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1. Bevezetés es irodalmi hattéer

A gyogyszerkutatds elsédleges célja a betegségek gyogyitasa és
megel&zése, egy gyogyszer kifejlesztése azonban hosszu és koltséges
folyamat, melyet magas kiesési ardny jellemez. Nemrég
szabadalmaztatott és piacra jutott vegyuletek elemzése megmutatta,
hogy azok fizikai-kémiai paraméterei jelentésen befolyadsoljak a
vegylletek farmakokinetikai és farmakodinamias profiljat, mely
gyakran all a kiesés hatterében.' A vegylletek egyre magasabb
molekulatomeggel és lipofilitassal rendelkeznek, amit ‘molekularis
elhizdsnak’ neveznek, és ami rosszabb oralis felszivodassal,
mellékhatasokkal és toxicitdssal hozhatd dsszefliggésbe.

A fragmens alapu gyogyszerkutatds (FBDD) az utdbbi idében
megjelent és elterjedt modszer, mely lehetévé teszi a vegylletek
gyors optimalasat a gyogyszerkutatdsban fontos fizikai-kémiai
paraméterek hatékony fellgyelete mellett.” Ez a technoldgia a
legljabb eredmények alapjan képesnek mutatkozik a kiesési arany
csokkentésére, és kismolekuldk altal kordbban nehezen célba vehet§
gyogyszercélpontokon is sikeres gyodgyszerjeldlt  molekuldkat
eredményez. A technoldgia magaban foglalja a molekularis
fragmensek kivdlasztdsi, szlrési és optimdldsi maoddszereit. A
fragmensek polaris, kis molekulatémeg(i és alacsony komplexitasu
vegylletek, melyek optimalis kdlcsénhatdsok kialakitasara képesek a
célfehérjével, igy jobb kiindulasi pontként szolgdlnak, mint a
nagyatereszt6 képességl szlrésben azonositott gyogyszerszer(
talalatok (1. abra). Azonban a fragmensek sajatossaga, hogy kisebb
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1. dbra. Rossz minéségli HTS taldlat (bal) és j6 mindséql fragmens taldlatok (jobb).”

! Leeson, P.D., St-Gallay, S.A. Nat. Rev. Drug Discov. 2011, 10, 749.
2 Rees, D.C., Congreve, M., Murray, C.W., Carr, R. Nat. Rev. Drug Discov. 2004, 3, 660.



affinitassal kotédnek a fehérjékhez, igy szlrésik specialis biofizikai
modszerekkel torténik, és optimalasuk Ujszerld megkozelitést igényel.
A Vemurafenib, az elsé fragmens alapon kifejlesztett gyogyszer
2011-ben kerdllt piacra, és kifejlesztése minddssze 6 évbe telt.?

Mivel a legtébb irodalomban leirt fragmens optimalasi projekt
felhasznalt rontgen vagy NMR szerkezeti informaciot a célfehérjérdl,
a szamitégépes gyogyszertervezési (CADD) moddszerek is egyre
fontosabb szerepet toltenek be a fragmens szlrés és optimalas
tdmogatasaban. In silico modszerek a fragmens alapu gyogyszer-
kutatds minden fazisaban eredményesen alkalmazhatdk, a fragmens
konyvtarak Osszeallitdasatdl a taldlatok rangsorolasan keresztil azok
szerkezet alapu optimalasig gyodgyszerjelolt vegyuletekké.

Szamitdsos modszereket alkalmaznak bioldgiai szlrések adat-
elemzésére és ezek alapjan fragmens konyvtar tervezési kritériumok
feldllitdsara sajat vagy beszdllitoi vegyulettarakbdl. Illyen példaul a
gyakran alkalmazott 'harmas szabdly’ (MW < 300 Da, logP < 3, H-
kétés donor és akceptor széam < 3), melyet Congreve javasolt.’
Természetes vegyuletek és gydgyszerek retroszintetikus és fragmens
el6forduldsi analizise segitségével dusithatok a vegyllettarakban a
kiemelten hatékony részszerkezetek és a gyogyszerkémikusok altal
jol mlvelhetének tekintett kémiai szerkezetek. A legfeljebb 17 nehéz
atomot tartalmazé vegylletek teljes kémiai terének enumerdcioja is
kib6vitette a de novo fragmens alapi modszerek lehet&ségeit.

