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Izvlecek:

Pri procesu odkrivanja novih zdravil imajo pomembno vlogo racunalnisko podprte
metode in tehnologije, ki zanesljivo in hitro identificirajo aktivne spojine iz baz vec
milijonov spojin. Ena izmed najbolj obetavnih metod je molekularno sidranje. V za-
kljucni nalogi je opisana implementacija spletnega uporabniskega vmesnika za program
molekularnega sidranja. Uporabniski vimesnik odlikuje hiter in enostaven vnos vhodnih
podatkov ter tridimenzionalni prikaz napovedanih interakcij med tar¢nim proteinom
in ligandi. Predstavljen je primer uporabe aplikacije za napovedovanje interakcij med
proteinom Udp-n-acetylgalactopyranose mutase in testno bazo ligandov. Z uporabo

razvitega spletnega vmesnika odkrijemo potencialne ligande, ki bi jih lahko nadalje

eksperimentalno testirali na inhibicijo tega proteina.
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Abstract:

Computational approaches such as molecular docking that reliably and rapidly identify
active compounds from databases of millions of compounds have an important role in
drug discovery process. In this work we designed and implemented a web user interface
for molecular docking algorithm. This user interface is distinguished by fast and easy
input of the target protein and ligands. It also features three-dimensional visualiza-
tion of the results, that is the predicted interactions between the target protein and
docked ligands. We present a use case of the developed user interface on the protein
UDP-n-acetylgalactopyranose mutase to which we docked ligands from the prepared
test database. We identify potential ligands that could be further tested for inhibiton

of this protein.
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1 Uvod

1.1 Opis problema

Napredek v organski kemiji je povzroc¢il obstoj velikega stevila potencialnih terapev-
tskih spojin, ki so dostopne raziskavam. Posledi¢no se je povecala potreba po racunalniskih
metodah in tehnologijah, ki zanesljivo in hitro identificirajo aktivne spojine iz baz vec
milijonov spojin. Pri procesu odkrivanja novih zdravil je potrebno med mnogimi po-
tencialnimi spojinami identificirati tiste, ki ustrezajo dolo¢enim specifikacijam, npr.
so metaboli¢no stabilne, nimajo veliko stranskih uc¢inkov, so zadostno topne v vodi in
imajo sposobnost interakcije s tarénim proteinom. Dandanes se nova zdravila odkrivajo
s pomocjo racunalnisko podprtih metod, ena izmed najbolj obetavnih je molekularno

sidranje. [13]

1.2 Namen in cilji naloge

Z namenom, da proces molekularnega sidranja postane prosto dostopen, lazji za upo-
rabo, ter posledi¢no hitrejsi, smo naredili spletni uporabniski vmesnik Candock. Upo-
rabniski vmesnik odlikuje hiter in enostaven postopek vnosa vhodnih podatkov, ter
tridimenzionalni prikaz interakcije med ligandom in proteinom, kar omogoca predsta-

vljivejSe rezultate in hitrejSo interpretacijo le-teh.

1.3 Pregled vsebine zaklju¢ne naloge

V zacetku zakljucnega dela je opisan postopek razvoja zdravil in molekularnega si-
dranja, kar bralcu nudi vpogled in potrebne osnove za razumevanje problema. Sledi
nacrtovanje aplikacije in predstavitev tehnologij, ki so bile uporabljene pri njeni izde-
lavi. Jedro naloge predstavlja natancen opis implementiranih lastnosti naSe resitve in
njeno ovrednotenje, preko primera uporabe napovedovanja interakcij med ligandi in

farmacevtsko zanimivim proteinom.
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2 Pregled podrocja

2.1 Razvoj novih zdravil

Zdravilo je ponavadi majhna molekula, ki bodisi zavira ali aktivira funkcijo bioloske
makromolekule, npr. proteina. Z vplivom na delovanje proteina povzroc¢i ugodne tera-
pevtske ucinke za bolnika. Nacrtovanje novih zdravil je postopek pri katerem se isce
nove molekule, katerih oblika in naboj sta komplementarna taréni makromolekuli in
posledi¢no je med njima omogocena interakcija. Molekule, ki se vezejo na proteine

imenujemo ligandi. [15]

V sodobnem pristopu nacrtovanja in iskanja novih zdravilnih u¢inkovin se hkrati upora-
bljajo eksperimentalne tehnike in metode racunalniske kemije, imenovane tudi in silico
reSetanje. Racunalniska kemija (imenovana tudi molekularno modeliranje) uporablja
matematicene metode za reSevanje kemijskih problemov, katere so avtomatizirane in
implementirane za izvajanje na rac¢unalniku. [3] Rezultat preucevanj je molekularni
model, ki predstavlja reprezentacijo kemijskega sistema, na osnovi matemati¢nega in
fizikalnega opisa. Molekularno modeliranje ne more nadomestiti eksperimenta, saj ta
predstavlja edini pravi kriterij za validacijo njegovih rezultatov, lahko pa bistveno pri-
pomore k razumevanju procesov na atomskem nivoju in olajsa nac¢rtovanje molekul z

ciljanimi lastnostmi. [19]

2.1.1 Postopek nacrtovanja zdravil

Pred razvojem novih zdravil je potrebno dobro razumeti bolezen, vzroke za njen nasta-
nek in kako bolezen spremeni izrazanje genov. Sledi analiza vpliva spremenjenih genov

na delovanje proteinov in studija interakcije teh proteinov z drugimi molekulami.

Identifikacija taréne molekule

Razvoj novih zdravil je kompleksen proces (slika 1), ki se ponavadi zacne z identifikacijo
tarcne molekule. Taréna molekula je lahko gen ali protein, ki je vklju¢en v doloceno
bolezen. Pri postopku identifikacije tarce je pomembno, da ima izbrana taréna mole-

kula potencial za interakcijo z zdravilom, na primer, dobro definirano vezavno mesto
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in ima pomembno vlogo pri bolezenskem procesu. V fazi identifikacije taréne molekule

se izbere molekulo, na katero zelimo vplivati z zdravilom.

