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POVZETEK

Zaradi hitrega napredkadanalniSke tehnologije in proste dostopnosti velikdz malih
molekul, smo napisali nov program, ki oméga2D in 3D virtualno reSetanje na osnovi
liganda. Program z uporabo algoritma za iskanjesinaine klike poi&e najve€jo skupno
podstrukturo med referéno in tatno molekulo nakar njuno podobnost oceni s
Tanimotovim koeficientom. Za 2D reSetanje smo udlivai razli¢cne variante za tvorbo
produktnega grafa, za katere se je izkazalo, dejalarug&ne rezultate, ter da se med
seboj razlikujejo v ¢asu trajanja reSetanja. Program smo preskusili wah d
acetilholinesteraznih inhibitorjih — donepezilu BUK662. Kot taéne molekule smo
uporabili prosto dostopno ZINC bazo Leads Now, kelwje priblizno dva milijona
molekul; pri tem smo za 3D reSetanje vsaki molepuiidhodno ustvarili priblizno tristo
razlicnih konformacij, imer smo upostevali njihovo fleksibilnost. Progrgntako pri 2D
kot 3D reSetanju relativno visoko ocenil tudi malek pri katerih je razviden drugen
skelet kot pri referamih molekulah; torej je program izkazal tudi moznoskrivanja
skeletnih preskokov. Za zelo hitro se je izkazdlor@Setanje v povezavi z varianto 2 in 3,
saj smo dva milijona veliko bazo pregledali Ze kajeurah. Varianta 1 se je izkazala za
petkrat péasnejSo, 3D reSetanje pa je na 22 procesorskiin jedjalo sedem dni. Najdene
podobne molekule so potencialni novi inhibitorjietitholinesteraze, zato jih bomo v

nadaljevanju te Studije bioloSko ovrednaotili.

Klju éne besedevirtualno reSetanje, maksimalna klika, molekulsiafg



ABSTRACT

Due to the fast development of computer technolagy free access to large small-
molecule databases, we developed a computer prdgra?dd and 3D ligand based virtual
screening. This program uses a maximum clique Bedgorithm, which enables us to find
the maximum common substructure between the referand target molecules. Then with
the use of the Tanimoto coefficient their simikaris estimated. For the 2D virtual
screening, we developed three different variantsréate product graphs. It was evident
that the three variants give dissimilar Tanimoteftioients and required different lengths
of time to complete virtual screening. The prognaas tested on two acetylcholinesterase
inhibitors — donepezil and GUK662. For target males the freely accessible ZINC Leads
Now database, which contains about two million rooles, has been used; however for
the 3D virtual screening we preliminarily creategpeximately three hundred
conformations for each molecule, thereby taking stcount their flexibility. For both 2D
and 3D virtual screening the program scored redgtihighly molecules, in which new
scaffolds were evident — the program has the feabfirscaffold hopping. The program’s
2D method combined with variant 2 and 3 was dematest to be very time efficient — it
took only a few hours to screen through the Leadw Matabase. Variant 1 was five times
slower than variant 2 and 3; moreover, 3D virtuakesning of the changed Leads Now
database took seven days on twenty-two processes t complete. Our program found a
range of similar molecules to donepezil and GUK6B2se molecules are potential new
acetylcholinesterase inhibitors which will be ew&d in later stages with biological
testing.

Key words: virtual screening, maximum clique, molecular graph



SEZNAM OKRAJSAV
GUK662  N-((1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-Bmetil)-N-(2-metoksieil)-2-

naftamid
PDB Protein Data Bank
SAR odnos med strukturo in aktivnostjo (arsgiucture activity relationship

Vi



1. Uvod

Na odlaitev, za katero bolezen bomo razvijali nowankovino, vplivajo tako medicinski
kot ekonomski razlogi (1). Med medicinske razlogada potreba po noviltimkovinah za
zdravljenje bolezni, za katere Se nimamo znanémkovin, in potreba po boljSih
ucinkovinah za bolezni, za katere ze imantankovine. Zaradi velikih stroskov razvoja
novih winkovin je potrebno uposStevati tudi ekonomske rgelozato se raziskovanje
osredotda predvsem na bolezni, ki so pogoste v razvitertusve primer gripa, debelost,
migrena, simo-zilne bolezni in psihiaithe bolezni. Danes je pomembno orodje pri
odkrivanju novih dinkovin ratunalnik. R&unalniSke metode so uspesne problemu
velikih Stevil— Stevilo molekul, ki jih lahko analizirdovek je zelo omejeno, ¢analniki

pa se zelo dobro obnesejo, ko je potrebno andliziedike baze molekul za potencialne
nove winkovine. Prav tako se tanalniSke metode dobro obnesejo mioblemu
multidimenzionalnega optimiziranjacinkovin. Spojine vodnice Se niso nujno uporabne
kot zdravilne dinkovine. S pomgo ratunalnikov optimiziramo molekulo spojine vodnice
tako, da uporabimo algoritme, ki hkrati zadostig lastnostim in omejitvam, ki jih naj bi
imela zdravilna ginkovina. R&unalniSke metode nam omaggo tudi pocenitev postopka
odkrivanja novih ginkovin. Omog@ajo nam obogatitev kemijskih knjiznic, tako da nam
ni potrebno izvesti biokemijskih testov na celdtnjiznici (2).

Ko izberemo bolezen, za katero bomo razvijali zdinavuc¢inkovino, moramo identificirati
ustrezno tato. To je najvékrat protein oziroma nukleinska kislina, ki je pasea z
boleznijo (1). V preteklosti je bila ¢aa tag odkritih tako, da je bila v izhodia ze znana
molekula, ki je delovala na @. Primer je morfin, &inkovina, ki je bila poznana in se je
uporabljala preden so poznaliday na katero deluje. Sele kasneje so odkrili telastne
kemiine prenasalce s podobnimi kemijskimi lastnostmi jkoima morfin, in na osnovi
podobnosti med morfinom in temi prenasalci naslrfimov tarcni protein, to je opioidni
receptor.

Ze pred uporabo tanalnikov so na osnovi podobnosti molekul razvijadive zdravilne
ucinkovine (1). Naravna liganda adrenalin in noradtensta bila uporabljena kot spojini
vodnici pri n&rtovanjup-agonistov, kot so salbutamol, dobutamin ali ksaéra. Razvoj
nove zdravilne &inkovine na osnovi podobnosti z Ze znarmkovino lahko uporabimo
tudi z namenom izogibanja patentnim omejitvaamd]., »me too« drugs). Pri tem kot

spojino vodnico vzamemo obstdge winkovino, ki jo strukturno modificiramo, a hkrati



ohranimo aktivnostdinkovine. Primer je antihipertenzivnainkovina kaptopril, ki je bila
spojina vodnica za novej$e podobne antihipertenZieeobstojéo usinkovino lahko tudi
izboljSamo (angl»me better« drugs Primer so moderni penicilini, ki so bolj selekti,
ucinkoviti in stabilni kot izhodni penicilini.

Ucinkovina lahko sluzi kot spojina vodnica na osnoj@énega stranskegaioka (2). V
takem primeru je na$ cilj spremeniti spojino vodniako, da doléen stranski &inek
ojatimo in hkrati minimiziramo njen osnovni, terapevtskinek. Primeri tako odkritih
ucinkovin so antidiabetiki skupine sulfonitggn. Odkrili so, da doléeni sulfonamidi, ki
so protibakterijske tinkovine, povzréajo konvulzije, saj kot stranskicimek inducirajo
hipoglikemijo. Tako so na osnovi sulfonamidowriavali nove antidiabetne winkovine.

Z ustreznimi strukturnimi modifikacijami so zmarijSgorotibakterijsko delovanje
sulfonamidov in ojéili hipoglikemi¢no delovanje, kar je vodilo v odkritje tolbutamida.
Mapiranje genoma, to je odkrivanje nukleotidnegporaedja organizmov, nam omagg
da odkrivamo mnoge nove potencialnewar proteine, na katere bi lahko delovale nove
ucinkovine (1). Za mnoge tako odkrite &ae proteine Se ni znana njihova
tridimenzionalna (3D) kristalna struktura v prosknbazi (anglProtein Data Bank(3).
Imamo tudi baze oziroma knijiznice vanilijonov znanih malih molekul, a za mnogo teh
molekul Se ne poznamo njihovega farmakoloSkegavdaja.

