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|. Bevezetés

A dokkolas egy olyan szamitogépes eljaras, amely sordan a ligandumot a
célpontjan talalhato kotdzsebre helyezi a program és kotési affinitast szamol kozben. A
receptor-ligandum komplex eldallitasa soran a ligandum konformacids mintavételezése
€és a pozicidk energiaszamitasa parhuzamosan torténik. A modszerfejlesztési
tanulmanyok az emlitett folyamatok problémdinak azonositasara és megoldasara
torekszenek. A szdmitogépes dokkolas ismert nehézségei koz¢ tartoznak a kovetkezok: a
kiindulasi (kisérletes) szerkezetek hibai [1-6], a receptor és a ligandum flexibilitasa és
mérete [7—11], a vizmolekulak megfeleld figyelembevétele [12-18], valamint a kisérletes
adatok korrekt felhaszndlasa, mint példaul a parcialis toltéseké [10]. Ezekkel a
problémakkal foglalkozunk a disszertacié alapjaul szolgaldo kozleményekben. Az I.
kozleményben a metabolikus enzimek ligandum kotését vizsgaltuk. A CYP enzimesalad
fehérjéiben megtalalhato kdzponti hem vas ionjanak a parcialis toltésére fektettiink kiilon
hangsulyt. A kisérletes szerkezetben a ketokonazol imidazol nitrogénje 2.7 A tavolsagra
helyezkedett el a hem gytirii Fe** ionjatol [19], ahhoz, hogy ezt a kotédést dokkolassal
reprodukalni tudjuk elengedhetetlen volt egy gaz fazisti kvantum mechanikai szamitdssal
eléallitott paraméter szett [20], amely figyelembe vette a katalitikus ciklus kiilénboz6
toltési allapotait. Az értekezés alapjaul szold II. kozleményben pedig az interfész
vizmolekuldk dokkoléds sordn torténd figyelembevételével foglalkozik. Ebben mind a
kisérleti vizpoziciok kijavitdsa, mind az explicit parcidlis toltés asszignacioja
elengedhetetlennek bizonyult a kisérletes ligandum pozicioval valdo egyezéshez. Az
influenza A és a SARS-CoV-2 virusok transzmembran ioncsatornai segitségével
vizsgaltuk a vizmolekuldk gyogyszerkotddésben jatszott energetikai valamint szerkezeti
szerepét illetve a gyogyszer repoziciora valé hatisukat. Erdekes modon viralis
ioncsatorndk esetében a vizmolekuldk legalabb olyan fontosnak bizonyultak a
gyogyszerek kotddésében, mint maguk a fehérje célpontok.

Mindkét tanulmanyban elsddleges szempontként vettiik figyelembe, hogy bioldgiailag
fontos, kiilonb6z6 betegségek kialakuldsaban meghatarozo szerepet jatszé rendszereken

hajtsuk végre és teszteljiik a modszereinket, ezeket a kdvetkezd fejezetekben mutatjuk
be.



Il. Irodalmi attekintés

11.1. CYP450 enzimcsalad helye és szerepe a gyogyszertervezésben

Az emberi citokrom P450 (CYP450) enzimcsaladot 57 gén kodolja. A csaladot alkotd
enzimek fiziologias szerepkore rendkiviil valtozatos, a gyogyszerek [19,21-28] és egyéb
idegen kémiai anyagok, az arachidonsav ¢s az eikozanoidok metabolizmuséban is részt
vesznek. Tovabba a koleszterin metabolizmusédban és az epe bioszintézisében is fontos
szerepet jatszanak, a szteroid és D3 vitamin szintézisben és metabolizmusban szintén,
ahogy a retinolsav hidroxilacidjaban is [23,28,29]. A CYP450 enzimcsalad nem csak a
majban miikodo gydgyszer metabolizald enzim, élettani szempontbdl fontos enzimatikus
reakciokban vesz részt, ezért az enzim polimorfizmusa, indukcidja vagy éppen gatlasa
klinikailag relevans allapotok kialakulasat okozhatja [19,21,22,24-29]. Az enzimcsaladot
1961-ben nevezték el, a pigmentjének abszorpcids spektruma 450 nm hullamhosszon
maximumot mutat redukalva és szén-monoxidhoz kotve. Eleinte ugy gondoltak, hogy
egyetlen enzimrdl van szo, de az évek eldrehaladtaval sorban fedezték fel az Gjabb és
Ujabb fehérjéket és funkciokat, amelyeket ellatnak. A CYP450 fehérjéket csaladokba és
alcsaladokba osztjak, aminosav szekvencia hasonlosag alapjan. 40% feletti hasonlosag
esetén egy csaladba (arab szam), 55% esetén pedig egy alcsaladba tartoznak a fehérjék
(beti1) [29]. Fontos kiemelni, hogy ugyan a CYP450 enzimcsalad medialta gyogyszer-
gyogyszer interakciok valoban jelentések, de egy enziminduktor vagy inhibitor
gyogyszer endogén szubsztritok oxidacidjat, peroxidaciojat és redukciojat s
befolyasolhatja [29]. Az idegen kémiai anyagok, vagy mas néven xenobiotikumok
lebontéasaért feleldés enzimek az elsd négy CYP450 csaladba tartoznak, ezen fehérjéket
kodolo gének kiilonbozo allél valtozatai révén kialakulhatnak lassan, normalisan és ultra
gyorsan metabolizadldo enzimek. Ezen valtozatok mar 6dnmagukban, interakcidé nélkiil
eltérd terapias hatast eredményeznek [25,26,29]. Az els6 négy csaladon tilmenden, a
tobbi CYP450 enzimcsaldd kizardlag endogén szubsztratok metabolizmusaban vesz
részt, igy ezen enzimeket kodolo gének eltérd haplotipusai szerepet jatszanak kiilonb6z6
hozhat6 a pulmonaris hipertenzid, korondria artéria megbetegedés és véralvadasi zavarok

[29-31].



A disszertacio alapjat képzo 1. tanulmanyban a CYP3 A4 enzimet vizsgaltuk szamitogépes
kémiai modszerekkel, ez az enzim a CYP3AS mellett az emberi majban €s béltraktusban
leggyakrabban el6fordul6 CYP enzim, tobb, mint 120 gyakran felirt gyogyszer
metabolizmusaban vesznek részt [19,23,24,26,27,29]. Klinikai szempontbdl kiemelked6
szerepe van egyes gomba ellenes szerek CYP3A4 altal végzett metabolizmusanak
[19,29,32], gyors metabolizald6 betegekben a gyogyszer nem éri el a terapias
plazmakoncentracidt, mig lassan metabolizald betegek esetében a toxikus tartomanyt is
elérheti a plazmakoncentracio, ugyan akkora dozis beadasat kovetéen. Mindamellett,
hogy a gydgyszerkincsiink jelentds hanyaddnak metabolizmusédban részt vesz a CYP3A4
enzim, €s tobb polimorf modosulata is ismert, tovabba szubsztratok tekintetében jelentds
promiszkuitast mutat [19]. Az enzim aktiv centruma extrém mértékben flexibilis, a
ligandum kotés hatasara tobb, mint 80%-kal megnd a térfogata, és egy gomba ellenes
szerbol, a ketokonazolbol két molekula befogadasara is képes, az egyiket kovalensen
kotve [19]. Relevans kisérleti adatok nélkiil a célpont fehérje fokozott flexibilitasanak a
kezelése pusztan szamitdgépes modszerekkel nagy kihivast jelentene. Mindazonaltal a
CYP3A4-ligandum kolcsonhatds molekularis alapjai kulcsfontossagli  informaciot
jelenthetnek gyogyszertervezési eljarasok soran, az AstraZeneca kutatoi szerint [19].

A fentiek tiikrében kissé meglepd 0j trend a CYP enzim inhibitorok ,,racionalis” tervezése
[33-36]. Ezeket a vegyiileteket tgynevezett ,booster”-ként alkalmazzak, egyiittesen
adminisztralt vegyiiletek plazma koncentracidjanak ndvelésére. Az egyiittesen
alkalmazott, kivanatos hatassal rendelkez6 szer metabolizmusan kiviil azonban szamos
endogén szubsztrat metabolizmusat is gatoljak ezek az inhibitorok, igy felhasznaldsuk
inkabb keriilendé [37]. Erre egy példa, a szintén AstraZeneca altal végzett
gyogyszertervezési projekt [38], amelyben egy piruvat dehidrogenaz kinaz inhibitor
vegyiiletet terveztek a kettes tipusu diabetes mellitus orélis kezelésére. A vezérvegylilet
tervezési fazisdban a projektnek a CYP enzim gétlast, mint salyos problémat
azonositottak a kutatok. Alapos szerkezeti vizsgalat utan arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a vezérvegyiileteik esetében nem lehetséges a CYP enzim gatlas csokkentése, az
eredeti targethez valo affinitds megdrzése mellett, és igy ezt a vezérvegyiilet sorozatot
elvetették, még a joval koltségesebb és idbigényesebb fazis elétt, amelyben mar csak a
vezérvegyliletek finomhangolasa torténik [37,38].

I. tanulmanyunkban egy 0j in vitro antiproliferativ hatassal rendelkezd bergamottin
szarmazék, az SL-bergamottin CYP3A4 kotédését vizsgaltuk. A bergamottin egy a

természetben el6forduld furanokumarin vézas vegylilet. El0sz6r a bergamot narancs
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(Citrus bergamia) olajabol mutattak ki. Egyiittesen a 6°,7’-dihidroxibergamottinnal
felelések a jol ismert grapefruit 1¢ interakcid kialakulasaért egyiittesen alkalmazott
gyogyszerekkel. A grapefruit 1€ tobb, klinikailag hasznalatos gydgyszervegyiilet oralis
biohasznosulasat nagy mértékben megemelte, ezekre példa: a dihidropiridinek, etilén-
Osztradiol, midazolam, ciklosporin A és a lovasztatin. Ez a hatés els6sorban a CYP3A4
enzim aktivitdsdnak gatlasdval magyardzhatdo. A bergamottin CYP3A4 enzim gatld
hatasat tobb izben leirtak. Egy tanulmanyban furanokomarin vazas vegyliletek CYP3A4
gatld szerkezet-hatas sszefiiggéseit vizsgaltak. Ugy talaltak, hogy a furan gyiirii és az
alkiloxi csoport sziikségesek voltak a gatlashoz, valamint a 6°, 7’ pozicidban az alkenil
csoportok hidrofil csoportra torténd cseréje szintén ndvelte az enzimgatlas erdsségét.
Ezek alapjan konnyli beldtni, hogy a bergamottin kisebb mértékben képes gatolni a
CYP3A4 enzimet, mint a 6°,7’-dihidroxibergamottin, de szamos egyéb CYP enzimet is
gatol, mint példaul a CYP1A és 2B alcsalad enzimeit, és szamos CYP2 csaladba tartozo
enzimet is, példaul a CYP2D6-ot. A szekcid elején emlitettek szerint az elsé négy (CYP1-
4) csalad felelds a xenobiotikumok metabolizmuséaért, a bergamottin ezen csaladokba
tartozd enzimek egy jelentds részét gatolja. A metabolikus itvonalakon kiviil azonban a
bergamottin részt vesz szdmos daganatos betegségekhez kdothetd jelatviteli utvonal
szabalyozasaban, aminek kdszonhetéen rendelkezik antiproliferativ hatassal is. A signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3) aktivacidjanak gatlasa révén
daganatos sejtvonalakban a migracidt és invaziot gatolta. Szimvasztatinnal kombindlva
pedig a myeloid leukémias sejtek tobb sejtélettani folyamatat gatolta. A bergamottin
pozitiv hatasai lehetdvé teszik, hogy természetes eredetii vezérvegytiletként felhasznaljuk
a gyogyszertervezés soran. Egy lehetséges modositas a szabad gyokot tartalmazo nitroxid
gyliri beépitése a bergamottin hosszt alifas szénlancanak végére, ahovd a 6°,7°-
dihidroxibergamottin esetében a hidroxil csoportok keriilnének egyébként, eldallitva az
SL-bergamottint. A szabad gyokot tartalmazo nitroxid gylri parositatlan elektronjai
lehetdvé teszik, hogy oxidacids és redukcios folyamatokban vegyen részt a vegyiilet,
amelynek koszonhetéen a nitroxid-tartalmti vegyiiletek potens antioxidans hatassal
birnak. Citotoxikus vegyiiletek, iszkémia-reperfuzié vagy gyulladas altal okozott oxidativ
stressz ellen a nitroxid csoportot tartalmazé vegyiiletek citoprotektiv hatassal birnak. A
piperidin-tipusu nitroxid vegyiiletek pedig ezzel szemben, citotoxikus €s oxidativ hatast
fejtenek ki, viszont szelektiven daganatos sejteken. Osszegezve, a természetes

antioxodans vegyliletek nitroxid csoporttal valdo kiegészitése, jobb antioxidans,
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antiproliferativ, gyulladasgatlo és citoprotektiv vegyiileteket alkot, az anyavegyiileteknél.
Azonban ezek — szamitogépes modszerekkel torténd — szlirése a CYP3 A4 gatlo hatasra a

gyogyszertervezési folyamat fontos 1épését képzi.
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I1.2. Vizek szerepe a ligandumok gyogyszercélpontokhoz valo
kotodésében

crer

meghatarozasa  illetve  megismerése minden  gyogyszertervezési  folyamat
kulcsfontossagu 1épése. A vizmolekuldk fontos szerepet jatszanak a gyogyszerek
kotddésében, igy nem lenne szabad Oket figyelmen kiviil hagyni a gydgyszertervezési
projektekben. A szerkezeti vizeket négy csoportba sorolhatjuk: i) az oldat vizei, ii) a
hidal6é vizei és iv) felszini vizek [39]. A vizek kisérletes meghatarozasahoz atomi
felbontast modszerek sziikségesek, amelyek korlatjai azonban megnehezitik a vizek
szerepének pontos feltarasat a bioldgiai komplexekben [17]. A kisérletes szerkezetek
elsédleges forrasa a rongten krisztallografia [40,41], a modszer folyamatos fejlesztés alatt
all az utobbi években is, kombinaljak neutron krisztallografidval és kvantum kémiai
finomitasokkal is [42-44]. Mindezek ellenére, a pontos vizszerkezet meghatarozas
tovabbra is a modszer Achilles sarka [17,18]. Az asszignalt vizpoziciok pontossaga és
soran kideriilt, hogy egy rendszer magas felbontdsa nem garantalja a vizszerkezetének
pontossagat [45]. Ezen kisérletes nehézségek motivaltak a szamitogépes modszerek
fejlesztését olyan viz poziciok prediktalasara, amelyek befolyasoljak a gyodgyszerek
célpontjaikhoz val6 kotddését. Kétféle szamitogépes modszert fejlesztettek ki, statikust
¢és dinamikust. A statikus moddszerek eldzetes ismereteken alapulhatnak, és egy racs
térképet hasznalnak fel, vagy geometriai szabalyokon alapulva épitik fel a hidrat burkot.
A dinamikus modszerek MD szimuldciokon alapulnak, azok framjeinek explicit
vizmolekulait klaszterezik. Az interfész vizek meghatidrozasa szerencsére a tobbihez
viszonyitva a legegyszeriibb, hiszen az interfész vizek erds kotésekben vesznek részt, a
target és a ligandum kozott eltemetve viszonylag kicsi a mozgési teriikk. Példaul a
WaterMap [46], amely egy kereskedelmi forgalomban 1évé modszer, 41 vizpozicion
tesztelve bromodomainek és aromds ligandumok interfész vizeinek 90%-at helyesen
prediktilta 1,5 A-6n beliil [47]. A nyilt forrdskodi MobyWat [17,18] hasonld
teljesitményt mutatott 344 interfész vizpozicion tesztelve valtozé méretli peptid és fehérje
ligandumok esetében. A statikus modszerek is képesek lehetnek elérni a dinamikusok

sikeres prediktalasi aranyait, a WarPP nevii program [48,49] 1500 fehérje-ligandum

crer
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modszerekhez mérhetd sikerrel. Ezeken kiviil egyéb statikus modszerek a Splash’em [50]
¢és a HydraMap [51]. A felszini vizpoziciok meghatarozasa nehezebb feladat. Az egyedi
atomok elektron siirisége (EDIA) egy index, amelyet felhasznalva egy kutatdcsoport
bemutatta, hogy a rosszul elhelyezett krisztallografias vizpoziciok 90%-a felszini vizeket
érint [45]. Mindazonaltal, a konzervalt, alacsony B-faktora felszini vizek meghatarozasa
konnyebb feladat. Ezek a vizek a ligandum kotddése soran a targethez kdtve maradnak
[18,52], és egy MD tanulmany [53] szerint a target és a ligandum koz6tti hidalo vizek
77%-4at alkotjak. Ha a szamitdgépes predikciés moddszerek nem csak a hidalo, de az
egyeb, magasabb B-faktoru felszini vizeket is prediktaljak, akkor a sikeres predikcio
aranya 90%-r6l 80%-ig visszaeshet [18]. A target belsejében ,.eltemetett” vizmolekulak
rejtett kot6zsebekben talalhatoak meg. A statikus 3D-RISM [54] és a dinamikus WAT-
site [55] programok kombinacioja azonban még ezeket a vizeket is képes sikeresen
prediktalni [56]. A JAL nevii médszer, amely explicit oldészer MD-alapu szamitasan
alapszik szintén képes volt a pS3 tumor szupresszor fehérje szerkezetében sikeresen
megtalalni ilyen vizeket [57]. A fentiek alapjan latszik, hogy a MD-alapti médszerek
alkalmasak ,,eltemetett”, interfész és felszini vizek prediktalasara is, képesek szamitani
az oldott anyag-viz és viz-viz kolcsonhatasokat, és megengedik az oldoészerrel vald
kooperativ viz cserét is [5,17,57]. Tovabba, pontos eredményeket adnak [58],
megismételhetd eredményekkel [59] és nyilt forraskodi MD programok is elérhetéek
[60]. A dokkolas kdzbeni vizszerkezet eldallitasa a nagy teljesitményi virtualis szkrinelés
pontossagat nagyban javithatna [61,62]. Erre az elmult idoben tobb kisérlet is tortént
[63,64], amelyek igéretesek, viszont a modszer teljes automatizalasa még varat magara.
Ezzel szemben a végpontok Osszehasonlitdsara 1éteznek alkalmas programok, amelyek a
kezdeti ligandum nélkiili és a végsd, komplex (akar hasonl6 ligandumokkal) szerkezet
hidratszerkezetét hasonlitjak Ossze, ezek paronkénti Osszehasonlitasa [65] segit a
konzervalt és tavozo vizek azonositdsaban és ezaltal a target-ligandum kolcsonhatas
optimalizalasaban.

A target és ligandum kozotti kotési affinitast a kotés soran bekovetkezd szabadenergia
valtozas fejezi ki (AGp). Ez az érték befolyasolhato tervezetten, a ligandum olyan mértékii
modositasaval, amely mar befolyasolja a komplex hidrat szerkezetet [15,18,70-
75,52,58,62,65-69]. Példaul, H-kotések kialakitasara képes funkcids csoportok
ligandumhoz adasaval stabilizalhatd a target-ligandum komplex. Ezek a funkcios
csoportok vagy kolcsonhatasba 1épnek a hidalé vizmolekuldkkal, vagy kiszoritjak azt,

kedvezGen hozzajarulva a kotési szabad entalpiahoz [70]. A kotési affinitast az entropian
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keresztiil is lehet kedvezden befolyasolni, ha az 0j funkcios csoport a felszini vizet az
oldatba szoritja [73]. Az egyedi vizmolekulak hozzajarulasa a ligandum kotddéséhez ezek
alapjan kulcsfontossagu a gyogyszertervezésben, azonban a kisérletes modszerek, mint
példaul az izotermalis titracios kalorimetria (ITC), nem képesek a AGp értékeket az
alkalmaz6 elméleti moddszerek segithetnek a probléma megoldasdban. Példaul, az
inhomogén folyadék szolvacié elmélet (IFST) [75], alkalmazhatd egyéni kot6helyek
termodinamikai profiljanak elkészitésére. Valamint MD szimuléacidkkal egyiitt a modszer
alkalmas kiilonb6z6 ligandum moédositasok viz kiszoritdé szerepének tanulméanyozasara
[73]. Az emlitett tanulmanyban azonban még nem sikeriilt j6 korrelaciot talalni a AGp
értékekkel a vizkiszoritas hatasara. Viszont egy masik tanulmanyban [77] mar sikeresen
megtalaltak a kiszoritott vizmolekuldk és a AGpkozti korrelaciot. Ehhez a racs inhomogén
szolvatacios elméletre (GIST, [78]) volt sziikség. Azonban az irodalmi attekintést
kovetden ellentmondasokat fedeztiink fel az emlitett elméletek AGp predikciora valod
alkalmassagaban [12,47,58,63,77,79-83]. Ezek tiikrében a moddszerek részletes, nagy
teszt szetteken torténd ellendrzése ¢és validdlasa még sziikséges, jelenleg leginkabb a
gyogyszertervezésben fontos vizmolekulak kivalasztasara tinnek alkalmasnak [58].
Erdemes azonban megjegyezni, hogy az elméleti modszerek hibas bemeneti kisérletes
szerkezetbdl csak hibas eredményeket tudnak szamitani. Ha vizmolekuldk nem
megfelelden toltenek fel egy iireget a fehérjében, vagy éppen csapdéba estek egy liregben
nagy mértékben befolyasolja szabad energia perturbacids elméleti szamitasokat [74].
Ezzel szemben, prediktalt explicit vizmolekulak kombinalva a COSMO [84] modellel és
PMY7 [85] szemi-empirikus paraméter szettel jo korrelaciot eredményeztek kisérletes AHb
értékekkel [86].

