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Abstrakt

Cilem prace bylo pomoci metody molekularniho dokovani, coz je in silico metoda
Casto vyuzivana pro objasnéni biochemickych procest a nastroj pro vyvoj racionalnich
1écCiv, zjistit, jakym zpisobem a s jakou vazebnou energii se do steroidnich receptort vazi
vybrané ligandy podobné latkam pfirozené se vazajicich v téchto receptorech. Jako
receptory byly vybrany mineralokortikoidni, glukokortikoidni, androgenni, progesteronovy
a Ctyfi varianty estrogenovych receptora z divodu jejich velké rozlisnosti. Celkem doslo
k dokovani balicku 162 ligandl strukturné podobnym pivodnim molekulam s rozliSnymi
funkénimi skupinami.

Vysledkem prace je soubor piiblizné patnacti ligandd u jednotlivych receptora
poskytujicich nejvyhodnéjsi vazebné energie z celkového poctu vybranych latek. Nasledné
po porovnani vazebnych afinit souboru patnacti ligandii mezi jednotlivymi receptory bylo
zjisténo, ze urcité molekuly poskytuji vyhodné vazebné energie u vétsiny, nebo nadpolovi¢ni
vétSiny receptort. Jako nejlépe se vazajici ligand mizeme oznacit 1-androstenedione, ktery
figuroval u vSech zminénych steroidnich receptori kromé glukokortikoidniho. Dale zde
figurovaly také 17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN, 5-androstenedione
a boldenone. Obecné lze fici, ze az na vyjimky byly latky, které se Cetné opakovaly
anabolické steroidy.
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Abstract

Purpose of this work was molecular docking of small steroid substances into steroid
receptors and finding out how those molecules bind into active site of the receptors and what
binding affinity they provide. Molecular docking is in silico method often used for
explanation of biochemical functions and rational drug design. Mineralocorticoid
receptor, glucocorticoid receptor, androgen receptor, progesterone receptor and four types
of estrogene receptors (for its big varieties) were chosen for this experiment. Overall 162
ligands structurally similar to steroid hormones, which bind naturally to those
receptors, were docked.

The outcome of this work is complex of aproximately fifteen ligands for each steroid
receptor providing the best binding affinities. After comparing those binding affinities of
each receptor between each other was found out that some molecules show convenient
binding energies in more that one receptor. It can be said that the best binding ligand for
most of the receptors is 1-androstenedione, which showed up in every receptor except
glucocorticoid one. Then there are ligands that had good binding energy in majority of the
receptors - 17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN, 5-androstenedione and
boldenone. It can be generally said that most of the best binding ligands were anabolic
steroids.
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Uvod

Molekularni dokovani je in silico metoda zalozena na generovani mnozstvi poz
ligandu za pomoci algoritma v aktivnim misté receptoru a dale jejich ohodnoceni pomoci
skorovacich funkci. Tato metoda se hojné vyuziva v 1ékaiském pramyslu pro navrh 1éciv
a objastiovani biologickych funkci. Vyhodou je zejména Casova nenaro¢nost v porovnani
s experimentem a diky tomu lze vyzkouset vazbu velkého mnozstvi malych latek.

Existuje cela tada algoritmi pro vyhledavani vazebnych poéz ligandi, kterych
vygeneruji obrovské mnozstvi. Tyto algoritmy jsou zalozeny na nachazeni globalniho nebo
lokalniho minima volné vazebné energie. Zaradit muzeme napiiklad metodu Monte
Carlo, ktera hleda globalni minimum, metodu sdruzenych gradientd, nebo také genetické
algoritmy fungujici na principu ,,genetickych procesa®.

Po vygenerovani poz algoritmy pfichazeji na fadu skorovaci funkce, které v zasade
udavaji presnost a spolehlivost dokovani a jejich ukolem je ohodnoceni jednotlivych
vygenerovanych poéz. Lze je rozdélit do Ctyf zakladnich kategorii - skoérovaci funkce
vychazejici ze silovych poli, empirické, znalostni a kvantoveé mechanické. Jelikoz skorovaci
funkce hraji v molekularnim dokovanim zasadni roli, je také dulezité vybrat vhodné zvoleny
program pro pozadovany vyzkum.

Pfi samotném experimentu je podstatné zvazit nékolik parametri — vhodny
ligand — jeho tautomery, konformaci a flexibilitu a vhodny receptor — identifikovat aktivni
misto azvazit konformace a rotamery jeho aminokyselin. Jako kazdou
metodu, tak i dokovani provazi fada probléml, zejména s prostorovym uporadanim
receptoru i ligandu, proto musi byt peclivé zvoleny.

Tato prace se zabyva molekularnim dokovanim steroidnich struktur podobnych
puvodné navazanym steroidnim hormonim do jejich steroidnich receptor. Steroidni
receptory jsou z funk¢niho hlediska transkripcni faktory hormond, které se po jejich
navazani do aktivniho mista aktivuji a reguluji jejich genovou expresi. Pro kazdou skupinu
hormont existuje jejich receptor — pro estrogeny estrogenovy, pro androgeny androgenni
atp. Vyskytuji se ve formé jaderné a mimojaderné nachazejicich se v cytoplazmatické
membrané nebo bunécnych zasobach. Steroidy vstoupi do buriky, kde se nachéazi dany
receptor a navazi se do jeho aktivniho mista. Receptory nasledné v jadre interaguji s DNA
interagujicimi prvky, dochazi ke zméné exprese mRNA a ty méni expresi proteint.

Do téchto receptorti dochazi k dokovani steroidnich struktur. Steroidy jsou organické
molekuly, které obsahuyji Ctyfi cyklické kruhy a jejich zakladni kostru tvoii steran. Steroidy
plni mnoho funkci jako napftiklad regulacni nebo endokrinni. Tyto latky lze dale délit do
nekolika skupin — na anabolické steroidy — latky podobné testosteronu plnici anabolické
funkce, spojit si je lze se zneuzivanim ve sportu — steroly — nachazejici se v membrané
endoplazmatického retikula, zaujimajici dilezitou funkci pro spravné fungovani
membran — kortikosteroidy — uvoliované kiirou nadledvin plnici protizanétlivé funkce
ajsou imunnimi moduladtory a steroidni hormony — lipofilni  derivaty
cholesterolu, nachazejici se zeyména v endokrinnich organech jako vajecniky, varlata nebo
kira nadledvin, rozdélit je 1ze na estrogeny, progesterony, androgeny, mineralokortikoidy
a glukokortikoidy.

Dokovani probehlo do aktivnich mist steroidnich
receptort — estrogennich, progesteronového, androgenniho, mineralokortikoidniho
a glukokortikoidniho. Jako ligandy byly vybrany struktury podobné jejich ptvodné
vazanych molekul — tedy steroidnich hormont s riznymi funkénimi skupinami a nasledné
byla zkoumana jejich vazebna afinita v jednotlivych steroidnich receptorech.



1.Teoreticka cast

1.1 Molekularni dokovani

Vzhledem k tomu, ze farmaceuticky a biologicky pramysl je stale naro¢n€jsi na objem
dat, ktery ke svému vyzkumu potiebuji nebo vyprodukuji, vyzaduji tyto odvétvi nastroje
informatiky. Molekularni dokovanti je in silico metoda zalozena na nalezeni co nejlep§i pozy
a vazebné energie mezi ligandem a komplexem. V poslednich letech je tato metoda Siroce
pouzivana pro navrh lé¢iv v oblasti vyzkumu. V této oblasti se pouziva zejména
k pfedpovédi vazebné orientace malych molekul k jejich biomolekularnimu cili, coz je
nejcastéji protein nebo sacharid. Timto zpisobem ziskame hruba data pro racionalni navrh
1éCiv s lepsi ucinnosti a vetsi specifitou. V tomto odvétvi je molekulové dokovani velmi
vyhodny zpusob, jak zvysit ucinnost a snizit naklady na vyzkum [1,3,4].

Prvni dokovaci programy navazovaly na vyvoj programi molekularni grafiky, které
slouzily k nachazeni ruznych konfiguraci, které se zdaly komplementarni jak
geometricky, tak chemicky. Programy molekulového dokovani umoznily automatizaci
a zjednodusSeni téchto metod. Jakym zpisobem mohou dvé molekuly interagovat je
obrovsky a proto je tato metoda zjednoduSenim téchto interakci. Prvni protein-protein
dokovani vyuzivalo pouze rigidni t€lo aproximace, atomy byly zastoupeny jen explicitné
a k vyhodnoceni dochazelo za pouziti funkci potencialni energie. Pfi pozdéj§im vyvoji se
pokouSelo reprodukovat znamou krystalovou strukturu komplexu BTI-trypsin
protein — protein komplex. Funkce k vyhodnoceni se skladala z nevazebného ¢lenu a ¢lenu
povrchu plochy. Dale byly nejlepsi skorovaci modely uptfesnény pomoci funkce potencialni
energie skladajiciho se z nevazaného Clenu a solventu [5].

Od této doby bylo vyvinuto mnoho algoritma, které zkoumaji flexibilitu ligandu
a omezenost flexibility receptoru. Tato schopnost reprodukovat zname struktury komplext
protein-ligand umoznila obrovsky posun v oblasti structure-based drug designu.
Slouceniny, které maji z obrovského mnozstvi screeningovych databazi nejlepsi skore jsou

dale syntetizovany a testovany, coz markantné snizi ¢asovou i finan¢ni naro¢nost [5].

Diky algoritmiim dochazi k vyhodnoceni nejlepsiho , fitu mezi malou nekomplexni
molekulou (v nékterych ptripadech také proteinem) a vét§i komplexni molekulou, jako je
napiiklad protein nebo receptor. Molekulové dokovani je drug design metoda zalozena
na simulaci vazby mezi t€émito dvéma molekulami a pfedpovida zptisob vazby a vazebnou
afinitu. V molekulovém dokovani dochazi k predikaci optimalni konformace, tedy vzajemné



geometrie komplexu, podle komplementarity, ktera by mohla predpovédét vazebnou
afinitu, neboli silu vazby mezi ligandem a receptorem [1,2,3,4].

Obrazek 1. Grafické zndazornéni molekulového dokovani

Molekulové dokovani, jako ziejmé kazdou metodu, provazi fada problémi. Nejvétsim
uskalim je zeyména prostorova orientace ligandu, zvlasteé jeho translace a rotace, musi byt
spravné prostorové vyhranény, aby pokryly plochu aktivniho mista, dale také jeho
konformace a flexibilita. Zptisob zahrnuti flexibility proteinu, nebo role solventu mohou hrat
pfi této metodé také vyznamnou roli [1].

Kazdy dokovaci program zahrnuje dva kli¢ové kroky. Prvnim z nich je vyhledani
vazebné pozy, neboli konformacnich a konfigura¢nich stupnd. Jedna se o vygenerovani
masy poz v aktivnim, neboli vazebném misté¢. Druhym krokem je ohodnoceni téchto poz
pomoci skorovacich nebo vyhodnocovacich funkci. Tento proces zahrnuje vypocet skore
a prozkoumani  energetickych hladin pomoci algoritmti k nalezeni optimalniho
energetického minima. Tento algoritmus ohodnocuje rizné polohy ligandu v aktivnim misté
komplexu pomoci translacnich a rotacnich stupriti volnosti, dale také pomoci torznich uhlu.
Tento druhy krok dokaze vyhodnotit energeticky nejvyhodnéjsi a nejpravdépodobnéjsi
pozici a vazbu mezi receptorem a ligandem [1,3].

1.1.1 Algoritmy pro vyhledavani pozy

Vyhledavaci algoritmy se v molekulovém dokovani pouzivaji pro vyhledavani
mnozstvi vazebnych poéz. Funguji na principu vyhledavani oblasti volné minimalni
energie, neboli nejlépe se vazici komplex. Jsou-li entropie a entalpie soustavy spravné
modelovany funkci energie, bude tato oblast minimalni energie odpovidat experimentalni
konformaci a vazbé mezi receptorem a ligandem, neboli pfirozeny vazebny mod a lokalni
minima budou odpovidat tomu alternativnimu. Tyto algoritmy mohou byt rozdéleny dle
hledani globalniho nebo lokéalniho minima [1,6].

Metoda nejrychlejsiho sestupu je typ algoritmu, kde podle spocitaného gradientu
zjistime, jakym smérem energie klesa nejvice, ve sméru tohoto gradientu se atomy presunou
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o stanovenou délku a opét dojde k prepocitani gradientu. Minimalizace této energie najde
nejbliz§i minimum pocatecni energie, jedna se tedy o metodu hledajici lokalni minimum
[1,7].

Metoda sdruzenych gradienti je metoda hledajici lokalni minimum, kdy dojde
ke spocitani gradientd potencialni funkce pro jednotlivé atomy a dojde k posunu
v ortogonalnim sméru [1].

