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4. Roviditések jegyzéke

QSAR kvantitativ szerkezet-hatds 0sszefiiggés (quantitative structure-activity
relationship)

VS virtudlis szlirévizsgalat (virtual screening)

HTS nagy ateresztoképességli szlirovizsgalat (high throughput screening)

2D két dimenzio

3D harom dimenzi6

ADME abszorpcio, disztibucid, metabolizmus, exkrécid

HIV A szerzett immunhidny korokozoéja (human immunodeficiency virus)

CDK2 ciklin fiiggo kindz 2 (cyclin-dependent kinase 2)

PLS parcialis legkisebb négyzetek modszere (Partial Least Square)

CoMFA Osszehasonlitd molekulatér elemzés (Comparative Molecular Field Analysis,
CoMFA)

MLR tobbvaltozos linearis regresszid (Multiple Linear Regression)

LOO egy értek kihagyasaval torténd keresztellendrzés (leave one out
crossvalidation)

LMO tobb érték kihagyasaval torténo keresztellendrzés (leave multiple out
crossvalidation)

BC bioaktiv konformacié

Vec bioaktiv konformaciénak megfelelé konformacios térfogat

Osc Vsc-hez rendelhetd konformacios stiriségérték

PCORE kiilonb6z6 molekulak azon farmakofor pontjai, amelyek a kotédés

szempontjabol ekvivalensek, és részt vesznek a fehérje — kismolekula

kolesonhatas kialakitasaban.

MD molekuladinamika
rmsd atlagos eltérés-négyzetdsszegek gyoke (root mean square deviation)
AC egyetlen, horgony a konformécid (anchor conformation). Az AC-kkel

mintavételezem az egyes mulekuldk konformacios terét.
uAC azok a konformaciok, amelyekkel a PCORE altal leirt konformacids teret
mintavételezem (unified anchor conformation)

CD cirkularis dikroizmus



5. Bevezetés

A gyogyszeripar egyik legfontosabb feladata, az 0j ¢és minél biztonsagosabb
gyogyszerek minél gyorsabb eldallitisa, egyre jelentdsebb kutatds-fejlesztési raforditasokat
kivan meg. Egyes becslések szerint egy uj gyogyszer kifejlesztésére forditott kiadasok mar
meghaladjak a 800 milli6 USD-t'. A kéltségeket leginkabb a késé klinikai fazisban kudarcot
vallott gydgyszerek novelik meg, ezért minden olyan eljaras, amely minél korabban leéllitja a
sikertelen hatoanyagok kutatdsat, nagy érdeklédést valt ki'. Ilyen eljarasok példaul a
gyogyszerfejlesztés soran egyre intenzivebben hasznalt un. in silico, modellezd és szimulacios
moddszerek. Ezeket a modszereket a gyogyszerfejlesztés egész folyamatan keresztiil fel lehet
joslatok szerint az in silico megkozelités a kutatasfejlesztési raforditdsok akar 10-15%-at

kiteheti a kovetkezd 5-10 évben?.

5.1. Insilico mdédszerek a hatéanyag tervezésben

A gybgyszerkutatas egyik fontos Iépése a vezérmolekula (lead compound) keresése. A
vezérmolekulanak rendelkeznie kell a sziikséges bioldgiai aktivitassal, bar ez lehet gyenge,
vagy nem szelektiv. A vezérmolekuldnak nem szabad tal poldrosnak vagy tal lipofilnek
lennie, nem tartalmazhat toxikus csoportokat, és metabolitjai sem lehetnek toxikusak. A
vezérmolekula altaldban nem reagalhat irreverzibilisen a célfehérjével (bar ez aldl vannak
kivételek). Kezdetben a hatdéanyag- és vezérmolekuldk inkabb természetes eredetiiek voltak
(novényi eredetli, endogén neurotranszmitterek, szteroid hormonok). Késobb hatalmas,
kombinatorikus  kémiai uton eldallitott molekulakdnyvtarakban  kerestek  nagy
ateresztOképességll szlirdvizsgalat (high throughput screening, HTS) segitségével optimalhatd
vezérmolekulakat (hit). Annak ellenére, hogy ez a megkdzelités szamos olyan vezérmolekulat
eredményezett, amelyikb8l gyogyszer lett, altalanos megoldassa mégsem valt’. A klasszikus
kutatds soran is az egy gyogyszermolekulara jutd kiprobalt molekuldk szama gyakran elérte a
10000-et. A kombinatorikus kémia és a HTS alkalmazésa sordn ez a szam elérheti a
széazezres, akar a milliés nagysagrendet is.

A kovetkezO 1épés, a vezérmolekuldk optimélasa, mely sikeres esetben aktiv,

szelektiv, lehetdleg oralisan adhatd, nem toxikus, bizonyos molekulatomeg- €s lipofilitasi



tartomanyba esd hatéanyag jelolt molekuldhoz vezet. A sikeres jeloltek tovabbi ellendrzésére
klinikai vizsgélatokat inditanak.

Napjainkban mind a vezérmolekuldk keresése soran, mind pedig az optimalas
szakaszaban az (automatizalt) parhuzamos szintézisek jatszanak dontd szerepet. A szintézis
soran szamitasi uton megtervezett, fokuszalt vegyliletkonyvtarakat allitanak eld. A
tervezéshez legtdbbszor virtualis sziirdvizsgalatot (virtual screening, VS) alkalmaznak®. A VS
olyan szamitasi eljardsok gylijténeve, amelyek egy nagyszdmua molekulat tartalmazé
(virtualis) molekulakonyvtar méretét lecsokkentik, és fokuszalt molekulakonyvtarat hoznak

1étre (1. tablazat).

Szubstruktura keresés

IAlapkérdés: Az adatbazis melyik molekulai tartalmazzak a keresett (query) szubstrukturat?

Modell: A molekulak amelyek tartalmazzak keresett szubstrukturat valészinisithetéen aktivak.

Szlikséges hozza: 2D szubstruktara vagy 3D farmakofor, amely k6z0s az aktiv molekulakban

Hasonlosag alapu keresés

Alapkérdés: Az adatbazis melyik molekulai ,hasonléak” a keresendd (query) molekulahoz?

Modell: Teljes molekulak, amelyek a keresend6hdz hasonlitanak, valészinlsithetéen aktivak.

Szlikséges hozza: Egy vagy tébb aktiv molekula.

Dokkolas

IAlapkérdés: Az adatbazis melyik molekulai illesztheték be a fehérje vagy receptor ismert kétéhelyére?

Modell: Azok a mc.)!_ekulék’, a'm'c’slyekne'k a kolcsénhatasat a koétéhellyel magas pontszammal
jellemezhetjik, valészinileg aktivak.

Szlikséges hozza: A célfehérje 3D strukturaja (rontgen szerkezet, vagy homoldgia modellezés)

QSAR

IAlapkérdés: Melyik molekulaknak van a legnagyobb josolt aktivitasuk?

Modell: Magas jésolt aktivitdssal rendelkezd molekulak, valészinilleg aktivak.

Sziikséges hozza: Elegend6 molekulara mért aktivitas adat.

1. tablizat: A virtudlis sziirévizsgalat fajtar’.

A vezérmolekula keresésének elsé lépésekor (hit discovery) a VS olyan, minél
diverzebb molekulakonyvtarak elkészitésére hasznalhato, ahol a kiilonb6zé molekulaktol
elvarhatunk bizonyos alakbeli, vagy kémiai dsszetételbeli tulajdonsagokat’. Ezen a szinten az
aktivitds altaldban nem szigoru feltétel, egy molekula, amelynek mar . molos tartomanyba
esik az aktivitdsa, mar talalatnak (hit) mindsil. Miutdn a talalatokat azonositottdk ¢&s
ellendrizték, elkezdddik a taldlat-optimalizalasi folyamat. Ekkor VS-t mar meglévd, vagy
virtualis molekuldk felhaszndlasaval az egyes talalatokra fokuszalt molekulakonyvtarak
eléallitasara hasznaljak. Ha az eredeti taldlat aktivitdsat fel tudtuk javitani . mol alatti
tartomanyba, akkor a taldlatbol vezérmolekula lesz. A hit optimalasa sordn felmertilt

nehézségek elére vetithetik a vezérmolekula tovabbi optimalésa soran varhat6é nehézségeket.

7



Ezért fontos, hogy ezen a szinten tobb taldlatbol vélogathassanak. A vezérmolekula
optimaléasa soran a VS tovabbi, célzott vegyiiletkonyvtarak eldallitasara hasznalhato, amelyek
mar nemcsak az aktivitas novekedését célozzak, hanem a szelektivitas, toxicitas és az ADME
tulajdonsagok javitasat is.

A folyamat eldrehaladtaval a VS hatékonysdga egyre inkdbb fiigg attol, hogy van-e
valamilyen, figyelembe vehetd szerkezeti informécio. Amikor a célfehérje 3D szerkezete
ismert, dokkoldsi eljarasokat eldszeretettel hasznalnak VS-re. Sok esetben azonban nem

ismert a kotohely 3D szerkezete, ekkor a molekuldk 2D (topoldgiai) vagy 3D (koordinata)

crcer

5.2. A farmakofor és a bioaktiv konformacio

A 3D molekularis hasonlésag alapu modszerek és a 3D QSAR eljarasok esetében
kulcsfontossagu egy un. 3D farmakofor® ismerete. A farmakofor (pharmacophore) kifejezést
Ehrlich vezette be az 1900-as évek elején’. Napjainkban farmakofornak nevezik olyan
sztérikus ¢és elektronikus tulajdonsdgok Osszességét, amelyek sziikségesek ahhoz, hogy
teljesiiljenek a biologiai célszerkezettel vald optimalis kdlcsonhatas és a megfeleld valasz
kivaltasanak ill. blokkolasanak feltételei®. A modell szerint szerkezetileg kiilonb6zo
molekuldk kozos farmakoforja azonos modon 1ép a kotohellyel kdlcsonhatasba. Az egyes
molekuldk bioaktiv konformécidja az a konformacid, amely a kétddés sordn megvalosul, és
magaban foglalja a farmakofort. A farmakoforokat hasznalhatjdk VS-re 10gy, hogy
ujjlenyomatokat (fingerprint) készitenek beldliik, és ezt hasonlitjak Ossze a konyvtar

-11
19

molekulainak ujjlenyomataival (példaul” "), vagy az adatbézis sziirését kozvetlen molekularis

; 12,13
Osszeforgatas

(alignment, overlay) alapjan végzik.

A farmakofor meghatarozasanak elsé lépése a farmakofor pontok eldallitdsa
legtobbszor ngy torténik, hogy az atomokhoz (vagy egyes csoportokhoz) megfeleld
tulajdonsagokat rendelnek (hidrogénkdotés akceptor, donor, aromas, hidroféb, pH=7-en pozitiv
vagy negativ toltés). Ezutan torténik az egyes molekuldk 3D szerkezetének (automatikus)
eldallitasa és a konformacios analizis. Ezek altalaban szédmitdsigényes feladatok, mivel a
molekuldk nagyszdmt relevans konformerrel ¢és sokféle Osszeforgatisi lehetdséggel
rendelkezhetnek. Szdmos modszert kidolgoztak e feladat elvégzésére, példaul az AAA'-t,
17, 18

DISCO"-t, de legnépszeriibb talan a Catalyst'® programcsomagban talalhaté HypoGen

nevi eljarés.



Chen és munkatérsai ilyen eljarasok teljesitményét hasonlitottak ssze'®, 145 ismert
kristalyszerkezetli fehérje-ligand komplex esetén. Tobbek kozott azt vizsgaltdk, hogy a
kiilonféle modszerekkel megkaphato-e a kisérletileg meghatarozott, a szamitas soran
ismeretlennek foltételezett bioaktiv konformdacio, pusztan a ligand molekuldk alapjan. Azt
talaltak, hogy az eredmények kevéssé fliggnek attél, hogy milyen eljarast hasznalnak, viszont
jelentésen fliggnek az alkalmazott ,templat” (amire a tobbi molekulat forgatjdk, azaz
farmakofor) molekula szerkezetétdl és konformaci6jatol. A templatoknak elég pontosan (1.5A
rmsd) meg kell kozeliteni (a szdmitas soran ismeretlennek tekintett) a bioaktiv konforméaciot
ahhoz, hogy a rajuk illesztett molekulak is helyes konformaciéban ¢és orientacidban
helyezkedjenek el. Megallapitottak, hogy ha a templat bioaktiv konformacidja nem ismert, a
molekularis Osszeillesztés nagyon pontatlan is lehet. Példat is emlitenek, a kiilondsen
flexibilis HIV inhibitorok esetén a helyes Osszeillesztések aranya (a teljes Osszeillesztések
szdmahoz képest) kisebb volt, mint 1%, ugyanakkor a kevéssé flexibilis ligandok esetén ez az
arany némileg javult (4% elasztaz, 9% CDK2, 53% tripszin ligandok esetén). Tehat a
lényegesen fligg a konformacids flexibilitastol.

Nicklaus ¢és munkatarsai 1995-ben megvizsgaltak”’, hogy 33 ligand bioaktiv
konformécidja (amely minden esetben itt is ismert a fehérje-ligand komplex
rontgenszerkezetbdl) és a konformacios analizis soran kapott legkisebb energidju konformer
miként viszonyul egymashoz. Megallapitottak, hogy a flexibilis ligandok esetén a bioaktiv
konformdciot a globalis energiaminimumhoz képest viszonylag széles energiatartomanyban
talalhatjuk meg. Magas korrelacios értéket taldltak a forgathatd torziok szadma és az
energiakiilonbség (+°=0.633) kozott, és a forgathato torziok szama és a molekularis
szerkezetek kiilonbozésége (rmsd) kozott is (°=0.827) (D. Fiiggelék 41. abra).
Megallapitottak, hogy a ligand molekuldk kotddés soran fellépd deformacidja az elforgathato
kotések szdman til fligg még a hidrogénkotésben résztvevd atomok szdmatdl. A deformacid
hajtéereje tehat az, hogy a molekula hidrogénkotés kialakitdsara alkalmas pontokat keres a
fehérjén.

2003-ban Perola ¢és munkatarsai’' ugyancsak a ligandok kotédése soran fellépd
konformaciés atrendezddésbdl szarmazo energiat vizsgaltak. Ok 150 fehérje-ligand komplex
kristalyszerkezetébdl indultak ki. A vizsgélatokhoz két erétér (MMFF és OPLS-AA) és harom
programcsomag konformacids analizis eljarasait (Catalyst, OMEGA, ICM) hasznaltak.
Megerdsitették azt az altalanosan elfogadott megallapitast, hogy a ligand molekulak bioaktiv

konformacidja ritkén esik egybe a globalis energiaminmumnak megfeleld konformacidval. Az
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altaluk  vizsgalt 150 ligand 60%-anak bioaktiv konformacidgja még lokalis
energiaminimumnak sem felelt meg. A kotédés soran bekdvetkezd konformacios
energiavaltozast a bioaktiv konformacid és a taldlt legalacsonyabb energidji konformer
energiakiilonbségével jellemezték. Ok is talaltak korrelaciot a ligand flexibilitdsa és a kotddés
soran bekovetkez0 konformécios energiavaltozas kozott, viszont a flexibilitds €s a kotddési
erdsség kozott nem. Megfigyelték azt is, hogy a ligandok altalaban nyujtott (extended)
konformacidoban kotddnek, amit azzal magyaraztak, hogy a hidrofob csoportok, amelyek
vizben lehetdség szerint eltemetettek a molekuldban, a fehérjéhez kotddve feltarulkoznak.

Megvizsgaltdk, hogy az egyes konformdcios analizis eljardsok milyen aranyban
taldljak meg a bioaktiv konformacidkat. A fentickben is emlitett 1.5A-6s tdvolsagkiiszdb
mellett a modszerek 85-95%-ban megtaldljak a bioaktiv konformaciot. Meg kell azonban
emliteni, hogy a vizsgélt ligandok zome kevés forgathatd torziot tartalmazott. A globalis
energiaminimum keresésre a harom modszer koziil az ICM tiint a legjobbnak, ugyanakkor a
legdiverzebb konformacios sokasagot a Catalyst-tal allitottak eld.

Aszodi és munkatarsai 6t, a farmakoforok épitéséhez hasznalhatdé konformaciokeresd
program (DGEOM, QXP, ROTATE, LMOD, OMEGA) teljesitményét hasonlitottak 6ssze™
egy 604 ligand molekulabdl all6 konyvtaron. Az eredmények kiértékelése soran energia
geometria €s gyorsasag szerinti 6sszehasonlitdsokat végeztek. A talalt konformerek energidja
alapjan az LMOD volt a legsikeresebb, a tobbi modszer azonban geometriailag diverzebb

konformereket eredményezett, emellett a leggyorsabbnak az OMEGA nevii eljaras bizonyult.

53. QSAR

A kvantitativ  szerkezet-hatas Osszefliggés (Quantitative Structure Activity
Relationship, QSAR) felallitasat végzo eljarasok arra az altalanos alapelvre épiilnek, hogy a
vegyliletek biologiai aktivitdsanak kiilonbsége szerkezeti tulajdonsagaik kiilonbozdségével
magyarazhat6. Sokféle, 1ényegesen kiillonb6zé modon mitkodé QSAR eljarast fejlesztettek ki
Hansch 1963-ban elvégzett Gttoré munkaja® nyoman.

A 2D QSAR szamitasok—a 3D eljarasokkal szemben— térszerkezeti informaciot nem
vesznek figyelembe, hanem a molekula topologidja alapjan kiilonféle deszkriptorokat
készitenek, majd a deszkriptorok alapjan tobbvaltozds korrelacios modszerek, leggyakrabban
tobbvaltozos linedris regresszio (multiple linear regression, MLR) alkalmazasaval épitik fol a

szerkezet-hatas Osszefliggést™. A 2D modszerek amellett, hogy gyorsabbak, mint a harom
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dimenzioban miikddo eljarasok, konnyebben is automatizalhatok, igy alkalmazhatdk nagyobb
molekula adatbazisokon is.

A 2D QSAR ¢és a 3D QSAR kozotti atmenetnek tekinthetdé a hologram QSAR
(HQSAR)™ eljaras, ahol az egyes molekulakra eléallitja az osszes, 2D fragmens alapt
deszkriptort, de emellett még figyelembe vesz sztereokémiai, és hibridizacids allapotra
vonatkozo informdcidkat is. Az eljards a deszkriptorok alapjan —a 3D QSAR eljaradsoknal
eloszeretettel alkalmazott— a parcidlis legkisebb négyzetek modszerével (Partial Least Square,

PLS)*® ¥’ késziti el a szerkezet-hatas dsszefiiggést.

5.3.1. 3D QSAR

A pontos 3D molekulaszerkezeteket el6allité modszerek fejlodésével a QSAR
eljarasokban lehetdség nyilt 1), 3D deszkriptorok alkalmazasara. A 3D QSAR modszereket
foleg a vezérmolekula optimalasa sordn hasznaljak, amikor mér elegendé szamu molekula
rendelkezik mért kotodési aktivitas értékkel.

Talan az egyik legnépszeriibb’ 3D QSAR eljaras a Cramer és munkatarsai altal
kifejlesztett ,,0sszehasonlitd molekulatér elemzés” (Comparative Molecular Field Analysis,
CoMFA)*®. A CoMFA modszer hasznalata esetén el6szor egy hasonld molekuldkbol
eléallitott (congeneric) molekulasorozatot kell kivalasztani. Ezek a molekuldk ugyanazzal a
hatdasmechanizmussal kell, hogy mikodjenek, ¢és kozos farmakoforral kell, hogy
rendelkezzenek, de azonos molekularis vaz megléte nem sziikséges. A modszer egy molekula
esetén csak egy konformaciot vesz figyelembe. Leggyakrabban a molekula szamos forgathato
torzioszogét kell modositani ugy, hogy egy olyan alacsony energidju konformert kapjunk,
amelyre a kozos farmakofor jol illeszthetd. A rigid, vagy kiilonb6z6 konformacios
megkdtéssel (constraint) rendelkezd analogok vizsgélata segitséget nyajthat a flexibilisebb
farmakofor szerint 0sszeforgatjuk. A CoMFA modszer a megfeleléen egymasra forgatott
molekulak koriil egy k6zos, haromdimenzids racsot készit, és a racspontokban kiszamolja a
sztérikus ¢és elektrosztatikus kolcsonhatdsi energidkat. A kiszamolt értékeket egyfajta
molekularis deszkriptornak tekinti és PLS alkalmazasaval 3D modellt épit fel. Az atomokhoz
kozeli racspontokban a kiszamolt kolcsonhatasi értékek numerikusan nagyon nagyok is

lehetnek, ezért az ebbdl adodo problémak kezelése nagy koriiltekintést igényel.

" A dolgozat készitésének idépontjaig (2007 aprilis) az idézett publikaciora 1567 hivatkozas érkezett.
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Az ,,0sszehasonlité molekula-hasonldsagi vizsgalat” (comparative molecular similarity
analysis, COMSIA®) ezt a problémat ugy oldja meg, hogy Gauss alapi hasonlosagi
fiiggvényeket alkalmaz.

Az ugynevezett kvantitativ hasonlosag-aktivitdas 0Osszefiiggést” (Quantitative
similarity-activity relationship QSiAR)™ felallito eljaras esetén a 3D hasonldsagi egyiitthatok
szama. A matrix eldallitasdhoz sziikséges Osszeforgatasokat csak molekulaparonként végzik.
Ha az eljarasban a SEAL’' hasonl6sagi indexeket alkalmazzak, molekularis racs eléallitasara
nincs is sziikség.

A 2D és 3D QSAR modszerfejlesztések legujabb trendjébe tartozik olyan eljarasok
kidolgozésa, amelyek kivalasztanak bizonyos valtozokat a rendelkezésre allo deszkriptorok
sokasagabol ugy, hogy azokkal értelmes és statisztikailag szignifikans modellt lehessen
épiteni. Ezt a leggyakrabban ugy valositjak meg, hogy sztohasztikus keresési modszert (pl.:
szimulalt megeresztést’” (simulated annealing), genetikus algoritmust) és egy korrelacids
moédszert (MLR, PLS, vagy mesterséges ideghalozatok®) illesztenek — dssze.
Viltozokivalasztasi modszereket a 3D QSAR eljarasok sordn arra alkalmaztak, hogy
megkeressék az optimalis régidt, amely alapjan a molekuldkat Osszeforgatva jobb QSAR
modellek készithetok, mint az eredeti, CoMFA technikaval. Ilyen példaul a GOLPE34,
amelyet kemometriai alapelvek alapjan fejlesztettek ki, és a q°-GRS™, amely a kozeli
molekulatér kis régioinak fliggetlen elemzésére épiil. A legjabb probalkozas e téren a 2006-
ban megjelent igynevezett KNN-MFA modszer’®. Ez az eljaras a k-legkdzelebbi szomszéd (k-
nearest neighbour, kNN) algoritmusa alapjan valsztja ki azokat a farmakoforokat, amelynek
Osszeforgatasaval készitett molekulatér vizsgdlat a legjobb mindségli modellt adja. A
moddszert ugyanakkor a szerzok is lassunak talaltak, bar a kapott modell jobb mindségi volt
(¢°), és jobb predikcidt is adott, mint az dsszehasonlitishoz alkalmazott CoOMFA.

Ugy tartjik, hogy a biologiai aktivitas joslasara altalaban a 3D QSAR technikak
hasznalhatok a leghatékonyabban. Bar legtobbszor a sziik keresztmetszet a kémiai strukturak

12, 37-39 . , , er . ,
és a bioaktiv konformacio el6zetes ismerete. A molekulak

pontos egymadsra illesztése
egymasra illesztése (alignment, overlay) gyakran felhasznaloi beavatkozast igényel, ezért ez a
leginkabb id8igényes részfolyamat. Szamos félautomata technikat dolgoztak ki'> . Bizonyos
3D QSAR modszerek*™™® ugy keriilték meg a molekularis Gsszeillesztés problémajat, hogy
un. ,két és fél” dimenzids deszkriptorokat alkalmaztak. Ezek a deszkriptorok ugyan

érzékenyek a molekula 3D struktirajara, de nem fliggnek a molekula térbeli poziciojatol.

Tehat a bioaktiv konformacio ismerete ezeknél a tipusu deszkriptoroknal is elengedhetetlen.
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Az eredményiil kapott modelleket 4ltalaban nehezebb interpretdlni, mint a tradicionalis 3D

QSAR technikék esetén.

5.3.2. Konformacios flexibilitas és QSAR

A 3D QSAR modszerek egyik hatrdnya, hogy a molekuldkat egyetlen konformerrel
irjdk le, ezért kidolgoztak olyan eljarasokat is, ahol tobb konformaciot felhasznalva a
molekularis flexibilitast is figyelembe veszik. Az egyik legismertebb’ talan a Hopfinger és
munkatarsai altal kifejlesztett 4D QSAR eljaras®®. A negyedik dimenziot ekkor a — minden
kiindulasi szerkeztre molekuladinamikai szimulaciéval szamolt — konformécids eloszlas
alkotja. Az eljardas egy eldre kivalasztott farmakoforra illeszti ra a molekulak egyes
konformaciodit. Ez a mddszer annyiban hasonlit a COMFA eljarashoz, hogy a szamitds soran
térbeli racspontokat hasznal. A racspontokhoz ugyanakkor a CoMFA modszertdl eltérden,
nem egy meghatarozott probacsoportra szamolt kdlcsonhatasi értékeket, hanem egy un. racs
betoltottégi értéket (grid cell occupancy) rendel. Az igy kapott érékekbdl PLS modszer
felhasznalasaval épiti fel a modellt.

Vedani és munkatarsai szamos publikacioban®’™° kozolték az indukalt illeszkedési
modellen alapulé 4D QSAR eljarasuk mitkodését €s eredményeit. A nemrég megjelent, Un.
5D QSAR, ahol az 6todik dimenzid az egyes ligand molekulak kiilonb6z0 protonaltsagi
allapotanak a figyelembevételére utal’'. Az eljarasuk — meglehetésen iigyes Gtlet alapjan — a
ligand molekuldk koriili teret nem kockaracs alapjan irja le, hanem az indukalt kétédéskor
lejatszodo folyamatokat modellezi. Ennek elsd 1épése hogy, az egyes molekuldk van der
Waals felszinére bizonyos tulajdonsaggal rendelkezd pontokat szor (hidrofob+semleges,
+pozitiv, +negativ t6ltés, H kotés akceptor, donor stb). Vedani ezt a felszint belsé burkolonak
(inner envelope) hivja. Az egyes molekuldk belsé burkoloibol genetikus algoritmus
segitségevel kialakit egy minden molekuldra kozos burkolot (mean envelope), amely
lényegében maga a koétohely modellje lesz. A genetikus algoritmus az indukalt illeszkedési
folyamathoz szamitott ktddési szabadenergiat dsszeveti a mért értékekkel, és ennek alapjan
épiti fol a kozos burkolot. A modszer a kozos és a belsé burkold felszinek geometriai
kiilonbségével jellemzi az egyes molekulak indukalt illeszkedésének folyamatat, illetve
predikciot is ez alapjan végez. A kapott prediktiv 7 érték nagyon jonak mondhato.

Az fent emlitett példaban 65 darab neurokinin-1 receptor antagonistat vizsgaltak.

