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Lukasz Berlicki

Projektowanie wspomagane komputerowo

» Ligand-based design — QSAR i 3D-QSAR

» Structure-based design — projektowanie oparte na
strukturze celu molekularnego




Klucz - Zamek

» Ksztatt liganda musi pasowac¢ do celu molekularnego jak
klucz do zamka — efekty steryczne.

Klucz - Zamek
» Ksztatt liganda musi pasowaé do celu molekularnego jak
klucz do zamka — efekty steryczne.

» Ligand musi tworzy¢ sie¢ oddziatywan z celem
molekularnym — efekty elektronowe.
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Struktury makromolekut

» Protein Data Bank (pdb.org) — baza danych gromadzaca struktury
makromolekut
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Krystalografia biatek

» Otrzymanie i oczyszczenie biatka P —
» Krystalizacja v‘
» Zebranie danych dyfrakcyjnych
. ;. e diffraction
» Otrzymanie mapy gestosci 7 pattern

elektronowe;j
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Stala inhibicji
» Stafa inhibicji jest miara proporcjonalng do energii
wiazania liganda do biatka

AG =AH -TAS =RT In K

» AG — energia swobodna i* S =—= 55 —= E+P
» AH — entalpia ! |
» AS — entropia Kﬂ K. “

El ESI

» K. w zakresie 10 do 10-'?2 M, co odpowiada
-4 do -17 kcal/mol

Wigzanie liganda

» Waznym elementem rownowagi
inhibitor — enzym jest rozpuszczalnik
(woda), ktory takze oddziatuje z
ligandem.

» Oddziatywania ligand-biatko powoduja
zmniejszenie entalpii ukfadu.

» Wszystkie zerwane oddziatywania
ligand-woda i woda-biatko powinny by¢
odtworzone w kompleksie ligand-biatko.

» Wiazanie liganda przez biatko powoduje
zZmiang entropii.




Oddzialywania niekowalencyjne
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Oddziatywania hydrofobowe, van der Waalsa

» Oddziatywania H"lfjH
hydrofobowe opisuje H
potencjat Lennarda- &
Jonesa kation -
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Wigzanie wodorowe
» Wiazanie wodorowe jest
jednym z najwazniejszych
oddziatywan ligand-biatko. %[
\ C=0..H
» Energia wigzania wodorowego N—H - ' o
silnie zalezy od jego geometrii / s
(odlegtosci i katow). i —
N-H...O
» Energia wiazania jest odwrotnie
proporcjonalna do jego
dtugosci Odleglo$é N-H...O  2.8-3.2 A
Kat N-H...O 150-180°
Kat C=0O...H 100-180°




Wigzanie wodorowe

» Utozenie donoréw wiazania wodorowego wokot grupy
karboksylowej wskazuje preferencje w jego geometrii.

COO0” in CSD

COO0’ in PDB




Wigzanie wodorowe
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Liczba wiazan wodorowych

Wigzanie wodorowe

» Neutralne wiazania wodorowe: 2-6 kjJ/mol, zwigkszaja
wiazanie liganda 2-15 krotnie

» Jonowe wiazania wodorowe: do 20 kJ/mol, zwiekszaja
wiazanie liganda do 3 000 razy




Wiazanie wodorowe - przyklady

» Wiazanie kwasu 2,3-difosfoglicerynowego do hemoglobiny

Bz"‘

Pa-His 143
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» Wiazanie siarczanu do SBP (sulfate binding protein)

Ala 173 N-H, H-O Ser130
_H=N Trp 182
Asp 11 N—H:-- -'o—ﬁ—'oig_
0.  TH-N Gly132
Serds O-H “H—N Gly131 K =120nM

Wigzanie wodorowe

» Wszystkie donory i akceptory w roztworze wodnym
tworza wiazania wodorowe z rozpuszczalnikiem

-« o
! H
Hoo+
I O
% I
biatko ligand

_H
! H
o
| JoX
o
Kompleks

ligand-biatko




Wigzanie wodorowe - przyktad

» Wiazanie ligandéw do reduktazy dihydrofolianu
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metotreksat dihydrofolian dihydrofolian

» Schemat wigzan wodorowych wskazuje, ze dihydrofolian wiaze sie
do enzymu w innej konformacji niz metotreksat.

Wigzanie wodorowe - przyktad

» Wiazanie ligandow do reduktazy dihydrofolianu
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Wiazanie wodorowe - przyklad

» Wiazanie ligandéw do reduktazy dihydrofolianu

Wiazanie wodorowe

» Fosfonowe inhibitory termolizyny

R [-NH- |.0-  |-CHy |
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Wiazanie wodorowe

» Fosfonowe inhibitory termolizyny
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Wiazanie wodorowe

» Przykfady roznic statych wiazania dla C=0O i CH,

Boc. . .Pro-Arg-H
-Pro-Arg-H N xRS

H

X = -CHy-, ICs0 = 56 000 nM X =-CHy-, ICs0 = 52 000 ng/ml

BzIO

"

NH
HN)'\NH2

H,N
X = -CHy-, IC5g = 8 600 nM X = -CHy-, K; = 2 000 nM

Lipofilowosc¢

» Tworzenie wiagzan wodorowych w rozpuszczalniku jest
waznym elementem efektu hydrofobowego, ktory
wzmachnia oddziatywania hydrofobowe (van der Waalsa,
n—7, kation-m)
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Entropia

» Wiazanie liganda powoduje zmniejszenie jego entropii w
zwiazku z:
Zmniejszeniem swobody ruchéw translacyjnych (x, y, z)

Zmniejszeniem swobody rotacji (dookota wigzan
pojedynczych). Kazde wiazanie pojedyncze (pomiedzy atomami
niewodorowymi) w ligandzie zmniejsza energie wigzania o ok.

