Magyar Kémiai Folyéirat - Osszefoglalé kozlemények 159

Szerkezet alapu virtualis sziirovizsgalatok a felfedez6 kutatasban

KESERU Gyérgy Miklés®
CADD&HTS, Richter Gedeon Rt., Gyémrdi ut 19-21, H-1103 Budapest

1. Bevezetés

A mechanizmus alapu gyogyszerkutatas kémiai szempontbol
egyik legnagyobb kihivasa a kutatasi program alapjaul
szolgald vezérmolekula azonositasa. A gyogyszerkutatas
héskoraban a vezérmolekula azonositasat jorészt in vivo
kisérletek segitségével végezték, amelyek altalaban
megfeleld hatékonysagt és elfogadhaté farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezd vegyiileteket eredményeztek.
Ez a megkdzelités jollehet meglehetésen lassunak és
kiszamithatatlannak bizonyult jelentds teret engedve a
véletlen, sokszor mégis jelentds felfedezéseknek. Napjaink
orvosi kihivasai, az emberi életmindség javitasanak
programja, valamint a  gyogyszeripari  befektetok
hozamelvéarasai ugyanakkor nem tamogatjak egy ilyen,
nehezen tervezhetd stratégia alkalmazasat. Ez a felismerés
vezetett a modern gyogyszerkutatds egyik legfontosabb
felismeréséhez, a molekularis célpontokon alapuld kutatasi
stratégia kidolgozasdhoz. A megfeleld allatmodellek
hianya, valamint a  hatasmechanizmus  utdlagos
felderitésének nehézségei nagyban hozzajarultak ehhez a
paradigmavaltashoz, amelynek eredményeképpen az addigi
in vivo modellek helyett in vitro eljarasok kertiltek a kutatasi
programok elsé vonaldba. Az in vitro tesztek elterjedése
jotékony hatassal volt a raciondlis megkozelitések
elterjedésére is, ezek a modszerek voltak elszor képesek
megfeleld mindségli adatokat szolgaltatni a szerkezet-
hatas Osszefiiggések szamitdgéppel segitett vizsgalatahoz,
elésegitve ezzel a molekulatervezési (CADD) moddszerek
elterjedését. Napjainkban az in vitro moddszerek altal
szolgaltatott adatok, mint a gyogyszerkémiai eréfeszitések
indikatorai, alapvetd szerepet jatszanak a vezérmolekula
azonositdas és optimalas szakaszaban. A molekularis
biologia, a biofizika, valamint az informacios technologiak
¢és a robotika teriiletén bekovetkezett dramai valtozasok a
90-es évek kozepén ijabb valtozast hoztak a vezérmolekula
azonositds gyakorlatdban, a nagy ateresztOképességii
tesztelés (High Throughput Screening, HTS) a korai fazist
gyogyszerkutatas meghatarozé6 modszerévé valt. A HTS
korai alkalmazasai egyértelmiien a tomegmeéretii, tobbmillios
kampanyok iranyaba mutattak, jollehet mara vilagossa
valt, hogy a vezérmolekula azonositds hatékonysaga nem
novelhetd egyszeriien csak a vizsgalt vegytiletek, illetve a
megvalositott kampanyok szamanak novelésével. Egyfeldl
konnyen belathatd, hogy még a manapsag elérhetévé
valt ateresztOképesség (> 10° vegyiilet/nap) mellett sem
lehetséges a gyogyszerszerli vegyiileteket magaba foglalo
kémiai tér (nagysagrendileg kb. 10 molekula) teljes
feltérképezése. Masfel6l viszont, az ateresztOképesség
novelésének  ellenére, a  célfehérje  farmakologia
validalasanak nehézségei, a HTS-re alkalmas biologiai
tesztek kidolgozasanak problémai, valamint a tesztelésre
keriilé vegyiiletek kezelésének és mindségbiztositasanak
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kérdései a megkozelités jelenlegi hatarait egyértelmien
megmutatjak. Tekintetbe véve a kordbban altalanosan
alkalmazott tesztelési stratégia korlatait, a véletlen tesztelést
olyan eljarasokkal kell felvaltani, amelyek egyesitik a
HTS ateresztoképességét a CADD modszerek racionalis
megkozelitéseinek eldnyeivel. A virtudlis sziirdvizsgalatok
(virtual screening, VS) éppen ezt a koncepciot testesitik
meg, amikor nagy ateresztOképességli molekulatervezési
modszereket hasznalunk fel nagy vegyiiletadatbazisok ido-
¢és koltségtakarékos vizsgalatara.

A HTS eljarasok kidolgozasa soran elséként a célfehérjét
valasztjuk ki, ezt kdveti a vegyliletek vizsgalatara alkalmas
teszt kifejlesztése €s a vizsgalando vegyliletek tesztelésre
alkalmas formatumanak kialakitasa. A HTS kampanyokat
tipikusan automatizalt kornyezetben valodsitjuk meg,
amelynek soran a nagy szamu vegyliletnek kdszonhetéen
nagy mennyiségli mérési adat keletkezik. A kampany kisérleti
részének befejezését koveti az adatok feldolgozédsanak,
értelmezésének és kiértékelésének fazisa, amely jelentds
szamitogépes kapacitast és felkésziiltséget igényel.

A HTS és a virtualis sziirés kozti rokonsagot a megvalositas
fobb Iépéseinek hasonlosaga is jelzi (1. abra). A célfehérje
azonositasat kdvetden ebben az esetben is az els6 feladat az
aktivitas eldrejelzésére szolgdld algoritmus kifejlesztése és
optimalasa, ezt tekinthetjiik a HTS-ben alkalmazott in vitro
teszt in silico megfeleldjének. A virtualis sziirdvizsgalatok
végrehajtasa elofeltételezi a vizsgalandd vegyiileteket
tartalmazo adatbazis megfeleld elokészitését. Maga a
ennélfogva nagymértékben automatizalt és a HTS-hez
hasonléan nagy mennyiségli adatot szolgaltat, amelyet
tarolni, elemezni és értékelni sziikséges.