A vizmolekuldk egyéni hozzéajaruldsukon tilmenden, molekularis halozatba rendezddve
IS szerepet jatszanak ligandumok kotédésében [39]. A halézati, komplex adatok
feldolgozasat igénylé megkdzelités is hozzajarulhat a gyogyszertervezéshez [87]. Kis
ligandumok esetében még a manualis dsszehasonlitas is elegendd lehet, a ligandum-
mentes €s a ligandum-kotott target hidratszerkezete kozott [65,88]. Nagyobb rendszerek
esetében, mint példaul a fehérje-DNS kapcsolatok [41,89], mar egy automatizalt, graf-
elméleten alapuld modszer sziikséges a két allapot Osszehasonlitasara [13,17]. Ez a
megkozelités még épp kibontakozdban van, egy tanulmanyban az aminosav interakcids
halozatot (RINspector, [90]) hasznaltak a fehérje komplexek interfészeinek vizsgalatara.

A vizmolekuladk grafhoz adésa segitette a hal6zatban résztvevé aminosavak felismerését.
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Tovabba egy masik tanulmanyban [17], statikus és dinamikus vizhaldzatokat
kiilonboztettek meg egy graf elméleten alapuld modszerrel. Mig a statikus
vizhaldzatoknak a komplex szerkezet stabilizalasaban van szerepe [91-93], a dinamikus
halozatok a komplex destabilizalasaban és kiillonb6zo ligandumok kotddésében jatszanak
fontos szerepet [5,17,88,94]. Egy érdekes példa erre az emberi szervezeten beliil
megtalalhatd gyogyszercélpontok jelentds hanyadat addo G-protein kapcsolt receptor
(GPCR). A GPCR-ok kotézsebeiben kevés statikus vizmolekula talalhato, a tobbi
vizmolekula dinamikus halézat részét képzi, amely hozzajarul a GPCR-ok altal kotott
ligandumok nagymértékii diverzitasahoz [94]. EQy MD-an alapul6 tanulméany javasolta a
vizmolekula klaszterek ligandummal torténd befolyasolédsat, cseréjét az influenza A virus
M2 transzmembran fehérjéje (M2A) esetében [95] a gyogyszertervezésben. Késobb egy
masik kutatocsoport rontgen krisztallografia és MD segitségével bemutatta [65], hogy
adamantyl-amin tipusu molekulak hogyan zavarjak meg a vizszerkezetét az M2A
csatornanak, és ez altal az ionvezetést, amely a virus szaporodoképességének egy
alapfeltétele. Mivel a kiilonboz6 virusok jelentds szamban rendelkeznek transzmembran
ioncsatorndval, igy a gydgyszer repozicionalas szamara jo kiindulasi pontot jelenthet a
fent emlitett tanulmany. A COVID-19 pandémia gyogyszer repozicids tanulmanyok
sorozatat inditotta el [96-103]. A target célpontu gyogyszertervezés gyakran alkalmazott
eljaras [104-108], amiben a nevébdl adddoan a célpont szerkezete adja az alapot a
ligandumok illesztésére ¢és kivalasztdsara. A gyogyszer repozicid egy gyors
gyogyszerfejlesztési stratégia, ilyenkor a gyogyszerek dinamias, kinetikai, mellékhatas és
toxicitasi profilja mar elérhetd, ezekre nem kell sem 1d6t, sem eréforrast forditani,
végeredményben ez egy gyors és olcsd modszert eredményez [109-111]. A SARS-CoV-
2 virus, és az altala okozott betegség, a COVID-19 ellen tobb gyogyszerjeldltnek is
sikeriilt eljutnia a human klinikai vizsgalatok fazisaba [100,101,112,113]. Ezek koziil volt
olyan vizsgélat, amely sikeresen zérult, és a gyogyszerjelolt megkapta a siirgdsségi
haszndlatra vonatkozo forgalombahozatali engedélyt tobb gyogyszerészeti hatosag altal
is, azonban igazi attorést nem sikeriilt elérni a virus gyogyszeres kezelésében. A
repozicios vizsgalatok altalanos sikertelenségét a régi és az 0j célpont kozotti szerkezeti
kiilonbségek adhatjak tobbek kozott. A HIV-1 virus aktiv enzim centruma eltér a SARS-
CoV-2-ét6l, ami eldre jelezte [114,115] a HIV-1 proteaz inhibitorok (lopinavir, ritonavir)
repozicios vizsgalatainak eredménytelenségét [98,101]. Egy tanulmany [116] elemezte
2010 és 2017 kozott a legnagyobb gyodgyszerfejlesztd cégek adatait, és azt talalta, hogy

annak az esélye, hogy egy gyogyszerjelolt a human klinikai vizsgélatok I1. fazisabol eléri
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a forgalomba hozatali engedélyezést 15%, az 1. fazisbol pedig 7%. A megszakitott human
klinikai vizsgalatok 80%-4t a gyogyszerjelolt nem megfeleld biztonsdgossaga vagy
hatasossaga okozza [116-119]. Ertelemszeriien repozicids vizsgalatok soran a gyogyszer
biztonsagossdga mar nem vet fel kérdéseket. ,,Békehelyzetben” is, de egy pandémia alatt
fokozottan nagy nyomas nehezedik a gydgyszerészeti hatdsagokra, hogy a betegségek
megoldasara biztositsanak gyogyszereket, mindamellett, hogy azok biztonsagos
felhasznalasardl is meggy6zddjenek [120]. Egy tanulmany [120] mar 2008-ban felhivta
arra a figyelmet, hogy az ¢letet veszélyeztetd, illetve nem veszélyeztetd betegségek
kezelésére szant gyogyszerek forgalombahozatali engedélyezési eljardsa a jovoben
eltérhet egymastol. Ezek a koriilmények vezettek a hydroxychloroquin, az azithromycin
[121] és itolizumab [122] siirg6sségi engedélyezéséhez a COVID-19 betegség kezelésére.
Az utobbi gydgyszert a human klinikai vizsgdlatok II. fazisdban vizsgaltak 30 6
részvételével mieldtt megkapta a slirgdsségi forgalombahozatali engedélyét a COVID-19
betegség kezelésére [122]. Az emlitett példakkal szemben a boceprevir repozicidja a
hepatitisz C virus cisztein protedz enzime és a SARS-CoV-2 szintén cisztein protedza
kozott racionalis valasztas, amely in vitro kisérletekben jo eredményekhez vezetett [97].
A II. tanulmanyunk megkezdése idejében a viralis protedzok kozotti gydgyszer repozicios
vizsgalatok voltak tobbségben, ezért egy masik fehérjét valasztottunk a SARS-CoV-2
virus készletébdl, amihez megprobaltunk hasonlot keresni mas virusok proteomjdban. A
keresés soran szerkezeti hasonlosagot fedeztink fel az influenza A virus M2
transzmembran ioncsatornaja (M2A) és a SARS-CoV-2 virus E proteinje (EC2) kozott
(1. abra), tovabba funkcidjukban is azonos a két transzmembran fehérje, mindkettd

kation csatorna [123,124].
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1. abra Az M24 és az EC2 ioncsatorndk atomi felbontdsu szerkezetei, a csatorndak
tulajdonsagai, és a repozicio soran felhasznalt ligandumok. A) Az M2A és EC2
ioncsatornadkat sziirke szalag abrdzoldssal mutatjuk az dabran, a fontosabb aminosavakat
kiemeltiik gomb dbrazolassal, és a 6BKK, valamint 7K3G szerinti elnevezésiiket
feltiintettiik. A csatornak oldal és feliilnézetbol lathatok, a piros csatorna a kozepén

mutatja a ligandum szamdra atjarhato teriilet formajat és méretét. A csatorndk hossza,
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és szélessége (minimum, maximum, atlag, szoras) is szerepel az abran. B) A repozicio
soran hasznalt harom ligandum Lewis képlete. Fiziologias koriilmények kozott a
vegyiiletek amino csoportja protondlt dallapotban van +1 toltéssel. A rimantadin R-

enantiomerét hasznaltuk a tanulmany soran.

A gyodgyszerészeti hatosagok altal jovahagyott, és régota hasznalt influenza elleni
gyogyszerek ¢és szarmazékaik  repozicidjanak szerkezeti alapjait vizsgaltuk a
tanulmanyunkban (II. tanulmany). Ezek a vegyiiletek a kovetkezék: amantadin (Gocovri
®, Symmetrel ®), rimantadine (Flumadine ®) és spiro-adamantyl-amin (1. B abra). igy
ebben az esetben a régi célpont az M2A ¢és az Gj az EC2. Az M2A esetében a
hatdasmechanizmus a csatorna kationvezetésének gatlasan alapszik, a harom vegyiilet
kotédésének a reprodukalasa szolgalt referencianak. Az amantadint eredetileg 2007-ben
a SARS-CoV virus ellen javasoltak [124], és az ij SARS-CoV-2 virus ellen is hasznaltak
betegek gyogyitasara, pozitiv hatasokrol beszamolva [125-127]. Az EC2 homolog a
SARS-CoV E proteinjével, mindkét fehérjének a virus fejlddésében, felszabaduldsaban
¢és a gazda szervezet gyulladas-valaszaban van szerepe [123]. Az ioncsatorna blokkolasa
az amantadin-szarmazékok, vagy hasonlé amfipatikus molekulak altal igéretes stratégia
a gyogyszerfejlesztésre [128,129], a virusok esetén ritkasag szamba menden, hosszitavon
is, hiszen az EC2 mutacidkra valo hajlama alacsony, Indidban gy(jtott betegmintak
alapjan [130]. 2020 végén meghataroztak az EC2 csatorna atomi felbontasu szerkezetét
szilard fazisi NMR vizsgalattal [123], ami j6 kiindulasi alap szerkezet-alapti gyogyszer
repozicids vizsgalatokhoz. Ugyan ez a tanulmany egy fluorozott amantadin szarmazék
kotédésén is vizsgalta, szintén NMR-es modszerrel, igy ezt is fel tudtuk haszndlni
kisérletes validalasként a tanulményunkhoz. Az EC2 csatornat 5 o hélix alkotja, amelyet
a hélixek kozotti aromas kolcsonhatasok stabilizdlnak. Az amantadin szarmazékok
befogadasara alkalmas M2A porus méretéhez hasonlit az EC2 porusa, annak ellenére,
hogy az M2A csak 4 hélixbdl all, a két csatorna geometridja nagymértékii hasonldésagot
mutat (1. abra). Az amantadin szarmazékok M2A-hoz kotédése soran a viz
molekulaknak meghatarozo szerepe van [39,65], ezt, és a két csatorna hasonlosagat
figyelembe véve, feltételeztiik, hogy az EC2 esetében is a viz molekuldk szerepének
feltérképezése fontos lehet. A jelenleg elérhetd EC2 szerkezet ligandum mentes
forméban, viz molekulak nélkiil talalhaté meg a Protein Data Bankban [131]. Eppen ezért
egy ligandummal és hidrat szerkezettel rendelkezd atomi felbontasti komplex

megalkotdsa a késobbi gyogyszertervezés alapjaul szolgdlna. A jelenleg elérhetd
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modszerek szdmara egy ilyen szerkezet szdmitasa nagy kihivast jelent, ezért fejlesztettiik
ki a HydroDock nevii médszeriinket, amelynek segitségével reprodukaltuk az amantadin-
szarmazekok kotodését a régi (M2A) targethez, valamint a viz molekulak és parcialis
toltések szerepét is vizsgaltuk. Az 10j célponton (EC2), pedig eldallitottuk az eddig
hianyz6 atomi felbontast hidratalt komplex szerkezeteket, reprezentativ gydgyszer kotési

modokkal.
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1. Célkitiizések

PhD munkam soran a célpont-ligandum komplexek szamitasara szolgald szamitogépes
dokkolasi eljaras alkalmazasat és tovabbfejlesztését tiiztem ki célul.

A szamitogépes dokkolas jelenlegi forméjaban torténd alkalmazhatosagat a CYP3A4
jell, metabolizmusban kulcsszerepet jatszo citokromhoz, mint célponthoz torténd
ligandum kotodések esetében vizsgaljuk és egy mar ismert szerkezetli és hatasu
ligandumot alapul véve az Ujonnan vizsgalt ligandum hatasara annak dokkolassal
eléallitott, atomi felbontast komplex-szerkezete alapjan adunk magyarazatot.

A gyors dokkolasi eljarasok legnagyobb korlatjat az indukalt illeszkedés kezelése mellett
a ligandum kotodésében részt vevo vizmolekulak helyzetének pontos meghatarozasa
jelenti. Ezen vizmolekulak helyzetének és kolcsonhatasainak pontos ismerete nélkiil
egyes, arra érzékeny célpontoknal, mint példdul a virdlis ioncsatornak, a ,,szdraz”
dokkolasbol szarmazé célpont-ligandum komplex szerkezetek a gyogyszertervezés soran
félrevezetoen rosszak lehetnek. A probléma kezelésére célul tiizziik ki a hidratalt célpont-
ligandum komplex szerkezet el6allitasat csupan a partnerek (célpont, ligandum, viz)

0nall6 szerkezeteinek, mint bemeno informacionak a felhasznalasaval.
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V. Médszerek

IV.1. Kis molekulak kotédése a CYP enzim fehérjékhez

IV.1.1. Ligandum elokészités

A ketokonazol, bergamottin (BM) és az SL-BM szerkezetét a Maestro programmal [132]
épitettiik meg, és a kvantum kémiai program csomaggal (MOPAC, [133]) energia
minimalizaltuk, PM7 paraméterszett [85] alkalmazasaval. Er6tér szamitasokat is a
MOPAC program segitségével végeztiik, az erd konstans matrixok pozitivak voltak.
AutoDock Tools [134] programmal Gasteiger-Marsili [135] parcialis toltésekkel lattuk el

a ligandumokat. Minden aktiv torzios ponton a ligandum flexibilitast figyelembe vettiik.

IV.1.2. Target elokészités

Target fehérjének a CYP3A4 ketokonazollal alkotott komplexét valasztottuk (PDB:
2vOm, [19]). A kotott ketokonazol molekuldkat dokkolas eldtt eltavolitottuk a
szerkezetb6l. A hem atomi parcialis toltéseit a [20] tanulmanybdl vettiik at, mint ferri
Otszorosen koordinalt magas-spin toltési modellt. A fehérje tobbi részét Gasteiger-Marsili

toltésekkel és poléris hidrogén atomokkal lattuk el az AutoDock Tools segitségével.

1VV.1.3. Dokkolas

Minden ligandumot a CYP3A4 enzim aktiv kotohelyére dokkoltunk az AutoDock 4.2.6
program [134] segitségével. A grid doboz beallitasai a kovetkez6 voltak: 90 x 90 x 90
grid pont, 0,375 A kozonként. Lamarcki genetikus algoritmus alkalmaztunk a globalis
kereséshez, a ligandum flexibilitds minden aktiv torzids ponton engedélyezve volt. 10
parhuzamos dokkolast végeztiink, és a ligandum konformdaciok a szamitott kotési energia
értekeik alapjan keriiltek rangsoroldsra. RMSD értéket az elérhetd krisztallografids

szerkezethez viszonyitva szamitottunk.

20



IV.2. HydroDock

A 2. abran lathatok a HydroDock modszer 1épései, a Modszerek szekcidban ezek

részletes kifejtése kovetkezik.
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2. abra Az MZ2A csatorna hidratdlt gyogyszert koté komplexének eldadllitasa. Az
ioncsatornat sziirke felszini abrdzolassal jeloltiik, az abran a keresztmetszete lathato. A
ligandum (SA) kék palcika abrazolassal szerepel. A masodik lépés viz oxigén (hidrogének
nélkiili) pozicioit piros gombok szemléltetik. A minimalizalt komplexben a vizeket piros-
feheér palcika abrazolassal mutatjuk mar. A harmadik lépésben a vizek egy részét a
ligandum kiszoritja. A negyedik lépésben csak néhanyat mutatunk az ésszes dinamikds

SA konformdciobdl, az abra attekinthetdségét szem elétt tartva.

1VV.2.1. Kiindulasi szerkezetek

Az M2A AA-val, RA-val és SA-val alkotott komplex szerkezeteinek (6BKK, 6BKL,
6BMZ [65]) és a ligandum mentes, apo szerkezetnek (3LBW [136]) az atomi koordinatait
a Protein Data Bank (PDB)-rol toltottiik le (1. Tablazat). A szerkezetek A, B, C és D
lancait, a hozzajuk tartozé ligandumot (az apo szerkezet kivételével), valamint a
ligandumtél 5 A tavolsagon beliili vizpoziciokat haszndltuk fel (2. Tablazat, utobbiakat
a HydroDock protokolban mar nem, csak az azt megel6z6 validacios 1épések sordn). Az
EC2 szabad allapoti NMR szerkezetének [123] els6 modelljét hasznaltuk (7K3G), a
hidratalt ¢és a ligandum kotott komplex szerkezetek eldallitasdhoz. A ligandumokat
Maestro [132] programban épitettiik meg, a szemi-empirikus kvantum kémiai program
csomaggal (MOPAC, [133]) energia minimalizaltuk a nyers szerkezeteket, PM7-es [85]
paraméterszett hasznalataval. A ligandumok topologidinak eldallitasdhoz sziikséges
elektrosztatikus potencial toltéseket (RESP), RED-vIII.52 [137] programmal, és a
geometria optimalizalast GAMESS [138] programmal végeztiik. A kétésben 1évo atomok
paramétereit, valamint az atomtipusokat acpype és antechamber [139,140] programok

segitségével allapitottuk meg. A fehérjék N-terminalis végeit acetil csoportokkal zartuk
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le, mig a C-terminalis végeiket imino-metil csoportokkal, szintén a Maestro program
segitségével. A dokkolast megelézéen Gasteiger-Marsili [135] parcialis toltésekkel lattuk
el a célpontokat az AutoDock Tools [134] program segitségével. Az el6készit6 1épések
befejeztével a kapott célpont és ligandum szerkezeteket hasznaltuk a HydroDock médszer

kiindulasi (input) szerkezeteiként.

1. Tablazat. A gybgyszert-koté komplexek a szabad allapoti M2A csatorndhoz

viszonyitott RMSD-je, az alfa szénatomok figyelembevételével.

6BKK 6BKL 6BMZ
Apo szerkezethez
viszonyitott RMSD 0,39 0,39 0,22
(A)

2. Tablazat. A gyogyszert-kot6 6BKK komplex és a szabad allapoti M2A csatorna

vizszerkezetének 6sszehasonlitisa az AA-t61 5,0 A tavolsagon beliili vizekre.

6BKK viz sorszam # Apo viz sorszam # Téavolsag (A)
A:w102 A:w100 0,5
Aw103 -

D:w103 -
D:w105 D:w119 0,6
D:w109 D:w122 1,9
B:w201 B:w104 0,4
B:w204 -
C:w205 C:wl17 0,3
B:w208 B:wl12 1,6%
C:w208 -

A két viz molekula oxigén atomjat 6sszekotd vonal 90°-kal elfordult az apo vizszerkezet
esetében az M2A fliggdleges tengelye mentén, ez eredményezi a nagyobb értékeket.
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1V.2.2. 1. 1épés

A szaraz dokkolas soran kétfajta dokkold dobozt hasznaltunk, a B doboz (3. Tablazat) a
fehérje teljes felszinét boritotta, igy blind dokkolast [10,11,141-144] végeztiink ezen
esetekben, az A doboz csak a csatorna extraviralis felét (1. abra) boritotta. A dokkolasok
célpontjai a ligandum mentes M2A ¢és EC2 szerkezetek voltak. Az M2A csatorna
esetében mindig blind dokkolast alkalmaztunk. A kisérletes vizmolekulakat eltavolitottuk
a szerkezetekbOl. A célpont szerkezeteket rigid testként kezeltiik, a 3. Tablazatban
feltiintetett kivételek esetében az N15 oldallanc flexibilitast engedtiik a dokkolas soran,
hogy vizsgéaljuk a ligandumok képesek-e behatolni az extravirdlis térbol az EC2
belsejébe. A grid térképet az AutoGrid segitségével allitottuk eld. A dokkolo (grid)
dobozokat a célpontok kdzepére helyeztiik, az M2 A esetében 70, az EC2 esetében 90 grid
pontot llitottunk be a tér minden irdnyaba, 0,503 A tavolsdggal (az A doboz esetében
0,375 A). A blind dokkolas sordn az igy eléallitott dokkold dobozok a fehérjék teljes
felszinét boritottak, és igy a ligandum bejutasat a csatorndk belsejébe mind az extra- és
intraviralis oldalrol lehetdvé tették. A ligandum értelemszeriien a valésdgban nem
indulhat az intraviralis oldalrél, ezért az EC2 esectében az A dokkolé doboz csak az
extraviralis régiobol engedte a bejutdst a csatornaba, tovabba az N15-0s oldallanc
flexibilitasa is azt a célt szolgalta, hogy a ligandum a csatorna belseje felé torténd
mozgasat lehetévé tegylik. Mind a két csatorna esetében van elérhetd kisérletes
bizonyiték arra, hogy az AA (vagy annak szdrmazéka) képes bejutni a csatorna belsejébe

[65,123].
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3. Tablazat. A szaraz dokkoldsok eredményei az EC2 csatorna esetében, az 5 A

tavolsagon beliili aminosavak feltiintetésével.

, EC2 aminosav
Kot6 moéd Dokkold doboz 15 flaxinilitas ek

.
oup) tavolsag, A)
T11 (3,5), L12
AAl A doboz Nincs (34,1), V14 (3,5),
N15 (2,8)
T11 (4,5), L12
AA2 A doboz Nincs (4,2), V14 (3,9),
N15 (2,8)
N15 (4,9), L18
(2,8), L19 (3,4),
F20 (4,7), L21
(3,3), A22 (4,5)
V14 (4,7), N15
AA4 B doboz Szabad (2,8), S16 (4,8),
L18 (3,4)
V14 (4,8), N15
AA5 B doboz Szabad (4,6), L18 (4,0),
L21 (4,5)
L21 (4,2), A22
(5,0), V24 (3,9),
V25 (3,3), L28
3.2)
L18 (3,6), L19
(4,0), F20 (5,0),
L21 (3,0), A22
(4.7)
L21 (5,0), V24
SAl B doboz Nincs (3,0), V25 (3,2),
L28 (3,0)

AA3 A doboz Nincs

RA1 B doboz Nincs

RA2 B doboz Nincs

*A doboz: A szélek mérete: 0,375%90 A, az EC2 fehérje extraviralis részétdl egészen az
ioncsatorna kozepéig ért, a kozéppont koordinatai: 10,991; -0,074 ; -0,009.
*B doboz: Az EC2 fehérje teljes felszinét beboritotta.