Iskanje zdravilne uc¢inkovine

Cilj te faze je identificiranje obetavnih molekul (zadetkov), ki imajo potencial, da

postanejo novo zdravilo. Zadetke se lahko najde na ve¢ nacinov:

1. De novo: S prefinjenim racunalniskim modeliranjem so predvidene lastnosti mo-
lekule, ki ima potencial za terapevtski vpliv. Te molekule se nato sintetizira v

laboratoriju.

2. Virtualno resetanje: Virtualno ali in silico reSetanje velja za najbolj uspesen
postopek razvoja novih zdravil. Te racunalniske metode omogocajo testiranje
vezave milijonov spojin na tar¢no molekulo in identifikacijo tistih, ki se nanjo
mocno vezejo. Glede na rezultate se za nadaljni razvoj izberejo najbolj obetavne

spojine.

3. Eksperimentalno reSetanje: Biolosko aktivnost ve¢ tisocih spojin, iz dostopnih

knjiznic, se lahko doloc¢i preko eksperimentalnega resetanja.

4. Biotehnologija: S pomocjo genskega inzeniringa obstaja moznost preoblikovanja

zivega organizma, da proizvaja zeljeno spojino.

Testiranje uspesnosti spojin

Na zadetkih se izvedejo testi, ki zagotavljajo zgodnjo oceno zagotovitve kriterijev, ki so
potrebni za spojine, da postanejo potencialna zdravila. Testira se absorpcija, distribu-
cija, metabolizem, izlo¢anje in toksikoloske lastnosti (ADME/Tox). Uspesna zdravila
morajo imeti sposobnost resorbiranja v krvni obtok, razpada na pravem mestu v te-
lesu, morajo biti metaboli¢no stabilna, se uspesno izlociti iz telesa in povzrociti ¢im
manj stranskih u¢inkov. ADME/Tox testi se izvajajo v zivih celicah, zivalih ali z
racunalniskimi metodami. [26] Rac¢unalniske metode za testiranje temeljijo na pred-
postavki, da imajo podobne molekule zaradi strukturno podobnih fragmentov tudi
podobne lastnosti, ki se jih da razstaviti na serijo med seboj aditivnih prispevkov. Na
osnovi dosegljivih eksperimentalnih podatkov se s pomocjo statisticne analize izpeljejo

enacbe, ki se uporabljajo za napovedovanje lastnosti novih molekul. [19]

Optimizacija spojin

Zadetki, ki uspesno prestanejo testiranje, opisano v prejsSnjem poglavju, se imenu-

jejo spojine vodnice. Omenjene spojine se optimizira, da postanejo ucinkovitejse in
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varnejSe. Optimizacija spojine se doseze s sprememinjanjem zgradbe molekule. Na
primer, ustrezna sprememba v zgradbi spojine lahko povzroci, da le-ta tvori manj in-
terakcij z netar¢nimi molekulami, s ¢imer dosezemo manj stranskih ucinkov zdravila.
Pri postopku optimizacije sodelujejo biologi, kateri testirajo molekule v zivem oko-
lju in kemiki, ki sintetizirajo nove oblike spojine. Optimizirane spojine se imenujejo

potencialna zdravila. [26]

Identifikacija in validacija tarce

Y

Virtualno resetanje

Y

Zadetki

l

Testiranje (ADME/Tox)

Y

Spojine vodnice

Y

Optimizacija spojin vodnic za vstop v
predklini¢ne in klini¢ne faze razvoja

l

Potencialna zdravila

Slika 1: Postopek nacrtovanja zdravil z virtualnim resetanjem
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2.1.2 Virtualno resetanje

Virtualno resetanje je racunalniski pristop, ki predstavlja in silico iskanje biolosko
aktivnih molekul v obsirnih podatkovnih knjiznicah ve¢ milijonov spojin. Iz teh knjiznic
se izbere manjse Stevilo potencialno aktivnih spojin, ki se jih kasneje ovrednoti Se z
bioloskimi testi. Glavne racunalniske algoritme za virtualno reSetanje delimo v dve
skupini: algoritmi na osnovi ligandov in algoritmi na osnovi strukture taréne molekule.
21

Virtualno reSetanje na osnovi liganda

Razvoj zdravil na osnovni liganda se uporablja v primerih, ko struktura taréne molekule
ni poznana. Metoda temelji na predpostavki, da imajo molekule s podobno zgradbo,
podobno biolosko aktivnost. Znan mora biti vsaj en aktivni ligand, ki se primerja proti
bazi molekul in identificira molekule s podobnimi farmakofornimi lastnostmi. Primer
programa za virtualno resetanje na osnovi liganda je LiSiCA, ki smo jo razvili sami in
jo uporabili za napovedovanje inhibitorjev tarcnega proteina udelezenega pri nastanku

Alzheimerjeve bolezni. [12]

Farmakofor je zbirka steri¢nih in elektronskih lastnosti, ki so potrebne za zagotovi-
tev optimalnih interakcij s specificno biolosko tarco, ki vodi do indukcije ali inhibi-
cije bioloskega odziva. Ne predstavlja realne molekule ali zbirke funkcionalnih sku-
pin, uposteva pa njihove lastnosti, ki vplivajo na sposobnost interakcije s preiskovano
tarco. [23]

Virtualno reSetanje na osnovi strukture tarce

Pogoj za uporabo metode virtualnega resetanja na osnovi strukture tarce, je poznana
tridimenzionalna struktura taréne molekule. Strukturo proteinov se dolo¢i s pomocjo
literature ali s eksperimentalnimi metodami - kristalografija in nuklearna magnetna
resonanca (NMR). [10]

