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POVZETEK

Resetanje visokih zmogljivosti je v danasnjem ¢asu Se vedno najpogostejSa metoda resetanja
kemijskih knjiznic. Gre za zelo kompleksen in dolgotrajen postopek zato se uporablja
komplementarne metode kot je virtualno resetanje. Virtualno reSetanje se lahko izvaja tudi
kot samostojen proces, kjer gre za kombinacijo razli¢nih ra¢unalniskih pristopov in orodij.
Zelo je pomembno, da poznamo delovanje teh orodij do potankosti in parametre, ki vplivajo
na rezultate nasih eksperimentov. V okviru magistrskega dela smo preverjali vpliv parametra
Stevila izraCunanih konformacij na rezultat sidranja.

Sidranje spada med vrste reSetanj, ki temeljijo na osnovi tarce. Iz baze podatkov DUD-E
smo pridobili strukturne informacije o terapevtskih tar€ah s kristaliziranimi ali
kokristaliziranimi ligandi ter pripadajo¢imi knjiznicami aktivnih in neaktivnih spojin. S
programskim paketom OEDocking smo ustrezno pripravili tarée in definirali vezavna mesta
za izvajanje eksperimentov sidranja. S programom Omega, smo izvedli pripravo 3D
virtualnih knjiznic spojin, to je generiranje razlicnega Stevila konformacij: 1, 25, 250 in
2500. Nato smo s programom Fred iz racunalniskega paketa OEDocking izvedli postopek
sidranja pripravljenih 3D virtualnih knjiznic v izbrane terapevtske tarCe. Eksperiment
sidranja smo za vsako tar¢o ponovili trikrat in rezultate zbrali v programu KNIME s pomocjo
ROC krivulj. Tar€e z najmanjSimi vezavnimi mesti glede na prostornino in najbolj rigidnimi
kristaliziranimi ligandi so se odrezale kot konformacijsko neodvisne. Imele so zelo majhne
vrednosti povrSine pod krivuljo (angl. Area under the curve - AUC) in pa zelo majhne
prirastke ob prehodu na vecje Stevilo konformacij. Prav tako se je izkazala pomembna
primerjava podobnosti po deskriptorjih med aktivnimi in neaktivnimi spojinam ter med
uporabljeno knjiznico spojin in kristaliziranim ligandom. BoljSe rezultate in konformacijsko
odvisnost pa smo pokazali v primeru vecjih vezavnih mest. Ugotovili smo, da je pri vecini
primerov prislo do prirasta AUC pri uporabi 25 konformacij in ta velikostni rang smo

dolo¢ili za optimalen ob upoStevanju rezultatov in porabe Casa, ter racunske moci.
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ABSTRACT

High-throughput screening is still the most used method for screening chemical libraries.
It’s a very complex and long procedure and for that reason we use complementary methods
like virtual screening. Virtual screening can be used as a standalone method which consists
of several computational approaches and software tools. It’s very important that we
understand these tools and all the parameters that affect the outcome of our experiments. As
part of this master’s thesis we observed the influence of the number of conformations on the
outcome of virtual screening.

Docking is a structure based drug design type of screening. We used the DUD-E database to
obtain structural data on therapeutic targets and their ligands along with a database with
corresponding active and inactive compounds. With the help of OEDocking software we
prepared the targets and defined binding regions for our experimental docking. We prepared
3D virtual libraries that contain a different amount of conformations per compound: 1, 25,
250, 2500. Then we executed the docking with Fred (OEDocking). We docked the
compounds into corresponding targets 3 times and each time we used randomly selected
compounds. Targets with the smallest volume of binding regions and the most rigid
crystalized ligands were the worst performers. They had the lowest area under the curve
(AUC) and also the AUC gain when the conformation number was increased was minimal.
The comparison of descriptors between active and inactive compounds and also between the
library and crystalized ligands was very important. With bigger binding regions we got better
results and a bigger conformational independence. We observed an AUC increase with most
targets at 25 conformations so we selected this size as optimal considering computational

time.
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1 UVOD
1.1 RESETANJE VISOKIH ZMOGLJIVOSTI (HTS)

Dandanes se za odkrivanje novih zdravilnih u¢inkovin ve¢inoma Se vedno uporablja metodo
reSetanja visokih zmogljivosti (HTS), ki je tudi najpogostejSi vir zadetkov. Gre za
avtomatizirani postopek, kjer z ustreznimi metodami preverjajo potencialno aktivnost velike
koli¢ine spojin na dan. Ob pridobitvi spojin zadetkov se le-te vodi skozi proces optimizacije
do spojin vodnic. Tem vodnicam nato spet z modifikacijo strukture izboljSajo lastnosti, ki
vplivajo na ADMET: absorpcija, distribucija, metabolizem, izloCanje in potencialna
toksi¢nost. To so kljuéni koraki, ki surove potencialne spojine pretvorijo v vodnice in na
koncu v nove zdravilne u¢inkovine. Ta proces je dolgotrajen in drag saj trenutno najboljse
HTS metode dovoljujejo resetanje 10”6 spojin na dan ampak le majhen odstoten zadetkov
napreduje v nadaljnje raziskave, kar predstavlja veliko ekonomsko breme. Zato tudi ni
presenecenje da je bila potreba po alternativni ali vsaj komplementarni metodi velika.
Pomembna je ucinkovita identifikacija zadetkov v zgodnjih stopnjah razvoja za optimalno

izrabo virov in ¢asa. To nam lahko omogo¢i virtualno resetanje.)

1.2 VIRTUALNO RESETANJE (VS)

Z razvojem raCunalnisStva je pridobilo na veljavi tudi tehnologija virtualnega reSetanja (VS),
ki igra pomembno vlogo pri iskanju novih potencialnih spojin na razli¢nih tar¢ah. Lahko se
izvaja kot samostoje¢ proces ali pa kot komplementarni proces HTS, ki sluzi kot vir
podatkov o vezavah spojin. Gre za kombinacijo razli¢nih pristopov, kjer imamo na voljo
veliko orodij in programov, ki jih lahko vklju¢imo v proces virtualnega resetanja. Znanje o
uporabi teh orodij je kljuénega pomena. Se vedno pa moramo ohraniti misel, da gre za
tehnologijo, ki je komplementarna Ze prisotnim eksperimentalnim metodam.

Gre za fleksibilen proces, ki poleg zadetkov nudi razsiritev kemijskega prostora, saj lahko
identificiramo molekule s popolnoma novimi strukturnimi ogrodji. Pred zafetkom VS
moramo dolociti parametre in tako postaviti meje. Ti parametri lahko klju¢no vplivajo na
sam potek VS, zato moramo biti pri izbiri posebej previdni. Nekateri od teh so kljucni za
izbrana orodja in metodologije, zato moramo orodja poznati do potankosti. ()

Pri VS je najbolj pomembna oplemenitev knjiznice in navsezadnje tudi identifikacija

zadetkov. VS obsega od iskanja glede na farmakofor pa do avtomatiziranega sidranja in



iskanja glede na podobnost struktur (angl. shape based). Vse te metode »rudarijo« po bazah
podatkov, ki so predhodno filtrirana z namenom da se znebimo neZelenih spojin ali pa
izberejo obogateno skupino molekul, kjer je poudarek na doloCenih lastnostih spojine. Ta
baza podatkov oz. molekul mora biti ustrezno pripravljena, kjer se uposteva stereokemija,
naboji, tavtomerija, konformacije molekul in ostalo. Vsi ti faktorji vplivajo na izkupicek
reSetanja ampak Se vedno nismo v popolnoma prepri¢ani popolnem doprinosu oziroma
vplivu vsakega atributa. Konformacija liganda je tak parameter, ki kljuno vpliva na

rezultate VS in mu bomo posvetili pozornost v tem magistrskem delu.

1.2.1 VRSTE VIRTUALNEGA RESETANJA

Virtualno reSetanje delimo na dva dela: reSetanje, ki temelji na strukturi liganda in pa

reSetanje, ki temelji na osnovi tarce.

1.2.1.1 RESETANJE NA OSNOVI STRUKTURE LIGANDA

Ena izmed glavnih prednosti reSetanja na osnovi liganda je, da za njen potek ni potreben
fizi¢ni obstoj tarCe zato imamo na razpolago ve¢ kemijskega prostora. Potreben pa je obstoj
aktivnega liganda s potrjeno biolosko aktivnostjo. Lo¢imo ve¢ nacinov reSetanja:

- ReSetanje s pomocjo farmakoforov

Temelji na konceptu farmakofora, ki je zbirka steri¢nih in elektronskih lastnosti
molekule, ki so potrebne za zagotovitev optimalnih molekularnih interakcij s
specificno biolosko tarCo, kar vodi do bioloskega odziva. V primerjavi s prstnimi
odtisi lahko tu pridobimo strukturno razli¢ne spojine a s podobno razporeditvijo

funkcionalnih spojin.
- ReSetanje na osnovi podobnosti

Ta princip temelji na osnovi teorije, da strukturno podobne molekule izkazujejo tudi
podobne lastnosti. S takim na¢inom se lahko zelo omejimo, saj raziS¢emo majhen
del kemijskega prostora. Podobnost molekul lahko definiramo na ve¢ nacinov: 1D,
2D in 3D podobnost, ki jih izrazimo s pomoc¢jo deskriptorjev (Slika 1). Deskriptorji
so lastnosti molekule, ki jih lahko dolo¢imo in izmerimo. 1D so najbolj osnovni in
najbolj splosni ter se uporabljajo samo za grobo filtriranje (npr. molekulska masa).
2D deskriptorji se nanasSajo na strukturne znacilnosti molekule (npr. osnovna

struktura, 2D prstni odtisi, Stevilo obrocev itd.). Pri 3D deskriptorjih pa imamo Se



informacijo o relativnem mestu strukturnih elementov molekule (npr. 3D prstni odtis,

oblika in volumen molekule).
- ReSetanje z rac¢unalniSko podprtim ucenjem

Pri tej obliki resetanja imamo na voljo modelni set aktivnih in neaktivnih spojin s
pomocjo katerih program dolo¢i pogoje za iskanje novih spojin. Obstaja ve¢ nacinov

ratunalnisko podprtega uéenja, med katere spada tudi uporaba umetne inteligence .

Slika 1 Primeri razli¢nih tipov deskriptorjev molekul

1.2.1.2 RESETANJE NA OSNOVI TARCE - SIDRANJE

Poznamo ve¢ metod reSetanja na osnovi tare in sidranje je med njimi najpogosteje
uporabljena. Osnova tega reSetanja je znanje o tridimenzionalni strukturi tarCe, ki jo
pridobimo z razlicnimi metodami (NMR, rentgenska kristalografija). Temu sledi sidranje
izbrane knjiZnice spojin in ocenjevanje sidranih ligandov. Pri sidranju je zelo pomembna
relativna pozicija liganda glede na taro in vezavna konformacija liganda. S sidranjem
poskuSamo najti vse mozne poze liganda v aktiven mestu tar¢e. Dobljene poze in njihovo
prileganje z vezavnim mestom nato program oceni z razli€nimi cenilnimi funkcijami in jih

nato razvrsti po ugodnosti vezave med izraCunano konformacijo liganda in prilegajoco tar¢o
2.3)

Ligandi in njihove tarCe niso rigidne strukture, kar moramo upostevamo pri naSem iskanju.
Sidranje si poenostavimo tako, da tar¢o velikokrat obravnavamo kot rigidno, pri ¢emer pa

spreminjamo translacijo, rotacijo in konformacijo liganda v kontekstu prostora pripadajoce



terapevtske tare. V magistrskem delu se bomo posvetili ligandu in njegovemu
konformacijskem vplivu na potek virtualnega reetanja. Ce se posvetimo ligandu, potem
imamo ve¢ moznosti za zaCetka naSega iskanja: generiranje knjiznic konformacij in postopna

izgradnja liganda.

