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Molekulové modelovani

0 “Teoreticka Ci vypocetni technika, ktera nam poskytne vhled

do chovani molekularniho systému.”

o vyuziti

analyza struktury proteint a predpovéd jejich funkce
predpovéd dynamiky a stability proteind

predpoved interakci mezi ligandem a proteinem Cci vice proteiny
predpovéd reakcnich bariér a mechanismu enzymd

predpoveéd struktury novych proteint a enzym



Molekulové modelovani

O popis pomoci
= vypocetni geometrie
= molekulové mechaniky

=  kvantové mechaniky

o typické metody
= geometrické metody
= molekulové dokovani
= molekulova dynamika
= kvantova chemie

= de novo design
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Proteinové inzenyrstvi

a cil: aprava struktury proteinu za ucelem zlepseni vybranych

vlastnosti

0 tri hlavni pristupy
= racionalni design
" fizena evoluce

= semi-racionalni design



Proteinové inzenyrstvi

RACIONALNIiI DESIGN

1. Poéitacové modelovani

RiZENA EVOLUCE

1. neni aplikovéno

2. Nahodna mutageneze

2. Mistné cilena mutageneze
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Knihovna mutovanych gent
(>10,000 klonti )

3. Transformace

3. Transformace

4. Exprese proteinu

4. Exprese proteinu
5. Purifikace proteinu

5. neni aplikovana

6. neni aplikovan VYLE F!’ é EN Y 6. Screening a vyber
‘ - stabilita v
ENZYM - selektivita
- afinita
makt‘ vita

Zkonstruovany mutantni enzym 7 Biochemické testovani

Vybrane mutantni enzymy



Proteinové inzenyrstvi

Rizena evoluce Semi-racionalni design  Racionalni design

Vysokoprostupny
screening/selekce zasadni vyhodou, ale neni treba neni treba
Strukturni anebo s o . . )

. .. neni treba kterakoliv postaci obé zasadni
funkcni informace
Prozkoumani
sekvencniho rozsahlé a ndhodné primérné a cilené omezené
prostoru
Sance nalézt o , o

L, nizka vysoka prumerna

synergistické mutace




0 kombinuje vyhody racionalniho a nahodného pristupu

a vybeér slibnych mist “hot-spoty” k mutagenezi - tvorba tzv.
“smart libraries”

0 zalozené na znalosti struktury Ci funkce proteinu

o © vysokopropustny screening bézné neni potreba

o © zvysSena sance ziskat varianty s pozadovanymi vlastnostmi

o ® pozaduje jistou znalost strukturné-funkcnich vztahu

modifikovaného proteinu, © ale ne pfilis detailni



O mistné-cilené zmeény ve strukture cilového proteinu

O par aminokyselinovych substituci, pro které je predikovano
zlepseni cilovych vlastnosti

0 zalozeno na detailnich znalostech struktury, funkce a
mechanismu proteinu

o © relativné snadna charakterizace navrzenych variant

a0 ® komplexita strukturné-funkcnich vztahu proteind

o0 ® pozadavek na zkusenosti s molekulovym modelovanim
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Modelovani pro semi-racionalni design

0 identifikace relevantnich residui jako hot-spotl pro vylepseni
= stability

= katalytickych vlastnosti



Hot-spoty pro vylepseni katalytickw |

0 residua Ucastnici se vazby substratu, stabilizace tranzitniho
stavu Ci transportu substratt-produktl - mutace pak mohou

vylepsit Ci narusit vazbu, katalyzu Ci transport
= residua tvorici interakce s ligandem
= residua tvorici vazebnou kapsu

= residua tvofici transportni tunely



Analyza protein-ligand interakci

0 vizualizace struktury protein-ligand komplexu

= experimentdlni struktury (wwPDB)
= molekulové dokovani
= nastroje: Pymol, LigPlot, PDBSum, ...

les0'

Indinavir



Analyza funkcnich kapes

Q vazebnd a aktivni mista proteinu se ¢asto nachazi v

kapsach, kavitach Ci zlabcich struktury.
= vétSina residui v téchto kapsach/kavitdch mlze béhem
katalytického cyklu prijit do kontaktu s ligandem
—> je mozné vybrat residua ktera pravdépodobné budou interagovat s

ligandem i bez znalosti komplexu



Analyza funkénich kapes

0 vazebna a aktivni mista proteinu se ¢asto nachazi v

kapsach, kavitach ci zlabcich struktury.