Mivel a kisérleti sz(rési modszerek atereszté képessége
korldtozott, hatékony virtudlis fragmens sz(irési technikak is
szlkségesek a biologiailag aktiv vegylletek dusitasara. A molekularis
dokkolds a leggyakrabban alkalmazott virtualis fragmens sz(irési
modszer. Kimutattak, hogy a jelenleg rendelkezésre all6 szoftverek
mintavételezési modszerei megfelel6ek valds fragmens kotémaddok
generdldsdra, azonban a pontozéfiggvények hibaja miatt a valds
kotémad kivélasztasa sikertelen lehet.” E probléma kiklszobolésére
és az affinitds hatékonyabb becslésére nagyobb szamitasi kapacitast
igényl6 modszereket vizsgaltak. Ezen kivil a fehérje flexibilitdsa is

3 Tsai, J., Lee, J.T., Wang, W. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2008, 105, 3041.
4 Congreve, M., Carr, R., Murray, C., Jhoti, H. Drug Discov. Today 2003, 8, 876.
5 Sandor, M., Kiss, R., Keser(, G.M. J. Chem. Inf. Model. 2010, 50, 1165.



fontos szereppel bir a fragmensek kotédésében, azonban ennek
hatdsat még nem vizsgaltdk virtudlis fragmens szlrésben. Tébb
sikeres sz(irési kampanyt leirtak az irodalomban enzim célpontokkal
szemben, melyekben akdr 50%-os taldlati aranyt is elértek, valamint
de Graaf ® és Carlsson’ legutdbb a Hy és Hs hisztamin valamint az Ay
adenozin G-fehérje kapcsolt receptorokkal (GPCR) szemben is sikeres
virtudlis fragmens sz(rést végeztek. A GPCR-ek csalddjaba a hét
transzmembran hélixbdl allé fehérjék tartoznak, melyek valtozatos
extracellularis ligandumokat képesek felismerni a fotonoktdl és
ionoktdl a kis molekulakon és lipideken keresztil a peptid
hormonokig és mas fehérjékig. Szerkezet-meghatdrozasuk csak az
utébbi években valt elérhetévé, ami lehetvé tette a szerkezet alapu
gyogyszertervezési modszerek alkalmazasat erre a gydgyszerkutatas
szamadra igen fontos fehérjecsaladra is, tovabbd a még ismeretlen
szerkezetli G-fehérje kapcsolt receptorok szekvencia hasonldsagon
alapuld modellezése is lehetségessé valt.

A fragmens optimalast altalaban szerkezet alapu szamitdgépes
tdmogatassal végzik. Példaként a Vemurafenib optimalasa lathato a
2. dbran. Az iterativ de novo fragmens alapu tervezés altaldnos
lépései a kiinduldsi fragmens kémiai kornyezetének enumeracidja,
majd a generdlt virtudlis szerkezetek rangsorolasa egy megfelelen
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Compound 1 Compound 2 PLX4720 Vemurafenib
Pim-11C50 ~ 100 yM  FGFR1 IC50 = 1.9 uM B-Raf IC50 = 13 nM B-Raf IC50 = 31 nM
Pim-1LE ~0.34 Pim-1 LE = 0.43 Pim-1LE = 0.40 Pim-1 LE=0.31

16 heavy atoms 18 heavy atoms 27 heavy atoms 33 heavy atoms

2. dbra. A Vemurafenib optimdldsa egy azaindol taldlatbdl ‘névesztés’ dital.’

6 de Graaf, C., Kooistra, A.J., Vischer, H.F. et al. J. Med. Chem. 2011, 54, 8195.

7 Chen, D., Ranganathan, A., lizerman, A.P., Siegal, G., Carlsson, J. J. Chem. Inf. Model.
2013, 53, 2701.



vdlasztott célfliggvény alapjan, mely tartalmazhatja az affinitas,
szintetikus megvaldsithatdsag, diverzitas, Ujszerliség, gyogyszer-
szerlség, és ADMET jellemzdk predikciés modelljeit. A két 6
fragmens optimaldsi stratégia, a noOvesztés (egy taldlat tovdbb
épitése funkcids csoportonként) és az Osszekapcsolas (tobb
egymashoz kozel két6d6 fragmens esetén) kozll az utébbi nagyobb
szintetikus kihivast jelent, igy ennek tamogatdsara a modellezési
modszerek kulondsen szlkségesek. Egyszerd, a farmakokinetikai
jellemz6kre prediktiv un. ligand hatékonysagi és lipofil hatékonysagi
mérészamok hasznalata is elterjedt, melyek segitségével hatékonyan
felugyelhet6k a kordbban emlitett paraméterek az optimalads soran.
Az LE (a nehéz atomok hozzajarulasa a kotédési szabadentalpiahoz),
az LLE (az affinitas és logP kozotti elvaldas mértéke) és a LELP (a logP
és az LE hanyadosa) a leggyakrabban hasznalt ilyen mér&szamok.