Konformaciés analizis segitségével feltérképezték a ligandok alacsony energiaju

" A dolgozat készitésének iddpontjaig (2007 aprilis) az idézett publikaciora 118 hivatkozas érkezett.
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konformereit. Az egyes ligandok ,,gerincét” 6t forgathatd torzidé mentén definaltdk. Azt a
gerinctorziok altal leirt, minden ligand esetén megtaldlhatd konformert fogadtdk el k6zos
bioaktiv konformerként, amelyik a legalacsonyabb energiaval rendelkezett. Az egyes ligandok
bioaktiv konformerein csak kisebb valtoztatasokat végztek, (aromas gylrti forgatésa,
protonaltsag valtoztatasa) igy egy ligandra 1-6 konformacié adodott. A modellt az dsszes, igy
kivalasztott konformacio alapjan szamitottak ki.

Martinek és munkatarsai konformacids flexibilitast leird ,,3+3D” deszkriptorokat
vezettek be. Az elére kivalasztott farmakoforpont-parok™ tavolsaganak eloszlasat vizsgaltak,
majd kiralitasté] fiiggé flexibilitast leird deszkriptorokat™ dolgoztak ki. Mindkét esetben az
egyik példaként 37 endomorfin analogbol allo konyvtarat vizsgaltak. Az egyszerii, tavolsag
alapu deszkriptorok felhasznalasaval a modell LOO ¢° (1d. 5.4.2.1. fejezet) értéke 0,52 és 0,58
kozott valtozott, mig a kiralitas figyelembe vételével ez az érték 0,62-re ndtt. Ugyanakkor a
prediktiv 7 értéke a kiralitas figyelembe vételével nem javult (bar mindkét esetben nagyon
jonak mondhaté 0,74-0,81 értékeket kaptak).

Bernard ¢és munkatirsai ugyancsak flexibilis opioid ligandok konformacios

sokasagaban bels6 koordinatak segitségével kerestek farmakoforokat™ *.

5.4. A QSAR modellek statisztikai ellenorzése

Egy adott szerkezet-hatas Osszefiiggés elkészitésekor tun. setubali* iranyelveket
érdemes figyelembe venni:

1. A szerkezet-hatds Osszefliggésnek jol meghatarozott végeredményt (endpoint)
kell adnia, azért hogy a kiillonb6z6 kisérleti adatok alapjan kapott modellek
Osszehasonlithatdak legyenek.

2. A modell felépitését végzd algoritmusnak egyértelmlnek, konnyen
alkalmazhatonak, illetve az Osszehasonlithatosdg ¢és a reprodukélhatdésdg miatt
hozzaférhetének kell lennie.

3. Idedlis esetben a modell felépitését végzd algoritmusnak automatizalhatonak
kell lennie.

4. A kémiai alkalmazhatosagi teriiletet (chemical domain of applicability)

megfelelden definidlni kell, ugyanis a modell korlataibol kifolydlag csak egy jol definialt,

* _Workshop on Regulatory Use of (Q)SARs for Human Health and Environmental Endpoints”,
Setubal, Portugalia, 2002
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kémiai szerkezetekkel vagy fiziko-kémiai paraméterekkel leirt térben ad megbizhato

predikciot.
5. Bels6 validalassal a modell illeszkedésének josagat,
6. kiils6 validalassal pedig a predikciojanak josagat kell ellendrizni.

A felsorolt alapelvekbdl jol kitlinik, hogy egy szerkezet-hatds 0Osszefliggés
felallitasanak 4ltalaban harom 6 lépcséje van™®: az adatok el8készitése, modellépités,
modellvalidalas. A dolgozatban egy olyan specidlis, altalam kifejlesztett QSAR moddszert
mutatok be, amely intenziven épiil a modellvalidalasi®™® (ellendrzési) eljarasokra, ezért e

fejezetben ezekrdl részletesen lesz sz0.

5.4.1. Korrelacios egyiitthato és a determinacios egyiitthato

QSAR modellek josaganak leirasara Aaltalanosan hasznaljak az r*-et, az un.
determinacids egyiitthatét (coefficient of determination). Az alabbiakban az »° szemléletes
jelentését az egyvaltozos linearis modell esetén vezetem le.

Ha &és npvalésziniiségi valtozok kovariancidja létezik és szorasuk pozitiv (nem nulla)
a korrelaciojukat az (1) képlettel definialjuk, ahol a kovariancia (cov) a & és az N

egylittvaltozasanak mértéke.

_ cov(&,1) o

\/ var(&) var(/)
cov(é,n) = E((é - E(&)77 - E())) = E(&n) - E(E)E(N) )
var(é) =E((§ ~E(&))*) =E(&) —-E*(&) 3)

Ahol a (2) és (3) kifejezésekben az ,,E” a valtozo6 varhato értékét jelenti. Ha példaul az
egyik valtozo6 a varhat6 értéke folott, a masik alatta mozog, a kifejezés negativ lesz. Ha a két
valtozo véges és fiiggetlen, azaz E(En)=E(&E(n) teljesiil, akkor cov(& r)=0.

A korrelacioval, amely nem mas, mint az egységnyi variancidkra vonatkoztatott
kovariancia, a két valoszinliségi valtozd kozotti kapcsolat szorossagat fejezhetjiik ki. A
korrelacio értéke 1 novekvo, -1 csdkkend linedris kapcsolat esetén, és -1>p>1 barmilyen mas
esetben. Minél kozelebb van az értéke +1-hez, a linearis kapcsolat a két valtozo kozott annal
erdsebb. A korrelacio csak a két valtozo linedris kapcsolatat jellemzi. Ha a két valtozo
fliiggetlen, korrelaciéjuk 0. Ez azonban forditott esetben nem igaz, példaul ha a & valtozo [-1,
1] intervallumban egyenletesen vesz fel értékeket és &=/7, akkor a két valtozé nem fiiggetlen,

a korrelaciojuk mégis 0.
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Jellemezziik a két valosziniiségi valtozot egy-egy n mérésbol allo sorozattal (x;, x;,...x,
€s az yy, ;... y»). Ekkor, ha a valtozok normalis eloszlastuak, p értékének legjobb becslését a
Pearson-féle, vagy totalis korrelacios egyiitthato adja (4). A dolgozatban egy sorozat
értekeinek, példaul (x;, x;...x,) atlagat x -el jelolom, és a szummazds minden esetben a
szokésos indexeléssel torténik (7, j...). A korrelacids egylitthatd 1ényegében az (x;-x ) és az

(yi- v ) vektorok altal bezart szog koszinuszat jelenti.

= Z(‘xi_)_c)(yi_.)_;) (4)
G- (0, - 3)

A determinacios egylitthatd, amely kiszdmitdsa alapvetd kovetelmény a QSAR

modellek validalasakor, a Pearson-féle korrelacios egyiitthatd négyzetének altalanositasaként
is felfoghat6. A kovetkezOkben a két egyiitthatd kozotti kiilonbséget mutatom be. A
levezetésben ,,s7-sel a ,,sum of square” (négyzetdsszeg) angol kifejezést roviditem, emellett az
alabb feltiintetett s,, az sy-el analog modon adodik. E jelolésekkel a korrelacios egyiitthato (4)
négyzete az alabbi alakban adhato meg (7).

S =Z(xl. —)_c)2 :inz -nx’ (5)

Sy :Z(yi_y)(xi_f)zzxiyi_n.y_x (6)
2
S
rte @
SeeSyy

Mivel a korrelacios egylitthatd a valtozok linearis Osszefliggésének a mértéke,
illessziink egyenest a pontokra a legkisebb négyzetek moddszerével. A tovabiakban ezt, az
egyvaltozos regresszios egyenest tekintem modellnek. Ha az egyenes egyenletét y=a+bx

alakban irjuk fel, a regresszids egylitthato a (9) alakban adhaté meg.

a=7y-bx (8)

b= nzxiyi _inzzyi _ Sy ©)
nlez _(zxi) Sor

16



‘1 T T T T T 1
-1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2

1. abra Linearis regresszio az adatpontokra. x; a levezetésben hasznalt fiiggetlen y; a fiiggd, )A/i pedig az y;

becslését jeloli.

Ekkor a (9)-es Osszefliggés felhasznaldsaval felirhatjuk a ,maradék” négyzetek
Osszegét (residual sum of squares, s,) (10), amelybdl #* kifejezhet (11). Ekkor az x; a

fiiggetlen y; a fliggd, y, pedig az y; becslését jeloli (1. abra).

Sres :Z(yi_j)i)z =Z(y,-—)7+b)?—bxi)2 =
> (yi=y - blx =) =
Z(yi_y)z +bzz(xi _)_C)z _2b2(xi _)_C)(yi_)_/) =

2
s +b’s_ -2bs. =5 +—Lg —2S"y = (10
w xx xy T Py 2 Pxx So =
SXX SXX
2 2
S S
_ Ty _ xy _ _ .2
S, ——— =58, 1 -syy(l r )
xx Sxxsyy

P S, Z(y i_.); i)2
rrEl-—sl-a— (11)
Sy Z(y i~y )
Ha tehat egyvaltozdés linearis regressziot hasznalunk modellként, ¢és e modell
épitésekor az Osszes adatpontot felhasznéljuk, a Pearson-féle korrelacios egyiithatd négyzete

(11) szerint felirhato. Ha azonban barmilyen mas modellt szeretnénk alkalmazni 7,

szamitasdhoz, akkor az r*-et a determinacios egyiitthatonak (coefficient of determination)
nevezziik. Gyakran hasznaljak az r’-et a kisérletileg meghatérozott és a QSAR modell altal
becsiilt akitivitasok dsszehasonlitasara.

Erdemes megjegyezni, hogy ha az oOsszes adatpontot felhasznaljuk a modell
épitésekor, és a modelliink az y=a+bx egyenes, akkor az #*>0. Ha azonban bizonyos szama
pontot kihagyunk, az /° negativ értéket is folvehet. QSAR modell josaganak becslésére

gyakran hasznaljak ezt az r*-et és az r’-tel analdg kifejezéseket (5.4.2.1. fejezet).
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A Pearson-féle korrelacidos egyiitthatd négyzetének tovabbi néhany érdekes
tulajdonsagat a A. Filiggelék tartalmazza.
A dolgozatban, ha masként nem emlitem, a 7’-t alatt a determinacids r alatt a Pearson-

féle korrelacios egyiitthatot értem.

5.4.2. Belso ellenorzés

A belsO ellendrzés (internal validation) sordn tobbféle eljaras végezhetd a tanitd
halmazra (training set) felallitott modell robosztussaganak ¢€s belsd eldrejelzési képességének
(internal predictivity) becslésére.

A szakirodalomban a modell josdganak becslésére leggyakrabban a determinécios
egyiitthato (11) -es egyenlettel definialt 6sszefiiggését hasznaljak. Emellett megadhaté még az

2

ugynevezett ,,s” értéke (12) is, amely a maradékok négyzetdsszegének ¢és a rajuk eséd
szabadséagi fokok szamanak hanyadosanak négyzetgyoke v.6. (16), ahol n az adatpontok és p

a modellhez hasznalt fiiggetlen valtozok szama (példaul y=a+bx esetén p=1).

(12)

Sok esetben alkalmazzédk még a keresztellenérzést (5.4.2.1.), a randomizacids tesztet

(5.4.2.3.), ritkabban az ugynevezett bootstrap eljarast (5.4.2.2), és az F-probat (5.4.2.4.).

5.4.2.1. Keresztellenorzes

1 ’ 1
A keresztellendrzést™® ¢

(cross validation magyar elnevezése®”) gyakran hasznaljak a
regresszids modell mindségének belsd ellendrzésére. Ez a technika altalanossagban ugy
milkodik, hogy a modell elkészitésekor bizonyos szdmu, ismert aktivitassal rendelkezd
molekulat kihagynak a tanitdé halmazbol, és az igy kihagyott értékeket a modellbdl becsiilik.
Ezt az eljarast sokszor megismételve, statisztika készithetd a becsiilt és a mért értékek
Osszehasonlitasaval. Ilyen médon, az ismételt felosztasokkal megbecsiilhetd a teljes tanito
halmazra elkészitett modell bels6 prediktivitasa.

A k darab érték kihagyasaval torténd keresztellendérzés® (k-fold cross validation)

esetén a mintat k£ darab nagyjabol egyenlé nagysagu alhalmazra osztjak. Ezutdn k-szor

felépitik a modellt, kihagyva mindig egy alhalmazt, majd a kihagyott elemekre kiszamitjak a

, n
kivant hibakritériumot. Igy ( /k) lehetdség allhat eld, ahol #» a minta elemszdma.
n
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Ha k=n, akkor egy érték kihagyasaval torténd keresztellendrzésrdl beszéliink (leave
one out crossvalidation, LOO). Ebben az eljarasban tehat minden értéket egyszer hagynak ki,
¢s a modellt a maradék alapjan épitik fel. Ez a modszer széles korben elterjedt validalasi
moddszer, de két esetben hibasan becsiilheti meg a modelliink josagat. Tulbecsiilhet abban a
gyakori esetben, amikor példaul egy igéretes vezérmolekulat, és szerkezetileg kismértékben
eltéré analogjait valogatnak Ossze a tanitd halmazba. Ekkor ebbe a halmazba tul sok hasonlo
molekula keriilhet, igy hidba hagynak ki egyet-egyet a keresztellendrzés soran, a modell
mégis tartalmazni fog a kihagyotthoz kozel azonos szerkezetet. Egy masik probléma az LOO
keresztellenOrzés esetén akkor 1éphet fel, ha a tanité halmaz egy-egy kiugrd pontot, a tobbitol
jelentdsen eltéré molekuldt tartalmaz. Ekkor a maradékra illesztett modell a kiugré pontot
extrapolacioval, gyakran jelentds hibaval becsli. Ez a becslés a végleges modell josagat is
jelentésen ronthatja.

Robosztusabb keresztellendrzés végezhetd ugy, hogy az adathalmazt csoportokra
osztjuk (tipikusan négy, 0t vagy tiz csoportra) és mindegyik csoportot egyszer kihagyva
keresztellendrzést végziink (leave many out, LMO, példaul L10%0). Ezt az eljarast tobbszor,
altalaban szazszor szoktak elvégezni, véletlenszeriien dsszevalogatott csoportokkal. Az LMO
soran tehat tobb pontot is kihagynak egy ciklusban, de a kihagyott pontok szdma egy
keresztellendrzés sordn allando.

Keresztellendrzés soran leggyakrabban az alabbi hibafiiggvényeket szamoljak ki. A
modell belsd becsloképességének (internal predictivity) egyik mértéke az ugynevezett
prediktiv ,,maradék” négyzetek Osszege (predictive residual sum of squares, a
szakirodalomban ,,PRESS "-nek jelolik, igy én is ezt a jelolést hasznalom) (13), ahol y, ; az
i-dik molekuléra, az azt nem tartalmazo modellbdl becsiilt aktivitasérték. Kiszamithatjuk az
igynevezett keresztellendrzéssel eléallo r-et (cross validated 2, ¢°) is. A ¢° értéke altalaban
alacsonyabb, mint a vonatkozo 77, és akar negativ értékeket is folvehet (1d. 8.2. fejezet 9. abra
és 10. abra). Mig az /* az illeszkedés josagat, a ¢° értéke a bels predikcié josagat jellemzi. A

g’ definialo képlete (14) analog az r*-re kapott kifejezéssel (11).

PRESS = Z(JA’CV,I' _yi)2 (13)

PRESS Z(JA’CV,I' _yi)2
==l (14)
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Z(j}cv,i _yi)2
MSE =1 (15)
n

A (15)-0s kifejezésben definialt kifejezés az atlagos hibanégyzet (mean squared error),
ahol n azon adatpontok szdma (a szakirodalomban a kifejezés négyzetgyokét is hasznaljak,

RMSE).

5.4.2.2. Bootstrap

E modszerben® az alapfeltevés az, hogy a teljes populaciot a rendelkezésiinkre 4116 n
elemii adatsor megfeleléen leirja. A feltétel nélkiili (unconditional) bootstrap® eljarassal azt
vizsgaljuk, hogy ebbdl az egyetlen adatsorbol vett bootstrap mintakkal (bootstrap samplings)
hogyan tudjuk leirni a kiinduldsi populacié bizonyos tulajdonsagait. A bootstrap mintdk a
kiindulasi n elem véletlenszertien eldallitott n-ad osztalyi ismétléses kombinacioi. Vagyis az
eredeti adatsorbol egy elemet tobbszor is bevalogathatunk az 1j, ugyancsak n dimenzids
bootstrap mintakba, és bizonyos értékek ki is maradhatnak.

A bootstrap mintdkra egyenként, egymastdl fiiggetleniil kiszamoljuk a kivant
statisztikai paramétereket (pl.: ¢°), majd ezeket atlagoljuk. Az atlag és az eredeti mintara
szdmitott érték kiilonbségével az eredeti minta statisztikai torzitasat, és/vagy kiilonbozo
paraméterek (pl. regresszios egyiitthatd) konfidencia intervallumat is becsiilhetjiik.

Létezik egy, a bootstrapping mddszerhez nagyon hasonld, un. Jackknife eljaras, ahol
az n darab (n-1) értékbdl all6 mintat az LOO keresztellendrzéshez hasonléan, egy adat
kihagyéasaval allitjdk eld, és az eredeti adatsorral Osszehasonliva végezik el a statisztikai

torzitas konfidencia intervallumat becslését®?.

5.4.2.3. Randomizacios teszt

A randomizacios teszt’’ arra hasznalhatd, hogy az egyes megfigyelések (mérési
pontok) fiiggetlenségének mértékét ellendrizziik. Ekkor a fliggetlen valtozé értékeit
randomizéljuk, azaz példaul a bioldgiai aktivitas értékeit véletlenszeriien ujra hozzarendeljiik
a molekuldkhoz, és igy épitiink modellt, amelyekre az ° és a ¢° értékeket kiszamoljuk. Ezt az
eljarast sokszor (pl 200-szor) megismételjiik. Ha a random modell predikcios képessége

szignifikansan rosszabb, mint az eredeti modelliinké, biztosak lehetlink abban, hogy eredeti

¥ A bootstrapping angol sz6, téve a bootstrap, jelentése a lovaglocsizma szaranak tetején megtalalhatd
hurok, amelyet fogantyuként hasznélva a csizmat kdnnyebb felhtizni. A szarmaztatott igét ugy fordithatjuk, hogy
,felépiteni kiils6 segitség nélkiil”. A tovabbiakban az eljaras angol nevét fogom hasznalni.
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modelliink jol megalapozott, és nem csak a véletlen korrelacié miive. Ha azonban a random
modellek 7 és ¢° értéke Osszevetheté az eredetiével, akkor az eredetit nem szabad

elfogadnunk.

5.4.2.4. A modell szignifikanciaja — F-proba

QSAR modellek esetén az F-proba szamolt értéke (16) egy olyan hanyados, ahol a
szdmlald a ,,becslésbdl adddd” négyzetdsszegek (estimated sum of squares) és a rd jutd
szabadséagi fokok hanyadosa, a nevezd pedig a ,,maradék” négyzetdsszegek (residual sum of
squares) €s a ra jutd szabadsagi fokok hanyadosa. Ahol ,p”-vel a modell fiiggetlen
valtozoinak, ,,n”-el a mért adatpontok szamat jeldltem.

Z(Jﬂ/[_y)z/p

F: i
Z(j}i_yi)z/n_p_l (16)

i

Gyakori az az eset, amikor az x tengelyen a mért, az y-on a szamolt aktivitast
abrazoljak. Ekkor a két valtozd kozotti Osszefliiggés egy O-n atmend 1 meredekségi
egyenessel irhat6 le, igy (p=1) a becslésbdl adodd négyzetdsszegekre 1, a ,,maradék™
négyzetosszegekre n-2 szabadsagi fok jut. Igy (11) és (16) felhasznalasival az aldbbi
Osszefiiggés adodik F-re.

2
r

1-7°

Az F-préba esetében altalanos esetben a nullhipotézis (Hy) az, hogy két normalis

F=(n-2) (17)

eloszlasu populacid variancidja egyenld, igy feltételezhetd, hogy a populaciok azonos
eredetiiek. Jelen koriilmények kozott Hy ugy fogalmazhaté meg, hogy a modelliinkkel nem
készithetd jobb becslés, mint a mért (aktivitds) értékek atlagaval. A H; hipotézis a Hy
ellentéte. Az F-probahoz tartozéd tablazatbol kikeressiik (vagy az F eloszlas alapjan ki is
szamithatjuk) az aktudlis két szabadsagi foknak ¢és a kivant szignifikancia szintnek (o)
megfeleld F; ..o értékét. Ha F> F;,, 4 Hj-et elfogadjuk. Vagyis F értéke minél nagyobb,
annal jobb a modelliink. Mind (16) és (17) gyakran eléfordul az irodalomban. A Hy és H;
kozti hatar szignifikancia szintet az aktualisan adatainkra szamolt F értékbdl (18)-as

kifejezésbdl kifejezhetjiik, ahol F; ., » a kivant szabadsagi fokok melletti F eloszlas.

F = E,n—z,a (18)
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5.4.3. Kiilso ellenorzés

A modell igazi predikcids képessége csak egy olyan kiilsé teszthalmazon ellendrizhetd
le, amelyet a modell épitéséhez nem hasznaltunk fel. Ha nem allnak rendelkezésre kiegészitd
mért értekek (4ltalaban ez az eset), a rendelkezésre allo adatsorunkat felosztjuk egy tanito-
(training) és egy teszthalmazba (prediciton, validation vagy test set). A modellt a tanitd
halmazon készitjiik el, és kiils6 elorejelzo képességét (external predictivity) a teszt halmazon
hatdrozzuk meg.

Ilyen ellendrzésre hasznalhato a prediktiv 72 (mas néven a prediktiv ¢°) (19). Ahol a
szamlaloban a teszthalmaz egyes molekuldira a modell alapjan becsiilt és a valos érték
kiilonbségének négyzetosszege talalhatd. Mivel a modellben nem hasznaltuk fel a teszthalmaz
molekulait, a (19)-es 6sszefiiggés alapjan szamolt kiilsé prediktiv 7° sokkal jobban tikrdzi a
modell becslé teljesitményét (predictivity), mint a belsé ellenérzésbél szarmazo ¢°. A (19)-es

kifejezésben yjes €s ), ,, a teszthalmaz egyes molekuldira vonatkozé mért ill. szamitott
akitivitasoknak, az y a tanitohalmaz molekuldinak mért aktivitdsanak az atlagat jelenti. Meg

kell jegyezni azonban, hogy y -ot némely esetben a teszthalmaz aktivitdsaira szamoljak. (Az

elsé®, és a masodik® esetre is van példa a szakirodalomban). A (13)-mas és a (15)-6s

kifejezést kiils ellendrzésre is szoktak hasznalni.

A 2
rpzred — 1 _ Z (yi,test yiie.v;) (19)
z (yi,test _y)

Eléfordulhat, hogy a moddszeriink a rendelkezésre allo6 molekuldk halmazabol

automatikusan felépiti a legkisebb, még jol prediktald tanitohalmazt, és az elkésziilt modell
josagat a maradék molekulakbol allo teszthalmazon vizsgélja. Ekkor az elkésziilt modell
ugyan kozvetleniil nem tartalmaz informéciot a teszthalmazrol, kdozvetve minden molekula
figyelembe lett véve a tanitdo- és teszthalmaz kijeldlésekor. Ezért ilyenkor egy olyan,
ugynevezett teszt-2 molekulahalmazt szoktak alkalmazni a modell valds predikcidjanak
vizsgalatara, amely molekuldi nem vettek részt a tanité- ¢és teszthalmaz elemeinek

kialakitasakor.

5.4.4. A Kubinyi paradoxon

A keresztellen6rzés soran kapott magas ¢ értékek a modell j6 robosztussagat és belsé
prediktiv képességét mutatjak. Feltételezhetnénk, hogy ilyen esetben jo prediktiv 7 -et

kapunk. A szakirodalomban azonban gyakran tapasztaltdk, hogy nem lehet korrelaciot
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felfedezni a belsé ellendrzéssel kapott ¢° és a kiilsé ellendrzéssel kapott prediktiv 7 érték
Kozt 6400,

A korrelacié hianya a belsd ¢és a kiilso ellendrzés eredményei kozott visszavezethetd
tobbek kozott a felhasznalt ,fiiggetlen” valtozok kollinearitdsara, tulillesztésre, vagy
extrapoléciora.

Kollinearitdsnak nevezziik azt az esetet, amikor a fiiggetlennek hitt valtozok kozott
linearis kapcsolat all fenn, igy bizonyos redundancia 1ép fel a rendszerben. Ekkor
el6fordulhat, hogy a modellnek csak latszolagos prediktiv ereje lesz. Egy lehetséges mod a
valasztott deszkriptorok (multi)kollinearitdsdnak vizsgélatira az u.n. QUIK (Q Under
Influence of K) szabalyok hasznalata®’.

Talillesztési® (overfitting) hiba fordulhat eld, ha példaul tal sok deszkriptort
alkalmazunk a modell épitéséhez és/vagy a modelliink flexiblisebb anndl, mint amilyennek
lennie kellene. Ilyen eset példaul, ha valamilyen ,,gérbe vonalt” (curvilinear) dsszefiiggéssel
modelleziink egy amugy linearis kapcsolatot. Masik ilyen eset, ha a modellt ugy épitjiik fel,
hogy j6 belsé ellendrzésbdl szarmazé értékeket kapjunk (¢°-re optimaljuk), teszthalmazon ez
a modell még mutathat nagyon rossz predikcios eredményt. Tulillesztést torténhet akkor is, ha
irrelevans deszkriptorokat is tartalmaz a modelliink.

A modellbdl extrapolalt eredmények lehetnek teljesen megbizhatatlanok is, ezért
torekedniink kell olyan becslések eldallitasara, amelyek interpolacioval késziilnek. Ezért
fontos eldonteni, hogy az aktudlis predikcid éppen inter- vagy extrapolacionak szdmit-e. A
dontést segiti a leverage (befolyés, tovabbiakban az angol sz6t hasznalom) fiiggvény, amely
tobbdimenzids modell esetében is hasznalhato. Példaul tobbvaltozds linearis regresszid
(multiple linear regression) esetén az ugynevezett Hat matrix (H) az alabbi formaban irhato
fel (20), ahol X nxk méretli matrix sorai tartalmazzak a deszkriptorokat (k), ahol n a minta

elemszama, a deszkriptorok szdma.

H=x(x"x)'x" (20)

A Hat matrix tehat egy projektor, és dimenzidja (n x n) lesz. Ha a deszkriptorok
linearisan fiiggetlenek, akkor X'X invertalhato, egyébként az altalanositott inverze
hasznalhat6. A H matrix egyes diagondlis elemeit (4;,) nevezik az aktudlis mintaelemre
vonatkoz6 leverage-értéknek. Egydimenziods linedris regresszid esetén, amikor k=1, (20)-as
kifejezés a (21)-es forméara egyszerlisodik®™, ahol x; a minta elemei, ¥ a mintaelemek

értékének atlaga, és x; a becsiilend6 elem.
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Adott p<k dimenzids modell esetén, a # minimalis értéke //n, maximalis értéke 1.0 és
az atlagos értéke p/n lesz. Ha p=k akkor a deszkriptorok linearisan fiiggetlenek, mas esetben
p<k. Alacsony h érték esetén interpolaciorol, magasak esetén extrapolaciordl beszéliink,
hatarnak az atlagos érték két- haromszorosat szoktak hasznélni. Ha a leverage értéket a tanitd
halmaz elemeire kiszadmitjuk, megkaphatjuk, hogy az egyes elemek mennyivel jarulnak hozza
a regresszios modelliinkh6z (2 minél nagyobb anndl inkédbb). Ha nagy leverage értéket
kapunk a teszthalmaz bizonyos elemeire, akkor ezeket az elemeket a modelliink
extrapolacioval, megbizhatatlanul becsli.