Aktivni ligand
misto
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Analyza funkcnich kapes

0 vazebna a aktivni mista proteinu se ¢asto nachazi v

kapsach, kavitach Ci zlabcich struktury.




Analyza transportnich tunelu

O zanorena vazebna a aktivni mista jsou spojena se povrchem

pomoci transportnich tuneld
= umoznuji selektivni transport molekul
= jejich mutace muizZe urychlit ¢i omezit transport nativnich ligandU i

umoznit transport novych ligandt



Analyza transportnich tuneld

0O zanorena vazebna a aktivni mista jsou spojena se povrchem

pomoci transportnich tuneld

kapsa
aktivniho
mista

ligand

transportni
tunel



Analyza transportnich tunell
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Analyza transportnich tunell

0O zanorena vazebna a aktivni mista jsou spojena se povrchem

pomoci transportnich tuneld




0O zanorena vazebna a aktivni mista jsou spojena se povrchem

pomoci transportnich tuneld

y



Vypocetni geometrie

0 studium geometrie proteinu

" netrividlni - struktura proteinl je velmi Clenita
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Identifikace kapes a dutin

O pristupnost prostoru sondam o rozdilné velikosti
= kavity, kapsy Ci zlabky
= n3stroje: 3V, HOLLOW, LIGSITE, PASS, SURFNET ¢&i fpocket
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Identifikace kapes a dutin

O pristupnost prostoru sondam o rozdilné velikosti
= kavity, kapsy Ci zlabky
= nastroje: 3V, HOLLOW, LIGSITE, PASS, SURFNET i fpocket




Identifikace tunell

o grafové algoritmy
= transportni cesty
= nastroje: CAVER, MOLAXIS ¢i MOLE
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Hot-spoty pro vylepseni stability

O velmi flexibilni residua — zaneseni residui, ktera strukturu
znehybni

0 residua v transportnich tunelech



Identifikace flexibilnich residui " .

0 z krystalografie pomoci termalnich B-factors

= odpovidaji urovni termalniho pohybu atom




Resiuda v tunelech

O saturacni mutageneze v tunelovych residuich s 2x vyssi
pravdépodobnosti povede k signifikantnimu nardstu stability

nez mutageneze v jinych oblastech proteinu
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Modelovani pro racionalni design

0 zakladem je predikce struktury modifikovaného proteinu

0 nasledné je hodnocen vlivu mutace na

= stabilitu

= katalytické vlastnosti



Predikce struktury mutantniho g

Q princip
= mutované residuum je potreba vlozit do struktury v optimalni

konformaci vzhledem k jeho okoli a soucasné upravit konformace




Predikce struktury mutantniho pre

O reSeni
= reprezentace rezidui pomoci knihovny rotamer( (konformace béziné

pozorované v sade kvalitnich X-ray struktur)




Predikce struktury mutant

Q reseni
= vybér navzdjem kompatibilni sady rotamer( probiha stochasticky
(Monte Carlo Ci genetické algoritmy) dle energie prirazené
zjednodusenym silovym polem

= Casto kombinovano z minimalizaci energie




Predikce stability mutantniho proteiriqﬂ__\ |

O zmeéna energie divokého typu a mutantu
= silové pole
=  empirické skorovaci funkce