Vsako leto je znana struktura vedno vecjega stevila proteinov. Na spletni strani Protein
Data Base, ki je dostopna na http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do, se je konec leta
2014 nahajalo 105397 znanih struktur proteinov. [30]

Najpogostejsa metoda virtualnega resetanja na osnovi strukture tarce je molekularno

sidranje.
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2.2 Molekularno sidranje

Molekularno sidranje se uporablja za modeliranje interakcij med majhno molekulo in
proteinom, na nivoju atomov. Pristop napove preferencno konformacijo liganda v iz-
branem aktivnem mestu bioloske makromolekule (receptorja), ob predpostavki da le-ti
tvorita stabilen kompleks. Konformacije molekule se med seboj razlikujejo le po tridi-
menzionalni razporeditvi atomov. Program molekularnega sidranja ponavadi sestoji iz
dveh delov: konformacijskega iskalnega algoritma in cenovne funkcije. Rezultat pred-
stavlja seznam po afiniteti razvrséenih napovedanih ligand-protein kompleksov. [14]

Postopek molekularnega sidranja je prikazan na sliki 2. [19]

+Q@ — O

Ligand Receptor Kompleks

Slika 2: Shematski prikaz molekularnega sidranja

2.2.1 Konformacijski iskalni algoritmi

Namen iskalnih algoritmov je iskanje novih veznih konformacij liganda. Najpopolnejso
obravnavo fleksibilnosti liganda in proteina omogocajo sistematicni iskalni algoritmi,
ki upostevajo vse stopnje rotacijske in konformacijske prostosti. Konformacijski pro-
stor kompleksa sestavljajo vse mozne orientacije proteina z vezanim ligandom. Zaradi
prevelikega Stevila moznih vezavnih kombinacij pa so sistematicni algoritmi rac¢unsko
prezahtevni, zato vecina algoritmov uporablja razlicne poenostavitve. V tabeli 2.1 so
nasteti nekateri racunalniski programi za molekularno sidranje in konformacijski iskalni

algoritmi, ki jih le-ti uporabljajo. [5,13,16]

Algoritmi ujemanja

Algoritmi ujemanja mapirani ligand in protein predstavijo v obliki farmakoforov. Iz
razdalj med posameznimi farmakofori izracunajo matriko razdalj, katera je namenjena
gradnji novih konformacij ligandov. Prednost omenjenih algoritmov je nizka ¢asovna

zahtevnost.

Inkrementna izgradnja

Inkrementna izgradnja prekine vrtljive vezi v ligandu in ga razbije na ve¢ majhnih

fragmentov. En del spojine (ponavadi najveécji) postavi v vezavno mesto, ostale fra-



Stular T. Razvoj spletnega uporabniskega vmesnika za program molekularnega sidranja.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2015 7

gmente pa nato dodaja postopoma. Fleksibilnost liganda v aktivnem mestu doseze z

generiranjem razlicnih usmeritev liganda.

Stohasti¢ni pristop

Stohasticne metode iS¢ejo konformacijski prostor z naklju¢nim spreminjanjem konfor-
macije liganda. Stohasti¢ni pristop uporablja metoda Monte Carlo in genetski algo-

ritmi.

Metoda Monte Carlo ustvarja razliéne pozicije liganda preko vrtenja vezi. Ce prido-
bljena konformacija ustreza energijskih kriterijem, se le-ta uporabi za iskanje nadalnjih
oblik molekule. Postopek se ponavlja toliko ¢asa, dokler ni dolo¢eno napovedano stevilo
konformacij. Prednost Monte Carlo metode je, da omogoca velike spremembe v obliki

spojine.

Genetski algoritem se zgleduje po zakonih evolucijske biologije. Nove strukture li-

gandov generira na podlagi genskih mutacij in prekrizanja kromosomov. [14]

Simulacijski pristop

Molekulska dinamika je metoda za simulacijo interakcij med atomi in molekulo v
dolocenem ¢asovnem obdobju. Vsak atom se premika neodvisno od ostalih, kar omogoca
upostevanje fleksibilnosti tako liganda kot proteina. Gibanje delcev opise s pomocjo
Newtonovih enach gibanja. Atomi so predstavljeni kot delci v prostoru, ki se prosto

gibljejo in med seboj zaletavajo. [4]
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Tabela 2.1: Programi in konformacijski iskalni algoritmi za molekularno sidranje

Program Algori.te.m za .ob.ravnavo Fleksibi.lnost
fleksibilnosti liganda proteina

AutoDock Monte Carlo, genetski algoritem ne
CHARMM molekulska dinamika da
DOCK inkrementna izgradnja ne
FlexE inkrementna izgradnja da
FlexX inkrementna izgradnja ne
FLOG algoritem ujemanja ne
Glide Monte Carlo, genetski algoritem ne
Gold genetski algoritem ne
LigandFit Monte Carlo ne
LUDI inkrementna izgradnja ne

2.2.2 Cenilne funkcije

Cenilne funkcije omogocajo izracun priblizka proste energije vezave liganda na tarcno
molekulo. Uporabljajo se za oceno konformacije in orientacije liganda v vezavnem me-
stu. V programih za molekularno sidranje se ve¢inoma uporabljajo cenilne funkcije, ki
temeljijo na polju sil, empiri¢ne cenilne funkcije in cenilne funkcije, dobljene s pomocjo
statisticne mehanike. [2] V tabeli 2.2 so nastete nekatere standardne cenilne funkcije

in metode, ki jih te funkcije uporabljajo. [6,17]

Cenilne funkcije, na osnovi polja sil

Cenilne funkcije, ki temeljijo na polju sil, ocenijo stabilnost ligand-protein kompleksa
preko vsote neveznih (van der Waalsovih in elektrostatskih ¢lenov) interakeij. Neka-
tere funkcije pri racunanju vsote upostevajo Se prisotnost vodikovih vezi, topnost in

entropijo.
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Empiri¢ne cenilne funkcije

Empiri¢ne cenilne funkcije temeljijo na eksperimentalno dolocenih interakcijah, za ka-
tere je ze znana afiniteta vezave. Pri oceni vezavne energije upostevajo koeficiente
stevilnih ¢lenov (npr. vodikove vezi, hidrofobne interakcije, interakcije s kovinami...),

katerih vrednosti se pridobi iz eksperimentalnih podatkov preko regresijske analize.