A technikai megvalositas mellett a HTS és VS modszerek
koncepcidjukban is szamos hasonldésagot mutatnak. Mindkét
eljaras nagy szamu vegyiilet gyors, korlatozott pontossagu
vizsgalatara alkalmas, ebben az értelemben tehat inkabb
klasszifikaciéra mintsem a biologiai aktivitas kvantitativ
meghatarozasaraszolgalnak. Ebbol kovetkezden e modszerek
valdjaban nem megerésitett talalatokat, hanem jelolteket
azonositanak, amelyek tovabbi, immar hagyomanyos, jol
reprodukalhaté modszerekkel torténd vizsgalata vezet a
valodi talalatokhoz. A nagy ateresztoképességii modszerek,
jellegiiknél fogva - a megvizsgalt vegyliletek szamahoz
képest csak kis mértékben - hamis eredményeket is
szolgaltathatnak. Lesznek olyan vegyiiletek, amelyeket ezek
a vizsgalatok aktivnak jeleznek, de a validalo vizsgalatokban
ezt az aktivitast nem tudjuk megerdsiteni, ezek a hamis
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1. Abra. A virtualis illetve valos sziirévizsgalatok legfontosabb Iépései

pozitivok. Ugyanakkor bizton szamithatunk olyan
vegyliletekre is, amelyeket tényleges aktivitasuk ellenére
a nagy ateresztOképességli modszerekkel nem tudunk
azonositani, ezek a hamis negativok. Bar a hamis eredmények
elkeriilése érdekében, mind a HTS, mind a VS vizsgalatok
soran a vizsgalati teszt gondos optimalasadval mindent el
kell kovetni, ezek valojaban e modszerek kozos miikddési
filozofiajat és alkalmazasat nem befolyasoljak. Mindaddig,
amig az eljarasok képesek az adott kutatasi program kémiai
kiindulopontjaul szolgald szerkezeti kor azonositasara, a
hamis pozitiv és hamis negativ talalatokat mint zajt kezeljiik
¢és szamukat minimalisra szoritva jelenlétiiket elfogadjuk.

A HTS ¢és VS modszerek kozti leglényegesebb kiilonbség
az alkalmazott kisérleti illetve elméleti megkdzelitésben
van. A VS elméleti megkdzelitéseinek koszonhetden 1)
hatékonyabb koltség-, 1d6-, ¢és erdforras-gazdalkodast
eredményez; 2) a gyogyszerszeri vegyiletek szélesebb
— akdr eddig el6 nem allitott - korének vizsgalatara
alkalmas; 3) a random tesztelésnél nagyobb talalati aranyt
eredményez. A kozelmult &sszehasonlitd vizsgalatai
ugyanakkor nyilvanvalova tették, hogy a virtualis sziirés
nem helyettesiti a HTS vizsgalatokat, ezek a modszerek
valdjaban kiegészitik egymast'. A HTS megkozelités a
rendelkezésre allo vegyiiletek gyors vizsgalatara szolgal,
mig a VS legf6bb alkalmazasi teriilete az adott célfehérjére
vagy célfehérje csaladra fokuszalt vegyiilettarak eldallitasa
¢és a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd vegytileteket
tartalmazo adatbazisok sziirése.

AVSmodszerek, nagy ateresztoképességlimolekulatervezési
modszerek 1évén, a CADD eljarasokhoz hasonléan
ligandum-, illetve szerkezet alapu megkozelités alapjan
dolgoznak. A ligandum-alapi moédszerek a kismolekulas
kémiai térben azonositott aktiv illetve inaktiv molekulak

alapjan kisérelnek meg 1) aktiv vegyiileteket azonositani.
A szerkezet alapt eljarasok ezzel szemben a célfehérje 3D
szerkezetének felhasznaldsaval vizsgaljdk a potencidlis
ligandum és az aktiv helyet alkoté aminosavak kozott
kialakulé kolcsonhatasokat. Ebben az értelemben tehat a
HTS modszerek in silico analdgjai a szerkezet alapu VS
eljarasok, ezekkel foglalkozunk a tovabbiakban.

2. Szerkezet alapu virtualis sziirévizsgalatok

Erlich szerint a gyogyszerhatdas a gyogyszer ¢&s
makromolekularis célfehérjéje kozott kialakuldo molekularis
felismerési folyamat eredménye. A racionalis megkozelités
ennek megfeleléen igényli e folyamat szerkezet alapu
kvalitativ és kvantitativ energetikai leirasat'. A szerkezet
alapu modszerek e kolesonhatasok vizsgalatat tiizik ki célul.
A molekulatervezésben mar régota alkalmazott modszerek
teljesitoképességét a korlatozott szamitasi teljesitmény
mellett a jobbara csak alacsony felbontasban rendelkezésre
allo fehérjeszerkezetek korlatoztak. Mara mindkét teriileten
jelentds eldrelépés tortént. A szamitdgépklaszterek és a
Linux operacids rendszer olcsd szamitasi kapacitast kinal,
mig a szerkezeti biologia a széles kdrben hozzaférhetd
szinkrotron forrasokkal a jobb mindségli szerkezeteket
eredményez. Ebben a megvaltozott kdrnyezetben a szerkezet
alapt szlir6vizsgalati modszerek gyogyszerszerti molekulak
tomegét dokkoljak a fehérje aktiv helyére ahol a kotémod
predikciojat kovetden sor keriil a térbeli, elektrosztatikus
és hidrofob illeszkedés eértékeld-fliggvényeken alapulo
kvantitativ vizsgalatara >23°. Az igy kapott pontszamok
alkalmasak a vizsgalt vegyiiletek affinitds alapt
rangsorolasara, amely alapjat képezi a legkedvezébb
pontszamu  vegyiiletek tovabbi, els6ésorban  kisérleti
vizsgalatara. A szerkezet alapu virtualis sziirdvizsgalatok
folyamatabrajat a 2. abra mutatja.
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Tesztelendd adatbazis

Mw, clogP, Ematom,
protondltsag, izotdpok,
egyszeres IStések,
gyarak, stb.

Eldokészités

Target fehérje

H atomok hozzaadasa

protonaltsag, aktiv hely,
His tautomerek,
szerkezeti viz,

farmakor definicid, stb.