1.2.1.2.1 Generiranje knjiznic konformacij

Prva sidranja so bila opravljena z rigidnimi ligandi. Fleksibilnost liganda so lahko testirali
tako, da so naredili knjiznico z vsemi rigidnimi pozami . V realnosti seveda ligandi niso
rigidni in njihova poza lahko mo¢no variira, kar seveda vpliva na njihovo interakcijo s tarco.
Tudi konformacija istega liganda, ki jo dobimo iz kristalografskih podatkov iz PDB v dveh
razli¢icah istega proteina lahko variira.®) Razlika v pozi liganda je prikazana s kartezijski
koordinatami v 3D prostoru. Program postavi ligand v razli¢ne poze in tako ustvari rigidne
verzije iz katerih tvori knjiznico konformacij. S to bazo molekul potem izvajamo sidranje.
Programi preberejo konformacije, ki so v svoji specifi¢ni pozi in jih izpostavijo obliki in
specifikacijam vezavnega mesta tarce. Obstajajo Stevilni programi, ki znajo relativno dobro
generirati vezavno konformacijo ligandov (npr. Omega od OpenEye) ). Dobra stran takih

knjiznic konformacij je ta, da so enostavno prenosljive med razli¢nimi program za sidranje.

1.2.1.2.2 Postopna izgradnja liganda

Pri postopni izgradnji program razstavi molekulo na manjSe fragmente. Najprej poteka
sidranje osnovnega fragmenta, nato pa sledi postopna izgradnja liganda. Poza liganda med
tem postopkom je izbrana s pomocjo cenilnih funkcij, kjer boljsi rezultat doloca obliko
molekule. Izgradnja liganda poteka v prisotnosti tarce. Slabost tega postopka je ta, da ima
veliko molekul enake osnovne fragmente in je zaradi tega lahko postopek casovno potraten.
Proces je mozno pospesiti tako, da se vse poze fragmentov izracunajo predhodno in se nato
shranijo za kasnejSo uporabo. Na ta nacin poteka generiranje konformacij pri programu

Omega, ki ga bomo uporabili pri naSem delu.

1.2.1.2.3 Stohasti¢na metoda/Naklju¢na metoda
Obstajajo tudi alternativne metode generiranja konformacij, kjer poteka generiranje

konformacij med samim sidranjem. Tak$no sidranje traja dlje in je racunsko bolj zahtevno
in je v tem delu ne bomo uporabljali. Pri tej metodi je vsako sidranje edinstveno in rezultanti

niso 100% ponovljivi. Loc¢imo dva glavna algoritma v uporabi: Monte Carlo in genetski



algoritem. Pri obeh metodah pride do izvajanja naklju¢nih sprememb na ligandu, kjer je cilj
dobiti najboljsi mozen rezultat.

Z Monte Carlo naCinom spreminjamo parametre (rotacija vezi, rotacija in translacija
molekule) posami¢no in hkratno poteka ocena vezave s cenilno funkcijo. Ce je rezultat nove
poze boljsi od prejSnje, potem se ta poza ohrani in se iS¢e naslednja naprej. Hkrati se
uporablja postopek »simulated annealing« kjer program simulira postopni padec
temperature z namenom, da ujamemo kompleks ligand-tar¢a v energetskem minimumu.
Zacetno zvisanje temperature omogoci prehod Cez energetsko bariero z namenom zajema
SirSega konformacijskega prostora. Pri genetskem algoritmu najdemo sledove Darwinove
teorije evolucije. Poza liganda predstavlja kromosom in njene lastnosti so geni. Z
»evolucijo« preko mutacij se naklju¢no ustvarjajo nove generacije oziroma nove

konformacije, ki se ocenijo s cenilno funkcijo in ohranijo ali zavrzejo. 7

1.2.2 CENILNE FUNKCIJE

Po umestitvi ligandov v vezavno mesto tarce sledi ocena vezave konformacij. Obstaja
mnogo razli¢nih cenilnih funkcij in tehnik ocenjevanja vezave kompleksa ligand-tarca, ki se
razlikujejo po hitrosti in natan¢nosti. Izbira vrste cenilne funkcije je odvisna od koli¢ine
podatkov oz. kompleksov, ki jih ho€emo obdelati. Pri ogromni koli¢ini pride v poStev manj
rigorozna cenilna funkcija, ki nam omogoci, da uspemo obdelati podatke v smiselnem casu.
Na razpolago imamo vec tipov cenilnih funkcij:

- empiric¢ne (angl. empirical),
- cenilne funkcije na osnovi polja sil (angl. force field)

- cenilne funkcije, ki delujejo na osnovi statisticne mehanike (angl. knowledge

based).

Vse te funkcije se uporabljajo z namenom optimizacije lege liganda v vezavnem mestu in

na koncu seveda tudi razvrstitev po rezultatih vezave.

Empiric¢ne cenilne fukcije:

Ta tip cenilnih funkcij uporablja dolo¢en modelni set kompleksa ligand-protein za katerega
so znani podatki o vezavi in eksperimentalno doloceno 3D strukturo. To je tudi slabost te
cenilne funkcije zaradi vprasljivosti napovedne moci izven domene modela, ki je bil

uporabljen za postavitev te funkcije.



Cenilne funkcije, ki delujejo na osnovi statisticne mehanike (angl. knowledge based):

Osnovane so na znanih informacijah, ki se nanasajo na kompleks ligand-tarca. Te ocenjujejo
podobnost s pomoc¢jo strukturnih informacij, ki jih najpogosteje dobijo preko postopka z
rentgensko kristalografijo. Cim ve¢krat najdemo ligand in taréne atome na doloéeni razdalji
en od drugega, bolj je interakcija ugodna. Vsem tem interakcijam se pripiSe energija in

kon¢ni rezultat je potem vsota vseh teh interakcij znotraj kompleksa.

Cenilne funkcije na osnovi polja sil (angl. Force field):

Osnovane so na ne-vezavnih interakcijah kot so van der Waals-ove interakcije, ki so
definirane preko Lennard-Jones-ovega potenciala in elektrostatske interakcije, ki jih
definiramo preko Coulumbove funkcije. Njihova slabost je ta, da le s teZzavo opisejo

entropijsko stanje sistemov, ki jih ocenjujejo. ®

1.2.3 KONFORMACIJE

Vecina molekul, ki so farmakolosko zanimive ima rotacijske vezi. To so enojne vezi, ki
omogocajo prosto rotacijo. Pomembna je tudi konformacija v cikli¢nih sistemih pri ¢emer
so izkljuceni rigidni in planarni aromatski ali heteroaromatski cikli¢ni in veccikli¢ni sistemi.
Izklju€ene so dolo¢ene vezi kot je C-N vez zaradi visoke energijsko-rotacijske pregrade ali
pa na primer amidna vez, ki se obravnava za rigidno zaradi delokalizacije elektronov. Z
vrtenjem okrog ene rotacijske vezi lahko dobimo vec kot eno konformacijo z zelo podobno
energijo. Zaradi tega je klju¢no da pri raziskavah vklju¢imo ve¢ konformacij iste molekule.
Paziti moramo na zmernost uporabe ve¢ konformacij, saj z uporabo ne le podaljsamo
racunski ¢as ampak tudi povecamo Stevilo lazno pozitivnih rezultatov in s tem vplivamo na
pomembno razmerje med resni¢no pozitivnimi in lazno pozitivnimi rezultati in posledi¢no

na napovedno moc in silico eksperimenta.

1.2.3.1 Racunalnis$ko generiranje konformacij
Orodja potrebujejo vsaj eno 3D konformacijo na spojino, da je omogocen proces resetanja.

Ena izmed moznosti je, da orodja sama generirajo konformacije. Slabost tega je, da je za ta
korak potrebna relativno velika rac¢unska moc, kar podaljsa Cas celotnega postopka. Druga
moznost pa je, da orodju ze na zacetku priskrbimo bazo podatkov z vsemi konformacijami.
Z locitvijo teh dveh procesov imamo moznost vecjega nadzora nad bazo podatkov in s tem

omogoceno bolj natan¢no prilaganje nastavitev pri tvorbi konformacij



Znano je, da bioaktivna konformacija ni enaka tisti z najnizjo energijo kar postavlja procesu
generiranja konformacij Se posebno pomembnost in tezo.
Poznamo vec tipov generatorjev konformacij:

- generatorji, ki so osnovani na pravilih in podatkih (rule-data based)
- sistematska iskanja

- numeri¢ne metode

- naklju¢ne metode

- genetski algoritmi

Kljub tej razdelitvi pa je vecina aktualnih tehnologij danes hibrid med ve¢ vrstami in jih v
sploSnem lahko delimo na sistematske in nakljucne.

V sploSnem algoritmi v programih za racunalniSko generiranje 3D knjiznic najprej
identificirajo vezi, ki omogocajo rotacijo. Sledi generiranje konformacij ustreznega Stevila
konformacij (Enacba /), kjer se ponavadi dolzine in koti vezi ohranijo, spreminja pa se le

torzijski kot rotacijskih vezi. Torzijski kot je kot med dvema ploskvama, kjer vsako tvorijo

N (3 60)"
\k
Enacba / Enacba za izracun $tevila konformacij; N = Stevilo moZzni konformacij; k
= Stevilo torzijskih kotov; n = §tevilo rotacijskih vezi

po trije sosednji atomi.

YV (ad)?