A dokkolasi szamitasokat az AutoDock programmal [134] végeztiik, a ligandumokat az
OpenBabel programmal [145] 1attuk el hidrogén atomokkal és Gasteiger-Marsili parcialis
toltésekkel. A ligandumokon az aktiv torziés mozgasokat megengedtiik. 100 dokkolasi
szamitast végeztiink minden esetben, Lamarcki genetikus algoritmust €s pszeudo Solis-
West lokalis keresést végeztiink, 300 iteracioval és 25 millid energia értékeléssel, és
150es populacié mérettel [141,142]. A 100 ligandum kotédési modot klaszterekbe

csoportositottuk és rangsoroltuk a szamitott kotddési szabadenergidik és szerkezeti
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hasonlésaguk alapjan. Az igy eldallitott ligandum rankek szaraz célpontjaikkal alkotott
komplexeit hasznaltuk a HydroDock modszer soran, mint ,,szaraz komplexeket”. Mivel
az M2A ¢s EC2 is szimmetrikus fehérjék, igy az egymassal szimmetria tekintetében
megegyezO ligandum rankek koziil a legkedvezdbb energidjut valasztottuk ki és
hasznaltuk fel a szdraz komplexek eldallitasara. Az M2A esetében igy 6 szaraz komplex
allt eld, 1-1 midharom ligandum holo és apo szerkezetére torténd dokkolasbol. Az EC2
esetében pedig 5 AA, 2 RA és 1 SA (3. Tablazat) szaraz komplex keletkezett. Ezeket a
3. Iépésben hasznaltuk fel.

IV.2.3. 2. 1épés

Az ioncsatornak bels6 felszinének a hidrat szerkezetét MobyWat [17,18] program
segitségével épitettiik meg, inputként sziikséges volt egy MD trajektoria f3jl, amely
tartalmazza az explicit vizmolekuldkat. Ez az MD alapti modszer lehetdvé teszi az Gsszes
viz-oldott anyag és viz-viz kolcsonhatas figyelembevételét, és egy olyan programot
eredményez, amellyel a predikci6 soran 90%-os pontossag feletti egyezést is el lehet érni
a kisérletes viz oxigén poziciokkal [17,18]. A szaraz M2A (6BKK) és EC2 (7K3G)
fehérjéket energia minimalizaltuk és ellattuk hidrogén atomokkal, sd €s cg algoritmusokat
alkalmazva, amelyek pontos bedllitdsait a kovetkezd fejezetben részletezziik. A
minimalizalas utdn egy 1 ns hosszisagu MD [épés kovetkezett. A szimulacids dobozt
explicit TIP3P [146] parcialis toltéssel rendelkezd vizmolekulakkal toltottiik fel, valamint
a toltés kiegyenlités érdekében ellen-ionokat adtunk a rendszerhez (klorid €s natrium
ionok). A konvergencia hatarértéket 103 és 10 kJ mol™ nm? —ben allapitottuk meg, a
1épések maximalis nagysagat pedig 0,5 és 0,05 nm-ben, az sd és cg 1épések esetében. A
pozicios megkotésekre 10° kJ mol™ nm? eré konstanst alkalmaztunk minden nehéz
atomra. A szamitasokat GROMACS [60] program csomaggal végeztiik, er6térnek pedig
AMBER99SB-ILDN [147] er6teret hasznaltunk. A dinamika 2 fs nagysagu 1épésekkel
zajlott, 6sszesen 1 ns hosszusagu volt. A hdmérséklet-csatolashoz a sebesség jraszamito
¢s a Parrinello-Rahman algoritmusokat hasznaltuk. Az oldott anyag és az oldoszer
kapcsolasa kiilon tortént, a referencia hémérséklet 300 K és a csatolo id6 0,1 ps volt. A
nyomas-csatolas a Parrinello Rahman algoritmussal tortént, az id6 konstans 0,5 ps volt,
az dsszenyomhatosag 4,5 x 10 bar? volt, a referencia nyomas pedig 1 bar. A hosszu

sugaril elektrosztatikus kolcsOnhatasok szdmitdsdra a részecskehdlo Ewald-féle

crer
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volt. A koordinitikat 1 ps-ként elmentettiik, igy 10° frame keletkezett. A pozicids
megkotésekre 10° kJ mol nm2 erd konstanst alkalmaztunk az oldott anyag nehéz
atomjaira, az olddszerére nem. A periddus hatarokat figyelembe vettiik az analizis el6tt,
és a hidratalt oldott anyagok szerkezetét a doboz kdzepére visszaallitottuk. Minden framet
a kiindulasi szerkezetre illesztettiink vissza a Ca atomoknal fogva. A végso trajektoriat,
ami tartalmazta az 0sszes frame atomi koordinatait binaris xdr f4jl-1a alakitottuk. Az igy
eléallt MD trajektoria felhasznéalasaval a MobyWat program segitségével szamitottuk a
predikcids algoritmusat alkalmaztuk. A targettél valé maximum tavolsagot 5 A-nek, a
predikcids és klaszterezd toleranciat pedig 2,5 valamint 1 A-nek vettik. A MobyWat
program mitkddése roviden: jeldlt vizmolekuldkat valasztunk az MD trajektoria minden
framejében egy kivant tavolsadgi limitet haszndlva a targettdl (dmax), utdna egy
okkupancia listat készitlink az 6sszes viz ID-vel, és hogy ezek a vizek hanyszor fordultak
el6 jeloltként a framekben. Majd klaszterezés kovetkezik, amely soran meghatdrozzuk a
klaszter kiilonb6z6 elemei kozti tavolsagot (ctol). A legnagyobb klasztert kivalasztjuk, és
a bele tartozd6 molekuldk koordindtdinak atlagolasaval eldall az elsd vizmolekula
koordinataja. A kovetkezo 1épésekben ez ismétlddik, és parhuzamosan ellenérzésre kertil,
hogy a kovetkezd vizmolekula nem esik-e a predikcios tolerancia tavon beliil (ptol) az
elozotol. Igy eldall egy lista, amely tartalmazza a prediktalt vizmolekuldk O atom
koordinatait, jelen esetben az M2A (6BKK) és az EC2 (7K3G) fehérjékre. Az el6bbi
esetben, mivel voltak elérhetd kisérletes viz O poziciok, a MobyWat validacios modjaval
Osszevetettiik a prediktalt és a kisérletes viz O atom poziciokat, a predikcio 90%-0s siker

rataval végzodott (3. abra).
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3. abra A kisérletes viz O poziciok (vorés gombok) és a prediktalt viz O poziciok (kék
goémbok) az M2A ioncsatorna esetében (6BKK). A kisérletes viz O poziciokat a 6BKK
szerinti elnevezés szerint tintettiik fel. Sziikre szalag abrazoldssal lathato az M2A

ioncsatorna.

1V.2.4. 3. 1épés

Az elsé két 1épés eredményeinek Osszeolvasztasabol késziilt el a hidratalt, ligandum-
kotott komplex szerkezet, ,,nyers”, nem minimalizalt verzidja. A két 1épés fehérjéit kozos
koordinata rendszerbe helyeztiik, a Ca atomjaikon egymasra illesztettiik 6ket, PyMol
[148] program segitségével. Az Gsszeolvasztas utan ez a nyers komplex még tartalmazza
a MobyWat altal prediktalt 6sszes felszini viz O pozicidt, amelyek koziil néhany atfed az
program Editing funkcidjaval ezeket eltavolitottuk, hogy csak az interfész vizek
maradjanak. Az igy dsszeolvaszott nyolc EC2 komplex (3. tablazat) és hat M2A komplex
(5. tablazat) energia minimalizalasa a Refinement R protokoll szerint tortént.

A Refinement S minimalizalés protokollt végiill nem alkalmaztuk a HydroDock
moddszerben, viszont modszerfejlesztési szempontbdl fontos megemliteni. A kisérletes
interfész viz O poziciokat az M2A target esetében, amelyek mind a ligandumtol, mind a
targettdl 5 A tavolsagon beliil voltak megtartottuk, a tobbit eltavolitottuk a szerkezetbél.
Az M2A szerkezetét a megtartott vizmolekuldkkal egy dodekahedralis dobozba
helyeztiik, a tavolsag az oldott anyag és a doboz széle kozott 1 nm volt. A doboz iires

részeit a GROMACS program segitségével explicit vizmolekulakkal toltottik fel, TIP3P
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parcialis toltésekkel ellatva. A GROMACS pdb2gmx program segitségével adtunk
hidrogén atomokat a viz O atomokra, illetve az oldott anyag atomjaira. A rendszer toltését
nullara allitottuk be ellenionok segitségével. Az elsé 1épésben sd optimalizalast
hajtottunk végre (sd1), a konvergencia hatarértéket 10 kJ mol™ nm™ —ben 4llapitottuk
meg. Ezt kdvette egy cg minimalizalas (cgl), 10 kJ mol® nm? konvergencia
hatarértékkel. A pozicids megkdtésekre 10° k] mol™ nm? erd konstanst alkalmaztunk
minden nehéz atomra mindkét Iépésben (sdl+cgl). AMBER99SB-ILDN erdteret
hasznaltunk a szamitasok soran. Ezt kovetéen a Refinement S minimalizacios
protokollban az elsé 1épést ismételtiik meg (sd2+cg2), azzal a kiilonbséggel, hogy csak
az alfa szénatomokra helyeztiink pozicidos megkotéseket. A 4. abran lathato, hogy az igy
eldallt minimalizalt vizszerkezet nem tette lehetdvé a sikeres dokkolast, mert a hidrogén
atomok a ligandum felé mutattak, a protonalt amino csoport pozitiv toltését taszitottak,
igy a kisérletes ligandum kotési pozicid reprodukalasat nem tették lehetové. Ezért

fejlesztettiik tovabb a minimalizacos protokollt egy tovabbi 1épéssel (Refinement R).

4. abra A Refinement S minimalizdcios protokoll eredménye az M2A csatorna esetében
nem tette lehetévé a kisérletes ligandum kétési szerkezet reprodukalasat. A ligandum a
protonalt amino csoportjaval az A30 aminosav karbonil oxigénje felé fordul el, mert a
rosszul bedllitott hidrogének a vizeken taszitjak a pozitiv toltését. Az M2A fehérjét sziirke
szalagokkal abrazoltuk, az AA ligandumot tiirkiz padlcikakkal abrazoltuk, az A30

aminosavat sziikre palcikakkal, és a vizmolekulakat piros-fehér vékony palcikakkal.
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A 7. tablazat eredményei alapjan a Refinement R minimalizaciés protokollt valasztottuk
a HydroDock 3. Iépésének alapjaul. Egy szempontban tér ez a Refinement S-t6l, az
sd1+cgl 1épéseket nem egybdl kdveti az sd2+cg2, hanem a kettd kozott még egy 100 ps
hosszasdga MD szimulaci6 keriilt beiktatasra: sdl+cgl+md+sd2+cg2. Az MD
szimuldcioban csak az aminosavak alfa szénatomjaira helyeztiink pozicidés megkdtéseket
ebben az esetben. A homérséklet-csatolashoz a sebesség ujraszamitasi algoritmust
hasznaltuk, 300 K referencia érték és 0.1 ps idokonstans mellett. A nyomast-csatolést a
Parrinello-Rahman algoritmussal végeztiik, 0.5 ps id6konstanssal, az kompaktibilitast 4.5
x 107° bar *-nak vettiik és 1 bar volt a referencia nyomas. Részecskehald modszer Ewald-
szerinti 0sszegzését hasznaltunk a hossztavu elektrosztatikus kotések szdmitdsdhoz. Van
der Waals és Coulomb interakciok cut-off értékét 11 A-re allitottuk. A médszerfejlesztés
soran tettiink egy pilot kisérletet a Refinement R minimalizalt vizmolekulak figyelembe
vételére dokkolas soran. Azonban ez nem képzi a végsé HydroDock mddszer részét. A
szaraz dokkolashoz viszonyitva annyiban tért el, hogy a minimalizalt vizmolekuldkat is
meghagytuk a target oldalan. Erdekessége a modszernek, hogy a jol beallitott hidrogén
atomok sem bizonyultak elégségesnek ahhoz, hogy a dokkolas soran jo eredményeket
érjiink el (5. abra), hanem az AutoDock altal beallitott Gasteiger-Marsili [135] parcialis
toltések helyett TIP3P parcialis toltésrendszerrel kellett ellatni a vizmolekulakat (3.
tablazat), hogy elérjiik a 8. Tablazatban bemutatott eredményeket.

y &

< T~
WA

S5.abra A vizmolekuldk parcidlis toltésének hatasa a dokkoldas eredményére. A) A
Gasteiger-Marsili parcialis toltésekkel ellatott vizmolekulak O atomjai helyett a V27
aminosav karbornil O atomjaval vesz részt ionos kélcsonhatasban az AA pozitivan téltott

protonalt amino csoportja. B) A TIP3P parcidlis toltésekkel ellatott vizmolekuldk
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hatdasara mar nem aminosav gerinc karbonil O atomhoz kotédik az AA protondlt amino

csoportja, hanem a vizek O atomjaihoz, ahogyan azt kisérletesen meghataroztdk [65].

A TIP3P viz O parcialis toltése abszolut értékben kétszer akkora, mint a Gasteiger-Marsili
parcialis toltés, ami mar igy kedvezdbb kotési feltételeket biztosit a pozitiv toltésti

protonalt amino csoport szamara, mint az aminosav gerinc karbonil O atomjai.

4. Tablazat. A Gasteiger-Marsili és a TIP3P parcialis toltések eltérése a vizmolekulak
O ¢és H atomjainak esetében.

Viz parcialis toltések Gasteiger-Marsili TIP3P
a(0) -0,411 -0,820
q(H) +0,205 +0,410

IV.2.5. 4. 1épés

Az MD szimulaciok a minimalizalasi 1épésben leirt beallitasokkal torténtek (Refinement
R), a hosszuk pedig maximum 100 ns-ban volt meghatarozva, de az 5. tablazat
tartalmazza a pontos értékeket. A Ca atomok pozicidit kotottiik meg, az §sszes tobbi atom
szabad mozgasat engedtiik. A Refinement R protokoll utdni minimalizalt vizszerkezetet
megtartottuk, a doboz tobbi részét pedig a GROMACS feltoltotte vizekkel. A
komplexeket tartalmazod frameket a GROMACS trjconv programjaval illesztettiik
egymasra a fehérje Ca atomjain, és a kotott ligandum poziciokrol késziilt frameket kiilon

fajlokként gytijtottiik 0,1 ns-ként (konformacids pool).

IV.2.6. 5. 16pés

A konformacios pool-bol reprezentans szerkezetet hasznaltunk egy sajat bash shell script
segitségével. RMSD értékeket szamitottunk a konforméacids pool (5. tablazat) atlagos
koordinatai 4ltal alkotott szerkezet és a konformacios pool egyes tagjai kozott, az atlagos
szerkezetet hasznalva referenciaként. A szamitds sordn a legkisebb RMSD értekhez
tartozo ligandum szerkezetet valasztottuk ki a poolbol, mint reprezentativ szerkezetet. Ez
a reprezentativ szerkezet az altalunk javasolt végsé kotési modja a ligandumnak a
célpontjadhoz. Mivel a szaraz dokkolasnak tobb eredménye volt, ezért minden egyes

kiindulasi komplexhez tartozik egy reprezentativ szerkezet (5. és 6. tablazatok).
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5. Tablazat. Az M2A szaraz dokkolas altal eredményezett ligandum poziciock MD
szimulécio utani konformacios pooljai, valamint az atlagos szerkezetnek az individualis

szekezetekhez viszonyitott atlagos RMSD értéke

Ligand kon?gfrﬁ\écié N pool 1d6 (ns) Atlag (A) SD
AA Holo 433 43,3 1,7 0,7
AA Apo 460 46,0 1,7 0,7
RA Holo 999 99,9 4,0 0,1
RA Apo 826 82,6 1,7 0,7
SA Holo 470 47,0 1,9 0,7
SA Apo 760 76,0 1,2 0,4

Az EC2-re tortént szaraz dokkolds ligandum szerkezeteit, és a bel6liikk kiindult MD

szimulacid reprezentativ szerkezeteit a 6. tablazat foglalja 0ssze.
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6. Tablazat. Az MD szimuldciok eredményei az EC2 csatorna esetében, az 5 A
tavolsagon beliili aminosavak feltiintetésével.

EC2 aminosav (legkozelebbi atom

Kotési mod . ;
tavolsaga, A)
AALS T11(48), L12 (4,2), 113 (4,4), V14
(3,9), N15 (3,8)
AA2 P T11 (4,5), L12 (3.8), N15 (4,9)
AA3 L18 (4,3), L19 (4.4), L21 (3,8)
AAd L12 (4,6), V14 (4,9), N15 (3,0), L18
(4,3)
AAS L18 (3,7), L19 (4,5), L21 (4,4)
AL L18 (3,7), L21 (4,4), A 22 (4,9), V24
(4,6), V25 (3,9)
RA2 L18 (4,9), L21 (4,0), V25 (4,7)
- L18 (4,4), L21 (4,3), A22 (5,0), V24

(4,9), V25 (4,1), L28 (5,0)

23,6 ns utan disszocialt, igy a reprezentativ szerkezetet az els6 236 db MD snapshotbol
szamitottuk.

b 31,8 ns utan disszocialt, igy a reprezentativ szerkezetet az elsé 318 db MD
snapshotbol szamitottuk.

1V.2.7. Kiértékelési kritérium

Minden esetben a szerkezeti egyezést a dokkolt, vagy HydroDock reprezentativ
szerkezetet a kisérletes szerkezethez viszonyitva hataroztuk meg az atlagos eltérés

négyzetével (RMSD), a kdvetkezd egyenlet szerint:

N
RMSD = \/iZIDn -c,[*
N n=1

ahol, N a ligandum nehéz atomjainak szama, C a referencia szerkezet atomjanak n-edik
térvektora, D pedig a szamitott ligandum atom n-edik térvektora. A trigonalis szimmetria

mentén atfedd atomokat megegyezOnek tekintettiik.
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A dokkolt ligandum konformaciokat szerkezetileg klasztereztiik, és rangsoroltuk az
AutoDock altal szamitott kotési szabad energiajuk alapjan. Ennek soran a legkedvezdbb
szamitott kotési energiaju ligandum szerkezetet kivélasztottuk és a 2 A-6n beliili
szomszédjaival alkotott egy klasztert. Majd egy kovetkezo rank nyilik meg a megmaradt
konformaciok szamara, ahol hasonldan torténik a klaszterezés, amig el nem fogynak a
ligandum szerkezetek. Az alacsony rank-ek konformaciéo kedvezd kotési energiat
jelentenek. A legkedvezébb kotési energiaji ligandum poziciokat hasznaltuk fel a
HydroDock inputjaiként, viszont a HydroDock tovabbi 1€péseiben mar nem volt sziikség

ilyen rankek kialakitasara.

1V.2.8. Energiaszamitas

A Lennard-Jones interakcios energiat a target és a ligandum ko6zott a kovetkez6 egyenlet

i[u_f}

A =&Ri% B, =25,R;R, =R +R;; ¢, = \[e¢,

ijohj oo ij= o IR

segitségével szamitottuk:

ahol, & és ¢ a potencialvolgy mélység egyensulyi tavolsagban két megegyezd atompar
kozott, €ij a potencialvolgy mélység egyensulyi tavolsagban az i-edik (ligandum) és j-edik
(target) atom kozott, Rjj az i-edik (ligandum) és j-edik (target) atommag kozotti tavolsag
egyensulyi allapotban, rij a valosagos tavolsag az i-edik (ligandum) és j-edik (target)
atomok ko6z6tt, Nt a target atomok szama, N a ligandum atomok szama. Az Amber 2012
erdtér paramétereit hasznaltuk [147]. A szamitast szaraz és hidratalt targetek esetében is

elvégeztiik, a hidratalt target esetében az explicit vizmolekuldk a target részét képezték.

Az AutoDock scoring képlete az alabbi:

r2

Bl i Di' qq z)
vdwz,, )W ., Eq r’ )W, Y - LW, Y (SV, +S M) e 2

u u ij rIJ (rij)

ahol, a W-vel jelolt kifejezések sulyozd konstansok, amelyek egy kisérletesen
meghatarozott szabadenergia szetthez torténd kalibracidhoz kellenek. A ligandum

atomok jelolése 1, a fehérje atomoké j. Tovabba egy Lennard-Jones 12-6

33



diszperzios/repulzios kifejezés, egy 12-10 h-kotési kifejezés és egy Coulomb
elektrosztatikus potencialt tartalmaz a képlet. A és B paraméterek az Amber er6térbol
szarmaznak. E(t) egy sulyozas, ami a t szogon alapul, a vizsgalt és a célpont atomok
kozott. C és D paraméterek a potencialvolgy mélység szamitashoz sziikségesek. Az utolsod
kifejezés egy deszolvatacios potencial, V az adott atomot korbevevd atomok térfogata és
S szolvatécios paraméter a sulyozashoz. d egy tavolsagi sulyozé faktor. Az i és j atomok

kozotti valddi tavolsagot pedig r jeloli.
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V. Eredmények

V.1. Kis molekulak kotédése a CYP enzim fehérjékhez

A ketokonazolt, bergamottint és SL-bergamottint a CYP3A4 enzim kotozsebébe
dokkoltuk, a hem gytirti f6lé. A ketokonazol dokkoldsa a mddszer validalasara szolgalt,
aminek a célja az volt, hogy egy krisztallografias ligandum pozicidhoz kozelité szamitott
kotési modot eldallitsunk. A bergamottin és SL-bergamottin esetében a kotési modokat
ujonnan allitottuk el6 a validalt dokkolasi eljarassal.

