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Az értekezés targya

A gyobgyszertervezés célja a farmakodinamia szempontjabdl nézve egy olyan
ligandum meg- vagy kitalalasa, amely erésen és szelektiven kotédik a célponthoz,
hogy azon hatasat kifejthesse. Farmakokinetikai elvaras, hogy a ligandum
eljusson az adminisztracid helyét6l a célponthoz, majd pedig a megfelel6 id6
elteltével tavozzon a szervezetbdl. A ligandumok teljes farmakoldgiai
(farmakodinamiai és farmakokinetikai) hatékonysaga alapvetéen fligg a
szerkezetikt6l és a célponttal, valamint testiink egyéb molekulaival valo
kdlcsdnhatasaik térbeli elrendez6désétdl és erésségétdl.

Ennek megfelel6en, dolgozatom elején  az anyagszerkezetre vonatkozd
eredményeimet mutatom be, a célpont-ligandum kdlcsonhatasokra fékuszalva. A
ligandum farmakoldgiai profiljanak felrajzolasakor, az atomi felbontasu
szerkezetek birtokaban az elsé logikus |épés a célponttal kialakithatd
kblcsonhatasok erdsségének a meghatarozasa. Erre lehet6séget nyujt a
szerkezeti alapu energiaszamitas és végsé soron a termodinamikai
potencialfiggvények valtozasainak meghatarozasa a kolcsonhatas soran.
Dolgozatom masodik része ezért a célpont-ligandum kélcsonhatasok energiajaval
foglalkozik. Mivel a szerkezeti szamitasok is igénylik egyes energiatipusok
hasznalatat, a szerkezet és energia terlletei természetesen atfednek és az
eredményeket jelleglik szerint soroltam e két kiilon fejezetbe. Az energiardl sz6l6
fejezetben azokat az eredményeimet is sorra veszem, amelyek az el6z6ekre
épulve a ligandum farmakologiai hatékonysagaval kapcsolatosak.

A racionalis, célpont-alapu gyodgyszertervezés tehat a szerkezet-energia
kapcsolatok feltarasaval és alkalmazasaval jut el jo eséllyel a farmakoldgialiag
hatékony ligandumokig. A dolgozatban az ilyen kapcsolatokra épiils, Uj eszkdzok
kidolgozasardl, valamint a meglévék praktikus alkalmazasairdl szamolok be.

A gyogyszerkutatas elméleti mddszertana az értekezésben attekintett kozel két
évtized alatt nagy valtozason ment keresztiil, kdszonhet6en a rendelkezésre allo
informatikai eszkoztar fejl6désének is. Kezdetben jorészt személyi szamitdgépek
alltak rendelkezésiinkre és az alkalmazott szoftverek pdarhuzamositasa
gyerekcip6ben jart. Ma mar a hazai szuperszamitégépes kozpontban is
kihaszndalhatjuk a jol megirt, parhuzamositott kddok adta gyorsasagot, amely a
hatékony, reprodukalhaté munkanak is sziikséges alapfeltétele lett.



A tartalombadl

Szerkezet

A dolgozat elsé részében olyan munkak eredményeirél szamolok be, amelyeket
konkrét  gyakorlati  igények  motivaltak:  tobbnyire a  kisérletes
szerkezetmeghatdrozas korlatai. A munka soran a célpont-ligandum komplexek
szerkezeti szamitasainak fejlesztésére 0Osszpontositottunk. Folytattuk és
lényegében befejeztiik az egyetemi doktori disszertaciomban megkezdett
munkat a szamitogépes dokkolas terliletén (1. abra), majd ennek eredményeire
épitettiik a prerekvizit (el6feltételi) kot6helyek feltérképezését. A fehérje-peptid
komplexek és a hidratszerkezet szamitasara iranyulé eljarasok a
szerkezetmeghatarozas nagy kihivasaira adnak valaszokat.

1.abra A Wrap ‘n’ Shake egy szisztematikus blind docking médszer, amelynek csomagolé
algoritmusa a célpontot (zold) a ligandum (piros) masolataival tobb ciklusban, monomolekulas,
hézagmentes réteggel vonja be. Majd a razé lépésben (nem mutatva) a gyengén kotott
ligandumok eltavolitasara kerll sor.