Metoda Monte Carlo je metoda vyhledavajici globalni minimum. Toto oznaceni je
velmi obecné a v podstaté oznaCuje jakoukoliv metodu, kde se vyskytuji stochastické
procesy a nasledné nahodné vzorkovani. Pomoci principu Metropolisovy metody se generuji
ndhodné pohyby v systému, které tento systém bud’ pfijme, nebo odmitne na zakladé
Boltzmanovy pravdépodobnosti. Funguje na principu umisténi ndhodného bodu do boxu se
znamymi rozméry, ktery obsahuje celou molekulu a je ur€eno, zda je tento bod umistén
v solventu, nebo v molekule. Body umisténé v molekule a celkovy pocet bodu se daji do
pomeéru a z nich se vypocita celkovy objem molekuly. Tuto metodu vyuzivaji programy jako
AutoDock, ProDock, nebo IMC [8,9].

Genetické algoritmy, jak uz napovida nazev, funguji na principech genetiky. Dochazi
ke generovani ,,populace” moznych feseni pomoci genetickych funkci jako jsou napiiklad
mutace nebo crossovery, stejné jako v biologickych genetickych procesech. Genetické
algoritmy funguji pomoci vytvareni ,fingerprintd“ ze vzajemnych vzdalenosti. Tyto
proménné lze povazovat za geny stejné€ jako pfi pohlavnim rozmnozovani, kdy se nasledné
vytvareji nové generace poz. Stejné jako u vSech algoritmu jsou tyto pozy nasledné
ohodnoceny pomoci skérovacich funkci. Programy vyuzivajici geneticka algoritmy jsou
napiiklad GOLD, AutoDock nebo DARWIN [1,9].

Pfi metodé¢ simulovaného zihani pfidavame molekule kinetickou energii
,,Z1hanim®, aby doslo k pfekonani bariér na povrchu molekuly, ta se dale chladi a tim dochazi
k uchyceni v jednotlivych lokalnich minimech [1].

1.1.2 Skorovaci funkce molekulového dokovani

Molekulové dokovani, jeho presnost a spolehlivost, je zavislé na vybéru skorovaci
funkce. Tato skorovaci funkce je funkce, ktera slouzi k vypoctu vazebného skore nebo
energie mezi vybranym ligandem a komplexem v jeho aktivnim misté. Navzdory
rozsahlému vyzkumu je presnost a rychlost protein-ligandovych interakci stale
problematicka.  Existuji ctyfi zékladni typy skorovacich funkci — skorovaci funkce
vychazejici ze silovych poli, empirické, znalostni a kvantové mechanické. Dle nového
vyzkumu se toto rozdé€leni mirné€ lisi — rozeznavame fyzikaln¢ zalozené skorovaci funkce
(physics-based), empirické, znalostni a metoda ,,strojového uceni“(machine learning-based).
Fyzikalné zalozené metody dale délime na metody vychazejici ze silovych poli, solventové
metody a kvantové mechanické metody [5,10].
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1.1.2.1 Skorovaci funkce vychazejici ze silovych poli

Tato skorovaci funkce vychazi z atomovych interakci a ze s¢itani Van der
Waalsovych, elektrostatickych interakci mezi atomy ligandu a proteinu a dale také
zohledtiuje rozpinani vazby, jeji ohyb a torzi [1,11].
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Obrazek 2: Schéma rovnice pro potencidlni energii skorovaci funkce ze silovych poli, pfevzato a upraveno z [1]

Tato skorovaci funkce je sice pfesné fyzikaln€ vymezena a jednoduchd, jejim
problémem je vSak otazka zahrnuti solventu, déale také musime znat vSechny vazebné

a nevazebné parametry [1,11].

Diky tomu, ze chceme, aby byly tyto skorovaci funkce co nejjednodussi
a nejrychlejsi, pfichdzeji v potaz mnohad zjednoduseni. Disociace vazeb velmi Ccasto
neuvazujeme, délku vazeb a vazebné ihly mtizeme brat jako konstantu a hodnota diheralnich
uhli byva brana jako libovolna. Vysledek toho zjednoduseni je rovnice, ve které vystupuje
pouze nekovalentni interakce protein-ligand. Skorovaci funkce typu silovych poli jsou také
Casto pouzivany v molekulové dynamice. Jedna znejpouzivanégjSich funkci zalozena
na silovych polich je funkce AMBER [1,11,12,13,14].

1.1.2.2 Empirické skorovaci funkce

Dal§im druhem skorovacich funkci jsou funkce empirické. Ty funguji na principu
odhadu vazebné energie komplexu na zakladé souboru vazenych energetickych podminek.
Vyhodou empirickych skorovacich funkci je jeji rychlost vypoctu skore diky jeji
jednoduchosti rovnice energie a dale také schopnost rozpoznat napt. vodikové vazby a nebo
patrové interakce mezi aromatickymi kruhy. Diky pouziti riznych energetickych rovnic
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a termind jsou empirické funkce pouzivany v mnoha znamych protein-ligand dokovacich
programech [11].

Empirické skorovaci funkce spojuji prvky jak skorovacich funkcich zalozenych
na silovych polich, tak znalostnich skérovacich funkcich. Obsahuji také nékteré podobné
terminy, jako skorovaci funkce ze silovych poli, ale dale navic obsahuji slozitéjsi Cleny, jako
je hydrofobni a desolvata¢ni interakce, které skorovacimi funkcemi vychazejicich
ze silovych poli nelze snadno vyftesit [13].

Tato skorovaci funkce je také méné nachylna k overfittingu“ a mize nam také
poskytnout vhled do jednotlivych molekularnich interakci vazebné afinity [10].

Empiricka skorovaci funkce pocitd vhodnost vazby mezi proteinem a ligandem
pomoci sumarizace jednotlivych pfispévku a termint, kde kazdy z nich predstavuje dalezity
ptispeévek k celkové rovnici [12].

Nejvice pouzivanou empirickou skérovaci funkci je funkce ChemSkore, ktera je dana
nasledujici rovnici, kde

AGbinding = AGO +AGhbondShbond + AGmetalSmetal + AGlipoSlipo + AGrotHrot
(1)

Shpona]e trend pro popis vodikovych vazeb, Sy, trend pro popis lipofilnich interakci,
Smeta: trend pro popis interakci s kovy a H,.,; je trend pro popis ztraty konformacni entropie
pii vazbé substratu. Dale parametry AG, jsou jednotlivé regresni koeficienty piisuzované
vaze jednotlivych interakci [1].

1.1.2.3 Znalostni skorovaci funkce

Znalostni skorovaci funkce funguji na principu odvozeni zjednodusenych potencialt
pfimo z databazi strukturnich dat. Hlavnim rozdilem mezi empirickymi a znalostnimi
skorovacimi funkcemi je, ze ke znalostnim funkcim nepotiebujeme znat zadna vazebna data.
K popisu této skorovaci funkce mizeme pouzit Boltzmanovu konstantu [5,1],

gi,j (1)

Ai,j (T') = —kT In g (T‘)

(2)

kde A(i,j) je potencialni energie mezi atomy ,,i“ a ,,j*, k je Boltzmanova konstanta, gi; (r)
znazoriuje pravdépodobnost atomového paru ,,i“ a ,j* byt v kontaktu na vzdalenost ,,r
a dale g(r) je normalizovana referen¢ni pravdépodobnost [5].

1.1.24 Kvantové mechanické skorovaci funkce

Kvantové mechanické skorovaci funkce, ackoliv molekulovym interakcim nejsou
nijak neznamé, byly doposud pouzivany pouze pro mensi systémy kvuli financni narocnosti
na pocitacové vybaveni. Av§ak tato metoda je v soucasné dob¢ na rozmachu. Tyto skérovaci
funkce jsou zalozeny na vypoctech kvantové mechanicky mezi interakci protein-ligand.
Kvantové mechanické vypocty jsou teoreticky velmi ptesné, jelikoz v zasade pocitaji se
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vSemi prispévky energie — jako napiiklad pfenos naboje, elektronova polarizace nebo
halogenovou vazbu — coz napiiklad ve skorovacich funkcich vychazejicich ze silovych poli
chybi [1,15,16].

1.1.3 Postup molekulového dokovani

Obecny postup molekulového dokovani spoc¢iva v prvni fadé z pfipravy a vybéru
vhodného receptoru a ligandu. Receptory a ligandy je mozné stadhnout z databazi, nebo
vytvorit vlastnim modelovanim. Tyto struktury jsou nasledné pievedeny do formatu
vhodného pro dokovani a nasledné je v receptoru identifikovano aktivni misto a velikost
miizky pro dokovani. V dalsim kroku uz pokracuje samotné dokovani, ke kterému dochazi
pomoci algoritmt a skorovacich poz. Po ukonceni dokovani dojde k vyhodnoceni
vysledki, zejména vazebné afinity a samotné pozici ligandn

" Vybér a piiprava Identifikace Vyhodnoceni
l receptoru a ligandu ‘ aktivniho mista a Dokovani vazebnych energii a
zvoleni mrizky vazby

Obrazek 3: Schéma postupu molekularniho dokovani

1.1.3.1 Priprava ligandu

Pfiprava ligandu se sklada z feSeni dvou otazek — otdzka naboje a tautomerizace
a dale konformace a flexibility. V otazce naboje a tautomerizace je nutné zvazit presun
naboje uvniti molekuly. Vhodné je se poradit s experty v oblasti organické chemie nebo
danou problematiku nastudovat v odborné literatue. V otazce konformace a flexibility
feSime zejména rotaci kolem torznich hli rotovatelnych molekul. V piipadé aromatickych
kruht je nutnost urcit typ konformace [1].

1.1.3.2 Priprava receptoru

Nejdalezit€jsim krokem v piipravé receptoru je identifikace jeho aktivniho mista.
Tento krok je mozny provést dle mista vazby puvodniho ligandu, nebo najit potiebné
informace ve vhodnych publikacich. Jelikoz v nékterych piipadech se aktivni misto
receptoru prizpusobuje ligandu a dokovani je velmi citlivé na konformaci receptoru, je
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vhodné vybrat takovy receptor, aby ligand, ktery budeme dokovat, ¢astecné strukturné
odpovidal ligandu ptvodnimu [1].

Dal§im faktorem, ktery je nutno brat v potaz jsou aminokyseliny. Ty se mohou
vyskytovat v mnoha riznych tautomerech, rotamerech a protonacich [1].

1.1.4 Programy pouzivané pro molekuliarni dokovani

Molekularni dokovani neni pouze samotné vazani ligandu a komplexu v jeho
aktivnim misté, ale také ho doprovazi spousta doprovodnych a pfipravnych kroka.
Na samém pocatku pfichazi otazka vybéru vhodného ligandu a komplexu. Tyto molekuly je
mozné ziskat jako .pdb soubory z riznych databazi — naptiklad RCSB PDB, Zinc, DrugBank
a dal8i, nebo se nabizi moznost ligandy nakreslit v programech pro to uzptsobenych
(napt. MarvinSketch) [51,52].

Dale je nutnost obé molekuly pro dokovani upravit a nasledné je prevést do vhodného
formatu pro dokovani. Tyto kroky je mozné provést naptiklad v Pymolu a nasledné
AutoDock Tools. Poslednim krokem je jiz samotné dokovani pomoci vypocetnich
programul. Programt pouzivanych pro molekularni dokovani je ale velké mnozstvi. Funguji
na  raznych  druzich  algoritmii a  skoérovacich  funkci -  naptiklad
DOCK, AUTODOCK, FlexX, GOLD nebo Glide.

V dalSich kapitolach se zaméfim na programy, které byly pouzity v bakalaiské
praci, jak pro samotné dokovani, tak pro pfipravné kroky.

1.1.4.1 Marvin Sketch, PyMOL a AutoDock

™ Marvin Sketch je program primarné slouzici k tvorbé molekul a jejich

Q kresleni ve 3D formatu. Pfi molekularnim dokovani se pouziva zejména
pfi prvnim kroku dokovani.

Obrazek 4: Logo MarvinSketch

Pymol je vizualizaéni program piedev§im pro Upravu a praci
se strukturami molekul. V piipadé dokovani se pouziva zejména pro zobrazeni
grafickych vysledku, dale pro zobrazeni vazeb mezi nadokovanym ligandem

a proteinem v jeho aktivnim mist¢.
Obrdzek 5:Logo PyMOLu, prevzato z : https://lammpstube.com/wp-content/uploads/2019/12/autodock-software.jpg

AutoDock je balicek obsahujici dva programy — mezi sebou
” kompatibilni AutoDock Tools a AutoDock Vina. Prvni ze zminénych
‘ programu slouzi pro ptipravu molekul. Jeho dilezitou funkci je také moznost
nastaveni gridu, neboli boxu. AutoDock Vina je jiz samotny vypocetni
dokovaci program uplatiiujici empirické skorovaci funkce. Jeho prostredi je

ve formé ptikazového radku.
Obrdzek 6: Logo AutoDocku, prevzato z : https://seeklogo.com/images/P/pymol-logo-D17FFSA6DB-seeklogo.com.png

AutoDock 4
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1.2 Steroidy a steroidni receptory

1.2.1 Steroidni receptory

Receptory  steroidnich  hormont  (obrazky  7-10)  jsou  transkripCni
faktory, které reguluji expresi cilovych gent. Tyto receptory existuji ve formé jaderné
a mimojaderné vyskytujici se v bunécnych zasobach nebo plazmatické membrané. Tyto
receptory obsahuji Ctyfi domény — regulacni doménu amino konce, DNA vazajici
doménu, ligand vazajici doménu a oblast pantu. Jakmile se steroidni hormon navaze na
ligand vazajici doménu receptoru, dojde ke konformacnim zménam receptoru a nasledném
oddéleni chaperonu (jako je naptiklad heat-shock protein 90). Déle také dochazi k odhaleni
jaderné lokalizacni sekvence. Tento proces umoziuje jadernou translokaci a dimeraci
receptoru s navazanym steroidnim hormonem a jeho navazani na cilové buriky v jejich
promotorovych oblastech a tim reguluje genovou expresi [17,18,19].