A Richter Gedeon Nyrt. Felfedezé Kémiai Kutatdlaboratériuma-
ban végzett munkdm soran vizsgdltam az elérhet§ szdmitdsos
modszereket, illetve Ujabb mddszereket fejlesztettem ki a fragmens
alapu gydgyszerkutatds tamogatasara. Munkamat a GPCR-ek
fragmens taldlat azonositasi és optimaldsi lehet&ségeire fokuszaltam.

Munkam els§ részében célom a GPCR célpontokkal szemben
torténd virtualis fragmens szlrési modszerek értékelése volt. Ez a
munka modszerfejlesztéssel kezd&dott kismolekulds adatkészlet
felhasznalasaval, az eredményeket pedig fragmens szlrésben
hasznaltam fel. Mivel a GPCR csaladbol egyelére kevés célpont
szerkezete ismert, mind kristdlyszerkezetek, mind homoldgia
modellek alkalmazhatdsagat vizsgaltam virtualis fragmens sz(irésben.
A fehérje konformacids flexibilitdsanak figyelembe vételének hatdsat
is elemeztem mindkét kiinduladsi informacidtipus esetén, és dssze-
hasonlitottam az egy szerkezetet felhasznald virtudlis sz(rési
modszerekkel. A moddszerfejlesztést retrospektiv  adatkészleten
végeztem, az eredményt azonban prospektiv fragmens szlrésben
hasznaltam fel és a megerdsitett fragmens taldlatok egy késébbi
optimalasi projekt kiinduld pontjai lehetnek.

Munkam masodik részében 6sszekapcsoldsra alkalmas fragmens
taldlatok szamitégépes azonositdsara alkalmas modszereket vizsgal-

8 Hopkins, A.L., Keserl, G.M., Leeson, P.D., Rees, D.C., Reynolds, C.H. Nat. Rev. Drug
Discov. 2014, 13, 105.



tam. Ezért az els6dleges (Un. 'forré pont’) kotShelyre torténd
dokkoldson felll vizsgdltam egy egyszerd szekvencidlis dokkolasi
protokoll hatékonysagat fehérjék masodlagos kotShelyein kotott
fragmensek modellezésében is. Ez a munka is mddszerfejlesztéssel
kezdddott kismolekulds adatkészleten, majd miutéan az eredmények
biztatdak voltak, fragmens adatkészleten is vizsgdltam a maddszer
hatékonysdgat. A munka soran egy masik érdekes alkalmazasi
lehet8ség, a citokrom P450 metabolikus enzim aktivatorok el8re-
jelzésének lehet8sége is felmerdlt. A mdsodlagos kotGhelyre torténd
dokkolast tovabb vizsgélva alkalmaztam a protokollt a D3 dopamin
receptor elsédleges és masodlagos kotShelyére illeszkedd,
Osszekapcsolasra alkalmas fragmensek azonositasara, valamint
szerkezeti alapon magyaraztam az 0Osszekapcsolt szintetizalt
vegyUletek szelektivitdsat a D, dopamin receptorral szemben.

2. Modszerek

A munka els6 részében a Schrodinger modellezési program-
csomag Prime moduljanak haszndlatdval elkésziltek a H, hisztamin
és az 5HTg szerotonin receptorok homolégia modelljei a Protein Data
Bank adatbazisbdl nyert alkalmas szerkezeti templatok alapjan. A D;
dopamin és CXCR, kemokin receptorok rontgen szerkezeteit és
irodalmi homoldgia modelljeit a Schrodinger csomag Protein
Preparation Wizard alkalmazdsaval készitettem el a dokkolasra, a
kotéhely paramétereit a SiteMap alkalmazdssal szamitottam. Ezek a
szerkezetek szolgaltak kiindulasként minden atomot figyelembe
vevs, membrdnba dgyazott, megkotések nélkuli molekuladinamikai
szimulacidhoz a NAMD szoftver felhasznaldsaval és a trajektoridkat
az AmberTools csomag alkalmazasaival elemeztik és klasztereztik. A
kiindulasi és a szimulacid reprezentativ szerkezeteit retrospektiv
dokkolds alapu virtualis szlrésben értékeltem a GDD (GPCR csali
molekula adatbazis) készlet felhasznalasaval egy szerkezeten alapuld
és konszenzus pontozdsi kiértékelést is alkalmazva. A dokkoldst a
Schrédinger csomag Glide moduljaval végeztem. A Richter Gedeon
vegyllettarabol altaldnosan hasznalt kritériumok alapjan fragmens
konyvtarat valasztottam ki ChemAxon eszkozok segitségével. Ezeket
a vegylleteket prospektiv virtudlis fragmens szlrésben alkalmaztam



a D; dopamin és H, hisztamin receptorok kordbbi szerkezeteivel
szemben egyszer( és konszenzus pontozast is alkalmazva. A virtualis
taldlatokat radioligand kotédési tesztben vizsgaltuk és az ered-
ményeket a megerdsitett talalati arany, ligand hatékonysagi indexek,
Ujszerlség és a kotémaod robosztussaga alapjan jellemeztem.