A ligandum kotott komplex CYP3A4 szerkezetben (2VOM), a ketokonazol a hem gytri
vas ionjahoz koétédik az imidazol gytirtijének nitrogén atomjaval, az atom és az ion kozott
a tavolsag 2,7 A. A ketokonazol dokkol4sa a ligandum-mentes kdtézsebbe sikeresnek
bizonyult a Mddszerekben leirt dokkolési eljarassal, 2,3 A RMSD eltéréssel sikeriilt
reprodukalni a krisztallografias kotési modot (6. abra), ami a szakirodalmi konszenzus
elfogadhaté értéken beliil (<2,5 A [149-151]) esik. Ezt az AutoDock scoringja alapjan a
masodik rankben sikeriilt elérni. A f6 interakciokat is sikeriilt reprodukalni (7. tablazat):
az F304 aminosav ¢és a ketokonazol fenol gyliriii parhuzamosak voltak egymassal n-n
kolesonhatést kialakitva, az A370 aminosav pedig hidroféb kolcsonhatasba 1épett a
ketokonazol metil csoportjaval. Az R372 aminosav pozitiv toltésti oldallanca ionos

kolcsonhatast alakitott ki a ketokonazol parcialisan negativan t61tott oxo csoportjaval.

6. abra A ketokonazol dokkolt (piros) és kisérletes (kék) kotédési modjanak

osszehasonlitasa.

A ketokonazol kotddésének sikeres reprodukalasa utan, a bergamottin és az SL-
bergamottin (7. abra) kotédésének szamitasara a ketokonazol esetében ismertetett

protokoll szerint jartunk el. Mindkét esetben az els6ként rangsorolt kdtési mod nagyfoku

crer
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imidazol gylrtijével megegyez6 helyen helyezkedett el a CYP3A4 enzim kdtézsebében,
a hem gyiirii vas ionja felett a bergamottin és az SL-bergamottin furo[3,2-g]kromén-7-on
gylirtije (8. és 9. abrak). Mindkét ligandum esetében a hem gyiirii vas ionjaval
kolcsonhatasba 1épett a furan gytirli oxigén atomja. A bergamottin esetében a kettd
tavolsaga 4,0, mig az SL-bergamottin esetében 4,2 A. Ebben a kotési modban mindkét
ligandum furo[3,2-glkromén-7-on gylrlijének ¢és hosszi alifas oldallancanak az
elhelyezkedése megegyezett. A furo[3,2-glkromén-7-on gyiiriik a hem sikjaval
parhuzamosak voltak, feltehetéleg m kolcsonhatast alakitottak ki a hem gytriivel, a
ketokonazolhoz hasonldan. A bergamottinnal 7, az SL-bergamottinnal 8 aminosav hatott
koleson (7. tablazat), ezek koziil 5 kozos volt. A hidrofil T309 aminosavval a furan
oxigén hidrogén hidat alakitott ki. A ligandumok metil csoportjai és az M114, F241, 1301
¢és az F304 aminosavak oldallancai k6z6tt hidrofob kolesonhatasok alakultak ki. Az F304

aminosav mind a bergamottin, SL-bergamottin és a ketokonazol kotédésében fontos

szerepet jatszott.

8. abra Az SL-bergamottin kotédése a CYP3A4 enzimhez. Kék szalag abrazolassal
lathato a feheérje, a ligandum sziirke gombokkel, a hem gyiirii zold pdlcikdkkal és a vas
ion narancssarga gommbel lathato. Az SL-bergamottin a CYP3A4 kétozsebében

helyezkedik el, a hem gyiirii felett, a vas ionnal ionos kolcsonhatast kialakitva.
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9. abra Az SL-bergamottin (balra) és a bergamottin (jobbra) kitédése a CYP3A4
enzimhez. A két ligandum a CYP3A4 kotézsebében helyezkedik el, a hem gyiirii felett, a
vas ionnal ionos kolcsonhatast kialakitva. A ligandumok sziirke palcikakkal, a hem gyiirii
szintén sziirke pdlcikakkal és a vas ion narancssarga gommbel lathato. A kélcsénhato
aminosavak sziirke vastagitott vonallal lathatoak, az egy betiis elnevezéseikkel és

megfeleld sorszamukkal jelolve.

7. Tablazat. A ketokonazol, az SL-bergamottin és a bergamottin szamitogépes

dokkolésainak eredménye a CYP3A4 enzimre.

Ligandum Ketokonazol SL- . Bergamottin
bergamottin
Rank 2 1
O-Fe tav (A) - 42 4
N-Fe tav (A) 3.8 - -
AGvind(kcal/mol) 94 -10.4 9.2
M114 + +
5119 +
L210 +
L211 +
F241 + +
A kolesonhatd 1301 + +
aminosavak listaja F304 + + +
A305 +
T309 + +
A370 + +
R372
G481
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V.2. HydroDock

A vizmolekuldk fontos szerepet jatszanak az amantadin kotédésében az M2A
ioncsatornahoz [65], példaul a -6BKK szerinti elnevezésben-: A:w103 és a B:w204 az
A30 aminosavnal, B:w201 és a C:w205 a G34 aminosavnal (10. abra). Ezek az interfész
viz molekulak hidakat képeznek a gydgyszermolekula pozitivan toltott protonalt amino
csoportja és az aminosavak negativ toltésii karbonil oxigén atomja kozott. A H37
aminosav viz molekulaival egyiitt egy stabil, 10 viz molekulabol 4all6 statikus H-kotési

halézatot képeznek, ahogy az a 10. abra A részén lathat6. Hasonldan fontos szerepii viz

molekulak dokkolds soran torténd figyelembevétele elengedhetetlen a pontos
eredmények produkalasahoz [12,14,152,153].

10. abra Az amantadin (palcika abrdzolas, tiirkiz szén atomokkal), és az M2A (sziirke
szalag abrazolas, a szemkozti hélix nem szerepel az abran, az adtlathatosag kedvéert)
komplexe. 4) A kisérletesen kimért komplex szerkezet (6BKK), az aminosavak pdlcika, a
viz oxigének gomb abrazoldssal szerepelnek az abran, a kisérletes szerkezetnek megfelelo
nevezéktan szerint. B) A viz molekulak nélkiili dokkolds, a viz oxigének negativ toltésének
hianydban a V27 aminosav karbonil oxigénjével és az S31 aminosav hidroxi/ csoportjaval
lép kolcsonhatasba a pozitiv toltésii protonalt amino csoport. C) A viz molekulak
dokkolasba integradlasaval kapott eredmények, a minimalizalt viz molekulak palcika
abrazolassal szerepelnek az abran, a kisérletes szerkezet szerinti nevezéktannal jelélve.

A kisérletes (A) gyogyszer kotési moddal egyezést mutat a szamitott kotési mod.

Az interfész viz molekuldk szerepének vizsgdlatara kiillonbozd szamitogépes kémiai
stratégiakat probaltunk ki. Mind a hadrom ligandum szamitogépes dokkolasat elvégeztiik

az M2A csatorndra, az interfész viz molekuldk integralasanak tesztelésére. Kontrollként
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alkalmaztuk a viz molekulak nélkiili dokkolast (8. tablazat). A kisérletes ligandumokat
referencianak véve, atlagosan 3,7 £ 0,7 A RMSD-t szdmoltunk a viz molekuldk nélkiili

dokkolas eredményeként.

8. Tablazat A szamitogépes dokkolassal eldallitott és a kisérletes ligandum kotési
pozicidk Osszehasonlitisa az M2A target és az amantadin szarmazékok esetében, viz

molekulak nélkiil

Ligandum M2A RMSD (A) Rank?
konformacio
amantadin Holo 3,3 1/1
amantadin Apo 3,7 1/1
rimantadin Holo 3,8 1/2
rimantadin Apo 3,6 1/1
spiro-adamantyl- Holo 4,8 1/3
amin
spiro-adamantyl- Apo 2,9 1/1
amin
Atlag 3,7
SD 0,7

3Az adott rank sorszdma/az Osszes keletkezett rank

Ez az atlag a szakirodalmi konszenzus szerint elfogadhaténak itélt 2,5 A-6t [149-151]
meghaladja, ez alapjan megallapithatd, hogy a viz molekulak nélkiili, szaraz M2A fehérje
onmagaban nem megfeleld, ha szamitogépes dokkolassal kivanjuk eldallitani a ligandum
kotott komplex szerkezetet. A ligandum-mentes és a ligandum-kotott M2A fehérjék
kozott nincs nagy eltérés (1. Tablazat), igy a ligandum kotédése sordn nem 1€ép fel az
indukalt illeszkedés jelensége. Ez alapjan a célpont rigid testként valo kezelése dokkolas
soran nem okozhat jelentds hibat. A szarazon dokkolt gyogyszer kotési mod esetén az
adamantan csoportok pozicidja nem tér el Iényegesen (10. abra A és B), az RMSD eltérés
mégis nagy (8. tablazat), amit a protonalt amino csoport eltér6 orientacidja okoz. Az
interfész hidal6 viz molekulak hianyaban [65], a V27 aminosav karbonil csoportjaval és
az S31 aminosav hidroxil csoportjaval alakit ki kdlcsonhatast a protonalt amino csoport,
ami végeredményben egy hibds orientaciot okoz a kotdézseben beliil. A viz molekulékat
integralo, nedves dokkolas soran a 10 kisérletes viz oxigén pozicidt felhasznaltuk. A viz
molekulak hidrogén atomjainak atomi koordinatdit kisérletes modszerrel nem lehet

egyelore meghatarozni [41], igy ezeket nekiink kellett eldallitani elméleti modszerek
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segitségével. Ezt a Moddszerek fejezetben leirtak szerint energia minimalizalassal
végeztilk, a ligandum-kotott szerkezetekben a ligandumokat meghagytuk az energia
minimalizalds soran, elosegitve a viz molekulak hidrogén atomjainak helyes
energia minimalizacios 1épéseket tartalmaz, valamint egyet, ami egy révid MD
szimuldciot is. Az elsd protokollban minden nehéz atomot a krisztallografias
poziciojukban rogzitettiink, csak a hidrogén atomok mozoghattak. Ahogyan a 4. abran
lathato, a hidrogén atomok rossz orientacidja miatt a dokkolas igy sem volt sikeres. Az
igy kapott hibas hidrogén atom orientaciét az eredeti, kisérletes szerkezet kozeli

kontaktjai okozhattak (9. tablazat).

9. Tablazat A minimalizalt kisérletes, valamint MobyWat 4ltal prediktalt viz oxigén
pozicidk eltérése, az eredeti krisztallografias pozicioktol (6BKK), a kozeli kontaktok

feltintetésével. A Minimalizalt viz molekuldkat hasznaltuk a nedves dokkolas soran.

Kozeli Prediktalt
r pa
Viz # kontakp  Refinement S (A) Refinement R (A) A)°
A'w102 0,3 0,2 0,2
A: w103 0,6 1,6 0,9
D: w103 0,5 0,5 0,9
D:w105 DW109 0,7 2,1 0,6
D:w109 C:w208, 0.9 1.0 21
D:w105
B:w201 B:G34 1,0 1,0 0,6
B:w204 0,8 1,6 0,7
C:w205 0,4 0,9 0,5
B: w208 0,8 0,8 1,0
C: w208 D:w109 0,9 0,2 0,3

8A 6BKK szerinti elnevezést hasznaltuk.
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A krisztallografias szerkezet kozeli kontaktjainak listajaba bekeriilt, ha egy viz
molekula oxigén atomja és egy szomszédos aminosav nehéz atomja, vagy egy
szomszédos viz molekula oxigén atomja kozotti tavolsag kisebb volt, mint 2,75 A.

A 6BKK szerkezet vizmolekulait hasznaltuk referenciaként.

A poziciés megkotések miatt az elsé minimalizacids protokoll soran ezek a kozeli
kontaktok megmaradtak, ez lathato a 9. tablazatban jelzett a kisérletes pozicioktol valod
kis viz oxigén tavolsagokbol is. igy az elsé minimalizalds soran a hidrogén kotésekbdl
allo halézatot nem sikeriilt reprodukalni, ami lehetetlenné tette a kisérletes szerkezettel
egyezO kotési mod elballitasat (4. abra). Ez utan a robosztus minimalizalasi protokollt
teszteltilk, MD szimulacids 1épéssel. A minimalizacioé soran a kisérletes vizmolekulak
fele legaldbb 1 A tavolsagra elmozdult az eredeti pozici6jabol (9. tablazat). Ekkora
mértékli elmozdulds mar kijavitotta a kozeli kontaktok problémajat és ki tudott alakulni
egy hidrogén kotésekbol allo halozat a viz molekulak kozott (5. abra). Tovabba, a
parcialis toltések helyes asszignacidja is nagy befolydssal birt az eredményekre. A TIP3P
toltések [146] jo eredményt nyuhjtottak, mig a Gasteiger-Marsili [135] toltések nem (5.
abra). A révid MD szimulaciot tartalmazo Refinement R minimalizalasi protokoll a
TIP3P toltésekkel egylitt a dokkolt kotési modok kivald egyezést mutattak a kisérletes
szerkezetek ligandum pozicidival (1,2 + 0,3 A RMSD, 10. tablazat).
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10. Tablazat A vizes dokkolds eredményei a krisztallografids ligandum kotési
poziciokkal Osszehasonlitva az M2A target esetében. A vizeket a Refinement R

minimalizalasi protokollal és TIP3P explicit vizmodellel kezeltiik

Ligandum konggfrﬁ\aﬁci(’) RMSD (A) Rank?®
amantadin Holo 1,2 1/1
amantadin Apo 1,0 11
rimantadin Holo 1,0 1/2
adamSaFr)litryOI-amin Holo L7 n
Atlag (Holo) 1,2
SD (Holo) 0,3

8A 7z adott rank sorszdma/az sszes keletkezett rank

A rankek esetében lathato, hogy vagy csak egy rank keletkezett, vagy a legjobb kotési
energidhoz tartozo rank tartalmazta a szintén legjobb RMSD-jii kotési modot. A
dokkolast az amantadin esetében az apo formaji M2A targetre is elvégeztiik, hasonldéan
jo eredményt kapva (10. abra C, 10. tablazat). A 8. és 10. tablazatok
Osszehasonlitdsabol latszik, hogy a megfelelden kezelt vizmolekuldk egyébként azonos
dokkolasi beallitasok mellett a nem elfogadhatd eredményeket kivalova valtoztatjak. A
9. tablazatbol pedig lathato, hogy ha rendelkezésre allnak kisérletes viz oxigén poziciok
az még onmagaban nem garantdlja az eredmények javulasat, két okbol: (1) csak a viz
oxigének pozicidi adottak, és a hidrogén atomok hidnya miatt azok orientacidja nem, (2)
[1,18,154-161] hianyzo, vagy tal sok (overfitting) viz molekulat eredményezhetnek. A
krisztallizacios artefaktumok [154] és a 9. tablazatban ismertetett kozeli kontaktok is a
kisérletes szerkezet hibai kozé tartoznak. Mindezek sziikségessé teszik a kisérletes
vizszerkezet robosztus modszerrel végzett energia minimalizacidjat nem csak az M2A
esetében, hanem altalanossagban is a gyodgyszertervezés soran. Valodi gyogyszer

szkrinelési projektekben [10,11] nincs az Osszes target €s a ra tervezett ligandumok,
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valamint interfész viz molekuldk komplex szerkezetének kisérletes meghatdrozasara
lehetdség. Sokszor viz és ligandum mentes apo célpont fehérje kisérletes (vagy
homolégia modellezett) szerkezet az egyetlen kiindulasi pont. Igy a gyogyszer
kotédésének Osszes emlitett szereplojét egy komplex szerkezetté felépiteni nagy kihivast
jelent a gydgyszertervezési projektekben [39]. Ezen kihivas megvalaszolasara alkottuk a
HydroDock nevii modszert, és validaltuk az M2A targeten. A HydroDock 6t 1épésben a
nullardl képes egy gyogyszer-kotott hidratalt komplexet eldallitani. Az elsé 1épés egy
gyors dokkolasi eljaras, amelynek az eredményei a 8. tablazatban lathatok. A masodik
Iépésben a hidrat szerkezetét épitettilk meg a célpontnak a MobyWat [17,18] program
sikeresen prediktalta a program 1,0 A tavolsagon beliil. A prediktalt hidratszerkezet a
kozeli kontaktoktdél mentes volt, a Refinement R prokotoll szerint lattuk el hidrogén
atomokkal. A harmadik 1épésben, az elsé két 1épés eredményeit egyesitettiik, a szarazon
dokkolt ligandum kotési médot, a célpont fehérjét és a prediktalt vizszerkezetet kozos
koordinata rendszerbe helyeztiik, és a ligandummal atfedé vizpoziciokat toroltik a
MobyWat program Editing modjaval. Az igy kapott szerkezeteket a negyedik 1épésben
MD szimulécionak vetettiik ald, tobb szaz ligandum konformaciot alkotva (konforméacios
pool, 5. tablazat). Az o6todik 1épésben ebbdl a konformacios poolbol statisztikai
modszerekkel kivalasztjuk a reprezentativ ligandum szerkezetet, amely az altalunk

javasolt végso kotési mod (11. tablazat, 11. abra).

11. Tablazat A HydroDock protokoll eredményeként kapott reprezentativ kdtési modok

Osszehasonlitdsa a krisztallografias ligandum poziciokkal az M2A target esetében.

Reprezentativ {
Ligandum kon?gl?rﬁécié szerkezet RMSD ngg% A) =12 E&I\fSD
értéke (A)
amantadin Holo 0,7 1,8 0,7
amantadin Apo 1,1 1,9 0,5
rimantadin Apo 4.0 2,0 0,7
rimantadin Apo 1,5 1,8 0,6
spiro-
adamantyl- Holo 2,6 1,7 0,9
amin
spiro-
adamantyl- Apo 0,3 11 0,7
amin
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Az egyezések a krisztallografids ligandum pozicioval a 11. tablazatban és a 11. abran
lathatok. Kis molekulakrdl van sz6 (1. abra), ezért rovid MD szimulaciok alkalmazasa is
elégnek bizonyult, ezek részletei az 5. tablazatban tekinthetok meg. A négy hélix a
ligandumok mozgési terét behataroltdk, igy a konformacids pool tagjai egymastol nem
tértek el nagyban a pozicidjukat tekintve, ez megkdnnyiti a reprezentativ szerkezet
kivalasztasat. Ha ezeknél nagyobb, tobb flexios ponttal rendelkezé ligandumok a targetek

felszinére kotédnek akkor hosszabb szimulacios id6 valhat sziikségessé [11]. A végso

eredmények mindharom esetben a kisérletes poziciokkal [65] kitliné egyezést mutatnak.

11. abra A HydroDock dltal szamitott (tiirkiz) és a kisérletes (narancssarga) kotési
modok osszehasonlitasa az M2A target (sziirke szalag abrazolads) esetében. A kélcsonhato
viz molekuldk palcika dbrazolassal szerepelnek az abran és a 6BKK szerinti szamozassal
lattuk el oket, a kélcsénhato aminosavakat is palcika dabrazoldssal tiintettiik fel. A
ligandumok sorrendje a kovetkezd: A) amantadin, B) rimantadin és C) spiro-adamantyl-

amin.

A HydroDock negyedik lépésében (MD szimulacid), a ligandum kotési modok
nagymértéki atrendezodésen mentek at, a masodik Iépésben prediktalt viz molekuldknak

koszonhetben (12. abra).

12.abra A rimantadin (tirkiz palcikdk) MD szimuldacioja az M2A ioncsatornaban (sziirke
felszini dbrdzolas). Az MD szimuldcio A) 0., B) 1., C) 100. és D) reprezentativ frame-je.

A rimantadin kezdetben fejjel lefelé helyezkedik el a csatorndban, majd a szimulacio

elorehaladtaval atfordul 180 fokban a vizszintes tengelye koriil, kozben a csatorna belseje
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felé vandorolva. Mindekozben a viz molekuldk (piros-fehér gémbék) atrendezodnek ugy,
hogy a rimantadin protondlt amino csoportia szamdra egy idedlis befogado kozeget

biztositsanak.

A 10. B abra ¢és a 11. abra Osszehasonlitdsabol lathatd, hogy a viz molekuldk
»horgonyz6” hatdsa amennyiben nem érvényesiil a dokkolasi eredmény téves. A
HydroDock 4. 1épésében a ligandumok a kornyez6 viz molekulakkal hidrogénhid kotési
haldzatot alkottak (12. abra), a hidrogénhidak a protonalt amino csoport hidrogénjei és a
viz molekulak oxigénjei kozott alakult ki. Ezaltal a krisztallografias kotési moddal
megegyezd poziciot vettek fel. Erdekesség, hogy a rimantadin a krisztallografias kotési
mod mellett egy alternativ fej-farok kotési modot is felvett, ami hozzajarul a 11.
tablazatban lathatdo magasabb RMSD értékéhez.

