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1. Bevezetés, célkitiizések

A dokkolas egy olyan szamitogépes eljaras, amely sordn a ligandumot a célpontjan talalhaté
kotozsebre helyezi a program ¢€s kotési affinitdst szamol kozben. A receptor-ligandum
komplex eléallitdisa soran a ligandum konformacidos mintavételezése és a poziciok
energiaszamitdsa parhuzamosan torténik. A moddszerfejlesztési tanulmanyok az emlitett
folyamatok problémainak azonositasdra ¢és megoldasara torekszenek. A szamitogépes
dokkolas ismert nehézségei koz¢ tartoznak a kovetkezok: a kiindulési (kisérletes) szerkezetek
hibai, a receptor ¢és a ligandum flexibilitdsa és mérete, a vizmolekuldk megfeleld
figyelembevétele, valamint a kisérletes adatok korrekt felhasznélasa, mint példaul a parcidlis
toltéseké. Ezekkel a problémakkal foglalkozunk a disszertaci6 alapjaul szolgalo
kozleményekben. Az 1. kdzleményben a metabolikus enzimek ligandum kotését vizsgaltuk. A
CYP enzimcsalad fehérjéiben megtalalhaté kozponti hem vas ionjadnak a parcidlis toltésére
fektettiink kiilon hangsulyt. A kisérletes szerkezetben a ketokonazol imidazol nitrogénje 2.7 A
tavolsagra helyezkedett el a hem gylr(i Fe** ionjatol, ahhoz, hogy ezt a kotdédést dokkolassal
reprodukalni tudjuk elengedhetetlen volt egy gdz fazisi kvantum mechanikai szamitassal
eléallitott paraméter szett, amely figyelembe vette a katalitikus ciklus kiilonb6zd toltési
allapotait. Az értekezés alapjaul szolo II. kdzleményben pedig az interfész vizmolekuldk
dokkolas soran torténd figyelembevételével foglalkozik. Ebben mind a kisérleti vizpoziciok
kijavitdsa, mind az explicit parcidlis toltés asszignacidja elengedhetetlennek bizonyult a
kisérletes ligandum pozicioval valé egyezéshez. Az influenza A és a SARS-CoV-2 virusok
transzmembran ioncsatornai segitségével vizsgaltuk a vizmolekuldk gydgyszerkdtddésben
jatszott energetikai valamint szerkezeti szerepét illetve a gyogyszer repoziciora valod
hatasukat. Erdekes modon viralis ioncsatorndk esetében a vizmolekuldk legalabb olyan
fontosnak bizonyultak a gyogyszerek kotddésében, mint maguk a fehérje célpontok. Mindkét
tanulmanyban elsddleges szempontként vettilk figyelembe, hogy bioldgiailag fontos,
kiilonbozd betegségek kialakulasaban meghatarozo szerepet jatszo rendszereken hajtsuk végre
¢s teszteljiik a modszereinket, ezeket a kovetkezo fejezetekben mutatjuk be.

PhD munkdm sordn a célpont-ligandum komplexek szdmitdsara szolgald szamitogépes
dokkolési eljaras alkalmazasat és tovabbfejlesztését tliztem ki célul.

A szamitogépes dokkolas jelenlegi forméjaban torténd alkalmazhatosagat a CYP3A4 jeld,
metabolizmusban kulcsszerepet jatszd citokromhoz, mint célponthoz torténd ligandum

kotédések esetében vizsgaljuk és egy mar ismert szerkezetii és hatast ligandumot alapul véve



az ujonnan vizsgalt ligandum hatdsara annak dokkolassal eldallitott, atomi felbontasu
komplex-szerkezete alapjan adunk magyarazatot.

A gyors dokkolasi eljarasok legnagyobb korlatjat az indukalt illeszkedés kezelése mellett a
ligandum kotddésében részt vevd vizmolekuldk helyzetének pontos meghatarozasa jelenti.
Ezen vizmolekuldk helyzetének és kolcsonhatasainak pontos ismerete nélkiil egyes, arra
érzékeny célpontoknal, mint példaul a viralis ioncsatorndk, a ,,szaraz” dokkolasbol szarmazo
célpont-ligandum komplex szerkezetek a gydgyszertervezés soran félrevezetden rosszak
lehetnek. A probléma kezelésére célul tlizzikk ki a hidratalt célpont-ligandum komplex
szerkezet eldallitasat csupan a partnerek (célpont, ligandum, viz) 6néllé szerkezeteinek, mint

bemend informacidonak a felhasznalasaval.