A munka masodik részében két vagy tobb ligandot tartalmazd
fehérje komplexeket gyUjtottem ki a Protein Data Bank adatbazisbdl
egy sajat szkript felhaszndldsaval, tovabbd fehérje - odsszekapcsolt
fragmens szerkezeteket gydjtéttem az irodalombdl. A szerkezeteket
a Schrodinger csomag Protein Preparation Wizard alkalmazasaval
készitettem el6. Egy egyszer( szekvencidlis dokkoldsi protokollt
dolgoztam ki a Glide modul és a Schrodigner csomaghoz irt Python
APl hasznalataval. Ezzel a protokollal végeztem el elGszor tobb
gyogyszerszerd majd tobb fragmensszer( ligandum dokkoldsat a
megfelel§ fehérje szerkezetekbe, az eredményeket pedig a sikeres
dokkoldsok aranydval, a sajat szerkezetbe torténd és keresztdokkolas
ligand atomi poziciok RMSD-jével és a dokkolt kotémaodok vizudlis
elemzésével adtam meg. Végil a protokollt két, a Richter Gedeon
vegyulettarbol osszeallitott, fokuszalt virtudlis fragmens konyvtar
dokkoldsara hasznaltam a D; dopamin receptor kotShelyére,
valamint a D, dopamin receptor Prime modullal megalkotott
homoldgia modelljébe. A legjobb pontszamot kapott fragmenseket
virtudlisan dsszekapcsoltam és a kapcsolt molekuldk szintézise utdn
azokat radioligand kot&dési tesztben vizsgaltuk. Ezek kot&dési
kolcsbnhatasait és szelektivitasat szerkezeti alapon magyaraztam.

3. Eredmények

3.1 Ortosztérikus ligandumok virtualis szlrése

A kilonboz8 receptor szerkezetek hatékonysagat a GDD
készleten végzett retrospektiv dusuldsi tesztekben a dusulasi
faktorokkal (EF), a hatasfokmérd karakterisztika (ROC) gorbékkel és
az ROC gorbék alatti tertlettel (AUC) adtam meg mind a négy G-
fehérje kapcsolt receptor rontgen szerkezeteire, homoldgia
modelljeire és kb. 30-30 szisztematikusan illetve klaszterezéssel
kivalasztott, az MD trajektoriat reprezentdld receptor szerkezeteire.
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3. dbra. Dusuldsi faktorok (szines oszlopok) és AUC értékek (kék hdromszégek) a CXCR,,
Ds, Ha, és 5HTs rontgen szerkezetekre (X-ray), homoldgia modellekre (HM) és a legjobb
molekuladinamikai szerkezetekre (MD).

Ahogy a 3. dbrdn lathatd, az MD legjobb szerkezetei minden esetben
felilmultdk a kiindulasi modelleket, figgetlenltl a célponttdl és az
alkalmazott kiértékelési modszertdl (EF vagy AUC). A kiindulasi
szerkezetek kozul a H,; homoldgia modell volt az egyetlen, amely
képes volt elvdlasztani az aktiv és a csali molekulakat 13.3 dusulasi
faktorral a rangsorolt ligand készlet 1%-anal. A megfigyelések alapjan
az MD szimulacié soran egy 'konszenzus kotShely” alakul ki, mely
nem &rzi meg teljesen az eredeti ligandummal kialakitott kolcson-
hatdsokat, de képes kilonboz6 kemotipusokba tartozd aktiv
molekuldk felismerésére és megfelel§ pontozdsdra. A dusuldsi
tesztek robosztussaganak kiértékelésére az eredeti ligand készlet
véletlenszer(i felosztasaval (harmadrészre osztas 10 alkalommal)
végzett kétmintds t-préba szolgdlt a kilonbozd forrdsbol szarmazo
szerkezetek kdzott. A D; receptor esetén mind a homoldgia modell,
mind a rontgen szerkezet és a legjobb MD szerkezet kozotti
kilonbség szignifikans volt, a H;, CXCR, és 5HTg esetekre pedig a
homoldgia modell és az MD szerkezet kozotti kilonbség volt
szignifikans. A célpont osztalyok relativ dusulasai hasonléak voltak az
irodalomban mdsok altal taldltakhoz. Az MD szimuldciobdl szarmazd



Osszes szerkezetre kiszamitott SiteMap kot6hely paraméterek és a
kapott dusuldsi faktorok kozott nem taldltam erés korreldciot. Ezen
kivil a szisztematikus kivalasztassal és klaszterezéssel kapott MD
reprezentativ szerkezetek hatékonysaga kozott nem volt szamottevd
kilonbség, és a legfeljebb 6 szerkezetet az Osszes lehetséges
kombinacidban alkalmazd sokasag alapu kiértékelés sem javitotta
szignifikdnsan az eredményeket.