Steroidy vstupuji do bunék pres plazmatickou membranu a vazi se na jejich receptor
lokalizovany v cytoplazmé nebo jadre buiiky. Receptory se poté presunou do jadra a zapoji
se do interakce se specifickymi DNA interagujicimi prvky pro regulaci transkripce cilovych
gentl. Tyto interakce vedou ke zméné v expresi mRNA, které obvykle méni expresi proteint
a bunécnou biologii [19].

16



Obrdzek 10: Androgenni receptor Obrdzek 11: Estrogenovy receptor

1.2.1.1 Mineralokortikoidni a glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni a mineralokortikoidni receptory jsou lokalizovany v limbickych
neuronech, neokortexu a mozku. Mineralokortikoidni receptor méa vysokou afinitu
ke kortikosteronu a je saturovan nizkymi bazalnimi hladinami hormonu, naopak
glukokortikoidni receptor ma nizkou afinitu k tomuto hormonu a je aktivovan vysokou
hladinou hormonu. Glukokortikoidni receptor je zaroven pfitomen ve vétSiné télnich
bunék, jelikoz glukokortikoidy se podileji na mnoha fyziologickych funkcich esencialnich
pro zivot. Mineralokortikoidni receptor hraje vyznamnou roli v fizeni transportu sodiku
a drasliku v epitelarnich bunkach, zejména v ledvinach a tlustém stfevé. Dilezitou funkci
ma také v neepitelarnich tkanich jako jsou srdecni myocyty a krevni cévy [20,21,22,23].

1.2.1.2 Androgenni receptor

Androgenni receptory jsou ligandem aktivované jaderné transkripéni faktory
androgenu. Jsou lokalizovany na chromozomech X a skladaji se z 8 exond. V nedavnych
studiich byly také popsany a identifikovany uc¢inky androgenniho receptoru nezavislého
na ligandu. Jeho exprese je rozSifend v mnoha tkanich a buikéach. Tento receptor ma
rozli§nou skalu biologickych funkeci — hraje roli pfi vyvoji zejména muzskych reprodukcnich
organim, kosterniho a svalového systému, imunitniho a nervového systému. Dale je
androgenni receptor napiiklad hlavnim iniciatorem a rastovym faktorem rakoviny
prostaty, ale také mocového méchyite a plic [18,24].

1.2.1.3 Estrogenovy receptor

Estrogenovy receptor je receptor estrogend, slouzici jim jako transkripcni
faktor, ktery po aktivaci vytvaii pfimou nuklearni interakci. Tento receptor existuje ve dvou
typech — o a PB. Pomoci téchto podtypt receptor vykonava expresi piislusnych
hormontl - estrogent. Estrogenovy receptor cili na mnoho riznych typa tkani a hladiny
pfitomnosti obou typl receptort se velmi lisi. Nachazi se zejména v bunkach Zenskych
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pohlavnich organt, ale také napiiklad v nékterych typech nadorovych bunék.
Nejvyznamnéjsi vliv ma na vyvoj Zenskych pohlavnich organt, ukladani vody, ovliviyje
kostni silu a také dokaze ovlivnit pamét’ [25,26].

1.2.1.4 Progesteronovy receptor

Progesteronovy receptor je hlavnim regulatorem v oblasti zenského reprodukéniho
systému. Je vyluCovan vyhradné v zenskych pohlavnich organech a v centralnim nervovém
systému. Ridi vyvoj prolifera¢ni a diferenciaéni faze reproduké&niho cyklu a téhotenstvi. Dale
hraje progesteronovy receptor roli pfi patogennich procesech endokrinné-dependentni formy
karcinomu prsu. Variabilita ¢innosti tohoto receptoru je pomérné Siroka. Zalezi na mnoha
faktorech, které jeho funkci ovliviiuji. Mohou to byt typ tkané, typ bunék, ve kterych
pusobi, dostupnost koregulacnich proteint a dalSich. Existuji dva progesteronové receptory
A a B, které maji rizny systém transkripcni aktivace [27,28].

1.2.2 Steroidy a steroidni struktury

Steroidy jsou komplexni struktury organického puavodu obsahujici Ctyfi kruhy.
Zakladni stavebni strukturou je steran, coz je uhlovodik, ktery se sklada ze tii kruht
cyklohexanu a na nich navazaného kruhu cyklopentanu. Steroidni struktury maji mnoho
ucelt a roli. Jsou to strukturni slozky bunécnych membran, plni funkci regulac¢ni nebo
endokrinni. Specificky upravené steroidy se ale mohou také vyskytovat v epidermis, jatrech
nebo  mozku. Steroidy se z funkéniho  hlediska  déli na  anabolické
steroidy, steroly, kortikosteroidy a reprodukéni steroidy [29].

12 17

Obrazek 11: Struktura steranu

Anabolické steroidy jsou latky syntetické povahy odvozené od testosteronu. Tyto
steroidy vykazuji zvlasté anabolické uCinky hormont, tzn. pasobi periferné, podporuji
stimulaci dusiku v téle a tvorbu proteind ve svalech. Anabolické steroidy stimuluji rast
a funkci muzskych pohlavnich organli, spermatogenezi v Sertoliho burikach a ristu
sekundarnich pohlavnich muzskych znakl. Pojem anabolicky steroid si mizeme spojit
se zneuzivanim zejména v oblasti sportu na podporu rustu svall a zvySeni sily. Zaroven bylo
ale zjisténo, ze napomahaji rastu kosternich svalt, pouzivaji se pii 1écb€ opozdéné puberty
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a nemoci spojenych s chifadnutim organismu jako je naptiklad HIV. Jako zastupce miuzeme
uvést napriklad oxandrolon [30,31,32,33].

Obrazek 12: Struktura oxandrolonu

Steroly jsou amfipatické lipidy eukaryotickych bun€k a plni signalni a strukturni
funkce. Nachazeji se v membrané endoplazmatického retikula a vyznamné pfispivaji
k permeabilit€ membrany ( zabraiuji pfili§ tésnému kontaktu mezi acylovymi fetézci
fosfolipidi), pomahaji udrzovat membranovy potencial a jsou schopny tvofit dvojvrstvé
struktury. Déle také napomahaji udrzet mechanickou stabilitu membran, diky
zprostiedkovani interakce mezi steroidnimi jadry a acylovymi fetézci mastnych kyselin
fosfolipida. Steroly maji v poloze tii hydroxylovou skupinu a obsahuji alifaticky fetézec
v poloze 17. Vyskytuji se bud’ volng, nebo jako esterifikované molekuly — sterol estery.
Mezi  nejvyznamnéj§i  steroly  patfi  ergosterol  nebo lanesterol  nachazejici
se v kvasinkach, v rostlinach sitosterol a stigmasterol [34,35].

Obrazek 13: Struktura sterolu

Kortikosteroidy jsou steroidy uvolfiované kirou nadledvin a zahrnuji
mineralokortikoidy a glukokortikoidy. Glukokortikoidy jsou regulatory v oblasti
metabolismu, homeostazy zanétl a jsou povazovany za imunni modulatory. Kortikosteroidy
jsou Siroce vyuzivané v oblasti mediciny jako protizanétlivé 1éky. NejvyznamnéjSim
kortikosteroidem je kortizol [36].
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Obrazek 14: Struktura kortizolu

Reprodukéni steroidy jsou hormony produkované endokrinnimi Zlazami. Ridi
sexualni chovani, ptipravuji organismus na reprodukci a reguluji koncentraci iontti v télnich
tekutinach. Dale jsou zodpovédné za sekundarni pohlavni znaky, fyziologické pohlavni
zmény, ke kterym dochazi béhem puberty a reprodukénich fazi pohlavnich zlaz. Tyto
steroidy jsou primarné syntetizovany v dospélych pohlavnich zlazach. Jsou to estrogeny
(napf. estradiol), androgeny (napf. testosteron) a progestageny (napfi. progesteron) [29,37].

OH
CHs

CHa

CHa

CH,

Obrazek 16: Struktura estradiolu Obrazek 17:Struktura testosteronu Obrazek 15: Struktura progesteronu

1.2.3 Steroidni hormony

Steroidni hormony jsou lipofilni derivaty cholesterolu. V téle jsou vsechny steroidy
syntetizovany z cholesterolu pfes tUzce regulovanou biochemickou enzymatickou drahu.
Tato draha funguje prevazné v endokrinnich organech, jako jsou kura nadledvin (zde jsou
syntetizovany glukokortikoidy, mineralokortikoidy a nadledvinové androgeny), vajecniky
a placenta (syntéza estrogenll, progesteroni a progestini) a varlata (syntéza testikularnich
androgentl a estrogenul). Steroidni hormony jsou transportovany krvi do jejich cilovych
bunék, zde jsou navazany na nosny protein a protoze jsou to latky lipofilni povahy, projdou
pfes bunécnou membranu difuzi. Kromé toho, ze se tyto hormony vazi na jejich cilové
bunky, vazi se také na steroidni receptory, které jsou hlavni mediatory jejich reakci.
Steroidni receptory jsou dale napojeny na chaperony, neboli heat shock proteiny, které brani
agregaci a napomahaji skladani proteint. Glukokortikoidy a estrogeny jsou také znamé
svymi ucinky jako regulatory perifernim imunitnich odezev a také vykazuji protizanétlivé
vlastnosti v mozku [29,38,39].
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1.2.3.1 Estrogeny

Estrogeny jsou hormony produkované vajecniky a placentou. Dale ale také muze
dochazet k syntéze estrogeni z androgenti, nebo k tvorbé v adipdzni tkani. Fyziologické
funkce estrogenti u zen zahrnuji vyvoj sekundarnich pohlavnich znakl, reguluji sekreci
gonadotropinti pro ovulaci, reguluji syntézu lipoproteint a reguluji odezvu insulinu. U muzi
hraji estrogeny roli pii splynuti epifyz. Estrogeny podporuji rast kosti do délky, uzavirani
rastovych zon a zrani kosti jak u muzi, tak u zen. Dalsi vyzkum také uvadi, Ze estrogeny
maji pozitivni vliv na zanétlivd onemocnéni, jelikoz muzi obecné trpi vétSim poctem
zanétlivych onemocnéni a dale vétsi mortalitou, nez zeny [40,41,42].

1.2.3.2 Progesteron

Progesterony hraji vyznamnou roli v oblasti zenské reprodukce a téhotenstvi.
Umoziiuji prechod endometria z proliferaéniho do sekre¢niho stadia a usnadiiuje unaseni
blastocyst a uvolnéni zralych oocytd. Dilezitou roli ma také v ostatnich tkanich spojenych
s reprodukénim  systémem, jako je prsni zlaza a jeji funkce spojené
s kojenim, v kardiovaskularnim systému, centralnim nervovém systému a kostech. V mozku
zprostredkovava signaly potfebné k sexualné citlivému chovani [43,44].

1.2.3.3 Androgeny

Hlavnim tikolem androgenti je vyvoj muzskych pohlavnich zlaz a pohlavnich znaki.
Dale také maji vliv na vyvoj a zrani prostaty a ovliviiuji proliferaci a diferenciaci
laminarniho epitelu. Jsou dulezité pro zahajeni spermatogeneze a udrzeni jejiho fungovani.
Androgeny maji velky vliv na rust kosti koncetin. Pfimo ptsobi na chondrocyty v ristové
ploténce, zvysuje syntézu koagulacnich faktori a nepfimo zvysuji koncentraci hemoglobinu.
Tyto hormony jsou aktivni v nékolika druzich kosternich
bunék — v osteoblastech, osteoklastech a osteocytech. Androgeny také zvySuji retenci
dusiku, tvorbu svalové hmoty a prispivaji k udrzeni t€lesné hmotnosti [40,45,46].