= strojové uceni

0 vhodné nastroje

=  FoldX
= ERIS

= Rosetta



Predikce vlivu mutace na funkci pt

O zmena vazebné energie ligandu

= molekulovy doking + molekulova dynamika

Q0 zména reakéni bariéry/mechanismu

= kvantova chemie ¢i QM/MM molekulova dynamika

a0 zmeéna rychlosti/mechanizmu transportu

= grafové algoritmy, molekulova dynamika, ...



o Molekulové modelovani

Q InZenyrstvi proteint
=  Typické pristupy
= Metody modelovani
= Priklad
0 Hledani aktivnich latek
=  Typické pristupy
= Metody modelovani
= Priklad

O Shrnuti



Racionalni design stabilnejsich er

d enzymy jako katalyzatory
= vétSinou vyborna selektivita a aktivita pri pokojové teploté ve
vodném roztoku
= pro mnoho aplikaci je treba pritomnost organickych rozpoustédel i
vyssSich teplot
= tyto podminky ¢asto vedou k denaturaci enzymu -> potreba ziskavat

stabilnéjsi enzymy

d halogenalkandehalogenasa DhaA
= teplotatani T = 49°C

= polocas aktivity pfi 60°C 1,,, ~ 5 min



Racionalni design stabil

(J metoda GSSM

= Gene Site Stauration Mutagenesis”

= firmy Diversa a DOW Chemical

(] stabilizace DhaA

= 315 pozic, vSech 19 mutaci pro kazdou pozici (desticka s 384 dulky)

m  testovano vice nez 120 000 kolonii

d vystup
= 10 stabilnéjSich jednobodovyh mutant

= kumulativni mutant

T,= 67°Cat,, =36h



¥

Racionadlni design stabilnéjsich en‘i&

J vypocetni metoda FireProt

= vyvinuto na MU | Target protein |
5,529

= strukturni a sekvencni analyzy M\
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| Combined mutant |




Metoda Fireprot




Metoda Fireprot

- O 291 pozici X 19 moznych mutaci

= - d =>5529 jednobodovych mutantt

I Target protein |
5,529




Metoda Fireprot

[ Target protein
5,529

3,610




Metoda Fireprot

O evolucni analyza pribuznych proteind

l Target protein
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Metoda Fireprot

O evolucni analyza pribuznych proteind

l Target protein

5,529
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Metoda Fireprot

- 190 pozic bez evolucnich restrikci
= : O =>3610jednobodovych mutantt
I Target protein ]
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Metoda Fireprot

O FoldX: 43 pozic; 107 stabilizujicich mutaci

O Rosetta: 11 pozic; 22 stabilizujicich mutaci

Target protein
5,529

22




Metoda Fireprot

Target protein
5,529
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Metoda Fireprot
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Metoda Fireprot

| Target protein
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Metoda Fireprot

Target protein

A1721 D198W

Energy-based mutant



Metoda Fireprot




Metoda Fireprot

| Target protein '!
5,529
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Metoda Fireprot
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Metoda Fireprot

0 FoldX: 22 mutaci potencidlné destabilizujicich

Target protein
5,529

20



Metoda Fireprot

O 7 mutaci rusici dulezité interakce

O 2 solné mistky

Target protein
5,529

O 5 vodikovych vazeb

]




Metoda Fireprot

163L V197E

A155P D198S
E191A

4 J

Evolution-based mutants



(] stabilizace DhaA

| Target protein |
5,529

= predikovdno 5 500 mutantu

, o PN
= testovano 5 mutantu
42
@
=
. S
d vystup g 20
: " interaction analysis
= 3 stabilnéjsi ndasobni mutanti |8
13
=  kombinovany mutant
o
4
Tm=74°Cat1/2=72h _ _
| Structure and‘actlwty check | | Structure and¢actav1ty check |
1 4
| Stability determinaton | | Stability determination |