Energia

A célpont-ligandum komplexek szerkezetének ismeretében a megfelel6
molekulamechanikai (MM) potencidlisenergia-fuggvények birtokaban és/vagy
kvantummechanikai (QM) alapon elvégezhets a partnerek kozotti kdlcsonhatds
erésségének szamitasa. Eredményeink mindkét szinten végpont moddszerek
fejlesztésére és alkalmazasara épllnek, amelyekkel a ligandumok
termodinamikai profiljat (ujjlenyomatat) viszonylag gyorsan prediktalni tudjuk.
Az explicit vagy hibrid vizmodellek alkalmazasa a QM szint( kalkulatoroknal
jelentésen csokkenti a predikcidk hibajat, a fragmens-alapu megkozelités pedig a
szamitdsok gyorsasagat noveli meg (2. dbra).

MM/MD

® FRAGMENTER # p QM

Célpont-ligandum Hidratalt Extrahalt
komplex komplex interfész

2. abra A célpont (szlrke) — ligandum (z6ld) komplex MobyWat-tal tortént hidrataldsa utan a
célpont ligandumhoz kapcsolédé részeit az interfész vizmolekulakkal (piros-fehér) egylitt a
Fragmenter-rel kivagva a QM szamitas céljaira elékészitett szerkezethez jutunk.



Tézispontok

1) Kiterjesztettik a teljes célmolekulan végzett, gyors dokkold algoritmusra
épllé kotési mod keresés (blind docking, BD) alkalmazhatdsaganak a
hatarait [D1, D2]. Ennek keretében kimutattuk, hogy a BD a kisebb,
gyogyszerméret(i ligandumok esetében akar ezer aminosavas célfehérjéken
is képes a kotési modokat megtaldlni (kis mértékd indukalt illeszkedés
mellett) [D1], valamint, hogy a BD egyszerre tobb kot6hely feltérképezésére
is alkalmas [D1]. A BD alkalmazhatdsaganak korlataiként a kis méretd
ligandumok esetében a masodlagos kot6helyek és ligandumok, valamint a
szerkezeti vizmolekuldak hatasat azonositottuk [D2]. Kimutattuk, hogy a
kotbzsebkeresd algoritmusok és a BD konszenzusos alkalmazasa megndoveli
a kotézseb predikciok megbizhatdsagat [D2].

2) A BD megkozelitésiink alkalmazasaval feltérképeztik [D3] fontos szex
szteroidok (17-B-Osztradiol és egy Osztrén) kotési hdldzatait a human
Osztrogén receptor a-n, amelynek soran azonositottuk az alternativ
kotézsebet mind a két szteroid esetében. Kimutattuk, hogy a szteroidok
klasszikus kot6zsebbe torténd kotdédése, valamint a koaktivator peptid
hianya el6segitik a szteroidok alternativ kot6zsebbe torténd kotédését. A
komplexek kinetikus stabilitasat kvantitativan 6sszehasonlitottuk, valamint
megadtuk a kotbzsebeknél megfigyelhetd csapdajtdé-mechanizmus atomi
szintd magyarazatat.

3) Eljarast dolgoztunk ki Wrap ‘n’ Shake néven [D4, D5] amely a gyors dokkold
modszerek korlatait (a globalis keresé algoritmusok tokéletlensége, az
explict vizmodell hidnya, a célpont merevsége) meghaladva megoldast nyujt
a BD problémara az 6sszes lehetséges kotbhely és kdtési mod szisztematikus
megtalalasaval.

4) Elvégeztik a tranziens receptor potencidl ankyrin 1 (TRPA1l) nevd
polimodalis nociszenzor agonistai prerekvizit kot6helyeinek feltérképezését
és megmutattuk [D6], hogy a kovalens agonistak esetében a prerekvizit
kotéhelyekhez torténé kot6dés maodja elbrejelzi a végsd, kovalens kotési
mad kialakuldsat. Megallapitottuk, a prerekvizit kotési médok szerepét az
agonistak asszociacios/disszociacidos mechanizmusaiban, példaul az A-hurok
régio felnyilasanak szabalyozdsan keresztuil.

5) Kidolgoztunk a NetBinder nevl eljarast [D7], amellyel nem csupan
feltérképezhetbek, de osztalyozhatdak és halézatba is kapcsolhatdak a
prerekvizit kotéhelyek egy adott célponton. Az eljards segitségével a teljes
kotési mechanizmus feltarhato, a fehérje felszinérél elindulva egészen a
végsd (ortoszterikus) kotézsebig, kijelolve a kulcsfontossagu prerekvizit



kot6helyeket is, amelyek a késébbi tervezésben mint Uj célpontok
hasznalhatok fel.