RMSD =
N

Enacba 2 Enacba za izraCun RMSD vrednosti; N = Stevilo atomov, ki niso vodik; d =
razdalja med istima atomoma med dvema konformacijama;

Zaradi eksponentne rasti konformacij so pomembne metode, ki hitro odkrijejo nezelene
konformacije (stericno nemogoce lege molekul, nerealni koti, napeti obro¢ni sistemi) v
veliki prednosti. Program mora tudi identificirati skoraj identi¢ne konformacije in se jih
znebiti oziroma jih prepreciti. To omogoc¢imo z dodelitvijo meje z RMSD vrednostjo
(Enacba 2), s katero izrazimo podobnost med dvema konformacijama. Ob superpoziciji dveh

molekul dolo¢imo razdalje med istimi atomi obeh molekul. Te razdalje (ali koordinate)



uporabimo za izraCun RMSD. Ve¢ja je RMSD vrednost, bolj sta ti dve konformaciji razli¢ni.
(9,10)

1.2.4 GENERATOR KONFORMACIJ — OMEGA2

V magistrski nalogi smo se osredotocili na parameter generiranja konformacij pri virtualnem
reSetanju pri cemer smo se Se posebej omejili na program OMEGAZ2, ki je tipi¢ni predstavnik
postopka generiranja konformacij. Je generator, ki tvori konformacije iz knjiznic
fragmentov.
Omega2 spada med komercialne generatorje. Razlike med komercialnimi generatorji so
mnogo manjie kot med prosto dostopnimi generatorji.!"’ Sposobnost generatorja Omega2
so v preteklosti primerjali z drugimi komercialnimi in tudi nekaterimi prosto dostopnimi
generatorji (npr. Rdkit). Testirali so jih pri izvedbi generacije 50 in 250 konformacij na
ligand s privzetimi nastavitvami. Njihovo natan¢nost so ocenili z RMSD vrednostjo, ki so jo
dobili s primerjavo eksperimentalnih in generiranih vrednosti. Med komercialnimi programi
pri nastavitvi tako za 50 kot 250 konformacij je Omega bila najbolj natanc¢na in tudi najbolj
hitra. Se posebej velika razlika je bila pri generiranju 50 konformacij. Uporabljeni ligandi so
imeli razli¢no Stevilo rotacijskih vezi in z veCanjem Stevila teh vezi se je zmanjSevala tudi
natancnost teh generatorjev. Pri spojinah do 16 rotacijskih vezi je imela Omega najmanjsi
padec natan¢nosti. Izkazala se je pa tudi pri generiranju konformacij z geometrijskimi
napakami kot so napac¢ne dolzine in koti vezi ali napake pri aromatskih sistemih. Kljub temu,
da obstaja veliko orodij za generiranje konformacij pa so primerjalni testi pokazali, da so se
komercialni generatorji izkazali za bolj robustne v primerjavi s prosto dostopnimi. -10-12)
Omega uporablja hitro, sistemati¢no in »knowledge-based« metodo iskanja konformacij.
Proces je sicer sestavljen iz petih korakov, kjer pa se prva dva izvajata le enkrat. Proces
generiranja konformacij z Omega?2 je sestavljen iz petih glavnih korakov:

- Priprava baze podatkov o fragmentih: Ta baza podatkov o fragmentih izhaja iz

zbirke komercialni spojin. Te spojine se fragmentirajo na manjSe dele in informacije

o konformacijah teh fragmentov so pridobljene iz ze predhodno generiranih knjiznic.

- Vzorcenje torzijskih kotov (angl. torsional sampling): Vsaki rotacijski vezi se
pripiSe set torzijskih kotov, pri katerih naj bi se vez vzorc¢ila. Ta priporocila izhajajo

1z eksperimentalni kristalografskih struktur iz PDB ali iz preracunanih 3D struktur.



- Ustvarjanje 3D strukture: Tukaj Omega izhaja iz knjiznice fragmentov, ki je bila
ustvarjena pri prvem koraku. Fragmenti z najniZjo energijo se nato sestavijo v celoto
dokler ni seznam fragmentov prazen, energija sestavljenega liganda presega

zastavljeno mejo ali pa smo dosegli izbrano Stevilo konformacij.

- Primerjava torzijskih kotov (angl. Torsion driving): Po izgradnji konformacij je
vsaka rotacijska vez izpostavljena postopku, kjer se torzijski koti primerjajo s tistimi
v knjiznici torzijskih kotov. Tu se ustvari Se vecji konformacijski ansambel za vsako

molekulo.

- Vzorcenje: Vsi konformerji, ki jih dobimo po zgornjih Stirih korakih so razvrsceni
po energijah (po oceni s cenilno funkcijo MMFF94). Konformacije znotraj katerih
prihaja do vecjih tréenj oz. prekrivanj se izlo¢ijo. Konformacije pri katerih je RMSD

vrednost nad doloeno mejo so sprejete.

- Stereokemija: Vhodne informacije o spojinah so lahko v ve¢ formatih. Ce
uporabimo format, ki ne vsebuje 3D strukturne informacije o spojinah (npr. format
SMILES) lahko uporabimo funkcijo »flipper«, ki pregleda stereokemijo spojin in
vsak stereo izomer obravnava kot lofeno molekulo. Program Omega2 ne

preradunava tavtomerov in ionizacije spojin. (101314

1.2.5 FRED

Za izvedbo eksperimentalnega in silico dela smo se v magistrski nalogi osredotocili na
orodje Fred. Gre za orodje identi¢nega proizvajalca kot pri Omega2 (OpenEye Scientific
Software, Inc.), kar nam omogoca ucinkovit in hiter protokol dela z minimalnimi
Program FRED se posluzuje sistemati¢nih metod pri sidranju ligandov. Uporablja cenilni
funkciji Chemgauss3 in Chemgauss4, kjer z metodo funkcije po Gaussu oceni
komplementarnost in interakcije liganda z vezavnim mestom. Interakcije med dvema
paroma atomoma opise kot stopnicasto funkcijo, ki jo nato prenese na mreZo in le-to ovije z
Gaussovo funkcijo. S tem nam omogoci sidranje v manjs$i loCljivosti in zmanjSa napako, ki
je povezana z priblizkom rigidizacije proteina. S Chemgauss3 lahko ovrednotimo: vodikove
vezi med ligandom in proteinom, interakcije med kovinskimi ioni in kelatorji ter
komplementarnost med ligandom in aktivhim mestom. Chemgauss4 je modifikacija

Chemgauss3, ki ima izboljSano ponazoritev vodikovih vezi in kelatorjev.



Gre za hiter program za sidranje, ki sidra vnaprej pripravljene knjiznice konformacij
ligandov. Konformacije prebere iz datoteke in jih sidra v vezavno mesto tarce ter jih nato
oceni.

Potek delovanja programa:

- Oznacitev moznih rotacij in translacij vsakega sidranega liganda v vezavnem mestu
- Zavrnitev konformacij liganda, ki so prevec¢ oddaljene ali v stiku z vezavnim mestom

- Zavrnitev konformacij zaradi omejitvenih faktorjev (ang. constraint), ki jih postavi

uporabnik na zacetku
- Ocenitev ostalih konformacij z uporabo cenilne funkcije Chemgauss3 ali 4
- Razvrstitev konformacij po ugodnosti vezave

Sledijo pa Se tudi koraki optimizacije:
- Program oznaci oziroma ostevilCi bliznje polozaje vsake konformacije tako da naredi
en pozitiven in en negativen korak za vsako translacijsko in rotacijsko prostostno
stopnjo. Pri tem uporabi polovi¢no resolucijo od tiste v korakih pred optimizacijo, ki

jo dolo¢imo na zacetku sidranja
- Vsako konformacijo oceni s cenilno funkcijo Chemgauss4
- Najbolje ocenjene konformacije program obdrzi

- Program preracuna povprecni rezultat vseh ligandov in to oznac¢i kot najboljsi

rezultat liganda ter jo primerja z drugimi molekulami v knjiznici!®

1.3 OCENA SIDRANJA

Sidranje se lahko ocenjuje preko obogatitve knjiznic. Cim vigja je koncentracija resni¢no
aktivnih ligandov med najboljSimi zadetki po sidranju tem bolj$a je obogatitev. Za izvedbo
takega testa potrebujemo knjiznico oz. zbirko podatkov, ki vsebujejo tarce s pripadajocimi
aktivnimi in neaktivnimi spojinami. TakSna baza podatkov na portalu DUD-E. V
magistrskem delu smo za ocenjevanje uporabili ROC krivulje (receiver operating

characteristic curve analysis).
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1.3.1 DUD-E

Za vir naSe podatkovne knjiznice smo uporabili portal DUD-E. Ustvarjen je bil za
ocenjevanje in primerjavo procesov in programov za sidranje. Na portalu najdemo tarce in
pripadajoce aktivne ter neaktivne spojine. Baza vsebuje 22886 aktivni spojin za 102 tar¢, kar
je povprecno 224 na tarco in 50 neaktivnih spojin za vsako aktivno spojino. Spojine vabe
oziroma neaktivne spojine imajo podobne fizikalno-kemijske lastnosti kot aktivne spojine,
razlikujejo se pa v 2D topologiji 0z. geometriji. Lo¢imo pa dve vrsti neaktivni spojin. En tip
je podprt z eksperimentalnimi podatki, drugi tip pa je racunalniS8ko generiran. Osnova za
DUD-E spojine je podatkovna baza ZINC, ki vsebuje komercialno dostopne spojine.

Iz baze ZINC so na temelju 2D podobnosti spojin ustvarili filter (fingerprinti). Za tem je
sledilo raCunanje lastnosti filtrirane baze, kjer so prioritizirali nekaj pomembnejSih
funkcionalnih spojin in drug-like deskriptorjev: molekulska masa, Stevilo donorjev in
akceptorjev vodikovih vezi, Stevilo rotacijske vezi, logP. Tako je nastala zbirka DUD in
nadalje DUD-E (Slika 2).

Aktivni ligandi + ZINC baza spojin (3 500 000 spojin)

l Analiza 2D podobnosti

Aktivni Ligandi + 1 500 000 spojin

Molekulska masa, H-donorji/ akceptoryji,
logP, rotacijske vezi

Aktivni ligandi + DUD vabe (40 tar¢, 36 spojin vab na aktivni ligand)

l Razsiritev zbirke

Aktivni ligandi + DUD vabe (102 tar¢, 50 spojin vab na aktivni ligand)

Slika 2 Pregled nastanka DUD-E baze.

Gre za dale€ najbolj obsezno in javno dostopno zbirko spojin za testiranje zmoznosti sidranja

programa , ki ima hkrati tudi raznoliko zbirko tar¢. 1617

1.4 FORMAT VHODNIH PODATKOV

Vsi uvozeni podatki o strukturah bodo v formatu SMILES. Gre za zelo kompakten zapis za
spojine, ki je sposoben dvodimenzionalno strukturo molekule ohranjati v obliki

enovrsticnega zapis znakov. Kljub temu je sposoben ohraniti informacijo o kiralnosti
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spojine. Atomi se oznacujejo s ¢rkami, vezi in ostale strukturni elementi pa s simboli. Pri

tem kiralnost oznacujemo s posevnico (Preglednica I) ¥ (19:20)

Preglednica I Primer SMILES zapisa in strukturne formule iste spojine

SMILES zapis CC(=0)OCCC(/C)=C\C[C@H](C(C)=C)CCC=C

Strukturna formula | ©

>—o

1.5 ROC KRIVULJA (RECEIVER OPERATING CHARACTERISTIC
CURVE ANALYSIS)

Uspesnost molekulskega sidranja in oceno obogatitve knjiznice smo ocenili s pomoc¢jo ROC
krivulj, ki je zelo hitra, enostavna in objektivna metoda ocenjevanja sposobnosti dolo¢enega
testa, kjer imamo na voljo dve vrednosti oz. populaciji.

Po procesu VS spojine razvrstimo po rezultatih vezave in z ROC krivuljami ocenimo,
kolikSen je delez identificiranih resni¢no pozitivnih spojin v primerjavi z delezem
neaktivnih.