Experimental

~N 7

| Combined mutant |




Racionalni design stabilnéjsich enzym

d zavéry
GSSM Racionalni design
vybaveni (K¢) 20 000 000 500 000
testovani
vypocetni . 5500
laboratorni 120 000 5
naklady (Kc) 1 000 000 80 000
cas meésice tydny
vystupy
stabilni mutanti 11 4
AT (°C) 18 25
Ty, (h) 36 72
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Hledani aktivnich latek

d il
» nalezeni specifickych netoxickych inhibitort farmakologicky

relevantnich cild

d dva alternativni pristupy
= high-throughput screening“— HTS

= virtual screening”—VS



High-throughput screening




High-throughput screening

falesné pozitivni vysledky —toxicita, reakce s
slozkami detekcni esseje, ...
falesné negativni vysledky — Spatna

rozpustnost, ...




High-throughput screening




0 Hledani aktivnich latek

= Metody modelovani



0 dvouslozkovy proces

=  hledani

= hodnoceni




0 idedlni postup
= vycCerpavajici generovani vsech moznych vazebnych maodu
= sofistikované ohodnoceni vazebné energie
= vypocetné nemozné

0 nutnost mnoha aproximaci:
= zjednodusSena reprezentace receptoru
= omezena pohyblivost ligandu

= chytré prohledavaci algoritmy

= rychlé hodnotici funkce




0 prohledavana pouze relevantni cast receptoru

" reprezentace pomoci dekriptort — odvozeny

z geometrie Ci interakCnich skupin vazebného mista

(donory/acceptory, hydrofébni residua, ...)

" mrfizkova reprezentace — vazebné misto ™~

pokryto pravidelnou mrizkou nesouci —

informaci o interakci zkusebniho atomu  ssessn—

daném bodé s atomy receptoru




Reprezentace receptoru

0 pohyblivost receptoru

plnné rigidni

,soft“ doking — pouziti tolerantni hodnotici funkce, ktera napodobi

plasticitu jinak rigidniho receptoru

explicitni pohyblivost boc¢nich retézcl — pfi hledani je umoznéna
rotace bocnich retézcll predem vybranych residui s vyuzitim
knihoven rotamerd

doking do ansamblu struktur — nékolik krystalovych struktur, NMR

ansabml Ci trajektorie z MD simulace




Reprezentace ligandu

0 beézneé pouzity vsechny atomy
= nepolarni vodikové atomy mohou byt sjednoceny s uhlikovymi
atomy, coz urychluje vypocty
0 pohyblivost
= pouze rotace kolem jednoduchych vazeb
= doking predpfipravené knihovny konformaci ligandu —
pouze pro relativné rigidni ligandy vzhledem k exponencialnimu
narustu konformerl s poétem rotovatelnych vazeb
= primé zahrnuti konformacni zmény do prohledavani
= fragmentacni metody — ligand je rozsekan na c¢asti, které pak jsou

rigidné nadokovany do vazebného mista a nasledné spojeny



0 geometrické a kombinatorické postupy
,matching” ¢i , fragment-based“algoritmy
= predpokladaji ze vazba je fizena tvarovou Ci fyzikalné-chemickou
komplementaritou mezi ligandem a vazebnym mistem receptoru

= aze mira komplementarity je proporcialni vazebné energii

0 energtické a stochastické postupy
=  Monte Carlo ci genetické algoritmy
" snazi se primo najit globalni minimum volné energie vazby
odpovidajici experimentalni strukture
= nahodnostni povaha téchto metod vzdy vyzaduje provadét nekolik

nezavislych vypoctl k ziskani konzistentnich vysledkd



Geometrické postupy

o ,matching” algoritmus
= ligand i vazebné misto reprezentovano pomoci deskriptor(
odvozenych z jejich geometrie Ci pritomnosti specifickych
interakénich mist (funkcnich skupin)
= snazi se prilozit odpovidajici ¢asti ligandu a vazebného mista, ¢imz
predikuje mozny vazebny méd ligandu
O nastroje

= DOCK, SLIDE ...