Cenilne funkcije na osnovi statisticne mehanike

Cenilne funkcije, dobljene s pomocjo statisticne mehanike, so osnovane na predpostavki,
da so medatomske razdalje, ki se pojavljajo pogostejse, bolj ugodne od drugih razdalj.
Ferkven¢na porazdelitev razdalj se pretvori v potencialne poravnave atomskih parov,
ki se ocenijo s pozitivno ali negativno oceno.

Ocenjevanje na osnovi konsenza

Pri ocenjevanju na osnovi konsenza se uposteva ve¢ cenovnih funkcij skupaj. [1,14]

Tabela 2.2: Cenilne funkcije in metode

Cenilna funkcija Metoda Cenilna funkcija Metoda
AUTODOCK-score ES, SS DSX SS
DOCK-score PS, ES PLP-score ES
GOLD-score PS, ES LUDI-score ES
FlexX-score ES PMF-score PS
ChemScore ES CScore KS

*PS = cenilne funkcije, ki temeljijo na polju sil
*ES = empiricne cenilne funkcije
*SS = cenilne funkcije, dobljene s pomocjo statisticne mehanike

*KS = ocenjevanje na osnovi konsenza

2.3 KnjiZnice spojin

Pred postopkom virtualnega reSetanja je zelo pomembna priprava knjiznice virtualnih
molekul, kjer vsako molekulo opiSemo z ustrezno tridimenzionalno konformacijo. Ome-
njene konformacije se ponavadi pridobijo s pomoc¢jo generatorjev molekulskih struk-

tur, ki omogocajo generiranje realisticnih tridimenzionalnih modelov. Programi, ki
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omogocajo generiranje 3D struktur, so npr. OMEGA, Concord in Corina. [19] Pri
nacrtovanju in izgradnji knjiznic spojin, v katerih iS¢emo potencialno zanimive spo-
jine, je potrebno paziti, da je nac¢rtovane spojine sploh mozno sintetizirati. Sposobnost
sintetiziranja se oceni s pomoc¢jo programov za nacrtovanje knjiznic, kateri podajo re-
zultat na podlagi poznavanja ustreznih sinteznih poti. Potrebno je oceniti Se smiselnost

dobljenih konformacij, pravilnost aromati¢nosti, stereokemije in tako dalje. [11]
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3 Uporabljene tehnologije

V tem poglavju so opisane tehnologije uporabljene pri izdelavi spletne aplikacije.

3.1 HTML

HTML (HyperText Markup Language) je oznacevalni jezik namenjen izdelavi spletnih
strani. Nabor opisnih simbolov, vstavljenih v datoteko, spletnemu brskalniku pove,
kako naj se stran prikaze. Kodo razdelimo na elemente, ki so sestavljeni iz znack (npr.
<div>). [27]

3.2 CSS

CSS (Cascading Style Sheets) je jezik, ki brskalniku pove, kako prikazati posamezne
HTML elemente. Z njim nastavljamo velikost in postavitev elementov, barvo in tip
pisave ter vrsto drugih funkcionalnosti. Za pravilno definicijo moramo upostevati po-

samezne sintakse. [25]

3.3 JavaScript

JavaScript je interpretativni programski jezik, kar pomeni, da za zagon programa ni
potrebno pretvarjanje v nizje nivojske programske jezike. Podpira tako objektno kot

funkcijsko programiranje. Namenjen je razvoju interaktivnih spletnih strani. [33]

3.4 PHP

PHP (PHP Hypertext Preprocessor) je odprtokodni skriptni jezik, ki se uporablja za
razvoj spletnih strani. PHP se izvaja izklju¢no na strani streznika, rezultat pa se vrne
odjemalcu v jeziku HTML. [32]
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3.5 Ajax

Ajax (asynchronous JavaScript and XML) se izvaja na strani odjemalca in omogoca
izdelavo asinhronih spletnih aplikacij. Spletna aplikacija lahko v ozadju posilja in
pridobiva podatke iz streznika. Podatki se posiljajo v. XMLHttpRequest ali JSON.
Rezultati se lahko prikazejo s HTML in CSS, ki nastane znotraj brskalnika. Ajax je

uporaben predvsem v primerih, ko se spreminja samo del spletne strani. [24]

3.6 JSmol

JSmol (Jmol JavaScript Object) je verzija Jmola (odprto kodni program za prikaz
kemijskih struktur molekul v tridimenzionalni obliki), ki omogoca prikaz molekulske
grafike v spletnih brskalnikih in za svoje delovanje ne potrebuje Jave temvec temelji na
HTMLS5 tehnologiji. [7] Na sliki 3 je primer prikaza tridimenzionalne strukture proteina

znotraj JSmola.