2. Abra. A szerkezet alapu sziir@vizsgalatok legfontosabb 1épései.

2.1. A célfehérje szerkezeti el6készitése

A szerkezet alapt szlirGvizsgalatok elsé 1épése a célfehérje
szerkezetének eldallitasa. A nagy ateresztOképességii
vizsgalatok altalaban nagy felbontasu szerkezetet igényelnek,
amelynek leginkabb a rontgendiffrakcidval, illetve NMR-rel
meghatarozott szerkezetek felelnek meg leginkabb. Szamos
esetben azonban, amikor a célfehérje nem, vagy csak
nehezen kristalyosithato, illetve mérete kiviil esik az NMR
méréstartomanyon, homologiamodellek hasznalatara is sor
kertilhet®. Bar jelenleg az ismert fehérjék kozel 56%-rol
tudunk ilyen moédon szerkezeti informacidt szerezni, ezek a
modellek korlatozott felbontasuk miatt altalaban csak durva
sziirésként alkalmazhatok. A kozelmultban, elsGsorban
GPCR  fehérjékre”  bevezetett, ligandum-tamogatott
homologiamodellezés a modellek aktiv helye kdrnyezetében
elért mindségjavulas kovetkeztében reményeink szerint
javithat ezen a helyzeten 8.

A nagy ateresztoképességli modszerek nem képesek a
fehérje felszinének teljes feltérképezésére, igy kezdeti
feltételként igénylik az aktiv hely meghatarozasat. Ezt a
feladatot a szokasos kisérleti modszerek mellett (egykristaly
diffrakcio, NMR, irdnyitott mutacidk) elméleti szinten
leginkabb a fehérjefelszin iiregeit érzékeld algoritmusok
alkalmazasaval oldhatjuk meg®!'°, de azonositasuk fizikai-
kémiai vagy geometriai leirok segitségével is lehetséges'!.
Az azonositott aktiv hely el6készitése alapvetden az
alkalmazott dokkolo algoritmustol fiigg, altalaban magaba
foglalja a sziikséges hidrogén atomok poétlasat, a titralhatd
aminosavak protonalodasi allapotanak meghatarozasat, a
megfeleld tautomer forma, valamint a koétésben szerepet
jatszo szerkezeti vizmolekuldk azonositasat. Bar a nagy
ateresztoképesség biztositasa érdekében a legtobb dokkolo
algoritmus az aktiv helyet merev testként kezeli és a dokkolas
soran csak a ligandumok flexibilitdsaval szamol, az aktiv hely
aminosav oldallancainak flexibilitdsa a kotékolcsonhatasok
kialakulasaban lényeges szerepet jatszik. A napjainkban
hasznalatos modszerek a fehérje flexibilitasat csak korlatok
kozott képesek kezelni. Ennek kovetkeztében a megfeleld
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célfehérje szerkezet kivalasztasa elsdleges fontossagu,
amennyiben a célfehérjérdl tobb szerkezet is rendelkezésre
all, a kivalasztott szerkezetnek reprezentativnak kell lennie.
Tobb konformacios csalad esetén csaladonként egy szerkezet
figyelembevétele indokolt.

2.2. Dokkol6 algoritmusok

A leggyakrabban alkalmazott dokkolo algoritmusokat az
1. tablazat foglalja Ossze. Bar a dokkolds soran csak a
célfehérje aktiv helyét vessziik figyelembe, az ezt kialakito
aminosavak leirasa az eredmény szempontjabol egyaltalan
nem kozombds. Az erre a célra altaldnosan alkalmazott
térgeometriai deszkriptorok magukban'? vagy fizikai-kémiai
jellemzékkel kombinalva®’2, illetve kolcsonhatasi pontok
vagy felszinek®”. A korai algoritmusok a ligandumokat
is merev testként kezelték, manapsag azonban a dokkold
programok tobbsége képes a potencidlis ligandumok
flexibilitdsdnak figyelembevételére.

Erreacélraalapvetden kétmegkdzelitésthasznalnak, ismertek
a flexibilitast a teljes molekulan illetve annak fragmensein
értelmezd  eljarasok. A korai merev test dokkolasok
egyik tipikus kiterjesztése lehetévé teszi a konformacios
flexibilitds figyelembevételét. A DOCK programban
megvalodsitott merev test dokkolds soran geometriai illesztési
kritériumok segitségével illesztették a ligandumot az aktiv
hely ,,negativjara”. Ezt a megoldast a kés6bbiek folyaman
erdtér alapu értékeld-fliggvénnyel, optimalo algoritmussal
egészitették ki. Az ilyen modon tovabbfejlesztett modszer
képes kis energidjui kotdkonforméciok azonositdsara oly
moédon, hogy a ligandumok elére elkészitett konformereit
tartalmaz6 multi-konformer alkonyvtarakat dokkolnak az
aktiv helyre. Bar a multi-konformer dokkolas mar képes a
ligandumok flexibilitasanak részleges figyelembevételére,
ez a stratégia a ligandumok konformdaciés szabadsagi
fokainak novekedésével egyre koriilményesebbé valik. Ezt a
problémat kezelik hatékonyan a fragmens alapi modszerek,
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amelyek a ligandumbdl képzett fragmenseket elkiiloniilten
vagy inkrementalisan helyezik a fehérje aktiv helyére.

Program Modszer Ref.