Geometrické postupy

Ligand

Interaction sites

representation O O
A /V Receptor

descriptors

Docked
ligand

Geometric
representation



Geometrické postupy

o ,fragment-based” algoritmus
= ligand je nejprve rozdélen na jednotlivé rigidni casti
= nasledné je ligand opét sestaven jednim z nasledujicich postup
= inkrementalni konstrukce— casti jsou ve vzajemné navaznosti
dokovany do receptoru az je vytvoren cely ligand
= umistovani a propojovani ¢asti— vSechny ¢asti ligandu jsou
dokovany simultané a nasledné propojeny
O nastroje

= FlexX, eHITS ...



Geometrické postupy

Ligand
fragments

Docked 2nd fragment 3rd fragment Docked
anchor docked docked ligand




Stochastické energetické postup{/, L y

0 Monte Carlo algoritmus
= prohledava interakcni prostor ligandu s recpetorem pomoci
iterativniho vnaseni nahodnych zmén v pozici, orientaci Ci
konformaci ligandu a nasledného ohodnoceni nového vazebného
modu pomoci prijimaciho kritéria
" novy vazebny mad je prijat vzdy pokud je jeho energie nizsi nez
energie plvodniho médu pripadné je prijat s pravdépodobnosti
odrazejicici rozdil energii danych modu
O nastroje

= |[CM, Glide ...



Stochastické energetické postupy

E= 0.0 kcal/mol E=-0.5 kcal/mol E=-1.2 kcal/mol E=-0.8 kcal/mol

8"' Bond rotation

Translation
Re-orientation

'Y

Bond rotation {“ Bond rotation &“
Translation Translation

Re-orientation Re-orientation

Continue for
N iterations

Initial conformation Eew < Eprevious — accept E\ew < Errevious — accept E\cw > Errevious — €valuate probability



Stochastické energetické postub " .

0 geneticky algoritmus
= vazebné mady vSech ligand( z ndhodné vytvorené pocatecni
populace jsou zakddovany v jejich ,genech®, které jsou vystaveny
nahodnym genetickym modifikacim (crossover, mutace)
= jednotlivci (vazebné médy) s lepsi Zivotaschopnosti (odpovida jejich
vazebné energii) maji vyssi Sanci prezit a reprodukovat se do dalsi
generace, coz vede k postupnému narustu Zivotaschopnosti kazdé

nasledujici generace a nalezeni optimalniho vazebného maédu

O nastroje

=  AutoDock, GOLD ...



Stochastické energetické postupy

Parent Children
conformations conformations
Chromozome Chromozome Chromozome Chromozome
tors, tors, tors, tors,
tors, tors, tors, tors,
tors, tors, tors, tors,
tors, tors, Reproduction tors, - 1O8Sy e
Cross-over tors, tors, tors, tors; Mutation i
...................... B fors, _> Py , e
tors, = tors, tors, tors,
tors, tors, tors, tors,
tors, N tors, tors, tors,
X, Y, Z X, Y, Z X, Y, Z X, Y, Z
9.0y 0@ 9.6,y 9.6,y 9.6,y
E= +2 kcal/mol E=-12 kcal/mol E=-15 kcal/mol  E= +20 kcal/mol
Selection of the Selection of the
lnew generation new generation
Chromozome Chromozome
tors, tors,
tors, tors,
tors, tors,
tors, tors,
tors; tors,
tors, tors,
tors, tors,
tors, tors,
tors, tors,
X, Y, Z X, Y, Z

0,8,y 0,8,y



Molekularni dokovani - hodnoceni

0 hodnotici funkce

* hodnoceni rliznych vazebnych modu ziskanych prohleddvanim
= vypocetné efektivni a poskytujici presny popis interakci
0 vyuziti hodnoticich funkci k razeni

» nékolika vazebnych médu jednoho ligandu v rami jednoho
receptoru — dulezité pro vybér mdédu blizkého experimentalnimu

= nékolika rdznych ligandt navazanych do jednoho receptoru —
stanoveni specifity substart( ¢i inhibitor