2. Modszerek

A disszertacio alapjaul szolgédldo kozleményekben szamitogépes kémiai modszereket
hasznaltunk. Ezek kozé tartozik a szamitogépes dokkolds, a molekula dinamikai
szimulaciok, valamint kvantum kémiai szamitasok. Mind a CYP3A4 enzim, mind a viralis
ioncsatorndk esetében a fehérje hidnyzé atomjait poétolni kellett, illetve hidrogén
atomokkal kellett 6ket ellatni, majd energia minimalizalni a szerkezeteket. A toltések
asszignacidja soran Gasteiger-Marsili parcidlis toltéseket hasznaltunk az aminosavakon a
dokkolas soran, a hem parcidlis toltésrendszerét egy kvantum kémiai tanulmanybol vettiik
at. Tovabba, a ligandumokat Gjonnan épitettiik meg, és lattuk el Oket szintén Gasteiger-
Marsili parcialis toltésekkel, a szabad intermolekularis rotacidikat is beallitottuk. A
CYP3A4 esetében fokuszalt, vizek nélkiili dokkolast alkalmaztunk, és az eredményeinket
kisérletes komplex szerkezetek ligandum kotési modjaihoz hasonlitottuk. Az uj molekuldk

kotési modjainak eldallitasa pedig az igy validalt mddszerrel tortént.

A virdlis ioncsatorndk esetében a szamitogépes dokkolas soran a szerkezeti vizek
szerepének figyelembe vételére egy 6t 1épéses protokollt dolgoztunk ki, ennek HydroDock
a neve. Els6 1épésben egy vizek nélkiili, globalis (blind) dokkoléast végeztiink, azaz a
célpont fehérje teljes felszinén keresett az algoritmus ligandum kotési modokat. A
masodik 1épésben, az els6tdl fiiggetleniil, eldallitottuk a célpont fehérje hidratalt
szerkezetét, a kisérletes szerkezetbdl kiindulva. A harmadik 1épés az elsé ketto egyesitése,
a célpontot, a szarazon dokkolt ligandumot és a hidratburkot k6zos koordinata rendszerbe
hoztuk, ¢és a ligandummal ({itk6z6 vizeket toroltiik, majd a szerkezeteket energia
minimalizaltuk. Negyedik 1épésben molekula dinamikai szimuldciokkal vizsgaltuk az igy
eloallitott komplexek stabilitasat, a ligandum mozgasat €s a hidrat szerkezet végleges
formdjanak kialakulasat. Az 6todik 1épésben pedig a molekula dinamika sordn kapott
kozel 1000 szerkezetbdl valasztottuk ki a reprezentativ kotdmodot. Az atlagos szerkezettdl
legkisebb eltérést mutatd kotési mod lett az altalunk javasolt reprezentativ szerkezet. A
modszert el0szor az influenza A virus transzmembran ioncsatorndjan validaltuk, mert arra
a célpontra volt elérhetd kisérletesen meghatdrozott komplex szerkezet, amit
referencianak hasznalhattunk, majd a modszert tovabb vittik a COVID-19 megbetegedést

0koz6 SARS-CoV-2 virus E proteinjére, ami szintén egy transzmembran ioncsatorna.