V idealnem primeru se vse aktivne spojine odrezejo bolje od neaktivnih spojinami in so tako
na seznamu postavljene pred njimi. V tem primeru bo krivulja iz zaCetne tocke Sla navpic¢no
do zgornjega levega kota dokler niso prebrane vse aktivne spojine Za tem pridejo na vrsto
neaktivne, torej bo krivulja potovala do zgornjega desnega kota. Vrednost AUC bo v tem
primeru I(Slika 3). Pri naklju¢énem modelu potuje krivulja po diagonali iz izhodisca do
zgornjega desnega kota in bo imela vrednost AUC 0,5 (Slika 3). Pri najslabSem modelu VS,
kjer pride do vecje obogatitve neaktivnih spojin in bodo le-te postavljene pred vsemi
aktivnimi, bo vrednost AUC enaka 0. V tem primeru potuje krivulja najprej do desnega

spodnjega oglis¢a na nato do zgornjega desnega oglisca (Slika 3).
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Pri veliki koli¢ini podatkov in modelov pa uspesnost testiranja lazje primerjamo s pomocjo
povrsine pod krivuljo (AUC). Vrednost AUC se naceloma giblje med 0.5 in 1. Vrednost 1

predstavlja idealen primer, vrednost 0,5 pa dobimo ob nakljuéni izbiri spojin. !

Stopnja pravilno pozitivnih rezultatov

Stopnja lazno pozitivnih rezultatov

Slika 3 ROC krivulje; D je idealen model; C je naklju¢ni model; A je model, ki je boljsi od
naklju¢nega; B je model, ki je slabsi od A ampak boljsi od nakljuc;ja.

1.6 KNIME
KNIME je brezplacen in odprtokodni program, ki omogoca obdelavo ogromne koli¢ine
podatkov. Pri nasem delu ga bomo uporabljali pri tvorbi shem z vozlis¢i, s pomocjo katerih

bomo obdelovali rezultate sidranja in analizirali vhodne spojine.??

1.7 UPORABLJENE TARCE
Tarce, ki smo jih izbrali preko portala DUD-E na podlagi velikosti Stevila aktivnih in
neaktivnih spojin:

e ACES (PDB 1e66): je encim acetilholinesteraza, ki katalizira razgradnjo zivénega

prenasalca acetilholin. )

e ANDR (PDB 2am9): predstavlja receptorsko domeno za vezavo androgenih
hormonov (hARLBD).?¥

e CAH2 (PDB lbcd): je encim karbonska anhidraza II, ki katalizira pretvorbo

ogljikovega dioksida in vode v bikarbonatni ion. ?>

e FAI10 (PDB 3kl6): predstavlja koagulacijski faktor Xa, ki sodeluje pri pretvorbi

protrombina v trombin. ¢
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FNTA (PDB 3e37): je encim farnesiltransferaza, ki katalizira esencialno

posttranslacijsko lipidno modifikacijo veé kot 60 proteinov.”

PDESA (PDB 1ludt): je encim fosfodiesteraza 5, ki katalizira razgradnjo

sekundarnega prenasalca cGMP. ¥

PGH2 (PDB 3Inl): je encim ciklooksigenaza 2, ki katalizira pretvorbo arahidonske

kisline v endoperokside. ?*

TRY1 (PDB 2ayw): je encim trebuSne slinavke tripsin, ki katalizira presnovo

beljakovin.?

VGFR2 (PDB 2p2i): je kinazna domena vaskularno-endotelijskega receptorja 2
rastnega faktorja (VEGFR), ki sodeluje pri angiogenezi. ¢V

MK14 (PDB 2qd9): je z mitogenom aktivirana protein kinaza, ki je udelezena v

celi¢ni odzivih na razli¢ne drazljaje. ¢

HIVPR (PDB 1x12): je HIV-1 proteaza, ki je udeleZena pri hidrolizi peptidne vezi v

retrovirusih. ¢
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2 NAMEN DELA

V okviru magistrske naloge bomo pripravili razli¢ne knjiznice spojin, s katerimi bomo
preverili vpliv kljuénega parametra Stevila konformacij na rezultate virtualnega reSetanja.

S pomocjo portala DUD-E in PDB bomo najprej izbrali tar¢e in njim pripadajoce aktivne ter
neaktivne spojine. Izbira tar¢ ne sme biti prevelika, ker smo omejeni s procesorskim ¢asom.
Pri izbiri tar¢ v bazi podatkov DUD-E bomo pozorni, da izberem take, ki imajo ve¢je Stevilo
aktivnih in neaktivni spojin, kar nam bo omogocilo statisticno relevantno izvedbo
eksperimentov. Po pridobitvi podatkov bo sledila priprava tar¢ in pripadajoc¢ih ligandov
(programi Pymol, OEDocking). 1z pridobljenih podatkov bomo izdelali knjiznice kjer bomo
za vsako tarCo posebej nakljucno izbrali dvesto aktivni spojin in pet tiso¢ neaktivni spojin
vab. Sledila bo generacija konformacij, ki je variabilna stopnja pri nasih eksperimentih.
Dobljene knjiznice konformacij bomo nato sidrali v tar€o s programom Fred. Rezultate
sidranja bomo ustrezno zbrali in analizirali v programu KNIME in Excelu. Za vsako tarco
bomo celoten postopek opravili trikrat ter tako dodatno zagotovili statisti¢no signifikantnost
rezultatov. Na koncu bomo s pomoc¢jo ROC krivulj in obdelavo podatkov poskusali ugotoviti
vpliv $tevila generiranih konformacij na zmoznost identifikacije aktivnih molekul z in silico
poskusom sidranja. Predpostavljamo, da z veCanjem Stevila konformacij pove¢amo moznost
odkritja pravilno pozitivnih rezultatov oziroma resni¢no aktivnih spojin. Nas cilj je ugotoviti
primerno Stevilo generiranih konformacij glede na tip spojin oziroma tar¢ ter pripraviti
optimiziran protokol sidranja z uporabo 3D konformacijskih knjiznic za uporabo z

racunalniskega paketa OEDocking (OpenEye Scientific Software Inc).
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3 MATERIALI IN METODE

Pri raCunskih operacijah smo uporabljali tri ratunalniSke sisteme. Dva od teh ra¢unalnikov

sta serverja v lasti Fakultete za farmacijo in uporabljena sta bila za pripravo in izvedbo dela.

Uporabljen je bil tudi osebni ra¢unalnik za kon¢no analizo in zapis podatkov.

Racunalnik stevilka 1 (»laseer«):

Procesor: 4 x 8 jeder, ki racunajo s frekvenco 2,0 GHz; podjetje AMD; model
Opteron 6128

Pomnilnik oz. RAM: 32 GB
Trdi disk: 2 x 1000 GB HD disk

Operacijski sistem: Ubuntu Linux

Racunalnik stevilka 2 (»plazma):

Procesor: 4 x 16 jeder, ki racunajo s frekvenco 2,1 GHz; podjetje AMD; model
Opteron 6272

Pomnilnik oz. RAM: 32 GB
Trdi disk: 2 x 1000 GB HD disk

Operacijski sistem: Ubuntu Linux

Racunalnik stevilka 3 (»yoga«):

Procesor: 2 x 2 jeder, ki ratunajo s frekvenco 1,2 GHz; podjetje Intel; model Core

M-5Y71
Pomnilnik oz. RAM: 8 GB
Trdi disk: 500 GB SSD

Operacijski sistem: Windows 10

Uporabljena programska oprema:

Za obdelavo podatkov: KNIME 3.4.2, KNIME GmbH

Za pretvarjanje med vrstami podatkov: OpenBabel 2.3.1
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Ustvarjanje konformacij spojin: Omega 2.5.1.4 (OpenEye Scientific Software
Inc)

Za pregled spojin: VIDA 4.3.0.4 (OpenEye Scientific Software Inc.) in Pymol
2.2 (Schrodinger LLC)

Sidranje: Fred (OpenEye Scientific Software Inc.), ki je del paketa OEDocking
v3.2.0

Za ustrezno pripravo receptorjev: MakeReceptor, ki je del paketa OEDocking
v3.2.0 (OpenEye Scientific Software Inc.)
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 PRIDOBITEV TARC

S spletne strani DUD-E (http://dude.docking.org/targets) smo izbrali 11 razli¢nih tar¢
(Preglednica II) in njim pripadajoCe ligande ter seveda ustrezne knjiznice aktivnih ter
neaktivnih spojin. Pri izbiri smo bili pozorni na zadostno velikost knjiZznice, da se Ze na
zaCetku nismo omejili s majhno bazo izhodnih podatkov. RacunalniSke kalkulacije smo
namre¢ veckrat ponovili z naklju¢no izbiro spojin iz baze podatkov za doloc¢eno tar¢o in tako
potrdili dobljene rezultate. Tako ima v povprec¢ju vsaka izbrana tarca 468 aktivnih in 29529

neaktivnih spojin vab.

Preglednica Il Seznam izbranih tar¢ s portala DUD-E in pripadajoce Stevilo aktivnih ter
neaktivnih spojin©®43%

Ime PDB Tarcéa Aktivne Spojine vabe/
tarce Sifra spojine neaktivne spojine
ACES 1e66 Acetilholinesteraza 453 26250
ANDR 2am9 Androgeni receptor 269 14350
CAH2 Ibcd Karbonska anhidraza 2 492 31172
FAI10 Koagulacijski faktor Xa 537 28325
3kl6
FNTA 3e37 Farnesiltransferaza 592 51500
PDESA ludt Fosfodiesteraza 5a 398 27550
PGH2 Ciklooksigenaza 2 435 23150
3Inl
TRY1 2ayw Tripsin 1 449 25980
VGFR2 2p2i Receptor rastnega faktorja 409 24950
vaskularnega endotelija 2
MK14 2qd9 MAP kinaza p38 alfa 578 35850
HIVPR 1x12 HIV proteaza tipa | 536 35750

Ob pridobitvi knjiznic spojin smo za vsako posamezno tarco lo¢eno obravnavali tako aktivne
spojine kot vabe. Vse knjiznice so v formatu *.ism in vsebujejo naslednje podatke o spojini:
SMILES koda, ZINC koda, ChREMBL koda (samo za aktivne spojine) (Slika 4). Tako ima

vsaka spojina informacije v svoji vrstici.
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Slika 4 Primer prvih treh vrstic/ spojin s SMILES, ZINC in ChEMBL S$ifro spojine

Za vsako tar¢o smo nato ustvarili dve manjsi knjiznici, torej eno za aktivne spojine in eno
za vabe.

Za vsako knjiznico smo nakljuc¢no izbrali dvesto aktivnih in pet tiso¢ neaktivni spojin ter
tako dobili razmerje 1:25. To smo ponovili 3-krat in tako pridobili 3 razli¢ne knjiznice za
vsako tar¢o. Spodaj so uporabljeni ukazi, ki smo jih vnesli v ukazno vrstico za naklju¢ni
izbor:

shuf aktivne.ism

head -X > aktivne Y.ism

shuf neaktivne.ism

head -X > neaktivne_Y.ism

Z ukazom »shuf« v ukazni vrstici smo premesali vse vrstice v datoteki, ki jo vnesemo za
ukazom. Z ukazom »head —X« pa izberemo X Stevilo vrstic od zacetka seznam in jih
shranimo v loceni datoteki, ki jo poljubno poimenujemo (npr. aktivne Y.ism). Na koncu
dobimo Sest datotek s spojinami na vsako tarco, ki smo jih nato uporabili pri generiranju

konformacij.

19



4.2 PRIPRAVA TARC IN LIGANDOV
Skupaj s spojinami smo z DUD-E strani dobili tudi datoteke s tarCami in pripadajo¢imi
ligandi, kot jih najdemo v bazi PDB. V program Pymol (Slika 5) smo uvozili tako tarco kot

tudi ligand. Temu je sledil izvoz zdruZenih struktur.