Z razvojem raunalnikov se je uveljavilo virtualno reSetanje rsavi znanih ligandov, ki
omogaa odkrivanje novih zdravilnihdinkovin (1). Pri tem pristopu moramo poznati le
strukturo najmanj ene ze znane aktivne molekuleoor liganda, ki ima Zeleno delovanje
oziroma farmakoloski ¢inek na izbrano t&o. TakSne molekule imenujemo refetea
molekule in so lahko endogeni ligandi, naravne isgojali sintezne spojine. Pristop
virtualnega reSetanja temelji na preiskovanju omaiaeSetanju tainalniSke baze molekul
z namenom, da najdemo molekule, ki imajo strukturntopolosSke ali farmakoforne
podobnosti z referémo molekulo. Rezultat so podobne molekule, ki jgjdemo v bazi,
razvr€ene glede na njihovo podobnost z reféren molekulo, pricemer podobnost
merimo s tako imenovano stopnjo podobnosti (asighilarity scorg. Virtualno reSetanje
na osnovi ligandov lahko izvajamo z r&niimi ratunskimi postopki — algoritmi, ki
temeljijo na iskanju podobnosti med molekulami v &menziji, dveh dimenzijah ali treh
dimenzijah. Zazelena lastnost programov za virtualeSetanje na osnovi ligandov je
skeletni preskok (angkcaffold hoppiny to je detekcija molekul s podobnim delovanjem,

a z druganimi osnovnimi skeleti (strukturami) kot refetgra molekula. Programi, ki



omogaajo skeletni preskok, omogajo odkrivanje ginkovin s podobnim delovanjem kot
ga ima referetna molekula, a z drugaimi elementi strukture, kar med drugim omoégo
izogibanje patentnim omejitvam. Postopek virtualnegSetanja na osnovi liganda nam
omoga@a, da biokemijsko testiramo samo molekule, ki swotjopodobne referami
molekuli in za katere zato gekujemo, da bodo imele podobno delovanje na izbtamio.
Najbolj znane ré&unalniSke baze molekul, ki se pogosto uporablj@wiztualno reSetanje
na osnovi liganda, so na primer NCI (http://cactasnih.gov/), ZINC
(http://zinc.docking.org/) in Cambridge (http://wweedc.cam.ac.uk) baza. Sledi opis

nekaterih najbolj uporabljanih algoritmov.

1.1 Algoritmi na osnovi superpozicije molekul

Algoritmi za virtualno reSetanje lahko delujejo nanovi superpozicije malih molekul
(angl. small molecule aligment(4). V postopku superpozicije algoritmi prilegajo
prostorske koordinate atomov strukture refénenmolekule s strukturo tare molekule.
Na oshovi te superpozicije nato dajo stopnjo podobnosti med primerjanima
molekulama. V sploSnem se ¢aa molekula obravnava kot fleksibilna, refefea pa je
lahko rigidna ali fleksibilna. Obstaja ¥elgoritmov, ki delujejo na osnovi superpozicije
ligandov, na primer FlexS (5), ROCS (6), GASP (T)ako dalje. Algoritem ROCS (angl.
Rapid Overlay of Chemical Structuyesleluje na principu prekrivanja molekularnih
volumnov. Volumen molekule je predstavijen z Gawussdunkcijo (8), superpozicija
molekul pa temelji na maksimizaciji prekrivanja winov. ROCS poleg volumnov
uposSteva tudi fizikalno-kemijske lastnosti funkadmh skupin. Te lastnosti predstavi z
barvami, na primer akceptorje vodikovih vezi zaaledonorje z modro, obtoe sisteme z
zeleno, in tako dalje. Pri superpoziciji dveh maoleklgoritem prekriva le funkcionalne
skupine z ujemajdmi se barvami. Algoritem referéno molekulo obravnava kot rigidno,
iz tarcnih molekul pa tvori vé& konformacij in vsako konformacijo obravnava kafidno, s
¢imer predstavi fleksibilnost tamih molekul. Na osnovi Stevila prileganih funkcidmb
skupin, ki so skupne obema molekulama, algoriteto aeni stopnjo podobnosti med
referedno in tatno molekulo, izrazeno s Tanimotovim koeficientom). (Postopek
ponavlja, dokler ne prilega vseh konformacigtah molekul, nato pa algoritem razporedi
takne molekule glede na njihovo stopnjo podobnosti eferedno molekulo. Ker
referedno molekulo obravnava kot rigidno, je pomembno, jelanjena konformacija

podobna biolosko aktivni konformaciji v vezavnemstoetatnega proteina.



1.2 Algoritmi na osnovi molekulskih deskriptorjev

Algoritmi za virtualno reSetanje na osnovi molekilsdeskriptorjev so predvsem primerni
za pregled v@ih baz spojin, na primer ¥emilijonov spojin, saj jetas primerjave para
molekul krajSi kot pri algoritmih na osnovi superpmje predstavljenih v prejSnjem
poglavju (4). Molekulski deskriptorji opisujejo fkalno-kemijske lastnosti molekul v
zgoZeni obliki. Glede na Stevilo dimenzij, s kateringiisujejo obravnavane molekule, jih
delimo na enodimenzionalne (1D), dvodimenzionali®)(in tridimenzionalne (3DMed
1D deskriptorje spadajo lastnosti, kot so na prifogrP, molekulska masa in molekulska
refraktivnost, 2D deskriptorje pa delimo na lineadeskriptorje in drevesne deskriptorje.
Linearne deskriptorje delimo naprej na realne imahbie deskriptorje, binarne pa naprej na
strukturne klj¢e in molekulske prstne odtise. V nadaljevanju booysali nekaj

najpogosteje uporabljanih 2D in 3D deskriptorjev.
1.2.1 Dvodimenzionalni deskriptorji

1.2.1.1 Binarni deskriptorji

Binarni deskriptorji opisujejo fizikalno-kemijskeadtnosti molekule z biti (4). Bit je
najmanjSa enota informacije, ki ima lahko le vresth® ali 1, pricemer O pomeni
odsotnost, 1 pa prisotnost lastnosti. LastnosiihkopiSemo z biti, so ha primer prisotnost
oziroma odsotnost funkcionalnih skupin ali speédifn vezi (vodikovih, disulfidnih), z
binarnimi deskriptorji pa lahko predstavimo tudh\to funkcionalnih skupin ali vezi.
Algoritmi na osnovi strukturnih kljgev uporabljajo tabelo binarnih vrednosti, ki vs&bu;
informacije o prisotnosti ali odsotnosti 2D fragrnmn v molekuli, poleg tega pa tudi
informacijo o Stevilu teh fragmentov (10). Problesimukturnih kljwev je, da moramo
predhodno definirati fragmente, na primer benzeonbska:, alifatske verige, in tako dalje,
ki jih bomo upostevali, kar zoza nabor molekuljikilahko na ta nén opiSemo, samo na
molekule, ki imajo definirane fragmente. Algoritmazvita na tem principu, sta na primer
MACCS (11) in 3D MIND (12).

Algoritmi na osnovi molekulskih prstnih odtisovangl. molecular fingerprints) v
primerjavi s strukturnimi kljgi sami definirajo fragmente (teh ni potrebno v regpr
definirati), tako da zaporedno zdruzujejo povezatoene v véje fragmente (4). Molekulo
OC=CN na primer pot&jo s fragmenti C, O, N, OC, C=C, CN, OC=C, C=CND6=CN
(13). Na tej osnovi je bil razvit sploSno uporabljprogram Daylight (14).



1.2.1.2 Drevesni deskriptorji

Drevesni deskriptorji predstavijo molekule v obliélrevesa, sestavljenega iz vogli®
povezav (4). Vozli& predstavljajo funkcionalne skupine molekule irelugejo tudi
informacijo o njihovih fizikalno-kemijskih lastnakt Povezave med vozéSpa so vezi.
Drevesni deskriptorji se od pred prej opisanihdiméh deskriptorjev razlikujejo v tem, da
zajamejo relativno razporeditev funkcionalnih skupi molekuli, medtem ko linearni
deskriptorji te razporeditve ne zajamejo. Podobnustl dvema molekulama dobimo tako,
da prekrijemo njuni drevesi (voztid enega drevesa z vozliglrugega), ne da bi pri tem
spremenili topologijo dreves, in preStejemo prekritozli€a. Drevesni deskriptorji
natargneje kot linearni opisujejo lastnosti molekul, zlirdesar njihova uporaba paiae
verjetnost odkritja strukturno razhih podobnih molekul (skeletni preskok) (12). Pnime

algoritmov na osnovi drevesnih deskriptorjev sod€lfl5), Mtree (16) in NipalsTree (17).