Alapvetd cél, hogy mind a tanito- és a teszthalmaz kiilon-kiilon lefedje a teljes,
deszkriptorok altal leirt azon kémiai teret, amelyet a kiindulasi adatsor is felolel. Az idealis
felosztas esetén a tanitohalmaz minden eleméhez talalunk egy megfelelden ,,kozeli” elemet a
teszthalmazbol® 7. A legegyszeriibb ilyen eljards a véletlenszeri felosztis modszere,
amelytdl kifinomultabb — tobbek kozott — a ,,D-optimalis kisérleti tervezés” (D-optimal
experimental design)’' és a Kohonen mesterséges ideghalozatok (Artificial Neural Network)
alkalmazasaval miikodé médszer™.

Ha tehat a modellt prediktiv (elérejelzd) céllal is akarjuk hasznalni, akkor a belsd
ellendrzés sziikséges, de onmagaban nem elégséges, kiilsd ellendrzést (external validation) is

tanacsos végezni.

5.4.5. Osszefoglalas

Altalanosan egy QSAR modell épitéséhez minél kevesebb és lehetéleg fliggetlen
deszkriptort érdemes felhasznalni. A kiinduldsi adatsorbdl ugy valogassuk ki a tanitd és a
teszt halmaz molekuléit, hogy mindkét halmazban megfeleléen diverzek legyenek, viszont az
egyes szerkezetekhez taldlunk hasonlot a masik halmazbdl. Ekkor az ¥ pred €rtékek joO eséllyel
interpolacioval allnak elé. A modelliink megfelels’ ellenérzéséhez altalanos esetben érdemes
alkalmazni a randomizécios tesztet, a tobb érték kihagyasaval torténd keresztellendrzést, és a

kiils6 validalast.
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6. Célkitizés

Doktori munkam soran elsé feladatom az volt, hogy egy mucin epitdp pentapeptideket
tartalmazéd molekulatdr esetén hatdrozzam meg a kotddésért felelds konformdaciot. A
molekulatar egyes tagjai kisérletileg meghatarozott kotddési aktivitas értékkel rendelkeztek,
de a célfehérje haromdimenzids térszerkezete ismeretlen volt. Miutan a szakirodalomban nem
volt olyan modszer, amely e feladatot megnyugtaté mddon képes lett volna megoldani, célul
tliztiik ki, egy altaldnosan haszndlhatd, ilyen eljaras megvaldsitasat. E célt az alabbi 1épések
soran kivantam elérni:

1. a moédszer elméleti hatterének kidolgozasa — a hasznalhatdsagahoz sziikséges feltételek

vizsgéalata.
2. A szamitést végz6 algoritmusok kidolgozésa és megvalositasa.

3. A bioaktiv-konformacio keresd eljaras elvégzése ¢€s a szamitasi eredmények értékelése a

mucin epitop peptidkdnyvtaron.

4. A modszer tesztelése tovabbi példakon.
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7. A 3D QSAR elméleti hattere flexibilis molekulakra

A 3D eljarasok altalaban olyan, konnyen magyardzhatdé modellt adnak, amelyek
segitségével a kotdhely térszerkezetére kovetkeztethetiink. Ugyanakkor a molekulak
egymasra illesztése ilyen modszerekben legtobbszor nagyon nehézkes és gyakran emberi
beavatkozast is igényel. Ha a kozos farmakofort (amely alapjan Osszeforgatnank a
molekuldkat) nem ismerjiik, a modszerek automatizalhatosdga nehezen oldhatd meg37’ 39,73,
Megallapithatjuk tehat, hogy a bioaktiv konformacié (farmakofor) eldzetes ismeretével a
ligand alapti 3D VS és 3D QSAR modszerek hatékonysaga jelentésen novelheto.

Ebben a fejezetetben a ligand molekuldk kisérletileg meghatarozott kotddési aktivitas
értékei és a farmakofor kozotti Osszefiiggést vezetem le. E levezetés azon til, hogy a ligand

molekuldk e két tulajdonsaga kozotti kapcsolatot feltarja, megmutatja a hasznalhatésagahoz

sziikséges feltételeket.

7.1. A ligand konformacios flexibilitasanak hatasa a kotodésre

Tekintsiik egy molekula kotddését egy ismeretlen térszerkezetti kotohellyel rendelkezd
célfehérjéhez. A kotddeési folyamatot felbonthatjuk két részfolyamatra; 1. a bioaktiv
konforméacié (BC) kialakulésa az oldatban, szabad allapotban, 2. ennek a konformacionak a

rigid kotddése az aktiv helyhez (2. abra).

2. d@bra Balrol jobbra haladva: A molekula lehetséges konformacioi szabad allapotban, bioaktiv konformacio
ugyancsak szabad allapotban, és a bioaktiv konformdcio az ismeretlen térszerkezetii kétohelyen. Az abran
feltiintetett molekuldk csak reprezentacios célt szolgalnak.

fgy a kotddéssel jaré teljes szabadentalpia valtozast (4G felirthatjuk két tag
osszegeként’* (22).

A Gbind ~tot = A Gconf + A Gbind (22)
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AGconr a BC oldatbeli kialakulasaval, 4Gy pedig a BC elméleti, rigid kotddésével

jar6 szabadentalpia valtozas. Jeloljik a fehérjéhez kotott molekula (ligand) egyensulyi

--------

crer

vel, a legstabilabb konformer egyensulyi koncentracigjat pedig [lo]-lal. Fontos
megjegyeznem, hogy a levezetésben a fiziko-kémiai aktivitdsokat koncentracioértekekkel

kozelitettem. Ekkor:

[lbound] = [10 ]e _ﬁ(AGCOHf +AG bind) (23)

(1] =[1,Je " (ACeonr) (24)

ahol S hoémérsékletfiiggé allando (statistical beta).

[lbound ]
M — o MCbina — Lo (25)
[lgc] Psc

A (23)-as és (24)-es egyenlet szerint a kotddott és a szabad allapota bioaktiv
konformer hanyadosat a (25)-0s egyenlet szerint irhatjuk fel. A hanyadost a ligand teljes

crer

crer

_Mael , Joe

Psc 1 "

(26)

tot traj

Tegyiik fel, hogy tudunk végezni egy olyan szamitdsi eljarast, amely a molekula
oldatbeli konformdacios eloszladsat képes leirni. Ebbdl az eloszlasbol egyenletesen
mintavételeziink ny,; darab konformaciot, ekkor fgc a bioaktiv konformécié gyakorisaga.
Definidljuk magat a bioaktiv konformacidt, egy elére meghatarozott konformacios térben egy
véges, konformdacios térfogatként (Vzc). Ekkor ebbe a térfogatba a konformacidok pontosan
Jfoc/nw,; hanyada esik. A tovabbiakban az ebbe a térfogatba esd relativ konformacios
stiriségértéket ppc-vel jelolom.

Vizsgaljuk meg egy bizonyos célfehérjéhez kotéddé molekuldk halmazat. Ha ezek a

molekuldk a kotddésért feleldés konformaciot szabad allapotukban is felveszik, akkor a (27)-es

kifejezés igaz a halmaz barmely i és j molekulajara.

[lbound (l)]

ltot (Z) - IOBC (l) e_ﬁ(AGhind(j)_AGhind(i))
[lbound (J)] pBC (])
Lot ()

(27)
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A (27)-es egyenletben a bal oldalon a mérhetd kotddési aktivitas értékekbdl képzett
hanyados taldlhatd. Azt, hogy a kiillonboz6 standard kisérleti modszerek altal szolgaltatott
eredményekbdl hogyan kaphatjuk meg ezt a relativ koncentraciot 7.2-es fejezetben fejtem ki.

A dolgozat témaja, a kotodési aktivitds fiiggése a konformacios flexibilitastol,
megkivanja, hogy a vizsgalt molekulatar bizonyos feltételeknek megfeleljen, e feltételeket a

7.3-as fejezetben targyalom.

7.2. Relativ koncentracio meghatarozasa kisérleti modszerekkel

7.2.1. Telitési kotodési vizsgalat

A telitési kotodési vizsgalat esetén telitési gorbét (3. abra) vesznek fel ugy, hogy a
célfehérjéhez fokozatosan adagoljak a jelolt kotéddé molekulat (ligand) és a kotddéssel
aranyos jelet mérnek””. Ekkor a (28) egyenletnek megfeleld reakcio jatszodik le. A telitési

gorbe egyenlete (29), ahol B,,,=[R]+[LR] a kotdhelyek maximalis koncentracioja.

-
|

0.9
0.8
0.7
506
895 [L]=Kd
14
= 04 -
0.3
0.2
0.1
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
[L]
3. abra Telitési gorbe.
[L][R]
L+tR=IR K, =—— 28
= [LR] (28)
LR L
[LR]  [L] (29)
B [L]+K,

Telitési kotodési vizsgalat esetén a két standard végeredménybdl (B, Ky) a keresett
koncentracidhdnyados megkaphatdo (30). A (30) egyenlethez felhasznaltam az [L]=[L]
kozelitést €s a relativ koncentraciot az [L]=K,; pontban szamoltam ki. Ekkor ugyanis az

[R]=Bmax/2=[LR].

28



[lbound] — [LR] — [L][R] Bmax

1 L, K,L] 2K, (30)

tot

7.2.2. Dozis-hatas gorbe felvételén alapuldo modszerek

Az agonista, antagonista, illetve az inhibitor kotodési erdsségét leggyakrabban az ECs
ICso vagy a K; értékek valamelyikével jellemzik, igy célszerli a keresett relativ koncentracid
értekét ezen, standard modon nyerhetd mért adatokbol levezetni. A mérést dozis-hatas gorbék
(4. abra) felvételével végzik. A gorbe altalanos egyenlete (31) négy paramétertdl fiigg, az
alapvonalként adott minimdlis (min), és maximalis (max) valasztol, a géorbe meredekségétol

(m) és az 50% hatashoz tartozé koncentracidértéktol.

100 -
90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 4
30
20 ~
10 S
0 \ \ \

1 10 100 1000 10000

7]

Hatas %

4. dabra Sematikus dozis-hatds gorbe. Inhibicio vagy antagonista esetén a gorbe az abrdzolt tiikérképe is lehet.
Mivel altalaban széles koncentraciotartomanyban veszik fel az adatokat, a vizszintes tengelyen logaritmikus
skalat hasznalnak.

(max - min)

[ oD
[L]

Ha egy ligand kotddését vizsgaljuk, az 50% hatashoz tartozé koncentracié az ECsy. Ha

valasz = min+

a ,,hatds” komplex folyamatok Osszessége, akkor az ECsy nem direkt mértéke a molekula
kotodési erdsségének, mint példaul a K. Jelen koriilmények kozott ezért ki kell kotniink,
hogy a ,,hatds” kozvetleniil a kotddott ligand molekuldk szamatol fiigg.

Az ICs és K; meghatarozasakor az in vitro tesztekben két kompetitiv reakcio jatszodik
le, (32) és (33), ahol a ,,  ” szimbolizalja a molekula radioaktiv, vagy egyéb médon torténd

jelolését.
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[L][R]

L+R=LR K, = TR (32)
— _[{][R]
HR=IR K, = R (33)

Konstans bemérési ligand (L) koncentracidé és valtozd inhibitor (/) koncentracid
mellett rogzitik a dozis-hatds gorbét, azaz [[] fiiggvényében [L*R]-el aranyos jelet vesznek
fel. Az ICsy az az inhibitor koncentracid, amely a jelen 1évé ligand kotodését a felére
csokkenti.

Az el6z6 fejezetben a keresett relativ koncentraciot a ligand egyensulyi

crer

crer

. L'l [I
B = [RI+ (LRI (1R = (1 Ly (34)
d i
[lbouﬂd] - [IR] - ICSO[R] - Bmax - Bmax - Bmax
ltot 10 ICsoKi (1 + M)Ki + ICso 2]Cso 2(1 + ]?))Ki (35)
d d

A (35)-0s egyenletben, a masodik, 1épésben a [[]~], kozelitést alkalmaztam, ahol /, a
teljes bemérési inhibitor koncentracid. Ugyanitt az 50% hatdshoz rendelt 1y=ICsg
koncentracidértéket hasznaltam. A harmadik 1épésben behelyettesitettem a Cheng-Prusoff’®

egyenletet (36).

IC,, = Ki(l +5§—]J (36)

d
A 7.2-es fejezetben alkalmazott kozelitések ([L]~[Lg] és [L]=[Lg]) végeredményre
gyakorolt hatasat a B. Filiggelék tartalmazza.

7.3. A molekulatar specialis tulajdonsagai

Ahhoz, hogy a (27)-es egyenletben molekulak kotddési aktivitasa csak a konformacios
flexibilitasuktol fliggjon olyan molekulatarra van sziikségiink, ahol a (37)-es kifejezés teljesiil.

E kritériumot és kdvetkezményeit vizsgalom meg részletesebben e fejezetben.

4 Gbind (i ) =4 Gbind (] ) (3 7)
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Egy altalanos molekulatar egy tagjanak, a célfehérjéhez vald kotddésével jard

szabadentalpia véltozasa felirhato™>"77;

AG ~E

bind-tot

+ AElig + AErec - AEsolv,lig - TASbind (3 8)

lig-rec

ahol Ejig.rec @ ligand-receptor kolcsonhatds energia hozzajarulasa, AEj, a ligand, ill.
AEr. a receptor energidjanak valtozasa a kotddés sordn. A AE i tag a ligandot koriilvevd
oldészer molekulak kotddeés soran bekovetkezd eltavolitasaval jard energiavaltozas. ASping
pedig a ligand kotodéskor bekovetkezd entrdpia valtozas, amelyet tovabb bonthatunk (39),
ahol AS; a ligand kotodésével jard rotacids, ASyans @ transzlacids és ASconr @ konformacios
entropiavaltozas. A (38)-as egyenletbe a (39)-et behelyettesitve, és szétbontva (22) szerint a
(40) és (41) egyenleteket kapjuk. Célunk tehat egy olyan molekulakonyvtar 6sszeallitasa, ahol
a (41)-es kifejezés (40)-hez képest konstansnak tekinthetd.

ASbind = ASrot + AStrams + ASconf (39)
ACiconf = AF"lig - TASconf (40)
A(}bind = E]ig—rec + AErec - AEsolv,lig - T(Asrot + AStrans) (41)

Tegyiik f6l, hogy egy tar minden molekuldja ugyanazon a szubstruktiuran keresztiil,
ugyanolyan modon kotddik a célfehérje ugyanahhoz a kotéhelyéhez. Ezt a kozos
szubstruktarat PCORE-nak neveztem el az angol pharmacophore’ és core szavak
Osszevonasaval. A PCORE-t tehat a kiilonb6z6 molekuldk azon atomjai alkotjak, amelyek a
kotédés szempontjabol ekvivalensek, €s részt vesznek a fehérje — kismolekula kdlcsonhatas
kialakitdsaban. Azaz a PCORE atomjait farmakofor pontoknak tekintjiik, magat a PCORE-t
pedig olyan, adott geometridval rendelkezd farmakofor n-letnek, amely az 0&sszes
molekulaban megtaldlhato. A PCORE bioaktiv konformécioja a definiciobdl addéddan a
farmakofor. A molekuldk azon szerkezeti elemeit, amelyek nem tartoznak a PCORE-hoz off-
PCORE-nak neveztem el.

Tisztan a flexibilitds vizsgalatdhoz olyan specidlis molekulakdnyvtarra van sziikség,
ahol a PCORE elegendden sok szabadon forgathatd kotéssel (rotatable bond) rendelkezik,
tovabba az off-PCORE csak kozvetve vesz részt a kotddésben, azaltal, hogy a PCORE
konforméacids eloszlasat befolydsolja. Sziikséges tovabba, hogy minden molekula esetén
ugyanaz a jOl meghatdrozott PCORE ugyanolyan bioaktiv konformécidja alakitsa ki a
kotédést, ilyenkor a kotédési mod varhatéan ugyanaz lesz’®. Ebbél kovetkezik, hogy a Elig-rec

kolesonhatasi energia minden molekula esetében jo kozelitéssel ugyanannak az értéknek
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tekinthetd. A kotdhely energidjanak megvaltozasa, és a deszolvatacios hatas is allandonak
vehetd ugyan ezen ok miatt. A roticids és a transzlacids entrdpiavaltozast is konstansnak
tekinthetjiik”’. Ekkor a konformaciés flexibilitast jellemz6 tag (27) véltozasdhoz képest a (41)
egyenletben szerepl6 kifejezés is reményeink szerint allandonak tekinthetd.

A PCORE - off-PCORE koncepcid jol rimel arra az esetre, amikor az enzimek
szubsztratja vagy a receptorok ligandja peptid vagy fehérje (pl. angiotenzinogén, angiotenzin,
fibrinogén mint a fibrin prekurzora, a HIV protedz fehérje és egyéb HIV fehérjék prekurzorai,
serpinek, enkefalinok, neurokininek, szomatosztatin, Vitronectin...)3. A jelatviteli folyamatok
esetén torténd fehérje-fehérje kolcsonhatdsokkal ellentétben a peptid ligandok kotddését
leggyakrabban csak néhdny aminosav hatarozza meg, maradék polipeptid vagy fehérje
glicin, aszpartat) motivum, amely kiilonboz6 integrinekkel kiilonb6zd konformacidban hat

kolcson.

7.4. A konformacios flexibilitas — hatas osszefiiggés

A relativ koncentracio a standard in vitro médszerek eredményeibdl tehat szamithato,
¢s minden esetben particionalhatd egy olyan tagra, amely egy molekulakonyvtarra torténd
mérés esetén allandonak vehetd (kp), és egy molekulaspecifikus tagra (2. tablazat). A
molekulaspecifikus tagot (b) tovabbiakban kotddési aktivitasnak fogom nevezni. A kotédési
aktivitas értékét definicioszeriien zérusnak tekintem inaktiv molekuldk esetén.

A szakirodalomban a QSAR-nak megfeleld egyenltetet altaldban a molekuldk
kisérletileg meghatarozott In(1/K;) (vagy In(1/ICsp)) értékei és a kiilonféle szamolt
deszkriptorok kozott allitjak fel. Ezzel az egyenlettel analdg Osszefliggést vezethetiink le a

(25)-6s egyenlet ¢és a 2. tablazatban foglaltak segitségével (42).

In(b) =In(p,(m)) - BAG, ., (m) ~In(k, ) (42)

Az egyenlet bal oldalan a tdr m molekulajara vonatkozo, kotddési szabadentalipidval

cyey

az oldatban pgc(m), ennek a konformacidonak a rigid uton torténd kotddési folyamatahoz
rendelhetd szabadentalpia valtozas AGp,q«(m). Az egyenlet jobb oldalat probaljak kiilonféle
deszkriptorokkal (2D, 2.5D, 3D) azonositani, majd Un. ,,puha” modellépitd (soft modelling)

eljarasokkal az Osszefiiggést felallitani. A ,,puha” modellépitd eljarasokra az a jellemzd, hogy
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céljuk a fliggd és a fliggetlen valtozok kozotti kapcsolat felépitése, még akkor is, ha e

kapcsolat mogott nincs valos természettudomanyos magyarazat.

Kotodési aktivias Konstans tag
(b) (kv)
L e B
K, 2
1 % B max
EC 2
[lbound] — 1 % B
ltot T * S
1G5, 2
1 BmaxL
K 21+ 2%
K, ( X )

d

2. tablazat: A relativ koncentracio szamitdsa kiilonbozo standard modszerek eredményébol.

A kiilonosen flexibilis molekuldk kezelésére mas utat valasztottam, a (42)-es
Osszefliggésben a 4Gy, tagot a tar egyes molekuldira kozel allandonak tekintettem, ekkor a
molekula kotddési aktivitdsa egyenesen aranyos a opc(m) értekével (43), ahol a az egyenes

meredeksége.

Pyc(m) =a*b(m) (43)

Tehat az egyes molekulak kotddési aktivitds erdssége egyenesen aranyos a bioaktiv
konformacié oldészerben, fehérje jelenléte nélkiil szimulalt konformacios siirliségével. Igy a
fenti kikotések mellett a bioaktiv konformécié oldatbeli megvalosuldsa és a kotddési aktivitas
kozott egy zérus y tengelymetszetll, pozitiv meredekségli linearis osszefiiggés all fenn (43).

Ha az egyes molekuldk konformacids eloszlasit meghatarozzuk, a bioaktiv
konformacionak megfeleld konformacios térfogat jellemzdje lesz tehat, hogy az ebbe a
térfogatba esd, a kotédé molekuldkhoz rendelt konformacios-stirliség értékek egyenesen
aranyosak a megfeleld mért /Cs) vagy K; értékek reciprokaval.

A dolgozatban a kiilonféle algoritmusok bioaktiv konformacid jelolteket
eredményeznek, azaz az Osszes megtalalhato, megfeleld6 konformacios térfogatot (V)
felsoroljak. E térfogatokhoz tartozd relativ stirliséget oy-nek jelolom. A jeloltek koziil a
bioaktiv konformacionak megfeleldt mindig a megfeleld0 molekulatar tulajdonsagait

mérlegelve valasztottam ki.
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8. Szamitasi eljarasok

Doktori munkam soran olyan szadmitési eljarast terveztem ¢€s valdsitottam meg, amely
egy molekulatar esetén eldallitja az egyes molekuldk szamitott konformacios eloszlasat és
megkeresi azokat a konformacids térfogatokat, amelyek a (43)-as Osszefiiggés alapjan kotddo
konformaciokat tartalmazhatnak.

Az eljaras®™™ két fiiggetlen, a konformaciés sokasag modellezését, és a bioaktiv-
konformacid keresését végzd modulbol all. Az algoritmusok megvaldsitasakor szempont volt

az automatizalhatosag. A modszer blokkvazlatat a 5. dbra személteti.

kon:‘r(;rr)r%técié ﬁ E E
]

[TTIMNLTTT

Kiindulasi I
konformerel

bioaktiv

konformacid
“oniermacio

[ ] jeléltek
d. — g.
bioaktiv
konforméacié

5. abra A konformacios eloszlas feltérképezését végzo modul miitkodésének blokkvazlata egy adott molekula
eseten (a-d). a. kiindulasi konformercsalad generalas. b. MD szimuldcio inditasa a kiinduldsi konformerekbdl. c.
trajektoridak, d. osszefiizétt trajektoria. Bioaktiv konformaciokereso modul blokkvazlata (e-g). e. a vizsgalando
molekulak ésszefiizott trajektoridi. f. Bioaktiv konformacio jeloltek feltéerképezése. g. klaszterezés, manualis
sziires.

crer

altalunk kifejlesztett konformacids analizis — kiindulasi konformer keresd eljarast (5. abra,
a.). Az igy kapott konformerek molekuladinamikai (MD) szimulacidk (5. abra, c.) kiindulasi
szerkezeteként szolgaltak. A kiinduldsi konformerektdl elvartuk, hogy megfeléen alacsony

energidjuk legyen, ugyanakkor az egymashoz viszonyitott minimalis konformacids
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tavolsaguk egy kiiszobérték felett maradjon. A konformerek keresésekor a szamitési sebesség
novelése céljabol nem alkalmaztunk olddszermodellt.

A kiinduladsi konformerekbdl inditott MD szimulacidk hivatottak bejarni az egyes
ligand molekuldk szabad allapotban (amikor nincs a célfehérje a rendszerben) felvett
konformdacios terét. A szimulacidos hdmérséklet minden példa esetén 300 K volt. Az
oldoszerhatést ilyenkor igyekeztiink a lehetd legpontosabban, explicit (viz) molekuldkkal
figyelembe venni. Tobb MD szimulacié futtatisa egy molekulara egyfajta parhuzamos
,mérésnek” foghat6 fel (5. abra, b., c.). Egy molekula kiindulési konformereibdl inditott
trajektoriakat a szimulacié végén Osszefiiztem (5. abra, d.).

A bioaktiv konformacidkeresd eljaras az egyes molekuldk 6sszeflizott trajektoridiban
keresi meg azt a térfogatot, amelyhez rendelt konformdcios siirtiség értékek a molekuldk mért
kotédési aktivitdsaval aranyosak. Két algoritmust is kidolgoztam a feladat megoldasara (8.4.1,
8.4.2). Mindkét algoritmus tobb ilyen térfogatot eredményezhet, amelyeket a hozzajuk
rendelheté konformacidk alapjan klaszterezek. Eddig a pontig az eljards automatizalt /
automatizalhat6 1épéseket tartalmaz. Amennyiben az eredmény tobb klaszter, a talalt
klaszterek kozil a felhasznal6 vélasztja ki a kotédé konformécionak megtelelot.

Az algoritmusok bemutatdsa elétt, a modszerekhez sziikséges bizonyos kiindulasi

paraméterek értékének meghatarozasat a 8.1-es és a 8.2-es fejezetben ismertetem.

8.1. A konformacios tavolsag definicioi

Két konformacio kozti eltérést - a konformacios tavolsagot - d-vel, azt a tavolsag
kiiszobértéket, amely folott a két konformacidt mar kiilonbozdnek tekintem 7val jelolom a
esetben ugy kezdddik, hogy meghatarozzuk az ekvivalens atomok matrixat (n x 2), majd az
alabbi fejezetekben leirt szamitds eredményeként megkapjuk a két konformacid eltérését

jellemzd valos szémot.

8.1.1. Osszeforgatas utan, atomi poziciok alapjan szamitott tavolsag

Egyes molekuldk kozotti térbeli eltérést leggyakrabban Osszeforgatas utan allapitjak
meg. Az Osszeforgataskor leggyakrabban a kvaternionokon®™ és matrix diagonalizaldson

87, 88

alapulo, nagyon gyors eljarast alkalmazzdk. Az Osszeforgatds soran a két struktira

ekvivalens atomjai tavolsaganak négyzetdsszegét minimalizaljuk. A két szerkezet tavolsagat
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ebbdl a minimalizalt tavolsagnégyzetekbdl képzett, atlagos eltérés-négyzetdsszegek gyoke
(root mean square deviation, a tovabbiakban rmsd) adja.

A kiilonféle algoritmusokban hasznalt tavolsag-kiiszobértékek bedllitdsa a dokkolasi
eljarasok esetén altalanosan elfogadott 2 A érték alapjan tortént . A (43)-as Osszefiiggés a
bioaktiv konformaciénak megfeleld konformacios térfogat nagysagat nem szabja meg, ezért
azt gy definidltam, hogy barmelyik két, ebbe a térfogatba es6 konformacio tavolsaga legyen

nagyobb, mint 2 A.