3. Eredmények, kovetkeztetések
3.1. Kis molekulak kotodése a CYP enzim fehérjékhez

A ligandum kotott komplex CYP3A4 szerkezetben (2VOM), a ketokonazol a hem gytirti vas
ionjahoz kotddik az imidazol gyiirlijének nitrogén atomjaval, az atom és az ion kozott a
tavolsag 2,7 A. A ketokonazol dokkolasa a ligandum-mentes kétézsebbe sikeresnek bizonyult
a Modszerekben leirt dokkolasi eljarassal, 2,3 A RMSD eltéréssel sikeriilt reprodukalni a
krisztallografias kotési modot, ami a szakirodalmi konszenzus szerinti elfogadhatod értéken
beliil (2,5 A) esik. A 6 interakciokat is sikeriilt reprodukalni: az F304 aminosav és a
ketokonazol fenol gytiriii pdrhuzamosak voltak egymassal n-m kdlcsonhatést kialakitva, az
A370 aminosav pedig hidrofob kolcsonhatasba 1épett a ketokonazol metil csoportjaval. Az
R372 aminosav pozitiv toltésti oldallanca ionos kolcsonhatast alakitott ki a ketokonazol
parcidlisan negativan toltott oxo csoportjaval. A ketokonazol kotddésének sikeres
reprodukéldsa utan, a bergamottin és az SL-bergamottin kotddésének szamitdsara a
ketokonazol esetében ismertetett protokoll szerint jartunk el. Mindkét esetben az elsdként
rangsorolt kotési mod nagyfoki hasonldsagot mutatott a ketokonazol kisérletes kotési
CYP3A4 enzim kotozsebében, a hem gyliri vas ionja felett a bergamottin és az SL-
bergamottin furo[3,2-glkromén-7-on gytirtije. Mindkét ligandum esetében a hem gytlrii vas
ionjaval kolcsonhatasba 1épett a furan gylrii 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-g]kromén-7-on gylirijének ¢és hossza alifds oldallancénak az
elhelyezkedése megegyezett. A furo[3,2-g]kromén-7-on gyliriik a hem sikjaval parhuzamosak
voltak, feltehetéleg m kolcsoOnhatast alakitottak ki a hem gytirtivel, a ketokonazolhoz
hasonldan. A bergamottinnal 7, az SL-bergamottinnal 8 aminosav hatott kdleson, ezek koziil
5 kozos volt. A hidrofil T309 aminosavval a furdn oxigén hidrogén hidat alakitott ki. A
ligandumok metil csoportjai és az M114, F241, 1301 és az F304 aminosavak oldallancai
kozott hidrofob kolcsonhatasok alakultak ki. Az F304 aminosav mind a bergamottin, SL-
bergamottin és a ketokonazol kotddésében fontos szerepet jatszott. A kisérletes
eredményekkel 6sszhangban, a szamitdsaink eredményei atomi szintli szerkezeti magyarazatot
nyujtottak arra, hogy az SL-bergamottin miért gatolja erdsebben a CYP3A4 enzimet a

bergamottinnal.



3.2. HydroDock

crer

szisztematikus vizsgalatot végeztiink, eldszor az influenza A virus transzmembran
ioncsatorndjat (M2A) vizsgalva célpontként. Kis méretii, amfipatikus gyogyszerek kotodését
vizsgaltuk elsdsorban. Eldszor vizek nélkiil, szdraz dokkolédst végeztiink, a fehérje teljes
felszinén globalis keresést folytatva (blind dokkolas). Az igy kapott eredmények elmaradtak
az eléz6 szekcioban emlitett szakirodalmi konszenzus értéktdl. Majd a szerkezeti vizek
kisérletesen meghatarozott oxigén pozicioit bevettiik a dokkoldsba, azokat hidrogénekkel
lattuk el, de a ligandumot befogadd hidrogén-hid halézat nem alakult ki, igy a dokkolas
eredménye még mindig nem volt megfeleld. A kapott szerkezetet energia minimalizalva,
kialakitottuk a ligandum befogadaséara alkalmas hidrogénhid halozatot, azonban a parcialis
toltések megfeleld asszignacidja nélkiil (Gasteiger-Marsili) még mindig nem sikeriilt a
kisérletes kotési modot reprodukélni. A megoldast a TIP3P parcidlis toltésrendszer hozta,
amelynek segitségével kivalo egyezést értiink el a kisérletes eredményekkel. Azonban, az 1j
célpont esetében még csak kisérletes viz oxigén poziciok sem alltak rendelkezésre, ezért a
sajat fejlesztésli MobyWat programmal ezeket (jonnan allitottuk eld. Szintén, el6szor az M2A
célpontra végeztiikk el a hidrat burok kialakitasat, ahol azt lattuk, hogy a kisérletesen
meghatarozott 10 viz oxigén poziciobol 9-et megtalalt a program, ezeket energia
minimalizaltuk, majd ismét elvégeztiik a dokkolast, hasonldan jo egyezést kapva a kisérletes
ligandum kotési modokkal. Végezetiil, hogy teljesen kizarjuk a sziikségét a kisérleti
eredmények altal szolgaltatott adatoknak, a Mddszerekben leirt 6t 1épés szerint, kizarolag a
krisztallografias fehérjébdl és a ligandumok Lewis-képletébdl kiindulva szinte tokéletes
egyezést értiink el a kisérletes eredményekkel az M2A csatorna esetében a HydroDock
protokollal. gy, a validaciot kovetéen, a médszert alkalmaztuk a COVID-19 betegséget
okozd SARS-CoV-2 virus E fehérjéjére (EC2), a kisérletes szilardfazisi NMR fehérje
szerkezetbdl kiindulva eldallitottuk a fehérje-ligandum hidratalt komplex szerkezeteket. A
fehérje kisérletes szerkezetét meghatarozd tanulmanyban szintén egy amantadin-szdrmazékot
vizsgaltak a szerzok, és az altaluk NMR-rel meghatarozott kotésben résztvevé aminosavakkal