1.2.2 Tridimenzionalni deskriptorji

Iskanje podobnosti na osnovi 3D strukture moleleieelji na hipotezi, da imajo molekule
s podobnim poloZzajem kigmih funkcionalnih skupin v prostoru podobne lastn@s$).
Tridimenzionalni deskriptorji opisujejo lastnostiotekul povezane z njihovo obliko,
polozajem in vrsto funkcionalnih skupin. Generirajimolahko s pom&o programov, kot
je na primer 3D-FEATURE, ki generira 3D deskriptoglede na polozaj in prisotnost
donorjev in akceptorjev vodikovih vezi ter hidrofob skupin. Zapise molekul lahko
pretvorimo iz 2D zapisa v 3D s porjo programa CORINA. Ker 3D deskriptoriji
opisujejo samo eno konformacijo molekule, morama, s& izognemo tej omejitvi,
generirati vé konformacij iste molekule, in vsako posebej pretvov zapis s 3D
deskriptorji. Ker 3D deskriptorji opisujejo pologajfunkcionalnih skupin v prostoru,
metode na osnovi 3D deskriptorjev Se pmyejo moznosti skeletnega preskoka glede na
2D deskriptorje (12). Algoritem, ki deluje na osn8D deskriptorjev je na primer DISCO
(18).

1.3 Algoritmi za iskanje farmakofornih podobnosti

Farmakoforni model je presek stanih in elektrostatskih lastnosti &b aktivnih molekul,
in predstavlja najmanjSi skupni imenovalec, ki terolekulam omogéa, da se vezejo ter s
tem aktivirajo oziroma deaktivirajo bioloSko &ar(19). Farmakoforni model postavimo
tako, da superponiramo &eaktivnih molekul (angl.training se} in na osnovi te

superpozicije najdemo skupne kemijske lastnosti, ski odgovorne za aktivnost



superponiranih molekul. Farmakofori so¢ke v prostoru, na primer ionski centri,
hidrofobne skupine ali aromatski olbroFarmakoforni model generiramo v dveh korakih:
1) konformacijska analiza aktivnin molekul, kateezultat je vé& moznih konformacij
aktivnih molekul in 2) superpozicija vseh konfornjaaktivnin molekul ter iskanje
njihovih skupnih lastnosti. Algoritem nato tako pdjeni farmakoforni model primerja s

tarcnimi molekulami in doloi stopnje podobnosti.

1.4 Algoritmi na osnovi rekurzivne delitve

Algoritmi na osnovi rekurzivne delitve prepoznajatsticno pomembne lastnosti mnozici
molekul, na primer molekulske mase in prisotnostomza odsotnost funkcionalnih skupin,
ki omoga@ajo razlikovanje aktivnih od neaktivnih molekul imapovedovanje aktivnosti
novih molekul (20). Ti algoritmi ustvarijo odiiiveno drevo, v katerem vsako vozks
predstavlja neko lastnost molekul, povezavi iz eggkvozliga (dve iz vsakega voztig)
pa predstavljata prisotnost oziroma odsotnost ¢essitrf21). Primer programa za virtualno
reSetanje na osnovi rekurzivne delitve je SCAM (RP)stvari odl@itveno drevo tako, da
so lastnosti molekul predstavljene z binarnimi rkalskimi deskriptorji. Program za vsak
deskriptor izvede statistii t-test, in sicer med skupino molekul, ki imatfasst, ki jo
opisuje deskriptor, in med skupino, ki te lastnostna. Kriterij z najvisjo t-vrednostjo se

razvrsti najvisje v drevesu, nato pa sledijo @stizjimi t-vrednostmi

1.5 Algoritmi na osnovi teorije grafov
Pri teh algoritmih molekularno strukturo prevedenaoobliko molekulskega grafa,
sestavljenega iz vozliSin povezav (23). Atome oziroma skupine atomov gt&dmo z

vozli&i, kemijske vezi pa s povezavami med vail{Slika 1).



H3C

Slika 1. Primer molekule (levo), molekulski graf, kjer soziié¢a tezki atomi (sredina),

molekulski graf, kjer so vozlk& funkcionalne skupine (desno).

Obstaja vé nainov, s katerimi molekule prevedemo v molekulskafgr Eden izmed
moznih n&inov je, da so vozli&a posamezni atomi molekule. Lahko pa so voalis
funkcionalne skupine, na primer donorji in akceptoodikovih vezi, hidrofobne skupine,
obraini sistemi, in tako dalje. Vsako vozl&ima tudi lastnost, ki predstavlja vrsto atoma
ali funkcionalne skupine. Algoritem generira dvalekaolska grafa na osnovi molekul, ki
ju Zelimo primerjati, nato pa p@8 njun maksimalni skupni podgraf, in sicer n&joe
podmnozico vozli§ in povezav, ki je skupna obema molekulskima grafovhnaslednjem
koraku tega procesa algoritem iz dveh molekulskéfay tvori njun produktni oziroma
korespondetni graf, katerega vozka imajo dve komponenti (par vozl)s prvo vozlige

iz para je iz prvega molekulskega grafa, drugo palrugega, pricemer obe vozli§
predstavljata enak atom oziroma funkcionalno skoipiM produktnem grafu sta dve
vozli&i povezanice je razdalja med njunima prvima komponentama enakdalji med
njunima drugima komponentama. Razdalja med dvermdStema molekulskega grafa je
Stevilo povezav na najblizji poti med tema vosisa. Nadalje algoritem pagEs
maksimalno kliko produktnega grafa, to je n&jvepopolnoma povezan podgraf
produktnega grafa. Maksimalna klika v produktnermafgrpredstavlja najwgo skupno
podstrukturo dveh primerjanih molekul. Ko, podobnost molekul algoritem izrazi s



stopnjo podobnosti, na primer Tanimotovim koefitoen, ki je opisan v metodah spodaj.

2. Nacrt dela

Acetilholinesteraza je encim, ki hidrolizira ackdlin in je udelezen pri zelo razhih
boleznih (Alzheimerjeva bolezen, miastenija gravisgnanih je veé ligandov
acetilholinesteraze, med drugim so razvili tudi ilmforje acetilholinesteraze, ki se
uporabljajo za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni. pvogramskem jeziku C++ bomo
razvili program, ki bo, ki bo omogal hitro virtualno reSetanje na osnovi znanih lidgw
Program bomo uporabili na primeru dveh znanih ldgan inhibitorjev acetilholin esteraze,
in sicer donepezilu in GUK662 (Slika 2), s kateritmamo pregledali ZINC bazo e
milijonov spojin, in v njej poiskali molekule, kiospodobne znanima inhibitorjema, in bi

posledéno lahko imele podobno inhibitorno delovanje natiftedinesterazo.

0 i“
Ro o+

Slika 2. Inhibitorja acetilholinesteraze, ki ju uporabljamamt referedni molekuli.
Donepezil (levo) in GUK662 (desno).

Program bo zaporedno primerjal refeiem molekulo z vsako molekulo iz baze {av
molekulo). Program bo bral zapise teh molekul vikbhinol2 formata, z algoritmom
maksimalne klike MaxCliqueDyn (24) pa bo poiskajvedjo skupno podstrukturo obema
molekulama in s Tanimotovim koeficientom izrazilunp podobnost. Program bo
obravnaval molekule tako v dveh dimenzijah kot tudireh dimenzijah. Fleksibilnost
tarcnih molekul bomo upoStevali tako, da bomo za vs@@no molekulo ustvarili vé
moznih konformacij. Referéne molekule bomo obaravnavali kot rigidne v bioaiiti
konformaciji. Za molekule z visokim Tanimotovim Kaéentom bomo lahko sklepali, da
imajo zaradi podobnosti z Zze znanimi inhibitorjdiypodobno farmakolosko delovanije,
zato jih bomo predlagali za nadaljnje biokemijskeigkave.