3eml s.c T

| Download PDB || Download PNG || Black Background || Spin || Show Binding Sites |

Slika 3: Prikaz proteina s PDB kodo 3EML v JSmolu
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3.7 ProBiS

ProBiS algoritem napove vezavna mesta na proteinu preko lokalne strukturne porav-
nave. Izbrani protein primerja z bazo tridimenzionalnih struktur proteinov pri katerih
s pomocjo detektiranja fizikalno-kemijskih lastnosti, poisce strukturno podobna mesta.
Ostanki, ki se nahajajo na povrsini proteina tvorijo graf, kjer vsak od teh predstavlja
svoje vozlis¢e. Na grafih se izvede konstrukcija podgrafov, kjer podgraf predstavljajo
vsa vozliséa v obsegu razdalje 15 A. Iz podobnih podgrafov so izdelani produktni grafi
na katerih algoritem pois¢e maksimalno kliko oziroma najvecji podgraf, katerega vsa
vozlisca so med seboj povezana z vezmi. Vsaka maksimalna klika ustreza strukturni
poravnavi dveh proteinov, ki se oceni in projecira na izbrani protein. Lokacije najbolje

ocenjenih ostankov so predvidene kot podobna vezavna mesta. [9]

3.8 ProBiS-Database

ProBiS-Database je baza, ki vsebuje preracunane strukturne poravnave proteinov, ki se
nahajajo na Protein Data Bank. Funkcionalno pomembna vezavna mesta so predvidena

s ProBiS algoritmom. [§]

3.9 Marvin JS

Marvin JS je ChemAxonov urejevalnik, ki zdruzuje znanje iz podrocja kemije in Java-
Script tehnologijo. Uporabniku omogoca prijazno orientirano orodje za hitro in eno-

stavno risanje 2D kemijskih struktur in reakcij v spletnem okolju. [28]

3.10 Datotec¢ni formati

V nadaljevanju so predstavljeni pdb, mol2 in smi datotecni formati.

PDB (Protein Data Bank) datotecéni format je tekstovni format, ki opisuje tridimen-
zionalno kemijsko strukturo biologkih makromolekul. Datoteka vsebuje informacije o
tipih atomov, atomskih koordinatah, strukturnih kristalografskih faktorjih in podatke
o postopku jedrske magnetne resonance. V datoteki je lahko Se zapisano ime molekule,
informacije o primarni in sekundarni strukturi, referencni podatkovni bazi, bibiliograf-

ski citati... [29] Vzorcni primer datoteke v PDB formatu je v prilogi.

Mol2 format je tekstovni format, ki vsebuje vse potrebne informacije za rekonstruk-

cijo SYBYL (program za molekularno modeliranje) molekul. [31] Prilozen je vzoréni
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primer mol2 datoteke. Datoteka je razdeljen na 3 dele. Prvi del vsebuje informacije o
molekuli. V drugem delu so podatki o posameznih atomih in njihovi lokaciji. Zadnji

del datoteke vsebuje informacije o medatomskih vezeh.

Datotecni format smi vsebuje SMILES kode. SMILES (simplified molecular-input line-

entry system) koda je vrstiéni zapis ASCII znakov, ki opisuje zgradbo molekule. [22]
Primer SMILES kode:

Cnlcnc2n(C)c(=0)n(C)c(=0)c12

3.11 Open Babel

Open Babel je program, ki omogoca pretvarjanje med razlicnimi datoteénimi formati.

[18] Primer uporabe programa za pretvorbo iz datotetnega formata mol v mol2:

babel -imol $vhodna_datoteka.mol -omol2 $izhodna_datoteka.mol?2
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4 Zgradba spletne aplikacije za

molekularno sidranje

4.1 Pregled arhitekture

Aplikacija je sestavljena iz predstavitvenega, logicnega in podatkovnega sloja (slika 4).
Na predstavitvenu sloju so uporabljene klasicne tehnologije za prikaz na spletu, kot
so HTML5, CSS in JavaScript. Logi¢ni sloj je napisan v jeziku PHP. Za podatkovni
sloj, kamor se shranjujejo vneseni podatki, smo v nasi aplikaciji uporabili kar datotecni

sistem.

Predstavitveni sloj

Grafiéni uporabniski
vmesnik

AJAX HTTP
Logicni sloj

‘ Streznik (PHP)

PHP, BASH
Podatkovni sloj

‘ Datoteéni sistem

Slika 4: Arhitektura spletne aplikacije
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4.2 RESTful streznik

Spletna aplikacija pri svojem delovanju posilja povprasevanje na RESTful streznik, ki
je locen od uporabniskega vmesnika, od katerega dobi informacije o predvidenih vezav-
nih mestih na proteinu. Za komunikacijo se uporablja AJAX, sporocila pa so poslana
v JSON formatu.

Vhodni podatki za RESTful streznik so koda proteina in veriga. Izvorna koda pov-

prasevanja:

$.ajax({
type: ’post’,
data: {’protein’: proteinID, ’chain’: chainID},
url: ’http://tyr.cmm.ki.si/api.php’,
success: function(data) {
var centroids = $.parseJSON(data);
for (i = 0; i < centroids.length; i++) {
centroids[i] .push("true");
known_centroids.push(centroids[i]);
}
$.fn.ligChooser.addKnownSitesProbis();
}
s

RESTful streznik kot rezultat vrne geometrijske centre vezavnih mest na proteinu in

premer vezavnega mesta. Primer odgovora:

{["15.831", "12.169", "-36.610", "18.657"]1%}
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4.3 Procesi aplikacije

Predstavljeni so procesi aplikacije in diagram podatkovnega toka nivo 1 (slika 5). Pro-
cesi aplikacije so razdeljeni na procese, ki se nanasajo na vnos vhodnih podatkov,

algoritem za molekularno sidranje Candock in na rezultate molekularnega sidranja.