= jednoho ligandu navazaného do vice rliznych receptord — studium

selektivity |éCiv (vedlejsi ucinky)



Molekularni dokovani - hodnoceni =~

0 kategorie hodnoticich funkci
= zalozZené na silovém poli
= vyuzivaji nevazebné cleny zavedenych silovych poli
= relativné presné energie
= vysoké vypocetni naroky -> pouze vypocty afinity jiz vybranych

vazebnych maédu - nevyuzivaji se béhem prohledavani



Molekularni dokovani - hodnoceni

0 kategorie hodnoticich funkci

= empirické

= odvozeny fitem nasledujici rovnice na sadé experimentalnich

vazebnych afinit znamych komplexd protein-ligand

AG, 4 =a.AGy, + BAG, + YOGy +0.AG, +...

= rychlé vyhodnoceni

= arbitrarni vybér relevantnich ¢lend rovnice -> selZe v pripade,
kdy je vazba rizena typem interakce nezahrnuté v rovnici

= vahy jednotlivych interakci zavisi na volbé sady komplext k

fitovani



Molekularni dokovani - hodnoce

0 kategorie hodnoticich funkci

= znalostni
= pomoci statistické analyzy vyuzivd znalost vazby ligand( v

proteinech, ktera je implicitné ulozena ve struktunich datech

3

= paroveé atomoveé potencionaly jsou ** |
¢l

aliphatic carbon-aliphatic carbon

r 2500

15 A
F 2000

odvozeny ze vzdalenosti téchto

Score

F 1500
0.5 4

pard ve strukturnich databazich 5l F 1000

Occurences

- 500

i
= rychlé vyhodnoceni . ﬁ-|. U T LY

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
d(A)

= popisuje vsechny typy interakci bez potreby jejich vybéru

= problém nastava pouze pokud strukturni data nemaji dostatek

informace o daném pdaru atomu (e.g. halogenidy, kowy, ...)



Virtualni screening

0 masivni molekulové dokovani
= typicky 100 tis. az 10 mil. ligadn(
= predpfipravené knihovny ligandU

= filtrovana toxicita, rozpustnost,

podobnost ligandd, ...

’ e\ 3, O
+ H —l | q‘a
" @) '
Recaptor Compound N Complex N



0 Hledani aktivnich latek

= Priklad



O proteinovy cil
= strukturné specificka endonukleasa MUS81
= (castni reparace DNA

= zajiStuje stabilitu genomu -> predstavuje potencialni cil pro vazbu
protirakovinnych |éCiv




d HTS
= platforma Centra pro chemickou genetiku AVCR, Praha
= experimentalné testovano cca 23 000 latek

d wvystup
= jdentifikovany inhibitor: IC;, = 50 pM




Inhibitory endonukleasy MUS 1

O softwarova platforma vyvinuta na MU vyuzivajici
= molekulové dokovani - Autodock Vina

" rescoring — vypocty vazebné energie AMBER12 a neuronovou sit
NNScore2.0

O aplikace

= yvypocetné testovano pres 140 000 rozdllnych latek
= experimentalné testovano 19 latek

O vystup
= 6 strukturné odlisnych inhibitor(
S 1Cs, <50 pM
= nejlepsiinhibitor IC;, =5 uM




Inhibitory endonukleasy MU581J§-§‘

|

O zavér
HTS VS
vybaveni (K¢) 50 000 000 500 000
testovani
vypocetni . 140 000
laboratorni 23 000 19
naklady (Kc) 2 000 000 40 000
cas tydny dny
vystupy
pocet inhibitord 1 6
ICcy (LM) 50 5




Shrnuti

Molekulové modelovani:

1

S

2)
3)
4)
5)

aplikovatelné na celou fadu zajimavych problému

poskytuje pohled na detaily nedostupné vétsiné experiment(
diky své rychlosti umoznuje otestovat mnoho hypotéz
poskytuje prakticky orientované postupy

prinasi vyznamné casoveé i financni uspory