3. Metode

Razvili smo nov program za 2D in 3D virtualno re@$ge na osnovi ligan. Algoritem
primerja 2D ali 3D strukturo malih molekul in¢& njihove strukturne in topolosl
podobnosti. Algoritem molekule obravnava kot molska grafe iz katerih generi
produktni graf nato pa z algoritmom za iskanje nrakéne klike poige najv&jo skupno
podstrukturo v primerjanih molekulskih grafih. Pragh smo razvili v programskem jezi
C++. Delovanje programa bomna tem mestu prikazalna primeru dveh moleku

paracetamola in N-(fetoksifenil-N-metilacetamida (Slika 3).
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Slika 3. Struktura @racetamola (levo zgoraj), molekulksi graf paraceta (levo spodayj,
struktura N-(4metoksifenil-N-metilacetamida (desno zgoraj), molekulski graf-(4-

metoksifenil)-Nmetilacetamida (desno spod

3.1 Vhodni podatki

Kot vhodne podatke program gakuje dve molekulimed katerima bo iskal podobnc
Program bere molekuli v obliki mol2 formg(25), ki vsebuje informacijo o atomih, vez
in koordinatah atomov. Pri branju izpusti vodik&j ¢ niso pomembni za dalanje
podobnosti med molekulama. Pariamol, zapisan v mol2 formatu je predstavljen néi
4.



1 {TRIPOS>MOLECULE

2 ZINC18274777

3 20 20 0 0 0

4 SMALL

) USER_CHARGES

6

7 @<TRIPOS>ATOM

8 1 Cl —2. 1938 1. 4701 0. 6085 C.3 1 <0> -0.1738
9 2 €2 —-2.1619 -0. 0367 0.6077 C228 <0> 0.5100

10 3 01 -3. 0611 —0. 6582 1. 1456 0.2 1 <0>  -0.5253
11 4 N1 —1. 1558 -0. 6938 0. 0094 N.am 1 <0>  0.6760

12 B C3 -1. 0811 —-2. 0905 0. 0916 C.ar 1 <0> 0.1315

13 6 C4 0. 1554 —2. 7160 0. 1778 C.ar 1 <0> -0.1278
14 7 Cb 0. 2283 —4. 0925 0. 2593 C.ar 1 <0>  -0.1267
15 8 C6 -0. 9336 —4. 8504 0. 2546 C.ar 1 <0>  0.0907

16 9 C7 —2. 1693 —4. 2261 0. 1680 C.ar 1 <0>  -0.1267
17 10 C8 —2. 2439 —2. 8493 0. 0927 C.ar 1 <0>  -0.1043
18 11 02 -0. 8611 —6. 2059 0.3344 0.3 1 <0>  -0.4991
19 12 H1 -3. 0822 1. 8186 1. 1352 H 1 <0>  0.0977

20 13 H2 -1. 3026 1. 8478 1. 1098 H 1 <0>  0.0926

21 14 H3 —2.2144 1.8337 —0. 4188 H 1 <0>  0.0926

22 15 H4 —0. 4783 -0. 1997 —0. 4782 H 1 <0> 0.4131

23 16 H5 1. 0601 2. 1261 0. 1808 H 1 <0>  0.1308

24 17 H6 1.1901 —4.5792 0. 3264 H 1 <0>  0.1337

25 18 H7 -3.0735 —4. 8168 0. 1636 H 1 <0>  0.1330

26 19 H8 -3. 2062 —2. 3631 0. 0301 H 1 <0> 0.1433

27 20 H9 -0. 8763 —6. 5480 1. 2387 H 1 <0>  0.3908

28 @<TRTPOS>BOND

29 1 1 2 1

30 2 1 12 1

31 3 1 13 1

32 4 1 14 1

) ) 2 3 2

34 6 2 4 am

35 7 4 5 1

36 8 4 15

37 9 ) 10 ar

38 10 5 6 ar

39 11 6 7 ar

40 12 6 16 1

41 13 7 8 ar

42 14 7 17 1

43 15 8 9 ar

44 16 8 11 1

45 17 9 10 ar

46 18 9 18 1

47 19 10 19 1

48 20 11 20 1

Slika 4. Paracetamol v mol2 formatu. Program v tem primexziikuje naslednje tipe
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atomov: C.3 je sp3 hibridiziran ogljik, C.2 je spibridiziran ogljik, C.ar je aromatski
ogljik, 0.2 je sp2 hibridiziran kisik, N.am je admi duSik.

1 void Graf::open file (string ) {

2 data.open (infile.c_str(), ifstream::in);

3 }

4

5 bool Graf::read file() {

6 bool ¢ = false, = false;

7 bonds_nu = 0;

8 while (lgetline(sata, line).eof()) f{

9 if (line. compare (0, 4, “ZINC”) == 0) {

10 set_zinc_id(line) ;

11 }

12 if (line. compare (0, 13, “@<(TRIPOS>ATOM”) == 0) {
13 ¢ = true;

14 d = false;

15 continue;

16 }

17 if (line. compare (0, 13, “@(TRIPOS>BOND”) == 0) {
18 d = true;

19 ¢ = false;

20 continue;

21 }

22 if (line. compare(0, 1, “@") == 0 && d == true) {
23 return true;

24 }

25 if (c) {

26 char [200];

27 char [200] ;

28 char 5] 5

29 sscanf (line.c_str(), “%kd %ks %*f %*f %+f %s %*kd %ks %*f”,
H_switch) ;

30 string = H_switch;

31 if (struna !'= “H”) {

32 sscanf (line.c_str(), “%d %s %f %f %f %s %*kd %ks %*f”,

&n[size].atom nu, temp_strr, &n[size].coordinates[0], &n[size].coordinates[1],
&n[size]. coordinates[2], temp_str);

33 convert [n[size].atom nu] = size;

34 nlsizel].name = temp_str;

35 nlsize++]. last_name = temp_strr

36 }

37 }

38 if (d) {

39 char [200] ;

40 int ;

41 sscanf (line.c_str(), “%kd %d %d %s”, &a, &b, temp_str2);
42 if (convertl[a] != -1 && convert[b] != -1) {

11



43 n [convert[a]]. bond[n[convert[a]]. bond sizet+] =
convert [b];

44 n [convert[b]]. bond[n[convert[b]]. bond_sizet++] =
convertla];

45 a_bond [bonds nu] = a;

46 b_bond [bonds nul] = b;

47 bond_type [bonds_nu] = temp_str2;

48 bonds_nu++;

49 }

50 }

51 }

52 return false;

53}

54

55 void Graf::close_file () {

56 data.close ();

57}

Slika 5. Podprogram, ki omoga branje mol2 datoteke.

Podprogram, ki omoga branje mol2 formata je prikazan na Sliki 5. Paogrodpre mol2
datoteko referame molekule, ki jo definiramo ob zagonu programap@ mol2
datoteko bere po vrsticah. Ko naleti na vrsticoysebuje ZINC (Slika 4), shrani ZINC
kodo molekule, ki jo bo kasneje potreboval pri &pka identifikacijo molekule. Program
nadaljuje, dokler ne naleti na vrstico, ki vseb@e&TRIPOS>ATOM Nato iz vsake vrstice
prebere in shrani v spomin Stevilko, koordinatéipnatoma. Ko program naleti na vrstico
@<TRIPOS>BOND zane branje vezi molekule. V vsaki sléderstici prebere in shrani
Stevilki povezanih atomov in tip vezi. Pri bragrogram izpusti vodikove atome in vezi,
ki se nanaSajo na vodikove atome. Ko programi&anbranjem referéne molekule, na
enak nain prebere tudi t&no molekulo. Tudi ime t&ne molekule definiramo ob zagonu

programa.

3.2 Algoritem za primerjavo molekul

Algoritem za primerjavo molekul najprej prevede ekalli iz mol2 formata v obliko

molekulskih grafov predstavljenih z vezavnima tabeh, nato iz molekulskih grafov
generira 2D ali 3D produktna grafa. Nadalje z datgmom za iskanje maksimalne klike v
produktnem grafu poi& najv€jo skupno podstrukturo referéme in taéne molekule.

Kon¢no izra&una stopnjo podobnosti obeh molekul s péimdanimotovega koeficienta.

3.2.1 Molekulski graf

Molekulski graf opiSemo z vezavno tabelo, ki vsebuaformacije o povezanosti atomov v
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molekuli (Slika 6). V prvi vrstici in prvem stolpcuezavne tabele so Stevilkke atomov
referertne oziroma tame molekuleCe obstaja povezava med atomoma s Stevilkama m in
n, je vrednost pripadaje celice (m, n) v tabeli enaka ena, v nasprotnemesu pa je

vrednost ni. Vrednosti na diagonali so vedn@ nker atomi med seboj niso povezani.

stolpci /

vrstice

Slika 6. Primer molekulskega grafa v obliki vezavne tabede paracetamol. Stevilke
atomov v molekuli (siva stolpec in vrstica). Powezaned atomoma dva in Stiri (oranZno).
Diagonala (modro).
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1 void Graf::tabela () {

2 conn = new bool * [1000];

3 for (int = = 0; 1 < 1000; i++) {

4 conn [i] = new bool [1000];

5 memset (conn [i], 0, 1000 * sizeof (bool));
6 }

7 for (int | = 0; 1 < size; it++)

8 for (int = = 0; j < n[i].bond_size; j++) {
9 conn [i] [n[i].bond[j]] = true]

10 }

11 }

12}

Slika 7. Podprogram za generiranje vezavne tabele. Stetilmav v molekuli §ize.