8.1.2. A peptidgerinc @ és Y torzioszogei alapjan szamitott tavolsag

A dolgozatban leirt modszereket peptideken fejlesztettiik ki, ezért kézenfekvonek tiint
e molekuldk konformécios terét a peptidgerinc ¢@és ¢ torzidszogeivel definidlni. Két
konformacid tavolsagat ekkor a torzoszogekbdl allo vektor rmsd értéke adja. Meg kell
jegyezni azonban, hogy a torzioszogek altal definidlt tér nem lineéris (pl. -178° és +178°

kiilonbsége 4° és nem 356°), ezért az rmsd fiiggvényt modositani kellett (44).

(44)

A (44)-es kifejezésben a t;; és tp; az elsd ill. a masodik konformacidt leiro i-dik

torzidszog, A operator pedig a (45)-ben pszeudokdddal leirt miiveletet végzi.

A(r) A

Ciklus amig ( r > 180 ) {
r=r-360

}

Ciklus amig ( r < =180 ) { (45)
r=r+360

}

A(r)=r

}

Ezen szamitdsi mod egyik vitathatatlan eldnye a gyorsasag. Egy konformaciot kevés
valoés szammal (gerinc torzidszogekkel) lehet jellemezni, igy altaldban minden szdmitast
megeldzott a Descartes trajektoria fajlbol egy, méretében annal sokkal kisebb, ,,gerinc torzid”
trajektoria f4jl elkészitése. Sok esetben ez a trajektéria mar teljes egészében befért a
memoriaba, nem kellett konformerenként felolvasni a merevlemezrdl, igy nagy

sebességnovekedést lehetett elérni.

" Dokkolés folyaman egy feltételezett ligandot probalnak beilleszteni az ismert 3D (réntgen) szerkezettel
rendelkezd fehérje kotdhelyére. A szamitaskor kapott, és a rendelkezésre all6 komplexet a fehérje alapjan
osszeforgatjak. Ha a beillesztett ligand és a kisérletileg meghatarozott ligand rmsd értéke 2 A-nél jobban eltér, a
beilleszett ligandot elvetik®.
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8.1.3. A torzioalapu és koordinata-alapu konformacios tavolsagmértékek

osszehasonlitasa

A torzidalapu és koordinata-alapu konformacios tavolsagmértékek Osszehasonlitasat
két molekulatar petidjein (9.2. és a 9.3. fejezet) végeztem el. Csak a gerincatomokat
hasznaltam fel a koordinata-alapi konformécios tavolsag kiszdmitasakor. Az elsd
Osszehasonlitas a 14 peptid szobahdmérsékleten felvett, explicit olddszeres kozegben végzett
matrixat a kozos FRHDSGY aminosavak gerinc atomjai alkottak. A 14 trajektoriabol,
amelyek egyiittes hossza tobb mint 0,5 ps volt, véletlenszerlien 10 konformaciét valasztottam
ki. Az egyes kivélasztott konformacidk ¢€s a trajektéria Osszes konformacidi kozott
kiszdmitottam mind a két tavolsagértéket, és ezeket egymas fiiggvényében abrazoltam (6.
abra a.). Hasonl6 vizsgalatot végeztem a masik, bioaktiv-konformaci6 keresésnek alavetett,
nyolc mucin epitdp pentapeptidet tartalmazoé molekulatdron. A pentapeptidek kozés TQTXT
motivumot tartalmaztak. Az Gsszehasonlitds ebben az esetben is a 300 K-en felvett, explicit
oldoszeres kozegben végzett MD szimuldcidk (egyiittes hosszuk 1,9 us) eredmény-
trajektoriain tortént (6. abra b.). A két molekulasorozatra a jelen fejezetben az ,,FRHDSGY

tar” és a ,,TQTXT tar” kifejezést fogom hasznalni.

6. dabra A torzioszégeken alapulo konformdcios tavolsagértékek az dsszeforatason alapulo tavolsageértékek
fliggvényében. a. FRGDSGY peptidtaron, b. TOQTXT peptidtaron.

Erdekes megfigyelni, hogy az FRHDSGY tar esetén a tetszOlegesen kivalasztott
konformécioktél mindkét szamitasi mod szerint vett konformacids tavolsagok egyetlen
maximumot eredményeztek (7. abra a.) (a tavolsagok atlaga 2,82 nm-nek 0,74 nm szorassal
és 96°-nak 15° szdrassal adodott) viszont a TQTXT tar esetén nem volt ilyen Kkitiintettett

maximum (7. abra b.).
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7. abra A konformacios tavolsagok eloszldsa. a. FRGDSGY peptidtaron, b. TOTXT peptidtdron

Azért, hogy megéllapitsam, mekkora torzidszdg kiiszobértéket érdemes alkamazni

késObb a modszerekben, metszeteket készitettem a fenti tavolsageloszlasbol és kigyljtottem a

d<30°, d<45°, d<60°, és d<90° torzidszog rmsd értékekhez tartozd Descartes-rmsd

tavolsagértékek eloszlasait (8. abra). Az egyes goOrbe alatti teriileteket normaltam, igy

kozvetleniil Gsszehasonlithato, hogy a valasztott torzid alapu tavolsaglimitek mellett az

Osszeforgatason alapul6, Descartes térben vett konformdacios tavolsag eloszlasa miként alakul.

0.20
0181 — 7,=30°
0.16 1 || —T7y=45°
014 || 74=60°
012 | | 74=90°
0104 |
0.08 | |
0.06 -
0.04 -
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8. abra Metszetek a konformacios tavolsag eloszlasokbol. a. FRGDSGY peptidtaron, b. TOQTXT peptidtaron

Az FRHDSGY tar esetén, egy tetszéleges konformacionak 30°-os tavolsagkiiszobon

beliil tehat a legvaldsziniibb dsszeforgatas utan kapott rmsd értéke 0,3 A koriilinek, 45° és 60°

esetén 1 A koriilinek adédott. A TQTXT tar esetén a torzidszog limitek novelésével a

Descartes-rmsd értékek nem valtoznak ilyen ardnyban. E jelenségre magyarazatot adhat a két

tar molekuldinak eltérd mérete, illetve, hogy az FRHDSGY szekvencia N- és a C-
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»terminalisanak™ konformacids mozgékonysagat tovabbi, hozzakapcsolt mas aminosavak

csokkentik, mig a TQTXT tar esetén a N- és C-terminalisok szabadon mozoghatnak.

8.2. Azr ésa q’ osszehasonlitisa

Doktori munkdm soran olyan algoritmusokat készitettem, amelyek megfelelé modellt
készitenek a lokalis konformécios stirtiség és a kotddési aktivitas értékei kdzott.

Az eljarasok soran a felhaszndhato, korrelaciot jellemzd fliggvények kivélasztasa
céljabol elvégeztem azok Osszehasonlitasat altalanos esetben. Ekkor eldallitottam 1000000
darab x és y vektor part, mindkét vektor n méretii, az egyes elemek 0 és 100 kozotti valos,
véletlen szamok. Minden parra kiszamitottattam az r, az LOO ¢ és az L50%0 ¢° értékeket. A
g’ szamitasakor linearis regressziot és zérus y tengelymetszetli egyenesillesztést hasznaltam a
modellbdl kivett értékek becslésére. A TQTXT tar nyolc, az FRHDSGY tar 14 molekulat
tartalmaz, ezért az r - q2 Osszefliggést n=8, 14, 20, 30, 60 értékek mellett vizsgaltam (9.
abra).

A LOO ¢’ definiciojabol adodoan r’>¢°, emellett kis elemszam esetén (n=3)
talalhatunk olyan x, y parokat, amelyek elég magas || érték (pl 0.8) mellett sem
eredményeznek megfelelé ¢° értéket. Ekkor egy-egy kiugré (outlier) pont javitja fol az r
értékét, de a ¢° értéke természetesen ettél még nem lesz magasabb. Az elemszam (1) novelése
soran két hatas befolydsolja a grafikon alakjat. Az x és y random értékekbdl all, ezért egyre
kisebb a valosziniisége a magas |r| -ii paroknak. A kiugro értékek ¢’-re gyakorolt hatésat a
névekvd elemszam egyre tompitja, igy az (-¢°) érték csokken, és a max(q’(r=0)) is
névekszik, vagyis, ha az x és y véletlen szamokbol 4ll, akkor r(n=c0)=0 és ¢’(n=00)=0.5.

A fentiekhez hasonléan megvizsgaltam az L50%0 ¢° fiiggését az r-t6l és az LOO ¢’-
t81. Az L50%0 ¢° szamitasakor a dolgozatban minden esetben figyelembe vettem az Ssszes
kombindciot a sorozat felének kihagyasakor. Ez a megkozelités jelentdsen ndvelte a
szamitasigényt, ezért az Osszefliggést csak az n=8 és n=14 mellett vizsgaltam. A modellt

ebben az esetben csak a zérus y tengelymetszetli egyenes képezte.
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9. abra A LOO ¢ r fiiggvényében. Bal oszlopban egyszerii linedris regressziot, a jobb oszlopban zérus y
tengelymetszetii egyenest alkalmazva modellként. A sorokban rendre n—8, 14, 20, 30, 60
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10. dbra A L50%0 ¢’ r és LOO ¢ fiiggvényében, zérus y tengelymetszetii egyenest alkalmazva modellként. A
sorokban rendre n=8, 14.

Az r —L50%0 ¢° és az r — LOO ¢° dsszefiiggés hasonlo lefutasa (10. abra). Az LOO
g’ és a L50%0 ¢° kozott heteroszkedasztikus, nullan atmend egy meredekségii linearis
Osszefliggeés all fenn, a jelen példdban alkamazott random adatok esetén. Meg kell jegyezni
azonban, hogy talalhatoak olyan pontok ahol a megfelelden nagy LOO ¢°-hez meglepSen
alacsony L50%0 ¢’ tartozik (10. abra pirossal jelslve) példaul LOO ¢’~0.6 és L50%O
¢°~0.1, emellett talalhato olyan x,y par amire LOO ¢°<L50%0 ¢°.

A ¢’ figgvény elvileg nem korlatos alulrdl, a jobb szemléltethetdség kedvéért értékeit
mégis -1 és +1 kozott abrazoltam.

Az eljarasok soran a modell felallitasa Pearson-féle korrelacids egylitthatd () és a
keresztellenérzés soran elkészitett ° (g°) értékekek alapjan torténik. Ennek okai a
kovetkezdképpen foglalhatok ossze. Egyrészrdl kivanatos lett volna az aktivitas-konformacios
stirliség kozti Osszefliggés modellezésére a determindcios egyiitthatd (11)-ben definialt
képletét hasznalni, mert ekkor zérus y tengelymetszetli modellt lehetne alkalmazni (43).
kapcsolatot fogadhatunk el. Ugyanakkor, ha csak a determinacids koefficienst (+*-et)

tekintenénk, nem tudndnk megadni az egyenes meredekseégét. A korrelacids térfogat keresése
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soran a modszerekben az r mellett az 7”-hez hasonléan viselkedé LOO ¢’-et és L50%0 g¢°-et
hasznéltam, mert e fliggvények segitségével mind az egyenes pozitiv meredeksége, mind a

tengelymetszete figyelembe vehetd, emellett a modell robosztussagat is képes megbecsiilni.

8.3. A konformerkereso algoritmus bemutatasa

Ebben a fejezetben az altalunk kifejlesztett konformerkeresd eljaras algoritmusat
mutatom be. Ez a mddszer a konformacios teret olyan MD szimulaciokkal jarja be, ahol a
molekula kinetikus energidjat végig magas értéken tartjuk, és olddszerhatdst nem vesziink
figyelembe. Ekkor elvarhatd, hogy a molekula konformacidja gyorsan valtozik, és a magas
energidju konformacids gatakon is at tud jutni. Az algoritmus miikodése az alabbi pontokba
szedve Osszegezhetd:

1. A molekula bevitele egy tetszéleges konformécidoban

2. Létrehozunk két, kezdetben iires listat (,,A” és ,,B”) amelybe a futas soran konformereket
gytjtiink. Az ,,A” lista elemei azok a konformerek, amelyek egymastol vett mininmalis
tavolsaga 7 A ,,B” lista minden egyes eleme egyértelmiien hozzarendelhetd az ,,A” egy
eleméhez (Aj), és az A; T sugard korében talalt legalacsonyabb energidju konformert

tartalmazza.

3. Geometria-optimalast végziink a kiindul6 (input) konformécidra, majd futtatunk egy
kezdeti molekuladinamikat, ty; szimuldcios idovel. E 1épés a kezdeti konformacid

egyensulyba hozasara szolgal.
4. Ujabb MD futtatasa t szimulacios idével.

5. E pont aldbbi miikodését szemléltetem folyamatabran is (11. abra ). A 4-es pontban nyert
lista minden elemétdl legalabb 7tavolsagra van, végezziink rajta geometria-optimalast (g,
geometria-optimalt konformer). Ha g az ,,A” lista minden elemétdl tovabbra is legalabb T
tavolsagra van, hozzdadjuk A-hoz. Ha legalabb egy elemhez (A;) kozelebb van, mint 7, de
a potencialis energidja kisebb, mint az A; konformer¢, és a ,,B” lista még nem tartalmaz
olyan elemet, amelyet ehhez az Aj-hez rendeltiink, a g-t adjuk hozza a ,,B” listahoz. Ha
tartalmaz ilyen elemet (B;), és g energidja alacsonyabb, mint B; energidja, akkor cseréljiik
le Bj-t g re. Az 11. abra 1. elagazas azért sziikséges, hogy csak egymastol a legalabb

megkivant Tmértékben eltéré konformaciokra végezziink geometria-optimalast, élve azzal

ey
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szerkezetek geometria-optimaldsa ugyanahhoz a konformerhez vezet. A masodik
elagazasban azért kell tovabb vizsgalni az ,,igen” 4gat, hogy az A; Tsugari kornyezetében

megtalaljuk a lehetd legalacsonyabb energidju konformert.

11. dabra ,,A” és a ,,B” lista konformereinek gyiijtése egy trajektoriabol.

6. Haaz,A” lista elemszama nétt a teljes trajektoria feldolgozéasa soran, ugorjunk vissza a 4-

es ponthoz. Ha nem, kétszerezziikk meg a t szimulacids iddt, €s ugy térjiink vissza a 4-es
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ponthoz. Ha egymast kovetd N darab trajektoridban nem taldltunk elraktarozhatd g

konformert, vagy a dinamika 1épésszdma elérte az eldre beallitott limitet 1épjiink tovabb.

7. ,,A” és ,B” lista konformereit egy atmeneti kozos listaba (L) masoljuk, és e lista elemeit

rendezziik potencialis energia szerint ndvekvd sorrendbe.

8. A kiindulasi konformerek listajat (S), ugy hozzuk Iétre, hogy a L lista elsé elemét S-be
masoljuk. Majd L-elemein sorrendben végigmenve, az aktudlis L;-t akkor adjuk az S-hez,

ha az S minden elemétdl Tlegalabb tavolsagra van.

A fenti eljaras olyan S listat eredményez, ahol a lista elemei energia szerint novekvo
sorrendbe rendezett, lehetd legalacsonyabb energidju konfomerek, amelyekkel a bejart

konforméciods tér ugy lefedhetd, hogy barmely két konformer minimalis tdvolsaga 7(pl. 13.

‘ [ ]
>

12. abra A kiindulasi konformereket keresd algoritmus mitkodésének vazlatos bemutatasa 2 dimenzioban: A
fekete pontozott vonal a molekuladinamikai szimulacio lefutdsat mutatja. Feketével a trajektoria konformacioit,

pirossal az A-, zélddel a B lista konformereit jeloltem. A geometria-optimdlas sordan bekovetkezo

konformaciovaltozast piros nyilak, az A lista aktuadlis eleméhez rendelt referenciasugarat (7 piros kor
szimbolizdlja. Ezen a sugaron beliil maximum egy B lista elem megengedett, amely az aktudlis kérnyezetben
talalt legalacsonyabb energidju konformer (kézépsé abra). Az A és B listabol, konformereinek energia szerinti

névekvé sorbarendezése utan a legalacsonyabbtol kezdve a kiinduldsi konformereket uigy valasztom ki, hogy
egymastol legalabb Ttavolsagra legyenek (jobb oldal).

abra).

Az algoritmus szemléltetd leirdsat a 12. dbra mutatja. A trajektoria elsé konformerén
geometria-optimalas  torténik, majd végighaladva a trajektéridn csak azokon a
konformacidokon végziink optimalast, amelyek a referenciasugaron kiviil esnek (bal oldal).
Ekkor gyljtjiikk 6ssze az ,,A” és a ,,B” lista konformereit. A két listdra a robosztussag miatt
van sziikség. Ha a konformacids teret, amelyben a keresés torténik, nem a molekula 6sszes
atomja segitségével definidlom, a ,maradék” atomok mozgéasaval -eldallhat olyan
konformacid, amely az elézdleg talalttol a definialt térben csak kismértékben kiillonboznek, az

energidja mégis alacsonyabb. Pé¢ldaul peptidek esetén, ha a teret a gerinc atomok alapjan
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13. abra Egy valos molekula két tetszdlegesen kivalasztott belso koordinataja (@4, O tortzioszég) altal leirt 2D
térben (fekete pontok) szemléltetési céllal végzett kiinduldasikonformer (piros) keresés.

Az algoritmus eldnye, hogy linedris és (makro) ciklusos molekuldk esetén is
hasznalhato, és alkalmas globalis energiaminimum keresésre is. A molekuldk konformdcios
flexibilitdsara (a bejarhatd konformdcids tér nagysagara) jo becslést adhat az S lista
konformereinek szama. A modszer az ,,A” €s a ,,B” lista alkalmazéasa miatt kevéssé érzékeny
konformacids kereséssel Osszehasonitva elmondhatjuk, hogy ebben az esetben a hosszabb
lehtitési szakaszokat a gyorsabb energiaminimalizalassal helyettesitettiik, amely a

térszerkezeti valtozastol fliggden és nem bizonyos ido6 elteltével torténik.

8.4. Bioaktiv-konformacio keresé algorimus

Amennyiben a 7.3-as fejezetben megfogalmazott allitasok igazak a vizsgalt
molekulatarra, a (43)-as egyenlet alapjan kidolgozhat6 egy olyan szamitasi eljaras, amely az
egyes, kotédésben nem 1évé (szabad) molekuldk konformacods eloszlasabol az aktiv hely
ismerete nélkiil kivalszthatja a kotédo (bioaktiv) konformaciot (BC).

A szamitasi eljarasok kidolgozasakor nem alkalmazhattam CoMFA-tipust
haromdimenzios racs alapt vizsgélatot, mert a molekulak jelentds flexibilitdsa miatt lehetetlen
a priori kivalasztani egyetlen olyan kozos bioaktiv konformaciot, amelyre az 6sszes molekula
osszes konformerét jo atfedéssel ra lehetett volna forgatni. Igy nem egyetlen kozos

konformacion, hanem egy a priori kzos konformacids téren — a PCORE téren — alapul6
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modszert kellett kidolgozni. PCORE térnek neveztem azt a konformacids teret, amelyet a
molekulatar Osszes tagjanak a PCORE-ja bejar. A molekuldk konformacids viselkedését
ebben az egy kozos térben irom le, igy két kiillonb6zé molekula konformacidja is kdzvetlentil
Osszehasonlithat6. Ebben az esetben elég ,,csak” ezt a konformacios teret definidlni, nem kell
magat a bioaktiv konformaciét ismerni. Ekkor a szamitds pontosan ezt, a kotddésért felelds
konformacidt eredményezi.

E tér megallapitasakor — vagyis azoknak az atomoknak a kivalasztasakor, amelyek a
teret jellemzik — nem alkalmaztam valtozokivalasztas jellegli modszereket. Ezek az eljarasok
nem kivant flexibilitast vihetnek a modellbe azaltal, hogy megkeresik azokat az atomokat,
amelyek altal leirt térben maximalis korrelaciot kapunk. Ehelyett a PCORE-t alkot6 atomokat
kisérleti adatok alapjan, a kiindulaskor explicit definidlni kell. Ilyen kisérlet lehet példaul a
minimalis  epitdp  meghatarozasa, amelyet egyfajta  ,kémiai  Uton  torténd
valtozokivalasztasnak™ is tekinthetiink.

Két algoritmust dolgoztam ki, készitettem el €s teszteltem. Mindkét eljards célja az,
hogy az §sszes olyan konforméacios régiot megtallja, ahol az egyes molekuldk konformacios
strisége megfelelden aranylik a mért kotddési aktivitasokhoz, vagyis a Pearson-féle

korrelacios koefficiens legyen pozitiv és a keresztvalidalt 7 (¢°) legyen minél nagyobb.

8.4.1. Algoritmus 1

Az eljaras elsd 1épésben horgonykonformacidkat (anchor conformation, tovabbiakban
AC) gylijt ugy, hogy a horgonykonformaciok listajdhoz csak akkor adja hozza a trajektoria

Itt emlitem meg, hogy a 300 K-en végzett MD szimulacidk teljes szimuléacios idejét
kétféleképpen lehet bedllitani az eljardsban; egyszerlien megadjuk az egy kiindulési
konformerre vonatkoz6 szimulaciés id6t (,,); vagy a rovidebb, ¢ hosszusagu szimuldciokat
addig ismétli, amig talal AC listahoz 0j elemet.
listak, egyesitem azokat az egységes AC listava (uAC lista), a kovetkezd mdodon. A legtobb
AC-t tartalmaz6é molekula listaja lesz a kiindulasi uAC lista. Ehhez a tobbi molekuldhoz
tartozo AC-ket akkor adja hozza, ha minden, mar elrakott uAC-t6l legaldbb ;¢ tavolsagra
vannak. A Tic kiiszobot Uigy valasztottam meg, hogy a bejart konformacios teret az uAC-k
megfelel6en nagy stiriségben lefedjék.

Minden uAC-hoz rendelek egy molekulaszdm hosszisagu, valds szamokbol allo

lokalis konformacids slirliség vektort. A i-dik horgonykonformacidohoz rendelt vektor m-dik
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molekuldhoz tartozo6 elemét a (46)-os kifejezéssel definidltam. A szamlaloban az m molekula
azon konformereinek szdma, amelyek i-dik horgonykonformaciéhoz esnek a legkdzelebb, a

nevezdben pedig az m molekuldhoz tartoz6 6sszes konformacio talalhato.

nm udc(i
puAC(i)(m) =) (46)

Az algoritmus tobb bioaktiv konformécidhoz rendelhetd térfogatot (V) is talalhat, tgy,
hogy a szomszédos uAC-k unigjat képezi, a kévetkezé modon:

Vilassza egyszer az 0sszes UAC-t a leendd V térfogat elsé elemének. A V térfogathoz
adja hozza egyenként az Osszes szomszédos uAC-t. Egy szomszéd hozzaadasakor képzett
unidé esetén szamitsa ki a kumulativ stiriségvektort (o). A oy és a kotddési aktivitas vektor
(47) kozott hatdrozza meg a Pearson r értékét. Ezek utan tordlje ezt, a legutobb hozzaadott

szomszédot V-bol.

1
" =1 @7

Ha a ciklus az 6sszes szomszédon végigért, azt az uAC-t adja hozza véglegesen V-hez,
amelyik a teszt V térfogatok koziil a maximalis » értéket produkalta. Ha ez az » nagyobb, mint
nulla két masik korrelacios mértéket, a LOO ¢’-et és a L50%O ¢’-et is hatarozzon meg. Ha
mindkét fajta ¢° nagyobb, mint egy elére beallitott kiiszobérték (Kroog Kisouoq), €2t @ V
térfogatot mentse el késobbi klaszterezés céljabol. Ilyen forman dolgozza fel az Osszes
szomszédot €és novelje V értékét addig, amig az el nem éri az elore bedllitott konformécios
térfogat limit értékét (7). Fontos megjegyezni, hogy olyan V térfogatokat, amelyek csak
egyetlen uAC-t tartalmaznak, véletlen korreldcionak tekintem, és nem fogadom el.

Mivel a szakirodalomban az altalanosan elfogadott™ hatir a még megkérdéjelezhet6
¢s a mar éppen elfogathaté LOO qz-re 0,6, a Krooq Kisouoq paraméterek értékének 0,6-ot
valasztottam.

A V térfogat nagysagat a giracids sugarral analog modon szdmitottam (48), ahol n a V-
t alkotdo uAC-k szama, d(i,j) pedig az i-dik és a j-dik, V-ben szereplé uAC kozotti tavolsag. A
kiilonbség csak annyi, hogy centrumként nem a komponensek &tlagos értékét, hanem
hasznaltam, hanem azt az uAC-t, amelyik a legkisebb rmsd éréket adta. Az igy definialt

térfogatnak valasztottam felsd korlatként a 2 A-nek megfelelé 7=30°-ot.

,Jz;f@ﬁJZ;f@ﬁ ngfmm
v =min , yeues '
n

n

(48)
n
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Az eljarast ketté darab 2D-ben, kettd belsdé koordinataval rendelkezd szimbolikus
PCORE-on mutatom be (14. abra). A PCORE-okhoz rendelt kotddési aktivitds értékek
aranyat 1:3-ra allitottam. Az algoritmus eredménye a jelen esetben két olyan konformacios
térfogat, amelyben az egyes molekuldk konformerei is 1:3 ardnyban szerepelnek. A
bemutatashoz hasznalt példaban a térfogatot nem korlatoztam.

Az elrakott V' térfogatok kozott lehetnek olyanok, amelyek atfednek, vagyis kozos
uAC-ket tartalmaznak, ezért ezeket V térfogatokat Jarvis-Patrick’" ° klaszterezésnek vetettem
ald. Minden klaszterb6l azt a konformacids térfogatot jelolom lehetséges bioaktiv
konformacionak, amelyiknek a legmagasabb a LOO ¢° értéke. A Jarvis-Patrick klaszterezé
algoritmust ugyancsak elkészitettem, €s a szoftver egy moduljat képezi.

Ha az eredmény tobb bioaktiv-konformacio jeldlt, akkor a kivalasztas a felhasznalod

feladata.
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14. dbra Az algoritmus bemutatasa 2D konformdcios térben. a., b.: a két ,,molekula” konformacios trajektoriai
(zolddel), az egyes molekulakhoz tartozo AC-k (narancssarga és rozsaszin). c., d.: AC-kbdl (c.) az uAC-k (d.)

eléallitasa (fekete). e., f.: lokalis konformacios siiriiségek hozzarendelése a két PCORE esetén. g. térfogat épito
algoritmus. h., i. Eredmény térfogatok.
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8.4.2. Algoritmus 2

A 8.4.1. fejezetben bemutatott algoritmus elvileg eredményezhet nem folytonos V
konformdacios térfogatot is, ha példaul egy nem bevalasztott uAC-t korbevesznek a
szomszédai, amelyek egy -elfogadott V' térfogat részét képezik. Ekkor a bioaktiv
konformacioért felelds térfogatbol a korrelacid javitasa soran egy-egy kis régio kimaradhat,
amely nem magyarazhat6 kotddéskor fellépd szerkezeti (konforméacios) viszonyokkal.