Az M2A targeten elért sikerek alapjan ugy dontottiink, hogy kiterjesztjiik a HydroDock
modszer hasznalatat egy 0j rendszerre, az EC2-re (1. abra). Kisérletes validacionak
hasznaltuk a kutatécsoport eredményeit, akik kozolték a szilard fazist NMR szerkezetét
isaz EC2-nek (7K3G, [123]). A kutatocsoport NMR egy fluorozott amantadin szarmazék
¢és az EC2 kolcsOnhatasat vizsgalta NMR késziilékkel, kémiai eltolodasos modszerrel. A
kolcsonhatd aminosavak feltérképezésére dokkolast is hasznaltak, az extraviralis
bemenettdl egészen a polaris N15 aminosavig (1. abra). A csoport apolaris belépd
aminosavakat T11...13 azonositott NMR segitségével (13. abra, csillagok) és példaul a
polaris N15 aminosavat dokkolassal (13. abra, iires kor). A fluorozott amantadin
szarmazek nem tér el jelentdsen az amantadintol, mindkét molekula rendelkezik egy nagy
hidrofob fejcsoporttal és egy pozitiv toltésii protonalt amino csoporttal, ezért a két esetben

hasonld kotési mod feltételezhetd.
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13. abra A) Az EC2 aminosavak az 5 amantadin (tiirkiz padlcikak) kotési moddal valo
interakcioinak eldforduldsa (oszlopok), a szdraz dokkolas utdan (kék oszlopok, 3. tablazat)
és a HydroDock utan (narancssarga oszlopok, 6. tabldazat). A csillagok és az iires kérok
azokat az aminosavakat emlitik amelyeket kisérletesen NMR-rel, illetve dokkoldssal
azonositott egy kordbbi tanulmdny [123], ebben a sorrendben. A csatorna belépési
kotorégioja (ER) és a csatorna belsejének kotorégioja (IR) latszanak az abran. B) Az
amantadin 6t reprezentativ kotési modja AAI...5 (6. tablazat), az EC2 ioncsatorndn
(sziirke szalag abrdzolas, alul elvagva). A kélcsonhato aminosavakat gomb abrdzolassal

mutatjuk, és a 7K3G szerkezet szerinti nevezéktant hasznaltuk.

A harom ligandum kotodését az EC2 csatorndhoz a HydroDock segitségével allitottuk
aminosavakat a szaraz dokkolas (3. tablazat) és a HydroDock utan (6. tablazat) is
listaztuk, valamint a 13. abran is lathatok ezek az amantadin esetében 5 kiindulasi
szerkezet, 5 reprezentativ konformaciét eredményezett (a 3. és az 5. majdnem teljesen
atfed). A HydroDock altal megtalalt reprezentativ kotési modok jo egyezést mutatnak a
kolesonhatd aminosavak el6forduldsaban az NMR-alapti tanulméanyban kozoltekkel
[123] (13. abra). Az eredmények alapjan két kotérégio kiilonboztetheté meg az EC2
csatornan, az egyik az extraviralis oldalrél egy bemeneti régio, valamint a csatorna belseje
felé egy belso kotési régio, a kettét az N15 aminosav valasztja el, amelynek az oldallanca
a csatorna belseje felé helyezkedik el. A dokkolas sordn a belsd kotési régiot (IR) csak
akkor sikeriilt elérni, ha az N15 oldallancat flexibilisnek vettiik, és elmozoghatott, ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a kotési mechanizmus szempontjabol fontos szerepe van az
N15 aminosavnak. Az NMR-alapu tanulmany is erre a kovetkeztetésre jutott, és
megallapitottak, hogy a kis molekuldknak az N15 felé nagy affinitast kell mutatniuk a
csatornaba torténd belépés soran [123]. Az M2A esetében ismertetettekhez hasonloan, az
EC2 ioncsatorna ligandum kotésében is fontos szerepet jatszanak a viz molekulék, ez
lathaté a viz molekula nélkiili, szdraz dokkolasi eredmények és a HydroDock utani
eredmények kiilonbségén a 13. abran a kék és narancssarga oszlopokat §sszehasonlitva.
Az AA1,2 és 4 kotési modok az ER kot régioé L12 aminosavon centralizalt hidrofob 6v-
szerli régiohoz kotddik, mig az AA3 és 5 kotési modok az IR régio L19 és L21
aminosavak altal alkotott hidrofob 6vhoéz. A szarazon dokkolt kotési modok és a

HydroDock reprezentativ szerkezetei kozti kiilonbséget a 14. abra szemlélteti, a
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ligandum protonalt amino cSoportja koriili hidrogén kotési halozat megvaltozik a viz

molekulak hatéasara.

14.4abra Az amantadin (tiirkiz padlcikak) szarazon dokkolt és HydroDock reprezentativ
szerkezete az EC2 csatorndhoz (sziirke szalag dbrdzolds) kotédve. A kélcsonhato
aminosavak pdlcika dabrazoldassal vannak feltiintetve és a 7K3G szerinti elnevezésiikkel
jelolve, a viz molekulak piros-fehér palcika abrazoldassal lathatok.

A hidrofob ovek a kotési régiokon beliil a ligandumok hidrofob fejrészét fogadjak be,
amig az interfész viz molekuldk a ligandumok csatornan beliili orientaciodjat iranyitjak, az
M2A-hoz hasonléan. A spiro-adamantyl-amin elsé, SA1 nevii kotési modja esetében a
szarazon dokkolt szerkezeten a molekula spiro-adamantyl részét egy tobb aminosavboél
allo hidrofob gyiriirendszer fogadja be (15. abra). A hidrofob interakciok azonban
dokkolés soran a molekula az EC2 tengelyére merdlegesen &llt, az egyetlen hidrogén
kotését pedig a V24 aminosav amid csoportjaval alakitotta ki. A HydroDock explicit viz
molekulai az EC2 tengelyével parhuzamos orientacidba iranyitotta a ligandumot, a
protonalt amino csoportja igy mar harom hidrogén kotést is kialakitott 1-1 viz
molekulaval, amelyek az ioncsatorna belsd fala és a ligandum kozott képeztek hidat. A
hidal6é viz molekuldk az SA szamitott kotési energidjat az EC2 csatornahoz csaknem

megduplaztak.
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Dry docking HydroDock
-10.8 kcal/mol -21.2 kcal/mol

15. abra A spiro-adamantyl-amin (tiirkiz palcikdk) kétédése az EC2 ioncsatorndhoz
(sziirke szalag dbrdzolds). Bal oldalt a szarazon dokkolt kétési mod lathato, mig jobb
oldalt az abbol kiindult, végso reprezentativ HydroDock kotési mod. A kélesonhato
aminosavakat a 7K3G szerinti elnevezésiikkel jeleztiik és palcika abrazoldssal mutatjuk.
A viz molekulak piros-fehér pdlcika abrdzolassal szereplnek az abran. Az dbra aljan a
Lennard-Jones kolcsonhatasi energiakat a Modszerek fejezetben taldlhato képlettel

szamitottuk.

A spiro-adamantyl-amin esetéhez hasonld megallapitasok vonhatok le a viz molekulak
ligandum kotésben jatszott szerepérdl a masik két ligandum esetében is (14. és 16.
abrak). Az amantadin (13. abra) és a rimantadin (16. B abra) esetében is két kiilonb6z6
bemeneti szarazon dokkolt szerkezetbdl atfedd, nagyon hasonld eredmények sziilettek a

HydroDock reprezentativ szerkezeteiként.
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16. abra A rimantadin (sziirke és tiirkiz padlcikak) kotédése az EC2 ioncsatorndhoz
(sziirke szalag abrdzolas). A) a szarazon dokkolt eredmények eltérd bemeneti szerkezetet
szolgaltatnak a HydroDock modszer kiindulasanak. B) A HydroDock reprezentativ kétési

modjai az A dbra bemeneti szerkezeteibdl kiindulva egymadssal dtfednek.
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V1. Tézispontok

A célkitizésekben megfogalmazott torekvéseinknek megfelelden és az el6zdekben vazolt
részletes eredmények alapjan doktori értekezésem legfontosabb eredményeit az alabbi

tézispontokban foglalom 6ssze.

1. Eléallitottuk a bergamottin és az SL-bergamottin CYP3A4 enzimmel alkotott

komplexeinek atomi felbontasu szerkezeteit, a kotddési mechanizmusok sarokkoveit.

2. A bergamottin és az SL-bergamottin atomi felbontast kotési modjainak (1. pont)
ismeretében Osszehasonlitd szerkezeti magyarazatot adtunk in vitro hatasukra. A
kisérletes eredményekkel dsszhangban, a kedvez6bb kotési energiaju SL-bergamottin in

vitro erésebben gatolja a CYP3A4 enzim miikddését a bergamottinnal.

3. Kimutattuk, hogy ligandumok kd&tésében a vizmolekuldk megfeleld parcialis
célpont-ligandum komplexek atomi felbontasu szerkezetinek szamitasakor, azaz a

dokkolas pontos elvégzéséhez.

4. Szisztematikus vizsgalatokkal meghataroztuk a molekulamechanikai szdmitasok
protokolljat és paramétereit a szaraz célpontra dokkolt ligandumok helyzetének

finomitasahoz.

5. HydroDock néven 11j protokoll keriilt kidolgozasra, amely a ligandum dokkolas egyik
legnagyobb korlatjat, az explicit vizmolekulak hianyat kezeli influenza A és SARS-CoV-
2 viralis ioncsatorna célpontok esetében. Az eljaras a szarazon elvégzett dokkolas és a

c gy

felhasznalva) allitja el6 a hidratalt célpont-ligandum komplexeket.
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VII. Osszefoglalas

A PhD munkdm soran a szamitoégépes dokkolasi modszerek alkalmazasanal kurrens
célpontokra végziink szamitasokat, amelyek sokakat érintd gyogyszerinterakciok és
szintén sok életet érintd betegségekben, példaul a daganatok egyes fajtainal fontosak,
példaul a mar megjelent tanulményunkban az SL-bergamottin human méhnyak daganatos
sejtekre kifejtett szelektiv toxikus hatdasa. A szamitogépes dokkolds moédszerét ezek
fényében a forgalomban 1évé gydgyszerek 80%-anak metabolizmusdban érintett
CYP3A4 enzimen alkalmaztuk, amely esetében egy ismert, erds gatlo gyogyszer, a
ketokonazol dokkoldsdval validaltuk a moddszeriinket, az elérhetd kisérletes rontgen
krisztallografids komplex szerkezethez viszonyitva. Majd a validacio sikerességét
kovetden egy uj vegylilet, az SL-bergamottin kotodését vizsgaltuk a modszerrel. Sikertilt
az in vitro kisérletes eredményekkel 6sszhangban all6 magyarazatot adnunk arra, hogy az
anyavegyiileténél, a bergamottinnal miért er6sebb gatloja az SL-bergamottin a CYP3A4
enzimnek. Ezen feliill, a kotddési mechanizmussal feltart 0j ismeretek segitséget
nytjthatnak a gyogyszertervezés sordn, ugyanis a legtobb esetben mar elére probaljak
felderiteni a kutatok az 0j gyogyszerjelolt molekula lehetséges off-target kdlcsonhatasait
a szervezetben. A CYP3A4-hez valo kotédés nem tinik érzékenynek a szerkezeti
vizmolekulékra, ezért ott a meglévd formaban alkalmaztuk a szamitogépes dokkolast, de
ugyan ez a megkozelités nem lehetett volna sikeres a virdlis ioncsatornak esetében. Az
influenza A virus transzmembran ioncsatornajan (M2A, [65]) hatd gyogyszerek
(amantadin, rimantadin) és egy masik rokon szerkezetii vegyiilet, a spiro-adamantyl-amin
kotddését, majd repozicidjuknak lehetdségét vizsgaltuk a SARS-CoV-2 virus ellen
szamitogépes modszerekkel. A két virdlis ioncsatorna esetében szembenéztiink a
dokkolasi eljarasok legnagyobb korlatjat jelentd indukalt illeszkedéssel €és a ligandum
kotddésében részt vevd vizmolekuldk helyzetének és parcidlis toltéseloszlasanak pontos
meghatarozasaval. A probléma kezelésére célul kitizott hidratalt célpont-ligandum
komplex szerkezet eléallitasat egy 0j protokollal, a HydroDock-kal valositottuk meg,
amely jol ismert €s népszerl, ingyenesen hozzaférhetd szamitogépes programcsomagok
Ujszerli kombindlasan és alkalmazéasan alapul. A HydroDock protokoll fejlesztése soran
megmutattuk, hogy bizonyos gyogyszercélpontok esetében a szaraz dokkolasi eljarasok

megtévesztd eredményeket adnak, nem lehetnek alkalmasak egy gyodgyszertervezési

crcr
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hidrogén atomjaik jO orientacioba 4allitdisa ¢és a helyes parcidlis toltésrendszer
megvalasztdsa utdn a dokkoldsok eredménye azonban a rontgen krisztallografias
kisérletes komplex szerkezetekkel kivalo egyezést mutatott. A kifejlesztett protokoll, az
influenza A viruson végzett sikeres validacidjat kovetden pedig az tigynevezett target-
végeztiik el a jelenleg sajnalatosan aktudlis SARS-CoV-2 virus E proteinjére. A viz
molekuldknak ligandum kotdédésében jatszott szerepének tisztazasara szamos esetben
sziikség meriil fel [39,65,162]. Igy ez alapjan reményeink szerint a HydroDock modszer

a jovobeli gyogyszertervezési projektek részét képezheti.
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Abstract: Bergamottin (BM, 1), a component of grapefruit juice, acts as an inhibitor of some isoforms
of the cytochrome P450 (CYP) enzyme, particularly CYP3A4. Herein, a new bergamottin containing a
nitroxide moiety (SL-bergamottin, SL-BM, 10) was synthesized; chemically characterized, evaluated
as a potential inhibitor of the CYP2C19, CYP3A4, and CYP2C9 enzymes; and compared to BM
and known inhibitors such as ketoconazole (KET) (3A4), warfarin (WAR) (2C9), and ticlopidine
(TIC) (2C19). The antitumor activity of the new SL-bergamottin was also investigated. Among the
compounds studied, BM showed the strongest inhibition of the CYP2C9 and 2C19 enzymes. SL-BM
is a more potent inhibitor of CYP3A4 than the parent compound; this finding was also supported by
docking studies, suggesting that the binding positions of BM and SL-BM to the active site of CYP3A4
are very similar, but that SL-BM had a better AGy,nq value than that of BM. The nitroxide moiety
markedly increased the antitumor activity of BM toward HeLa cells and marginally increased its
toxicity toward a normal cell line. In conclusion, modification of the geranyl sidechain of BM can
result in new CYP3A4 enzyme inhibitors with strong antitumor effects.

Keywords: bergamottin; nitroxide; CYP3A4 inhibition; anticancer activity

1. Introduction

Bergamottin (i.e., 5-geranoxypsoralen (1)) is a natural furanocoumarin that was originally detected
in bergamot oil (Citrus bergamia) [1] and is mainly responsible, together with 6’,7’-dihydroxybergamottin
(DHB, 2), for “grapefruit juice/drug” interactions (Figure 1). Grapefruit juice has been found to cause
a marked increase in the oral bioavailability of many therapeutic agents (e.g., dihydropyridines [2],
ethinylestradiol [3], midazolam [4], cyclosporine A [5], and lovastatin [6]) primarily by inhibiting the
CYP3A4 enzyme. Several mechanisms have been reported regarding the CYP3A4 inhibitory effect of
bergamottin such as decreased protein expression or the reversible inhibition of the enzyme [7-10].

Row et al. studied the inhibitory effects of a series of furanocoumarin analogues on the CYP3A4
enzyme. They found that the furan ring and the alkyloxy group were necessary for inhibition,
and hydrophilic groups at 6’,7’-positions enhanced the potency compared to the alkenyl group [11].

Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 508; d0i:10.3390/ijms21020508 www.mdpi.com/journal/ijms
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Although bergamottin is a less potent CYP3A4 inhibitor than DHB [12], it is a stronger inhibitor of some
other CYP subfamilies such as CYP1A and 2B [13]. Bergamottin was also found to inhibit CYP2A6,
2C9, 2C19, 2D6, and 2E1 enzymes in human liver microsomes [14].

Bergamottin appeared to be a potential anticancer agent against various tumor cell lines by
the regulation of several cancer-related pathways [15]. Through the inhibition of STAT3 activation,
BM inhibited the proliferation of breast cancer cells and multiple myeloma [16]. BM attenuated
cell migration and invasion of fibrosarcoma and lung cancer cell lines [17,18]. In combination with
simvastatin, BM suppressed the TNF-a-induced anti-proliferative and pro-apoptotic processes of
KBM-5 myeloid leukemia cells [19].

Figure 1. Chemical structures of bergamottin (1) and 6’,7’-dihydroxybergamottin (2).

The unpaired electrons of stable nitroxide free radicals allow the nitroxides to take part
in one-electron oxidation and reduction processes, which make nitroxides potent unnatural
antioxidants [20]. As a consequence, nitroxides exert a cytoprotective action against oxidative
stress induced by cytotoxic drugs or pathological processes, such as ischemia-reperfusion and
inflammation [21-23]. However, some piperidine types of nitroxides also exert cytotoxic and
pro-oxidant effects, particularly on cancer cells [24,25].

We have reported in several studies that the modification of biomolecules (caffeic acid phenethyl
ester, resveratrol, and curcumin) with nitroxides for use as “in statu nascendi acting” antioxidants may
be beneficial on their activity. For instance, better antioxidant, antiproliferative, anti-inflammatory and
cell-protective compounds can be achieved by these modifications [26-31].

Herein, we report the synthesis, CYP (2C9, 2C19, and 3A4) enzyme inhibition, and the anticancer
activity of a new paramagnetic bergamottin analog compared to the parent compound and known
CYP inhibitors. Furthermore, CYP3A4 enzyme inhibition was also evaluated by docking studies.

2. Results

2.1. Synthesis of Spin-Labelled Geraniol (7)

For the synthesis of nitroxide-modified geraniol (7), the first step was to alkylate the ethyl
acetoacetate with paramagnetic allylic bromide (3) [32] in acetone and in the presence of K,COj3 at
ambient temperature to obtain compound 4 with 67% yield. The ketoester was hydrolyzed with
a NaOH/ethanol solution and then acidified with aq. H;SOy4. The elimination of CO, happened
spontaneously to yield ketone 5, in which the Horner-Wadsworth-Emmons reaction with triethyl
phosphonoacetate led to the formation of paramagnetic Z/E esters (6) at a 1:4 ratio. After purification,
the reduction of E-ester 6 with sodium-bis (2-methoxyethoxy) aluminum hydride (SMEAH) in anhydrous
toluene afforded E-4-(6-hydroxy-4-methyl-4-hexene-1-ylidene)-2,2,6,6-tetramethyl-piperidine-1-oxyl (7,
spin-labelled geraniol) (Scheme 1).

2.2. Synthesis of Spin-Labelled Bergamottin (10)

The alkylation of 4-hydroxy-7H-furo[3,2-g]chromen-7-one (bergaptol, 9) may result in new
bergamottin derivatives. To achieve a nitroxide ring motif containing bergamottin (10), paramagnetic
geranyl bromide (8) was synthesized via the treatment of 7 with methanesulfonyl chloride and followed
by LiBr. Bergaptol (9) was then alkylated with compound 8 in dry acetone in the presence of K;COs
and catalytic amount of sodium iodide to afford SL-BM (10) (Scheme 2).
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Scheme 1. Reagents and conditions: (i) potassium carbonate, ethyl acetoacetate, 18-crown-6, anhydrous
acetone, 24 h reflux, 67%; (ii) 10% aqueous NaOH, ethanol, 30 min reflux followed by 24 h stirring at
room temperature, then 5% H;SOy, 59%; (iii) NaH, anhydrous toluene, triethyl phosphonoacetate,
N, atmosphere, 30 min reflux, 45%; (iv) SMEAH, abs. toluene, N, atmosphere, —30 °C, then room
temperature for 30 min, 83%.
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Scheme 2. Reagents and conditions: (i) dry CH,Cl,, triethylamine, methanesulfonyl chloride at =30 °C,
then LiBr, anhydrous acetone, 40 °C, 30 min, 72%; (ii) anhydrous acetone, K,CO3, Nal (cat.), 40 °C,
24 h, N, atmosphere, 20%.

2.3. Inhibition of the CYP Enzymes by BM and SL-BM

BM proved to be a strong inhibitor of each CYP enzyme tested, while SL-BM showed considerable
inhibitory effects toward the CYP2C19 and CYP3A4 enzymes (Figure 2). BM was a two-fold stronger
inhibitor of CYP2C9 than the positive control warfarin (Table 1); the inhibitory effect induced by SL-BM
was also statistically significant, but only a slight decrease in metabolite formation resulted (even at a
four-fold concentration vs. the substrate). SL-BM was approximately two times weaker, while BM
induced almost a seven-times stronger inhibitory effect toward CYP2C19 relative to the inhibitory
effect of the positive control ticlopidine. Despite the fact that BM proved to be a considerably stronger
inhibitor of both the CYP2C enzymes tested, SL-BM showed a significantly stronger inhibitory action
toward CYP3A4 (Figure 2). BM and SL-BM were 1.7 and 8.5 times weaker inhibitors of CYP3A4 than
the positive control ketoconazole (Table 1).
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Figure 2. Concentration-dependent inhibitory effects of BM, SL-BM, and positive controls (WAR,
warfarin; TIC, ticlopidine; KET, ketoconazole) towards the CYP2C9, CYP2C19, and CYP3A4 enzymes
(* p <0.05, ** p < 0.01). Data points indicate the means obtained from triplicate incubations + SEM.
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Table 1. Inhibition of the CYP2C9, CYP2C19, and CYP3A4 enzymes by BM, SL-BM, and positive controls.

CYP2C9 Assay Substrate Concentration (uM)  ICso (UM) 1 ICsp(rer) 2 a’
Warfarin (positive ctrl) 15 294 1.96 1.00
Bergamottin 15 14.7 2.94 0.50
SL-Bergamottin 15 >60.0 >4.00 -
CYP2C19 Assay Substrate Concentration (uM) ICsp (uM) 1 ICs0(rel) 2 ad
Ticlopidine (positive ctrl) 5 7.67 1.53 1.00
Bergamottin 5 1.01 0.20 0.13
SL-Bergamottin 5 14.6 2.92 1.90
CYP3A4 Assay Substrate Concentration (uM)  ICsp (uM) 1 ICs0cer) 2 ad
Ketoconazole (positive ctrl) 5 0.24 0.05 1.00
Bergamottin 5 2.04 0.41 8.50
SL-Bergamottin 5 0.40 0.08 1.67

1 ICsp: concentration of the inhibitor which induces 50% inhibition of the metabolite formation; 2 ICs0(rely: ICsp
of the inhibitor divided by the substrate concentration; 3 a: ICsp of the inhibitor divided by the ICsg value of the
positive control.