Stevilo vezii-tegaatoma ([i].bond_size) Vezavna tabelaconn).

Podprogram na Sliki 7 najprej ustvari vezavno tab&bnn in vsem celicam dodeli
vrednost ni. Nato se v for-zanki premika po nizu vseh tezkibnaov in za vsak atom

zapiSe enko v vezavno tabelonn,ce je atonm povezan z atomoim

3.2.2 Generiranje 2D produktnih grafov

Algoritem iz molekulskih grafov referéne in tatne molekule ustvari molekulski
produktni graf. Generiranje produktnega grafa patpk naslednjem postopku. Program
gre po vseh vozl@h prvega in drugega molekulskega grafa ter zdeiagzlia, ki
predstavljajo atome z enakim tipom, na primer C@3.3 N.am z N.am, in tako naprej, v
tocke produktnega grafa. Na Sliki 8 je primer prodekta grafa generiranega iz refefiea

in tatne molekule na Sliki 3. Vsakadka produktnega grafa je tako sestavljena iz dveh
komponent: vozli&a iz referetinega grafa in vozl& iz tatnega grafa. Prva komponenta
predstavlja atom iz referéne, druga pa iz tamne molekule. 1z algoritma tvorbe
produktnega grafa sledi, da so atomi znotraj etketistega tipa. Povezave med vailis
produktnega grafa algoritem ustvari na tri r&mh spodaj opisane variante. Podprogram za

generiranje produktnega grafa po varianti 1 je lila &

3.2.2.1 Varianta 1
« Ce med prvo komponento refetgre molekule in prvo komponento &ae
molekule obstaja povezava & med drugo komponento refetae molekule in

drugo komponento téane molekule tudi obstaja povezava, potem algorjeneze
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ustrezajdi tocki produktnega grafa (Slika 10).

« Ce med prvo komponento refetgre molekule in prvo komponento &ae
molekule ne obstaja povezavatemed drugo komponento refetae molekule in
drugo komponento t&mne molekule ne obstaja povezava, potem sta ushtezaj
tocki produktnega grafa tudi povezani.

« Ce med dvema komponentama obstaja povezava, medadvame, potem &i

produktnega grafa nista povezani.

3.2.2.2 Varianti 2 in 3

Varianti 2 in 3 smo razvili, da bi zmanjSali prodinikgraf v primerjavi z varianto 1 in s tem
pohitrili iskanje maksimalne klike v njem. Za iz\®a variant 2 in 3 najprej izvedemo
Floyd-Warshall-ov algoritem (poglavje 3.2.3). Ptaviza generiranje povezav Vv
produktnem grafu v varianti 1 zamenjamo s steda praviloma:

« Ce je najkrajsa pot med prvima komponentama vé&ligrodukinega grafa in
drugima komponentama vozi& produktnega grafa enaka, potem povezava obstaja
(varianta 2).

» Ce je razlika najkrajsih poti med prvima komponeraarozlig&a produktnega grafa
in drugima komponentama vozl& produktnega grafa manjSa ali enaka dve, potem

povezava obstaja (varianta 3).
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Slika 8. Primer produktnega grafa iz molekulskih grafov guatamola in N-(4-
metoksifenil)-N-metilacetamida.
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1 void GrafP::prod graph (const Graf &gl, const Graf &g2) {

2 for (int = =0; i < gl.get_size(); i++) {

3 for (int | = 0; j < g2.get_size(); j++) {

4 if (gl.n[i].name == g2.n[j]. name) {

5 nplsizel.nl = i;

6 nplsizel.n2 = j;

7 sizet+;

8 }

9 }

10 }

11 for (int & = 0; a < size; at+) {

12 for (int b = atl; b < size; b++) {

13 if (nplal.nl != np[b].nl && nplal.n2 != np[b].n2) {
14 if ((gl.conn [nplal.nl] [nplb].nl] && g2.conn [npla].n2]

[np[b].n2]) || ('gl.conn [nplal.nl] [nplbl.nl] && !g2.conn [npl[al.n2] [np[b].n2]))
{

15 nplal. edge[nplal. edge_size++] = b;

16 npl[b]. edge[np[b]. edge_sizet++] = a;

17 }

18 }

19 }

20 }

21}

Slika 9. Podprogram za generiranje 2D produktnega grafackiibdka grafa refer€ne in

tarcne molekule @1, g2), Stevilo vozli§€ oziroma atomov molekulskega grafa reférenin
takne molekule g1.get_siz, g2.get_sizg tip i-tega atoma referéne in tatne molkule
(g1.n[il.name g2.n[i].name), prva komponenta voztid produkinega grafenp[size].n,
druga komponenta vozé& produkinega grafanp[size].n), vrednost celice vezavi
tabele za prvo komponento vozbS a in prvo komponento vozka b
(g1.conn[np[d.n1]np[b].n1]), vrednost celice vezavne tabele za drugo kompgor

vozlis&¢aain drugo komponento voztia b (g2.conn[np[a].n2][np[b].n2]).

10

Slika 10. Vozlis¢i ozn&eni rdete sta v obeh grafilflevem in desnen povezani. Zato
povezava med tikama (4, 4)n (5, 6) v produktnem grafu obstaja. Vozli®znaeni s
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svetlo modro nista povezani v nobenem grafu. Zath med tékama (1, 1) in (11, 12)
povezava v produktnem grafu obstajackio(8, 8) in (9, 10) v produktnem grafu nista
povezani, saj med vozti@ma ozn&nima z rumeno v levem grafu povezava obstaja, v

desnem pa ne.

3.2.3. Floyd-Warshall-ov algoritem

Ta algoritem uporabljamo za iskanje najkrajSe pwed vsemi pari vozl&Sv referednem
in tatnem molekulskem grafu (26). Za uporabo tega alg@itmoramo predhodno
ustvariti novo tabeladist (Slika 11), katere vrednosti celic bodo vsebovatgkmajSe
razdalje med vozli8. Vhodna tabela za ta algoritem je enaka vezaabelt (poglavje
3.2.1), s to razliko, da vsedhe razen diagonalnih zamenjamo z neskan Podprogram,
ki izvede Floyd-Warshall-ov algoritem, je na Slik2. Algoritem vrne izhodno tabelo
(Slika 13), v kateri so vrednosti najkrajSih paétigvilo vezi) med atomi molekule.

stolpci
_ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

vrstice

1 0 1 0 0 0 00 0 0 0 0 0
2 © 0 1 1 o o0 e 0 00 0 0
3 © 1 0 o 0 0 e 0 00 0 0
4 0 1 0 0 1 0 o0 0 0 0 0
5 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0
6 oo 0 0 0 1 0 1 0 0 o0 0
7 o0 o0 00 0 0 1 0 1 0 00 0
8 © © o o o o 1 0 1 © 1
9 © © o o o o o 1 0 1 0
10 © © o o 1 o o 0 1 0 0
11 0 0 0 0 0 0 o0 1 0 0 0

Slika 11.Vhodna tabela za Floyd-Warshall-ov algoritem rienpru paracetamola.
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1 void Graf::FV_algorithm () {

2 for (int & = 0; k < size; k ++) {

3 for (int @ = 0; i < size; i+t+) {

4 for (int | = 0; j < size; j++) {

5 if (dist [i] [k] + dist [k] [j] < dist [i] [j]) {
6 dist [i] [j] = dist [i] [k] + dist [k] [jl;
7 }

8 }

9 }

10 }

1}

Slika 12.Podprogram za Floyd-Warshall-ov algoritem.

StdF_)Ci / 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

vrstice

1 0 1 2 2 3 4 5 6 5 4 7
2 1 0 1 1 2 3 4 5 4 3 6
3 2 1 0 2 3 4 5 6 5 4 7

4 2 1 2 0 1 2 3 4 3 2 5
5 3 2 3 1 0 1 2 3 2 1 4
6 4 3 4 2 1 0 1 2 3 2 3
7 5 4 5 3 2 1 0 1 2 3 2
8 6 5 6 4 3 2 1 0 1 2 1
9 5 4 5 3 2 3 2 1 0 1 2
10 4 3 4 2 1 2 3 2 1 0 3
11 7 6 7 5 4 3 2 1 2 3 0

Slika 13. Izhodna tabela najkrajSih poti za paracetamolzvedbi Floyd-Warshallovega
algoritma. Stevilke atomov molekule paracetamoiea(stolpec in vrstica), najkrajse poti

(Stevilke v celicah). NajkrajSa pot med atomomantipet je dolzine tri (oranzno).