Zagon
Candock
algoritma

rezultati

vhodni podatki

ezavno mesto,
vhodni parametri

PDB ID, ID verige

Uporabnik Candock Algoritem

esta, protein

PDB ID, ID verige

vezavna mesta

RESTful Streznik

PDB ID, ID verige

Izbira
vezavnih
mest

PDB ID protein

Protein Data Bank

Slika 5: Diagram podatkovnega toka nivo 1

4.3.1 Vnos vhodnih podatkov

Procesi vnosa vhodnih podatkov so:

e Izbira proteina in verige
e [zbira knjiznice spojin
e [zbira vezavnih mest

e Sprememba parametrov algoritma
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Izbira proteina in verige

Uporabnik lahko vnese podatke o proteinu, na katerem zeli izvesti molekularno sidranje
s pomocjo PDB ID-ja ali preko PDB datoteke. PDB ID je koda sestavljena iz 4 znakov,
ki enoli¢no doloca protein v Protein Data Bank. Za izbrani protein je potrebno dolociti

Se tarcno verigo (chain ID) (slika 6).

PDBE ID
Vnos proteina

PDE datoteka
Ne -
Objava napake ’47 Validacija
Da
¥
> Vnos verige
Ne R
Objava napake |« Validacija
i[.‘la

Slika 6: Aktivnostni diagram izbire proteina in verige
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Izbira knjiznice spojin

Knjiznico ligandov uporabnik bodisi izbere med Ze pripravljenimi bazami, na primer iz-
bira lahko med Cando bazo in ZINC podatkovnimi bazami, bodisi nalozi svojo knjiznico
ligandov v obliki mol2 ali smi datoteki. Na razpolago ima tudi Marvin JS orodje, v ka-

terem lahko narise kemijske strukture ligandov, ki jih zeli sidrati. Aktivnostni diagram

izbire knjiznice je prikazan na sliki 7.

baza v datoteki Izbira knjiZnice risanje ligandov

Objava napake ligandov Objava napake

A
|

pripravijena baza

Ne
Ne validacija validacija

Da Da

Slika 7: Aktivnostni diagram izbire knjiznice spojin
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Izbira vezavnih mest

Uporabnik vezavna mesta izbira med vnaprej napovedanimi vezavnimi mesti, ki se
prenesejo iz RESTful streznika, lahko pa jih izbere sam in sicer tako, da z misko klikne
na atome proteina, za katere zeli, da bodo uporabljeni pri izracunu geometrijskega
sredisca vezavnega mesta. Doloci Se radij vezavnega mesta. Centroid vezavnih mest se
izracuna kot povprecje koordinat izbranih atomov. Izvorna koda izracuna vezavnega

mesta:

var premer = eval( $(".output") .html() * 2 );

var cen_x = 0;

var cen_y = 0;

var cen_z 0;

// polje atomov, ki so bili izbrani v JSmolu
var atoms = Jmol.getPropertyAsArray(eval("jmolApplet" + String(opts.id)),

"atomInfo", "selected");

for (i = 0; i < atoms.length; i++) {

cen_x += atoms[i].x;

+
1]

cen_y atoms[i].y;

+
]

cen_z atoms[i] .z;
}

cen_x /= atoms.length;
cen_y /= atoms.length;

cen_z /= atoms.length;
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» napovedano
po meri Izbira vezavnega Vezavno mesto
mesta
A
Objava napake ‘ ‘ izbira atomowv ‘
A l
dodajanje vezavnega
mesta
Da
Da
Ne validacija — ponovna izbira ~€—————
Ne
:"-Knnac

Slika 8: Aktivnostni diagram izbire vezavnih mest
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Sprememba parametrov algoritma

Uporabnik lahko spremeni vhodne parametre Candock algoritma za molekularno si-

dranje, lahko pa pusti prednastavljene vrednosti parametrov (slika 9).

Sprememba
parametrov ‘

i

Ne
Objava napake ’17 Validacija

Da

Slika 9: Aktivnostni diagram spremembe parametrov algoritma
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4.3.2 Candock algoritem za molekularno sidranje

Candock algoritem se zazene v ozadju uporabniskega vmesnika. Za zagon programa so

zahtevani naslednji vhodni parametri:

e ligand
Opis: Lokacija mol2 datoteke, ki vsebuje podatke o ligandih
Tip: String

e receptor
Opis: Lokacija pdb datoteke, ki vsebuje podatke o proteinu
Tip: String

e centroid
Opis: Lokacija txt datoteke, ki vsebuje podatke o izbranih vezavnih mestih

Tip: String

Ukaz za zagon programa:

./candock --ncpu $NCPU --ligand $ligandi --receptor $BASE/$RESULTS_DIR/$pdb_filel --centroid
$BASE/$RESULTS_DIR/centroid.txt --num_iter $num_iter --max_seeds_to_cluster $max_seeds_to_cluster
--max_num_clus $max_num_clus --min_pts $min_pts --clus_rad $clus_rad --top_percent $top_percent
--interatomic $interatomic --excluded $excluded --grid $grid --num_bsites $num_bsites --radial
$radial --max_iter $max_iter --mini_tol $mini_tol --fftype $fftype --docked_min_pts
$docked_min_pts --docked_max_num_clus $docked_max_num_clus --docked_clus_rad $docked_clus_rad
--tol_min_coeff $tol_min_coeff --tol_max_coeff $tol_max_coeff --tol_dist $tol_dist --spin $spin
--max_num_ligands $max_num_lig --scale $scale --step $step --cutoff $cutoff --func $func --comp
$comp --ref $ref --probis_min_pts $probis_min_pts --probis_clus_rad $probis_clus_rad --neighb
$neighb
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4.3.3 Prikaz rezultatov molekularnega sidranja

Candock algoritem vrne rezultate v dveh datotekah: energies.txt in minimized.pdb.
Prva datoteka vsebuje seznam ligandov in oceno njihove proste energije vezave s tar¢nim
proteinom. V minimized.pdb datoteki se nahajajo koordinate atomov sidranih ligan-
dov skupaj s pripadajo¢im proteinom za prikaz ligand-protein kompleksov. Na sliki 10

je prikazan proces prikaza rezultatov.