DOCK C.}eomeEtr'la,l illesztés, inkrementalis 12
ligandépités

FlexX C.ieome,tr}a} illesztés, inkrementalis 13.14
ligandépités

SLIDE qeometrla{.lllesz,tes, multikonformer 15
ligandumkonyvtar

AutoDock Er'lerglz? ala?u/szt({chasztlkus Monte Carlo 16
szimulalt hokezelés
Monte Carlo minimalas, Pszeudo-Brown

ICM . ) . e Ay 17
mintavételezés és lokalis minimalas

QXP Monte Carlo minimalas 18

MDD Molekuladinamika 19

Glide Szisztematikus keresés 20

GOLD Genetikus algoritmus 21

PRO_LEADS Tabu keresés 22

MOE-Dock Tabu keresés vagy szimulalt megeresztés 23

FRED S.21sztemat1kus kf:reses, multikonformer 2425
ligandumkonyvtarak

FLOG Szisztematikus keresés 26

1. Tablazat. A legismertebb dokkol6 algoritmusok

A szerkezet alapt virtudlis szlrovizsgalatok egyik
legnagyobb kihivasa a fehérje flexibilitasanak kezelése,
amelyet tobb Osszefoglald munka is targyal’®’!. A
flexibilitas figyelembevétele a kiilonb6z6 megoldasokban
igen valtozatos mértékben valosul meg. A jelenleg
rendelkezésre all6 modszerek a merev fehérjeszerkezet
kismértékti  valtoztatasan, az  aktiv  hely fehérje
oldallancainak mozgatdsan, illetve tobb fehérjeszerkezet
egyidejii figyelembevételén alapulnak. A kovetkezdkben
roviden ismertetjiik a ligandum, illetve fehérje flexibilitas
figyelembevételére alkalmas algoritmusokat.

2.2.1. Szisztematikus modszerek

Ezek a moddszerek a ténylegesen meglévé konformacios
szabadsagi fokok teljes feltérképezését tizik ki célul,
azonban a szabadsagi fokok szamanak ndvekedésével
teljesitOképességiik erésen korlatozotta valik:

N ingementun 3 65()

Nkonﬁ)rmer = H e—

=l =l ij
ahol sz az i-ik kotéshez tartozd j forgasi inkrementum,
N a forgathatdé kotések szdma. E probléma elkeriilésére
vezették be a ligandumok aktiv helyen torténd inkrementalis
felépitésének modszerét, amelyet a FlexX algoritmusban
implementaltak. A FlexX algoritmus alapjat az a felismerés
képezi, amely szerint a ligandum fizikai-kémiai tulajdonsagai
alapvetden meghatarozzak majdani elhelyezkedését a fehérje
aktiv helyén. Az eljards a ligandum alapfragmensének

crer

a teljes ligandum inkrementalis felépitésével folytatodik.
Az ikrementalis épitkezés alapjat a grafelmélet fakeresd
algoritmusa szolgaltatja. Természetesen a fa kiterjedésének
novekedésével a teljes keresés nem ésszerli, ezért az egyes
csomopontokban a kotddési szabadentalpia  értékeld-
fiiggvényekkel torténd becslése alapjan irdnyitott keresést
valdsitunk meg.

A DOCK algoritmusban a ligandumokat egy merev
alapfragmensre ¢és flexibilis oldallancokra bontjak. A
dokkolas soran a sztérikus komplementaritas optimalasaval
kapunk alacsony energiaju kotékonformaciokat.

A ligandumok eldre elkészitett konformacidinak merev
dokkolasa szintén a szisztematikus modszerek kozé
sorolhatd, ez valosul meg a FLOG programban?®. Jollehet
ebben az esetben a ligandumok konformacios terének
feltérképezése valojaban nem az aktiv helyen torténik, igy a
generalt konformaciok relevanciaja kérdéses lehet.

2.2.2. Sztochasztikus modszerek

A legismertebb sztochasztikus modszerek altalaban Monte
Carlo keresést, genetikus algoritmusok alkalmazasat vagy
a ,tabu search” eljarast hasznaljak fel. A Monte Carlo
algoritmusok véletlenszerii kezddkonformaciokat allitanak
el a ligandumokra a fehérje aktiv helyén, majd a kialakult
kolcsonhatasok pontozasaval meghatdrozzak az adott
konformacio josagat. Ezt kovetéen a konformergeneralasi
és pontozasi 1épésekbdl allo ciklusok altal eldallitott
konfiguracidkat a Metropolis kritérium alapjan osztalyozzak.
Ennek megfelelen egy konfiguraciot Gjnak fogadunk el,
ha a hozzé tartoz6 pontérték kedvezdbb, mint a korabbi
konfiguraciora kapott érték. Amennyiben az j konfiguracio
ezt a feltételt nem teljesiti, Ggy az Gj konfiguraciot csak abban
az esetben tartjuk meg, ha a konfiguracié megtartasanak
valdsziniisége (P) az alabbi egyenletben leirt Boltzmann-
eloszlast koveti:

- (Eu'j B Erégi

P=exp T

ahol P az 1j konfiguraci6 elfogadasanak valoszintisége.

Ezt a koncepciot hasznalja az ICM algoritmus'’, amely
egy globalis Monte-Carlo minimalason alapulé dokkolast
valosit meg. Az algoritmus tovabbi gyorsitasa érdekében
a kolcsonhatasi energidkat egy elore szamitott racs
segitségével hatarozzak meg.

A genetikus algoritmusok (GA-k) az evolucids verseny és
a populacids dinamika alapelveit alkalmazzak szamitasi
problémak megoldasara. A GA-k valdjaban sztohasztikus
optimalasi modszerekahol az optimalasi probléma
altalanossagban genetikai leirasban keriil targyalasra.
A kezdeti allapotban az algoritmusok egy véletlenszeri
populaciot allitanak elé, amely az adott probléma
lehetséges megoldasait reprezentalja. A populdcid tagjait
kromoszoémak irjak leahol a gének az optimalasi probléma
valtozoinak felelnek meg. Egy dokkolasi feladat esetében a
gének kodoljak a molekula kiilsd (transzlacios és rotacios),
valamint belsd konformacids szabadsagi fokait (torzidk).
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A keresztezés és mutaciok alapjan kialakulé 1j populéciod
egyedeit ezt kovetden dekodoljuk és szamitjuk az adott
konformaciora a kotédési szabadentalpiat. Ezt a folyamatot
addig folytatjuk, amig egy eldre rogzitett generacidszamot
elériink. A GA alapt virtualis sztrés legjellemzdbb példaja
a GOLD algoritmusahol a kiilonb6z6, hidrogénkotésben
résztvevd szerkezeti részleteket a génekben direkt mddon
kodoljak. A szintén népszeri AUTODOCK programban
alkalmazott GA az energiaminimalast lokalis kereséssel
oldja meg.