2.4. Modeling Studies

Ligands KET, BM, and 10 were docked to the binding pocket of CYP3A4, which is located above
the heme ring. The docking of KET tested the applicability of the methodology for producing a close
to crystallographic bound KET conformation. In the cases of BM and SL-BM, the binding modes were
de novo, as described in the present study.

Binding mode of KET. According to the holo CYP3A4 crystallographic structure (Protein Data
Bank (PDB) code 2vOm), KET (Table 2) is coordinated to the iron of the heme with a nitrogen of the
imidazole ring, and the distance between the N atom and Fe3* is 2.7 A. Interacting amino acid residues
are listed in Table 2. The heme-bound crystallographic ligand conformation of KET was used to
verify the applicability of our computational docking protocol (see Methods for details) for the atomic
resolution calculation of the KET binding mode. The docking of KET into the ligand-free binding
pocket of the 2vOm structure was successful, and the crystallographic ligand binding mode of KET
was reproduced at an RMSD value of 2.3 A (Figure 3) in the top 2nd rank. The main interactions
were reproduced. That is, the phenyl rings of F304 and KET were parallel, forming n—m interactions,
and A370 formed a hydrophobic interaction with the methyl group of KET. The positively charged
sidechain of R372 interacted with the partial negative charge of the oxo group of KET.

Binding modes of BM and SL-BM. To determine the binding modes of BM and SL-BM,
the same docking protocol was applied as that used in the case of KET, as described in the previous
paragraph. In both cases, the top 1st rank binding mode was very similar to that of KET (Figure 4).
The furo[3,2-g]chromen-7-one ring was located above the heme occupying the subpockets of the
imidazole ring of KET. The furan oxygen was coordinated to the heme for both ligands. The O-Fe3*
distances were 4.0 and 4.2 A for compounds 10 and 1, respectively (Figure 5). In the bound position,
the furo[3,2-g]chromen-7-one ring of the ligands occupied the same subpocket and their side-chains
were also in a similar position. The furo[3,2-g]chromen-7-one ring of the ligands was parallel to the
heme, possibly forming m-stacking interactions, which was similar to KET (as described in the previous
paragraph). Eight and seven amino acid residues were found to interact (Methods) with SL-BM
and BM, respectively; of which five residues were common. Compounds 10 and 1 both interacted
with CYP3A4 through H-bonds between the hydrophilic amino acid (T309) and the furan oxygen.
Hydrophobic interactions occurred between the M114, F241, 1301, and F304 amino acids and the methyl
groups of the ligands. F304 played a role in the binding of each (KET, BM, and SL-BM) ligand (Table 2).
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Table 2. Binding properties of the ligands to the CYP3A4 target. X represents the amino
acid-ligand interactions.

Ligand KET SL-BM BM
Rank of the docking of the ligand 2 1 1
O-Fe dist (A) 42 4
N-Fe dist (A) 3.8
Calculated binding free energies AGpinq(kcal/mol) [33] -94 -10.4 -9.2
M114 X X
S119 X
1210 X
1211 X
F241 X X
List of interacting amino acidresidues 1301 X X
F304 X X X
A305 X
T309 X X
A370 X X
R372 X
G481 X

Figure 3. The docked (red) binding mode of KET overlaps with its crystallographic binding mode
(blue), which is located above the heme ring (not shown).

Figure 4. The binding mode of SL-BM (space-filling) as docked to the binding pocket of the CYP3A4
enzyme (light blue cartoon) above the heme ring (green sticks), where iron is represented as an orange
sphere. Red spheres represent the oxygen, the blue sphere the nitrogen of SL-BM respectively.
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Figure 5. The close-up of the binding mode of SL-BM (left) and BM (right) (wide sticks) as docked to
the binding pocket of the CYP3A4 enzyme above the heme ring (wide sticks) where iron is represented
as an orange sphere. Interacting enzyme residues are labelled and shown as thin sticks.

2.5. Cytotoxicity of BM and SL-BM

The cytotoxicity of BM and SL-BM was analyzed by a WST Cell Viability & Proliferation assay
performed using NIH3T3 (murine embryonic fibroblast) and HeLa (human cervix carcinoma) cells.
Neither bergamottin nor SL-bergamottin showed a significant toxicity toward fibroblasts (ICs5y > 50 pM).
BM did not decrease the viability of the HeLa cells (ICsp > 50 uM); however, SL-BM induced a significant
loss in the viability of the HeLa cell line (IC5p = 17.32 uM). These results demonstrate the selective toxicity
of SL-BM toward cancer cells (Figure 6).
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Figure 6. Concentration-dependent cytotoxic effects of BM and SL-BM on NIH3TS3 fibroblasts and HeLa
carcinoma cells. The cells were treated with BM or SL-BM for 24 h (* p < 0.05, ** p < 0.01). The data
points represent the means + SD (1 = 6).
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3. Discussion

A new nitroxide moiety containing bergamottin analog (10) has been synthesized and evaluated
for use as an inhibitor of CYP (2C9, 2C19, and 3A4) enzymes and compared to bergamottin (1) and
known inhibitors of these enzymes. The cytotoxicity toward cancer and noncancer cell lines was
also investigated.

BM induced a 50% inhibition of the metabolite formation at 0.2- and 0.4-fold concentrations vs.
the substrates in the CYP2C19 and CYP3A4 assays, respectively (Table 1). The ICsq values of BM
toward these enzymes were in the low micromolar range, which agrees well with the previously
reported data [14,34-36]. Furthermore, BM proved to also be an inhibitor of CYP2C9, showing 50%
inhibition of metabolite formation at approximately a three-fold concentration vs. the substrate.
Previous studies also reported the significant inhibitory effect of BM on CYP2C9 enzymes [11,14,35-37].
As our results demonstrated, SL-BM only slightly inhibits CYP2C9 and is almost a 15-fold weaker
inhibitor of CYP2C19 than BM (Table 1). However, SL-BM was a five-fold stronger inhibitor of CYP3A4
compared to BM, showing a strong inhibitory efficacy similar to that of the positive control ketoconazole.
The enhanced inhibitory activity of SL-BM compared to that of BM was also supported by docking
experiments, where the binding of SL-BM was more favorable than that of BM (AGpnq(—10.4 vs.
—9.2 kcal/mol)). The difference in the inhibitory activities of SL-BM and BM may be attributed to the
H-acceptor property of the nitroxide, as it was suggested by Row et al. [11].

BM and SL-BM seemed to be nontoxic to normal cells since they did not significantly decrease the
viability of NIH3T3 fibroblasts in our toxicity assay. As far as we know, this is the first report about
the anticancer activity of bergamottin toward HeLa cells. As shown in previous reports, although
BM showed an inhibition effect on many cancer cell lines, such as HT-1080 fibrosarcoma [17], U266
multiple myeloma [18], HepG2 liver cancer, BGC-823 gastric cancer, HL-60 promyelotic leukemia [38],
and A549 lung cancer cells [16], we did not observe BM to be significantly cytotoxic toward the
Hela cell line. Nevertheless, the insertion of a nitroxide moiety (10, ICsp. = 17.32 uM) resulted in the
cancer-specific cytotoxic activity of the parent compound (1, ICsy > 50 uM). Therefore, compound 10
may be a good starting point for the development of new CYP3A4 enzyme inhibitors with elevated
anti-proliferative effects.

4. Materials and Methods
4.1. Chemistry

4.1.1. General

The mass spectra were recorded with a Thermoquest Automass Multi system (ThermoQuest,
CE, Instruments, Milan, Italy) operated in EI mode (70 eV). Elemental analyses were carried out
with a Fisons EA 1110 CHNS elemental analyzer (Fisons Instruments, Milan, Italy) The melting
points were determined with a Boetius micro-melting point apparatus (Franz Kiistner Nachf. K.
G., Dresden, Germany). The 'H NMR spectra were recorded with a Bruker Avance 3 Ascend 500
system (Bruker BioSpin Corp., Karsluhe, Germany) operated at 500 MHz, and the '*C NMR spectra
were obtained at 125 MHz in CDCl; or DMSO-dg4 at 298 K. The “in situ” reduction of the nitroxides
was achieved by the addition of five equivalents of hydrazobenzene (DPPH/radical). The IR spectra
were obtained with a Bruker Alpha FI-IR instrument (Bruker Optics, Ettlingen, Germany) with an
ATR support on a ZnSe plate. Flash column chromatography was performed on Merck Kieselgel
60 (0.040-0.063 mm). Qualitative TLC was carried out on commercially available plates (20 cm X
20 cm X 0.02 cm) coated with Merck Kieselgel (Darmstadt, Germany) GFjs4. Compound 3 [32],
was synthesized as previously described. All the other reagents were purchased from Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA), Molar Chemicals (Halasztelek, Hungary) or TCI (Tokyo, Japan). IH-NMR and
I3C-NMR spectra of new compounds are available as supporting data (see Supplementary Materials).
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4.1.2. Preparation of Compounds

Ethyl 2-acetyl-4-(1-oxyl-2,2,6,6-tetramethyl-piperidin-4-ylidene)butanoate (4): Potassium carbonate
(11.09 g, 80.0 mmol), ethyl acetoacetate (6.50 g, 50.0 mmol), and 18-crown-6 (10 mg) were dissolved in
anhydrous acetone (30 mL), allylic bromide (3) (2.61 g, 10.0 mmol) dissolved in dry acetone (10 mL)
was added dropwise, and the mixture was stirred and refluxed for 24 h. The solvent was evaporated,
the residue was partitioned between H,O (25 mL) and CH,Cl, (30 mL), after separation of the phases,
the water phase was extracted with further CH,Cl, (2 X 20 mL). The combined organic phases were
dried over MgSQy, filtered, evaporated, and the residue was purified by column chromatography
(hexane-Et,O) to achieve compound 4 2.07 g (67%) as a red oil. R¢: 0.2 (hexane-Et,O, 2:1), MS m/z (%):
310 (M+,42), 166 (13), 135 (100), 107 (56). Anal. calcd. for C17HpgsNOy. C 65.78; H9.09; N 4.51, Found:
C 65.55, H9.36, N 4.42. IR (neat): v = 1738, 1714 cm ~!. 'H NMR (500 MHz, CDCl; + (PhNH),): 6 =
521 (t,1H, ] =7.3 Hz),4.26 (q,2H, ] = 7.1 Hz), 3.53 (t, 1H, ] = 7.5 Hz), 2.67 (dt, 2H, | = 7.3, 2.1 Hz), 2.29
(s, 3H),2.23 (s, 2H), 2.12 (s, 2H), 1.33 (t, 3H, ] = 7.1 Hz), 1.20, 1.17 (2s, 12H). '3C NMR (125 MHz, CDCl;
+ (PhNH),): 6 =202.7,169.5, 135.5, 121.1, 61.5, 60.2, 59.9, 49.5, 41.6, 29.2, 26 .4, 14.2.

5-(1-Oxyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-ylidene)pentan-2-one (5): To the ethanolic (20 mL) solution of
ketoester (4) (1.55 g, 5.0 mmol), 10% aqueous NaOH (20 mL) was added, and the mixture was refluxed
for 30 min. After additional 24 h stirring at room temperature, the solvent was evaporated off and the
residue was acidified with 5% H,SO, and extracted with EtOAc (3 x 20 mL). The combined organic
phases were dried (MgSQy), filtered, evaporated, and purified by flash column chromatography
(hexane-Et,O) to yield compound 5 as a red oil, 702 mg (59%); R¢: 0.23 (hexane-Et,O, 2:1). MS (EI):
mfz (%) = 238 (M*, 41), 224 (100), 180 (16), 166 (60), 43 (100). Anal. calcd. for C14H4NO,: C, 70.55; H,
10.15; N, 5.88. Found: C, 70.39; H, 10.21; N, 5.77. IR (neat): v = 1714, 1633 cm~'. 'H NMR (500 MHz,
CDCl; + (PhNH),): 6 =5.23 (t, 1H, | = 7.2 Hz), 2.50 (t, 2H, ] = 7.5 Hz), 2.35 (q, 2H, ] = 7.4 Hz), 2.20 (s,
2H), 2.16 (s, 3H), 2.11 (s, 2H), 1.19, 1.17 (2s, 12H). 13C NMR (125 MHz, CDCl; + (PhNH),): & = 208.4,
133.4,124.0, 60.3, 60.2, 49.4, 43.9, 41.6, 30.0, 22.0.

(E)-Ethyl 6-(1-oxyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-ylidene)-3-methylhex-2-enoate (6): To a stirred
suspension of NaH (96 mg, 4.0 mmol) in dry toluene (15 mL), triethyl phosphonoacetate (1.12 g,
5.0 mmol) was added at 0 °C under a N; atmosphere. After stirring for 10 min, 5 ketone (720 mg,
3.0 mmol) was added, and the mixture was stirred and refluxed for another 30 min. After cooling to
room temperature, brine (20 cm?) and ether (20 cm®) were added, the organic phase was separated,
and the aqueous phase was washed with ether (2 x 20 cm3). Then, the combined organic phase was
dried (MgSQy), filtered and evaporated, and the residue was purified by flash column chromatography
(hexane-Et,O) to yield 315 mg (34%) of compound 6 as a reddish-brown oil. R¢: 0.40 (hexane-Et,O,
2:1); MS m/z (%) 308 (M™, 38), 278 (6), 166 (11), 74 (100). Anal. calcd. for C1gH3oNO5: C, 70.09; H, 9.80;
N, 4.54. Found: C, 70.19; H, 9.91; N, 4.60. IR (neat): v = 1713, 1648 cm ~1. 'H NMR (500 MHz, CDCl; +
(PhNH),): 6 =5.78 (s,1H), 5.25 (t, 1H, ] = 6.3 Hz), 4.24 (q, 2H, ] = 7.1 Hz), 2.30-2.24 (m, 5H), 2.21 (s, 2H),
2.14 (s, 2H), 1.36 (t, 3H, ] = 7.1 Hz), 1.21 (s, 6H), 1.19 (s, 6H). '3C NMR (125 MHz, CDCl; + (PhNH),): 6
=166.8,159.3,133.2,124.4, 116.0, 60.3, 60.2, 59.5, 49.5, 41.7, 41.2,25.7, 18.9, 14 4.

(E)-4-(6-hydroxy-4-methylhex-4-en-1-ylidene)-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yloxy (7): To a stirred
solution of ester (6) (716 mg, 2.0 mmol) in abs. toluene (20 mL), SMEAH (1.21 g, 6.0 mmol) dissolved in
toluene (10 mL) was added dropwise under N; at =30 °C. Then, the mixture temperature was allowed
to rise to room temperature, and the reaction was stirred for a further 30 min. After completion of the
reaction, the solution was added in portions to the mixture of 10 % NaOH (25 mL) and crushed ice
(50 g). The phases were separated, and the aqueous phase was extracted with a mixture of THF/Et,O
(1:4) (3 x 20 mL). The combined organic phases were dried (MgSQOy), filtered, and evaporated. The title
compound (7) was obtained after column chromatography (hexane-EtOAc) as a red oil (440 mg, 83%).
R¢: 0.23 (hexane/EtOAc, 2:1), MS m/z (%) 266 (M*, 43), 95 (51), 74 (100), Anal. calcd. for C14HgNO,:
C,72.14; H, 10.59; N, 5.26. Found: C, 72.31; H, 10.51; N, 5.37. IR (neat): v = 3412, 1670, 1098 cm -1,
TH NMR (500 MHz, CDCl; + (PhNH),): 6 = 5.48 (dt,1H, ] = 6.9, 1.2 Hz), 5.26 (t, 1H, ] = 7.0 Hz). 4.21 (d,
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2H, | = 6.8 Hz), 2.23-2.19 (m, 4H), 2.14-2.10 (m, 4H), 1.73 (s, 3H), 1.19 (s, 6H), 1.17 (s, 6H). 13C NMR
(125 MHz, CDCl; + (PhNH),): 6 = 139.2, 132.3, 125.3, 123.7, 60.3, 60.2, 59.4, 49.5,41.6, 39.8, 25.9 16.3.

(E)-4-(6-bromo-4-methylhex-4-en-1-ylidene)-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yloxy (8): To the stirred
solution of compound 7 (532 mg, 2.0 mmol) and triethylamine (222 mg, 2.2 mmol) in dry CH,Cl,
(20 mL), after cooling to —30 °C, methanesulfonyl chloride (249.3 g, 2.2 mmol) was added dropwise.
After the mixture temperature increased to room temperature, brine (20 mL) was added, the phases
were separated, and the aqueous phase was extracted with CH,Cl, (3 x 20 mL). The combined organic
phases were dried over MgSQOy, filtered, and evaporated. The residue was dissolved in anhydrous
acetone (30 mL), to which LiBr (522 mg, 6.0 mmol) was then added, and the mixture was stirred
at 40 °C for 30 min. Water (20 mL) and Et,O (15 mL) were added, and after separation, the water
phase was extracted with further Et;O (2 x 20 mL). The combined organic phases were dried over
MgSQy, filtered, and evaporated to achieve paramagnetic geranyl bromide (8) as a reddish-brown oil
with a 72% (410 mg) yield. MS m/z (%) 284/286 (M*, 5/2), 248 (6), 109 (13,) 107 (21), 95 (40), 74 (100).
NMR measurements cannot be performed without the loss of the bromide function in the presence
of hydrazobenzene.

(E)-4-((6-(1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-ylidene)-3-methylhex-2-en-1-yl)oxy)-7H-furo[ 3,2
-glchromen-7-one (10): Bergaptol (9) (202 mg, 1.0 mmol) was dissolved in anhydrous acetone (10 mL),
K>CO; (276 mg, 2.0 mmol), Nal (19.5 mg, 0.13 mmol), and bromide 8 (427 mg, 1.5 mmol) were
added and the mixture was stirred at 40 °C for 24 h under a N, atmosphere. After cooling to room
temperature, brine (20 mL) and CH,Cl, (20 mL) were added, the organic phase was separated,
and the aqueous phase was washed with CH,Cl, (2 X 20 mL). Then, the combined organic phase was
dried (MgSQy), filtered, evaporated, and the residue was purified by flash column chromatography
(hexane-EtOACc) to yield the title compound 10 as red crystals, 90 mg (20 %). M.p.: 51-53 °C. R¢: 0.43
(hexane-EtOAc, 2:1). MS m/z (%) 450 (M*, 3), 435 (3), 420 (5), 202 (25), 98 (66), 74 (100) Anal. calcd.
for CyyH3pNOs: C 71.98; H7.16; N 3.11. Found: C, 72.11; H, 7.20; N, 3.17. IR (neat): v = 1725, 1623,
1332 cm ~1. 'H NMR (500 MHz, CDCl; + (PhNH),): 6 = 8.19 (d, 1H, ] = 9.8 Hz), 7.60 (d, 1H, ] = 2.3 Hz),
7.20 (s, 1H), 6.96 (d, 1H, ] = 2.3), 6.32 (d, 1H, ] = 9.8 Hz), 5.95 (dt,1H, ] = 6.8, 1.0 Hz), 5.23 (t, 1H, ] =
6.8 Hz), 4.97 (d, 2H, | = 6.8 Hz), 2.24-2.18 (m, 6H), 2.10 (s, 2H), 1.75 (s, 3H), 1.18 (s, 6H), 1.16 (s, 6H).
13C NMR (125 MHz, CDCl; + (PhNH),): 6 = 161.2, 158.1, 148.9, 144.9, 142.6, 139.5, 132.7, 124.8, 119.2,
114.2,112.6,107.5,105.0, 94.2, 69.7 60.3, 60.2, 49.5, 41.7, 39.8, 25.7, 16.7.

4.2. CYP Inhibition Assays

4.2.1. Reagents

Testosterone, 6-hydroxytestosterone, ketoconazole, racemic warfarin, ticlopidine hydrochloride,
CypExpress™ 2C9 kit, CypExpress™ 2C19 kit, and CypExpress™ 3A4 kit were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Diclofenac, 4’-hydroxydiclofenac, S-mephenytoin,
and 4-hydroxymephenytoin were obtained from Carbosynth (Compton, Berkshire, UK).

4.2.2. CYP Assays

Stock solutions of BM, SL-BM, and positive controls (each 5000 M) were prepared in dimethyl
sulfoxide (Fluka) and stored at —20 °C. The inhibitory effects of BM and SL-BM on the CYP2C9,
2C19, and 3A4 enzymes were examined using CypExpress™
S-mephenytoin, and testosterone substrates, respectively. During these assays, racemic warfarin (2C9),
ticlopidine (2C19), and ketoconazole (3A4) were applied as positive controls. The CYP2C9, 2C19,
and 3A4 assays were performed as described in our previous studies [39—-42].

The substrates and products were analyzed using the HPLC system comprising a pump (Waters
510; Milford, MA, USA), an injector (Rheodyne 7125) with a 20 puL sample loop, and a UV detector
(Waters 486). The data were evaluated by employing Millennium Chromatographic Manager

software (Waters). HPLC analyses of diclofenac and 4’-hydroxydiclofenac (CYP2C9 assay) [39,40],

assay kits by employing diclofenac,
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S-mephenytoin, and 4-hydroxymephenytoin [42] as well as testosterone and 6$-hydroxytestosterone
(CYP3A4 assay) [41] were performed as described previously.

Data were derived from at least three independent experiments and represented as the mean
+ the standard error of the mean (SEM) values. The statistical significance (p < 0.05 and p < 0.01)
was established by employing a one-way ANOVA test (IBS SPSS Statistics, v. 21; Armonk, NY, USA).
The metabolite formation (% of control) was plotted as a function of the logarithmic concentrations,
and then the ICsy values were determined using GraphPad Prism 8 software (San Diego, CA, USA).

4.3. Modeling Studies

4.3.1. Ligand Preparation

The raw ligand structures of ketoconazole, bergamottin (BM, 1), and SL-BM (10) were built
in Maestro [43] and energy-minimized with a quantum chemistry program package, MOPAC [33],
with PM7 parametrization [44]. Force calculations were also performed using MOPAC, in which
the gradient norm was set to 0.001, and the force constant matrices were positive and definite.
Gasteiger-Marsilli partial charges were assigned in AutoDock Tools [45]. Flexibility was allowed on
the ligand at all active torsions. These prepared structures were used for docking.