Ezutan a D3 dopamin és H, hisztamin receptorok szerkezeteivel
szemben prospektiv virtudlis szlrést végeztem a Richter Gedeon
fragmens konyvtarral. Az egyedi kiinduldsi szerkezetek esetén a
legjobb GlideScore pontszamot kapott 50 fragmenst valasztottam ki
biolégiai szlirésre. A sokasdg alapu dokkolds esetén kilonboz6
adatOsszesitési eljarasokat vizsgaltam. Megmutattam, hogy a rang
atlag alapu és a konszenzus pontozdasi mddszerek altal legjobb helyre
rangsorolt fragmens készletek kozott nagy az atfedés, és ezek
alkalmazdsaval is kb. 50 fragmenst valasztottam ki bioldgiai sz(résre.
A Ds esetén 25 virtualis taldlat mutatott 20% feletti inhibiciot 10 uM-
ban, ami 27% kombinalt taldlati aranynak felel meg. Ezek kozil 9
szarmazott a kristalyszerkezetbe valé dokkolasbdl (18% taldlati
arany) mig 18 a szerkezeti sokasdgba torténdbdl (32% taldlati arany),

1. tdbldzat. Néhdny kivdlasztott Ds és H, fragmens taldlat kisérletileg meghatdrozott
kotédeési affinitdsa, valamint LE és LELP értéke. A taldlatok eredetét + jel jeldli.

lig. szerkezet célpont K/ uM LE LELP  XRD/HM  MD

1 le/\[% D, 0.17 0.66 3.7 +
2 r?:@ D; 050 057 12 + +
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minddssze 2 atfedd elemmel. A 2 és 4 fragmensek voltak a
legkiemelked6bbek ligandum hatékonysag (LE = —RTIn(K)/HA, 0.3
feletti érték megfeleld) és lipofil hatékonysag (LELP = clogP/LE, 10
alatti  érték megfeleld) szempontjabdl. A ChEMBL bioldgiai
adatbdzisban végzett hasonldsagi keresés soran ezek Ujszer(
dopamin receptor kemotipusoknak adddtak. Az dsszesitett adatok az
1. tdblazatban lathatok. A H, esetén valamivel kevesebb, 15 virtudlis
talalat mutatott 20% feletti inhibiciét 10 pM-ban, ami 18% kombinalt
taldlati ardnynak felel meg. Ezek ko6zul 11 a homoldgia modellbe
(22% taldlati arany), mig 8 a sokasdgba torténd dokkoldsbdl (16%
taldlati ardny) szarmazott 4 atfedé elemmel. Az alacsonyabb taldlati
arany és kot6édési affinitds értékek a két receptor eltérd
gyogyszerkémiai megcélozhatdsagat mutatja. A 10 és 18 fragmensek
j6 LE és LELP értékekkel rendelkeztek, 15 és 18 pedig Ujszer(
hisztamin receptor kemotipusoknak adddtak. A rontgen szerkezet és
a homoldégia modell is alkalmasnak bizonyult virtudlis sz(irésre, és e
konkrét rendszerek esetében az utdbbi teljesitett jobban. A
munkanak ebben a részében a sokasag alapu dokkolds nem mutatott
nagyobb hatékonysagot, a moddszerek kiegészitették egymast. A
prediktalt kotémodok a 4. dbrdn lathatdak. A D; receptor esetén azt
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4. dbra. Néhany kivdlasztott fragmens taldlat kbtédési kélcsonhatdsai. A) 1 és B) 2 a Ds

receptor kétéhelyén; C) 10 és D) 18 a H, receptor kétbhelyén. Eqgy szerkezetbe térténd
dokkolds eredményei: narancs, sokasdgba térténd dokkolds eredményei: zéld.



taldltam, hogy az aktiv fragmensek dokkoldsa az MD szimuldcié tobb
reprezentativ receptor konformdciojdba valamint a rdéntgen
szerkezetbe is hasonlé kotémaodokat eredményezett. A H, receptor
esetében a homoldgia modellbe valamint a konformacids sokasagba
torténd dokkolds eredményei nagyobb valtozatossagot mutattak,
ami 0Osszeflggésbe hozhatdé a fragmens taldlatok alacsonyabb
kotédési affinitasaval és ligandum hatékonysagaval.