3.2.4 Generiranje 3D produktnih grafov
Za razliko od generiranja 2D produktnega grafagiigm za generiranje 3D produktnega
grafa upoSteva tudi prostorske koordinate atomoferegine in tatne molekule.

Algoritem iz molekulskih grafov referéne in tatne molekule najprej po enakem
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postopku kot pri generiranju 2D produktnega graftvari vozli€a produktnega grafa.
Povezave med vozliE3D produktnega grafa pa algoritem ustvari na ekag n&in (Slika
14):

* Algoritem najprej izréduna prostorsko razdaljo Dmed prvima komponentama
(vozliséema v referefnem molekulskem grafu) in razdaljorDmed drugima

komponentama (vozk&ma v tatnem molekulskem grafu) po naslednjih &veh:

Dg = \/(le — Xr2)? + (Yr1 — Yr2)? + (Zr1 — Zg2)?

Dy = /(%71 — x72)? + Y1 — ¥12)* + (211 — 212)?
* Nato izr&una absolutno razliko R medch Dy: R = |[Dg — Dy|

« Ce jeRman;j$i od neke vnaprej ddkene vrednosti, na primer 1 A, potem povezava

med ustreznima vozliéma produktnega grafa obstaja v nasprotnem pripeene.

Slika 14. Izraun razdalje med prvima komponentama produktnegi@ gfkevo) in med
drugima komponentama produktnega grafa (desno)en primeru je razlika med
razdaljama R = |5,530 A — 5,668 A| = 0,138 A. keRj< 1 A, povezava obstaja.

3.2.5 Algoritem za iskanje maksimalne klike
Klika v sploSnem grafu je tisti podgraf (podmn@ZimzIi& in povezav), v katerem so vsa
vozlista paroma povezana. Maksimalna klika je tista khkaploSnem grafu, ki jo

sestavlja najvevozli (Slika 15).
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(2)

() 0.‘
Slika 15. Maksimalna klika v sploSnem grafu. Réeozn&ena vozliga 1, 2, 5 so vsa med
seboj povezana (vozti8 1 je povezano z vozé8m 2 in 5, vozli&e 2 je povezano z
vozlis¢em 1 in 5, vozli&e 5 je povezano z vozti8ma 1 in 2). Torej vozl&a 1, 2 in 5
sestavljajo kliko velikosti tri.
Algoritem za iskanje maksimalne klike MaxCliqueDia4) na Sliki 16 poi& maksimalno
kliko v 2D ali 3D molekulskem produktnem grafu (&i 17). Maksimalna klika v
produktnem grafu naméepredstavlja najwgo skupno podstrukturo referéme in tatne
molekule. Algoritem za iskanje maksimalne klike tgija dve mnozici, Q in R Kjer
mnozico Q sestavljajo voztid trenutno raste klike, Qnax pa vozli€a najveje klike, ki jo
je algoritem do sedaj naSel. Algoriteméza s prazno mnozico Q, v katero rekurzivno
dodaja vozliga iz produktnega grafa. To poteka tolik@sa, dokler ne more ¥@aijti klike
z ve vozlisi. Naslednje vozli&, ki se bo dodalo v Q, se izbere iz mnozice Rjeki
podmnozica mnozice V, ki vsebuje vsa vaaiSNa zé&etku velja, da je R = V. V vsakem
koraku algoritem izbere vozlie pe R z maksimalno barvo C(p) in to vozkSizbriSe iz
R. C(p) je zgornja meja velikosti maksimalne klikedobljenem RCe vsota |Q| + C(p)
kaZze, da je mozno v R najtigje kliko kot tisto, ki je trenutno v @ potem se vozli& p
doda mnozici Q. Nato se izana nova mnozica kandidatov, to je ustrezno polognva
vozlis&: RN I(p), pricemer jel(p) mnoZica vseh vozBSki so povezana z voztiém p, in
se kot argument poda rekurzivno klicani MaxCliqueyyoceduriCe je Rp = 0 in |Q| >
|Qmax, je trenutna klika wga kot do sedaj najwga najdena klika, zato se vozi&giz Q
prekopirajo v Qax Algoritem nazadnje odstrani p iz Q in vzame nazlise iz R.

Procedura se ponavlja, dokler v mnozici R ne zrneaagzlig.
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1 while R # 0

2 izberi vozliice p z maksimalno barvo C(p) iz mnozice R
3 R = R¥{p}

4 if |Q] + C(p) > |Qu| then

5 Q=Q U {p}

6 if R N IT(p) # 0 then

7 dobi barvanje vozlisc C od GR N I(p))
8 MaxCliqueDyn R N I (p), C)

9 else if [Q| > [Q,.| then Q., = Q

10 Q = Q¥{p}

11 else return

Slika 16. Podprogram MaxCliqueDyn za iskanje maksimalne klikesploSnem in
produktnem grafu.

(7,10)
8,100 AN
':( ) /fﬁ/jﬂﬂhr;m:\“mﬂglﬂ,ﬁjuuhﬂ“% (5, 8)
=g e _—— g

Slika 17. Primer 2D molekulskega produktnega grafa gensgga z varianto 2 iz
molekulskih grafov paracetamola in N-(4-metoksifeNi-metilacetamida. Maksimalna
klika, ki predstavlja najugo skupno podstrukturo, je ozfena rdée.
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3.3. Izpis algoritma za virtualno reSetanje na osnovi liganda

Algoritem za iskanje maksimalne klike predstaviyeprejStjiem poglavju vrne kot rezult:
najvetji skupni podgraf primerjanih molekulskih grafov. Najw skupni podgraf je
najveja skupna podstruktura iz atomov in vezi v primeirj@eferertni in takni molekuli.
Stopnjo podobnosti primerjanih  molekul iZwmamo z Stevila atomov v skupi
podstrukturi in Stevila vseh atomov v obeh molekutatako imenovanim Tanimotovi
koeficientomT(R,T) po sledéi enabi:

N

T(RT)=——F7F——
(R.T) N7 + Np — Ng

pri tem jeNs Stevilo atomov, ki sestavljajo skupno podstruktiNg je Steviloatomov, ki
sestavlja referagmo molekulo irNy je Stevilo atomov, ki sestavlja tao molekulc

Kon¢ni rezultat naSega algoritma za 2D in 3D virtuale®etanje na osnovi liganda je m
datoteka, ki vsebuje refer&m in tatno molekulo, in iz katere jrazvidno, kateri atomi s
si topolosko in fizikalnd¢emijsko podobni v obeh molekulah (Sli18). Datoteka vsebuje

tudi vrednost Tanimotoveckoeficienta za primerjani molekuli.

OH O\
o) 0 CH,
)LNH )LT

CHs
T =10,846154
Slika 18. Kon¢ni rezultat programa. Z rde je oznéena skupna najdena podktura

obeh molekul. Spodaj je odebeljeno izpisan Tanimétmeficient

4. Rezultati

Pri 2D in 3D virtualnem reSetanju na osnovi ligars pom@jo nasega programsmo
uporabili priblizano dva milijona veliko ZIN-ovo Leads Nowbazo spojin, ki je dostopr
na naslovu:http://zinc.docking.org/subsets/le-now. Baza vsebuje molekule, ki ustrez
osnovnim kriterijem za spojine vodni(27): molska masa med 250 in 3flog P je manjsi
ali enak 3,5razmerje med polarno povrsino in vrtljivimi vezje manjSe ali enako Kot

referedno konformacijodonepezilesmo vzeli njegovdiokativho konformacijcvezano v
humano acetilholiesteraz najdeno v PDB (koda 4EYZ). MolekueUK66Zz smo dobili v
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predhodno sidrarkonformaciji v aktivnem mestu acetilholinesteraze.