4.3.2. Target Preparation

Similar to a previous study [46], the holo structure of CYP3A4 in the complex with ketoconazole
was used as a target. The atomic coordinates of the complex were obtained from the Protein Data Bank
(PDB) with PDB code 2vOm. The bound ketoconazole molecules were removed prior to the docking
calculations, and chain A was processed further as a target. The atomic partial charges of the heme
were adopted as the ferric penta coordinate high-spin charge model from reference [47]. The rest of the
target molecule was equipped with polar hydrogen atoms and Gasteiger-Marsilli partial charges in
AutoDock Tools.

4.3.3. Docking

All the ligand structures were docked to the active site of CYP3A4 using AutoDock 4.2.6 [45].
The number of grid points was set to 90 x 90 x 90 using a 0.375 A grid spacing. The Lamarckian
genetic algorithm was used for the global search, and the flexibility of all active torsions was allowed
on the ligand. Ten docking runs were performed, and the resulting ligand conformations were ranked
by their free binding energy values. Representative docked ligand conformations were used for the
subsequent evaluations, and a collection of interacting target amino acid residues with a 3.5 A cut-off
distance were calculated for heavy atoms. The root-mean-squared deviation (RMSD) values were
calculated between the crystallographic and representative ligand conformations.

4.4. Cell Viability Assays

Murine embryonic fibroblast NIH3T3 cells were maintained in DMEM (Cat No. 043-30085, Wako
Pure Chemical, Osaka, Japan) supplemented with 10% newborn calf serum (NBCS) at 37 °C and
5% CO,. Human cervix carcinoma HelLa cells were maintained in DMEM supplemented with 10%
fetal bovine serum at 37 °C and 5% CO,. To determine the toxicity of BM and SL-BM, the WST-1
cell viability assay was employed as described previously [26]. The cells (NIH3T3: 2000 per well;
HeLa: 5000 per well) were seeded into all the wells of 96-well plates. After 24 h, the medium was
replaced, and the cells were treated with the test compounds for 24 h. Then, the cells were incubated
with a WST-1 solution (3.6 pg/uL WST-1, 70 ng/uL 1-methoxy phenazine methosulfate in 20 mM
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesufonic acid—-KOH (pH 7.4); Dojindo, Kumamoto, Japan) for 1 h
at 37 °C, and the absorbance of each well was recorded at 440 nm using a Multiskan FC microplate
reader (Thermo Fisher Scientific). The ICsy values and statistical significance were calculated using
GraphPad Prism 8 software (San Diego, CA, USA).
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ABSTRACT: Target-based design and repositioning are main-
stream strategies of drug discovery. Numerous drug design and >’/
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repositioning projects have been launched to fight the ongoing
COVID-19 pandemic. The resulting drug candidates have often
failed due to the misprediction of their target-bound structures.
The determination of water positions of such structures is
particularly challenging due to the large number of possible
drugs and the diversity of their hydration patterns. To answer this challenge and help correct predictions, we introduce a new
protocol HydroDock, which can build hydrated drug—target complexes from scratch. HydroDock requires only the dry target and
drug structures and produces their complexes with appropriately positioned water molecules. As a test application of the protocol, we
built the structures of amantadine derivatives in complex with the influenza M2 transmembrane ion channel. The repositioning of
amantadine derivatives from this influenza target to the SARS-CoV-2 envelope protein was also investigated. Excellent agreement
was observed between experiments and the structures determined by HydroDock. The atomic resolution complex structures showed
that water plays a similar role in the binding of amphipathic amantadine derivatives to transmembrane ion channels of both influenza
A and SARS-CoV-2. While the hydrophobic regions of the channels capture the bulky hydrocarbon group of the ligand, the
surrounding waters direct its orientation parallel with the axes of the channels via bridging interactions with the ionic ligand head. As
HydroDock supplied otherwise undetermined structural details, it can be recommended to improve the reliability of future design
and repositioning of antiviral drug candidates and many other ligands with an influence of water structure on their mechanism of
action.

TARGET LIGAND WATERS

Bl INTRODUCTION

The COVID-19 pandemic has generated a tsunami in target-
based drug design' and repositioning.” Target-based design is a
widely used approach®~” where the target structure serves as a
reference point for fitting and selection of drug candidates.
Repositioning is a cheap and fast strategy of drug discovery, as

Gocovri, Symmetrel) and its derivatives, rimantadine (RA,
Flumadine) and spiroadamantyl amine (SA),"*~*° (Figure 1b)
to the ion channel formed by the transmembrane domain of the
SARS-CoV-2 envelope protein (EC2, Figure la) as a possible
“new” target. These AA derivatives were shown to inhibit the
cation conductance of the M2 transmembrane ion channel of

the pharmacological profile of known drugs is readily available
with detailed information on their pharmacodynamics,
pharmacokinetics, toxicity, interactions, and side effects. The
clinical repositioning trials of a number of known drugs were
launched in the past year®™" to test their applicability against
the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2). Although a few drugs were approved for clinical use, the
repositioning trials have not led to real breakthroughs against
SARS-CoV-2.

The failure of repositioning trials can be largely attributed to
the structural differences between the old and new targets. For
example, the structural dissimilarities between the active sites of
proteases of HIV-1 and SARS-CoV-2 forecasted'>"? the failure
of recent repositioning trials®'* of HIV-1 protease inhibitors
lopinavir and ritonavir to SARS-CoV-2. Such painful lessons
highlight the necessity of a careful structure-based design and
repositioning to reduce the number of failed clinical trials.

In the present study, we investigate the structural basis of
repositioning of FDA-approved drugs amantadine (AA,

© XXXX The Authors. Published by
American Chemical Society

WACS Publications

influenza A virus (M2A, Figure 1a) ! and the “old” target was
also used as a reference in this study. AA was originally
suggested'® against SARS-CoV and showed various beneficial
effects in patients infected by the SARS-CoV-2""*" as well. EC2
is homologous to the envelope protein of SARS-CoV'® and also
functions as a cation-selective ion channel like M2A, playing a
role in virus budding, release, and host inflammation response.
The blocking of EC2 by AA derivatives or similar amphipathic
molecules is a promising drug design strategy” >

longer term due to the low mutagenicity of EC2 found in
mutated SARS-CoV-2 lineages collected from patients in

even on a
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Figure 1. (A) M2A (left) and EC2 (right) ion channels shown as
cartoon. The red cone represents the diameter of the ion channels.
Interacting amino acids are labeled and shown as spheres in the side
views at the top (a helix was deleted to show the interior of the
channels). Top views from the extraviral space and lists of dimensions
of the channels are shown at the bottom. (B) Lewis structures of the
three AA derivatives investigated in the present study. Under
physiological conditions, the amino group is protonated, resulting in
a net charge of +1. R-rimantadine was used in the study, referred to as

RA.

India.”* Recently, the atomic resolution structure of EC2
(Figure 1a) was determined"® using solid-state NMR, providing
a starting point for target-based design. The same study
demonstrated the binding of fluorinated AA to EC2 as well.

The large pore'> of EC2 is formed in a pentameric helical bundle
stabilized by interhelical aromatic stacking interactions.

The pore size of EC2 is comparable to that formed by the
tetrameric bundle in M2A*" (Figure 1a), which captures the AA
derivatives. The similar pore geometry of M2A and EC2 is just
one structural factor if considering the repositioning of ligands
between the two ion channels.

Their amino acid composition and water structure” are also
key factors of ligand binding. The mediating role of water
molecules was highli§hted in the binding mechanism of AA
derivatives to M2A.”"*° Considering the above similarity
between M2A and EC2, one may expect that understanding
the role of water molecules will be important in the case of EC2
as well. The available EC2 structure'” is an apo form without
water and ligand molecules (Figure 1a), and therefore, it cannot
supply any information on the possible mediating role of water
molecules in ligand binding to EC2. Thus, an atomic resolution
structure of the full complex with a bound ligand and water
molecules (a hydrated holo structure) is necessary to foster
correct repositioning and design to EC2.

As the full complex has not been solved at atomic resolution,
we have to calculate the binding of the AA derivatives and the
water structure from scratch, which is a challenging task for
current methods.”® To answer this challenge, we introduce a
new protocol that will supply the water structure of the EC2
channel and also adopt docking and molecular dynamics steps to
produce the representative binding modes of AA derivatives.
The protocol will be tested on the old M2A target with available
experimental complex structures as references and will be
transferred to the new EC2 target. In this way, we will explore
the role of water in binding of the AA derivatives and produce
their key binding modes on the new EC2 target, supplying the
necessary atomic resolution structures for repositioning and

design.

B METHODS

Input Structures. The atomic coordinates of M2A
complexed with AA (6BKK), RA (6BKL), and SA (6BMZ)'
and the ligand-free structure of M2A (3LBW)>° were acquired
from the Protein Databank (PDB). A, B, C, and D chains and
their corresponding ligand (except for the apo structure) and
water molecules were used for protocol development and
validation purposes (Sections “The Effect of Interfacial Water
Molecules on Ligand Docking to the Influenza A M2A Channel”
and “Construction of the Ligand-Bound, Hydrated Influenza A
M2A Channel Structures from Scratch”). The EC2 NMR
structure (first model of the 20) from ref 15 (7K3G) was used in
Section “Ligand Binding Modes and the Water Structure in the
EC2 Channel of SARS-CoV-2” to create the hydration structure
and ligand binding modes from scratch.

Ligand Preparation. Ligands were built in Maestro.”” The
raw structures were energy-minimized using a semiempirical
quantum chemistry program package, MOPAC™® with PM7
parametrization.29 The gradient norm was set to 0.001. The
energy-minimized structures were submitted to force calcu-
lations; the force constant matrices were positive definite.
Restrained electrostatic potential (RESP) charges were
calculated with RED-vIIL52 after geometry optimization by
GAMESS.”" Acpype’” and antechamber’””* were used to assign
bound parameters and atom types for topology of ligands.

Target Preparation. The N-terminal ends of the ion channels
were capped with acetyl groups and the C-terminal ends with
imino-methyl groups using Maestro”” and were subjected to
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Figure 2. Assembly of the hydrated complex of the M2A channel (target, surface) and SA (ligand, sticks) from scratch using the HydroDock protocol.

The numbering of steps of HydroDock follows the explanation in the main text. After the first step, nonminimized water positions from MobyWat

40,41

are shown as red spheres; otherwise, sticks representation is used for hydrogenated and minimized waters. During the third step, some of the water
positions are replaced by the ligand. For clarity, only a few MD snapshots of ligand binding modes are shown after the fourth step. Coordinate files of all

snapshots are accessible in the Supporting Information.

energy minimization in the merging step (Step 3). Hydrogen
atoms and Gasteiger—Marsili partial charges®* were added to the
targets with AutoDock Tools.”> After ligand and target
preparation, the dry target and respective ligands were used as
starting points of HydroDock (next section).

HydroDock. HydroDock is a new protocol shortly featured
in Section 2 of Results and Discussion. The steps of HydroDock
are numbered in Figure 2 and referred to in the following
detailed descriptions using the same numbering as in Results
and Discussion.

Step 1. Dry Docking. Blind docking was performed as
described before® for both targets M2A and EC2 (Box B, Table
SS). During blind docking, the docking box covered the whole
surface of the target. Focused docking was also used for EC2
when the box only covered the upper half of the protein (Box A,
Table SS). The unliganded M2A and EC2 structures were used
as targets of the blind and focused docking runs. No explicit
water molecules were adopted from the PDB structures. The
target was treated as a rigid body except that the flexibility of the
N15 amino acid side chains was allowed on all helices of EC2 to
allow the entrance of the ligand toward the intraviral regions
(Table S5). AutoGrid 4.2>° was used for grid map calculations.
Grid boxes were generated around the entire M2A target. The
grid boxes were centered on the target, and 70 (M2A) and 90
(EC2) grid points along all axes were set with 0.503 A grid
spacing (0.375 A in Box A). The resulting docking box covered
the entire M2A and EC2 in the case of blind docking and
allowed the entrance of the ligands from both extra- and
intraviral regions. To avoid artefacts and allow ligand entrance
only from the extraviral space (Figure 1a), the docking box was
reduced to only cover the upper half of EC2 (Box A, Table SS).

Molecular docking calculations were performed by AutoDock
4.2.%° Hydrogen atoms and Gasteiger—Marsili** partial charges
were added to the ligands with an OpenBabel’” program
package. All chemically relevant torsions of the ligands were
enabled. One hundred blind docking runs were performed. The
Lamarckian genetic algorithm and the pseudo-Solis and Wets
local search with a maximum number of 300 iterations and 25
million energy evaluations and 150 population size were applied
as in refs 38 and 39. The generated 100 ligand binding modes
were clustered and ranked (see Section “Evaluation Criteria” for
details) based on their calculated free energy of binding values
and structural similarity. Representative ligand structures of each

rank in complex with their dry target structures were used as dry
complexes. Due to the symmetry of both M2A and EC2, from
among identical, symmetry-related rank representatives, the one
with the lowest calculated binding free energy was selected and
forwarded to the next steps of HydroDock.

In the case of M2A, a total of six representatives were found,
one—one for all three AA derivatives on both holo and apo target
forms (Table 1). In the case of EC2, five (AAl, .., AAS, Table
S5), two, and one representatives of AA, RA, and SA were found
(eight in total) and forwarded to Step 3.

Table 1. Comparison of Computationally Docked and
Experimental Binding Positions of Ligands AA, RA, and SA to
a Dry M2A Target

ligand M2A conformation RMSD (A) rank”
AA holo 33 1/1
AA apo 3.7 1/1
RA holo 3.8 1/2
RA apo 3.6 1/1
SA holo 4.8 1/3
SA apo 29 1/1
mean 3.7

SD 0.7

“Serial number of rank/count of all ranks.

Step 2. Building the Water Structure of the Inner Surface of
the Target Channels. The water structure of the inner surface of
the target channels was built using MobyWat,"**' which
requires an MD trajectory of a target in explicit water as an
input. The MD-based evaluation of MobyWat allows consid-
eration of all solute—water and water—water interactions and
results in h?h success rates if compared with experimental
structures.*”"!

Generation of MD Trajectories. The dry M2A (6BKK) and
EC2 (7K3G) targets were energy-minimized by steepest descent
and conjugate gradient algorithms as in Step 3 of HydroDock to
prepare them for the 1 ns-long MD simulations. The simulation
box was filled with explicit TIP3P** water molecules, and
counterions (sodium or chloride) were added to neutralize the
system. Exit tolerance levels were set to 10* and 10 kJ-mol™"-
nm™’, while maximum step sizes were set to 0.5 and 0.05 nm for
the steepest descent and conjugate gradient steps, respectively.
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Position restraints were applied on solute heavy atoms at a force
constant of 10 kJ-mol "nm~>. Calculations were performed
with programs of the GROMACS™ software package using the
AMBER99SB-ILDN* force field. After energy minimization, 1
ns-long NPT MD simulation was carried out with a tlrne step of
2 fs. For temperature coupling, the velocity rescale*” algorithm
was used. The solute and solvent were coupled separately with a
reference temperature of 300 K and a coupling time constant of
0.1 ps. Pressure was coupled by the Parrinello—Rahman
algorithm®®*” and a coupling time constant of 0.5 ps,
compressibility of 4.5 X 107 bar™', and reference pressure of
1 bar. Particle mesh-Ewald summation*® was used for long-range
electrostatics. Van der Waals and Coulomb interactions had a
cutoff at 11 A. Coordinates were saved at regular time intervals
of 1 ps, yielding 1 X 10* frames. Position restraints were applied
on solute heavy atoms at a force constant of 10° kJ-mol™"-nm™2.
Periodic boundary conditions were treated before analysis to
make the solute whole and recover hydrated solute structures
centered in the box. Each frame was fit to the original protein
crystal structure using Car atoms. The final trajectory including
all atomic coordinates of all frames was converted to portable
XDR binary files equipped with name extension xtc.

MobyWat Calculations. From the MD trajectory, surface
water positions were calculated with Mobywat’s*’ all-inclusive
identity-based (IDa) prediction algorithm. The maximum
distance from the target (d), prediction, and clustering
tolerances were set to S5, 2.5, and 1 A, respectively. The
MobyWat algorithm was described earlier.*”*" Briefly, candi-
date water molecules for all frames are selected based on a
desired distance limit (d,,,) from the target, and then an
occupancy list is constructed containing every different water
IDs on every line and the respective number of occurrences as
candidates among all frames. Clustering is applied to all rows (all
different water IDs) of the occupancy list using the ctol
parameter to define the distance between elements of the same
cluster. The largest cluster is selected from all to give the first
predicted water molecule by averaging the spatial coordinates of
included molecules. In the further steps, clusters are selected in a
descending order size-wise and checked if their distance is larger
than the prediction tolerance from previously predicted water
positions. After the above clustering, a list of water positions
(prediction list) was produced as the O atom coordinates
covering the surface of the EC2 (7K3G) and M2A (6BKK)
channels. The hydrogens were added to the predicted water O
atoms in a later step (Step 3 of HydroDock).

In the case of M2A, the predicted water oxygen positions were
compared to the reference water molecules in the PDB structure
6BKK using the validation mode of MobyWat. The above
settings were used with a match tolerance of 1.5 A.

Step 3. Merging and Refinement. Merging. The outcomes
of Steps 1 and 2 were combined to build the raw complex
structures, that is, the hydrated, ligand-bound targets. For this,
the complexes were placed in a common coordinate system by
alignment of the target structure of the dry complex from Step 1
and the hydrated target structure from Step 2 using PyMol.*’
After alignment, a raw complex still contains all surface water
molecules predicted by MobyWat. However, after the placement
of the dry docked ligand structure into the fully hydrated target,
some water molecules overlap with the ligand. The overlapping
water molecules were removed by the editing mode of
MobyWat,40 and only interfacial water molecules were retained.
The merged structures (see Step 1. Dry Docking) of the eight

EC2 complexes (Table SS) and six M2A complexes (Table 1)
were then subjected to robust refinement.

Soft Refinement (Not Part of HydroDock and Used during
Protocol Development) (Figure S1). The interfacial crystallo-
graphic water oxygen atoms within a d,,,, of 5.0 A distance limit
from both the ligand and the target were kept, as they bridge
between the ligand and the amino acid residues of the protein;
other waters were removed. The structure of the M2A channel
with the water O atoms was placed in a dodecahedral box using a
distance criterion of 1 nm between the solute and the box. Void
spaces of the box were filled by explicit TIP3P water molecules
by GROMACS." Hydrogen atoms were added to water oxygen
and solute atoms by the GROMACS program pdb2gmx. The
system was neutralized by counterions. A steepest descent
(steepest descentl) optimization was carried out,*’ with
convergence threshold set to 10° kJ-mol™"nm™" followed by a
conjugate gradient (conjugate gradientl) calculation, where the
convergence threshold was set 10 kJ-mol™"- nm_l. Position
restraints at a force constant of 10 kJ-mol™'-nm™* were fphed
on all heavy atoms in both steps. An AMBER99SB-ILDN** force
field was used for the calculations. The steepest descent and
conjugate gradient minimization steps were carried out once
again (steepest descent2, conjugate gradient2), with the same
settings*’ as in steepest descent] and conjugate gradientl, with
the exception that only backbone Ca atoms were position
restrained.

Robust Refinement Was Adopted as an Appropriate
Protocol of HydroDock Based on the Good Docking Results
(Table 3). Robust refinement has only one difference when
compared to soft refinement; the steepest descentl+conjugate
gradientl step is not immediately followed by the steepest
descent2+conjugate gradient? steps, but first, a 100 ps-long MD
simulation (md) is carried out (steepest descentl+conjugate
gradient]+md-+steepest descent2+conjugate gradient2). In the
MD simulation, only backbone Ca atoms were position-
restrained. Notably, in a general application of HydroDock for
systems with large flexibility on the target backbones, the use of a
membrane model would be advisable instead of position
restraining of the backbone. For temperature coupling, the
velocity rescale algorithm was used. The solute and solvent were
coupled separately with a reference temperature of 300 K and a
coupling time constant of 0.1 ps. Pressure was coupled with the
Parrinello—Rahman algorithm with a coupling time constant of
0.5 ps, compressibility of 4.5 X 107> bar™', and reference
pressure of 1 bar. Particle mesh-Ewald summation was used for
long-range electrostatics. Van der Waals and Coulomb
interactions had a cutoff at 11 A. Robust refinement resulted
in the correct position of the experimental water molecules of
M2A, with the right orientation of H atoms that led to the
formulation of two water networks. Based on the success, robust
refinement was adopted in Step 3 of HydroDock after merging.

Wet Docking (Not Part of HydroDock and Used during
Protocol Development) to Choose the Sufficient Refinement
Protocol and Validate It. In wet docking, every detail was set as
in dry docking (Step 1 of HydroDock) except that refined water
molecules were included. When compared to the experimental
ligand positions, the Gasteiger—Marsili partial charges on the
atoms of the water molecules yielded incorrect results (Figure
S2). Thus, partial charges of the TIP3P explicit water model
were used on all water molecules instead.

Step 4. Generating MD Snapshots of the Target—Ligand
Complex. The MD simulations of the merged and refined
complexes were carried out with the same settings described in
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Figure 3. Complex of AA (sticks with teal carbon) bound to the M2A channel (cartoon and sticks with gray carbon, a frontal helix turned off for
clarity). (A) Experimental binding mode in the PDB structure 6bkk with three H-bonds formed between the ligand protonated amino N and water O
atoms. Water molecules are represented as red spheres and labeled by their chain IDs and/or residue numbers. (B) Result of “dry” docking of AA shows
a shift of the positive protonated amino group of AA. Instead of the missing water molecules, interactions with the partially negative backbone carbonyl
groups of V27 and A30 were formed. (C) Result of “wet” docking of AA is in a good agreement with the experimental binding mode of AA shown in
panel A. The minimized water molecules are shown as thick lines and labeled according to the residue numbering in the PDB structure 6bkk. The
crystallographic ligand binding position in (A) is also shown in (B) and (C) with transparent orange sticks for comparability.

the minimization procedure (robust refinement). The simu-
lations were performed as listed in Table S4 and for 100 ns in the
cases of M2A and EC2, respectively. Only the Ca atoms of the
proteins were restrained. The movements of the amino acid side
chains, the ligand, and the solvent were allowed. The refined
hydration structure was kept in the MD simulations; the rest of
the simulation box was filled with water molecules by
GROMACS. Complex snapshots were aligned by a GROMACS
tool trjconv using their target Ca atoms, and the bound ligand
snapshots were separately generated as individual files from the
MD trajectory file by 0.1 ns steps (conformation pool).