A Monte Carlo és GA eljarasok mellett a PRO LEADS
programban egy tovabbi heurisztikus algoritmust, a
tabu search modszert talaljuk. Ebben az eljarasban a
véletlenszerlien generalt orientacidkat egy tabu lista
alapjan vizsgaljak. Ez a lista eldre elkészitett megoldasokat
tartalmaz és peremfeltételeket szolgaltat a keresés szamara.
Példaul a ligandum véletlenszerti elmozdulasa akkor tiltott,
ha ez olyan megoldashoz vezet, amely magasabb energidju
és nem kiilonbozik szamottevéen a korabban kapott, mar
tarolt megoldasoktol.

2.3. Ertékel6-fiiggvények

A ligandum ¢és a fehérje aktiv helye kozott kialakulo
kolcsonhatasok a  virtudlis  szlrdvizsgalatok  soran
reverzibilis egyensulyt eredményeznek, amelyet kvantitativ
moédon a kotédési szabadentalpia szamitasaval irhatunk le.
Sajnalatos mdédon a kotddési szabadentalpia még jelentds
szamitasi kapacitast igényl6 modszerek alkalmazasaval
is csak korlatozott pontossadggal szadmithatd. A virtualis
szirévizsgalatok soran a vizsgalt ligandumok nagy
tomegeére szamitando kotddési szabadentalpia racionalis id6
alatt csak becsléssel hatarozhatd meg, ezt a célt szolgaljak a
kiilonbozo értékeld-fiiggvények. A leggyakrabban hasznalt
értékelo-fiiggvényeket a 2. tablazatban foglaltuk Ossze.
Valamennyi fliggvény kozos jellegzetessége, hogy a kotodési
szabadentalpia becsléséhez azt a kozelitést hasznaljak fel,
amely szerint a teljes entalpia kiilonbdz6 entalpiajarulékok
Osszegeként irhatdo fel. Fontos megjegyezniink, hogy a
kotodési szabadentalpia allapotfiiggvény és mint ilyenre az
additivitas szigort értelemben nem teljesiil.

A kotédési szabadentalpia becslésére szolgald kiilonbozo
értékelo-fiiggvényeket  harom  csoportra  oszthatjuk,
megkiilonboztetiink erétér alapt, empirikus, és tudasbazis
alapu fiiggvényeket.

Valamennyi ma ismert értékeld-fiiggvény alkalmas a kotddési
szabadentalpia becslésére, ugyanakkor mindegyikiik szdmos
korlattal bir. A pontatlansagok jorésze abbol szarmazik, hogy
minden értékeld-fiiggvényt kisérleti adatokhoz illesztettek,
ezért értelemszerien magukban foglaljak a mérési hibat.
Mivel az illesztésbe bevont kisérleti adatok mennyisége
mindenképpen véges, elmondhatjuk, hogy univerzalisan
alkalmazhato értékeld-fiiggvény nem 4all rendelkezésre.
Ugyanakkor az illesztésbe bevont rontgenszerkezetek
csak  kisérletileg mért kedvezd  kolcsonhatasokat
tartalmaznak és nem hordoznak informaciot a kedvezdtlen
kolcsonhatasokrol, ami a értékeld-fiiggvények hasznalati
értékét tovabb korlatozza. Hasonld korlatokat tdmaszt a
bizonytalan protonalddasi allapot, valamint a szerkezeti
vizek altal kozvetitett kolesonhatasok figyelembevétele is.

2. Tablazat. A leggyakrabban hasznalt értékelé-fiiggvények

Tipus Fiiggvény Ref.

CHARMM
AMBER
LIE
Erdtér-alapu OWFEG 36, 37
MM PB/SA
GOLD/Gold(G)

DOCK/Dock(D)

PLP

FlexX
Empirikus ChemScore 14,38,39
ScreenScore

HINT

DrugScore
Tudasbazis-alapt PMF 40,41,42

BLEEP

A fliggvények altal szolgaltatott, a kotddési szabadentalpiaval
aranyos pontszdmok gyakran mutatnak Osszefiiggést a
molekulamérettel, jollchet ezt a jellegzetességet a bioldgiai
vizsgalatok nem erdsitik meg. Mindezen hianyossagok
részben csokkentheték a kiilonbozo értékeld-fliggvények
kombinacidjanak alkalmazasaval. A konszenzus
pontozasnak nevezett megoldads egyesiti a komponensként
alkalmazott  fliggvények egyes  kdlcsonhatédstipusok
leirasaban mutatkozd elény0s sajatsagait és igy altalaban
jobb eredményt szolgaltat mint amilyen a komponensek
egyedi alkalmazasaval elérheto.

2.3.1. Erdtér-alapu értékels-fiiggvények

Az er6térre alapuld fiiggvények a rendszer energidjat a
molekulamechanikabol ismert energiatagokkal fejezik
ki, ilyen példdul a DOCK ¢és a GOLD pontozas. A
fehérje-ligandum kolcsonhatas kvantitativ - jellemzésére
a  molekulamechanikaban  hasznalatos  energiatagok
kozil els6ként a nemkoté kolesongatasok leirasara
alkalmas tagokat hasznaltdk fel. A ligandum ¢és kotohelye
kozott fellépd kotési kolesonhatasi energia szamitasat
leggyakrabban az elektrosztatikus és van der Waals tagok
Osszegzésével becslik. Az ilyen elven miikodo erdtér alapt
pontozasi modszerek legnagyobb hidnyossaga, hogy a
fehérje-ligandum kolcsonhatasokat eredetileg gazfazisu
szamitasokra kifejlesztett 6sszefiiggésekkel irjak le, amelyek
elhanyagoljak a biologiai rendszerekben meghatdrozo
jelentéségli szolvatacids- és entropia-effektusokat. Szintén
gyakori hiba a dokkolés soran kialakul6 sztérikus iitkdzések
kezelése. Az erdtér alapu értékel6-fliggvények a van der
Waals kolcsonhatasok szamitasara altalanosan alkalmazott
Lennard-Jones 12-6 potencial kis tavolsagoknal jelentkezd
nagy meredeksége miatt a kdzeli kolcsonhatasokra jelentds
taszitassal valaszolnak (pl. DOCK pontozas). Az ilyen
félrevezetd effektusok csokkentése érdekében a Lennard-
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Jones tagot a korszertibb értékeld-fliggvényekben skalazzak
(pl. GOLD pontozas).