3.2 Masodlagos kotShely virtualis szlirés

A munka kovetkez§ részében egy szekvencidlis dokkolasi
protokoll hatékonysagat elemeztem két vagy tobb kooperativan
kotott ligandum modellezése végett a Protein Data Bank adat-
bazisbdl kigydjtott 129 fehérje komplex esetében. A legjobb dokkolt
kotémaodok kissé magasabb dtlagos RMSD értékeket mutattak az egy
ligandum dokkolashoz képest, ami nem meglepd, figyelembe véve a
kothely és a ligandumok mérete kozti kilonbséget. A sikeres
dokkoldsok aranya az elsé dokkoldsi [épésben 78% volt (azaz el&allt a
kisérletileg meghatarozott kotémaodhoz képest 2.0 A-nél kisebb
RMSD-jl dokkolt kotémdd) tovabbd ha az elsé dokkolasi 1épés
sikeres volt, akkor a masodik Iépésben a sikeres dokkoldsok aranya
70% volt. Ha az elsé dokkolasi Iépés sikertelen volt, Ugy a masodik is
sikertelen volt az esetek 86%-aban. A sikeres dokkolasi lépések
szamanak varhato értéke 1.37, azaz kett6nél tobb ligandum
dokkolasa altaldban sikertelen volt. Két ligandum dokkoldsa az esetek
55%-aban volt sikeres. Kilonb6z6 pontozéfuggvények hasznalatanak
és a ligandum valamint a kotShely paramétereinek hatdsat is
vizsgédltam. A GlideScore (GS), Emodel (Em) és Glide Energy (GE)
pontozéfiggvényeket normal (SP) és extra (XP) pontossagu
dokkoldsban, valamint egy ‘kemény’ SP (az apolaris ligand atomokon
van der Waals sugar skalazds nélkili) protokollal vizsgaltam. A
gyogyszerszerlséget a Lipinski kritériumok (MW < 500 Da, logP < 5,
H-kotés donor és akceptor szam < 5) alapjan vettem figyelembe. A
kotéhely zartsagat a SiteMap enclosure paraméterének szamitasaval
becsiltem, mely 0.78 feletti értékénél tekintettem az adott
kotéhelyet zartnak. Két ligandum sikeres dokkoldsdnak aranyait
mutatja az 5. dbra a kilonb6z6 beallitasok és paraméterek esetén.
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5. dbra. Két ligandum szekvencidlis dokkoldsdnak kumulativ sikerességi ardnyai a
kiilénbéz6 modszerek és az adatkészlet részhalmazai esetén. Az elsé poz sikerességi
ardnya: z6ld, elsé 3 pdz: sdrga, 6sszes poz: narancs, sikertelen esetek: piros.

Az extra pontossdagl modszer rosszabbul teljesitett, mint az SP, a
‘kemény’ SP pedig csak kismérték( javuldst eredményezett. A
gyogyszerszerl vegylletekre korlatozva a kiértékelést szintén Kkis-
mértékd javuldst tapasztaltam, ha pedig ezen kivil csak a zart kots-
helyeket vizsgdltam, a sikeres dokkoldsok ardnya 68%-ra emelkedett.

Két gydgyszerkémiai szempontbdl érdekes szerkezetcsaladot
vizsgaltam részletesebben: a gydgyszervegylletek lebontdsdért
felel@s és a gyogyszerkolcsonhatdsok hatterében allé citokrom P450
enzimek, valamint a 90-alfa hdsokkfehérje (HSP90) szerkezeteit,
melyet potencidlis rakellenes célpontként vizsgdlnak. Az el6z8
csalddot 9, az utdébbit 5 fragmensekkel kristalyositott szerkezet
képviselte az adatkészletben. A citokrom P450 készleten az SP és
‘kemény’ SP moddszerek az Emodel pontozofiggvénnyel, egy
kivételével az 6sszes ligandumra szolgaltattak megfeleld k6témaodot.

r ! -

¢

6. dbra. Reprezentativ ligandum kétémaodok a HSP90 komplexeiben (bal: 2qfo, jobb:
2yej). Dokkolt ligandum k6témddok: narancs, kisérletileg meghatdrozott k6témddok:
z6ld, vizmolekuldk: piros gémbdék.

11



A HSP90 készletben minden fragmensszer( ligandumot 1 A alatti
vagy ahhoz kdzeli RMSD-vel sikertlt dokkolni, de csak ha a konzervalt
vizmolekulakat is figyelembe vettem a dokkolasnal. Az irodalombdél is
ismert, hogy ezek fontos szerepet toltenek be a fehérje-ligand
kolcsonhatdsok kozvetitésében. Néhany kotémad a 6. dbran lathato.