A probléma megoldasara az algoritmust tovabbfejlesztettem ugy, hogy csak homogén
térfogatokat eredményezzen. E masodik bioaktiv konforméciokeresé eljaras Iépéseit
sematikusan két dimenzidban a 15. abra mutatom be. Az eljaras els6 1épésben (15. dbra a.)
horgonykonformacidkat (AC) gylijt a molekuldkra, amelyekbdl eldallitja az egyesitett AC-ket
(uAC), akarcsak az ,,Algoritmus 17 esetén. Ekkor azonban a 7;¢ tavolsadg limitnek nem
szlikséges olyan kicsinek lennie.

Ezutan minden egyes uAC-hoz 7; sugaru stirliségi régiot rendel (15. abra a.). A régid
nagysaga nem valtozik a keresés soran. A régiot definidlhatjuk ugy, hogy csak azok a
konformdciok jarulnak hozza az uAC-hez rendelt stirliségéhez, amelyek 7; -n beliil talalhatok
(cut off) (49), vagy ugy, hogy normalis eloszlassal stlyozva (50) duicim <27 értékig
figyelembe veszek minden konformaciot, ahol d,.c)m az m molekula ¢ konformerének i-dik

uAC-tdl vett tavolsaga. Minden uAC-hoz lokalis konformacios slirliség vektort rendelek (51),

crer

ha (duAC(i),m,c 2T, ) = f =0

ha (duAC(i),m,c <7 ) = f =1 49

quC(i),m,c (duAC(i),m,c ,Ty) = {

ha (duAC(i),m,c 2 2Td):> /=0

f;IAC(i),m,c (da,m,c 2 Td) = h (d ) ) f 1 tume (50)
a : LT, |= [ = e
uAC(i),m,c d Td\/%

Puac (m) =

z j;tAC(i) m,c
_— 51
; (51)

raj,m

Minden Qucp-ra és a kotddési aktivitds vektorra (47) kiszdmitom a Pearson-féle
korrelacios koefficienst, amely ha pozitiv, a vonatkozd6 LOO ¢’-et is. Azokat a régidkat
fogadom el, ahol a ¢° értéke az sszes talalt érték a felsd x, szazalékaba esik. Az x, eldre
beallitott paraméter (tipikusan 10% vagy 20%). Az elfogadott uAC-k koriili teret (15. abra b.
sargaval jelolve) kisebb tavolsagkiiszob alkalmazasaval 0j uAC-kkel térképezem fel, 1d. 15.

abra c., ahol 7y¢,=T ™ és xrugyancsak egy eldre bedllitott paraméter. Az igy keletkezett
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uAC-kre is kiszamitom a lokélis konformacios siirtiség vektort, majd a r és a ¢° értékeket, és a
tavolsagkiiszobot ujra csokkentem. Ny, szamu iteraciot végzek addig, amig Tyc nier €rtéke tul

kicsivé nem valik (pl. Tkisebb, mint a trajektéridban két egymast kovetd konformécid atlagos

tavolsaga).
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15. abra A bioaktiv konformerkereso eljaras vazlatos miikodésének bemutatdsa tobb molekula egy szimbolikus,
2D térbe vetitett trajektorian. Az eljards a keresés soran a teljes trajektoriat felterképezi ugy, hogy ha egy
r e .7 2 5 s , . roer .
régioban, minél magasabb a q° értéke annal tobb horgonykonformaciot helyeziink el.

fgy elérhetd, hogy az uAC-k a megfelelé régiokban siirtisodjenek (15. abra f.). Mivel
az uAC-k nagyban fiiggenek attdl, hogy a konformaciok milyen sorrendben kovetkeznek a
trajektoridban, a fenti, tobb iteraciobol allo ciklust, N,,uq-szor megismétlem ugy, hogy minden
ciklus elétt a konformaciokat véletlenszertien atsorrendezem’. Ebben a megkozelitésben
tehat egy megfeleld korreldcios tulajdonsaggal bir6 uAC megegyezik az 8.4.1-es fejezetben is
hasznalt, elfogadott V" konformacids térfogattal.

Egy teljes futds eredményeként eléallo uAC-ket tobb 1épésben szlirdm. Eldszor az

uAC-kbél kivalasztom azokat, ahol a LOO ¢° és a L50%0 ¢’ is nagyobb volt, mint egy elére
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megszabott limit (Koog Kisowoq)- A valasztdshoz opciondlisan hozzatartozhat egy olyan
szlirés is, amely az aktualis uAC-t csak akkor fogadja el, ha a nem zérus kotodési aktivitassal
biré molekulakhoz rendelt konformacids siirliség sem zérus (zérus slirtiség kritérium). Majd a
kivalasztott uAC-ket a konforméacios tavolsaguk alapjan fiirtokbe (klaszterekbe) osztom.
Kidolgoztam egy olyan egyszerii klaszterezd eljarast, amelyik a jelen problémahoz jobban
illeszkedik. Az eljaras eredményeként kapott egy-egy klaszter kézéppontja (centroid) a
klaszter legmagasabb L50%0 ¢° értékii eleme lesz, és olyan uAC-k tartoznak bele, amelyek a
centroidtol maximum 7; tdvolsagra vannak. Minden kivélasztott uAC csak egyetlen
klaszterbe tartozhat.

A bioaktiv konformdcid kivalasztasa a talalt klaszterek centroidjai koziil torténik két
masik a kérdésés klaszter mérete. Ugyanis minél tobb horgonykonforméciot tartalmaz egy

klaszer, annal biztosabbak lehetiink benne, hogy a korrelacio nem a véletlen eredménye.

8.5. IQsar

Az altalanos QSAR mddszerek deszkriptorokat (fliggetlen valtozokat) hasznalnak fel
arra, hogy meg tudjak jésolni, egy 0j vegyiilet aktivitasat (fliggd valtozo). Ezzel ellentétesen
mikodenek az inverz QSAR eljarasok, amelyek a molekuléaris deszkriptoroknak (fiiggd
valtozo) keresnek olyan megfeleld értéket, amellyel a kivant aktivitassal vagy tulajdonsaggal
rendelkez6 (fliggetlen valtozokat) molekula rendelhetd.

A fent ismertetett modszer az egyes molekulak aktivitasa (fiiggetlen valtozo) alapjan a
PCORE altal leirt (deszkriptor, fiiggd valtoz6) konformacids terében a farmakofornak
megfeleld konformacids térfogatokat kutat fel. A kidolgozott eljaras ezért egy farmakofor

keresé inverz QSAR eljarasnak tekinteté. A modszernek ezért az IQsar nevet adtam' .

8.6. Az algoritmusok megvalodsitasa

A kiindulasi konformacidk eldallitasat végzd algoritmust FORTRAN77 nyelven
készitettem el, a molekuladinamikai szimulaciokat a GROMACS programcsomaggal
végeztem, a geometria-optimalasokat ugyancsak a GROMACS-ban implementalt konjugalt

gradiens ¢és I-BFGS eljarasokkal valdsitottam meg. A kiindulasi konformaciokbdl a

" Az ,iqsar” sz6 maltai nyelven rovidet jelent.
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nrealisztikus” MD szimulacidok automatikus inditdsat unix shell script haszndlatdval és awk
nyelven irt eljarasok alkalmazéasival végeztem. A trajektoridk egyes konformacioit MySQL
adatbazisban taroltam.

Mindkét bioaktiv-konformécioé keresé algoritmust JAVA nyelven irtam, kihasznalva a
nyelv objektum-orientalt kornyezetét. A bioaktiv konformaciokereso eljaras parhuzamosithaté
részeit tobbszalu (multi thread) algoritmusokkal valdsitottam meg. Ez a JAVA kod tartotta a
kozvetlen kapcsolatot a MySQL szerverrel is. A molekula leirdsdra ChemAxon Kft. Marvin’*
csomagjaban talalhatdo molekula leir6 osztalyt hasznaltam. Ugyancsak MySQL adatbazisba
keriiltek a horgonykonformacidk, és a beldliik felépiilé konforméacios térfogatot reprezentalo

objektumok. A Jarvis-Patrick klaszterez6 algoritmust is JAVA nyelven irtam.
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9. Alkalmazasok és eredmények

A 8-0s fejezetben ismertetett algoritmusokat harom példara alkalmaztam. Eldszor az
oligotuftsin alapti hordoz6 molekulan talalhaté konjugalasi helyek éatlagos hozzaférhetdségét
szamoltam ki. Ebben az esetben az algoritmusok koziil csak a kiindulasi konformergenerald
programot hasznaltam. Majd a teljes eljarast két peptidtaron, a mucin epitop peptideket és a [3-

amiloid epitop peptideket tartalmazo peptidtaron végeztem el.

9.1. Konjugalasi hely hozzaférésnek becslése

9.1.1. Oligotuftsin: egy uj gyogyszermolekula hordozo

A farmakoldgiailag aktiv vegyiiletek sikeres terdpids alkalmazdsidnak egyik
legfontosabb feltétele a specifitds. A gyakorlatban azonban a legtobb gydgyszermolekula nem
csak a célzott fehérjékkel 1ép kolcsonhatasba, hanem rendszerint nemkivanatos
mellékreakcidk is lejatszoédnak, amelyek kozvetleniil befolydsoljak a szer hatasossagat,
valamint toxicitési tiineteket eredményeznek.

A specifitds novelésére, a toxicitds és a mellékreakciok kikiiszobolésére, a
gyogyszerkutatasban alapvetdéen két irdnyzat alakult ki. Az egyik, még specifikusabb
tulajdonsagu analdg molekuldk szintézisével a szerkezet—hatds Osszefiiggések jobb
megismerésével kivanja elérni az optimalis gyogyszer szelektivitasat. A masik elképzelés
szerint a haté6 molekula célba juttatdsa egy megfeleléen valasztott, célspecifikus hordozo
segitségével oldhatd6 meg. A hordozéhoz kapcsolassal (konjugalas) a hatdanyag kedvezdtlen
bioldgiai (pl. toxicitas, szelektivitds hianya) hatasain kiviil a fiziko-kémiai (pl. oldékonysag),
farmakokinetikai (pl. gyors kiiiriilés a szervezetbdl, eldnytelen szervezetbeli eloszlas)
tulajdonsagait is elénydsen befolyasolhatjuk®.

A polituftsin alapu hordozok a tuftsin, egy biologiailag aktiv tetrapeptid
polikondenzacidjaval késziilnek (Thr-Lys-Pro-Arg), . Az “n” értéke szintézisuttdl fiiggden
40-90 kozott valtozhat. A polituftsin hordozok elénye, hogy a tetrapeptid kedvezd hatésai a
makromolekulaban is megjelennek” 7
A human tuftsin szekvencia (Thr-Lys-Pro-Arg) az immunglobulin-G (IgG) fehérjék Fc

crer

miutan két enzim, a tuftsin-endokarboxipeptidaz és a leukokinaz kihasitja a fehérjelancbol. A
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szabad tetrapeptid a vérben is megtaldlhaté neutrofil granulocitdkhoz és monocitakhoz
specifikusan kotddik, és kdtddése sordn immunmodulald hatéast valt ki. A tuftsin fontos hatésa
tuftsinnak antibakteridlis és antitumor hatasa is van, mivel noveli a citotoxikus oxigén (H,O,,
O,", OH') képzddését, illetve a tumor nekrdzis faktor (TNF/cachechtin) szintjét. A tuftsin
fagocitdzis stimuldld  hatdsat megfigyelték emberen kiviil kutydban, nyulban,
szarvasmarhdban ¢és egérben. A tuftsin alapt hordozok eldnye lehet, hogy tobbé-kevésbé
megtartjak tuftsin-szeri bioldgiai aktivitasukat, és ezaltal hatékonyabba tehetik a kapcsolt
epitdp elleni ellenanyagvalaszt™ ',

Kiilonb6z6 hosszisagh oligotuftsin analég hordozémolekulakat (H-[Thr-Lys-Pro-Lys-
Gly],-NH, (n=4.6,8)) Aallitottak el6®. A hordozomolekula alapegysége a kutyakban
megtaldlhatd  tuftsin, Thr-Lys-Pro-Lys, amely a szerkezet-hatds Osszefliggések
tanulmanyozéasa sordn ugyanolyan hatékonynak bizonyult, mint a humén valtozat Thr-Lys-
Pro-Arg”®. A hatéanyag molekuldk konjugalisa lizin aminosavak €-aminocsoportjaira
peptidkotéssel torténhet. A hordozoéra kiilonbozd funkcidjii vegyiiletek kapcsoldsa is
megvalosithatd a Thr-Lys-Pro-Lys peptid esetében, ha a két lizin oldallancdban az e-
aminocsoportokat szelektiven védjiik, igy a lizin oldallancok a vegyiilet oligomerizacioja utan
is szelektiven vihetok reakcidoba. A tuftsinhoz képest erdsebb immunstimulald aktivitast
tapasztaltak a C-terminalison glicinnel meghosszabbitott pentapeptid esetében’, ezért az
oligomer ismétl6 egységeinek C-terminalisara extra glicint épitettek be.

Térszerkezeti kérdéseknek a hordozd esetében kiemelt jelentdsége van, hiszen fontos,
hogy a hordozon 1évé konjugaldsi hely hozzaférhetd legyen a konjugdlandd farmakon
szdmara, tovabba a szervezetbe jutva a konjugalt hatéanyag ugyancsak jol hozzaférhetd
legyen. Ahhoz, hogy a kivant konjugdtum szerkezetét pontosabban leirhassuk fontos
megvizsgalni, hogy a farmakonok milyen aranyban, és hol kapcsolhatok hatékonyan a
hordozora.

A tuftsin és analogjainak konformaciojat kisérletileg (IR-, CD- és NMR-
spektroszkopiaval) és elméleti szamitdsokkal is vizsgaltak, vizes és nemvizes kozegben
egyarant. Az IR spektrumban az amid I sav abszorpcidja alapjan B-turn konformaciora
kovetkeztettek'®!, de NMR mérések alapjan ezt nem tudték igazolni'®. A prolin jelenléte
miatt a megfeleld peptidkotés cisz ill. transz izomerjének egyensilyat figyelték meg'™.

Elméleti szamitasokat is végeztek az ikerionos végli Thr-Lys-Pro-Arg tetrapeptidre. A
Lys és az Arg mindkét esetben protonalt oldallacot tartalmazott, igy azokhoz CI ellenionokat

rendeltek. Az 1 ns hosszi molekuladinamikai szimulacidkat vizes kdzegben kiilonb6z6 NaCl
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tapasztaltak valtozast a tuftsin térszerkezetében. A kiindulasi izomer az egyik esetben cisz,
mas esetben a transz konformer volt. A cisz konformert stabilizélta az ikerionos végek kozott
fellépo elektrosztatikus vonzas, igy viszonylag hamar egy IV-es tipusu B-turn-szerii szerkezet
stabilizalodott. A transz izomer esetén nem tudtdk megfigyelni az NMR adatok alapjan
feltételezett y-turn szerkezetli konformer jelenlétét, amit az oldoszer kiilonbozdségével
magyaraztak (DMSO és viz)'*".

A Gly-GIn-Pro-Arg tuftsin varians molekulara konformerkeresést végeztek ,.hirtelen
hiitéses” (quenched) molekuladinamikai szimulacié alkalmazésaval, ekkor III tipusu B-turn-
szerli szerkezet talaltak'®.

Az altalam végzett szamitas® célja a legrovidebb eléallitott peptiden (H-[ Thr-Lys-Pro-
Lys-Gly]s-NH;) taldlhatd konjugacios helyek hozzaférhetdségének jellemzése volt. A
konjugéciora haszndlandé lizin €-aminocsoportjai  kémiailag  ekvivalensek, igy

reakcioképességiiket jelentésen befolyasolhatja a hozzaférhet6ségiik, illetve eltemetettségiik.

9.1.2. A kiindulasi konformerek eloallitasa

A H-[Thr-Lys-Pro-Lys-Gly]s-NH, molekula szamos aminocsoportot tartalmaz,
amelyek pH=7-en dominansan protonalt formaban vannak jelen, ezért ahhoz, hogy a rendszer
semleges maradjon ellenionokat kell a molekuldhoz adni. A jelen esetben, a magas energidju

vakuumos szimulacidk soran az aminocsoportok semleges formajat hasznaltam.

16. abra A H-[Thr-Lys-Pro-Lys-Gly] ~NH; molekula kiindulasi konformacioja.

A konformerkeresd eljaras egy erdteljesen nyujtott konformaciobol indult (16. abra ).
Az 8.3-as fejezetben leirt modszer esetén alkalmazott MD szimulacidkat GROMACS'¢1%%
szoftvercsomag keretén beliil végeztem. A felhasznalt erdtér, a kifejezetten fehérjék, peptidek
vakuumos szimulacidjara kifejlesztett GROMOS96 43b1'7  erbtér volt. Az MD
szimulaciokhoz Berendsen'® termosztatot (T=400 K, 600 K, 800 K, 1000 K) ¢és barosztatot

(p=10" Pa) hasznaltam, a 1épéskozt 1 fs-ra allitottam. A tobbi, itt nem emlitett paraméter
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értékét a programcsomag altal javasolt alapbedllitison hagytam. Az alkalmazott nagy
kinetikus energia gyakran atforgatta a peptidkitéseket cisz alldsba. Azért, hogy e nem kivant
hatést kikiiszoboljem, a megfeleld erdallandot tizszeresére noveltem, ekkor mar a jelenség
nem mutatkozott. Geometria-optimalasra a szoftvercsomagon beliil implementalt I-BFGS
eljarast alkalmaztam.

Két konformacios kiiszobértéket vizsgaltam, 7=45° és 7=60°. A talalt konformerek
szamat a szimuldcios 1d6 fliggvényében, kiilonbozé hdmérsékleten, a 17. abra mutatja. A
négy homérsékleten végzett szimulacidé parhuzamosan 4 processzoron futott, amikor az egyik
homérsékleten a megallasi kritériumnak (nem volt 0j konformer sem az aktualis
trajektoriaban, sem a megduplazott szimulacios idével eléalld trajektoridban sem) megfelelt
mind a négy futast leallitottam.

A 745° esetben a 400 K-en végzett keresés érte el a megallasi kritériumot. A 7=60°
esetben a 400 K-en végzett keresés til gyorsan befejezddott, a maradék harom szamitasbol a

800 K-en végzett érte el a megallasi kritériumot, igy a maradék ketté szimulaciot ekkor

leallitottam.
7=45° 7=60°
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1500 - . 400K 1500 + - 400K
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() fee—mmuus x s mm @ nn LN : .. ‘ 0 ( : : : : ‘
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17. abra Konformadcios keresés: A szimuldcios ido fiiggvényeben a talalt konformerek szama

Lényeges szamitasi teljesitményt harom feladat kotott le; 1. molekuladinamikai
szimulacio, 2. geometria-optimalas 3. RMSD szamitds. A 745° esetben jol lathatd, hogy
400 K-en kevesebb konformert talalt, igy kevesebb optimélas és RMSD szamités kellett, igy
egységnyi futasidd alatt hosszabb lehetett a szimulacios id6. Mindkét esetben megfigyelhetd,
hogy a talalt konformerek szdma jelentdsen nd az alkalmazott hdmérséklet (kinetikus energia)
fliggvényében. A keresés végén (ledllitdsakor) talalt referencia konformerek eloszldsat az
energidjuk fliggvényében abrazolva megfigyelhetd, hogy az egyes gorbék maximum helye
(azaz a legnagyobb valdszinliséggel talalt konformer energidja) nem fiigg a konformacios
tavolsag limittdl (7) (18. abra), ugyanakkor egyre nagyob energidju konformereket talalunk

egyre magasabb kinetikus energia értéknél.
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18. abra Taldlt kiindulasi konformerek szama a potencialis energia fiiggvényében.

Ha modszert globalis optimalasra akarjuk hasznalni, célszerti alacsony konformacios

kiiszobértéket, és alacsony hémérsékletet hasznalni (19. abra).
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19. abra A legalacsonyabb energiaju konformer energidja a szimulacios ido fiiggvényében.

A talélt legalacsonyabb energidju konformécio esetében megfigyelhetd (20. abra),

hogy az &bran jelolt lizin oldalldnc a molekula belseje felé néz, teljesen el van temetve.

20. abra A talalt legalacsonyabb energiaju konformacio
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21. abra A kiindulasi konformerek giracios sugara az energia fiiggvényében.
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Jol megvilagitja a szimuldcido sordn végbemend konformacids valtozasokat, ha a
kiindulasi (referencia) konformerek giracids sugarat abrazoljuk az energia fliggvényében (21.
abra). Ekkor, mivel semmilyen koézeg nem darnyékolja le az intermolekularis
kolcsonhatasokat, az input nyujtott konformécid hamar 0Osszegombolyodik. Ebbdl az
Osszegombolyodott allapotbol a kiilonb6zé ndvekvd kinetikus energidju szimulaciok egyre
inkdbb tjra fel tudjik nyitni a molekulat. Erdekes latni, hogy az algoritmus magasabb
hémérsékleten nem taldl meg olyan lokalis minimumokat, amelyeket alacsonyabban még
megtalalt. Vagyis 1000 K, 800 K, 600 K sorrendben tekintett szimulaciok esetén a pontok
egyre inkabb ,ralapulnak™ az x tengelyre, azaz egyre nagyobb aranyban vannak jelen az
»0sszegombolyodottabb” konformacidk, ezzel parhuzamosan a ,foltok” egyre inkabb az

alacsonyabb energiaértékek felé tolddnak.

22. abra A kivalasztott kiinduldsi konformerek
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9.1.3. Az oldatbeli konformacios viszonyok feltérképezése

Mivel nem volt olyan szamitasi kapacitasunk, amely tobb ezer vagy tobb szaz
kiinduldsi konformerre megfeleld hosszusag explicit oldoszeres MD szimulaciot belathato
id6n beliil képes lett volna elvégezni, a 7=60° hasznalataval és T=800 K-en végzett keresés
eredményei koziil az egész energiatartomanyt egyenletesen lefedve valasztottam 43 kiindulasi
konformert (22. abra ).

A kivélasztott 43 kiinduldsi konformerbdl molekuladinamikai szimuldciokat
inditottam; GROMACS erétér, Berendsen'” termosztat (T=300 K) és barosztat (p=10" Pa)
hasznélataval, 2 fs lépéskozzel, a szimuldci6 tobbi paramétere ebben az esetben is a
programcsomag altal felkinalt alapérték volt. Egy konformerbdl kiinduld dinamika
szimulacios idejét 0,34 ns-ra allitottam, igy a teljes futds szimulacids ideje 14,62 ns-nak
adodott. A szimulacidé soran SPC vizmodellt alkalmaztam, periodikus hatarfeltétel mellett
(periodic boundary box). Egy kiindulési konformert 1893 vizmolekulaval vettem korbe, igy
minden egyes szimuldcidban 5863 atom szerepelt.

Erdekesnek tartottam megvizsgalni, hogy a kiindulasi konformer vakuumban szamolt
energiaja és az egyes szimuldciok soran a kiindulasi konformert6él vett maximalis
konformécids tdvolsdg hogyan viszonyul egymashoz. Azt vartam, hogy a vakuumban
alacsony energiaju (6sszegombolyodott) konformerek az oldoszer hatdsara kinyilnak, de nem
ez tortént, nem kaptam értékelhetd korrelaciot (+=0,2). Ezek utin a hét legalacsonyabb
energidju kiindulasi konformerre a fenti beéllitdsokkal egyenként 3 ns szimulaciot futtattam, a
vizsgalatot ekkor is elvégeztem, de ekkor sem talaltam megfeleld korrelaciot.

Osszehasonlitottam még a kiindulasi konformerhez viszonyitott —maximalis
konformacids tavolsagot a hét darab 3 ns hosszsagl szimulacio esetén és az ugyanazokbol a
kiindulasi konformerekbdl inditott 0,34 ns hossziisagu szimulaciok esetén. A tavolsag
meghatarozasakor a konformdaciokat a gerinc atomok alapjan Osszeforgattam és Descartes
koordinataik rmsd értékét kiszamoltam. A 3 ns hossz(l szimuldciok esetén a maximalis
valtozasok atlaga 0,25 nm-nek adodott (0,07 nm szoérdssal), a 0,34 ns esetben 0,21 nm-nek
(0,04 nm szoérassal). Azaz elmondhatd, hogy a kozel tizszeresére novelt szimulacids idé nem
valtoztatja meg jelentdsen a peptid oldatbeli konformacios viselkedését.

Minden egyes, kiinduldsi konformerbdl inditott MD trajektoridra kiszdmitottam az
atomi poziciok rmsd értékeit, majd ezeket atomonként atlagoltam. A 0,34 ns és a 3 ns
hosszisagu szimuléaciora lizin €-nitrogén atomok atlag rmsd értéke 0,18 nm-nek ill. 0,21 nm-
nek, a molekula minden mas atomjara 0,09 nm ill. 0,12 nm adoédott. igy megallapithatd, hogy

a konjugacios hely atomjai nagyjabol kétszer mozgékonyabbak, mint a molekula tobbi része.
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23. abra Az atomi poziciok szordsanak eredmeényei az explicit vizes kozegii molekuladinamikai szimuldciokban,
baloldalon a 43 konformerbdl inditott, egyenként 0,34 ns hosszusdagu szimulaciok esetén, jobboldalon a hét
darab 3 ns hosszusagu szimulacio esetén. A lizin Enitrogén atomjait pirossal, a molekula tobbi atomjat feketével
jeléltem, a hidrogénatomok nem szerepeltek a szamitasban.

9.1.4. A molekulafelszin szamitasa

A 43 trajektéria minden konformaciojara kiszamitottam az olddszer hozzaférési

felszint Sanner és munkatarsai altal kidolgozott MSMS''? !

program segitségével. A
modszer a vizmolekuldkat — 1,5 A sugari — gdmboknek tekinti, e gdmboket addig kozeliti a
molekuldhoz, amig annak képzeletbeli (van der Waals) felszinéhez hozza nem érnek. Ekkor
kétféle felszint, az olddszerhozzaférési (solvent accessible surface, SAS, a tovabbiakban UL-el
jelolom) és az olddszer kizarasi felszint (solvent excluded surface, SES) lehet definialni (24.

abra):

24. abra Baloldal: A piros kordk az ,,oldott”, a kékek az ,,oldoszer” molekulakat szimbolizaljak.. A sarga
pottyokkel jelolt felszin a SES, a zold vonallal jelolt a SAS. Jobboldal: az oligotufisin egyik konformerének
oldoszer hozzaférési felszine. A Lys &amino nitrogénatomokhoz rendelt felszin kék-sarga arnyalatura szinezve,
ahol a kék szinii kevésbé, a sdarga jobban hozzaférheto.

Bevezettik a relativ olddszerhozzaférési felszin (U) fogalmat (52), ahol Uy a k
konformacioban az i-dik atomhoz tartozd hozzaférési felszin, n az atomok, 7., a
konformacidk szama. A U. szemléletes jelentése az, hogy az i-dik atom oldoszer hozzaférési

felszine mennyivel nagyobb a molekula Osszes atomjdra szamitott atlagos felszinnél,

szazalékban kifejezve (100% az atlagos atomi hozzaférés a molekulaban).
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(52)

A 43 darab, 6sszesen 14,6 ns hosszusagu trajektoriabol a konjugalasi helyekre nyert U

értékeket kiszamitottam (25. abra ).
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25. dbra A konjugdldsi helyek U értékei. Baloldalon a publikalt® dbra, jobboldalon az dsszes atomra
vonatkoztatott relativ felszin értékek is lathatok. A lizin Enitrogén atomjait pirossal, a molekula tobbi atomjat
feketével jeloltem, a hidrogénatomok nem szerepeltek a szamitasban.