A GOLD értékelo-fiiggvény kiilonlegessége a H-hidas
kélcsénhatésok szadmitasa. A pontozzis figyelembe veszi
diszperzids tag felelés a hidrofob kolcsonhatasok leirasaért,
mig hagyomanyos molekulamechanika energiatagok
szolgalnak a ligandum belsé energidjanak meghatarozasara.
Ennek kovetkeztében ez a értékelé-fliggvény elsésorban
azokban az esetekben ad megbizhaté eredménytahol a
ligandum ¢és az aktiv hely kolcsonhatdsdban a polaris
kolesonhatasok meghatarozoak.

A GOLD értékeld-fliggvény* a  ligandum-fehérje
kolcsonhatasra:
EvdW H bond = Z z |:[_ - _] + (E + Ewu )_ (Edw + an ):|
protein ligand i y‘ j

a ligandum bels6 energiaja pedig:

E

)}
vdW +Etorsi0n = Z [d—llz_d_J"'/ ) ) V|:1+—COSQn|(o):|
ij igan

ligand ij

ahol A, B Cj és Dj az i és j atomok van der Waals
parameterel d, azi ésj atom tavolsaga.

A DOCK fiiggvény mind elektrosztatikus, mind pedig
hidrofob kolcsonhatasi  tagot tartalmaz, azonban az
entropia-effektusokat nem veszi figyelembe®’. A polaris
koolesonhatasokat  tavolsagfiiggd dielektromos 4allando
segitségével vissza lehet skalazni.

q9.49;
- +332— 4
";’e’” ”g"z”“’ Kdlz d, j & (dii ﬁif ]

ahol 8(dij) a tavolsagfiiggd dielektromos allando.

E, +E

electrostatic

2.3.2. Empirikus értékelo-fiiggvények

Az empirikus értékel6-fiiggvények a kotodési szabadentalpia
becslését a fehérje-ligandum kolcsonhatasban résztvevo
explicit hidrogénkotések és hidrofob kontaktok sulyozott
Osszegzésével valositjdk meg, ilyen fliggvény példaul
a LUDI, a FlexX ¢és a ChemScore. A kiilonb6zé
megoldasok nemcsak az adott kolcsonhatasok szamitasara
hasznalt formalizmusban térnek el, hanem a kulonféle
értekeld-fiiggvényekben  szamos  tovabbi  kiegészitd
tag bukkanhat fel. Igy egyes fiiggvények a hidrogén
kotések leirasara tavolsagfiiggvényt hasznalnak, amely
az idealis geometriatol valo eltérést biinteti, mig mas
esetekben ezeket a kolcsonhatasokat szogfiiggoként irjak
le. A kotodési szabadentalpia szamitasahoz feltessziik,
hogy AG,, =2 AGfahol AG, a megfelel6 sulyfaktor, f;
pedig az i-ik kolesonhatashoz tartozd kolesdnhatési tag.
A sulyfaktorokat kisérletileg meghatarozott kotodési
szabadentalpia értékek és 3D szerkezeti informaciok alapjan
regresszios analizissel allitjak eld.

Az empirikus értékeld-fliggvények kétségteleniil legnagyobb
elénye, hogy gyors és hatékony lehetéséget teremtenck
a kotodési szabadentalpia becslésére. Ugyanakkor fontos
megjegyezni, hogy ezek a értékeld-fliggvények az erdtér
alapu fliggvényekhez hasonlo elhanyagolasokkal élnek,
igy a gyakorlati alkalmazas korlatai is hasonléak. Az
empirikus fliggvények teljesitoképessége természetesen
figg a sulyfaktorok meghatarozasara felhasznalt kisérleti
adatkészlettol.

Az empirikus értékel6-fiiggvényeket az entropia-effektus
becslése érdekében forgasi taggal is kiegészithetik, de
a leggyakrabban hasznalt fiiggvények a szolvatacios
effektusokat tovabbra is csak részben képesek kezelni.

A LUDI pontozas a hidrogénkotd kolcsonhatasokat
semleges és ionos jellegli kdlcsonhatasokra bontja, mig a
hidrofob kolcsonhatasokat a molekulafelszin szdmitasaval
veszi figyelembe®.

AGy, =AGy, 4y 3 f(AR,AW)+AG,,,, 3 [ (AR A AG, s D | At

H—kit ionos hidroféb

+AG,,, Ny +AG,

ahol 4

widrorish & molekula hidroféb felszine.
hidroféb

A széles korben alkalmazott FlexX pontozas az
idealistol eltéré hidrogén-hidas, ionos, aromas és egyéb
kolcsonhatasokat  geometria  valtozokat  tartalmazo
biintetdpotencialokkal irja le'.

AG,;, =AGy s Z/(AR Aa )+ AG, ”Zf(AR A0 )+AG,, Zf(AR Aa)

aaaaaa

+ AGAumakr Z f (AR’ Ao )+ AGmmr war AGO

kontakt

A ChemScore tanité adatkészlete dsszesen 82 kiilonbdzd
tipusa  fehérje-ligandum komplexet tartalmazott®. A
figgvény a hidrogénkoté ¢és hidrofob kdlcsonhatdsok
mellett a fehérjékben gyakorta eléforduldo fémekkel
kialakulo  kolcsonhatasokat, valamint a  ligandum
flexibilitascsokkenése kovetkeztében fellépd entropia-
effektust is figyelembe veszi.