Slika 5 Primer tarce (fal0) in pripadajocega liganda, zdruzena v
programu Pymol pred skupnim izvozom v datoteko

Naslednji korak je bila priprava samega vezavnega zepa v tari. Za to smo uporabili
MakeReceptor program, ki je del paketa OEDocking (OpenEye). Gre za grafi¢ni vmesnik,
kjer med pripravo najprej specificiramo glavni kristaliziran ligand in dele tar¢e okrog liganda
s katerimi interagira in so sestavni del vezavnega Zepa. Sledi izbira velikosti in oblike »box
volume« okrog liganda, kjer je nas namen omejiti obmocje, ki ga bo program preiskal in
dolocil obliko Zepa. V naslednjem koraku program doloci obliko vezavnega Zepa (izbrana
opcija »Balanced«). Pri definiciji obmoc¢ja sidranja smo bili pozorni na to, da je bilo
vkljugeno celotno aktivno mesto, kjer nastopa ligand v interakciji z izbranim mestom. Ce je
bilo potrebno smo ponoviti prejSnje korake in spremeniti velikost izbranega obmocja. Z njo
dolo¢imo volumen obmocja, v katerem se mora nahajati vsaj en atom liganda. Na tem mestu
izberemo Se moznost »outer contour« s katero oznacimo obmocje, v katerem se v Casu
sidranja morajo nahajati vsi atomi molekule. Moznost »Outer contour« pa moramo
uporabiti, da bo sidranje kon€ano v razumnem ¢asu in se jo ne izbere le, ¢e aktivno mesto

nima definirane oblike. V naSem primeru so vse tar¢e imele definirano aktivno mesto (Slika
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6). IzraGunane vrednosti »outer contour« (Preglednica III) so se gibale med 500 A3 in 2000
A3,

S tem smo ustvarili obliko in velikost mesta sidranja, ki predstavlja obmocje z veliko
moznostjo interakcije med ligandom in tar¢no ter hkrati majhno moZznostjo neugodnih trkov

struktur.

Preglednica III Tar¢e in volumni v programu Make receptor

Ime tar¢e | ACES ANDR CAH2 | FA10 | FNTA PDESA | PGH2 TRY1 VGFR2 MK14 HIVPR

Vezavno
5 4505 4222 3352 7170 10322 9975 5622 13065 6705 14314 9582
mesto (AY
"Outer
contour” ( 554 349 296 1060 2326 1094 415 1880 881 2172 1359
A%
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Slika 6 Kristaliziran ligand v aktivnem mestu z izbranim volumnom $katle in obmoc¢jem
»Outer contour« (program Make Receptor)

V zadnjem koraku lahko dolo¢imo Se uporabo omejitvenih faktorjev (ang. constraint), ki jih
program upoSteva pri omejevanju prostora interakcij med malo molekulo in tarco. Le-ti ne
vplivajo na rezultat vezave ampak na algoritem izbire poze med sidranjem. Poze, ki ne
zadostijo zahtevam so zavrzene. Pri naSem delu se nismo posluzevali omejitvenih faktorjev

(ang. constraint).
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4.3 TVORBA KONFORMACIJ Z OMEGO

Po pripravi knjiznice spojin za vse receptorje je sledila tvorba konformacij s programom

Omega. Za to smo uporabili naslednjo serijo ukazov, ki smo jih izvedli v ukazni vrstici:

omega? -in knjiznica.ism -out konformacije.oeb -mpi_np X -flipper true -rms 0.5 -maxconfs

Y -progress percent -prefix Z

-Omega?2

-in knjiznica.ism:

S tem ukazom smo zagnali program Omega
Tu navedemo ime ali lokacijo knjiznice na trdem disku, v kateri se
nahajajo spojine, pri katerih bo program racunal konformacije. Ker je

bil ukaz izveden v mapi datoteke, ni bilo potrebno vpisati celotne poti.

-out konformacije.oeb Tu navedemo ime in format izhodne datoteke v kateri bodo potem

-mpi_np X

-flipper true

-rms 0.5

-maxconfs Y

-progress percent

shranjene preracunane konformacije spojin.

Namesto X navedemo Stevilo jeder procesorja, ki jih pri
preracunavanju zelimo uporabljati. Izbrali smo ji ali 30/ 32 ali 62/ 64
glede na uporabljeni racunalnik. Nikoli nismo popolnoma zasedli
vseh jeder procesorja z namenom da ga ne preobremenimo ali
povzro¢imo kako napako.

Pri tem ukazu imamo na izbiro dve opciji in to sta true (vklop) ali pa
false (izklop) opcije »flipper«. Z vklopom flipperja program pri vsaki
molekuli preveri, kje se nahajajo kiralni centri. Pri najdenih n centrih
program ustvari 2" stereo izomere. Tako po¢ne pri vseh molekulah, ki
imajo do maksimalno Sest kiralnih centrov. Pri molekulah z ve¢
kiralnimi centri pa se ustvari nakljucen set 64 izomerov. V naSem
primeru so bile molekule Ze prej kiralno definirane.

Kvadratni koren povpre¢ja na kvadrat. Program po superpoziciji
ustvarjenih konformacij preveri kaksne so razlike v razdaljah med
atomi. Ce so le te manjse od zastavljene meje, ustvarjeno
konformacijo zavrze in gre na naslednjo. Po privzetih nastavitvah je
to 0,5.

Namesto »Y« vnesemo maksimalno Stevilo konformacij, ki jih
hoemo, da jih Omega ustvari na eno spojino. Gre za kljucni
parameter pri izvedbi. Uporabili smo moznosti 1, 25, 250 in 2500.

S tem vklopimo prikazovanje napredka racunalniSke operacije v »%«.
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-prefix Z S tem ukazom dolo¢imo predpono datotek, ki bodo ustvarjene in

shranjene v postopku.

Postopek smo ponovili pri vsaki tarCi Sestkrat (trikrat za aktivne spojine in trikrat za
neaktivne spojine) za vsako iskanje pri dolo¢enem Stevilo konformacij. Proces smo zagnali
pri Stevilu konformacij 1, 25, 250 in 2500 torej je bilo vse skupaj 24 vrstic ukazov na tarco
oziroma 264 vrstic ukazov. Konformacije so bile na koncu zapisane v *.oeb tipu dokumenta,
ki je najbolj sploSen in najpogosteje uporabljen zapis za tovrstne podatke. Podatke smo si

pozneje ogledali v programu Vida in Pymol (Slika 7).

Slika 7 Primer liganda z eno konformacijo in primer istega liganda z ve¢ konformacijami, ki

so nalozene ena na drugo.

24



4.4 SIDRANJE V FRED-u

Sidranje smo zagnali s slede¢im ukazom:

fred -receptor X.oeb -dbase Y.sdf -dock _resolution High -mpi_np 30/62 -prefix Z -hitlist_size

0

-fred

-receptor X.oeb

-dbase Y.sdf

-dock_resolution

-mpi_np 30/62

-prefix Z

-hitlist_size 0

S tem ukazom zaZenemo program Fred.

Namesto »X« vnesemo pot do datoteke s kompleksom receptor-
ligand. V naSem primeru smo uporabili samo ime datoteke, ker smo
ukaz zagnali z mesta, kjer se je le-ta nahajala.

Namesto »Y « vnesemo Zeljeno knjiznico s konformacijami, ki smo
jih pred tem ustvarili z generatorjem konformacij Omega.

S tem parametrom vplivamo na locljivost sidranja. Pri moznosti
»High« je to pri 1A (rotacijske in translacijske nastavitve).

Tu dolo¢imo $tevilo jeder racunalnika, ki jih bomo uporabili za
preracunavanje. Izbrali smo 30 oziroma 62.

Namesto »Z« vnesemo ime po katerem bomo prepoznali datoteke z
rezultati ob koncu sidranja.

Po privzetih nastavitvah Fred razvrsti rezultate sidranja ligandov od
najboljSega do najslabSega in jih pri tem ohrani 500, vse ostale pa
zavrze. Z izbiro »0« smo to onemogocili in tako bo Fred izvozil vse
rezultate. S tem dobimo celovito sliko sidranja vseh ligandov in

konformacij.
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4.5 OBDELAVA PODATKOV V KNIME

Po sidranju smo uporabili KNIME za vizualno programiranje in obdelavo vhodnih ter
izhodnih podatkov o spojinah. S programom smo oblikovali shemo, ki je sestavljena iz vec¢
manjsi vozlis¢, ki so med seboj povezana zaporedno ali vzporedno. Vsako vozlisce izvaja
specifino operacijo pri ¢emer imamo cel Cas izvajanja celotnega algoritma vpogled v
vhodne, izhodne podatke in lahko natan¢no nadzorujemo operacijo ki se izvaja nad podatki
v vsaki tocki algoritma. Omogocajo nam razli¢ne operacije kot so funkcije, kalkulacije,
vizualizacije ali katerikoli drugi nacini obdelave podatka. Pri naSem delu ga bomo v glavnem
uporabljali za pridobitve ROC krivulj rezultatov sidranja in pa tudi za izracun ter zapis

razli¢nih deskriptorjev, ki jith bomo analizirali pozneje Se tudi v programu Excel.

4.5.1 PRIMER IZDELAVE ROC KRIVULJE V KNIME

Slika 8 Shema vozli§¢ v programu KNIME za pridobitev ROC krivulj.

Opis sheme (Slika 8) narejene s programom KNIME:

e »CSV Reader«: To vozlis¢e je bralnik datotek *.csv in drugih formatov. Jaz sem
uporabil *.txt datoteke, v katerih so bili shranjeni rezultati sidranja. Uporabili smo
dve identi¢ni vozlis¢i, kjer smo eno uporabili za aktivne spojine, drugo pa za spojine
vabe. Med dodatnimi nastavitvami smo morali dolociti, da je program ustrezno
prebral SMILES zapis molekul.

e »Costant value column«: To vozlisS¢e omogoca, da nadomestimo ali dodamo
stolpec, ki vsebuje informacijo v vsaki vrstici. Tukaj smo dodali stolpec tako med
aktivne in neaktivne spojine z vneseno informacijo, ki nakazuje njihovo aktivnost.

Neaktivnim spojinam smo dodelili vrednost »0«, aktivnim spojinam pa »1«.
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»Concatenate«: S tem vozliS¢em smo samo zdruzili oba seznama spojin v enega.
»Sorter«: Tukaj smo razvrstili vse rezultate skupaj s spojinami od najboljSega proti
najslabsemu rezultatu.

»Math formula«: Tukaj lahko izvedemo matemati¢no operacijo na izbranih
podatkih. V naSe primeru smo vse rezultate pomnozili z (-1), tako da je bil zdaj
najboljsi rezultat najvecje Stevilo (na vrhu seznama), najslabsi rezultat pa najmanjse
Stevilo (na dnu seznama).

»Random bolean assigner«: Tukaj spet dodamo stolpec s podatkom, ki vsebuje eno
izmed dve vrednosti: true, false. Te vrednosti se ne nanaSajo na lastnosti spojin
ampak sluzi le kot test naklju¢nosti za ROC krivuljo (Slika 9). Obe sta dodeljeni s
50% verjetnostjo, tako da bi morala vrednost AUC pri tej ROC krivulji biti 0,5.
»Roc Curve«: Pri tem vozlis¢u se ustvari ROC krivulja. Cim ve&ja je AUC krivulje,
ve¢ja bo frekvenca aktivnih ligandov med najboljSimi zadetki. Krivulja se vedno
zacéne v tocki (0,0) in konca v (1, 1). Spojine za¢ne vozlis¢e brati od zgoraj navzdol.