Korreléciot (r=0,73) lehetett felfedezni (26. abra) az atomi mozgékonysag (23. abra

baloldal) és az atomi hozzaférési felszin kdzott (25. abra jobboldal).
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26. abra Relativ atomi felszin az atomi mozgékonysag fiiggvényében abrazolva.

9.1.5. Kisérleti eredmények

Felvett¢ék az altalam is szamolt oligotuftsin hordozémolekuldk CD spektrumait

kiilonb6zo olddszeraranyok mellett. EbbAI kitlinik, hogy a molekula kitiintetett térszerkezetet

nem vesz fol (random coil) sem hatdéanyag nélkiil, sem a konjugalt B—amiloid epitop peptiddel.
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crer

névelésével a CD spektrumban konformécios rendezédésre utal6 jeleket talaltak®.

Mivel a hordozémolekulat csak dnmagaban vizsgaltam, elképzelhetd, hogy egy-egy
ujabb hatdéanyag konjugacidja folyaméan az ) molekula térszerkezete, igy a maradék
konjugaciés helyek hozzaférhetdsége is megvaltozik, ezért érdekes volt az alabbi kisérleti
eredményekkel dsszevetni a szdmitdsaim eredményét.

Konjugalasi reakciot végeztek''> egy olyan modositott tetratuftsin hordozoén, ahol
minden masodik lizin aminosav e-aminocsoportjara a ClIAc-GFLG enzimlabilis (Chatepsin B
bontja) peptid tavtarto (spacer) szakaszt kotottek fel (Ac-[TKPK(ClAc-GFLG)G]4-NHy).

Ebben az esetben a konjugdlandd hatdanyag molekula, az Alzheimer-kér soran
kialakul6é plakkokat alkotd B-amiloid 1-42 peptid epitop szakasz, az AR(4-10) peptid volt. A
konjugalast tioéter kotés kialakitasaval végezték ugy, hogy a hordozé kloéracetil csoportjait
reagaltattak az epitop peptid C-terminalisdhoz kapcsolt cisztein tiolcsoportjaval (H-
FRHDSGYC-NH,), enyhén bazikus koriilmények kozott (pH=S8). A reakciot az (53)-as

reakcidegyenlet szemlélteti, ahol X a konjugalandé epitdpot jelenti.

—COCH,CI —COCH,SX
—COCH,Cl COCH,SX
- +ax-sH —AHCL . (53)
—COCH,CI —COCH,SX
L COCH,CI L COCH,SX

A konjugaciét HPLC kromatografiaval kovették (D. Fiiggelék, 43. abra), a
kromatogramm elemzése sordn megallapithatd, hogy a reakciok az egyes konjugalasi
helyeken parhuzamosan jatszodnak le, megerdsitve ezzel a szamitdsok soran kapott

eredményt.

9.1.6. Az eredmények osszefoglaliasa

A vizsgalt molekulara a konformaciés keresés soran négy hémérsékleten és két
konformacids tadvolsag-kiiszobérték mellett 6sszesen 1,7 pus szimuldciot futtattam. A keresés
soran egyre magasabb kinetikus energia hasznalatakor a talalt konformerek egyre magasabb
potencialis energia értéket mutattak, és egyre jellemzObb volt a (nagyobb giracios sugarral
rendelkez0) nyujtott szerkezet. A valasztott 43 + 7 kiinduldsi konformerre Osszesen
(14,62+21) 35,65 ns explicit olddszeres (kozel 6000 atomon végzett) molekuladinamikai

szimulaciot futtattam. A 0,34 ns hosszsagl, olddszeres MD szimuldciok soran kapott
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konformaciok a kiindulasi konformerhez viszonyitva 0,05-0.3 nm tavolsadgtartomanyban
mozogtak. Drasztikus valtozas a molekula globélis alakjaban az oldoszer hatdsara altaldban
nem kovetkezett be, bar a peptidgerinc bizonyos szakaszainak konformacioja egyes esetekben
jelentésen megvaltozott.

Kiszamitottam, hogy a konjugalasi helyek mozgékonysaga a molekula tobbi
atomjanak kortlbeliil kétszerese. Szamitasaink alapjan elmondhatd, hogy a konjugacios
helyek egyforman, koriilbeliil ugyancsak kétszer jobban hozzaférhetéek, mint a molekula
tobbi atomja. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a molekuldk ugyan nem vesznek fel
kitlintetett térszerkezetet, de a konjugalds szempontjabol fontos aminocsoportok nagy
valoszinliséggel tartdzkodnak a molekula olddszer hozzaférhetdségi felszinén.

Altalanos esetben a kidolgozott eljards alkalmas flexibilis szerves molekulak,
oligomerek oldatbeli konformer csalddjainak felderitésére, valamint a molekuldk

hozzatérhetdségének jellemzésére reakciok tervezése, vizsgalata céljabol.
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9.2. Mucin epitop peptidek bioaktiv konformaciéjanak meghatarozasa

A mucinok olyan nagy molekulatomegii glikoproteinek, amelyek taltermeldédhetnek

vagy alulglikozilalodhatnak emésztérendszeri rak esetén'"

. Ha a glikozilaci6 rendellenes, a
molekula azon a részein, ahol a szénhidrat burok hidnyzik a belsé fehérje hozzaférhetdveé
valik. A mucinok e tulajdonsaga kihasznalhat6 egy jovObeli tumormarker elkészitése céljabol.
Szamos, mucin glikoproteinre specifikus monoklonalis antitestet készitettek''*, tobbek kozott
az mAb 994-¢l jeldltet. A kifejeztetéshez a hibas glikoprotein hozzaférheté fehérjelancaban
megtalalhatd6 ~ VIPTPTPTGTQTPT  peptidet hasznaltdk.  Szisztematikus  kotédési
vizsgélatokkal bebizonyitottdk, hogy az mAb 994 olyan pentapeptideket ismer fel minimalis
epitopként, amelyek kozos TX'TX’T motivumot tartalmaznak''>. Ezutan olyan
kombinatorikus peptidtarat terveztek, ahol az X' és X? helyen minden természetes aminosavat
beépitettek (kivéve cisztein)''®. A leghatékonyabban kotédé peptideket a TQTX’T
konyvtarban talaltak. Ennek a tarnak a molekuldit direkt szintézissel is eldallitottak és
kvantitative meghataroztdk a kotddési aktivitas értékeit. A nativ fehérjében is megtalalhatd
TQTPT szekvencia mellett még 6t masik pentapeptid adodott elegendden aktivnak; a kotodési
erésség sorrendjében: TQTPT > TQTAT > TQTYT > TQTWT > TQTFT > TQTST. Erdekes
megjegyezni, hogy mig a TQTAT jelentés kotddési aktivitds erdsséggel birt, a TQTGT
inaktivnak bizonyult. Emellett a TQTPT volt a legerésebben kotddé pentapeptid, ugyanakkor
a C-terminalison amid tartalmu analogja (TQTPT-NH,) ugyancsak inaktiv volt. Feltételezték,
hogy a peptidek ugyanahhoz a kotéhelyhez, és ugyanolyan méddon kotddnek, illetve a
kotédési erdsségek kozotti kiillonbség féleg konformacios hatdsoknak koszonhetd. Ekkor
meriilt fel az a kérdés, hogy milyen konformacio felelds a kotddésért.

Célunk az volt, hogy megtalaljuk ezt, a két6dd konformaciot® . A molekulasorozat
meglehetdsen nagy kihivést jelent QSAR modellépités szempontjabol, a mért aktivitissal
rendelkezd peptidek alacsony szdma és nagy konformacidés flexibilitasa miatt. E feladat
elvégzéséhez volt sziikség a 7-es fejezetben leirt levezetésekre, amely ramutatott arra, hogy
milyen 6sszefliggés segitségével kereshetjiik a kotddd, bioaktiv konformereket, tovabba ehhez
milyen feltételeknek kell teljesiilnitik.

A vizsgéalando molekulasorozatba a kotddési aktivitassal rendelkezé molekuldk mellé
még kettd inaktiv pentapeptidet is bevalogattunk ugy, hogy az aktiv tarsaiktol szerkezetileg
kevéssé kiilonbozzenek, hogy inaktivitdsukat egyértelmiien konformaciés viszonyokkal

magyarazhassuk (3. tablazat).
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ICso (UM)

TQTPT 3
TQTAT 11
TQTYT 40
TQTWT 70
TQTFT 88
TQTST 208
TQTPT-NH2 inaktiv
TQTGT inaktiv

3. tablazat: A valasztott peptidek kisérletileg meghatdarozott ICs, értékei.

A pentapeptidek konformacios terét a peptidgerinc ¢-¢ torzidszdogeivel jellemeztiik

(27. abra).
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27. abra A TOTXT peptidtar molekuldi két dimenzidban egymdsra vetitve, a peptidgerinc ¢ ¢ torzioszogeinek
megfeleld kotések pirossal abrazolva.

9.2.1. A kiindulasi konformerek eloallitasa

A molekuladinamikai szimulaciok ebben az esetben is a GROMACS 3.2.1
programcsomagban implementalt gmx er6térrel torténtek. Ha nem a paraméterek
alapbedllitdsat hasznaltam, akkor azt a helyszinen megemlitem.

A kiindulasi konformer eldallitasahoz alkalmazott magas kinetikus energiajd MD
szimulaciok esetén a molekula transzlaciés és rotacids sebességkomponenseit dinamikai
lépésenként  kikiiszoboltem. Nem alkalmaztam semmilyen oldészermodellt, vagy
ellenionokat. Egy tetszéleges input konformaciébol 20 ps szimulacid utan kezdtem el gytijteni
az,,A” és a,,B” konformerlista elemeit (8.3-as fejezet). A kezdd szimulacid hosszat, amelybdl
mar konformdciés mintavételezés tortént, 4 ps-ra dallitottam. Ez a szimulacids hossz
duplazodott, ha mar nem lehetett Uj konformereket felvenni az ,,A” listdba. A konformacios

tavolsaglimitet (7) 60°-ra allitottam.
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A kinetikus energiat harom kiilonbdz6 hémérsékletnek megfeleléen allitottam be;
600 K-re, 900 K-re és 1200 K-re. Az 1200 K-en futtatott szimulacidk instabilnak bizonyultak,
a 600 K-en futtatott szimulacidk tul hamar elérték a konvergencia kritériumot, vagyis ebben
az esetben viszonylag hamar megtortént, hogy az algoritmus két egymas utani szimulacioban
sem talalt 4j elemet az ,,A” listaba. A 900 K-en végzett szimulaciok stabilnak bizonyultak és
megfelelden intenziv konformécidos mozgéasokat eredményeztek. Az egyes molekuldk
legalacsonyabb energiaja, talalt konformerei altaldban mar a keresések elsd stddiumaban
fellelhetéek voltak.

Az S lista konformereit minden rész-szimulacidé végén kiszdmitottam, nem csak a
teljes eljaras végén. Az S lista konformereinek szdma a szimulacids 1d6 fliggvényében (28.
abra) nem mutat monoton ndvekedést. Ez azzal magyardzhatd, hogy az aktudlis S listat
minden 1épésben Ujra generalom a legutébbi ,,A” és ,,B” lista konformereibél. A magas
szimulacios homérséklet gyakran atbillentette a transz peptidkdtéseket ciszbe €s vissza. Csak
azokat a konformereket valasztottam ki a tovabbi ,,realisztikus” szimulacidk kiindulasaként,

amelyek csak transz peptidkotést tartalmaztak (28. abra, jobboldal).

—— TQTAT
— TQTFT
TQTGT | |
— TQTPT
TQPT-NH2 | |
TQTST
TQTWT
e,

@
S

S lista konformer

=)
S

<onformereinek szdma (csak transz peptidkotés)

50

28. abra: Baloldalon: a talalt konformerek szama a szimuldcios ido fiiggvényében. Jobboldalon csak azok a
talalt konformerek, amelyeknél csak transz peptidkotés talalhato.

9.2.2. Az oldatbeli konformacios viszonyok feltérképezése

A kivalasztott kiinduladsi konformereket vizmolekulakkal (SPC modell) vettem korbe.
A vizmolekuldk rendszerét 300 K-en végzett MD szimuldcidoval hoztam egyensulyba gy,
hogy a peptidet fixen tartottam. Ezutdn mar a mozgésat is szabadon engedtem, és ekkor is
300 K-nek megfeleld kinetikus energiat hasznaltam, két homérsékleti csatolasi csoporton
keresztiil (peptid, oldoszer), Berendsen termosztat segitségével. A szimulédciot 0,6 ns
hosszusagura allitottam, hogy a peptid konformdacioja alkalmazkodni tudjon az uj

kornyezethez. Ezt az eljarast minden molekula minden kiindulédsi konformerére elvégeztem.
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Az igy kapott olddszer-peptid rendszerbdl indulva térképeztem fel a ,,realisztikus” kornyezet
konformacios viszonyait. A feltérképezés gy tortént, hogy viszonylag kicsi (7;=30°)
tavolsagkiiszob alkalmazdsa mellett 1ns hosszisdgi dinamikai szimuldcidkat végeztem
addig, mig 0j horgonykonformaciét mar nem talaltam (Id.: 8.4.1 Algoritmus 1, masodik
Osszesen 1,9 Us teljes szimulacids 1dot eredményezett. E szimulaciok soran altalanossagban
elmondhatd, hogy a viszonylag kompakt szerkezetli kiinduldsi konformerek az oldoszer
hatdsara fellazultak, illetve bizonyos esetben felnyiltak. A molekuladinamikai szimulaciok

jellemzdit a 4. tablazat mutatja.

NS Nwat tsol (l’lS)

TQTPT 10 867 157
TQTAT 10 804 269
TQTYT 13 875 175
TQTWT 11 920 184
TQTFT 12 922 190
TQTST 15 843 269
TQTGT 11 787 315
TQTPT-NH, 14 871 344

4. tablazat: Molekuladinamikai szimulaciok jellemzdi. ns a kivalasztott kiindulasi konformerek szama, N,,,; a
rendszerhez adott oldoszer-molekulak szama, t,,; szimuldcios ido.

9.2.3. Bioaktiv-konformacio keresés

9.2.3.1. Algoritmus 1

A szimulacios eredményekre eldszor a 8.4.1-es fejezetben leirt modszert alkalmaztam,
a mar ott is emlitett 7=30°, K100,~0.6 €s Kis02,0,=0.6 értékekkel. A zérus y tengelymetszetii
modellt alkalmaz6 korrelacio jobban illik a 7. fejezetben kifejtett elméleti megkozelitéshez
ugyanis, ha egy molekula nem kotddik, a bioaktiv konformécio relativ stiriségének nulla
értéket kellene felvennie. Ugyanakkor kiprobaltam, ha egyszerli linedris regressziot
alkalmazok modellként, a modell plusz flexibilitdsa (szabad y tengelymetszet) hogyan
befolyésolja a kapott eredményt.

A horgonykonforméciok egyesitése utan 5937 uAC adodott (1d.: 14. abra, c., d.) ebbdl
90 darab konformacids térfogatot (V) taldltam, ezek 8 klasztert alkottak. A modell ekkor az
egyszeru linearis regresszid volt. A klaszterezéshez a Jarvis-Patrick-féle eljarast alkalmaztam.
Két V térfogat akkor szomszédja egymasnak, ha az ket alkoté uAC-k legalabb 10%-ban

megegyeznek, és akkor osztom Oket egy klaszterbe, ha egymas szomszédjai, és legalabb 10%
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kozos elemiik van. Minden klaszterbdl azt a térfogatot fogadtam el, amelynek a legmagasabb

a LOO ¢ értéke (5. tablazat). Egy elemii (singleton) klasztert ebben az esetben nem talaltam.

Klaszter legjobb tagja
Klaszter Korreldcié regresszio V mérete
y= g tax
LOO  L50%0 rmsd

ID Ny r o o g a (fok) Nuac
0 52 10,99 098 0,84 0,039 0,852 30 5
1 3 0,98 0,92 0,61 0,177 2,761 30 5
2 8 10,99 097 0,86 0,021 1,498 27 4
3 6 1099 094 0,76 0,013 0,168 29 4
6 8 1,00 0,95 0,85 0,003 0,228 25 3
7 11 0,98 0,95 0,72 0,063 1,480 30 6

5. tablazat:A talalt klaszterek a linearis regresszio, mint modell alkalmazasa esetén (y=oax+)). Ekkor az
x=1/ICsy és y az adott molekulahoz és adott térfogathoz rendelhetd relativ konformdcios stiriiség szazalékban
(or*100) kifejzve. N, a klasztert felépito V térfogatok szamat, N,4c a legjobb V térfogatot felépitc

0.35 -
0.30 -
0.25 -
0.20 -
5. 0.15
0.10 -
0.05 -
0.00

pv*100 (%)

horgonykonformaciok szamdt jeloli.

« klaszter ID=0

1.1 4
1.0 4
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5 -
& 0.4 -

100 (%)

0.3+ -
0.2 1/

0.1+
0.0

0.1 0.2 0.3 0.4
1/1C5 (1{pM)

« klaszter ID=1

0.1 0.2 0.3 0.4
1/1Cso (1{pM)
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1« Klaszter ID=2

0.07 -
0.06 -
0.05 -
0.04 -
0.03
0.02
0.01 {.

pv*100 (%)

« klaszter ID=3

0.1 0.2 0.3 0.4
1/1C5o (1{pM)

0.00

0.08 -
0.07 -
0.06 -
0.05 -
0.04 -
0.03 -
0.02 -
0.01+

ov*100 (%)

+ klaszter ID=6

0.1 0.2 0.3 0.4
1/1Cs, (1{pM)

0.00

0.6 1
0.5 1
0.4

0.3

ov*100 (%)

0.2 1

0.1 4. ¢

0.1 0.2 0.3 0.4
1/1C5o (1{pM)

« klaszter ID=7

0.0

0.1 0.2 0.3 0.4
1/1Cso (1{pM)

29. abra Baloldalon: A klaszter legjobb elemének kumulativ konformdcios siiriisége a kétédési aktivitds

fliggvényében. Jobboldalon: A legjobb elemet alkoto horgonykonformdciok.
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Amikor a zérus

y tengelymetszetli

egyenest alkalmaztam modellként,

50 Konformécios térfogatot kaptam, amelyek 18 klasztert alkottak. Az egy elemet tartalmazo

klasztereket

(Ny=1) véletlen korreldcionak mindsitettem ¢&s

kihagytam a tovabbi

feldolgozasbol, a maradék ot klaszter jellemzoit az 6. tablazat, a klaszterek legjobb tagjait a

30. abra mutatja.

klaszter legjobb tagja
klaszter Korrelacié regresszio V mérete
y=Yy tox
D Ny . LOZO LSOZA)O v o rmsd uAC
q q (fok)  szama

0 20 10,97 0,86 0,71 0 26,104 28 4

3 6 0,99 0,98 0,79 0 0,185 28 4

4 3 0,98 0,85 0,69 0 5,058 28 4

7 4 0,99 0,97 0,66 0 1,602 22 2

8 4 0,99 0,98 0,73 0 0,276 30 4

6. tablazat: Talalt, nem egyelemii klaszterek a zérus y tengelymetszetii egyenes, mint modell alkalmazasa esetén.

10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0 1
3.0
2.0

ov*100 (%)

1.0 4,

« klaszter ID=0

0.0

0 0.1

0.07 -
0.06 -
__ 005+
0.04
0.03 -

ov*100 (%

0.02 -
0.01

0.2 0.3

1/1Cs (1{uM)

« klaszter ID=3

0.00 +

0.1

0.3

1/1Cso (1{pM)

72



N
a
J

+ klaszter ID=4

ov*100 (%)

© o 9o O = =2 =
o w o o M o
L L L L L L

o -
A
g

0.1 0.2 0.3 0.4
1/1Cs (1{pM)

1+ Klaszter ID=7

0 0.1 0.2 0.3 0.4
11Cso (1{uM)

1 klaszter ID=8

0.00 = \ \ \ \
0 0.1 0.2 0.3 0.4

1/1Cso (1{pM)

30. abra Baloldalon: A klaszter legjobb elemének kumulativ konformacios siiriisege a kotodeési aktivitas
fliggvényében. Jobboldalon: A legjobb elemet alkoto horgonykonformdciok.

A modellek magas korrelacios értékeienek (r, LOO ¢°, L50% g¢°) jelentSségét nem
szabad tulértékelni, az egyenes meredekség jobban jellemzi a modell josagat. Minél nagyobb
az egyenes meredeksége, a modellt anndl jobb mindségiinek tekintettem. A modelltipusokon
(y=0 ¢és y£0) beliil az egyenes meredekségek Osszehasonlitdsahoz kiszdmoltam a relativ
meredekséget (0/0min), ahol y az aktualis modellhez tartozo egyenes meredeksége, €s Omin a

minimalis meredekség.
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Az eredmények attekintéséhez elneveztem a jellemzdé peptidkonformaciokat és a
hozzajuk tartozo relativ meredekséget egész értékre kerekitettem. (7. tablazat).

A T, és az S konformdacidkat tobbszor megtaldltam, fiiggetleniil a modell tipusatol
(y#20 vagy y=0). A T; konformacié javasolhaté a kotddési konformacionak, de a teljesen

biztos dontéshez sziikséges lenne a megfeleld ciklopeptid szarmazékok vizsgalatara.

y#0 y=0
peptidgerinc peptidgerinc
klaszterID konformécio o/ Omin | klaszter]ID konformacid o/ Olmin

0 L 5 0 T, 156

1 T, 16 3 S 1

2 T, 9 4 S 30

3 T, 1 7 S 10

6 L-S 1 8 Ts 2

7 S 9

7. tablazat: A talalt bioaktiv konformacio-jeldltek kvalitativ tipusai, és a kerekitett relativ meredekségiik. T-vel a
kanyar (turn) jellegii, L-lel a linearishoz kozeli, S-sel az ,,s” szerii peptidgerinc konformaciokat jeloltem.

Meg kell jegyeznem, hogy noha a klaszterezd eljaras algoritmusa tokéletesen
mikodott mégis akar tobbfajta klaszter paraméter hasznalata mellett is rakott azonosnak
tekinthetd konforméciokat kiilon klaszterekbe. Ettdl fiiggetleniil a 7. tablazatbdl kideriil,
hogy mindkét modelltipus (y#0 és y=0) mellett a T, konformacidénak adodott a legnagyobb
meredekség értéke, sOt a fizikailag relevans, y=0 esetben ez a hatds még inkabb
megmutatkozott.

Elvégeztem 7,=45° bedllitdsaval is a fenti szdmitdsokat, és mivel a korrelacid, az
egyenes meredekségek és a kapott bioaktiv konformacidk a fenti értékekhez nagy

hasonlosdgot mutattak, ezeket az eredményeket kiilon nem mutatom be.

9.2.3.2. Algoritmus2

Az ,,Algoritmus1” eredményezhet nem folytonos J konformacids térfogatot is, példaul
abban az esetben, ha egy el nem fogadott uAC-t korbevesznek a szomszédjai, amelyek egy
elfogadott V' térfogatot alkotnak. A konformacios ,lyukak™ a kotddés szempontjabol nem
értelmezhetdek, a korrelacios mértékek javitdsaval miik6dé modell épitésével allnak eld.
Folytonos konformacids térfogatok keresésére dolgoztam ki az ,,Algoritmus2”-t.

A horgonykonformacidkat (uAC) a 9.2.2. fejezetben kapott trajektoridkon gyiijtottem,
ugy, hogy az elsd iteracidban 7,c=45° tavolsagkiiszobot hasznaltam. Egy randomizalasi 1épés

utdn 5 iteraciot végeztem (NVy.,). Minden iteracidban az uj horgonykonformacidkat 10%-kal
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csokkentett (x,) tavolsagkiiszob mellett gyiijtottem, és a LOO ¢° értékiik alapjan szfirtem ugy,
hogy csak a fels6 20%-ot fogadtam el (x,). A g’ szamitasakor a zérus y tengelymetszetii
egyenest alkalmaztam modellként. Egy horgonykonformaciohoz rendelt stirtiségvektor (51)
értékeinek meghatarozasahoz az (49)-es 0sszefiiggést (cut off) hasznaltam, a referenciasugar
ekkor 45° volt (7). Ez a referenciasugar a teljes futas soran véltozatlan maradt. Osszesen 20

randomizalési 1épés tortént (N,qnq).

klaszter legjobb tagja
klaszter . ., regresszid
korrelacid
y=Yytox
ID Ny| r LOOg L50%0q> v a
0 112 10,98 0,79 0,82 0 10,76
1 82 10,97 0,70 0,72 0 23,32
2 51097 0,83 0,69 0 2,48
3 2 1096 0,64 0,65 0 0,49

8. tablazat:Talalt klaszterek. Az N, ebben az esetben azt jelenti, hogy az aktudlis konformdciot hanyszor talalta
meg az algoritmus.

« klaszter ID=0

T4

0 0.1 0.2 0.3 0.4
111Cso (1{pM)

9.0 -
8.0
7.0

~ 6.0

5.0 S

40

« klaszter ID=1

pv*100 (%

2.0
1.0 1 .
0.0 & : : : ‘

0 0.1

0.2
1Cso (1{uM)
31. abra Baloldalon: A klaszter legjobb elemének kumulativ konformacios siiriisége a kétodesi aktivitas

fliggvényében. Jobboldalon: A legjobb elemet alkoto horgonykonformaciok.

Ez a gylyté algoritmus Osszesen 41012 darab horgonykonforméciot eredményezett,
amelybd] kivalasztottam azokat, ahol a LOO ¢° és a L50%O0 ¢° is nagyobb volt, mint 0.6

(KLoogq , Kisousoq) €s a térfogathoz nem tartozik olyan nem zérus aktivitds, amelynek zérus

stirtiségérték felelne meg. Igy 41012-b3l 201 darab elfogadott uAC-t kaptam. Ezeket a
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konformacidkat a gerinc torzidszogeik szerint klaszerekbe osztottam ( 7,=60°). A klaszterezés
konforméacids szempontbol egységes, megfelelden korrelalt térfogatokat eredményezett (8.
tablazat).

A klaszterekb6l a 0 és 1 jelii elegendden sok elemet tartalmazott ahhoz, hogy a
véletlen korrelaciotol eltekinthessiink. E klaszterek konformereit €s a kapcsolddo aktivitas -
konformaécios stirtiség értékeket a 31. abra mutatja. E két konformacié megegyezik a 9.2.3.1.

fejezetben T;-el és S-el jelolt konformaciokkal.

9.2.4. Az eredmények értelmezése

A Dbioaktiv-konformacié keresd algoritmus Iényegében két kiilonbozé bioaktiv
konformacio jeldltet eredményezett. A Ti-el jeldlt konformacié Thr' hidroxil és a C-
terminalis oxocsoportja kozott feltételezhetd, hogy hidrogénkotés alakul ki (31. abra, feliil).
A peptidgerinc ilyenkor sikalkata gyfirtit képez, e sik folott talalhato a Gln®, Thr’ és a Thr a
sik alatt helyezkedik el az X* aminosav oldallanca. Az S-sel jeldlt konformacids térfogat
meghatarozé motivuma a Tyr" oldallanc aroméas OH csoportja és a Thr' oldallanc alifas OH
csoportja kozott fellépd hidrogénkotés.