6) ElGallitottam [D9] a hiszton H3 N-terminalis peptid szakaszanak az
autoimmun reguldtor fehérje (AIRE) PHD ujjal alkotott szerkezetét atomi
felbontdasban. Megallapitottam, hogy a hiszton H3 peptid gerince az AIRE
PHD ujjban meglévs, két savbol allo antiparallel B-red6z6tt réteg mellé
orientalddva egy harmadik, antiparallel lefutdsu savot képezve kapcsolédik.
Molekuldris dinamikai (MD) szamitasokkal megmutattam [D9], hogy a
H3K4-metilalt hisztonok esetében a metil csoportok térigénye miatt nem
tud kialakulni a kotés az AIRE PHD ujj kot6zsebével.

7) ElGallitottuk [D10] a hiszton H4 protein arginin metiltranszferaz 5 (PRMTS5)
és metiloszoma protein 50 (MEP50) partnerekkel alkotott komplexének
atomi felbontasu szerkezetét, amelynek segitségével MD szamitasokat is
alkalmazva szerkezeti magyarazatot adtunk a T80 helyen torténd
foszforilacié metiltranszferaz aktivitast novel6 hatdsdra, valamint arra is,
hogy a hiszton H4-nek miért a szabad (nukloszdémdhoz nem kotott) formajat
tudja a PRMTS5 metilalni.

8) Kidolgoztuk a fragment blind docking (FBD) és a PepGrow nevl
protokollokat célmolekula-peptid komplexek szerkezetének fragmens
dokkolason alapulé gyors elGallitasahoz. Az FBD [D11] a teljes célmolekula
felszinre dokkolt fragmensek 6sszekotésével allitja el6 a ligandumnak a
célmolekulahoz kotott konformaciéjat. A PepGrow [D12] az FBD-t
tovabbfejlesztve, a peptid egy bedokkolt horgonyzd fragmensébdl ,noveszti
meg” a kotbézsebben a teljes ligandumot.

9) ElGallitottuk a szomatosztatin nevli endogén peptid 4-es altipusu
receptordval (SSTR4) képzett komplexét [D13] a PepGrow protokollunkat
alkalmazva. Tovabba MD szamitasok bevonasaval a szomatosztatin teljes
kotédési mechanizmusat végig tudtuk kisérni az SSTR4 célpontra és igy
lehet&ség nyilt olyan prerekvizit kot6helyek feltérképezésére, amelyek az
ortoszterikus kotéhelyen tul megcélozhatéak a jov6beli tervezési
projektekben.

10) Mddszert dolgoztunk ki MobyWat néven [D16] a fehérje célpontok felszini
hidratszerkezetének kiszamitasahoz. A mddszer MD segitségével legeneralt
trajektoridkbdl nyeri ki a vizmolekuldk pozicidit és mobilitasi alapon
rangsorolja 6ket. Elvégeztik az MD szamitasok paramétereinek
szisztematikus kalibralasat [D18] és megallapitottuk az optimalisan
hasznalhato értékeiket a hidratszerkezet szamitasokhoz.

11) A MobyWat mddszert kiterjesztettik célpont-ligandum interfészek
kavitdsoktél mentes hidratszerkezetének szamitdsara [D17]. A
halézatelmélet eszkozeit adaptaltuk a hidratszerkezetek kolcsdonhatasi
rendszereinek kvantitativ leirasdra [D17]. Bevezettiik a statikus és dinamikus



vizhdlézatok fogalmat és felhasznaltuk célpont-ligandum komplexek
stabilitasdnak jellemzésére.

12) Kidolgoztuk a HydroDock protokollt [D19], amellyel lehetévé valt, hogy a
hidratalt célpont-ligandum komplexet a kiilonallé alkatrészeibdl kiindulva
(célpont, ligandum, vizek) épitsiik 6ssze a gyors ligandum-dokkolas és a
MobyWat-alapu felszini vizszerkezet-szamitas kombindlasaval.

13) Szerkezeti alapu kolcsonhatasi energiaszamitas segitségével megadtuk
[D20] kulonb6z6 fajokhoz tartozd tripszinek inhibitor-szelektivitdsanak
atomi szint(i magyarazatat.

14) Elvégeztiik az AutoDock 3.0 dokkold eljards kotési szabadentalpiavaltozas
(AGy) fliggvényének atalakitdsat és ujrakalibralasat, hasznalhatdva téve azt
nagy méret(i (peptid) ligandumok szamitasara is. Uj, hibrid AG, figgvényt
hoztunk létre, amelybe a bimolekulas, entalpikus és deszolvatacios tagok
mellé ligandum-alapu deszkriptorokat vontunk be [D21].

15) Megépitettiik a human a,a-adrenoceptor atomi felbontdsu szerkezetét,
valamint a receptorhoz tortént dokkolassal agonistak komplex szerkezeteit
allitottuk el6. A komplex szerkezetek felhasznalasaval a tervezéshez Uj AGy
kalkulatort hoztunk létre [D22].