szintén nagyon jo egyezéseket sikeriilt elérniink a HydroDock protokollal.



4. Osszefoglalas

A PhD munkdm sordn a szamitogépes dokkolasi modszerek alkalmazasanal kurrens
célpontokra végziink szdmitdsokat, amelyek sokakat érintd gyogyszerinterakciok és szintén
sok életet érintd betegségekben, példaul a daganatok egyes fajtainal fontosak, példaul a mar
megjelent tanulmanyunkban az SL-bergamottin human méhnyak daganatos sejtekre kifejtett
szelektiv toxikus hatasa. A szamitdégépes dokkolas modszerét ezek fényében a forgalomban
1év6 gyogyszerek 80%-anak metabolizmusaban érintett CYP3A4 enzimen alkalmaztuk, amely
esetében egy ismert, erds gatlo gyogyszer, a ketokonazol dokkolasaval validaltuk a
modszerlinket, az elérhetd kisérletes rontgen krisztallografidas komplex szerkezethez
viszonyitva. Majd a validacio sikerességét kovetden egy uj vegylilet, az SL-bergamottin
kotodését vizsgaltuk a modszerrel. Sikeriilt az in vitro kisérletes eredményekkel 6sszhangban
all6 magyarazatot adnunk arra, hogy az anyavegyiileténél, a bergamottinnal miért erdsebb
gatldja az SL-bergamottin a CYP3A4 enzimnek. Ezen feliil, a kétddési mechanizmussal
feltart ) ismeretek segitséget nyujthatnak a gydgyszertervezés soran, ugyanis a legtobb
esetben mar eldre probaljak felderiteni a kutatok az 0j gyogyszerjelolt molekula lehetséges
off-target kolcsOnhatdsait a szervezetben. A CYP3A4-hez val6 kotédés nem tlinik
érzékenynek a szerkezeti vizmolekuldkra, ezért ott a meglévé formédban alkalmaztuk a
szamitogépes dokkolast, de ugyan ez a megkozelités nem lehetett volna sikeres a virdlis
ioncsatornak esetében. Az influenza A virus transzmembran ioncsatornajan (M2A) hato
gyogyszerek (amantadin, rimantadin) és egy masik rokon szerkezetli vegyiilet, a spiro-
adamantyl-amin k&tddését, majd repozicidjuknak lehetdségét vizsgaltuk a SARS-CoV-2 virus
ellen szamitogépes modszerekkel. A két viralis ioncsatorna esetében szembenéztiink a
dokkolasi eljarasok legnagyobb korlatjat jelentd indukalt illeszkedéssel és a ligandum
kotédésében részt vevd vizmolkeuldk helyzetének és parcidlis toltéseloszlasdnak pontos
meghatarozasaval. A probléma kezelésére célul kitlizott hidratalt célpont-ligandum komplex
szerkezet eldallitasat egy 1j protokollal, a HydroDock-kal valositottuk meg, amely jol ismert
¢€s népszerl, ingyenesen hozzaférhetd szamitdégépes programcsomagok ujszerii kombindlasan
¢s alkalmazédsan alapul. A HydroDock protokoll fejlesztése soran megmutattuk, hogy
bizonyos gyogyszercélpontok esetében a szaraz dokkolasi eljardsok megtévesztd
eredményeket adnak, nem lehetnek alkalmasak egy gyogyszertervezési projekt kiindulasi
orientacioba allitdsa és a helyes parcialis toltésrendszer megvalasztasa utdn a dokkolasok

eredménye azonban a rontgen krisztallografids kisérletes komplex szerkezetekkel kivald



egyezést mutatott. A kifejlesztett protokoll, az influenza A viruson végzett sikeres validacidjat
kovetden pedig az ugynevezett target-based drug design moddszert alkalmazva a harom
virus E proteinjére. A viz molekuldknak ligandum kotédésében jatszott szerepének
tisztazasara szamos esetben sziikség merill fel. Igy ez alapjan reményeink szerint a

HydroDock modszer a jovobeli gydgyszertervezési projektek részét képezheti.
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5. Tézispontok:

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

tézispontokban foglalom 6ssze.