1.0 kcal/mol

» Korzystne jest projektowanie zwiazkdw o matej
swobodzie konformacyjnej (sztywnych).

Zmniejszanie swobody konformacyjne;

» Jezeli znana jest konformacja liganda w miejscu aktywnym
korzystnie jest zaprojektowac zwiazki o usztywnionej
strukturze i analogicznej konformacji.

c-C
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Menina-MLL

» Menina jest biatkiem supresorowym
nowotworu

» Menina specyficznie oddziatuje z biatkiem
MLL

» Zablokowanie oddziatywania menina-MLL
powoduje zmniejszenie wiasciwosci
onkogennych biatek fuzyjnych

oddziatujacych z MLL AF4
AF5
» Inhibitory oddziatywania LAF4
. . . ENL
menina-MLL s3 potencjalnymi AF9
lekami na ostra biataczke. ;
meniana
biatka fuzyjne

Menina-MLL

» Struktura krystaliczna fragmentu biatka
MLL z menina pokazuje konformacje
aktywna tego peptydu.

» Reszta C-koncowa oddziatuje z
fancuchem bocznym argininy




Menina-MLL
» Usztywnienie peptydu przez cyklizacje

Hydrogen bond

K, =71 nM K, = 24 nM
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K, = 2170 nM

Menina-MLL
» Usztywnienie peptydu przez cyklizacje
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Czasteczka wody w miejscu aktywnym

» Wprowadzenie do zwiazku grupy funkcyjnej, ktéra zastepuje
czasteczke wody w miejscu aktywnym powoduje korzystny efekt
entalpowy (zwiekszenie energii oddziatywania) i entropowy.

Asn131
\O—H\ O!—l/ - Tyr30
:( /O—“‘H/ "=~ Tyr50
N—H-_ H--_;
/ -0~ - His110
R ?
H.

K,=015nM  His85

Czasteczka wody w miejscu aktywnym

» Jezeli nowowprowadzono grupa funkcyjna odtwarza oddziatywania
zastapionej czasteczki wody, to otrzymamy zwiazek o wyzszej aktywnosci.
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PTP (protein tyrosine phosphatase)

» Fosfataza tyrozyn biatkowych (PTP, protein tyrosine
phosphatase) — enzym kontrolujacy przekazywanie
sygnatow poprzez defosforylacje reszt tyrozylowych
biatek.

» Inhibitory PTP IB moga by¢ efektywnymi lekami cukrzycy
typu 2 i otytosci.

o POH2 PO3H, F__PO3H,
F
Podstawienia
izosteryczne
COOH COOH COOH
NH; NH; NH,

PTP (protein tyrosine phosphatase)

» Grupa fosfonowa jest wiazana

F PO3H2 P
przez 8 wiazanh wodorowych F
» Wiazanie wodorowe tworzy takze OO
jeden z atoméw fluoru

Ki=2500 uM  brak inhibigji
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PTP (protein tyrosine phosphatase)

» Grupa fosfonowa jest wigzana
przez 8 wiazan wodorowych

» Wiazanie wodorowe tworzy takze
jeden z atoméw fluoru
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PTP (protein tyrosine phosphatase)

» Zastapienie jednej czasteczki wody zwiazanej w miejscu aktywnym przez
grupe —OH inhibitora zwigksza jego aktywnosc.
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PTP (protein tyrosine phosphatase)

» Zastapienie czasteczki wody
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Konstruowanie inhibitorow z fragmentow

» Fragment-based drug design — taczenie fragmentéw ktore oddziatuja z
réznymi czesciami miejsca aktywnego prowadzi do zwiazkéw o

wysokiej aktywnosci.
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Inhibitory stromelizyny

» Stromelizyna jest metalo-zalezna proteaza z jonem Zn2* w miejscu
aktywnym

Kp= 17 mM) Kp = 0.02 mM

Z)
n sy

STROMELYSIN

Inhibitory stromelizyny

» Struktura kompleksu z 2 fragmentami (po lewej) i nowym inhibitorem (po
prawej)




Podsumowanie

» Znajomos¢ struktury celu molekularnego znaczaco
zwieksza efektywnos¢ projektowania ligandow

» Niezbedne jest dopasowanie pod wzgledem
strukturalnym jak i elektronowym

» Utworzenie specyficznego zestawu oddziatywan biatko-
inhibitor daje szanse na otrzymanie wysokoaktywnego i
specyficznego inhibitora.
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