4.1 Postopek izbire najdenih podobnih molekul

Z naSim programom smo naslidveto podobnih molekul, zato smo nadaljnji razvoj in
testiranje izbrali le najzanimivejSiMolekule smo izbirali glede na njihov Tanimot
koeficient ), za vsako kombinacijo referéme molekule, variante in dimenzionalnc
(2D ali 3D) smo izbralitak mejni T, da je imelo enak ali ¥g T priblizno sto molekul
Molekule smo izbraltudi glede znani SAR donepezila, hkrati pao poskuSi najti
drug&en skelet, kot je v referéni molekuli (28).V nadaljevanju na kratko opiSerSAR
za molekulo donepezilki jo navidezno razdelimo na Stiri d (Slika19).

R4 0
Ry
H, / \ Hy
C { N-+—C Rs
R3
R4
Del 1 Del 2 Del 3 Del 4

Slika 19.Donepezilu podobna moleki, razdeljena na Stiri dele.

V prvem delu molekule se kot pomemben za delovanje izkazal bicikin obr@. Z
poveanjem bicikla, tako da je drugi oldréestlenski ali sederienski, aktivnost méno
pade. Metoksi skupini na mesti, in R; pove&ata aktivhgt molekule. Za visoko aktivho
je bistvena tudi ketonska skupi

Ce v drugem delu molekule direktno povezemo indakioimspiperidinski obrd, potem
aktivnost méno pade. Pri povezavah, ki niso direl, velja naslednje zaporedje: propil
> metilen > entilen > etilen > butilen. Aktivhost molekule jeamjSace je obr@ iz dela 1
z delom 2 povezan dvojno vezjc

V tretjiem delu je aktivnost molekule najboljS&e je duSikov atom na mestu, kot
prikazan na sliki SAR. Za delovanje je pomembnaidvast tega duSikovega atoma
njegova oddaljenost od ketonske skupine iz prvedg mholekule

Aktivnost molekule je mogee poveati, ¢e vcetrtem delu na tretje mesto benzilne sku
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pripnemo metilno skupino. Odstranitev benzilne shepna@no zmanjSa aktivnost, se pa
aktivnost ohranice jo zamenjamo s cikloheksilmetilno. Aktivnhost selitzmanjSace

benzilno skupino zamenjamo z fenetilno ali 2-nadtil

4.2 2D virtualno reSetanje

Izbrane molekule, ki so rezultat 2D virtualnegeetagja za refer&no molekulo donepezil
in GUK662 so na Sliki 20 in 21. Molekule z zanim8ieni novimi skeleti, ki jih je
program naSel z virtualnim reSetanjem donepezilanao primer: ZINC075107348,
ZINC65456329, ZINC67818417, ZINC33359031, ZINC6629B, ZINC04882214 in
ZINC15672940.

V primeru GUK662 pa molekule kot so: ZINC0314896LINC67713614,
ZINC58391671, ZINC12218395 in ZINC08300587.

Ovoo Qaf

ZINC23127982 ZINC075107348
0,827586 0,766667

0 N
@ANQ L
H
o
ZINC00568293
0,758621

ZINC13744633 ZINC13744633
0,750000 0,75000

~) 0
JO70 o ( YU
N @;‘%Q i

(0]

ZINC38247559
0,655172

ZINC04989291
0,59375

(0]
/o\/\NJLN
H H N

ZINC38489568
0,562500

ZINC04278505
0,588235

(0] —
O
ZINC33359031

0,558824
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W Ty

ZINC67818417
0,53125

S ¥eae

ZINC15564728
0,793103

ZINC13744633
0,750000

Vepe

ZINC00247186
0,724138

Slika 20. Izbrane molekule virtualnega reSetanja, kjer jenatna molekula donepezil.

Molekule, ki smo jih dobili z varianto 1, so ozleae z modro, z varianto 2 rumeno, z

varianto 3 pa zeleno.
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Slika 21. Izbrane molekule virtualnega reSetanja, kjer jeneatna molekula GUKG662.

Molekule, ki smo jih dobili z varianto 1, so ozeae z modro, z varianto 2 rumeno, z

varianto 3 pa zeleno.
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4.2.1 Hitrost 2D virtualnega reSetanja
procesorja Intel Core i7-2600 CPU @ 3.40GHz. V Tiabeso prikazanicasi izvajanja
programa za vse tri variante za virtualno reSetaajerimeru donepezila in GUK662 proti

priblizno dva milijona spojin veliki ZINC-ovi bazi.

Tabela 1.1zmerjene hitrosti za donepezil in GUK662 za rami variante za 2D virtualno

reSetanje.

Varianta 1 2 3
Cas h] (donepezil) | 10,9 2,3 2,3
Cas h] (GUK662) | 74,5 3,2 3,1

4.3 3D virtualno reSetanje

Za 3D virtualno reSetanje na osnovi liganda smaalpb enako bazo spojin kot za 2D, le
da smo predhodno za vsako spojino ustvarii ¥enformacij (do 300), €imer smo
upostevali tudi fleksibilnost molekul. 1z Slike 22 razvidni zanimivejSi skeletni preskoki

pri spojinah, ki imajo Tanimotov koeficient nizji nak 0,625000 za donepezil in pri vseh

navedenih spojinah GUK662.
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4.3.1 Hitrost 3D virtualnega reSetanja

trajalo 7 dni neodvisno od velikosti refetee molekule.
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(0]
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ZINC12031498
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Cr XY

077

ZINC03422755
0,500000

ZINC67819960
0,486486

Slika 22. Izbrane molekule na podlagi 3D virtualnega reSetaMolekule, ki so bile
dobljene z reSetanjem, Kkjer je bila refetem molekula donepezil, so ozeae z modro,

tam, kjer pa je bila referéna molekula GUK662 pa z oranzno.

Program z opcijo za 3D virtualno reSetanje smo pmdiana 22 jedrih na dveh
racunalnikih: prvi r&unalnik je imel dva procesorja Intel Xeon CPU ESQ60 @

2.30GHz, drugi pa dva procesorjema Intel Xeon CEB320 @ 2.27GHz. Na vsakem
racunalniku smo uporabljali po 11 jeder (6 pravih iviBualnih). Pregledovanje baze je



5. Razprava

Zaradi nara&ajotega Stevila molekul v virtualnih bazah spojin, k@tna primer ZINC
baza, smo se odih razviti nov, hiter in &inkovit program za virtualno reSetanje velikih
baz malih molekul. Program kot vhodne podatke vzaiwe molekuli, ki ju zelimo
primerjati, nato ju prevede v molekulska grafaotala vsak atom postane vozés$ vsaka
vez pa povezava. Z algoritmom za iskanje maksimilike primerja molekulska grafa in
poi&¥e njun najveéji skupni podgraf, ki predstavlja nagje skupno podstrukturo obeh
molekul. Program omoga tako 2D kot tudi 3D virtualno reSetanje. V 2Dnperu smo
razvili tri variante algoritma, ki se razlikujejo tem, kako tvorimo produktni graf iz
molekulskih grafov. Varianti 2 in 3 sta se izkazadi bistveno hitrejSi od izhodne variante.
Variante se med seboj tudi razlikujejo po Tanimdidwoeficientih, ki jih pripiSejo paroma
molekul. Program smo testirali na dveh reféreh molekulah — donepezilu in GUK662,
inhibitorjema acetilholinesteraze, s katerima smegledali bazo ZINC. Nasli smo ¥sto
podobnih molekul, in med njimi izbrali tiste z nalpraznolikimi skeleti in ustrezno
strukturo glede na znan SAR donepezila (28).