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

komplexeinek atomi felbontast szerkezeteit, a ktddési mechanizmusok sarokkoveit.

2. A bergamottin és az SL-bergamottin atomi felbontdsi kotési modjainak (1. pont)
ismeretében 0sszehasonlitod szerkezeti magyarazatot adtunk in vitro hatasukra. A kisérletes
eredményekkel Osszhangban, a kedvezObb kotési energiaji SL-bergamottin in vitro

erdsebben gatolja a CYP3A4 enzim mukodését a bergamottinnal.

3. Kimutattuk, hogy ligandumok kotésében a vizmolekuldk megfeleld parcialis
célpont-ligandum komplexek atomi felbontdsu szerkezetinek szdmitasakor, azaz a

dokkolas pontos elvégzéséhez.

4. Szisztematikus vizsgalatokkal meghataroztuk a molekulamechanikai szamitasok
protokolljat és paramétereit a szdraz célpontra dokkolt ligandumok helyzetének

finomitasahoz.

5. HydroDock néven 1) protokoll keriilt kidolgozasra, amely a ligandum dokkolés egyik
legnagyobb korlatjat, az explicit vizmolekuladk hianyat kezeli influenza A és SARS-CoV-2

viralis ioncsatorna célpontok esetében. Az eljards a szérazon elvégzett dokkolas és a

crer

felhasznalva) allitja el6 a hidratélt célpont-ligandum komplexeket.
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6. Koszonetnyilvanitas

Eredményeinket az alabbi tdmogatasok felhasznéalasaval értiik el és ezért koszonetet
mondunk a kovetkezd szervezeteknek: Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios
Hivatal (K123836, K134214), 2017-1.2.1-NKP-2017-00002 (NAP-2; Chronic Pain
Research Group), EFOP-3.6.1.-16-2016- 0004 ¢és GINOP 2.3.2-15-2016-00050
“PEPSYS”. A munka a Magyar Tudomanyos Akadémia Bolyai Janos kutatdsi 6sztondija
tamogatasaval késziilt el. Megkoszonjiik a Kormanyzati Informatikai Fejlesztési
Ugynokségnek (KIFU) a szuperszamitogépes infrastruktiridhoz valé hozzaférést. A
munkat timogatta az Innovacios és Technologiai Minisztérium, az Uj Nemzeti Kivalosag
Program keretében (UNKP-20-3-I, UNKP-21-3-II, UNKP-20-5, UNKP-21-5). A munkét
tamogatta a PTE AOK-KA No:2019/KA-2019-31. Az Europai Uniés, Eurépai Szocialis
Alap tdmogatta a munkit a kovetkezd projekt név és kod alatt: Comprehensive
Development for Implementing Smart Specialization Strategies at the University of Pécs,
EFOP-3.6.1-16-2016-00004.

Koszonettel tartozom témavezetomnek, Dr. Hetényi Csabanak, akitél nagyon sokat
tanultam, szakmai kérdéseimben és a munkdm eldre haladdsdban mindig készségesen
segitett. Kiilon koszondom, hogy az Otleteim meghallgatta és a megvalositasukra
torekedett. Koszonettel tartozom a Farmakoinformatikai Tanszék minden munkatarsanak,
Sz¢l Viktornak, Dr. Borzsei Ritdnak ¢és Bayartsetseg Bayarshaikannak. Tovabba
szeretném megkdszonni az Osszes kollabordcios partnernek, elsésorban Dr. Bognar
Balazsnak, Prof. Dr. Kalai Tamasnak, Dr. Poor Miklosnak, Dr. Mohos Violettanak,
valamint Dr. Fliszar-Nyul Eszternek, hogy kisérletes vizsgalataikkal emelték munkaim
szinvonalat. Végezetiil halaval tartozom a csalddomnak, a paromnak és a barataimnak,
akik tamogattak és lelkesitettek. Kiilon haldval tartozom Vianak, aki tarsamként,
baratomként mindig mellettem volt. Szeretném a dolgozatot néhai szeretett Nagymamam

emlékének ajanlani.
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