1.2.3.4 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy jsou hormony produkované kiirou nadledvin a regulaci tvorby tidi
pfedni lalok hypofyzy. Tato skupina hormoni plisobi na jako regulator
glykoregulace, glukozové tolerance a fidi velké mnozstvi metabolickych d&ja dialezitych pro
zivot. Hraji vyznamnou roli pro udrzeni bazalni homeostazy a homeostazy spojené
se stresem, diky tomu byvaji bézné pouzivany jako biomarkery stresu. Jsou ucastniky témér
kazdé bunécné, fyziologické a molekularni interakce organismu a hraji klicovou roli
v biologickych procesech jako je rozmnozovani, riist, imunitni a zanétlivé reakce a funkce
kardiovaskularniho a centralniho nervového systému. Hlavnim zastupcem této skupiny
hormont je kortizol a kortikosteron [40,47,22].
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1.2.3.5 Mineralokortikoidy

Jak jiz napovida nazev mineralokortikoidd, slouzi vtéle v roli metabolismu
minerald, jako je sodik a draslik. Jsou produkovany kirou nadledvin. Hlavnim
a nejdilezitéj§im mineralokortikoidem je aldosteron. Ten vykazuje G¢inky na transport
elektrolyta pres epitelarni bunky [48].
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2. Prakticka c¢ast

2.1 Metodika

Pro dokovani bylo vybrano 5 steroidnich receptorii — progesteronovy receptor
(1a28), estrogenove receptory (1a52, 1x7j, 1x7r, 3ert), androgenni
(1e3g), mineralokortikoidni (1y9r) a glukokortikoidni receptor (6nwk). Do téchto receptort
byly nadokovany struktury, které jsou strukturné podobné ligandim, které receptory
pfirozené vazi — progesteron, estrogeny (estriol, estradiol, estron), cortisol, aldosteron
a dexamethason. Bylo vybrano celkem asi 160 struktur, které odpovidaji t€émto ptivodnim
ligandim a jsou steroidni povahy. Tyto ligandy dale obsahuji rizné postranni
fetézce, nebo skupiny. Cilem prace bylo zjistit, zda se néktery alternativni ligand vaze do
aktivniho mista receptoru s lep§i vazebnou energii, neboli ma vétsi afinitu, nez ligand
pivodni. Déale bylo tikolem toto aktivni misto v okoli 5 A popsat a zamyslet se nad
otazkou, které funkéni skupiny mohou tuto vazbu receptor-ligand pozitivné nebo negativné
ovlivnit.

2.1.1 Podminky dokovani

Jako aktivni misto receptoru 1y9r, receptoru 1a52 a receptoru 6nwk bylo vybrano
spole¢né misto o soufadnicich center_x = 66.752, center_y = 123.822, center_z =10.521.
Spolecné souradnice mohly byt pouzity diky prekryti vSech tfi receptorti v aktivnim misté.
Pro aktivni misto receptoru 1a28 byly vybrany nasledujici
soufadnice : center_x = 38.63, center_y = 33.852, center_z = 39.534. Pro receptor le3g byly
pouzity soufadnice aktivniho mista jako center_ x = 3.818, center_y = 28.631,
center_z = 3.932. Pro estrogenové receptory 1x7j, 1x7r a 3ert bylo vybrano spolecné aktivni
misto se soufadnicemi center_x=108.4, center_y=15.4, center_z=95.9.Tyto hodnoty jsou

zaneseny v tabulce 1.
Tabulka 1: Souradnice aktivnich mist jednotlivych receptorii

Aktivni misto

receptor souradnice "x" souradnice"y" souradnice "z"

1y9r

1a52 66,752 123,822 10,521
6nwk

1a28 36,630 33,852 39,534
le3g 3,818 28,631 3,932
1x7j

1x7r 108,400 15,400 95,900
3ert

Parametr dokovani ,exhaustivness® byl pouzit 16. Exhaustivness je hodnota
Casu, ktera je stravena nad hledanim pravdépodobnosti nalezeni globalniho minima
skorovaci funkce, da se tedy fici, ze se jedna o hodnotu usili, kterou dokovaci program
vynalozi na hledani tohoto minima.

Velikost gridu byla nastavena na 20A ve vSech tfech rozmérech, jednalo se tedy

o krychli.
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2.1.2 Vybér steroidnich receptoru

Steroidni receptory byly vybrany po konzultaci s vedoucim bakalarské prace. Byly
vybrany nasledujici — mineralokortikoidni, glukokortikoidni, progesteronovy, Ctyfi
estrogenoveé receptory a androgenni receptor. Tyto receptory byly nasledné stazeny z RCSB
PDB databaze, zobrazeny v PyMOLU a byl jim odebran pivodni ligand.

2.1.3 Zpétné dokovani

Pro zaCatek prace byla pouzita metoda zpétného dokovani. Pfi této metodé je
z receptoru s navazanym puvodnim ligandem tento ligand vyjmut a nasledné pomoci
dokovani zpét navazan. Tato metoda slouzi k ovéfeni spravnosti dokovani a dale takeé
k vyzkouseni samotné metody dokovani. V ptipadé této bakalarské prace byla tato metoda
aplikovana na steroidni receptory s pavodnimi ligandy zminénymi vyse.

V tomto kroku prace §lo predev§im o nacerpani zkuSenosti pro samotnou nasledujici
praci, zejména o nastudovani a praktické vyzkouSeni ptipravy ligandu i1 receptoru, praci
s programy — PyMOL, AutoDock Tools, AutoDock Vina a Marvin Sketch.

Po probéhlém dokovani byla struktura zobrazena s puvodnim receptorem
v PyMOLU, porovnala se pavodni vazba a orientace ligandu v aktivnim misté pivodniho
a znovu nadokovaného receptoru.

2.1.4 Vyhledavaniliganda a databaze

Dalsim krokem bylo vyhledavani vhodnych ligandi pomoci databazi. Pouzity byly
databaze RCSB PDB, Zinc a primarné Drugbank. Drugbank byla databaze, ktera byla
pouzita nejvice z divodu velmi piehledného vyhledavani pifimo samostatnych ligandt. Dale
také poskytovala funkce jako moznost zobrazeni podobnych struktur, nastaveni rozpéti
molekulové hmotnosti a také moznost nakresleni ligandu [49,50].

Cilené ligandy mély byt strukturné podobné pavodnim  steroidnim
hormontm, jednalo se tedy o ligandy steroidniho ptvodu. Dal§im kritériem byla také
molekulova hmotnost a celkova prostorova velikost ligand — nesmély mit velkou hmotnost
a velikost, aby se do aktivniho mista vesly a uspésné navazaly.

Ligandy bylo nasledn€ nutné stahnout pfimo z databazi, nebo nakreslit v programu
Marvin Sketch.

V zagatku prace bylo vybrano celkem 22 struktur, které byly nasledné nadokovany
do vSech steroidnich receptort. Tento prvotni krok slouzil k vizualizaci vazeb a energii
a naslednému naplanovani dalsiho postupu prace.

Nasledné bylo vybrano asi 140 podobnych struktur pivodnim ligandd, které byly
nasledné nadokovany do aktivnich mist vSech steroidnich receptora.

2.1.5 Dokovani
Prvnich 22 struktur bylo nadokovano pomoci AutoDock Vina verze 1.1.2 kazdy
samostatné, pro osvojeni metody dokovani. Pripravené .pdbqt soubory ligandu a receptoru

byly nadokovany a nasledné byla jejich prostorova orientace v aktivnim misté receptoru
vyhodnocena v programu PyMOL, kde doslo k porovnani prostorové orientace s ligandem
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puvodnim. Nasledné se porovnavala vazebna energie — zda mél piivodni ligand vétsi, nebo
lepsi afinitu k receptoru (afinita pivodniho ligandu byla ziskana zpétnym dokovanim) [50].

Dalsich 140 ligandu jiz bylo nadokovano pomoci skriptu na univerzitnim clusteru
Melian a nasledné doslo k opétovnému dokovani 22 ligandii pomoci skriptu. Dalsi kroky
byly poté shodné jako pti dokovani samostatném.

2.1.6 Aktivni misto
Aktivni misto bylo popsano v okoli 5 A pomoci aminokyselin. U kazdé aminokyseliny

nachazejici se vtomto prostoru byla urCena jeji polarita. Dale probihala tvaha nad
moznosti, jak polarni aminokyseliny ovliviiuji vazbu ligandt do aktivniho mista.
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2.2 Postup prace

Samotny experiment se skladal z nékolika fazi. Prvnim krokem bylo stahnuti receptort
z PDB RSCB databéaze — jednalo se o progesteronovy receptor (PDB ID 1a28), estrogenové
receptory ( PDB ID 1a52, PDB ID 1x7j, PDB ID 1x7r, PDB ID 3ert), androgenni (PDB ID
le3g), mineralokortikoidni (PDB ID 1y9r) a glukokortikoidni receptor (PDB ID 6nwk).

Tyto receptory byly zobrazeny v PyMOLu a byly jim odebrany pavodni ligandy.
Nasledné byly pomoci funkce A>remove waters odejmuly vody a pomoci
A>hydrogens>add ptfidany vodiky jak na receptor, tak na ligand. Receptor byl nasledné
zobrazen v programu AutoDock Tools verze 1.5.7. V tomto programu byl ligand i receptor
pteveden do pozadovaného .pdbqt formatu.

Dale pfisla na tadu potieba pripravit konfigura¢ni soubor pro dokovani, kde byly
nastaveny pozadované parametry dokovani. Tento dokument obsahoval nazev receptoru
a ligandu, ktery byl dokovan s ptiponou .pdbqt. Nasledovalo nastaveni velikosti gridu ve
tftech rozmérech x, y a z. V neposledni fadé doslo k vybéru soufadnic stfedu aktivniho
mista, také ve tfech rozmérech — x, y a z. Soufadnice aktivniho mista se vybiraji pomoci
puvodniho ligandu zobrazenim jeho dat v textovém souboru — vybrany byly soufadnice
,.sttedu molekuly. Nasledné byl nastaven nazev vystupnich soubora jako textovy soubor
.txt pro vysledné energie a .pdb soubor.

E configdesogestrelle3g X 4=

Soubor Upravit Zobrazit

keceptor = le3gprotein.pdbqgt
ligand = desogestrel2t.pdbqgt

center_x = 3.818

center_y = 28.631

center_z = 3.932

size_x = 20

size_ y = 20

size_z = 20

out = desogestrelle3g vysledek.pdb

log desogestrelle3g vysledek.txt

Obrazek 18: konfiguracni soubor s nastavenymi parametry

Nasledovalo jiz samotné dokovani v programu AutoDock Vina verze 1.1.2. Pomoci
ptikazového tadku comd byla spusténa Vina. Zde se pomoci prikazu
vina.exe --config ndzevkonfiguracnihosouboru.txt spustilo samotné dokovani. Po nékolika

sekundach jiz Vina dokoncila dokovéani a vygenerovala vysledek, ktery je zobrazen
na obrazku 19 [50].
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If you used AutoDock Vina in your work, please cite: #

#
# #
# 0. Trott, A. J. Olson, #
# AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking #
# with a new scoring function, efficient optimization and #
# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2010) #
# 455-461 #
# #
# #
# #
# #
# #

DOI 10.1002/jcc.21334

Please see http://vina.scripps.edu for more information.
# R S R R R S R R R

Detected 8 CPUs
Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 1094972264
Performing search ...
50 60 70 80 20 100%

Refining results ... done.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

-0. .287 .197

-0. .835 .952

-0. .955 .182

=) .405 .132

-0. .141 .992
Writing output ...

Obrazek 19: Vysledek dokovani v programu AutoDock Vina

V dal§im kroku nasledoval vybér ligandii vhodnych pro dokovani. Ligandy byly
vybrany pomoci ligandovych databazi, zejména DrugBank. Zde doslo k hledani steroidnich
struktur, které by strukturné a hmotnostné zhruba odpovidaly plvodnim ligandim.
DrugBank nabizi moznost najit podobné struktury. Tato databaze také nabizi moznost
nakresleni samotné struktury, podle které najde shodné, nebo podobné ligandy. Takto bylo
nalezeno prvnich dvacet dva ligandi. Ty byly nasledné nakresleny pomoci programu
MarvinSketch verze 22.19. Ligand byl nejdiive vymodelovan ve 2D struktufe, preveden do
struktury 3D potiebné pro dokovani a pro kontrolu jesté zobrazen v PyMOLu.

Nasledné jiz byla potifeba jen ligandy pfipravit v AutoDock Tools jako .pdbgt
struktury stejné jako pii zpétném dokovani. Receptory jiz nebyla potieba pfipravovat, jelikoz
byly nachystané z predeslého kroku. Téchto 22 ligandii bylo do kazdého receptoru dokovano
manualné jeden po druhém.

Po probéhnuti dokovani doslo k zobrazeni ligandii v danych receptorech v PyMOLU.
Zde se porovnaly prostorové orientace jednotlivych struktur v aktivnim misté proteinu.
Porovnavani probihalo vzdy oproti orientaci puvodniho ligandu. Dale byla porovnavana
vazebné energie — ¢im vétsi zaporné Cislo afinity, tim silngji se struktura do komplexu vaze.
Porovnavani probihalo opét oproti pivodnimu ligandu.

Nakonec byla pro kazdy receptor a nadokovanych 22 ligandi vytvofena tabulka

se srovnanim vSech vazebnych energii pro porovnani mezi sebou a srovnani oproti
pavodnimu ligandu.
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Po konzultaci s vedoucim bakalarské prace bylo v databazi vybrano dalSich 140
ligandt, které byly podobné ligandim pavodnim. Opét byla potieba ligandy pfipravit na
dokovani jako .pdbqt soubory. V tomto pifipadé nebyl pouzit program AutoDock
Tools, ale skript pfedem pfipraveny vedoucim mé prace. Tato cast experimentu se
uskutecnila na univerzitnim clusteru Ingwe. Pomoci programu WINSCP byly do vytvorené
slozky na clusteru zkopirovany dané ligandy. Pro pfistup do clusteru se pouzil program
PuTTy slouzici k propojeni s jinymi zafizenimi v prostfedi Linuxu. Nésledné doslo ke
spusténi skriptu prepare-ligand.sh a skript ptipravil vSechny struktury ve formatu .pdbqt.