A HSP90 készlet eredményi altal 6szténdzve egy fragmens adat-
készletet is Osszeadllitottam: 32 kooperativan kotott vagy szinteti-
kusan 0Osszekapcsolt fragmenst tartalmazo példat gydjtdttem az
irodalombdl és alkalmaztam a szekvencialis dokkoldsi protokollt. A
sajat szerkezetbe torténd dokkolds eredményei a 7. dbran lathatok.

20+ A L]
A ® 1'RMSD
A 2" RMSD
15 A
& R .*
= A
8 10 A . o0 &
: i
A
& A4 i
05F L 4~ A ....A
ee® A 4 2
'XEX B4 A
.......ool 1 & A, A" a
°

7. dbra. Két fragmens szekvencidlis dokkoldsdnak eredményei. A pontozdsi hibakat
(Emodel pontozdfiiggvénnyel kapott rangszdm > 1) piros jelélék, a konzervalt
vizmolekuldk jelenlétében végzett dokkoldsokat kék jel6l6k mutatjdk.

Amint ladthatd, a Glide SP alapbeallitds szerinti mintavételezése
megfelel volt minden ligandum esetén: elGalltak 2.0 A alatti RMSD-
vel rendelkez8 pozok. Ezen tulmenden a 64 esetbdl 49-ben (77%) 1.0
A alatti RMSD-vel, mig 39 esetben (59%) 0.5 A alatti RMSD-vel
rendelkezett a dokkolt kotémadd. A kiemelked6 pontossag kilonosen
fontos a virtudlis fragmens 06sszekapcsolds lehet6sége szempont-
jabol. Az elsé dokkolasi |épésben csak 2 fragmens pontozdsa volt
sikertelen (6%), mig a masodik |épésben 7 esetben taldltam
pontozasi hibdt (22%). A sikeres dokkoldsok ezen alacsonyabb aranya
a masodlagos kotéhelyek kisebb specificitasara vezethet§ vissza,
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ellentétben az elsédleges 'forrd pont’ kotéhelyekkel. A mddszert
javasoltam a rontgenkrisztallografiai szerkezetmegoldds segitésére
abban az esetben, amikor Un. koktélokban végzik a fragmens sz(irést.
Keresztdokkoldst 7 fehérje esetén végezhettem. Az elsd fragmensek
dokkoladsi hatékonysaga csak kismértékben mutatott gyengébb
eredményt a sajat szerkezetbe valé dokkoldssal szemben, a masodik
lépésben nagyobb hibat észleltem: a dokkoldasok 75%-a volt sikeres
és az esetek 46%-aban 1.0 A alatti RMSD-j(i volt a dokkolt kétEmad.

Végil a szekvencidlis dokkolasi protokollt 6sszekapcsolasra
alkalmas fragmensek azonositdsara hasznaltam a Dj receptor koté-
helyén és D, homoldgia modellt is felhasznaltam, mivel szelektiv D5
antagonistak és parcialis agonistak hatékonyak lehetnek skizofrénia,
depresszid és bipoldris mania kezelésében. A bazikus fragmenseket
tartalmazo konyvtar dokkoldsa az irodalomban leirtakhoz hasonld
kot6mddokat eredményezett (lasd 8. dbra), melyek azonosak voltak
a D3 és D, receptorok esetén, dsszhangban az elsédleges kdtShely
konzervaltsagaval. A masodlagos kotShelyre dokkolt fragmensek
kozul egy ciklohexilaminoszulfonamid fragmens kilondsen robosztus
kotémodot mutatott, valamint a Tyrl1.39 aminosavval olyan H-kotést
alakitott ki a Dj kristalyszerkezetben, amely nem johetett Iétre a D,
szerkezetben, mivel ott ennek egy leucin felel meg (8. dbra). Harom
0sszekapcsolt molekula el&allitasara kerdlt sor, és az ezt a fragmenst
tartalmazo vegyulet valéban magas affinitdssal és a legnagyobb, 55-
sz0ros szelektivitassal rendelkezett a D; receptor javara.

- W 1 12,64

E2.65

D3:Y1.39
D2: L1.39

S§7.36

546 ‘ : Q

T3.37_~

8. dbra. Az elsédleges (bal) és a mdsodlagos (jobb) kétéhelyre dokkolt fragmensek
kétémadiai. A Ds és D, kétéhelyek sziirke és vildgoskék szinnel egymdsra illesztve, a
ligandumok dokkolt k6témddjai a két kétéhelyen narancs és z6ld szinnel.
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4. Tezisek

1) Megmutattam, hogy ff99SB+GAFF er6térrel végzett, minden
atomot figyelembe vevsé, POPC membranba agyazott, megkdtések
nélkili, ns idéskalaju molekuladinamikai szimulacids trajektoriakbol
szisztematikus mintavételezéssel vagy klaszterezéssel valasztott
egyedi szerkezetek jobban teljesitenek a kiindulasi rontgen vagy
homoldgia modell szerkezeteknél G-fehérje kapcsolt receptorokkal
(GPCR) szemben végzett virtualis szlrésekben, és hogy a konszenzus
kiértékelés nem javitja tovabb a virtualis sz(irés hatékonysagat [T1].