AG,, =AG, 4y Y f(ARAG)+AG,, Y f(AR, A0 )+AG,, " f(AR)

H-kot fém lipo

+AG,, Z 7, P, ) AG,

2.3.3. Tudasbazis-alapu értékelé-fiiggvények

A tudésbazis-alapu értékeld-fiiggvények a fehérje-ligandum
komplexekben implicit moédon kodolt tudas hasznositasara
jottek létre. Az ilyen tipust fiiggvények a Boltzmann térvény
inverz megfogalmazasara épiilnek, amely szerint:

E, =—kTIn(p,)—kTIn(Z)

ahol E, az atlagos potencial, Py @ valdszinliségi striiség, Z
az allapotosszeg

Ezt a megkozelitést arra lehet felhasznalni, hogy
fehérjeszerkezeteket tartalmazd adatbazisok
felhaszndlasdval olyan  értékeld-fiiggvényt  allitsunk
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elo, amely a fehérjeszerkezetek kvantitativ elemzését a
szerkezetpredikciok aspektusabdl valdsitja meg. Ennek
érdekében az i, j, és k valtozokat a fehérje és ligandum
atomtipusainak illetve a koztik 1évé tavolsagoknak
feleltetik meg. Az igy definialt kolesonhatasok eldfordulasi
gyakorisaga pedig meghatarozza az adott kolcsonhatés
hozzajarulasanak mértékét a kotddési szabadentalpidhoz.
A széles korben hasznalt DrugScore és a PMF (Potential
of Mean Force) értékeld-fiiggvények ezt a koncepcidt
valositjak meg:

DrugScore:

AW =y 3 ZAW,»,»(V)+(1—Y){Z AW, (S4S,548, )+ 3 AW, (84S, 545, )

fehérje ligand ligand fehérje

ahol SAS az olddszer altal elérhet6 molekulafelszin, WU, a
tavolsagfiiggd parpotencial. '

PMF:  PMF =Y 3 4,(d,)

fehérje ligand

: G
Aij (czz'j ): _kBT IHI: t;rfbgatkorr (r)+()}

y
p tomb

ahol k, a Boltzmann allando.
2.4. Utoélagos feldolgozas

A jelenleg elterjedt értékeld-fiiggvények az elézdekben
ismertetett korlatok miatt nem alkalmasak a kotodési
szabadentalpia megbizhatd, pontos szamitasara. Ezt a
hianyossagot tovabbi, utdlagos szamitasokkal kisérelhetjiik
meg csokkenteni. E megkdzelités szerint az egyszeri és
gyors értékelo-fiiggvények segitségével a részletesebb
vizsgédlatok szdmara egy raciondlis modon szikitett, a
rendelkezésre all6 szamitasi kapacitassal feldolgozhato
dimenzioju problémat allitunk eld. Ezekben a szamitasokban
mar lehetéség nyilik a szolvatacios- és entropia-effektusok
megfeleld szintli figyelembevételére is. A szlirt ligandumokra
elvégzett szabadenergia-perturbacids szamitasok, illetve a
manapsag népszertl linearis valasz-elmélet alkalmazésaval
a kotédési szabadentalpiat szerencsés esetben 1-2 kcal/mol
pontossaggal becsiilhetjiik.

Az utodlagos vizsgalatok egyik leggyakrabban alkalmazott
modszere az ujrapontozas, illetve a konszenzus pontozas®.
Az T1jrapontozas soran annak lehetdségét vizsgaljuk
meg, hogy az elsddleges értékeld-fliggvény segitségével
kivalasztott kotékonformaciokat egy, vagy tobb tovabbi
figgvénnyel pontozva javitani tudjuk —e a kotodési
szabadentalpia becslését. A konszenzus pontozas soran
olyan kotokonformacidkat valasztunk ki, amelyek nem
egyetlen értékeld-fiiggvénnyel mutatkoznak optimalisnak,
hanem olyan konformaciokat keresiink, amelyeket tobb
kiilonbozé értékeld-fliggvény is kedvezonek itél. Ebben
a megoldasban a kiilonbozo  értékeld-fiiggvényeket
sulyfaktoruk fliggvényében azonos, illetve kiilonbozo
sullyal vehetjiik figyelembe. A konszenzus pontozast kiilon
is alkalmazhatjuk a kotékonforméacio kivalasztasara, illetve
a ligandumok affinitas szerinti sorrendjének kialakitasara is.

Az utolagos vizsgalatok egy specidlis tipusat az aktivnak
josolt vegyiiletek mesterséges dusulasanak elkeriilésére

iranyuld kisérletek. Ezek sordn a értékeld-fiiggvények
azon hianyossagat probaljuk meg javitani, hogy altalaban
a nagyobb méretll molekulak tényleges aktivitasuktol
fliggetleniil is kedvezé pontszamot kaphatnak. Szokasos
eljarasként a vizsgalando ligandumok fizikai kémiai
paraméterek alapjan torténd szlirés jon szdba, gyakori
azonban a pontszdmok molekulatomeggel, illetve
lipofilicitasi paraméterekkel torténd skalazasa is*.

Az utélagos vizsgalatok koziil nem hagyhatjuk
ki a leghatékonyabbnak becsiilt ligandumok
kotdkonformacidinak vizualis vizsgalatat sem. Ez a nehezen
automatizalhatd 1épés jelentés mértékben hozzajarul az
eredmények értelmezéséhez, az esetleges szisztematikus
hibak felismeréséhez és ahhoz, hogy a vezérmolekulakeresés
fazisat kovetden értékes szerkezeti informaciokkal segitsiik
az optimalast.

2.5. Sikeres alkalmazasok

A dokkol6 algoritmusok és értékelo-fliggvények folyamatos
fejlédése eredményeképpen mara szamos a szerkezet
alapti  virtualis  szlrévizsgalatoknak szamos sikeres
alkalmazasa ismert (lasd még ref. 45-49). A 3. tablazatban
ezeket igyekeztiink Osszegylijteni megadva célfehérjét,
az alkalmazott mddszert, a tesztelt ligandumok forrasat,
valamint a szlirés hatékonysagara jellemz6 dusitasi faktorok
(EF) idealis és ténylegesen elért mértékét. A dusitasi
faktorokat a sziirt, rangsorolt adatbazis adott szazalékanak
megfeleld vegyiiletre szamitjak, ezt az adott faktorok mellett
minden esetben megadjuk.