I dokovani probéhlo pomoci skriptu, tentokrdt na jiném univerzitnim
clusteru — Melian. Zde byly opét struktury zadouci pro experiment prevedeny pomoci
programu WINSCP do slozek receptors a ligands. Nasledné pfis§la na fadu nutnost skript
upravit pomoci piikazu nano. Zde doslo k nastaveni velikosti gridu a soufadnice aktivniho
mista. Po ulozeni udajt byla potieba zkontrolovat dostupnost nodd. Byl vybran ten, ktery byl
momentalné volny. Nasledovalo jiz spusténi samotného dokovaciho skriptu pomoci ptikazu
gsub -q mq-8-2@mli5.upol.cz -1 mem=3000 ./docking-cross.sh, kde mq-8-2@m15.upol.cz
je nazev prislusného nodu. Dokovani jednotlivych receptorti probihalo v raznych ¢asovych
dotacich — nejkratsi v rozmezi 2-3 hodin az nékolik dni.

Po dokonceni dokovani byl pouzit skript slouzici pro extrahovani energii z vyslednych
slozek soubort for i in *log; do echo -n $i" "; awk /-----+/{getline; print $2}' $i;.
Nasledovalo vytvoreni tabulky s afinitami vSech liganda pro jednotlivé soubory a jejich
sefazeni dle nejvyhodnéjsich energii. Pro bakalafskou praci bylo vybrano 15 liganda
s nejvyhodnéjsi energii.

Po dokoncCeni dokovani tohoto balicku ligandi bylo stejnym postupem znovu
nadokovano ptavodnich 22 ligandi pomoci skriptu pro sjednoceni vysledkd.

Poslednim krokem byl popis aktivnich mist jednotlivych steroidnich receptort v okoli
SA. Tento krok probihal v PyMOLU, kde byl oznagen libovolny nadokovany ligand
a pomoci funkce sele>actions>around>atoms wintin 5A oznageny aminokyseliny. Tato
selekce byla zobrazena v textovém souboru jako jednotliva data, kde byly sepsany jednotlivé
aminokyseliny, nebo jejich zbytky a jejich potradi v proteinu. Nésledné byla vytvorena
tabulka daného vazebného mista sjeho aminokyselinami a jejich potadi v receptoru.
Faktorem, ktery byl zaddoucim byla polarita téchto aminokyselin a jejich ovlivnéni vazby
liganda.
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3. Vysledky a diskuze

V této Casti jsou zhodnoceny vysledky dokovani celkem 162 liganda do jednotlivych
receptoru (progesteronovy, androgenni, estrogenove, mineralokortikoidni
a glukokortikoidni).

Byl vybran soubor priblizn¢ 15 ligandd u kazdého receptoru, které se navazaly
do aktivnich mist snejlepsi vazebnou energii, videalnim pfipadé s energii
vys§i, nez puvodni ligand.

3.1 Progesteronovy receptor

Plvodni ligand progesteronového receptoru (PDB ID 1A28) — progesteron, se navazal
s energii -12,2 kcal/mol.  Zadny zdale nadokovanych ligand nepfesahl tuto
energii, v nasledujici tabulce 2 jsou vSak sefazeny ligandy s nejvys§imi energiemi ligandu
dosazenych dokovanim.

Tabulka 2: Tabulka ligandii s nejvyssi afinitou vizané do progesteronového receptoru

ligand afinita/ (kcal/mol)
progesteron -12,2
hydroxyprogesterone -11,5
medrysone -11,4
17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN -11,3
1-androstenedione -11,2
medrogestone -11,2
nomegestrol -11,2
meprednisone -11,1
metenolone -11
norgestrel -11
prasterone -11
anecortave -10,9
methylestrenolone -10,9
norethandrolone -10,9
5-androstenedione -10,8
ethynylestradiol -10,8
gestonorone -10,8
methylprednisone -10,8
(1,2,6,7-3H)_Testosterone -10,8

Nejlepsi  vysledek  poskytl  hydroxyprogesterone,
M struktura velmi podobna  piivodnimu  ligandu, ktera navic
obsahuje hydroxylovou skupinu. Tento ligand se navazal
s vazebnou afinitou -11,5 kcal/mol. Hydroxyprogesteron je
pfirozeny agonista progesteronového receptoru, dale také
agonista mineralokortikoidniho receptoru a CasteCny agonista
Obrazek 20 : Hydroxyprogesterone
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receptoru glukokortikoidniho. Stejné jako progesteron se vaze do aktivniho mista
polarni vazbou na aminokyseliny glutamin 725 a arginin 766 [51].

Prostorova orientace oproti puvodnimu ligandu progesteronu je zobrazena na
obrazku 21, kde hydroxyprogesteron je zobrazen oranzové a progesteron modre.

Obrazek 21: Zobrazeni prostorové orientace hydroxyprogesteronu (oranZova) oproti
progesteronu (modrd) v aktivnim misté progesteronového receptoru

Druhou nejlepsi energii, témeéf  totoznou
s hydroxyprogesteronem se navazal medrysone. Jeho afinita
¢inila -11,4 kcal/mol. Strukturné je opét velmi podobny
progesteronu, navic obsahuje hydroxylovou skupinu na
jedenactém uhliku a methylovou na Sestém. Medrysone je

-----

H pacienty se zvySenym ocnim tlakem [51].
aH, . . .
Obrézel 22: Medrysone , VSteJne Jako hydroxyp‘ro‘gesterone se vaze do akt1vn1h9
mista pfes glutamin 725 a arginin 766. Navic jes§té hydroxylova
skupina na jedenactém uhliku poskytuje polarni vazbu
s asparaginem 719.

Treti nejlepsi vysledek poskytl 17-METHYL-17-ALPHA-
DIHYDROEQUILENIN s afinitou -11,3 kcal/mol. Tato
struktura se od pavodniho ligandu pomérné odliSuje. 17-
METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN je synteticky
steroidni estrogen, ktery se nikdy nedostal na trh. Tento ligand se
Obrdzek 23: 17-METHYL-17-ALPHA-  chova jako Uplny agonista a-estrogenu. Do aktivniho mista
DIHYDROEQUILENIN progesteronového receptoru se vaze polarni vazbou na glutamin
725 a arginin 766 [51].
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Se stejnou afinitu -11,2 kcal/mol se navazaly ligandy 1-androstenedione a dale
medrogestone a nomegestrol .

Chls

5

CH,

Obrazek 24: 1-androstenedione Obrdzek 25: medrogestone Obrézek 26: nomegestrol

l-androstenedione je synteticky anabolicky steroid, podporuje maskulinni vzhled
a ma hluboky ucinek na pokozku hlavy a ochlupeni. Medrogestone je progestin vyuzivany
jako ptipravek na 1é¢bu disfunkéniho menstruacniho krvaceni a k1écbé odlupovani
endometria u zen v menopauze. Nomegestrol je steroidni progestin, je slozkou nomegestrolu
acetatu prodavaného jako progestin.
1-Androstenedione se vaze do aktivniho mista receptoru pomoci glutaminu 725
a argininu 766, stejné tak se vaze i medrogestone a nemegestrol, ty navic s threoninem 894
poskytuji dalsi polarni vazbu [51].

Na obrazku 27 jsou zobrazeny prostorové orientace vSech vyse zminénych ligandua,
hydroxyprogesterone oranzove€, 1-androstenedione rizove, 17-METHYL-17-ALPHA-
DIHYDROEQUILENIN zluté, medrogestone lososveé, medrysone bile a nomegestrol
fialove. Paivodni ligand progesteron je zobrazen modie. VSechny tyto ligandy jsou shodné
natoceny svou oxoskupinou, nebo v pfipadé 17-METHYL-17-ALPHA-
DIHYDROEQUILENINu hydroxyskupiny shodné s pivodnim ligandem progesteronem.
Vsechny tyto ligandy se touto skupinou navic vazi shodné polarni vazbou na glutamin 725
a arginin 766.

Obrdzek 27: Zobrazeni prostorové orientace ligandii do progesteronového receptoru
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3.2 Androgenni receptor

Androgenni receptor (PDB ID le3g) pfirozené¢ vazal ligand metribolone, diky jeho
zpétnému dokovani do receptoru byla ziskana jeho vazebna energie -11,7 kcal/mol. Opét
nedoslo k pfesahu energie zadnym z alternativnich ligandd, avSak energie nejlépe
navazanych ligandi jsou sefazeny v tabulce 3 nize.

Tabulka 3: Energie nejlépe navdzanych ligandii do androgenniho receptoru

ligand afinita/ (kcal/mol)
metribolone -11,7
mibolerone -11,2
17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN -11,1
Fluoroestradiol F-18 -11
19-nor-5-androstenedione -10,8
methylestrenolone -10,7
nandrolone -10,7
norethandrolone -10,5
18-methyl-19-nortestosterone -10,2
trestolone -10,1
steran -10
1-androstenedione -9,5
estradiol 9,4
norgestrel 9,4
ethynylestradiol -9,2
nomegestrol -9,1

Jako nejlépe navazany ligand se jevi mibolerone s jeho
afinitou -11,2 kcal/mol. Oproti ptivodnimu ligandu metribolonu
obsahuje navazanou methylovou skupinu na sedmém uhliku.
Miboleron je oraln€ podavany 1€k pro feny na prevenci fije a mél
by mit vétsi afinitu k androgennimu receptoru, nez metribolone
(dle drug bank). Do aktivniho mista androgenniho receptoru se
vaze polarni vazbou s asparaginem 705 a threoninem 877 jeho

hydroxylovou skupinou. Jeho oxoskupina tvoii dalsi polarni
vazbu s argininem 752 [51].

Obrazek 28: mibolerone

Na obrazku 28 je vyobrazena prostorova orientace miboleronu (modie) oproti
puvodnimu ligandu metribolonu (zelené).
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Obrazek 28: Prostorova orientace metribolonu a miboleronu v aktivnim misté androgenniho receptoru

Obrazek 29: 17-METHYL-17-
ALPHADIHYDROEQUILENIN

Obrazek 30: Fluoroestradiol F18

Obrazek 31: 19-nor-5-androstenedione

Druhy nejlépe navazany ligand je 17-METHYL-17-

ALPHADIHYDROEQUILENIN s energii -11,1 kcal/mol.
Tento ligand se velmi dobfe vazal 1 v pfipadé progesteronového
receptoru. Do androgenniho receptoru se vaze pomoci polarni
vazby s glutaminem 711 a argininem 752 jeho hydroxylovou
skupinou na tfetim uhliku [51].

Tretim ligandem v pofadi senergii -11 kcal/mol je
fluoroestradiol F18. Tato latka je uzivana jako kontrastni
¢inidlo pfi pozitronové emisni tomografii zobrazovani
estrogen receptor pozitivnich 1ézi rakoviny prsu. Tento ligand
obsahuje navazany radioizotop fluoru - fluor 18. Do aktivniho
mista se navazal polarni vazbou pies glutamin 711, arginin 752
a methionin 745 jeho hydroxylovou skupinou na tfetim uhliku
[51].

19-nor-androstenedione se navazal s energii
-10,8 kcal/mol. Tento ligand je prozatimni experimentalni
latka, ktera by mohla mit uplatnéni v ovliviiovani hladiny
testosteronu v téle. Domniva se, ze tato latka by mohla
pravdépodobné byt metabolizovana v téle a mohla aktivovat
androgenni receptor, avS§ak v mensi mife, nez testosteron, nebo
dihydrotestosteron. V aktivnim misté androgenniho receptoru
je vazan na glutamin 711 a arginin 752 jeho oxoskupinou
na tfetim uhliku [51].
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Ligandy methylestrenolone a nandrolone se oba
navazaly s energii -10,7 kcal/mol.
Methylestrenolone je progestin a anabolicky steroid pouzivany
k 1é¢bé dysfunkci menstruacniho cyklu a menoupauzy a lze jej
oznacit za agonistu androgenniho receptoru. V aktivnim misté
androgenniho receptoru je navazan polarni vazbou na threonin
877 jeho hydroxylovou skupinou. Pomoci oxoskupiny je
navazan polarni vazbou na glutamin 711, arginin 752 a velmi
malo polarni aminokyseliny fenylalanin 764 [51].

Nandrolone je anabolicky steroid. Estery nandrolonu
jsou dale pouzivany v medicin€, ale pouze velmi malo.
Do androgenniho receptoru se stejné jako methylestrenolone
vazal polarni vazbou na threonin 877 hydroxylovou skupinou
Obrazek 33 Nandrolone a oxoskupinou na arginin 752 a fenylalanin 764, k vazbé
s glutaminem nedoslo [51].