Step 5. The Selection of the Representative Ligand Binding
Modes from the MD Trajectory File. An average ligand
conformation was calculated from the conformation pool
using a shell script provided in the Supporting Information
file. RMSD values between the individual ligand pool structures
and the average ligand pool structure were calculated according
to eq 1, where the average pool conformation was used instead as
a reference C in this case. A pool structure with the lowest
RMSD value was selected as the representative ligand binding
mode from the MD trajectory. A representative binding mode of
the ligand is the suggested final binding mode to the target
(M2A, EC2). Distinct binding modes produced by dry docking
(Step 1) usually result in more than one representative structure
after HydroDock.

Evaluation Criteria. Standard criteria® ™" were applied to
evaluate the results of dry and wet docking and HydroDock. In
all cases, the structural match of the calculated (docked or
HydroDock representative, D in eq 1) binding mode to the
crystallographic reference (C) was expressed as a root-mean-
square deviation (RMSD) value according to eq 1°'

RMSD =

(1)

In eq 1, N is the number of ligand heavy atoms, C is the space
vector of the nth heavy atom of the crystallographic reference
ligand molecule, and D is the space vector of the nth heavy atom
of the calculated ligand conformation. Overlapping ligand
conformations resulted by 120° turns around the trigonal

vertical axis were considered identical during RMSD calcu-
lations.

The ranking order was also shown in the cases of dry and wet
docking trials. The docked ligand conformations were
structurally clustered and ranked according to their AutoDock
4.2 binding free energy values, and the serial numbers of ranks
are listed in Results and Discussion. During this procedure, the
ligand structure with the lowest calculated free energy of binding
was selected, and the neighboring docked ligand structures
within 2 A*® were collected in the rank; then, a new rank is
opened starting with an unused structure of the lowest
calculated free energy of binding from the remaining structures,
etc. until all 100 ligand structures were collected into ranks.*’
Ranks with a low serial number indicate an energetically
favorable binding conformation. Note that in the case of
HydroDock, representative binding modes were selected (Step
5) without the need of further ranking.

Calculation of Interaction Energy Values of SA-EC2
Complexes. The Lennard-Jones interaction energy (E;;) was
calculated between the target and ligand molecules according to
eq2

NN,
P o R
U= PERN
ij j &
A.=eR¥2 B =26RS R.=R. + R e. = [ee.
ij e e 5 i 7 5 (2)

)

In eq 2, ¢ and ¢; are the potential well depths in the equilibrium
distance of atom pairs of identical types; ¢; is the potential well
depth in equilibrium between the ith (ligand) and jth (target)
atoms; R; is the internuclear distance at equilibrium between ith
(ligand) and jth (target) atoms; R; and R; are half equilibrium
distances between ii and jj atom pairs of identical types,
respectively; r; is the actual distance between the ith (ligand)
and jth (targetj atoms; N is the number of target atoms; and N,
is the number of ligand atoms. The Amber 2012 force field
parameters were used.’® The calculations were performed for
dry and hydrated targets as well. In the case of the hydrated
target, explicit water molecules were considered as part of the
target.
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B RESULTS AND DISCUSSION

(1) The Effect of Interfacial Water Molecules on Ligand
Docking to the Influenza A M2A Channel. Water molecules
play a key role’’ in binding AA and its derivatives to the
influenza A M2A channel. For example, water (w) molecules
A:w103, B:w204 (at A30) and B:w201, and C:w205 (at G34)
form bridges between the positive protonated amino group of
AA and the carbonyl oxygens of the amino acids (Figure 3a, the
numbering of the PDB structure 6bkk is used). Together with
other water molecules at H37, a static H-bonding network of 10
water molecules is formed, filling the channel cavity below AA
(Figure 3a). Incorporation of such water molecules in docking
calculations can be essential’’ ™ to obtain precise results.

To check this assumption, a systematic investigation of
computational docking of all three ligands (AA, RA, and SA) was
performed to the M2A channel using different approaches of
handling interfacial water molecules. Targeting the dry M2A
channel without any surface water molecules (Table 1) is the
simplest approach and provides a basis for comparisons
throughout this study. An average of 3.7 + 0.7 A root-mean-
square deviation (RMSD) was calculated between the docked
and crystallographic ligand conformations with the latter ones
used as references. This value is above the RMSD of 1.5-2.0 A
considered acceptable in the literature® " and indicates that
the dry M2A channel may not be an appropriate target for
docking. The dry M2A channels in holo (ligand-bound)
conformations did not yield significantly better results than
the apo ones as docking targets. This follows from the high
identity between the holo and apo target structures with an
average superposition RMSD of 0.3 A + 0.1 (Table S2). Thus,
there is no considerable induced fit during ligand binding to the
M2A channel, and the rigidity (Methods) of the target structure
did not affect the result in these cases. In the docked structure
(AA-Holo in Table 1), the adamantyl group of AA was close to
the crystallographic position (Figure 3b). However, the lack of
the abovementioned (Figure 3a)*! bridging water molecules
resulted in a miscoordination of the protonated amino group to
the carbonyl oxygen of V27 and the hydroxyl group of S31
(Figure 3b) and the large RMSD values of Table 1.

In the wet docking calculations, a set of functional water
positions (Table 2 and Figure 3c) of the crystal structures was
used together with the M2A channel as a target. As the
coordinates of water hydrogen atoms were not available, a
theoretical refinement was necessary to add and optimize their
positions. During the refinements, the ligand was kept in the
holo structure to help in the correct arrangements of water
hydrogen atoms in contact with the protonated amino group.

Two refinement protocols (a soft and a robust one) were
investigated. During the soft protocol (soft refinement), simple
energy minimization steps were applied (Methods) for the water
hydrogen atoms while the positions of all heavy atoms
(including water oxygen) were restrained in their crystallo-
graphic positions. The docking of AA to the ligand-free, S-
refined target still did not result in an acceptable RMSD (2.7 A),
which can be attributed to the incorrectly positioned water
hydrogen atoms (Figure S1). A closer inspection of the S-refined
target structure showed that the incorrect positioning of water
hydrogen atoms was a consequence of several close contacts
(Table 2) in the original crystallographic water structure.”' The
close contacts were maintained by the position restraints during
soft refinement, resulting in relatively small shifts from their
crystallographic positions (Table 2), hindered reconstruction of

Table 2. Deviations of Refined Crystallographic and
MobyWat-Predicted Water Positions Used in Wet Docking
Calculations Measured from the Original Crystallographic
Positions (PDB ID 6bkk) with Their Close Contacts Also
Listed

soft refinement robust predicted
water #*  close contact” (A refinement (A) (A)°
A:wl02 0.3 0.2 0.2
A:wl03 0.6 1.6 0.9
D:wl103 0.5 0.5 0.9
D:wl10S D:wl09 0.7 2.1 0.6
D:wl09  C:w208, 0.9 1.0 2.1
D:w10S
B:w201  B:G34 1.0 1.0 0.6
B:w204 0.8 1.6 0.7
C:w20S 0.4 0.9 0.5
B:w208 0.8 0.8 1.0
C:w208 D:wl09 0.9 0.2 0.3

“The numbering of PDB structure 6bkk is used (see Table S1 for
details of selection of reference structures). “Close contacts of the
crystallographic structure were listed if the distance between the
oxygen atom of the actual water molecule and a heavy atom of a
neighboring residue or the oxygen of the neighboring water molecule
was below 2.75 A. “Crystallographic water positions of PDB structure
6bkk were used as reference; see also Table S1 for details on selection
of reference crystallographic structures.

the interfacial H-bonding network, and atomic positions
preformed to interact with AA (Figure S1). As docking of AA
to the wet M2A target with soft refinement did not improve the
dry results (Table 1), a robust protocol was also tested (robust
refinement) including a molecular dynamics step with no
restraints on the atoms. Robust refinement appropriately shifted
half of the water molecules of Table 2 (A:wl103, D:w10S,
D:w109, B:w201, and B:w204) to 1 A or alarger distance (Table
S3) from their crystallographic positions. In this way, their
erroneous close contacts were eliminated, and their hydrogen
atoms were arranged into correct orientations, resulting in a
perfect H-bonding network. Some experimenting with the
partial charge system on water molecules showed that TIP3P**
outperformed Gasteiger—Marsilli** partial charges (Figure S2).
Robust refinement and TIP3P charges on water molecules
yielded excellent docking results with an average RMSD of 1.2 +
0.3 A (Table 3) for all ligands. The low serial numbers/counts of
the corresponding ranks indicate that the structural precision
reflected by the low RMSD values was accompanied by the best

Table 3. Comparison of Computationally Docked and
Experimental Binding Positions of Ligands AA, RA, and SA to
the M2A Target Covered by Crystallographic Water
Positions Subjected to a Robust Refinement Protocol and
Equipped with Partial Charges of the TIP3P Explicit Water
Model

ligand M2A conformation RMSD (A) rank”
AA holo 1.2 1/1
AA apo 1.0 1/1
RA holo 1.0 1/2
SA holo 1.7 1/1
mean (holo) 1.2
SD (holo) 0.3

“Serial number of the rank/count of all ranks.
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calculated binding free energies (or a single, homogeneous rank
was produced). In the case of AA, docking to the wet, apo M2A
channel structure was also performed after robust refinement.
Similar to the holo results, an excellent RMSD of 1.0 A was
obtained (Figure 3c).

The results of Table 3 showed that appropriately placed and
oriented water molecules are keys to precise docking results if
compared with the insufficient outcomes of dry docking (Table
1). It was also found (Table 2) that the availability of
crystallographic water positions alone cannot guarantee the
success for two reasons. (1) Often, only oxygen positions are
supplied, and water orientations are obviously not assigned due
to the lack of hydrogen atoms. (2) There are also other
limitations* "' 7% of assignation of the crystallographic density
map, resulting in missing or too many water molecules
(overfitting). Such problems often result in crystallization
artefacts”” and close contacts similar to those listed in Table 2.
Thus, a robust theoretical refinement of experimental water
structure is necessary in general and for correct calculation of
complexes of all three ligands with the M2A channel in the
present case.

(2) Construction of the Ligand-Bound, Hydrated
Influenza A M2A Channel Structures from Scratch. In
agreement with other studies,” the results of the previous
section showed that docking calculations are very sensitive to
even small errors in the water structure. In the previous examples
(Table 2), a robust refinement of the measured water positions
was necessary to achieve good docking results. In a real drug
screening project,”®”” experiments cannot supply interfacial
water positions and holo structures for all possible ligand
molecules designed for the target binding pocket, and only an
apo target structure is available for the docking calculations.
Thus, only atomic coordinates of the individual components
(ligand, target, and water) can be used for the construction work.
It is a real challenge to bring all these partners together into a
hydrated complex structure due to the difficulties of correct
positioning of interfacial water molecules.”

To address this challenge, we introduce HydroDock, a hybrid
protocol that supplies the hydrated complex structure from
scratch. HydroDock is composed of five steps (Figure 2 and
Methods) and was tested on the M2A target and its ligands
(Figure 1). Step 1 involved a fast docking calculation with results
described in Table 1. In Step 2, the water structure of the surface
of the target was built by MobyWat'”*" with high precision.
MobyWat is a molecular dynamics (MD)-based method that
can predict solute—water and water—water interactions as well.
In the present case, the inner surface of the M2A target was
completely hydrated and the calculated water positions were
compared to the crystallographic reference ones as listed in
Table 2. Nine out of ten water molecules were successfully
predicted at a match threshold of 1.0 A (see also Figure S3). The
predicted hydration structure was a priori close contact-free and
equipped with hydrogen atoms, which is necessary for correct
docking calculations (Section “The Effect of Interfacial Water
Molecules on Ligand Docking to the Influenza A M2A Channel”
and Table 3). In Step 3, the results of the first two steps were
merged into one structure and surface water molecules
overlapping with the docked ligand were eliminated using the
Editing mode™ of MobyWat. In Step 4, the hydrated M2A—
ligand complexes were subjected to molecular dynamics (MD)
in a simulation box filled with explicit water molecules to
generate a pool of several hundreds (N, in Table S4) of
member conformations. Step 5 of HydroDock produces a

representative complex conformation statistically selected from
the pool (see Methods for the details of all steps).

The matches of the representative ligand conformations to the
crystallographic ones are listed in Table 4 and shown in Figure 4.

Table 4. Comparison of Computational and Experimental
Binding Modes of Ligands AA, RA, and SA to the M2A
Target”

M2A RMSD of mean RMSD  SD RMSD
ligand  conformation representative (A) (A) (A)
AA holo 0.7 1.8 0.7
AA apo 1.1 1.9 0.5
RA holo 4.0 2.0 0.7
RA apo 15 1.8 0.6
SA holo 2.6 1.7 0.9
SA apo 0.3 1.1 0.7

“The computational binding modes were produced by the Hydro-
Dock protocol introduced in the present study.

For these small ligands (Figure 1b), the conformation pools
were generated in relatively short MD simulations of 40—100 ns
(Methods and Table S4) appropriate for the selection of the
representatives. The search space was also restricted by the
helical boundaries of the narrow M2A channel (Figure 1a), and
therefore, the selection of representatives was not particularly
challenging from the ligand conformation pools containing fairly
uniform binding modes (Table 4 and Table S4). Notably, in our
previous study,”” we found that the generation of conformation
pools in the cases of large, flexible ligands may require longer
MD simulation times, especially if they bind to the target surface.

The final results (Table 4 and Figure 4) show excellent
agreement with the experimental ligand conformations™" in all
three cases. A closer inspection of the changes during the MD
simulations (Step 4 of HydroDock) shows that ligand binding
modes underwent considerable rearrangements due to their
interactions with water molecules generated in Step 2. Due to
the lack of the anchoring water molecules, dry docking (Step 1 of
Hydrodock) produced misdocked binding modes exemplified
by Figure 3a. During Step 4, all three ligands entered hydration
networks of surrounding water molecules via their protonated
amino groups that formed hydrogen bonds with water oxygen
atoms (Figure 4). They also adopted their appropriate binding
positions (Figure S4) with a rapid rotation and a slight
downward movement toward the middle of the channel
Interestingly, besides the crystallographic binding mode, RA
also adopted an alternative, parallel orientation corresponding to
the higher RMSD of RA, holo in Table 4.

(3) Ligand Binding Modes and the Water Structure in
the EC2 Channel of SARS-CoV-2. A recent study'® explored
the interactions of fluoro-AA with EC2 on the basis of chemical
shift perturbations from nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopic measurements.

They also used docking calculations to map the anchoring
residues during ligand entry from the extraviral space down to
N1S of EC2 (Figure 1a).

The study identified a group of apolar entry residues T11..113
by NMR (asterisks in Figure Sa) and others like N15 by docking
calculations (empty circles), respectively. The fluoro-AA in ref
1S is only a slight modification of AA, both having a largely
hydrophobic head group and a positively charged tail moiety
(Figure 1b), and therefore, similar binding modes can be
expected for both ligands on EC2.
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Figure 4. Representative binding modes of ligands (teal sticks for carbon atoms) (A) AA, (B) RA, and (C) SA in the complex with M2A (cartoon)
produced by the HydroDock protocol. For comparison, crystallographic ligand binding modes (orange sticks for carbon atoms) are shown as
references. Interacting M2A amino acids and water molecules are shown as sticks and labeled accordingly to the residue numbering of 6bkk.
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Figure S. (A) Occurrence of EC2 amino acids interacting with AA in the five binding modes (bars) produced by dry docking (blue bars) and after
refinement by HydroDock (orange bars) in the present study. Asterisks and circles indicate interacting amino acids identified by experiments and
docking calculations, respectively, in a previous' paper. Entrance and intrachannel binding regions are marked as ER and IR, respectively, at the top of
the diagrams. (B) Five representative structures of binding modes AAI, ..., AAS (teal sticks, Table S6) on EC2 (cartoon, truncated at the bottom). The
interacting EC2 amino acids are shown as balls and sticks and labeled by their identifiers according to PDB structure 7k3g. ER and IR binding regions

are also shown on the right side of the figure. Raw data are provided in Tables SS and S6 in the Supporting Information.

Inspired by the above NMR-based study'® on EC2 and the
good performance of HydroDock on the M2A channel
(previous section), our protocol was applied to map the binding
modes of the AA derivatives on the EC2 channel of SARS-CoV-
2 (Figure 1). The binding modes of all three ligands (AA, RA,
and SA) were mapped by HydroDock using the apo form EC2 as
a target from ref 1S5. The interacting residues of EC2 were
collected after dry docking (Figure Sa,b and Table S5) and for
the final five representative binding modes produced by
HydroDock (Figure Sa,b and Table S6) as well.

A good match was observed (Figure Sa) between the
occurrence of EC2 residues involved in the binding modes of
fluoro-AA identified in the NMR-based study'> and AA found
by HydroDock in the present study. The results show two main
binding regions (Figure Sa,b) of EC2, that is, an entrance region
(ER) toward the extraviral space and an intrachannel region
(IR) roughly divided by the gating residue N1S. Our dry

docking calculations showed that the IR region was accessible
only in the case if the side chain of the gating N15 was free to
move during the docking (Table SS and Methods), indicating
that N15 has a key role in ligand binding mechanisms. The
NMR-based study'® also emphasized the role of this gating
residue and concluded that small molecular drug candidates
should show high binding affinity to N15 during their entry into
EC2.

Water molecules significantly influence the binding modes of
ligands to their targets™ (see also previous sections). As in the
above M2A examples, HydroDock refinement of EC2 systems
also involved structural hydration, energy minimization, and
subsequent 100 ns-long MD simulations for all binding modes
found in dry docking (Step 1 in Figure 2). The comparison of
the binding pattern after dry docking (blue bars in Figure Sa)
with that after HydroDock refinements (orange bars in Figure
Sa) may shed light on the influence of water structure on ligand
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binding to EC2. The hydrophobic belts of binding modes AA1,
AA2, and AA4 (ER) and AA3 and AAS (IR) maintained after
HydroDock refinements (Figure Sa). The ER and IR binding
regions consist of hydrophobic cores centered on residues L12
(ER) and L19 and L21 (IR), respectively. While the hydro-
phobic interactions appear in both dry docking and HydroDock
results (Figure Sa), there are certain amino acids like L19 found
by only one of the methods. In these cases, a rearrangement of
the H-bonding system around the protonated amino group of
AA was observed further as discussed in the next section and in
Figure SS in details.

The abovementioned hydrophobic belts of EC2 are necessary
to accommodate the hydrocarbon heads of the amphipathic AA
derivatives; interfacial water molecules help in the orientation of
the ligands in the EC2 channel similar to their binding modes in
M2A as discussed in the previous section. For example, in the
first binding mode of SA (Figure 6 and Tables SS and S6), its

Dry docking
-10.8 kcal/mol

HydroDock
-21.2 kcal/mol
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Figure 6. First binding mode of SA (teal sticks) to EC2 (cartoon) after
dry docking (left) and HydroDock (right). Interacting amino acid
residues are shown as sticks and labeled according to the 7k3g structure
file. Water molecules are shown as red and white sticks and labeled as
W1, .., W3. Lennard-Jones interaction energies calculated (Methods)
between the ligand SA and the (hydrated) target EC2 are shown at the
top of the figure.

spiroadamantyl group is captured in a sandwich of hydrophobic
side chains arranged in several belts in the EC2 channel (Figure
6). However, the hydrophobic interactions alone are not enough
to obtain the final orientation of the ligand. Dry docking
positioned SA perpendicular to the helical axes of the EC2
channel, and the only H-bonding interaction was formed with a
backbone amide group of V24. HydroDock refinements that
introduced explicit water molecules yielded a parallel
orientation, and the protonated amino group formed three H-
bonds with water molecules W1, ..., W3 bridging SA with the
inner wall of EC2. This bridging system of waters found by
HydroDock resulted in an almost doubled SA-EC2 interaction
energy if compared with dry docking (Figure 6). Similar
observations can be made for the role of water molecules in the
binding of ligands AA (Figure SS) and RA as well.

B CONCLUSIONS

Determination of water molecules mediating drug—target
interactions is often missing or they are erroneously positioned
due to inherent limitations of structure determination
methods.”> However, the COVID-19 pandemic showed that
drug repositioning or design projects often fail due to such

structural errors, resulting in misprediction of drug—target
interactions. The present study showed that precise positioning
of interfacial water molecules is essential for correct calculation
of interaction of viral channels with amphipathic ligands of the
AA type. A new protocol, HydroDock, was introduced to build
the hydrated target—ligand complex structures and help in the
repositioning of the ligands between viral channels. In our
examples, HydroDock built the hydrated complex structures
from scratch and required only the apo target and ligand
structures as inputs. The structures showed excellent agree-
ments with experimental results. The atomic resolution complex
structures showed that water plays a similar role in the binding of
amphipathic AA derivatives to transmembrane ion channels of
both influenza A (M2A) and SARS-CoV-2 (EC2). While the
hydrophobic regions of the channels capture the bulky
hydrocarbon group of the ligand, the surrounding waters direct
its orientation parallel with the axes of the channels via bridging
interactions with the ionic ligand head. Such elucidation of the
role of waters is often requested, 212579 3nd therefore, future
applications of HydroDock can be expected in the design and
repositioning of drug candidates.
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the average and the ligand conformations from the ligand pool
and between the experimental and the ligand conformations
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Supporting Information. There is also an example for one system
with all the ligand conformation pool files (sep*.pdb), the in-
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