Objava W Rezultati

-

Prikaz rezultatov
v tabeli
3D prikaz Da
* liganda
Ne
Prikaz liganda v
JSmolu
v
D o Ne ]

a  Ponovna izbira Odstranitev
liganda liganda iz 3D

Ne lo a

Odstranitev liganda iz
JSmola

h 4

Slika 10: Aktivnostni diagram prikaza rezultatov
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5 Opis resitve

Candock spletni uporabniski vimesnik je dostopen na url naslovu: http://tyr.cmm.ki.si/candock-

serverTest/.

@ Applications Places @ o s A ) 12:42

(@ CanDock server Tanja | —

[N ~ &=

< € [ tyremm.kisi)

- e’ .
CANRO.(;KH \..\‘ N

Introduction Video Tutorial b4
S Predict the preferred orientation of ligands to a protein:
how small molecules, sich as
subsirales or Grug candidates,
bind o  receplor of Known 30
sructure,

P08 ID: chain ).

e
2 Upload a PDB file @

User's Guide T

Contact

Related Clations Ligands to Compare Against:  Test Database ¥
‘Source:estoalabas. ‘Your suggestions, questions, comments, of bug
B reports will help us to improve this site!
Upload a ligand database in fle (mol2 or smi) ©
Name:
Draw ligands structure

Comment
Select Binding Site (mandatory)

Advanced Parameters (optional) ©

Your e-mail address (optona)

Submit Job

Slika 11: Candock spletni uporabniski vmesnik
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5.1 Vnos vhodnih podatkov

Spletni uporabniski vmesnik odlikuje hiter in enostaven vnos vhodnih podatkov. Ob-

vezni vhodni podatki so: koda proteina in verige, baza ligandov ter vezavno mesto.

5.1.1 Vnos proteina in verige

Taréni protein se lahko doloci bodisi preko PDB ID-ja bodisi s pdb datoteko. PDB ID
se zapise v za to namenjeno okence. S klikom na Upload a PDB file gumb je omogocen

prenos pdb datoteke. Poleg proteina mora uporabnik izbrati Se njegovo verigo.

5.1.2 Izbira baze ligandov

Knjiznica ligandov je lahko dolocena na tri nacine:
1. Izbira ZINC ali Cando knjiznice
2. Ligandi po meri

3. Risanje ligandov

ZINC knjiznica

Knjiznica ligandov je lahko izbrana iz spletne strani http://zinc.docking.org/. Na ome-
njeni spletni strani se nahajajo prosto dostopne knjiznice spojin, izbrane spojine je
mogoce tudi kupiti. Uporabnik lahko izbira med naslednjimi bazami: Leads Now,

Frags Now in Drugs Now.

Cando knjiznica

Cando knjiznica vsebuje 3421 molekul, za katere so bile predvidene ustrezne lastnosti,
ki so potrebne pri kandidatnih spojinah za potencialna nova zdravila.

Ligandi po meri

S klikom na Upload a ligand database in file (mol2 or smi) gumb je omogocena nalozitev

ligandov preko datoteke. Sprejemljiva datoteéna formata sta mol2 in smi.
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Risanje ligandov

Ob kliku na Draw ligands structure se prikaze okno z Marvin JS urejevalnikom, ki
omogoca risanje molekulskih struktur. S klikom na modri gumb z zelenim plusom, v
zgornji orodni vrstici, se ligand doda v mnozico spojin, ki bo uporabljena v postopku
molekularnega sidranja. Slike izbranih ligandov se prikazejo na desni strani. Uporabnik
ligande, za katere ne zeli izvesti postopka sidranja, odstrani preko klika na X gumb.

Na sliki 12 je prikazana uporaba Marvin JS orodja.

< € [ yremm.kisi % =

Draw Ligands x
‘ DEE@YCXDEREEOFEFECO Ligands: 52
i, [ x

/A
o

o O

o v e oz oz

> * - @

QUOo0Q

Slika 12: Risanje ligandov v Marvin JS orodju
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5.1.3 Izbira vezavnih mest

Za dolocitev vezavnega mesta je potrebno klikniti na gumb Select Binding Sites (man-
datory). Prikaze se okno (slika 13), ki vsebuje tridimenzionalnim prikaz proteina. Za
enostavnejsi postopek vnosa vhodnih podatkov so prikazana napovedana vezavna me-
sta. Privzeto so ta mesta izbrana za postopek molekularnega sidranja. Uporabnik
izbrana aktivna mesta odstrani s klikom na gumb Remove. Vezavna mesta lahko doda

tudi sam. Po izbiri zeljenih atomov se ob kliku na gumb Add Binding Site, prikaze

okno v katerem se preko drsnika doloc¢i radij vezavnega mesta.

¢ ) € [D tyremmkisi/candock-serverTest %0 =

Select Binding Sites ©
C
>

2
x

Selected Binding Sites:

Slika 13: Izbira vezavnih mest na 3SEML proteinu

5.1.4 Spreminanje vhodnih parametrov algoritma

Ob kliku na Advanced Parameters (optional) se prikaze tabela s parametri za Candock
algoritem. V okencih so napisane njihove privzete vrednosti. Ob prisotnosti miske se
uporabniku odpre okno, ki vsebuje opis in tip posameznega parametra. Parametri so
na sliki 14.

5.1.5 Vnos elektronskega naslova

Vnos elektronskega naslova ni obvezen, je pa priporocljiv. Ker je proces molekular-

nega sidranja lahko ¢asovno zahteven, se ob zakljucku postopka uporabniku na vneseni
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elektronski naslov poslje elektronska posta z url povezavno na spletno stran, kjer se

nahajajo rezultati nac¢rtovanega procesa.

