r)

Elektrosztatikus kolcsonhatas
Vo :w Coulomb
Ve \
R
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MM paraméterek meghatarozasa

* Kvantum mechanika szdmitdsok
* Kisérleti adatok
* Kiterjesztés analdgia alapjan
* Validalas: kisérleti eredmények
— Makromolekula szerkezet
— NMR adatok
— Van der Waals komplexek szerkezete és energiaja

* Hiba kioltas; paraméterek kolcsénos fliggbsége

MM er6tér min6sége

— Fehérje szerkezet

— DNS, RNS szerkezet

— Szerves molekuldk konformacidja

— Ligandum-fehérje kolcsonhatas

— Lipidek, membranok szerkezete és kélcsonhatasai

RMSDs of backbone atoms
from the native structure
as a function of MD
simulation time

RMSD (A)

Néhany MM erG6tér

* 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

TN(T1»7”2 e TN) PN(PLPZ . Dn)

|2

u(r) " (E) _\ ' Ip

— 2m;
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Verlet algoritmus

| pi(©),1:(0) > pilt +66),13(t + 80) |

1 1
i (t + §5t> =p;(t)+ E(St - fi(®)

1
St-p;(t+56t
ri(t + 86) = 1;(t) +¥ - fi(t + 6t)

i

1 1
pi(t +6t) = p; <t+55t> +§5t-fi (t + 5¢t)

Tipikus 8t biokémiai rendszerek szimulacidjanal: 1-4 fs

37

Alkalmazasok

1. dinamika

Példa — ligandum kotés folyamata

I\ b 1=

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

MD alkalmazasok

2. er6vezérelt molekula dinamika

40
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Er6vezérelt MD

+ Allandé sebességii huzas

P

“dummy”
atom

1
U = Ek[vt_ ('F_'Fo) 'ﬁ]z

+ Allandé erével valé hizas

Titin szerkezet - funkcid

a
Z-d M
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Muscle extension

Titin

42

Kigombolyodas és eré

titin 1g27 domén

Allandé sebesség(i hiizas

AFM - tobb 1g27 doménbdl all6 fehérje SMD - 1g27 domén

B P 51

Zaoo | f [ 4 P

® 200! A A = !

EZOO- / in /i ,. / ‘,], J 600 "

w1001 | /4 /) ) 4 b |
0 LY.L Ao ey

? 50 1 150 200

Rief et al. (1997 Science 276 1109)

o , 200
00
o
Extension (nm) B o = 15

125 150
extension (A)

Kigombolyodas és szerkezet

(b) native structure (c) extension of 10 A (d) extension of 25 A

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

A78
v=1A/ns

T

MD lehet8ségek és korlatok

¢ LehetGségek
— Szerkezet vizsgalat/finomitas
— Dinamika

* Konformacids viszonyok, Ligandum-fehérje kotédés, erévezérelt folyamatok,...

— Termodinamika | lasd késGbb

* Szabadentalpia valtozas

— oldédas, ligandum-fehérje kotédés,...
* Korlat
— Mintavétel mértéke
— Er6tér pontossaga
— Kémiai valtozas altaldaban nem vizsgalhaté
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