Za vsako aktivno spojino se pomakne krivulja gor, za vsako vabo pa v desno smer.

Slika 9 ROC krivulja naklju¢nega
modela.

4.5.2 DESKRIPTORJI V KNIME
Uporabili smo dve shemi, da lahko obravnavamo aktivne in neaktivne spojine lo¢eno. Opis

sheme (Slika 10):

»File reader«: S tem vozliS¢em smo prebrali SMILES zapise aktivnih in neaktivnih

spojin
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»Rdkit from molecule«: Tukaj poteka pretvorba iz zapisa SMILES v zapis, ki je berljiv in
s tem sposoben obdelave za naslednjo vozlisce.
e »RdKkit descriptor calculator«: Tu poteka izbira in izracunava deskriptorjev iz

seznama, ki jih je sposobno to vozlis¢e izracunati.

e »Excel Writer«: Podatki o deskriptorji se zapiSejo v format, ki je berljiv s

programom Excel.

e »Scatter plot«: To vozlisce tvori raztresen grafikon, ki nam omogoca analizo

izbranih deskriptorjev ter pregled in odkritje trendov.

Slika 10 Shema vozIlis¢ v programu KNIME za
pridobitev deskriptorjev in ogleda raztresenih
grafikonov.
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5 REZULTATIIN RAZPRAVA

Rezultate sidranja smo vnesli v ustvarjeno shemo v programu KNIME, s pomocjo katerega
smo izrac¢unali ROC krivulje. Z lo¢eno shemo smo tudi preracunali deskriptorje za vhodne
knjiznice spojin. Ob tem smo podatke obdelali tudi v programu Excel, kjer smo ustvarili
grafe porazdelitve MM in rotacijskih vezi za aktivne in neaktivne spojine. Podatke o vezanih

ligandi smo pridobili s spletne strani PDB (https://www.rcsb.org/).

5.1 ACES (PDB 1E66)
ROC AUC - ACES

0,70
0,65
0,60

0,55 \\
’

0,50

AUC

\/

0,45

0,40
1 25 250 2500

St. konformacij
e Test 1 e Test 2 est 3 Random 50%

Slika 11 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi Stevila konformacij
za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki predstavlja naklju¢ni model. Na spodnjih
slikah so prikazane ROC krivulje za 1, 25, 250 in 2500 konformacij (od leve proti desni).

V primeru ACES lahko vidimo, da v vec€ini primerov vrednost AUC pade pri povecanju
Stevila konformacij in je le zmerno nad vrednostjo 0,5 (Slika 11). Potek ROC krivulje je pri
vseh treh testih zelo blizu krivulje naklju¢nega modela, kar pomeni, da pri tem eksperimentu
ne more identificirati spojin. To se pokaze tudi pri velikosti AUC, ki ni v nobenem primeru
vecja od 0,6 in je tako minimalno vec¢ja od AUC naklju¢nega modela. V enem primeru se

AUC spusti celo pod 0,5. Pri ogledu strukture kristaliziranega liganda (Preglednica IV) smo
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ugotovili, da gre za rigidno strukturo molekule, ki ima relativno majhno molekulsko maso v
primerjavi z drugimi ligandi (Slika 12), ki smo jih uporabili pri testu.

Preglednica IV V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih

ligandov.as)
Pripadajoca tarca ACES
Molekulska formula Cis Hio CIN,
Molekulska masa (g/mol) 298,81
Stevilo atomov 40
Stevilo vezi 43
Stevilo aromatskih vezi 11
Stevilo kiralnih centrov 2
Kiralni centri Cl11, C6
Rotacijske vezi 1

Slika 12 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.
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5.2 ANDR (PDB 2AM9)

050 ROC AUC - ANDR

0,75 —_—

\
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Slika 13 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi Stevila konformacij
za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki predstavlja naklju¢ni model. Na spodnjih
slikah so prikazane ROC krivulje za 1, 25, 250 in 2500 konformacij (od leve proti desni).

Vsi trije testi so tukaj proizvedli zelo podobne rezultate. Po ROC krivuljah (Slika 13) lahko
vidimo zelo hiter vzpon same krivulje pri vseh uporabljenih konformacijah. AUC je
relativno visok in se giblje okrog vrednosti 0,75. Pri dvigu Stevila konformacij ni prakticno
nobenega prirastka in tudi ne padca. Podobno kot pri ACES je tudi tukaj kristaliziran ligand
v vecini cikli¢ne strukture z majhno fleksibilnostjo (Preglednica V). Spojine se tu po
deskriptorjih ze bolj priblizajo vezanemu ligandu (Slika 14). Opazimo lahko vecji delez
molekul z 0 in 1 rotacijsko vezjo med aktivnimi (17,5% in 24%) kot neaktivnimi spojinami

(2% in 9%).
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Preglednica V V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih ligandov.
(35

Pripadajoca tarca ANDR
Molekulska formula Ci9 Hag O3

Molekulska masa (g/mol) 288,42
Stevilo atomov 49
Stevilo vezi 52
Stevilo aromatskih vezi 0
Stevilo kiralnih centrov 6

Kiralni centri C10, C13,C14,C17,C8, C9

Stevilo rotacijskih vezi 0

Slika 14 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.
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5.3 CAH2 (PDB 1BCD)

ROC AUC - CAH2

0,7

0,65

e
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Slika 15 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi Stevila
konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki predstavlja naklju¢ni
model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje za 1, 25, 250 in 2500
konformacij (od leve proti desni).

ROC krivulja se giblje med vrednostjo 0,55 in 0,65. Vidimo zelo majhne prirastke in padce
pri spremembi konformacij(Slika 15). Glede na velikost in lastnosti kristaliziranega liganda
(Preglednica VI) lahko pri¢akujemo opaZene rezultate. Gre za majhno molekulo z
molekulsko maso 149 g/mol, ki je tudi najmanjSa na naSem testu. Zelo velika razlika se
pojavi v primerjavi z testiranimi pripadajocimi neaktivnimi in aktivnimi spojina, kjer je
povprecna molska masa le-teh okrog 380 g/mol (Slika 16). Kljub temu vseeno lahko
opazimo vecji prirastek AUC v primerjavi z ANDR in ACES primeroma. Tudi volumen

vezavnega mesta je najmanjsi na nasem testu.
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Preglednica VI V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih
ligandov®

Pripadajoca tarca CAH2

Molekulska formula CH,FsNO: S
Molekulska masa (g/mol) 149,09

Stevilo atomov 0

Stevilo vezi
Stevilo aromatskih vezi
Stevilo kiralnih centrov

Kiralni centri

Stevilo rotacijskih vezi

—_—

(=] N k=] =] Na]

Slika 16 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na
levi strani in po MM na desni strani.
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5.4 FA10 (3KL6)
ROC AUC - FA10
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Slika 17 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi Stevila
konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki predstavlja
naklju¢ni model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje za 1, 25, 250 in
2500 konformacij (od leve proti desni).

V primeru tar¢e FA10 lahko opazimo, da s povecanjem Stevila konformacij opazimo visok
dvig AUC. Zacetna krivulja se ne razlikuje veliko od naklju¢nega modela (vrednost AUC
okrog 0,5). Pri prvem prehodu dobimo prirastek za 20% na vrednost okrog 0°55, pri drugem
pa za 25% predhodnega primera na vrednost okrog 0,7. Presenetilo nas je to, da je prirastek
pri prehodu na 250 konformacij vecji od prirastka na prehodu do 25. Tako smo pri drugem
testu dobili rezultat AUC kar 0,79 z izjemno hitrim narastkom krivulje na samem zacetku
(Slika 17).

Pri pregledu podatkov lahko vidimo, da je povprecje MM neaktivnih spojin 471 g/mol,
aktivne spojine imajo pri tem v povprecju MM 514 (Preglednica XVII). Pri pregledu razlik
(Slika 18) smo opazili, da ima velik deleZ aktivnih MM med 500 in 600 kar je okrog 60%
(25% med 550 in 600), med tem ko je deleZ neaktivnih tukaj okrog 28% (<1% med 550 in
600). Razlike se pojavijo tudi pri Stevilo rotacijskih vezi. Pri neaktivnih vidimo normalno

porazdelitev le-teh med 2 in 13, pri aktivnih pa jih ima ve¢ kot 50% 5 oz. 6 rotacijskih vezi.
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Preglednica VII V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih
ligandov®

Pripadajoca tarca FA10
Molekulska formula C2 Hos CIN3 Os S

Molekulska masa (g/mol) 479,98
Stevilo atomov 58
Stevilo vezi 61
Stevilo aromatskih vezi 11
Stevilo kiralnih centrov 1
Kiralni centri C2
Stevilo rotacijskih vezi 5

Slika 18 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.
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5.5 FNTA (3E37)

075 ROC AUC - FNTA
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Slika 19 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi
Stevila konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki
predstavlja naklju¢ni model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje
za 1, 25, 250 in 2500 konformacij (od leve proti desni).

Pri FNTA lahko vidimo dvig AUC za priblizno 0,1 na vrednost okrog 0,7 pri prvem prehodu
konformacij (Slika 19). Za tem krivulja ve€inoma stagnira okrog vrednosti 0,7. Krivulja
ohranja svojo obliko pri vseh primerih konformacij, razen pri manjSem dvigu naklona pri 25
konformacijah.

Velikih razlik med povprec¢nimi vrednostmi MM in rotacijskih vezi med aktivnimi in
neaktivnimi ni (Preglednica XVII), lahko pa vidimo razliko pri distribuciji spojin glede na
Stevilo rotacijskih vezi (Slika 20). Pri neaktivnih lahko vidimo normalno distribucijo, med
tem ko so pri aktivnih priblizno v enakih odstotkih (okrog 5%) razporejeni med 0 in 13
rotacijskih vezi. Ve¢ji delez aktivih (okrog 15%) najdemo le pri aktivnih spojinah z 5 in 6
rotacijskih vezi. Okrog 6% aktivnih spojin pa ima celo ve¢ kot 13 rotacijskih vezi (tudi do

18).
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Preglednica VIII V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih
ligandov®

Pripadajoca tarca FNTA
Molekulska formula Cs2 Haa Ng O4 S

Molekulska masa (g/mol) 606,78
Stevilo atomov 85
Stevilo vezi 88
Stevilo aromatskih vezi 17
Stevilo kiralnih centrov 0
Kiralni centri /
Stevilo rotacijskih vezi 10

Slika 20 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.
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5.6 HIVPR (PDB 1XL2)

ROC AUC - HIVPR
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Slika 21 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi Stevila
konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki predstavlja naklju¢ni
model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje za 1, 25, 250 in 2500
konformacij (od leve proti desni).

Najvecji preskok opazimo pri 25 konformacijah, kjer se AUC poveca za priblizno 0,1 (Slika
21). Za tem stagnira okrog vrednosti 0,65. V primeru HIVPR ne vidimo veliko posebnosti,
razen relativno nizek AUC, ki doseze plato pri 25 konformacijah. ROC krivulja narasc¢a kot
pricakovano s povecevanjem konformacij, kjer so tudi prirastki vedno manjsi. Oblika
krivulje se »izboljSa« po prvem povecanju konformacij kar opazimo s povecanjem naklona
na samem zacetku in odmaknitev od naklju¢ne krivulje v osrednjem delu.