Na obrazku 34 jsou vyobrazeny prostorové orientace jednotlivych
ligandi — mibolerone modre, 17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN
razove, 19-nor-androstenedione zluté, fluoroestradiol F18 lososové, methylestrenolone bile
a nandrolone fialové. U vSech ligandi doslo k polarni vazbé pres oxoskupinu nebo
hydroxyskupinu tfetitho uhliku na arginin 752 a kromé& nandrolonu a miboleronu také
na glutamin 711. K polarnim vazbam pftispély také threonin 877, fenylalanin 764 a asparagin
705.

Obrazek 34: Prostorové orientace ligandii v aktivnim misté androgenniho receptoru
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3.3 Glukokortikoidni receptor
U glukokortikoidniho receptoru (PDB ID 6nwk) se také nepodatilo dosahnout vyssi

vazebné energie, nez mél pivodni ligand — dexamethasone, ktery se navazal s vazebnou
energii -12,7 kcal/mol. Nejlepsi dosazené vysledky jsou sefazeny v tabulce 4 nize.

Tabulka 4: Nejlepsi vazebné afinity ligandii dokovanych do glukokortikoidniho receptoru

ligand afinita/ (kcal/mol)
dexamethasone -12,7
meprednisone -12,5
betamethasone -12,3
melengestrol -12,3
vamolorone -12,3
methylprednisone -11,9
hydroxyprogesterone -11,7
boldione -11,6
fluocinolone -11,6
halometasone -11,5
17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN -11,3
boldenone -11,3
calusterone -11,3
corticosterone -11,3
fluperolone -11,3
gestonorone -11,3
prednylidene -11,3

S vazebnou energii -12,5 kcal/mol je meprednisone
ligand s nejlep§i vazebnou energii pro glukokortikoidni
receptor. Jedna se methylovany derivat prednisonu. Svou
oxoskupinou na tfetim uhliku se vaze do aktivniho mista
glukokortikoidniho receptoru polarni vazbou na arginin 80.
Oxoskupinou na jedenactém uhliku se polarn€é vaze na
asparagin 33 a leucin 32. Hydroxyskupinou na sedmnactém
Obrézek 35: Meprednisone uhliku se polarné vaze na glutamin 111, asparagin 33
a mehionin 29 [51].

Na obrazku 36 je zobrazena nadokovana orientace meprednisonu (zelen€) oproti
puvodnimu ligandu dexamethasonu (modfe).
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Obrazek 36: Prostorovd orientace meprednisonu oproti piivodnimu ligandu dexamethasonu v aktivnim misté
glukokortikoidniho receptoru

Ligandy betamethasone, melengestrol a vamolorone se navazaly shodné€ s vazebnou
energii -12,3 kcal/mol.

Betamethasone je kortikosteroid uzivany jako
imunosupresivum a protizanétliva substance. Muaze byt vyuzit
k 1é¢bé koznich a autoimunni poruchy. V glukokortikoidnim
receptoru vykazuje polarni vazby s argininem 33 hydroxylovou
i oxoskupinou na postrannim fetézci sedmnéactého uhliku.
Hydroxyskupina jedenactého uhliku se vaze na leucin 32
a oxoskupina na tfetim uhliku se vaze na glutamin 39
a argininem 80 [51].

Melengestrol je steroidni progestin a antineoplasticka
latka. Do receptoru se navazal polarni vazbou na arginin 80 a
glutamin 39 oxoskupinou na tfetim uhliku. Dale poskytuje
vazbu s glutamimnem 111 hydroxylovou skupinou na
patnactém uhliku [51].

Vamorolone je synteticky steroid momentalné
v klinickém  testovani pro chlapce s Duchennovou svalovou
dystrofii. Jeho polarni vazby v glukokortikoidnim receptoru
jsou realizovany hydroxylovou a oxoskupinou postranniho
fetézce na 17 uhliku na arginin 33. Samostatna hydroxylova
skupina sedmnéactého uhliku se véaze na glutamin 111
Obrdzek 39: Vamorolone a oxoskupina na tfetim uhliku se vaze na glutamin 39 a arginin

80 [51].
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CH,
Obrazek 40: Methylprednisone

Patym ligandem s nejvyssi afinitou k aktivnimu mistu
glukokortikoidniho receptoru je methylprednisone s vazebnou
energii -11,9 kcal/mol. Tato latka byla pfi studovani 1écby
leukémie, revmatoidni artritidy, transplantaci ledvin a dal§ich.
Do  aktivniho  mista  glukokortikoidniho  receptoru
se methylprednisone navazal polarni vazbou jeho hydroxylovou
a oxoskupinou postranniho fetézce na sedmnactém uhliku pres
arginin 33 a threonin 208. Polarni vazbu také poskytuje
samostatna  hydroxylova skupina sedmnactého uhliku
s glutaminem 111. Oxoskupina na jedenactém uhliku se polarné
vaze s asparaginem 33 a leucinem 32. Navic se oxoskupina
tretiho uhliku vaze s argininem 80 a glutaminem 39 [51].

Na obrazku 41 jsou zobrazeny prostorové orientace ligandi meprednisone zelené,
betamethasoe fialove, vamorolone lososove, methylprednisone Zluté a melengestrol razove.
Hlavni roli hraji pfi vazbé ligand do aktivniho mista aminokyseliny glutamin 111 a 39
a asparagin 33 a 80. VSechny ligandy s vysokou vazebou afinitou maji velmi podobnou
strukturu. Nékteré struktury navic obsahuji jiné funkéni skupiny jako fluor (betamethasone)
nebo vice nebo méné methylovych nebo hydroxyskupin, v zdsad€ je ale jejich struktura

velmi podobna.

Obrazek 41: Prostorovd orientace ligandii v aktivhim misté glukokortikoidniho receptoru
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34 Mineralokortikoidni receptor
Puvodni ligand mineralokortikoidniho receptoru (PDB ID 1y9r) deoxycorticosterone

se navazal s vazebnou energii -10,2 kcal/mol. U nékolika liganda doslo k prevyseni vazebné
energie. Tyto ligandy jsou zaneseny v tabulce 5.

Tabulka 5: Ligandy s nejlepsi vazebnou energii dokované do mineralokortikoidniho receptoru

ligand afinita (kcal/mol)
deoxycorticosterone -10,2
gestonorone -11
hydroxyprogesterone -10,9
norgestrel -10,7
anecortave -10,6
(1,2,6,7-3H) Testosterone -10,5
17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN -10,5
metenolone -10,5
methylestrenolone -10,5
progesteron -10,5
testosterone -10,5
1-androstenedione -10,4
5-androstenedione -10,4
bolasterone -10,4
prasterone -10,4
boldenone -10,3
boldione -10,3
mibolerone -10,3
norethandrolone -10,3

S vazebnou energii -11 kcal/mol je gestonorone nejlépe
se vazajici ligand z dokovaného souboru ligandd
pro mineralokortikoidni receptor. Do aktivniho mista receptoru
se vazal polarni vazbou na arginin 770 oxoskupinou postranniho
fetézce, dale oxoskupinou tfetiho uhliku na arginin 817 [51].

Obrazek 42 : Gestonorone

Vazebna orientace je naznaCena na obrazku 43, kde je zelené gestonorone a modie
pavodni ligand deoxykortikosterone.
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Obrdzek 43: Vazba gestonorone a piivodniho ligandu deoxycorticosteronu v aktivnim misté

Druhym  nejlépe  navdzanym  ligandem  je
97 hydroxyprogesterone s vazebnou afinitou -10,9 kcal/mol. Tento
ligand se také vyskytoval u progesteronového receptoru
snejvétsi vazebnou energii. Do mineralokortikoidniho
receptoru se polarné vazal na arginin 770 a threonin 945 jeho
oxoskupinou postranniho fetézce. Oxoskupinou tretiho uhliku
Obrdzek 44: Hydroxyprogesterone  S€ vazal polarni vazbou na arginin 817, stejné jako ligand
gestonorone [51].

H,C Dal§im ligandem s vysokou energii je norgestrel
O ¢y 8 vazebnou afinitou -10,7 kcal/mol. Norgestrel se v kombinaci
=~ sethinyl estradiolem pouZivda jako forma hormonalni
antikoncepce zen. Do aktivniho mista mineralokortikoidniho
receptoru se navazal polarni vazbou pies oxoskupinu na arginin

817, glutamin 776 a leucin 810 [51].

Obrdazek 45: Norgestrel

Ligand anecortave se do mineralokortikoidniho
receptoru vazal s vazebnou energii -10,6 kcal/mol. Tento ligand
je vklinickém testovani pro pacienty socCni hypertenzi
= a glaukomem s otevienym  Ghlem. V aktivnim  misté
o "IKe mineralokortikoidniho receptoru je vazan polarné hydroxylovou
Obrdzek 46: Anecortave 1 oxoskupinou postranniho fetézce na arginin 770 [51].

HO
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Se stejnou afinitou -10,5 kcal/mol se vazalo nékolik ligandli . Témito latkami byly
struktury (1,2,6,7 — 3H) testosterone, metenolone, methylestrenolone, progesteron,
testosteron a 17-METHYL-17ALPHA-DIHYDROEQUILENIN. Methylestrenolone a , 17-
METHYL-17ALPHA-DIHYDROEQUILENIN jsou ligandy vyskytujici se s vyhodnou
vazbou také u vySe zminénych receptord.

Ligandy se do aktivniho mista mineralokortikoidniho receptoru obecné vazi polarni
vazbou zejména na arginin 770 a 817, nékteré ligandy dale také poskytuji vazbu
s threoninem 945 a glutaminem 776.

Na obrazku 47 jsou nize vyobrazeny vazby ligandi do aktivniho mista receptoru.
Zelen¢ gestonorone, hydroxyprogesterone lososove, anecortave fialové a norgestrel
oranzove.

Obrazek 47: Ligandy vazané do aktivniho mista mineralokortikoidniho receptoru.
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3.5 Estrogenovy receptor

Jelikoz ma estrogenovy receptor mnoho riznych modifikaci, byly pro jeho dokovani
vybrany Ctyfi struktury — estrogenovy receptor alfa vazajici estradiol (PDB ID
1AS52), estrogenovy receptor alfa vazajici genistein PDB ID 1X7R), estrogenovy receptor
alfa vazajici 4-hydroxytamoxifen (PDB ID 3ERT) a estrogenovy receptor beta vazajici
genistein (PDB ID 1X7J).

3.5.1 Estrogenovy receptor alfa vazajici estradiol

Vysledky dokovani u alfa estrogenového receptoru (PDB ID 1A52) s navazanym
ptivodnim ligandem estradiolem s vazebnou afinitou -9,9 kcal/mol dosahly prevyseni
energie puvodniho ligandu sedmi ligandy. Nejlepsi vysledky z dokovanych ligandt jsou
zaneseny do tabulky 5.

Tabulka 6: Vazebné energie ligandii dokovanych do aktivniho mista estrogenového receptoru

ligand afinita/ (kcal/mol)
estradiol -9,9
mibolerone -10,5
19-nor-5-androstenedione -10,4
equilenin -10,4
Fluoroestradiol F-18 -10,3
trestolone -10,3
methylestrenolone -10,2
18-methyl-19-nortestosteron -10
boldione -9,9
nandrolone -9,9
norethandrolone -9,9
5-androstenedione -9,8
1-androstenedione -9,6
boldenone -9,6
gestonorone -9,4
steran -9,4

Ligand mibolerone vychazi z dokovani jako nejlépe se
WO vazajici  ligand  stejné jako u androgenniho receptoru.
Do aktivniho mista estrogenu se vaze svou oxoskupinou na tietim
uhliku na fenylalanin 404 a arginin 394 narozdil od pivodniho
ligandu estradiolu, ktery se jeho hydroxyskupinou na tfetim
uhliku vaze misto fenylalaninu na kyselinu glutamovou 353.
Hydroxylovou skupinou se navic vaze na aminokyselinu histidin
Obrdazek 48: Mibolerone 524.
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Prostorové navazani je naznaCeno na obrazku 49, kde je mibolerone znazornén
zelené a puvodni ligand estradiol modfe [50].

Obrdzek 49: Prostorové navdzani miboleronu oproti estradiolu v estrogennim receptoru alfa vazajici estradiol

19-nor-5-androstenedione a equilenin se shodné
navazaly s afinitou -10,4 kcal/mol. 19-nor-5-androstenedione je
ligand, ktery pfi dokovani vykazoval také dobrou afinitu
k androgennimu receptoru. Do estrogenniho receptoru se vaze
polamé jeho oxoskupinou tfettho uhliku na arginin 394
Obrdzek 50: 19-nor-5-androstenedione @ oxoskupinou sedmnactého uhliku na histidin 524.

o H,C

Equilenin je estrogenni steroid produkovany kofimi
a muizeme ho ve zvySené koncentraci najit v moci t€hotnych
kobyl. V aktivnim misté je polarné vazan pouze pomoci
argininu 394 jeho hydroxylovou skupinou [51].