A 32. dbra a legvaldszinlibb bioaktiv konformdaciok jellemzd méreteit mutatja. A
peptid egyes aminosav oldallancainak megfeleld térrészt P;-tdl Ps-ig jeldltem. A pontozott
vonal a peptidgerinc altal képzett sik alatti csoportokat mutatja. Az S konformécio esetén
kisebb gytiri képzddik, mit T, esetben. A P, P3 és Ps az S esetben egy egyenesbe esik. Ha a
negyedik aminosav nem Tyr az oldallancok a gytirti sikja alatt helyezkednek (P4).

32. abra A T, (baloldal) és S (jobboldal) bioaktiv konformdcio.

Ugyan az eredményeket megfeleld ovatossaggal kell kezelni, a peptidek kis szama ¢és

az aktivitdsuk nem idedlis eloszlasa miatt, a modszer igy is rdmutatott arra, hogy a vizsgalt
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tarbol  hidanyoznak a ciklopeptidek, igy ilyen molekuldk bevonasaval jelentds

tobbletinforméciot nyerhetiink a ktddoé konformaciorol és a kotéhelyrol.
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9.3. B-Amiloid epitop peptid bioaktiv konformaciojanak meghatarozasa

A B-amiloid (AP) egy 39-43 aminosavbol allo peptid, ami karos folyamatokban
felhalmozodhat, ¢és oldhatatlan plakkokkd aggregalédhat az agyban. Ezek a plakkok az

Alzheimer-kornak nevezett kognitiv hanyatlast idézik elg'’'"

. Egy lehetséges terapids
megkdzelités lehet az amiloid plakkok eltiintetésére az anti-Af-antitestekkel torténd aktiv
vagy passziv immunizalas.

Szamos kutatocsoport allitott mar elé6 az Alzheimer-kér transzgenikus
egérmodelljeiben AP(1-42)-re és oligomerjeire kifejlesztett antitesteket, amelyekkel terapias
hatast lehetett kifejteni az AP  szalképzodésének csokkentésén  keresztiil''"' .
Megallapitottak' >, hogy a terapiasan aktiv antitestek specifikusan az AP N-terminalis 4-10
specificitasat kihasznalva a jovOben Alzheimer-kor ellenes véddoltds vagy molekularis
diagnosztikai alkalmazas is elkésziilhet.

Linearis peptidbdl késziilt B vagy T sejt epitopok immunfelismerését és enzimatikus
stabilitasat tobbféle modon is lehet befolyasolni; példaul ciklizalassal peptid kimérak
alkamazasaval'>*'?’, az epitop N- és C-terminalishoz kapcsolodd lebegé (tovabbiakban az
szakirodalomban elterjedt angol ,,flank” szét hasznalom) szakaszok modositasaval'>® '*°;
hordoz6 molekuldhoz valé konjugagassal'®’. A fenti, AR epitopot is konjugaltik polilizin
alapu elagazo lanca SAK, EAK"! és tetratuftsin'** alapti hordozokhoz.

Kiprobaltak kiilonféle, N- és C-terminalishoz kapcsolt flank szakaszok hatasat is.
Ekkor azt talaltdk, hogy a hordozd ¢és az epitop kozotti tavtartd (spacer), illetve a flank
szakaszoknak jelent6és hatasuk van az epitop felismerése szempontjabol. A B-alanin
aminosavak bevitele az N- és C-termindlisra a kotédés erésségét, mas esetben'*® D-
aminosavak bevitele az epitdp in vivo enzimatikus stabilitasat novelte meg. Az N- és C-
terminalisra kapcsolt ciszteinek kozott kialakitott diszulfid hid pedig a megfeleld bioaktiv
konformacidt stabilizalhatja'?’.

A fenti megfontolasok alapjan olyan peptidtarat terveztek, ahol a [B-amiloid (4-10)
epitop N- és C-terminalisat o-L-, - és a-D-alanint tartalmazd flank szakaszokkal
szisztematikusan kiegészitették, emellett a peptidekbdl lineéris és ciklusos valtozatot is
készitettek. (a D-alanint a tovabbiakban ,,a”-val fogom jeldlni). A peptidekhez minden

esetben egy Biotin-GGGGG szakaszt kapcsoltak. A biotin az ELISA plate-hez kapcsolt avidin
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fehérjéhez rogzitette a molekulat, az 6t glicin aminosav pedig tavtartd (spacer) szerepet toltott
be. Indirekt ELISA ko6tédési vizsgalattal meghataroztak a peptidek és az egér anti-AB(1-17)

monoklonalis antitest kozotti kotddési aktivitasokat (9. tablazat).

Peptid No. Peptid szekvencia ¢ (x10® mol/l)
1 Biotin-GGGGGFRHDSGY-NH, 1,10£0,12
3 Biotin-GGGGGAAFRHDSGYAA-NH, 0,52+0,11
4 Biotin-GGGGGSASAFRHDSGYSASA-NH; 0,71+0,25
5 Biotin-GGGGGaaFRHDSGYaa-NH, 0,92+0,22
6 Biotin-GGGGGAAAFRHDSGYAAA-NH, 0,70+0,16
7 Biotin-GGGGGHALSASAFRHDSGY SABASA-NH, 1,14+0,01
8 Biotin-GGGGGaaaFRHDSGYaaa-NH, 0,82+0,20
16 Biotin-GGGGG[CFRHDSGYC]-NH, 2,28+0,01
17 Biotin-GGGGG[CAAFRHDSGYAAC]-NH, 0,61+0,06
18 Biotin-GGGGG[CHABAFRHDSGYSASAC]-NH, 0,62+0,10
19 Biotin-GGGGG[CaaFRHDSGYaaC]-NH; 1,07+0,39

20 Biotin-GGGGG[CAAAFRHDSGYAAAC]-NH, 0,49+0,05
21 Biotin-GGGGG[CLABASAFRHDSGYSABABAC]-NH, 0,52+0,03
22 Biotin-GGGGG[CaaaFRHDSGYaaaC]-NH, 1,11+0,29

9. tabldzat: A kot6ds peptidek kotédési aktivitds értékei az ELISA kisérletben OD=1 értéknél. A peptidek
sorszamozasa (Peptid No.) az eredeti cikkbl szarmazik
Célom az volt, hogy e peptidtar esetén is meghatarozzam a kotddé konformaciot™. A
peptidek mérete és flexibilitasa megneheziti egy tradicionalis QSAR vizsgalat elvégzését, de
mivel a PCORE a priori ismert, a bioaktiv konformacidja meghatarozhat6. Ebben az esetben
ugyanis a PCORE az FRHDSGY aminosavakbol felépiild szekvencia, amely kozvetleniil
kotédik az antitesthez, az off-PCORE rész pedig a flank és a ciklizalashoz hasznalt
aminosavakbol all. A Biotin-GGGGG részt a szamitdshoz hasznalt peptidekbdl kihagytam,
mivel ezt a szakaszt az ELISA vizsgdlatok elvégzése kedvéért vitték be a rendszerbe és

crcr

terminalisara acetil, C-terminalisara amid csoportot helyeztem el.

9.3.1. A kiindulasi konformerek eloallitasa

A konformerkeresé eljarashoz az eddigiekhez hasonléan a GROMACS
szoftvercsomag keretén beliil implementalt, kifejezetten fehérjék, peptidek vakuumos
szimulacigjara kifejlesztett GROMOS96 43bl erdteret haszndltam (1d. 9.1.2). Az MD
szimulaciokhoz Berendsen'” termosztatot (T=400 K, 600K) és barosztatot (p=10° Pa)
alkalmaztam. A peptidkotés torzidszogehez tartozod eréallandot ebben az esetben tizszeresére
noveltem, azért, hogy az alkalmazott magas kinetikus energia ne legyen képes atbillenteni a

transz peptidkotéseket cisz allasba. A tobbi, itt nem emlitett paraméter értékét a
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programcsomag altal javasolt alapbedllitison hagytam. A molekula transzlacios és rotacids
sebességkomponensét minden szimulacids 1épésben kompenzaltam, a kémiai kotések hosszat
allando értéken tartottam. Az arginin protonalt, az aszparaginsav deprotonalt formajat vettem
figyelembe. A molekuladinamika iddlépését eldszor az alapbeallitdson, 2 fs-on vizsgaltam
T=400 K-en és T=600 K-en (33. abra). A konformacios teret az egyes peptidek ¢ és ¢ gerinc

torzioszogeivel definidltam. A tavolsag-kiiszobértéket (7) 60°-ra allitottam.

33. abra Taldlt konformerek szama a szimuldcios id6 fiiggvényében, baloldalon 400 K-en, jobboldalon 600 K-en
vegzett MD szimuldciokat haszndltam. A lépéskéz mindkét esetben 2 fs volt. A jelmagyarazatban a molekuldak
kotddeési aktivitas szerint csokkend sorrendbe vannak rendezve.

A 400 K-en végzett szimulaciok nem eredményeztek megfeleld szamu konformaciot,
valdszintisithetd, hogy ez a hémérséklet nem tlinik elegenddnek a konformdcios kinetikai
energiagatak lekiizdéséhez, viszont 600 K-en némelyik szimulacié instabilla valt. Ezért

dontottem gy, hogy a MD 1d6lépését 1 fs-ra csokkentem (34. abra).

34. abra Konformerkeresés 600 K-en, 1 fs lépéskoz mellett - a talalt konformerek szama.

Ebben az esetben a konformerkeresés mar elfogadhaté eredménnyel zarult. Az egyes

molekulak talalt ,,S” konformereinek szamat és a kereséshez felhasznalt szimulaciok hosszat a
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10. tablazat ,N,” és t,q oszlopa mutatja. A legtobb molekula esetén a legkisebb energidju
konformert 200 ns szimulacids idén beliil taldlta meg az algoritmus. A talalt konformerek
szama a bejarhatd konformacios tér nagysdgarol, azaz a molekula flexibilitdsar6l nyujt
kvantitativ informaciot. Megvizsgaltam azt, hogy a molekuldk ,,S” konformereinek szama
(flexibilitasa) €s a kotddési aktivitasa kozott talalhato-e Gsszefliggés, de megfeleld korrelaciot

nem kaptam.

9.3.2. Az oldatbeli konformacios viszonyok feltérképezése

A 9.1-es és a 9.2-es fejezet példaiban az ,,S” listdbdl valasztott konformerekre addig
végeztem az MD szimuldciokat, amig e szimuldcidk 10j horgonykonformaciokat
kovetkezd protokollt alkalmaztam. A kiinduldsi konformert vizmolekulakkal vettem korbe
(SPC modell, periodikus hatarfeltétel alkalmazasa mellett). Egy peptid kiilonb6z6
konformereihez kiilonb6z6 mennyiségli vizmolekuldt adtam (ezek atlagat a 10. tablazat Ny

oszlopa mutatja), tigy, hogy a peptid és az olddszerdoboz fala kozott legalabb 8 A tavolsag

legyen.
Peptid No tyg(ms) Ng  te1(ns) Ny
20 Ac-[CAAAFRHDSGYAAAC]-NH, 151,63 142 28,40 1461
21 Ac-[CBABAPAFRHDSGYBABAPBAC]-NH, 716,05 848 169,60 1412
3 Ac-AAFRHDSGYAA-NH, 154,53 74 14,80 1315
17 Ac-[CAAFRHDSGYAAC]-NH; 196,11 117 23,40 1415
18 Ac-[CBABAFRHDSGYBABAC]-NH, 278,29 306 61,20 1388
6 Ac-AAAFRHDSGYAAA-NH, 239,79 117 23,40 1424
4 Ac-BABAFRHDSGY[ABA-NH, 230,93 194 38,80 1345
8 Ac-aaaFRHDSGYaaa-NH; 101,13 68 13,60 1417
5 Ac-aaFRHDSGYaa-NH, 107,53 57 11,40 1300
19 Ac-[CaaFRHDSGYaaC]-NH; 146,47 81 16,20 1444
1 Ac-FRHDSGY-NH; 197,67 51 10,20 1221
22 Ac-[CaaaFRHDSGYaaaC]-NH,; 81,73 61 12,20 1517
7 Ac-BABABAFRHDSGYBABABA-NH, 406,96 545 109,00 1408
16 Ac-[CFRHDSGYC]-NH, 277,52 75 15,00 1234

10. tablazat:A szamitdsokhoz hasznalt molekulaszerkezetek kétédési aktivitds szerint sorba rendezve. A t,, a
konformerkereséshez hasznalt szimulacios idot, ns a kiindulasi konformdciok szamat, N, a szimulacioban
felhasznalt vizmolekulak darabszamat jelenti. A ty,; az explicit oldoszeres kozegben egy molekulara végzett
szimuldcioknak az egyiittes hosszat jelenti, amelybdl a bioaktiv-konformdcio keresés tortent. A futtatott
szimulaciok teljes hossza ennek kétszerese.

A peptid toltéssel rendelkezd oldallacaihoz, a hisztidinhez és az argininhez Na' és CI
ellenionokat adtam. Erre a rendszerre ugy futtattam MD szimulaciot, hogy a peptid és az

ellenioinok mozgasat ,,lefagysztottam” (freeze). Ebben az esetben a biomolekuldk oldatbeli
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szimulaciojara a GROMOS96 53a6 eréteret'”® alkalmaztam. A 1épéskdzt 2 fs-ra, a szimulacio
hosszat 10 ps-ra allitottam. A szimulacidés homérsékletet 300 K-re allitottam be harom, a
peptidhez, az ellenionokhoz és az olddszerhez rendelt Berendsen-féle termosztat segitségével.
Ezutan ugyanezekkel a beallitdsokkal mar olyan szimuléaciot futtattam, ahol a peptid mozgasat
is szabadon engedtem, ¢és a szimulacios 1d6t 200 ps-ra noveltem. Az els6 szimuldcio a
vizmolekuldk, a masodik a peptid egyensulyba hozasara szolgalt.

Az ezt kovetd 200 ps hosszisagh MD szimuldciot hasznaltam fel a bioaktiv-
mint 1 ps szimuldciot futattam, €s tobb mint 0.5 ps hosszisagu szimulaciot vettem figyelembe

a bioaktiv-konformacié keresésekor (10. tablazat ty, oszlopa).

9.3.3. Bioaktiv-konformacio keresés

A Dbioaktiv konforméciot az a priori definidlhat6 PCORE, az FRHDSGY
peptidszakasz ¢ és @ gerinc torzidszogeivel leirhatd konformacios térben kerestem. Erre a
peptidtarra mar csak az Algoritmus2-t alkalmaztam. A horgonykonforméciokat (uAC) a 8.4.2.
fejezetben leirt algoritmus alapjan gyujtdttem ugy, hogy az elsd iterdcioban 7;c=45°
tavolsagkiiszobot hasznaltam, amelyet iteracionként 10%-kal csokkentettem (x,), igy 5
iteraciot végeztem (Nir). Az egyes iteracioban gyiijtott Gj horgonykonformaciokat LOO ¢’
értékiik alapjan szlirtem, agy, hogy a fels6 20%-ot fogadtam el (x,). A q° szamitasakor a zérus
y tengelymetszetli egyenest alkalmaztam modellként. Egy horgonykonformacidohoz rendelt
stiriségvektor értékeit az (49) és (51) szerint szdmoltam (cut off) a referenciasugar ekkor 45°

volt (7). Osszesen 20 randomizalasi 1épés tortént (N,nq).

klaszter legjobb tagja
klaszter Korreldcis regresszio
y=ytox
D Ny r  LOO¢’ L50%0¢° | vy a
0 2 0,88 0,67 0,69 0 034

11. tablazat:A taldlt klaszter.( Kypo,=0.6 és Kispo,0,=0.6, zérus siiriiségkritérium nélkiil)

A kapott 233356 darab uAC-t korrelacid és konformacioés hasonlésag szerint
klasztereztem. A Koo Krsou0, paraméterek értékét 0,6-ra allitottam. Abban az esetben
amikor kikotottem, hogy a nem zérus aktivitdsi molekuldhoz ne tartozhasson zérus
konformacids stiriségérték, ahogy ezt a 9.2.3.2. fejezetben is tettem, elfogadhaté uAC-ket

nem taldltam. Ha ezt a kritériumot nem alkalmaztam két uAC-t talaltam, amelyek LOO ¢’
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érteke 0,64-nek és 0,67-nek adodott. E két uAC a gerinc torzioszogek szerinti konformacios

tavolsaguk alapjan egy klaszterbe ( 7=60°) tartozott (11. tablazat, 35. abra).

08
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3 0.3

0.2
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« klaszter ID=0

*100 (%)

35. abra Baloldalon: A klaszter legjobb elemének konformdcios siiriisége a kotédési aktivitas fiiggvényében.
Jobboldalon: A 0-val jeldlt klaszter tagjai (horgonykonformaciok). A kiilonbozd alanin flank régiokat sziirkével,
a PCORE aminosavak peptidgerincét szinessel (F- kék, R-piros, H-sarga, D-zold, S-narancs, G-cian, Y-barna)

abrazoltam.

A Kiooq €s a Kisoo0q paraméterek értékét ezutan 0,4-ra allitottam, zérus stirliségérték

kritérium alkalmazasaval 88 uAC-t ¢s 6 klasztert talaltam (12. tablazat), amelybdl kett6t, a 0-

val és a 4-gyel jeloltet fogadtam el az elemszam alapjan (36. abra).

klaszter legjobb tagja
klaszter , ., regressziod
korrelécid
y=Ytax

ID Ny r  LOOg¢" L50%0q° | 'y o
0 64 0,83 0,57 0,59 0 0,65
4 15 0,77 0,43 0,47 0 040
1 4 0,88 0,54 0,57 0 0,13
3 2 0,76 0,46 0,49 0 027
5 2 0,75 0,43 0,46 0 0,17
2 1 0,87 0,48 0,53 0 0,13

12. tablazat: A taldlt klaszterek.( Kioos=0,4 és a Kispo,04=0,4, zérus siiriiségkritérium haszndlata mellett).
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« klaszter ID=4

.

1 1.5 2 25
1/1C s (1{uM)

36. dbra Baloldalon: A klaszterek legjobb elemének konformdcios siiriisége a kétddési aktivitds fiiggvényében.
Jobboldalon: A 0-val és a 4-gyel jeldlt klaszterek horgonykonformacioi. A kiilonbézé alanin flank régiokat
sziirkével, a PCORE aminosavak peptidgerincet szinessel (F- kék, R-piros, H-sarga, D-z6ld, S-narancs, G-cian,

Y-barna) abrazoltam.

Osszehasonlitasképpen kiprobaltam a lineéris regressziot is, ahol az y tengelymetszet
nincs megkotve a modell épitésekor. A fenti paraméterek értékét valtozatlanul hagytam, ekkor
Osszesen 148391 uAC-t talaltam. Amikor a Aroo, €S a Kisow0q paraméterek értékét 0,6-ra
allitottam, zérus stiriségérték kritérium alkalmazisa mellett nem taldltam elfogadhaté
horgonykonformaciokat. Amikor a Koo, €s a AKispo, paraméterek értekét 0,4-re
csOkkentettem, Osszesen 84 elfogadhatd konformacids régiot taldltam, ezek hdrom klasztert

alkottak (13. tablazat). Az elemszam alapjan a 0-val jeldlt klasztert fogadtam el (37. abra).

klaszter legjobb tagja
klaszter Korrelacio regresszio
y=Yytox
ID Ny| r LOOg L50%0q’ Y o
0 76 | 0,83 0,59 0,63 -0,53 0,89
1 5 10,77 0,45 0,51 -0,10 0,16
2 3 10,75 0,40 0,46 -0,36 0,50

13. tablazat: A taldlt klaszterek.( Kyoo,=0.4 és a Kispu0q=0.4, zérus stirliségkritérium haszndlata mellett).

« klaszter ID=0

0-0 .\ * T * T T 1
0 0.5 2 25

1 15
11C s (1{pM)

37. abra Baloldalon: A klaszter legjobb elemének konformdcios siiriisége a kotédési aktivitas fiiggvényében.
Jobboldalon: A 0-val jelolt klaszter horgonykonformacioi.
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Az Osszeforgatott konforméciok atomi koordinata-rmsd értékei ugyancsak
hasznalhatok lennének e célra, de az eljaras meglehetdsen szamitasigényesnek bizonyult (C.

Fliggelék)

9.3.4. Az eredmények értelmezése

Bioaktiv konformécioként olyan konforméciok fogadhatok el, ahol a kanyar csucsan a
szerin aminosav helyezkedik el. A kanyar csticsa altalaban a szarakkal egy sikban talalhato,
egyediil a 4-es klaszter esetén helyezkedik el kevéssel a szarak sikja folott (36. abra). A
modell megbizhatosagat novelte az a tény is, hogy a PCORE-nak tekintett FRHDSGY
peptidszakasz ebben a konformacidoban jol hozzaférhet6 az ellenanyag szdmara, a flank
aminosavak nem temetik el a molekula belsejébe, ahogy ez a jelenség sok, rosszul korrelald
uAC esetén megfigyelhetd volt. A sziikebb ciklusba zart peptidek flank szakaszai a PCORE
N- és C-terminalisat gylirliszerlien kotik 0ssze, mig a nagyobb tagszamu ciklopeptideknél a
flank régidban egy extra kanyar szerkezet figyelheté meg. Ilyen mddon ki tud alakulni
PCOREnak ugyanaz az aktiv konformacidja a kisebb €s a nagyobb tagszamu ciklopeptideknél

is.
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10. Kovetkeztetések, eredmények osszefoglalasa

Doktori dolgozatom témaja, a konformdacios flexibilitas és a kotodési aktivitas
kapcsolatdnak vizsgalata egy gyakorlati példa, a mucin epitdop peptideket tartalmazéd
molekulatar kapcsan meriilt f61. Ezek a pentapeptidek jelentdés konformacios flexibilitassal
rendelkeznek, igy a standard, altalaban kevesebb szabadon forgathat6 torzidt (rotatable bond)
figyelembevevd 3D QSAR modszerek nem szolgaltattak volna megfelelé eredményt. Ezért
tliztiik ki célul egy olyan altalanos szamitasi eljaras kidolgozasat és megvalositasat, amely
hasznalhat6 nagy konformacios valtozékonysaggal rendelkezé molekuldkbol 4ll6 kdnyvtaron,
¢s a kotohely geometridjanak ismerete nélkiill a molekuldk mért kotddési erdsségének
felhasznalasadval meghatarozza a kotéhelyen felvett legvaloszinlibb konformaciot.

Levezettem, hogy az 4ltalanosan szerkezet-hatas Osszefiiggésnek tekintett egyenlet
hogyan particiondlhato a konformacios flexibilitdsnak ¢és molekula rigid kotddésének
megfeleld tagra. Ha el6 tudunk allitani olyan molekulakdnyvtarat, ahol az egyes molekulak a
rigid kotddésének megfeleld tagjat allandonak vehetjiik, a mért (példaul ICsy vagy Kj) értékek
reciproka egyenesen aranyos lesz a bioaktiv konformacid oldatbeli relativ stirliségével.

A rigid kotodést leird tag allandosaganak feltétele, hogy a molekuldknak azonos
moédon és azonos helyre kell kotddnitik, és az egyes molekulakat felépitd atomoknak
csoportosithatonak kell lenniiik egy tgynevezett PCORE, és esetlegesen egy off-PCORE
halmazba. A PCORE halmaz olyan atomokat tartalmaz, amelyek lényeges szerepet jatszanak
a kotddésben, az off-PCORE atomjai pedig a kotddést kozvetve, csak a PCORE konformacios
viselkedésének modositasaval befolyasoljak. A PCORE halmaznak minden molekula esetén
ugyanolyan tipusu az atomokbol kell allnia, és sziikséges, hogy PCORE a ko6todés soran
vizsgalt egyik peptidtar, ahol minden molekuldban megtaldlhaté a PCORE-ként definialt
kozos FRHDSGY peptidszakasz. Ezt a kozos régiot az N- és a C-termindlison valtozo
hosszasagu linearis és gylirivé zar6do lebegd (flank) szakaszokkal vették korbe (oft-

PCORE).

Elkészitettem egy olyan, 3D farmakofor keresé inverz QSAR eljarast (IQsar), amely
az egyes ligand molekuldk oldatbeli konforméacios eloszlasat eldallitja, majd egy kozos térbe,
a PCORE atomok 4ltal leirt térbe vetiti. Ebben a térben a fenti 6sszefiiggés alapjan megkeresi
azokat a konforméacios térfogatokat, amelyekbe az egyes molekuldk kotddési aktivitasaval

egyenesen aranyos konformaciés siriségértékek esnek. A levezetett 0sszefiiggés nem ad
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tdjékoztatast a keresendd konformacids térfogat méretével kapcsolatban, ezért azt
irodalomban 4ltaldnosan elfogadott érték alapjan definidltam. Megdllapitottam, hogy a
keresendd konformacids térfogatnak sszefiiggdnek és folytonosnak kell lennie.

A szamitasi eljardas két f6 modulbol all. Az els6 modul az egyes molekulak
konformadcios terét térképezi fel molekuladinamikai szimulacidk segitségével, és az altalunk
kidolgozott konformerkeresd eljarast is tartalmazza. E konformerkeresd eljaras ciklikus ¢és
linedris molekulakra is alkalmazhat6, és globalis energiaminimum keresésre is hasznalhato.
Feltételezziik, hogy az alkalmazott konformacios analizis a ligand molekuldk oldatbeli
konformacios eloszlasat megfelelden irja le. A masodik modul maga a bioaktiv-konforméacio
keresd eljaras. Az els6 modult FORTRAN a masodikat JAVA nyelven készitettem el. Az
elkésziilt modszernek az inverz QSAR nevet (IQsar) adtam, mivel e modszer ellentétben az
altalanos QSAR eljarasokkal, az aktivitas értékek alapjan valaszt szerkezetet.

Az IQsar-ral szemben a legtobb 3D QSAR modszer megkivanja a bioaktiv
konforméacid, vagy a farmakofor eldzetes ismeretét azért, hogy a molekuldkat ezek alapjan
Osszeforgatva a szerkezet-hatds Osszefiiggés szamitasa elvégezhetd legyen. A kidolgozott
eljarashoz nem kell ilyen el6zetes ismerettel rendelkezni a farmakoforrdl, csak az 6t (PCORE)
alkoto atomokat kell el6re definidlni és a kotddési aktivitds értékeket kisérleti uton

meghatarozni. Az eljaras eredménye pontosan ez a 3D farmakofor lesz.

Az els6 modult kiilon is felhasznaltam egy ugynevezett oligotuftsin alapa
hordozémolekula konjugacios helyeinek oldatbeli hozzaférhetdségének jellemzésére. A
kapott eredmények ramutattak arra, hogy a konjugéilasi helyek nagyjabol egyforman, a

molekula tobbi részéhez képest jobban hozzaférhetdek.