Pri primerjavi lahko vidimo vis§jo povpre¢no MM aktivnih (522 g/mol) od neaktivnih (473
g/mol) (Preglednica XVII) ter pomik distribucije rotacijskih vezi aktivnih proti vi§jim
vrednostim (Slika 22), kar se pozna tudi pri povpre¢nih vrednosti (9,4 za aktivne in 7,4 za
neaktivne). S temi vrednostmi se aktivne spojine zelo priblizajo lastnostim kristaliziranega

liganda, ki pa ima kar 13 rotacijskih vezi (Preglednica IX).
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Preglednica IX V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih
ligandov©>

Pripadajoca tarca HIVPR
Molekulska formula Cs3 Ha3 N3 O4 S

Molekulska masa (g/mol) 577,78
Stevilo atomov 84
Stevilo vezi 87
Stevilo aromatskih vezi 18
Stevilo kiralnih centrov 2

Kiralni centri C21, C25

Stevilo rotacijskih vezi 13

Slika 22 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.
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5.7 MK14 (PDB 2QD9)
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Slika 23 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi Stevila
konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki predstavlja
naklju¢ni model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje za 1, 25, 250 in
2500 konformacij (od leve proti desni).

Ob pogledu na ROC krivulje vidimo prirastke AUC, ki se postopoma zmanjsujejo (Slika
23). Na zacetku je ROC krivulje blizu nakljuénega modela a se pri dvigu konformacij
poveca. Od idealnega primera nas lo€i le velikost prirastka, saj so le-ti relativno majhni in
tako imamo na koncu najvec¢ji AUC samo med 0,60 in 0,65. Naklon krivulje se poveca le na
zacetku krivulje s prvim povecanjem konformacij, med tem ko proti koncu ostane na krivulji
naklju¢nega modela. Razlike in distribucije deskriptorjev med aktivnimi in neaktivnimi so
minimalne (Preglednica XVII, Slika 24). Vecje razlike v MM so pa med knjiZnico in

ligandom. MK 14 ima najvecje vezavno mesto na naSem testu (Preglednica XVII).
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Slika 24 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.

Preglednica X V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih ligandov
(35

Pripadajoca tarca MK 14
Molekulska formula Cy7 Haa F2 Ng Os

Molekulska masa (g/mol) 550,51
Stevilo atomov 64
Stevilo vezi 69
Stevilo aromatskih vezi 12
Stevilo kiralnih centrov 2

Kiralni centri C23, C37

Stevilo rotacijskih vezi 4

42



5.8 PGH2 (3LN1)
ROC AUC - PGH2
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Slika 25 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi Stevila
konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki predstavlja
naklju¢ni model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje za 1, 25, 250 in
2500 konformacij (od leve proti desni).

Krivulja ima ze relativno velik AUC pri konformaciji 1 (okrog 0,7), ki se potem Se
minimalno pove€a na vrednost okrog 0,75 pri prehodu na 25 konformacij (Slika 25). Pri tej
vrednosti AUC krivulja tudi stagnira. Tokrat se je pri testu Stevilka 3 pojavil odstop, kjer se
AUC ob vsakem koraku zmanjSuje kar je razlicno od drugih dveh testov.

Volumen vezavnega mesta je med najmanjSimi, kar velja tudi za kristaliziran ligand. Le-ta
ni popolnoma rigiden saj ima 3 rotacijske vezi (Preglednica XVII,Preglednica XIV) za
razliko od prvih treh primerov na nasem testu. Aktivne in neaktivne spojine se po
deskriptorjih ne razlikujejo veliko (Slika 26). MM in Stevilo rotacijskih vezi uporabljene
knjiznice so podobne kristaliziranemu ligandu, kar bi podpiralo razlago o visjem AUC

(Preglednica XVII).
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Preglednica XI V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih
ligandov®

Pripadajoc¢a tarca PGH2
Molekulska formula Ci7Hi4F3N; 0, S

Molekulska masa (g/mol) 381,37
Stevilo atomov 40
Stevilo vezi 42
Stevilo aromatskih vezi 19
Stevilo kiralnih centrov 0
Kiralni centri /
Stevilo rotacijskih vezi 3

Slika 26 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.
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5.9 PDE5A (PDB 1UDT)
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Slika 27 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi Stevila
konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki predstavlja
nakljuc¢ni model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje za 1, 25, 250 in
2500 konformacij (od leve proti desni).

Zacetni AUC je relativno visok (0,7) in ob prehodih naras¢a za vrednost okrog 0,05 vse do
vrednosti okrog 0°8, ki jo doseze pri 250 konformacijah. Pri prehodu na 2500 pa se AUC
rahlo zniza. Oblike ROC krivulj so podobne tistim, ki jih najdemo pri FNTA in se jim poveca
naklon po preskoku Stevila konformacij. Razlika je v tem, da imajo vecji AUC Ze od zacetka
(Slika 27).

Ce primerjamo MM in rotacijske vezi spojin v knjiznici s kristaliziranim ligandom lahko
vidimo, da so si podobne (Preglednica XVII). Prav tako ni veliko razlik v distribuciji med

aktivnimi in neaktivnimi spojinami (Slika 28). Ta tar¢a ima srednje veliko vezavno mesto.
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Preglednica XII V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih
ligandov®

Pripadajoca tarca PDESA
Molekulska formula Ca2 H30 Ng O4 S
Molekulska masa (g/mol) 474,58
Stevilo atomov 63
Stevilo vezi 66

—_—

Stevilo aromatskih vezi 7
Stevilo kiralnih centrov 0
Kiralni centri /

7

Stevilo rotacijskih vezi

Slika 28 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.

46



5.10 TRY1 (PDB 2AYW)
ROC AUC - TRY1
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Slika 29 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi
Stevila konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki
predstavlja naklju¢ni model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje
za 1, 25, 250 in 2500 konformacij (od leve proti desni).

Pri TRY lahko vidimo, kako bi idealen primer lahko zgledal. Pri konformaciji 1 je krivulja
pod mejo naklju¢nega modelu. Z vsakim slede¢im dvigom Stevila konformacij prihaja do
velikega prirastka AUC (ve€ kot 0,1), ki pri 2500 konformacijah doseze vrednost okrog 0,7.
Prirastek se manjSa z ve€anjem Stevila konformacij, kar ustreza idealnemu primeru (Slika
29).

Pri primerjavi aktivnih in neaktivnih spojin lahko opazimo razlike tako pri MM kot pri
rotacijskih vezeh. V povpre¢ju imajo aktivni MM 482 g/mol, neaktivni pa 425 g/mol in to
se opazi tudi pri distribuciji. Aktivne spojine imajo tudi v povprec¢ju za 2 rotacijski vezi vec
od neaktivnih in so tako v obeh deskriptorjih bolj podobni kristaliziranemu ligandu. Vezavno

mesto je med najvecjimi na testu (Preglednica XVII).
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Preglednica XIII V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih
ligandov©>

Pripadajoca tarca TRY1
Molekulska formula Cas H31 N5 O¢
Molekulska masa (g/mol) 533,58
Stevilo atomov 70
Stevilo vezi 72
Stevilo aromatskih vezi 19
Stevilo kiralnih centrov 1
Kiralni centri C34
Stevilo rotacijskih vezi 9

Slika 30 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.
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5.11 VGRF2 (PDB 2P2I)
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Slika 31 Zgornja slika predstavlja nihanja vrednosti AUC ob spremembi
Stevila konformacij za vse tri teste. Oznacena je tudi vrednosti 0°5, ki
predstavlja naklju¢ni model. Na spodnjih slikah so prikazane ROC krivulje
za 1,25, 250 in 2500 konformacij (od leve proti desni).

Do manjSega dviga AUC (manj kot 0,1) pride le ob prvem prehodu. VGREF je e en primer,
kjer ROC krivulja naras¢a minimalno in zelo zgodaj doseze svoj plato. To se zgodi Ze pri
prvem preskoku Stevila konformacij. Tudi vrednosti AUC niso pretirano visoki in se gibljejo
med 0,65 ter 0,68 (Slika 31).

V primerjavi deskriptorjev aktivnih in neaktivnih spojin ne najdemo prevelikih razlik, razen
pri MM, ki je pri aktivnih rahlo vi§ja. Ce primerjamo MM cele pripadajoce knjiznice spojin
(433 g/mol) s kristaliziranimi ligandom lahko vidimo, da ima ligand rahlo manjSo MM (396
g/mol). Tudi pri primerjavi rotacijskih vezi ima knjiZznica skoraj za 2 rotacijski vezi manj kot
pa pripadajoci ligand. Vezavno mesto je po velikosti med srednje velikimi (Preglednica

XIV,Preglednica XVII).
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Preglednica XIV V spodnji tabeli najdemo strukturo in deskriptorje kristaliziranih
ligandov®

Pripadajoca tarca VGRF2
Molekulska formula Ca4 Hao N4 O

Molekulska masa (g/mol) 396,44
Stevilo atomov 50
Stevilo vezi 53
Stevilo aromatskih vezi 24
Stevilo kiralnih centrov 0
Kiralni centri /
Stevilo rotacijskih vezi 7

Slika 32 Razporeditev aktivnih in neaktivnih spojin po Stevilu rotacijskih vezi na levi
strani in po MM na desni strani.
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5.12 PREGLED SPREMEMB AUC

Slika 33 Graf spremembe vrednosti AUC v odstotkih, pri prehodu iz manjSe na vecje Stevilo
konformacij za vsako tarco.

Pri tvorbi konformacij z Omego smo izbrali naslednje Stevilo konformacij: 1, 25, 250, 2500.
S temi izbirami zastopamo vse pomembnejSe velikostne razrede, ki se uporabljajo v praksi.
V zgornjem grafu (Slika 33) lahko vidimo, da v vecini primerov (9 od 11) prihaja do
povecanja AUC pri 25 konformacijah. Le pri petih primerih naraste AUC tudi pri 250
konformacijah in priblizno pri 4 primerih naraste AUC pri najvecjem Stevilu konformacij.
A tukaj gre za relativno majhne prirastke v primerjavi z manjSim Stevilom konformacij.
Opazimo lahko, da prve tri tar¢e (ACES, ANDR, CAH2) zelo izstopajo zaradi veliki padcev
AUC. Od teh treh izstopa ANDR, ki ima kljub majhnim prirastkov velik AUC, med tem ko
ostali dve tar¢i imata AUC skoraj 0,5.

Ob podrobnejSem pregledu podatkov vidimo, da gre za 3 primere, kjer je vezani ligand
majhna in/ali rigidna molekula. Poleg tega imajo pripadajoce aktivne in neaktivne spojine
veliko ve¢jo MM in tudi vecje Stevilo rotacijskimi vezmi. Opazimo tudi, da gre v teh
primerih za tarCe, ki imajo zelo majhno vezavno mesto (Preglednica XVII). V takih primerih
sam protokol sidranja verjetno ni ustrezen.