Dalsimi ligandy prevysujicimi energii pivodniho ligandu
s vazebnou afinitou -10,3 kcal/mol jsou Fluororestradiol F18
a trestolone. Tento ligand s radioizotopem fluoru vykazoval
vysokou hodnotu vazebné afinity také u androgenniho
receptoru, stejné jako trestolone. Hydroxylovou skupinou tietiho
uhliku se polarné navazal hned na tf1 aminokyseliny — kyselinu
glutamovou 353, leucin 387 a arginin 394. Hydroxylovou
Obrazek 52+ Fluoroestradiol FI8 skupinou sedmnéactého uhliku poskytuje polarni vazbu
s histidinem 524.
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OH Trestolone je uméle syntetizovana latka, ktera by mohla
byt potencialnim kandidatem jako antikoncepéni pilulka pro
muze, jeho puasobeni zajistuje docasnou infertilitu.
Hydroxylovou skupinou se v estrogennim receptoru navazal
na arginin 394 a kyselinu glutamovou 353. Oxoskupinou je
polarné vazan s histidinem 524 [51].

'y e H,

Obrazek 53: Trestolone

Dalsimi ligandy vazajicimi se s vyssi vazebnou energii, nez ptivodni ligand estradiol
jsou methylestrenolone a boldione.

Ligandy se do aktivniho mista estrogenového receptoru alfa vazajici estradiol vazaly
pomoci nasledujicich aminokyselin polarni vazbou: kyselina glutamova 353, arginin 394
a svou skupinou na sedmnactém uhliku ve vétsiné pfipada na histidin 524.

Na obrazku 54 jsou zobrazeny prostorové orientace ligandi v aktivnim
misté — mibolerone zelené, equilenin bile, fluoroestradiol F18 fialové, trestolone oranzove
a 19-nor-5-androstenedione zluté.

Obrazek 54: Prostorova orientace v aktivnim misté ER alfa vazajici estradiol
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3.5.2 Estrogenovy receptor alfa vazajici genistein

Velmi zajimavych vysledkl bylo dosazeno pii dokovani alfa estrogenniho
receptoru vazajici genistein (PDB ID 1X7R). Celkem 47 ligandi ze souboru
dokovanych ligandid dosahly dokovanim vyssi vazebné afinity, nez ptivodni ligand
genistein s vazebnou afinitou -8 kcal/mol V nasledujici tabulce 7 jsou zaneseny
ligandy s nejlepsi dosazenou hodnotu vazebné afinity.

Tabulka 7: Nejlepsi vazebné energie ligandii vazanych do estrogenového receptoru alfa vazaného s genisteinem

ligand afinita/ (kcal/mol)
genistein -8
trestolone -10,9
estrone -10,8
19-nor-5-androstenedione -10,7
mibolerone -10,7
5-androstenedione -10,6
1-androstenedione -10,5
Fluoroestradiol F-18 -10,3
etynodiol -10,2
methylestrenolone -10,1
nandrolone -10,1
prasterone -10
(1,2+A1:B115+A1:B145,6,7-3H)_Testosterone -9,9
17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN -9,9
bolasterone -9,9
boldenone -9,9

Obrazek 55: Trestolone

Ligandem s nejvysSi energii pfevySujici genistein je
trestolone s vazebnou afinitou — 10,9 kcal/mol. Tento ligand déle
také prevySoval vazebnou energii puvodniho ligandu
pii dokovani do estrogenového receptoru alfa vazaného
s estradiolem. Svou oxoskupinou se vaze v aktivnim misté
estrogenového receptoru polarni vazbou na kyselinu glutamovou
353 a arginin 394. Hydroxylovou skupinou se dale vaze polarné
na histidin 524.

Na obrazku 56 je zobrazeno prostorové orientovani trestolonu - rzove, oproti

genisteinu - zelené.
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Obrazek 56: Prostorova orientace trestolonu oproti genisteinu v aktivnim misté estrogenového receptoru alfa vazajiciho

Obrazek 57: Estrone

H,C

o)
Obrazek 58: 19-nor-5-androstenedione

"l/fCHa

Obrazek 59: Mibolerone

genistein

Druhym nejlépe vazanym

ligandem s energii - 10,8 kcal/mol je estrone. Estrone je jednim
zhlavnich savCich estrogeni produkovany predevsim
vajecniky, placentou a adipézni tkani. Svou hydroxylovou
skupinou je vazan v aktivnhim misté receptoru polarni vazbou
s kyselinou glutamovou 353 a argininem 394, oxoskupina

polarni vazbu neposkytuje [51].

19-nor-5-androstenedione a mibolerone jsou ligandy
vazajici se do aktivniho mista estrogenového receptoru
s vazebnou afinitou -10,7 kcal/mol. Oba tyto ligandy byly také
nejlépe navazanymi také u estrogenového receptoru alfa
vazaného s estradiolem. Latka Mibolerone byla navic nejlépe
vazanym ligandem u androgenniho receptoru, 19-nor-5-
androstenedione dale také vykazoval vysokou vazebnou
energii u tohoto recetoru [51].

19-nor-5-androstenedione se vaze oxoskupinou tretiho
uhliku do estrogenového receptoru polarné na arginin 394
a oxoskupinou sedmnactého uhliku na histidin 524, stejn¢ jako
u estrogenového receptoru vazaného s estradiolem.
Mibolerone se v aktivnim misté receptoru vaze oxoskupinou
na arginin 394 a kyselinu glutamovou 353 polarné.
Hydroxyskupina tvoti vazbu s histidinem 524.
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5-androstenedione byl dokovan do aktivniho mista
s vazebnou energii -10,6 kcal/mol a je tak patym nejlépe
navazanym ligandem do tohoto receptoru. Tato latka je
prohormon testosteronu pouzivan jako zakazand dopingova
latka. V estrogennim receptoru se v aktivnim misté polarn€ vaze
na arginin 394 oxoskupinou tfettho uhliku a na histidin 524
oxoskupinou sedmnactého uhliku [51].

Obrazek 60: 5-androstenedione

Stejné jako u estrogenového receptoru alfa vazajiciho estradiol se ligandy do
aktivniho mista tohoto receptrou vazi pres stejné aminokyseliny — histidin 524, arginin 394
a kyselonu glutamovou 353.

Na obrazku 60 jsou zobrazeny prostorové orientace ligandi v aktivnim misté
estrogenového receptoru alfa vazajiciho genistein — trestolone modre, estrone zelené, 19-
nor-5-androstenedione zlut€, mibolerone fialove a 5-androstenedione bile.

Obrazek 60: Prostorovd orientace ligandii v aktivnim misté estrogenového receptoru alfa vazajici genistein
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3.5.3 Estrogenovy receptor beta vazajici genistein

Pii dokovani estrogenového receptoru beta (PDB ID 1X7J) bylo také u nékolika
ligandti dosaZeno pievySeni vazebné afinity jeho pivodniho ligandu genisteinu s vazebnou
afinitou -9,2 kcal/mol. Bylo dosazeno velmi podobnych vysledki, jako u estrogenového
receptoru alfa vazajici ho se s genisteinem. Nejlepsi dosazené vysledky jsou znazornény
v tabulce 8.

Tabulka 8: Nejlepsi vazebné energie ligandii vazanych do aktivniho mista estrogenového receptoru beta

ligand afinita/ (kcal/mol)
genistein -9,2
estrone -10,9
5-androstenedione -10,6
19-nor-5-androstenedione -10,2
steran -10
etynodiol -9,8
trestolone -9,7
(1,2+A1:B145,6,7-3H) _Testosterone -9,6
1-androstenedione -9,6
calusterone -9,6
nandrolone -9,6
boldenone -9,5
metenolone -9,4
testosterone 9,4
17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN -9,3
boldione -9,2
Fluoroestradiol F-18 9,1

Nejlépe navazanym ligandem vtomto steroidnim
receptoru s vazebnou energii -10,9 kcal/mol se jevi estrone, ktery
byl druhym nejlépe vazanym ligandem také u estrogenového
receptoru  vazaného s genisteinem. Do aktivniho mista
estrogenového receptoru beta se vazal polarné na arginin 346
a kyselinu glutamovou 305 jeho hydroxylovou skupinou.

Obrézek 61 Estrone Na obrazku 62 je zobrazena vazba estone (zelen€) oproti
pavodnimu ligandu genisteinu (modfe) v aktivnim misté ER beta.
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Obrazek 64: 19-nor-5-androstenedione

Obrazek 65: Steran

Obrdazek 62: estrone a genistein v aktivnim misté ER beta

Druhym nejlépe vazanym ligandem je 5-androstenedione
s energii -10,6 kcal/mol a stejné jako estrone, se se stejnou
energii vazal 1 do estrogenového receptoru alfa s puvodnim
ligandem genisteinem. V aktivnim misté¢ estrogenového
receptoru beta je polarné vazan kyslikem tretiho uhliku
s kyselinou glutamovou 305 a argininem 346 stejné jako estrone.
Navic jesté¢ poskytuje polarni vazbu na sedmnactém uhliku
s histidinem 475.

19-nor-5-androstenedione se po dokovani navazal
s vazebnou afinitou -10,2 kcal/mol, tento ligand poskytoval také
dobrou vazbu s etrogenovym receptorem alfa s genisteinem.
V aktivnim misté ER beta je vazan oxoskupinou polarné na
arginin 346 a kyselinu glutamovou 304. Hydroxyskupinou je
vazan polarné s histidinem 475.

Dobrou vazbu s afinitou -10 kcal/mol poskytl také steran.
Tato struktura je zakladni strukturou vSech steroidnich
latek, které jsou zného odvozeny. V aktivnim misté receptoru
neposkytuje zddnou polarni vazbu.
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S vazebnou afinitou -9,8 kcal/mol byl navazan etynodiol.
Etynodiol je steroidni progestin a je prekurzorem norethisteronu.
V estrogenovém receptoru beta je vazan hydroxyskupinou na

tretim uhliku polarni vazbou s kyselinou

glutamovou 304, leucinem 339 a argininem 346.

Hydroxyskupinou na sedmnactém uhliku tvofi polarni vazbu
Obrazek 66: Etynodiol s histidinem 475 [51].

Ligandy se do aktivniho mista estrogenového receptoru beta vazaly polarni vazbou
zejména na arginin 346 a kyselinu glutamovou 304, svou skupinou na sedmnéactém uhliku
je vétsina liganda vazana na histidin 475.

Na obrazku 67 je znazornéna vazba ligandi v aktivnim misté beta estrogenového
receptoru — estrone zelené, S-androstenedione oranzove, 19-nor-androstenedione
zluté, etynodiol lososové a steran bile.

Obrazek 67: Navazané ligandy do aktivniho mista estrogenového receptoru beta
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3.5.4 Estrogenovy receptor alfa vazajici 4-hydroxytamoxifen

U tohoto typu estrogenového receptoru (PDB ID 3ERT), jako jediného z pouzitych
estrogenovych receptort, nedosahl zadny ligand z vybraného souboru ligandu vyssi vazebné
afinity, nez puvodni ligand 4-hydroxytamoxifen, ktery se navazal s energii -9,6 kcal/mol.
Toto je pravdépodobné zpusobenou faktem, Zze 4-hydroxytamoxifen je inhibitor
estrogenového receptoru a jeho navazanim do aktivniho mista zptsobuje jeho konformacni
zmény. Nejlepsi vysledky jsou zobrazeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Nejlepsi vazebné energie ligandii vazanych do estrogenového receptoru alfa vizaného s 4-

hydroxytamoxyfenem
ligand afinita/ (kcal/mol)
4-hydrofytamoxifen -9,6
1-testosterone 9,4
5-androstenedione 9,4
bolasterone 9,4
boldenone 9,4
calusterone 9,4
Estradiol benzoate -9,4
1-androstenedione -9,3
fulvestrant -9,3
desogestrel -9,2
estrone -9,2
trestolone -9,2
methyltestosterone -9,1
mibolerone -9,1
19-nor-5-androstenedione -8,9
boldione -8,9
estradiol -8,9
estriol -8,9
nandrolone -8,9
prasterone -8,9
testosterone -8,9

Ligandy 1-testosterone, S-androstenedione, bolasterone, boldenone, calusterone

a estradiol benzoate se v§echny navazaly se shodnou vazebnou afinitou -9,4 kcal/mol.

cH l-testosterone  je anabolicky steroid lisici
se od testosteronu polohou dvojné vazby a da se charakterizovat
jako anabolicky steroid. Oxoskupinou se v aktivnim misté vaze
polarni vazbou na histidin a glycin 521. Hydroxyskupinou
se polarné vaze na arginin 394. Na obrazku 37 je zobrazena
prostorova orientace 1-testosteronu (modie) oproti puvodnimu
ligandu 4-hydroxitamoxifenu (zelen€) [51].

Obrazek 68: 1-testosterone
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Obrazek 73: Estradiol benzoate

5-androstenedione se vazal svazebnou afinitou
prevysujici ptivodni ligand také u estrogenovych receptort alfa
i beta vazajicich genistein. Oxoskupinou Sesti¢etného kruhu se
vaze polarné s fenylalaninem 404 a arginnem 394, oxoskupinou
péticetného kruhu poskytuje vazbu s histidinem 524.

Bolasterone je anabolicky steroid a zakdzana dopingova
substance. Vyuziti se mu dostava zejména v oblasti veterinarni
mediciny. V aktivhim misté estrogenového receptoru 3ERT je
vazan polarni vazbou na oxoskupiné s histidinem 524
a kyselinou glutamovou 419. Hydroxyskupinou je vazan
na arginin 394 [50].