3. Kovetkeztetések

Napjainkra a szerkezet alapti virtudlis szlirés a nagy
ateresztOképességli sziirdvizsgalatok csaladjanak sikeres
tagjava valt. Ezek a mddszerek az irodalom és sajat
tapasztalataink alapjan (3, 54-57) a vezérmolekula
azonositasanak stadiumaban jol kiegészitik a kisérleti
megkozelitéseket, kiilondsen pedig a HTS vizsgalatokat.
Ezek a tapasztalatok arra utalnak, hogy a virtudlis sziirés,
a rendelkezésre all6 vegyiilettaron alkalmazva, az adott
célfehérjére fokuszalt alkonyvtarak kialakitdsaval jelentds
mértékben javithatja a HTS hatékonysagat. Masfeldl a
virtualis szlrés alkalmas az adott kutatohelyen meg nem
talalhato, de kereskedelmi forrasbol beszerezhetd vegytiletek
vizsgalatara is. Ez utobbi alkalmazas lehetévé teszi, hogy
a vezérmolekula keresés ne csupan a rendelkezésre allo
vegyiiletek altal lefedett kémiai térre korlatozodjon.

Bar a sikeres alkalmazasok a metodika hasznossagat
egyértelmien jelzik, a modszer korlatairol is fontos
megemlékezniink. A jelenleg rendelkezésre  allo
dokkol6 algoritmusok legnagyobb hianyossaga a fehérje
flexibilitdsanak hidnyos kezelése. A értékeld-fliggvények
teljesitoképessége a kivanalmaktol elmarad, a szolvatacios-
és entropia-effektusok figyelembevétele, valamint a
mért kotédési affinitasértékkel vald korrelacio javitasa
valtozatlanul a kutatdsok kozéppontjaban all. Végezetiil
nem elhanyagolhat6, hogy a szerkezet alapu virtualis
sziir6vizsgalatok tovabbra is jelentds szamitasi kapacitast,
szoftver és hardver oldalrol jelentds raforditast igényelnek.
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3. Tablazat. A szerkezet alapu virtualis szlir6vizsgalatok sikeres alkalmazéasa (A: az aktiv vegyiiletek szama, EF: a dusitasi faktor)

Jellemzdk
Célfehérje Program - — Ref.
Szfirt adatbazis A EF Idedlis EF | EF/Idedlis EF
DOCK 7(10) 10 0.7
Timidine kinaz FlexX ACD:990; (szlirbk: |1 8(10) 10 0.8
GOLD M_, reagensek, 10(10) 10 )
DOCK inorganic), Véle.tlen 7(10) 0 0.7 50
valogatas, Gasteiger-
Estrogen receptor alfa FlexX Marsili t5]tések 10 8(10) 10 0.8
GOLD 10(10) 10 1
Dock ACD: 179805 LS 10 0.7
Protein Tirozin Foszfatéz-1B FlexX (sziirdk: fémek, 1327 9(10) 10 0.9
Glide izotopok, clogP), 9(10) 10 0.9 5
DOCK véletlen valogatas, 0.1(10) 10 0.01
Protein Kinaz B FlexX Gasteiger-Marsili 266 1(10) 10 0.1
Glide toltések, ionizalt 5(10) 10 0.5
FRED 5(10) 10 0.5
Ciklooxigenaz-2 FlexX 128 6.2(10) 10 0.62
Glide 6.3(10) 10 0.63
FRED 7.9(10) 10 0.79
Estrogen Receptor béta FlexX 55 5.8(10) 10 0.58
Glide 7.5(10) 10 0.75
FRED 1.9(10) 10 0.19
p38 MAP kinaz FlexX 72 7.9(10) 10 0.79
Glide 4.1(10) 10 0.41
FRED 4.1(10) 10 0.41
Giraz B FlexX 36 7(10) 10 0.7 52
Glide WDI: 7528; (sziirék: 5.8(10) 10 0.58
FRED M_, hasonlésag, 7.9(10) 10 0.79
Trombin FlexX forgathat6 kotések, 67 8.1(10) 10 0.81
Glide makrociklus és 8.3(10) 10 0.83
FRED szteroid kizarasa, 4.1(10) 10 041
farmakofor pontok,
Gelatindz A FlexX L 43 6.3(10) 10 0.63
ionizalt pH 7)
Glide 6.1(10) 10 0.61
FRED 8.3(10) 10 0.83
Neuraminiddz FlexX 51 6.2(10) 10 0.62
Glide 9.8(10) 10 0.98
Ciklooxigenaz-2 FlexX 128 20(1) 68 0.29
Estrogen Receptor beta FlexX 55 39(1) 100 0.39
p38 MAP kinaz FlexX 72 18(1) 100 0.18
Giraz B FlexX 36 21(1) 100 0.21 53
Trombin FlexX 67 25(1) 100 0.25
Gelatindz A FlexX 43 16(1) 100 0.16
Neuraminidaz FlexX 51 22(1) 100 0.22
Neuraminidaz 15 43(1) 100 0.43
PTF-1B 25 20(1) 100 0.2
CDK-2 kinaz M <250 41 10(1) 100 0.1
CDK-2 kinaz M >250 GOLD ATLiAS (véllalaFi . 23 23(1) 100 0.23 44
Estrogen Receptor béta adatbazis): ~3.1 millio
(agonistik) 20 60(1) 100 0.6
Estrogen Receptor béta
(antagonistak)? 17 58(1) 100 0.58
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Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a szerkezet
alapu virtualis sziirés a vezérmolekula azonositasanak
kétségkiviil hasznos, de tavolrél sem kivaltsagos modszere.
Meggy6z6désiink, hogy legnagyobb hatékonysagat a mar
alkalmazasban 1évé metodikakkal, a HTS-sel, a kémiai
analog kutatdssal és a de novo tervezéssel kombinalva érheti
el.

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Polgar Timeanak a kézirat elkészitése
soran nyujtott segitségéért.
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Structure-based virtual screening

Recent improvements in genomics yielded a substantial increase of
potential, novel targets for drug discovery. Whereas combinatorial
chemistry and high-throughput screening were supposed to produce
a vast number of new drugs, neither of them has met fully the
expectations. Virtual screening applies rule-based, property-based,
pattern recognition and docking methods to screen large databases
of virtual compounds. Hereby the number of compounds to be

assayed is drastically decreased and virtual screening can speed
up the lead discovery process. This review summarizes the recent
developments in structure-based virtual screening focusing the
problems of docking algorithms and scoring functions. A collection
of success stories is enclosed for supporting further applications in
the lead discovery field.
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