Druga skupina podatkov vkljucuje primera FA10 in TRY1. Pri teh dveh tarcah imamo
najvecje prirastke AUC glede na ostale tarce na naSem testu. Pri TRY1 vidimo celo
znizevanje velikosti prirasta AUC, kar bi bilo pri¢akovati pri idealnih primerih. Pri TRY1

lahko vidimo vecje razlike med deskriptorji znotraj knjiznice kot pri FA10. V obeh primerih
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pa so aktivne spojine bolj podobne kristaliziranemu ligandu v primerjavi z neaktivni
spojinami. Oba primera spadata med srednje velika oziroma velika vezavna mesta. Vsi ti
pogoji bi lahko bili razlog, da sta med redkimi tarami na testu, ki imata prirastek
konformacij tudi pri zadnjem prehodu od 250 na 2500.

V tretjo skupino bi lahko uvrstili preostale tarce, ki imajo srednje velike prirastke pri 25
konformacijah in manjse ali nicte prirastke pri 250 in 2500 konformacijah. V tej skupini so
se bolje odrezali primeri s srednjimi ali velikimi vezavnimi mesti. Pri tem malce izstopa
MK14, ki ima najvecje vezavno mesto na testu in ustrezne prehode a vseeno relativno
majhne vrednosti AUC.

V primerih, kjer je vecja razlika med deskriptorji aktivnih in neaktivnih spojin, so bili
rezultati boljsi. Sklepamo da je to razlog za vecjo diskriminacijo knjiznice in bolj$i rezultat
vezave. Najboljsi rezultati so se pojavili, Ce je bila prisotna vecja podobnost z deskriptorji
kokristaliziranega liganda.

Ugotovili smo, da so rezultati sidranja boljsi, ¢e uporabimo vec kot 1 konformacijo za vsako
spojino. Samo v enem primeru (ANDR), je bila velikost AUC ze pri 1 konformaciji zelo
visoka, ki se potem ni spreminjala z dvigom konformacij, kar pripisujemo velikosti
vezavnega mesta in lastnostim pripadajoce knjiznice v primerjavi s kristaliziranim ligandom.
Pri vecini tar¢ so bili prisotni prirastki tako pri 25 kot tudi 250 konformacijah (Slika 33) a
so le-ti pri tevilu 250 ve¢inoma manjsi. Ce upostevamo porabo radunskega ¢asa in uporabo
knjiznic vecjih velikosti, je vsekakor boljsa uporaba Stevila konformacij v velikostnem rangu
25 konformacij. Pri 2500 konformacijah je prirastkov malo in le-ti so tudi zelo majhni ali
celo nicti. Pri vsem tem pa moramo upostevati tudi same specifi¢ne lastnosti tarce kot je na
primer volumen vezavnega mesta. Pri skrajnih vrednostih se namre¢ pojavljajo odstopi.
Vsekakor je priporocljiva individualna obravnava tar¢, ki nam pomaga pri dolocitvi
parametrov sidranja. Ce imamo poleg tarée na voljo tudi znani ligand, lahko $e z znanjem o
lastnostih liganda oblikujemo oz. ustrezno filtriramo knjiznico in tako izboljSamo izid

sidranja.
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Preglednica XV Preglednica tar¢ s pripadajo¢imi vrednostmi AUC vseh treh testov,
povprecje vrednosti AUC testov za posamezno Stevilo konformacij, sprememba AUC v
odstotkih pri prehodu na vecje Stevilo konformacij, in povpre¢ni RSD testov.

5 Sprememba | Povpreéni
Taréa | Stevilo konformacij | Test 1 | Test 2 | Test 3 | Povprecje | AUC (%) RSD (%)
1 0,5214 10,5674 10,5507 | 0,5465 /
ACES 25 0,5300|0,5273 10,5073 | 0,5215 -4,5685 3.56
250 0,484310,5238 10,4964 | 0,5015 -3,8412
2500 0,5820]0,5486 | 0,5249| 0,5518 10,0366
1 0,7434 10,7537 10,7602 | 0,7524 /
ANDR 25 0,7110]0,732410,7417| 0,7284 -3,1985 1,84
250 0,7073 10,7306 | 0,7387 | 0,7255 -0,3890
2500 0,7050 10,7282 | 0,7344| 0,7225 -0,4135
1 0,5502 10,6223 ]0,5633| 0,5786 /
CAHD2 25 0,6237 10,6456 | 0,6108 | 0,6267 8,3132 3,82
250 0,5976 10,6203 | 0,6176| 0,6118 -2,3722
2500 0,6190]0,6113]0,6104| 0,6136 0,2833
1 0,4407 10,4963 | 0,4839| 0,4736 /
FAL0 25 0,5363 10,5958 | 0,5622| 0,5648 19,2413 5.61
250 0,6881 10,7587 10,6965| 0,7144 26,5006
2500 0,7380 10,7925 |0,7428 | 0,7578 6,0654
1 0,6276 | 0,6398 | 0,6320 | 0,6331 /
FNTA 25 0,7240]0,6834 10,7149 | 0,7074 11,7353 2.06
250 0,7270 10,6986 | 0,7022 | 0,7093 0,2592
2500 0,7311]0,7016 | 0,7049 | 0,7125 0,4606
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Preglednica XVI Nadaljevanje preglednice tar¢ s pripadajo¢imi vrednostmi AUC vseh treh
testov, povprecje vrednosti AUC testov za posamezno Stevilo konformacij, sprememba
AUC v odstotkih pri prehodu na vecje Stevilo konformacij, in povpre¢ni RSD testov.

5 Sprememba | Povprecni
Tarca | Stevilo konformacij | Test 1 | Test 2 | Test 3 | Povprecje | AUC (%) RSD (%)
1 0,5125]0,5240 | 0,5579| 0,5315 /
MK 14 25 0,5835]0,5717| 0,610 | 0,5884 10,7125 3.95
250 0,6271 10,6029 | 0,6541| 0,6280 6,7358
2500 0,635710,6077 | 0,6720 | 0,6385 1,6613
1 0,5704 10,5813 10,5323 | 0,5613 /
HIVPR 25 0,6558 10,6394 | 0,6330| 0,6427 14,5012 2.64
250 0,6754 10,6564 | 0,6606 | 0,6641 3,3295
2500 0,6710]0,6558 10,6768 | 0,6679 0,5621
1 0,6565]0,6411 | 0,6456| 0,6477 /
VGFR2 25 0,6758 10,6891 | 0,6846| 0,6832 5,4704 1.17
250 0,6738 10,6911 | 0,680 | 0,6816 -0,2244
2500 0,672710,6901 | 0,6852| 0,6827 0,1516
1 0,4169 10,4549 10,4120 0,4279 /
TRY1 25 0,5548 10,5817 (10,5419 | 0,5595 30,7369 3,74
250 0,6490 | 0,6754 | 0,6552| 0,6599 17,9457
2500 0,704510,7214 10,7112 0,7124 7,9562
1 0,7042 10,7205 |0,7086| 0,7111 /
PGH2 25 0,7476 10,7573 | 0,6921 | 0,7323 2,9860 3,85
250 0,742710,7610 | 0,6834| 0,7290 -0,4506
2500 0,7480 10,7499 10,6802 | 0,7260 -0,4115
1 0,6935]0,6898 | 0,7023 | 0,6952 /
PDESA 25 0,7291 10,7389 | 0,7469 | 0,7383 6,1997 118
250 0,7928 10,8138 10,7964 | 0,8010 8,4925
2500 0,7704 10,7980 | 0,7741 | 0,7808 -2,5177
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Preglednica XVII Preglednica z volumni in rangi vezavnega mesta, MM liganda in
knjiznice spojin ter rotacijske vezi knjiznice spojin.

Volumen | Zunania Rang po Rang po | Povprecna | Povprecna Stevilo Stevilo
Ime | vezavne ovréinja B MM velikosti velikosti MM MM rotacijskih | rotacijskih
tarée | ames tag p Outer kristaliziranega vezavnega zunanje aktivnih | neaktivnih vezi — vezi —
(A) contour (A) liganda (g/mol) mesta povrsine spojin spojin aktivne neaktivne
(g/mol) (g/mol) spojine spojine
9 8
ACES | 4505 554 298,81 43942 | 41535 8,15 6,67
10 10
11 11
CAH2 3352 296 149,09
395,80 381,30 5,44 5,27
6 6
FA10 7170 1060 479,98
514,17 471,42 6,71 6,53
3 1
FNTA | 10322 2326 606,78 479,87 454,88 6,73 6,28
PDES 4 5
A | P 1094 474,58 44464 | 439,87 593 5.80
8 9
2 3
TRY]1 13065 1880 533,58 482,15 424,94 8,41 6,54
VGFR 7 7
2 6705 881 3964 451,15 432,35 5,75 5,68
1 2
MKI14 | 14314 2172 550,51 442,78 429,79 5.50 545
HIVP 5 4
R 9382 1359 371,18 522,40 472,85 9,39 7,38
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6 SKLEP

Ker je sidranje eden od najpogostejsih pristopov pri virtualnem reSetanju smo v okviru
magistrske naloge poskusali ovrednotiti vpliv parametrov priprave konformacijskih knjiznic
pri izvedbi eksperimentov sidranja rigidnih ligandov.

Uspesnost sidranja smo ocenili z uporabo ROC krivulj in pri tem smo pricakovali vec
idealnih primerov prirastka povrsine pod ROC krivuljami ob vecanju §tevila konformacij v
vhodnih knjiznicah spojin. Spoznali smo, da imata tako tar¢a kot knjiZznica spojin pomembno
vlogo pri uspesSnosti sidranja, pri sami izvedbi sidranja pa moramo tudi prilagoditi sam
protokol posamezni tarci. Paziti moramo na klju¢ne parametre, kot je velikost aktivnega
mesta ali strukturne posebnosti kristaliziranih ligandov npr. velikost ali stericna rigidnost
molekul. Pri tar¢ah z majhnim vezavnim mestom, so prirastki ROC AUC nizji, kot pri tar¢ah
z ve¢jim vezavnim mestom. Ob kombinaciji majhnega vezavnega mesta in rigidnimi ligandi,
vezavnih mest ter knjiznic spojin v ve¢jo molsko maso ter prisotnostjo rotacijskih vezi kar
smo opazili iz izra¢unov molekulskih deskriptorjev za uporabljene knjiznice spojin. Ce se
deskriptorji aktivnih spojin v testnih knjiznicah Se priblizajo vrednostim deskriptorjev
vezanega liganda pa pri¢akovano doseZzemo najboljse rezultate. V takem primeru program
za reSetanje najlazje prepozna aktivne spojine in jih loci od neaktivnih. Kar se tie Stevila
konformacij, smo lahko ugotovili, da je Stevilo 25 izraCunanih konformacij najugodnejse
oziroma najugodnejsi velikostni razred konformacij, saj z izraunom vecjega Stevila
konformacij potrebujemo veliko procesorskega €asa in pri ve€ini primerov ne dosezemo
signifikantnega prirastka k velikosti ROC AUC-ja. Na nasem testu je pri tej koli¢ini prislo
to povecanja AUC-ja kar pri 9 od 11 tar¢.

S to diplomsko nalogo smo ugotovili pomembnost vpliva parametra Stevila konformacij
spojin na izid sidranja ter optimizirali sam protokol priprave konformacijskih knjiznic za

izvedbo eksperimentov sidranja.
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