Boldenone je anabolicky steroid pouzivany zejména pro
veterinarni ucely a 1ébu koni. U lidi se pouziva jako zakazana
dopingova substance. Do receptoru 3ERT je vazan
hydroxyskupinou polarni vazbou na leucin 387 a arginin 394
[50].

Calusterone je anabolicky androgenni steroid a je
antineoplastickou latkou. Dale je =zakazanou dopingovou
substanci. V aktivnim misté estrogenového receptoru vazaného
s molekulou 4-hydroxytamoxifenem je vazan oxoskupinou
na kyselinu glutamovou 419 a histidin 524. Hydroxyskupina
poskytuje vazbu s argininem 394 [51].

Estradiol benzoate je estrogen pouzivany pro 1écbu
nepravidelné menstruace. V aktivnim misté receptoru 3ERT
neposkytuje zadnou polarni vazbu [51].

0

Ligandy v aktivnim misté estrogenového receptoru alfa vazajici 4-hydroxytamoxifen
poskytovaly polarni vazbu predevsim s kyselinou glutamovou 419 histidinem 524

a argininem 394.
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Na obrazku 74 je zobrazena prostorova orientace nejlépe navazanych ligandu
v aktivnim misté steroidniho receptoru 3ERT 1-testosterone modie, S-androstenedione
ruzoveé, bolasterone zlut€, boldenone lososové, calusterone bile a estradiol benzoate fialove.

Obrdzek 74: Zndzornéni nejlépe navdzanych ligandii do estrogenového receptoru alfa vazajiciho 4-hydroxytamoxifen
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3.6 Celkové vysledky

Je mozné si vSimnout, ze nékteré ligandy se pomérné Casto opakuji v tabulkach
ligandi s nejlépe vazanymi ligandy jednotlivych receptord. Tyto ligandy sice nemusi
prevySovat vazebnou energii puvodniho ligandu, ale byly zafazeny jako 15 ze 162 vazanych
ligandti s nejlepsi vazebnou energii u jednotlivych receptori. Souhrnny piehled téchto
ligandt a receptory, kde se vyskytuji s vyhodnou vazebnou energii, je zanesen do tabulky 10.

Tabulka 10: Souhrnnd tabulka opakované vyskytujicich se ligandii s vyhodou vazebnou energii - PROG
(progesteronovy), AND (androgenni), GLU (glukokortikoidni), MIN (mineralokortikoidni), EST| o (estrogenovy
alfa + estradiol), EST: o (estrogenovd alfa + genistein), EST3 a (estrogenovy alfa + 4-hydroxytamoxifen), EST 8

(estrogenovy beta)
receptor

ligand PROG AND GLU MIN EST:a EST.a EST;a ESTPB
1-androstenedione v v v v v v v
17-METHYL-17-ALPHA-
DIHYDROEQUILENIN v v v v v v
5-androstenedione v v v v v v
boldenone v v v v v v
mibolerone v v v v v
19-nor-5-androstenedione v v v v v
trestonolone v v v v v
nandrolone v v v v v
methylestrenolone v v v v v
boldione v v v v v
prasterone v v v v
norethandrolone v v v v
gestonorone v v v v
Fluororestradiol F18 v v v v

CH,

Jako ligand nejlépe se vazajici do zminénych receptoru
se jevi l-androstenedione, ktery se objevil v seznamu top 15
ligand u vsech receptori kromé glukokortikoidniho. Tento
ligand je anabolicky steroid, ktery je zakazan Svétovou
antidopingovou asociaci jako zakéazana latka ve sportu.

CH,

H
Obrazek 75: 1-androstenedione

Dalsimi ligandy, o kterych lze fici, ze se dobie vazaly do aktivnich mist receptort
jsou 17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN, 5-androstenedione a boldenone.
Tyto latky se vazaly s dobrou vazebnou energii vazaly do Sesti z osmi vybranych receptort.
Molekula 17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN se nevyskytoval pouze
u estrogenovych receptort alfa vazajicich estradiol a 4-hydroxytamoxifen. 5-
androstenedione se nevyskytoval u androgenniho a glukokortikoidniho a boldenone
neposkytoval dobrou vazbu pouze s progesteronovym a androgennim receptorem. U dvou
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z téchto latek, konkrétné u boldenone a 5-androstenedione — lze urcit jako jejich spoleCnou
vlastnost pouzivani jako zakazan4a dopingova latka, 17-METHYL-17-ALPHA-
DIHYDROEQUILENIN je synteticky steroidni estrogen. Dale tyto latky obsahuji dvé
methylové skupiny, boldenone a struktura sndzvem 5-androstenedione na desatém
a tfinactém uhliku, 17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN na patnactém
a Ctrnactém.

Dale stoji za zminku ligandy, které se vyskytovaly v nadpolovi¢ni vétsiné receptort.
Byly to ligandy mibolerone (androgenni, estrogenové receptory alfa vazajici estradiol a dale
genistein a 4-hydroxytamoxifen, mineralokortikoidni), 19-nor-5-androstenedione (vSechny
estrogenove receptory, androgennt), trestolone (vSechny estrogenove
receptory, androgenni), nandrolone  (vSechny estrogenové receptory a dale
androgenni), methylestrenolone  (progesteronovy, glukokortikoidni, dale androgenni
a estrogenové receptory alfa vazajici estradiol a4-hydroxytamoxifen) a boldione
(glukokortikoidni, mineralokortikoidni, estrogenovy receptor beta, estrogenové receptory
alfa vazajici estradiol a 4-hydroxytamoxifen). Tyto latky jsou oznaCovany jako anabolické
steroidy a vétSina je kontrolovana Americkou antidopingovou asociaci pro kontrolu
zakazanych latek.

Ligandy, které se vyskytovaly u poloviny vybranych steroidnich receptord byly
prasterone ( progesteronovy, mineralokortikoidni, estrogenové receptory alfa vazajici
estradiol a 4-hydroxytamoxifen), norethandrolone (androgenni a mineralokortikoidni
receptor, dale receptory progesteronovy a estrogenovy receptor alfa vazajici
estradiol), gestonorone (glukokortikoidni, mineralokortikoidni, progesteronovy a dale
estrogenovy receptor alfa vazajici estradiol), fluoroestradiol F18 (androgenni, estrogenovy
receptor beta, estrogenové receptory alfa vazajici genistein a estradiol). Tyto latky se
pouzivaji jako léky k riznym lécebnym tceltm.
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4. 7.avér

Pomoci metody molekulového dokovani bylo do aktivnich mist steroidnich receptora
(mineralokortikoidni, glukokortikoidni, progesteronové, androgenni a Ctyfi typy
estrogenovych receptori) dokovano celkem 162 ligandid. Tyto ligandy se velikosti
a strukturou podobaly ptivodné vazanym molekulam v danych receptorech. Receptory byly
stahnuty z RCSB PDB databaze, doslo k identifikaci aktivniho mista a pfipravé receptort
pro dokovani. Ligandy byly vybrany za pomoci databazi Zinc a primarné
DrubBank, néasledné piekresleny v programu MarvinSetch a pfipraveny pro dokovani.
Samotné dokovani probihalo v programu AutoDock Vina za pomoci skriptu. Po dokonceni
dokovani doslo k sestaveni tabulek ligandi pro jednotlivé receptory a sefazeni dle
nejvyhodnéjSich vazebnych afinit. NejlepSich patnact ligandd u kazdého receptoru bylo
porovnano a vyhodnotily se souvislosti mezi vazbami jednotlivych molekul, které byly
nasledn€ popsany pomoci polarnich vazeb na aminokyseliny v aktivnich mistech receptort.

Cilem prace bylo ziskat ligandy s vazebnou energii prevysujici pivodni ligand. Této
skuteCnosti se nepodafilo dosahnout u v§ech zminénych receptort. K tomuto jevu (prevyseni
vazebné energie puvodni latky) doslo u mineralokortikoidniho receptoru, kde se nejlépe
vazal gestonorone (-11 kcal/mol) s pfevySenim energie ptivodniho ligandu o -0,8 jednotky.
Dale u estrogenového receptoru alfa vazajicicho estradiol — nejlépe vazany ligand
mibolerone (-10,5 kcal/mol) prevysil pavodni ligand estradiol o -0,6 jednotky. Tento jev se
také podafil identifikovat pro estrogenovy receptor alfa vazajici genistein (trestonolone
-10,9 kcal/mol ptevysil pavodniho ligandu o -2,9 jednotky) a estrogenovy receptor beta
vazajici genistein (estrone -10,9 kcal/mol — prekroCeni ptvodné vazaného ligandu o -1,7
jednotky). Lze si povSimnout, ze mezi jednotlivymi estrogenovymi receptory je mozné
pozorovat zasadni zmeény ve vazbé ligandi — pravdépodobné z divodu jiného
aminokyselinového usporadani.

Mezi receptory mizeme pozorovat, ze neékteré ligandy figuruji v tabulkach s nejlépe
navazanymi ligandy Cetnéji. Obecné lze fici, ze nejlépe se vazajicim ligandem do vybranych
receptort je anabolicky steroid 1-androstenedione, ktery prokazal vyhodnou vazbu u vSech
receptoru s vyjimkou glukokortikoidniho. Dal§imi latkami, které se vyskytuji u nadpolovi¢ni
vétSiny  receptori  jsou 17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN,  5-
androstenedione a boldenone. Dale se také vyskytuje mibolerone, 19-nor-5-
androstenedione, trestonolone, nandrolone, boldione a methylestrenolone. VSechny tyto
latky az na vyjimku (17-METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN ) jsou anabolické
steroidy a dopingové latky. Obecné lze tedy prohlasit, Ze nejCetnéji se vyskytujicimi ligandy
s vyhodnou vazebnou energii jsou anabolické steroidy.

Dale také stoji za zminku ligandy, které se vyskytuji s dobrou vazebnou energii
u poloviny receptort — fluoroestradiol F18, prasterone, norethandrolone a gestonorone. Tyto
molekuly jsou vyuzivané jako 1éky k rozlisSnym uceltim.

Vysledkem prace je soubor zhruba patnacti ligandd pro kazdy receptor
s nejvyhodnéjsSimi  vazebnymi energiemi. Tyto latky budou predlozeny k dal§im
experimentim v ramci praktické chemie. Dalsi souvislosti mezi ligandy a receptory budou
nastrojem pro dal$i navazujici studium.
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S. Summary

By using the molecular docking technique, there were 162 ligands docked into active
sites of steroid receptors (mineralocorticoid, glucocorticoid, progesterone, androgene, and
four types of estrogene receptors). These ligands were similar to ligands, that were bound
naturally in these receptors. Receptors were downloaded from RCSB PDB database, active
site was isentified and these receptors were prepeared for docking. Ligands were chosen with
help of Zinc and Drugbank databases and then they were drawn in MarwinSketch and got
prepeared for docking. AutoDock Vina was used as docking programme. After molecular
docking was finished, tables for each receptor were made including top fifteen ligands with
the best binding energy. After that, those tables were compared to each other and binding
affinities of these ligands were described by polar bonds to aminoacids in the receptor’s
active sites.

The goal of this thesis was to find ligands with binding energy, which would
overcome the energy of the original molecule. This fact was not reached in all of the
receptors. We could see this phenomenon in mineralocorticoid receptor, where the best
bound ligand was gestonorone (-11 kcal/mol), who overcome the original ligand by -0,8unit.
Then we could see it in estrogene receptor binding estradiol — best bound ligand mibolerone
(-10,5 kcal/mol) overcame the original ligand estradiol by -0,6 unit. This fact (overcoming
the energy of the original ligand) was also achieved for estrogene receptor alpha binding
genistein (trestolone -10,9 kcal/mol), trestolone overcame genistein by -2,9 units. The last
receptor, where overcoming the original ligand was achieved, was estrogene receptor beta
binding molecule genistein (estrone -10,9 kcal/mol — overcoming the original ligand by
-1,7 unit). It is clear, that there are differences in binding ligands to different estrogene
receptors — probably because of the arrangement of aminoacids.

We can realise that there are structures, which appear in tables of more than one
receptor. It can be generally said, that the best binding ligand to chosen receptor is 1-
androstenedione, which bound with beneficial energy to all receptors except glucocorticoid
receptor. Other ligands, that showed good binding affinity for most of the receptors were 17-
METHYL-17-ALPHA-DIHYDROEQUILENIN, 5-androstenedione and boldenone. There
are also other ligands that were well bound for more than half of the receptors - mibolerone,
19-nor-5-androstenedione, trestonolone, nandrolone, boldione and methylestrenolone. All
of these structures are anabolic steroids and substances used as doping (17-METHYL-17-
ALPHA-DIHYDROEQUILENIN as an exception), so we can say that the best binding
ligands to steroid receptors are anabolic steroids.

Ligands, that were bound with good binding energy in half of the receptors were
fluoroestradiol F18, prasterone, norethandrolone a gestonorone. These substances are used
for medical uses.

The result of this experiment is collection of approximately fifteen ligands for each
receptor, which binded best out of those 162 ligands. These structures are going to be
suggested for practical chemists to experiment with. Other connections and relations
between these ligands and chosen receptors will be discussed in further study.
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