Prednost naSega programa pred nekaterimi drugiogrgmi za virtualno reSetanje je v
tem, da nasS program uporablja algoritem za iskamg&simalne klike, medtem ko drugi
programi i$ejo podobnosti med molekulami z Bron-Kerbosch-ewigoritmom. Slabost
slednjega je, da najde vse nevsebovane klike wgnaie le maksimalne, zaratiisar se ta
algoritem izkaze za gasnejSega. Nas program se od podobnih razlikujevtte, da ne
tvori reduciranih grafov, v katerih je eno voZkSsestavljeno iz weatomov. V nasprotju s
temi programi, v naSem programu vsako v@aipredstavlja en atom. S tem molekul ne

poenostavljamo, zato dosezemo bokwhivo primerjavo med molekulami.
5.1 2D virtualno reSetanje

5.1.1 Primerjava prve, druge in tretje variante

5.1.1.1 Primerjava hitrosti

Iz Tabele 1 je razvidno, da sta varianti 2 in dlatno petkrat hitrejSi kot varianta 1. Do
razlik prihaja zaradi drugae tvorbe produktnega grafa. Varianti 2 in 3 snrvita da bi
zmanjSali produktni graf v primerjavi z variantoirls tem pohitrili iskanje maksimalne
klike v njem. Ugotovili smo, da pri varianti 1 §jedel produktnega grafa opisuje &ve

razdrobljenih podobnosti, ki so na popolnoma ta#h delih v primerjanih molekulah
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(Slika 23, spodaj). Zato smo pri varianti 2 in 3dir dodatni pogoj, pri tvorbi produktnega
grafa, s katerimi upoStevamo razdaljo (najkrajsg pwed atomi (poglavje 3.2.2). Ker sta
se varianti 2 in 3 izkazali za bistveno hitrejSi dajeta tudi bolj raznolike skelete, je

smiselno v nadaljnje uporabljati le ti dve varianti

5.1.1.2 Primerjava najdenih podobnih molekul

Za varianti 2 in 3 se je izkazalo, da tudi molekula bolj raznolikimi skeleti pripiSeta
relativno visoke Tanimotove koeficiente (Slika 2021),eprav so pri teh dveh variantah
Tanimotovi koeficienti v sploSnem nizji kot pri vanti 1. Tretja varianta tolerira
substrukture, ki se do dve vezi razlikujeta medgginsledino tudi za enake molekule da
viSji Tanimotov koeficient, druga varianta pa tefgderartnega faktorja nima, zato so
Tanimotovi koeficienti nizji. Izkazalo se je tudia bolj kot je taftna molekula podobna
referergni molekuli, bolj so si Tanimotovi koeficienti meskboj podobni pri vseh treh
variantah (Slika 23). Molekulam, ki niso podobné&rertni molekuli, variante pripiSejo

zelo razléne Tanimotove koeficiente.

Varianta 1,2in 3

NH
0]
MeO
MeO
T =0.750000
Varianta 1 Varianta 2 Varianta 3

0] 0} 0]
O)\@Ow O&L\C[Oﬁ O)’\@[O\CHZ
O/CH2 O/CHz O)

T =0.766667 T =0.292683 T =0.558824
Slika 23. Zgornji molekuli, ki je zelo podobna refetam molekuli donepezilu, vse tri
variante algoritma pripiSejo enak Tanimotov koefiti Vse tri variante prepoznajo enako
skupno (rdée) podstrukturo med referé&mo in tatno molekulo. Spodnji molekuli, ki ni
preveé podobna donepezilu, vsaka varianta pripiSe drugniatov koeficient. Z rdé& so
ozna&eni atomi, ki jih vsaka varianta prepozna kot delpe podstrukture s taro
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molekulo.

Tri variante algoritma lahko ocenijo podobnost dvablekul razléno. To se odraza v
druga&nem povpr&u Tanimotovih koeficientov med variantami (Tabe2y. NajviSje
povpre&je Tanimotovih koeficientov je pri obeh refetah molekulah dala varianta 1,
nizje varianta 3, najnizje pa varianta 2. Zato mwaza vsako varianto posebej doib
mejno vrednost, od katere naprej obravnavamo mtdeéat podobne. Pri donepezilu smo
vzeli mejno vrednost pri varianti 1 0,750000 pririgati 2 0,529412 in pri varianti 3
0,709677. Iz tabele 2 je razvidno tudi, da velikeserene molekule ne vpliva bistveno
na povpréje Tanimotovih koeficientov (GUK6E62 je @ molekula kot donepezil). To si
razlagamo tako, da v povgie pri vetjih molekulah najdemo tudi ¥g skupne
podstrukture, zato se hkrati péata Stevec in imenovalec v €ba za Tanimotov
koeficient. Tanimotovi koeficienti so seveda odvitundi od uporabljene baze spojin, na
primer, ¢e bi namesto Leads Now uporabili Fragment-Like bdzobili v povpreju

Tanimotovi koeficienti manjsi.

Tabela 2.Povpre&ja Tanimotovih koeficientov za primerjavo refe¢aih molekul z ZINC

bazo.
Varianta 1 Varianta 2 Varianta 3
Donepezil 0,378221 0,213710 0,284349
GUKG662 0,346431 0,212239 0,275142

5.2 3D virtualno reSetanje

Tridimenzionalno virtualno reSetanje smo izvajai spremenjeni ZINC bazi Leads Now
(2 milijona spojin), v kateri je bila vsaka spojimgriblizno 300 razlinih konformacijah.
Konformacije so bile predhodno tvorjene za naSeaman

5.2.1 Primerjava s programom ShaEP

Nas program za 3D virtualno reSetanje smo primegaprogramom za 3D virtualno
reSetanje ShaEP (29) na primeru ene konformacijepkzila in molekule ZINC00039220
(Slika 22). Programa vrneta podobne Tanimotove ikiegfte, in sicer nasS program
0,709677, ShaEP pa 0,75824. Pogpegasa treh meritev sta tudi podobna, in sicer za nas
program 0,027 sekunde, za ShaEP pa 0,030 sekurdepidgram daje torej primerljive

rezultate in je celo nekoliko hitrejSi od podobne&gaobstojéega programa.
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5.3 Primerjava najdenih molekul s podobnimi molekulami iz ZINC baze
Rezultate naSega programa smo primerjali tudirsdst@nim orodjem za iskanje podobnih
molekul, ki je dostopno v ZINC bazi. S tem orodjemo poiskali molekule, ki izkazujejo
70 % podobnost z molekulo donepezila, in ta izpinerjali s podobnimi molekulami, ki
smo jih nasli z naSim programom. Za donepezil nddMCZova baza da 317 podobnih
molekul. Od teh molekul smo z varianto 1 naSegardlga nasli dve enaki molekuli
(ZINC13744633 in ZINC32888401), z varianto 2 #INC44123903, ZINC38247559 in
ZINC13744633) ter z varianto 3 eno (ZINC13744633)ak® molekulo. Z nasSim
programom torej najdemo zelo drdga podobne molekule, kot so tiste, ki nam jih
predlaga ZINC-ova baza. Na$S program za razliko tdiCZove baze vrne tudi podobne
molekule z razlinimi skeleti, kot je skelet refer&me molekule. Primer skeletnega
preskoka sta na primer molekuli ZINC075107348 @) in ZINC19537526 (Slika 22),

ki vsebujeta oktahidropirolo[3,4-c]pirolsko in 4Hekmen-4-onsko strukturo (Slika 24).
O

NH

HN 0

Slika 24.Oktahidropirolo[3,4-c]pirol (levo) in 4H-kromen-4addesno).

5.4 Predlogi za nadaljnje delo
V prihodnosti nértujemo optimizirati program, in sicer:

* \ozlisce v molekulskem grafu bo lahko tudi funkcionalnaggka (sedaj atom).

» Pohitrili bomo 3D verzijo programa, in sicer taki@ bo trenutno najdena velikost
maksimalne klike predhodne konformacije molekuledgstavljala spodnjo mejo za
nadaljnje konformacije.

* |zvedli bomo bolj obsezno virtualno reSetanje ngjikebazah molekul in z e
referergnimi molekulami

* Program bomo preiskusili tudi na DUD bazi (amgIDirectory of Useful Decoys
ki se uporablja za testiranje programov za virtaalaSetanje na osnovi liganda
(30).
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6. Sklep

Zaradi nara&nja Stevila molekul v prosto dostopnih bazah mdlekot je na primer
ZINC baza, smo se odii, da bom razvili program, ki omoga hitro 2D in 3D virtualno
reSetanje na osnovi liganda. Novo razviti programksuri dveh primerjanin molekul,
referegne in taéne molekule, pretvori v molekulska grafa in s pdjooalgoritma za
iskanje maksimalne klike pa@i€ njuno najv&o skupno podstrukturo ter s Tanimotovim
koeficientom oceni stopnjo njune podobnosti. Progeano preskusili na dveh refetgih
molekulah, acetilholinesteraznih inhibitorjih, ircer donepezilu in GUK662. Referam
molekuli smo primerjali z wekot 2 milijona taénimi molekulami iz 2D in 3D ZINC-ove
Leads Now baze. Pri 3D reSetanju smo tudi predhadnesako tamno molekulo ustvarili
okoli 300 konformacij. Pri 2D reSetanju smo preigkutri razliche variante tvorbe
produktnega grafa, za katere se je izkazalo, daaseo razlikujejo v hitrosti delovanja in
oceni podobnosti molekul. Program je tako pri 2D tkmli 3D reSetanju visoko ocenil tudi
molekule, pri katerih je priSlo do skeletnega podsk V prihodnosti bomo te molekule

kupili in preizkusili na bioloSkih sistemih kot iitfitorje acetilholinesteraze.
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