2) Megmutattam, hogy GPCR kristdlyszerkezetek, homologia
modellek és molekula-dinamikai szimuldciobol kapott szerkezeti
sokasdgok hasznalhatdk prospektiv virtualis fragmens szlrésben.
Azonositottam GPCR-eken hatd Ujszer(, jo fiziko-kémiai paramé-
terekkel és ligandum hatékonysaggal rendelkezd, gydgyszerkémiai
kiindulo pontként szolgélo fragmens vegylleteket virtualis fragmens
sz(irés alkalmazasaval [T2].

3) Kidolgoztam és validaltam egy Uj, szekvencidlis dokkolasi
eljarast 6sszekapcsolasra alkalmas fragmensek azonositasara egy 129
kristalyszerkezetbdl allé kismolekulds adatkészlet felhasznalasaval,
melyen a legjobb protokollal a szerkezetek 68%-at sikeresen
reprodukaltam, és még jobb hatékonysagot értem el a farmakoldgiai
relevanciaval biré citokrom P450 szerkezeteken és a HSP90 fehérje
fragmensekkel alkotott komplexein [T3].

4) A kidolgozott szekvencidlis dokkoldsi eljards kiemelkedd
hatékonysagot mutatott fragmensekre, egy 32 kooperativan kotott
illetve kapcsolt fragmens - fehérje komplex kristalyszerkezetbdl allé
adatkészleten. Megmutattam, hogy a mintavételezés két fragmens
dokkoldsa esetén is megfelel6, de a pontozas javitdsa szlikséges a
kevésbhé specifikus masodlagos kotéhelyekre valéd dokkolas javitasa
végett, ami 6sszhangban van a ‘forrd pont” elmélettel [T4].

5) Bemutattam a szekvencidlis dokkolasi eljards alkalmazasat
prospektiv esetben is egy GPCR, a D3 dopamin receptor kotShelyén
kotéds, osszekapcsoldsra alkalmas fragmensek azonositdsaval. A
harom el&allitott  Gsszekapcsolt  vegyllet magas affinitdssal
rendelkezett a D5 receptoron, és a D, dopamin receptorral szembeni
szelektivitasukat is megmagyaraztam szerkezeti alapon [T5].
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5. Alkalmazasi lehetdsegek

A GPCR-eken torténd virtualis fragmens szlrést az irodalomban
még csak néhdnyan vizsgaltdk. Jelen munkaban kilénbozé
modszereket vizsgdltam prospektiv virtudlis fragmens szlrésben és a
bemutatott eredményeket a tudomanyos kozdsség mads tagjai is
felhasznalhatjak  virtudlis  szlrési  projektek  tervezésénél.
Megmutattam, hogy nem csak kristalyszerkezetek, hanem megfelel6
minGségli GPCR homoldgia modellek is eredményesen haszndlhatok
virtudlis fragmens sz(irésben, ami jelenleg kiilénosen fontos, hiszen a
GPCR csaldad szerkezeti lefedettsége egyel6re alacsony. A munka
sordn azonositott D3 dopamin és H, hisztamin receptorokon hatd
fragmensek kedvezd fiziko-kémiai tulajdonsagokkal birnak, igy
megfelel§ kiinduldsi pontokként szolgdlhatnak gydgyszerkémiai
optimalashoz.

A tobb ligandum dokkolas egy érdekes terllet, hiszen a jelenleg
elérhetd dokkold szoftverek csak egy molekula konformacios
keresésére képesek. Néhanyan prébdlkoztak tobb ligandum
szimultdn konformdcios keresésének megoldasaval, azonban
megmutattam, hogy egy egyszer( szekvencialis dokkolasi protokoll is
megfelel6 eredményeket szolgaltat a létez6 programokba vald
beavatkozas nélkil. A protokoll kifejezetten j6 eredményeket adott
tobbszoros fragmens dokkolas esetén, mivel Ugy tlnik, a kooperativ
fragmens kot6désnek természetes sorrendje van: el6szor a ‘forrd
pontokra” majd tovabbi kotéhelyekre. Ezek az eredmények
Osztondzhetik a virtudlis masodlagos kotdhely szlirési modszerek
hasznalatat. Elsé példaként az eljarast szelektiv D3 ligandum
tervezésére haszndltam fragmens 0Osszekapcsolds altal, azonban a
modszer mas célpontokon is alkalmazhatd lesz.
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