16) Kis méretld ligandumok esetében (44 célpont-ligandum komplexen)
elvégeztiik az AutoDock 3.0 dokkold eljaras validalasat és e validalt bazison
bevezettik a AGy, alapu molekuldris kdlcsonhatdsi ujjlenyomatokat (MIF) a
ligandumok szelektivitasanak szamszer( jellemzésére [D23].

17) Uj AG, dekompozicids megkdzelitést irtunk le ciklodextrin-gydgyszer
komplexeken [D24], amelynek alapjat explicit vizmodelles, teljes MD
mintazason alapuld szamitasok adtak. A AG, dekompozicios eljarast
ligandum templatok koré szervez6dd, cikodextrin alapu nanoszerkezetek
termodinamikai jellemzésére alkalmaztuk [D25].

18) Automatizalt, célpont-fragmentaldsos eljarast dolgoztunk ki Fragmenter
néven [D26] célpont-ligandum kot6dés entalpiavdltozdsanak (AHp) a
szamitasara. Emellett sor keriilt egy MobyWat alapu, hibrid vizmodell
bevezetésére a AH, szamitasokba szemiempirikus kvantumkémiai szinten.

19) MM-optimalizalt szerkezetekre végzett szemiempirikus kvantumkémiai
végpont szamitassal mikodé AHy kalkulatort hoztunk Iétre [D27], amelyet
ligandum-alapu deszkriptorokkal kib&vitve Uuj, gyors AGp kalkuldtort
dolgoztunk ki, QMH-L néven.

20) Uj ligandum hatékonysagi indexeket (El) vezettiink be és kidolgoztuk ezek
szerkezeti alapu szamitasat [D28]. Megmutattuk, hogy egyes El-k (mint
példaul a Wiener-index alapjan definidlt), képesek a gydgyszerek
elklilonitésére egy adott ligandum szettben, valamint a molekulakdnyvtarak
sz(irési hatékonysagat javitjak. A bevezetett El-ket tobb dokkold eljarasra
(AutoDock, Gold, Glide) is adaptaltuk [D29].



21) Megvizsgaltuk a ligandum méretét, flexibilitasat, hidrofobicitasat, H-
kotési képességét jellemz6 deszkriptorok és a beldlik szarmaztatott El-k
alkalmazhatdsagat a ,drug likeness” (DL) koncepcidban [D30]. Bevezettiik a
deszkriptorok és El-k szelektivitdsara és érzékenységére vonatkozd, AGy-t6l
fliggetlen statisztikai jellemzését az altaldnos DL esetre és kvantitativen
kifejeztlik alkalmazhatdsagukat az egyes betegségtipusoknal is.



Kitekintés

A célpont-ligandum kolcsénhatasok szamitdsa a racionalis, szerkezetalapu
gyogyszertervezés egyik legfontosabb |épése. A dolgozatban felvonultatott
elméleti megkozelitések az elmult évtizedekben igen nagy valtozdsokon mentek
at, sok esetben pozitiv iranyban. A szamitastechnikai eszkdztar mennyiségi és
mindségi novekedésével e fejlédés vildgszerte egyre gyorsul. Ennek egyik
kovetkezménye a kordbban igen koltségesnek tartott fizikai-kémiai
alaptorvényeken nyugvé eljarasok, példaul a hosszabb molekuldris dinamikai
szamitdasok mennyiségének drvendetes novekedése a gydgyszertervezésben.

A fizikai-kémiai alapu mddszerek sokszor mar most is kell6 pontossagot adnak és
korlataik ismeretében a jov6beli fejlédési iranyaik jol kivehet6ek az erbterek, a
keres6 moddszerek és a vizmodellek terén is. A tervezésben az explicit
vizmodellekre épulé technikak fejlesztése, valamint a kvantummechanikara
épulé eljarasok hatékonysaganak és rutin alkalmazhatdsaganak novelése tlinnek
a legfontosabb feladatoknak.

A Nobel-dijas R. Henderson és tarsai véleménye, amely szerint ,,... solving the
protein-folding problem means making accurate predictions of structures from
amino acid sequences starting from first principles based on the underlying
physics and chemistry ...” j6 iranyt(iként szolgal a gydgyszertervezés nyitott
kérdéseinek megoldasaban is, ahol a célpont-ligandum komplexek és a kapcsolt
hidratszerkezetek szamitasaban a jovében is épiteni tudunk majd a fizikai-kémiai
alaptorvényekre.
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