Bioaktiv-konformacio keresést két molekulatarra végeztem. Eldszor egy mucin epitop
pentapeptidekbdl 4ll6 tar esetén arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy milyen
konformacidval magyarazhatd a kotddési erdsség kiilonbsége. A hat aktiv peptidhez kettd
inaktivat valasztottunk ¢s feltételeztiik, hogy a kotédésbeli kiilonbségiik a konformacios
viselkedésiiktol jelentdsen fiigg. A konformécids analizis segitségével kapott alacsony
energidju konformerekbdl 6sszesen 1,9 . s explicit oldoszeres molekuladinamikai szimulaciot
futtattam. A kapott trajektoridkon kétféle algoritmussal bioaktiv-konformacido keresést
végeztem. Az els6 algoritmus eredményezhet nem folytonos konformacios térfogatot, ezért a
hiba kikiiszobolésére elkészitettem az Osszefliggd konformdacios térfogat keresésére alkalmas

eljarast is. Mindkét modszer alapjan ugyanazt a kettd, Ti-el és S-el jelolt ktddd konformaciot
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talaltam meg. Ugyanakkor, a masodik modszer esetében egyértelmiien szét lehetett valasztani
a véletlen korrelacionak és a tényleges hatdsnak megfeleld konformécios térfogatokat. Inkabb
a T-el jelolt fogadhatd el tényleges bioaktiv konformacidként, ahol a jellemzd motivum
kialakitasaban dontd szerepe van a Thr' oldallinca és a C-terminalis kozott kialakuld
hidrogénkotésnek. A kotddd konformdaciot ugyanakkor nagyobb biztonsaggal tudnank
megjosolni, ha a ciklikus szarmazékokat is fel tudnank venni a peptidtarba.

Megallapitottam, hogy a modszer alapjan kevés kiindulasi informdacid esetén is
képesek voltunk olyan 1j, vizsgdlandé szerkezetcsalddra javaslatot tenni, amelynek

segitségével a kotddéskor fellépd konforméacids viszonyok jobban tisztazhatok.

A szamitasok elvégzése soran szerzett tapasztalatokat a kovetkezOképpen
Osszegezhetem. A molekulatarnak sokkal tobb aktiv molekulabol kell allnia, ugy, hogy az
aktivitasaik egyenletesen fedjék le a teljes intervallumot. Erdemes mar eleve tar kialakitasakor
jol Kkortilhatarolhatéan megalkotni a PCORE ¢és off-PCORE részeket. A PCORE
konformacids eloszlasat ciklussd zarodd off-PCORE régiokkal jelentdsen befolyasolhatjuk,
igy a szamitds pontossagat novelhetjiilk. E megfontolasoknak a figyelembe vételével esett a
valasztds egy olyan peptidtarra, ahol a kozos g-amiloid epitdop szekvenciat lebegd (flank)
szakaszokkal egészitettek ki. Ekkor a PCORE régioként az epitop szekvenciat, az off-PCORE
régioként pedig a lebegd szakaszokat definidltam. Ebben a peptidtarban mar megfeleld szamu
molekulat és ciklikus peptideket is taldlunk, emellett az aktivitas értékek mar egyenletesebben
fedik le a teljes tartomédnyt. A konformacios analizis segitségével kapott alacsony energiaju
konformerekbdl kiindulva, az 0sszes molekulara 6sszesen 1 us szimuladciot futattam, és tobb
mint 0,5 us hosszusagu szimulaciot vettem figyelembe a bioaktiv-konformacié keresésekor.
Egyetlen tipust kapott bioaktiv konformaciot kaptam. E konformacid egy olyan sikalkata
kanyar szerkezet, ahol a kanyar csucsan a szerin aminosav all, és a kanyar szarai egyenesen ¢€s
parhuzamosan futnak.

A standard QSAR modellvalidéléasi eljarasok soran hasznalhatd kiilsé validalasra a
fenti két esetben azért nem nyilt lehetdség, mert ha a kiindulasi peptidtarakbol teszt-
molekulatarakat kiilonitettem volna el, jelentdsen csdkkent volna a modellt felépité molekulak
amugy még talan elfogadhatdo szdma. A modszert a kozeljovOben széles korli tesztelésnek
vetem ala, ahol megfeleld szdmu molekulakbdl all6 halmazon mar kiilsé validalasra is lesz
lehetdség. Ugyanakkor a modell validdldsanak legmeggy6zébb moddja, ha a kapott bioaktiv

konformacidt kémiailag rogzitjiik, és ekkor jelentés kotédési aktivitas novekedést ériink el'*.
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Az elkészitett szamitasi eljaras fizikai-kémiai Osszefiiggésen alapul és nem alkalmaz
ugynevezett ,,soft modeling” modszereket, ugyanakkor a kapott modellek statisztikai bels6
validalasa alapjan is elfogadhatonak bizonyultak olyan flexibilis molekulatarak esetén,

melyek vizsgalatara mas modszerekkel nem nyilna lehetdség.
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11. Kitekintés

Az 0j gybgyszerek kifejlesztésének elsé szakasza - amennyiben egy megfeleld jelolt
vagy a megcélzott fehérje, enzim szerkezete nem all rendelkezésre - leginkabb probalgatason
alapul. A siker érdekében molekuldk ezreit tartalmazé ,konyvtarak” in vitro biologiai
tesztelését végzik el, vizsgalva a molekuldknak a célfehérjéhez torténd kotddését. Mivel a cél
egy megfeleld gyogyszerjelolt megtalalasa, ezért ezek elsdésorban merev szerkezetli
molekulak. A hatéanyag molekuldk flexibitdsdnak felsd hataradt nagyjabol 10 forgathatd
torzidszoggel jellemzik'>>. A jelent6sen flexibilis molekulakat nem kedvelik, mivel nem

specifikus hatdsokat valthatnak ki.

38. dbra Vezérmolekuldk keresése modszeriinkkel. A z6lddel jelolt részfolyamatokat a javasolt IQsar eljdrds
végzi.

Otletiink 1ényege, hogy a gyogyszerkutatas elsd fazisaba egy atmeneti 1épést iktatunk,
azaz elsdéként nem a gyogyszermolekulat, ,,csak” a megfelelé6 3D farmakofort probaljuk
kisérleti és szamitasi eredmények alapjan meghatarozni. Erre a célra kihasznaljuk a flexibilis
molekuldk szerkezeti valtozatossagat és, hogy konnyebben mutathatnak mérhetd aktivitast
biologiai tesztekben. Valasszuk meg ehhez egy flexibilis molekuldkat tartalmazé tar tagjait
ugy, hogy a kotddési erdsségiik kiilonbsége jo kozelitéssel csak a konfomécios eloszlasbeli
kiilonbségiiknek legyen koszonhetd. Vagyis a feltételezett, kotddéshez jelentdsen hozzdjaruld
funkcios csoportokat nem valtoztatjuk, csak a kdzottiik meglévo flexibilis kapcsolatot. Ekkor
tulajdonképpen a flexibilis molekulakkal letapogatjuk az ismeretlen térszerkezetli aktiv helyet

(scanning library). Ugyan a konyvtar molekuldinak kotési erdssége nem fog tobb
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nagysagrendet foldlelni, és valdsziniileg nem lesz kozottiik nagyon erésen kotédé molekula
sem, de ilyen specidlis kdnyvtarra a dolgozatban ismertetett szamitasi eljarassal megkaphatjuk
a 3D farmakofort (38. abra). A farmakofor alapjan mar végezhetiink vezérmolekula-
optimalasi 1épéseket, a standard, 3D QSAR vagy 3D VS moszerekkel.

Fontos megjegyezniink, hogy a farmakofort ilyen uton akkor is megkaphatjuk, ha nem
all rendelkezésre semmilyen a priori térszerkezeti informaci6 a célfehérjérél. A hidnyzo
térszerkezeti informacidt ilyenkor mas kisérleti adattal helyettesitjiikk. A megkozelités elonye,
hogy egy, a kotohelyre tervezett specialis, flexibilis molekuldkbol 4llo tar szintézise és a
kotoédési  erdsség meghatarozasa alternativ tvonalat kinal a rontgenkrisztallografiai

szerkezetmeghatarozasra.

Elénydk Hatranyok

. ] o ] o Nem bitztos, hogy peptidek megfelelé ligandnak
A peptid alapu flexibilis ligandok esetén, a szintézis jol . o ) .
bizonyulnak. Egyaltalan az sem biztos, hogy megfeleld
megalapozott, a molekulék gyorsan el6allithatok. o o i i
flexibilis ligand-jelélt talalhato.

, ) ) Flexibilis ligand molekulak oldatbeli konformacios
Flexibilis ligand molekulak oldatbeli konformacios .
.. . X . eloszlasanak meghatarozasa komoly szamitasigényt
eloszlasanak szamitasa elvégezhet6 feladat. . ’
amaszt.

Mivel a molekulatéarat ugy valasztjuk, hogy a k6tédési

. o . . erdsségek kiilbnbsége lehetdleg csak a konformaciés
A vizsgalt molekulak kénnyen adhatnak merheté o ) ) ’ ] )
L eloszlastdl fiiggjén, kétédés er6ssége varhatéan sok
kétédesi aktivitas értéket.
nagysagrendet nem fog folélelni, ezért sziikséges azok

pontos meghatarozasa.

A peptidek altalaban nagyobb méretiiek, ezért egy
analégokbdl allé sorozat esetén valdszindsithetd, hogy
ugyanaz lesz a k6tédési mod. A ligand flexibilitasa
miatt feltételezhetd, hogy a megfelel6 kbétédéskor nem

ékelédnek be vizmolekulak.

Viszonylag nagy hatastbeli kiilbnbséget kivalto
tulajdonsagok (a sziikséges csoportok megléte)
konstans értéken tartasa mellett probaljuk a hatasért
kisebb mértékben felelbs tulajdonsagot (k6t6d6

csoportok térbeli helyzete) meghatarozni.

14. tablazat: A javasolt IQsar modszer elonyei és hatranyai.

Peptidalapt.  molekuldk  megfeleléen  hasznalhatok egy ilyen, specialis
molekulakonyvtar kialakitasakor. A peptideket és kiillonb6z6 analogjait viszonylag konnyen
el lehet allitani, akar parhuzamos szintézisekkel is, és koztiik gyakran nagy affinitast
szubsztratokat vagy ligandokat is fel lehet fedezni. A kovetkezd 1épés azonban, a peptidalapt
vezérmolekulak kémiai atalakitasa nem peptid (peptidmimetikum) szerkezetté messze nem
trivialis. Szamos olyan molekulét taldlhatunk az irodalomban, amelyrdl azt feltételezték, hogy
a peptidnek azt térszerkezetet utanozza, amelyik kolcsonhat a fehérjével, ugyanakkor aktiv
analdégot mégsem lehetett beldle késziteni (sikeres példak koz¢ tartoznak a benzodiazepinek, a

neurokinin-1, -2 és szomatosztatin receptor ligandok és egyes HIV proteaz inhibitorok)®. A
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jelenség egyik oka taldn, hogy ha a kotéhely 3D szerkezete nem ismert, az igen flexibilis

crer

meghatarozni. Ha azonban a bioaktiv konformaciot ismerjiik, annak kémiai uton torténd

rogzitése jelentds aktivitisnovekedéssel jarhat'*,

A kidolgozott mddszer tehat olyan esetben szolgaltatja a vezérmolekula optimalasdhoz
sziikséges farmakofort, amikor a kétéhely 3D szerkezetét nem ismerjiik, viszont rendelkeziink

egy specialis molekulatarra kisérletileg meghtarozott kotddési aktivtasok erdsségével.
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A. Fiiggelék : r’ személetes jelentésének levezetése

Levezethetd, hogy az #° a ,.becslésbél adodd” négyzetdsszegek (estimated sum of
squares) ¢és a teljes négyzetdsszegek (total sum of squares) hanyadosa (59). A (54)

Osszefliggeést felhasznalva kifejezhettiik az illesztett egyenes x; pontban felvett értékét (55).

A= [sz —m—cz]_1 (54)

P.=a+bx, =y -bx +bx, =y -b(x +x,) =
A(fz x* - )_cz Xy + xiny - nx_yxl.) = A(fz x” +(x, - )_c)z Xy - nx_yxl.) (55)
>0 =AY 5 -nxy) (56)
Y52 =4 (X0 - w5 (T ) - 20 (F (3 w2 + -

2w F Y )+ (L2 NE o) - (T

Ekkor felirhatjuk a ,,becslésbdl ad6do™ négyzetdsszeget (estimated sum of squares s.)

(58):
5. = 29,9 = 2007 - 259,457 = A (T ay - mxy) (X7 - nx?) =
(nyz_nx_yz)z =0-Ss :Siy =5 7’ G8)
x° -nx Yos, Y
oot 20D (59)
w2 (=)
)
1.5 1
N
0.5
o
-0.5
-1 T T T T T )
-1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2

39. abra A b valtozo az egyenes meredekségét, b’ a felcserélt koordinatak szerinti meredekséget jeloli.

Az ¥ masik személetes jelentéséhez tekintsik az x=a’+b’y egyenest. Ekkor a

regresszios egyiitthatd (60) alakban irhato fel.
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b= nzxiyi_zxizyi _ Sy
nzyl_z _(Zyi)z Sy

A korrelacios egyiitthatd négyzete kifejezhetd az eredeti és a ,,felcserélt koordinataja”

(60)

pontokra illesztett egyenes meredekségének szorzataval (61) (39. abra).

r2 — Xy :bbl (61)
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B. Fiiggelék : Kiegészités a relativ koncentracio szamitasahoz

A 7.2-es fejezetben a relativ koncentracié meghatarozasakor az [L]~[Ly] illetve a
kompetitiv kotédési vizsgalat esetén az [[]=[Iy] kozelitést hasznaltam. Erdekesnek tartottam
levezetni ezeket az Gsszefiiggéseket a kozelitések alkalmazasa nélkiil.

A telitési kotddési vizsgalat esetén a (30)-as egyenlet (62)-es egyenletté alakul.

(oowal _[LR] _ [LIR] _ B

: (62)

o Ly K,[LI+[LR)) 2K, +B,,

Kompetitiv kotddési vizsgalat esetén az altalaban meghatarozott ICsy érték az az
inhibitor koncentracid, ahol a ko&tddd eredeti szubsztrat koncentracidja a felére csokken.
Eldszor tekintsiik azt a szituacidt, amikor az inhibitor még nincs a rendszerben, €s hatarozzuk
meg kisérletben hasznalt bemérési koncentraciokhoz tartozo [L*R]ma.x €rtéket. Az egyensulyi
allando egyenlete (32) ekkor a jol ismert masodfoku kifejezéssé alakul. Ezt a kifejezést

altalaban az [L]=[L,] feltételezéssel elséfokuva egyszeriisitik, azonban az [L*R]max<[Lo] €s

[L*R]max<[Ryo] feltételek alkalmazaséaval csak az egyik gyokot fogadhatjuk el (63)(64).

[L*R],, = ottt Re ¥ (63)
2
8 =Ry + Ly + K, -4R,L, (64)

Amikor mar inhibitort is adagolunk a rendszerhez, ¢s eljutunk az /,=ICs, pontig a (32)

és (33) kifejezés a kovetkezdképpen alakul.

[LO _[L*R]mj(Ro _[L*;ﬂm_[m]j

2
_ [LFRY
. (1Cy, [IR])(RO 2 [IR]j (66)
l [/R]

Ha a rendelkezésre all6 adatsorunk ICsy értékekbdl 4ll, akkor (65)-be (63)-at
helyettesitve [/R]-re meglehetdsen hosszu dsszefiiggést kapunk (67). Ez az 6sszefliggés csak
olyan tagokat tartalmaz, amelyeket egy molekulakonyvtar vizsgalatakor allando értéken lehet

tartani, igy tovabbra is jogos a 7.4-es fejezetben tett megallapitas (68).
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K> +2K,L,+ L, +2K,R, + R, —(K, + L, + R))S
-2(K, +3L, +R,) +28

[IR] = (67)

[lbound] — [[R] :> {R05Kd9L0}
L, ICy IC,

(68)

tot

Ha a rendelkezésre allo6 mért aktivitas adatsorunk K; értékekbdl all, akkor ICsp-et kell
(66)-bol kifejezni és (67)-et felhaszndlva a (68)-ban felirt hanyadosra az alabbi Osszefiiggést
kapjuk (69).

[IR] _ K, (K, +L,+R,-9)
IC, K,(3Ly-R,-K,+8)+K,(L,+R, _’9)+Kd2

(69)

Nem meglepé modon a (69)-es kifejezésben ugyan szerepel a K;', de a konstans tag
ebben az esetben, amikor kozelitések nélkiil szamolunk, nem esik ki, mivel nevezdben 0sszeg
szerepel. Igy, ha a relativ koncentraciot a K;-b6l szamitjuk, tudataban kell lenniink, hogy a

7.4. fejezetben felallitott Osszefliggés a kozelitésekbdl addddan hibaval terhelt.
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C. Fuggelék : Atomi poziciok alapjan szamitott konformacios

tavolsag

A horgonykonformacidkat gylijtésekor az Algoritmus 2-t hasznaltam, T7;c=3 A,
x7r90% Nier=5, x,~20%, 7=3 A és N,u=20 paraméterek hasznalata mellett. A q2
szamitasakor a zérus y tengelymetszetli egyenest alkalmaztam. Egy horgonykonformaciohoz
rendelt stirliségeket az (49) és (51) szerint szamoltam (cut off).

A beadllitasok szerint az algoritmusnak husszor kellett volna végigmenni a randomizalt
trajektorian és minden esetben 0t iteraciot végezni. Ilyen beéllitdsok mellett egy torzidszog
alapu szamitas altalaban masfél nap alatt lefutott. Descartes-koordinata alapti konformacios
tavolsag mértékkel Osszesen egyetlen véletlenszerlien atsorrendezett trajektoridn négy
iteracios ciklus elvégzése kozel két hétig tartott. Az alabbi kiértékelés a részeredményeken
tortént, csak a teljesség kedvéért keriilt a dolgozatba.

A négy iteracid soran Osszesen 8952 darab uAC-t talaltam, amelyet K100,~0,4 és
Kis50204=0,4 paraméterek, és zérus slirliségkritérium hasznalataval korrelacio és konformacios

hasonlésag szerint klasztereztem. Ekkor harom klasztert kaptam (15. tablazat, 40. abra).

Klaszter legjobb tagja
Klaszter korrelacid regresszid
ID Ny| r LOOs L50%0q’ A B
0 2 10,74 047 0,51 0 0,36
1 2 10,74 0,45 0,49 0 0,36
2 1 10,78 0,43 0,48 0 0,44

15. tabldzat:A taldlt klaszterek.( K o0,=0,4 és a Kispo0,=0,4, zérus siiriiségkritérium haszndlata mellett).

1. klaszter ID=0

1 15
1/1C 5o (1{uM)
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0.9 -
0.8 -
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3 A
0.2
0.1

ov*100 (%)

« klaszter ID=1

0.0

1.4 4
1.2 4
1.0 4
0.8 -
0.6

pv*100 (%)

0.4
0.2
0.0

« klaszter ID=2

25

IS

1 15 2 25
1/1C sy (1{uM)

40. abra Baloldalon: A klaszterek legjobb elemének konformacios siiriisége a kotédési aktivitas fliggvényében.

Jobboldalon: A klaszterek horgonykonformacioi.
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D. Fiiggelék : Atemelt abrak

Kiegészités a 5.2. fejezethez

50 v T T T T - — 5 T T T T T
3.4 kealimol | ]
40 4 ®  perrolor
—_ = U . L —_
E . - R =0.833 3
3 ¥ (R A -
3 -
= . . .‘g
B ZCH o . 4 'g
2 1 . g
a . =2
w - o
04 w» -l
- . .
11 —» 0 *— | . v T v T T T — v
0 2 4 [ ] 10 12 0 2 4 8 8 10 12
Number of rotatable bonds Number of rotatable bonds

41. abra Nicklaus, 1995: A bioaktiv konformacio és a talalt globdlis energiaminimumnak megfelelo konformacio
kozotti energia (jobboldal) és konformdcios kiilonbség (baloldal) a 33 ligand szabadon forgathato kotéseinek

fiiggvényében™.
Global strain (MMFF) vs # rotatable bonds Global strain (OPLS-AA) vs # rot. bonds
& 100 + = . = 100 71— —
G 90 : = s X
5 &0 A 5 %0 =
= 3
2 70 g ) 2 70
£ o o —131h £ y
£ €0 7 : 461b £ € 7 —13 1
= 50 | e T =0 - L || ——a51
@a | ] i w40 | g 7-91b
@ 40 | | e—).12 b @ i — 0.0
5 3 L 5 _J —e i
g F 3 7
3 204 s 2
2 r g Fad r=J
% 10 : % 10 T4
I ] 2 0=
0123 45678910 0123456728910
Strain energy cut-off (kcallmol) Strain energy cut-off (kcal/mol)

42. abra Perola, 2003: A kétodés soran bekdvetkezd konformdacios energiavaltozast a bioaktiv konformacio és a
talalt legalacsonyabb energidju konformer energiakiilonbségével jellemezték (strain energy). A kapott
eredményeket ugy abrazoltak, hogy a 150 ligand molekulat felosztottak 5 csoportra a szabadon forgathato
kotések szama szerint (1-3, 4-6, 7-9, 10-12), és feltiintették, hogy az egyes csoportok hany szazaléka esik egy
bizonyos konformdciés fesziiltség-energiatag kiiszobértéke ald”'.

Kiegészités a 9.1.5. fejezethez

A kromatogrammon 10,2 percnél az epitop, 14,9 percnél az epitép dimerjének, 27.9
percnél a szabad hordozonak a csucsat talaljuk. 25,4 percnél figyelhetjiik meg azt a csucsot,
amelyik egy epitopot, 23,54 percnél, amelyik kettdt, 22,8 percnél, amelyik harmat, és 21,2
percnél amelyik négyet tartalmaz. A négy epitopot tartalmazd konjugatum cstcsa a

legkeskenyebb, mivel ekkor mar szerkezetileg egységes a konjugatum, a mésik harom cstcs
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ennél szélesebb, ami bizonyitja azt, hogy a konjugalasi reakciok parhuzamosan jatszodnak le

¢s a kiilonbozo szerkezetii konjugatumok keveréke képzodik.

t=15 min t=2h 0.451
1 N
0,551 = 0.40-
1 o
0,50 IS —
< E
c 0,454 o 0.354
<] N
N N
N 0,40 %
%] Qo
o 0.301
< 0,354 <
<
0,30 &
’ s 0.25-
<
0,25 -~
0,20 T T T T T T 0.20- " . . . . .
10 15 20 25 30 10 15 20 25 30 35
Time(min) Time(min)
@
t=3 h o6 o~ N t=4 h _
=} <
e N
~ 0,84
0
[a¢]
N ~
0,57 0,7 o~
£ _ N
c 3
o N c |
S S g %
G 0,4 g S
2 ™ g 0,54 —
o [Te)
s N © ©
- 0,4+ < ']
0,34 ] -~ N
N~
N 0,3
o’n T T T T T T T T 0'4 T T T T T T
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o
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1 (3]
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£ 0,74
&
N 0,64
4 1 N
e} .
<< 0,57 4 b
1 o
0,44
0,34
0,24
T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35
Time(min)

43. abra A konjugalasi reakciot nyomon kisérd HPLC kromatogrammok (az abrat Marilena Manea angol nyelvii

doktori dolgozatabol vettem at) .
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Kivonat

A gyobgyszerkutatas egyik fontos Iépése, a vezérmolekula keresése. E folyamat soran
egyre intenzivebben hasznaljak a virtudlis sziirvizsgélatot (VS). A VS olyan in silico,
modellezd és szimulacidos moddszerek gytijtdneve, amelyek a vizsgdlandd molekulatarak
szlirésére — szerkezeti diverzitdsdnak novelésére, vagy éppenséggel fokuszalasara —
hasznalhatok. A VS hatékonysagat jelentésen novelheti a farmakofor elézetes ismerete.
Farmakofor meghatarozasa nem egyszerii feladat, még akkor sem, ha a kotéhely térszerkezete
ismert, de még nagyobb kihivéast jelent, ha nem rendelkeziink ilyen 3D informacidval.

Egy olyan kisérleti és szamitasi alapokon nyugvo eljaras kifejlesztésén dolgozunk,
amely képes eldallitani a farmakofort akkor, ha kiindulési térszerkezeti informaciéval nem
rendelkeziink a kotohelyrdl. Ekkor, pusztdn a ligand molekuldk kisérletileg meghatarozott
kotédési aktivitas értékeit vessziik figyelembe. A doktori dolgozatom e kutatési folyamat elsé
1épéseit foglalja Ossze.

A modszer kifejlesztésénél alapvetd oOtletiink az volt, hogy egy specidlis, flexibilis
molekuldkbol allo konyvtar segitségével térképezziik fel az aktiv helyet. Ett6l a tartoél nem
varjuk el, hogy hatékony gyogyszermolekuldt tartalmazzon, ugyanakkor a tarat ugy kell
Osszedllitani, hogy az in vitro meghatarozott kotddési aktivitasok kiilonbsége lehetdleg csak a
konformaciods eloszlastol fiiggjon.

A dolgozatban levezettem a ligand molekuldk konformacios flexibilitdsa és kotddési
erdssége kozotti Osszefiiggést. E levezetés azon tal, hogy a ligand molekuldk e két
tulajdonsdga kozotti kapcsolatot feltdrja, megmutatja a hasznalhatosagdhoz sziikséges
feltételeket is.

Kidolgoztam ¢és megvalositottam egy farmakofor keresé inverz QSAR eljarast,
amelynek vizsgalatat két peptidtarra végeztem el. Mindkét esetben a kapott farmakofort a
QSAR modellekre altalanosan hasznalt, statisztikai belsd validalasi eljardsokkal ellendriztem.
A statisztikai kiilsé validalas, és a meghatarozott farmakoforok alapjan rigid analog keresése

¢s kotddési vizsgalata nem képezte a dolgozat targyat, de rovid tava céljaink kozott szerepel.



Abstract

Virtual screening (VS) is intensively used today in drug research. The VS is the
common name of in silico modeling and simulation approaches that are used to filter large
molecular databases. The filtering is usually performed either to increase the structural
diversity or to focus the library. The a priori knowledge of the pharmacophore may
substantially increase the efficacy of the VS. However its identification is not a
straightforward task even if the 3D structure of the binding site is known, and it is a
significant challenge if such structural information is not available.

Our long term research objective is to elaborate a method, based on experiments and
computations to find the pharmacophore in the absence of the 3D structure of the binding site.
In the framework of this procedure the pharmacophore is identified via automatically
operating computations, by using only the experimental binding affinities determined on a
specially designed library. The present dissertation is the summary of the first steps in this
field.

Our basic idea was to map the unknown binding site by a scanning library, designed
specially from flexible molecules. We do not expect to find an appropriate drug molecule at
once, but the in vivo binding affinity differences of the molecules should depend only on their
conformational distributions.

In the present dissertation I deduced the theoretical connection between the binding
affinity and the conformational flexibility of the ligands, which revealed the applicability and
the limitations of the subsequent computational method. I designed and implemented
computational algorithms, which generate the conformational distribution of the ligands in
question and locates the bioactive conformation. Hence this procedure may be regarded as an
inverse QSAR method for pharmacophore determination.

I performed the preliminary testing of the computational method on two peptide
libraries, and the obtained bioactive conformations, were confirmed by the standard statistical
internal validation techniques in both cases. The statistical external validation and the

evaluation of rigid active analogs were beyond the scope the current study.