Advanced Parameters (optional) @

r— Algorithm Parameters

Num lter:

Max Mum Clus:
Clus Rad:
Interatomic
Grid:

Radial:

Mini Tol:
Docked Min Pts:
Docked Clus Rad:
Tol Max Coeff:
Spin:

Scale:

Cutoff:

Comp:

Probis Min Pts:

Neighb:

Max Seeds To Cluster:
Min Pts:

Top Percent:
Excluded:

Num Bsites:

Max lter:

Fftype:

Docked Max Num Clus:
Tol Min Coeff:

Tol Dist:

Max Num Ligands:
Step:

Func:

Ref:

Probis Clus Rad:

Your e-mail address (optional):

Submit Job

Slika 14: Spreminjanje parametrov algoritma in vnos elektronskega naslova

5.2 Zagon Candock algoritma

Proces molekularnega sidranja med proteinom in bazo ligandov se zazene s klikom na

gumb Submit Job.
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5.3 Rezultati

5.3.1 Prikaz rezultatov

Vzoréna stran (slika 15) z rezultati je dostopna na:
http://tyr.cmm.ki.si/candock-server Test/browse.php ?job_id=20071543739493

Na desni strani se nahaja seznam ligandov, urejenih po energijski oceni interakcij.

Nizja energija predstavlja stabilnejsi kompleks. Na levi strani je JSmol okno name-

njeno tridimenzionalnemu prikazu molekul.

@ Applications Places g og s v A ) 12:47 ¢
JG iinsekseniem @ conock-osos1sr T DB
¢ o @ D yranmiisi >0 =
- ANUUGVN ~ ~ [}

Molecular Docking 1P

semi [SIENE T 3EML, Chain A : 74 ligands 53

T bownload Table:

stcture tigand otal intraction = »
+ CHEMBL480556_38 25732.99 -0.12 View 3D

CHEMBL604591_1 25707.93 0.12
+ CHEMBL480556_55 25845.32 0.1
CHEMBL604591_4 2575431 0.1 View 3D
+ CHEMBLA480556_60 25736.96 0.1
CHEMBL480556_14 25794.74 0.11
+ CHEMBLA8OS56_27 2571024 -0.10 View 3D
CHEMBL604591_38 25679.17 0.10
+ CHEMBLA480556_2 25546.48 -0.10
CHEMBL480556_26 2575953 -0.10 View 3D
+| 5% CHEMBL604591_3 25601.10 -0.10 View 3D

Download PDB || Download PNG || Black Background || Spin || Show Binding Sites |

® Candock-050515713...

Slika 15: Primer prikaza rezultatov molekularnega sidranja

S klikom na plus ikono lahko v tabeli razsirimo vrstico za posamezni ligand (slika
16). V razsirjeni vrstici je podana SMILES koda in povezava na ustrezno spletno stran

z opisom molekule. S klikom na sliko liganda, se le-ta poveca.
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- | T CHEMBL604591_1 25707.93 -0.12

CCC(CC)CNc1c2e(nc(n1)NCCclen(c[nH]1)CC)n{cn2)

- SMILES: [c@@HIICIC@@HI(C@HIIC@HITO)On1cc(cnt)CO

Source =

clo

CHEMBL
cevaL [

CHEMBL480356_55

Slika 16: Primer prikaza rezultatov molekularnega sidranja

S klikom na View 3D gumb se posamezni ligand prikaze v JSmol oknu. V tridi-

menzionalni grafiki vidimo interakcijo med ligandom in proteinom.

3eml 8.c T

CHEMBL480556 60 IS . - R .

Downioad PDB || Downioad PNG || Black Background || Spin | Show Binding Sites

Slika 17: Primer interakcije med proteinom in ligandom. Protein je prikaz v rdeci,

ligand v modri barvi.

Za prikaz vezavnih mest, ki so bila izbrana pri postopku molekularnega sidranja, je

potrebno klikniti na gumb Show Binding Sites.
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5.3.2 Prenos rezultatov

S klikom na gumb Download Table se prenese seznam ligandov v csv datoteénem for-
matu. Datoteka poleg imena liganda, SMILES kode in interakcije vsebuje Se dodatne
informacije, ki ocenjujejo stabilnost vezave. Na sliki 18 je prikazan primer prenesene
datoteke.

O ¥t B = ) 26

@i:i.& 4
dow i [EhEH-F-&- F

HE [uberationsans v/ [10 |v| A&

A1 v fo X = |ligand
[ 8 [ c [ b €e[F G H i J K L M N ° P | o If
otal __ ineraction_[intemal torsion_riniemal rorsion_smiles

2 CHEMBLIBTSZ6 1 | 2561894 003 1471 31450 90,34 25399 4clccc(ecl

3 [CHEMBLISTI%6 3 | 256047 003 4471 20816  94.09 25367.8clccc(ccl)Cr

4 CHEMBLISTI63 | 2561478 003 5616 27681  94.06 25367.

S CHEMBL1S7326 1 | 2581439 004 1004 30111 0423 25400.1

6 |CHEMBLS21242 6 | 2556368 004 4557 2226 138.27 25157,

7 [CHEMBLS21242 2 | 2562518 009 173 27407 13806 25201

§ |CHEMBLS21242 13 | 25769.95  0.06 5464 22096  97.96 25367.

9 [CHEMBLS212421 | 2575207 008 1747 25142 92.12 25391 e
10 |CHEMBLS21242 16 | 25687.47 008 1200 305 147.49

11 CHEMBLS21242 14 | 2563202 007 2474 20454 1497 25253

12 |CHEMBLS21242 27 | 2504514 007 4614 42453 107.27 25367.

13 (CHEMBLS212423 2578506 0.06 2331 39411 12817 25240.

14 |CHEMBLS212¢27 | 2582809 007 17.23 30411 130.75 25376, e
15 |CHEMBLS21242 18 | 250136 005 5245 41267 13771 25310

16 CHEMBLS212423 | 2579277 0.06  27.65 389.64 13595 25239.

17 (CHEMBLS21242 27 | 2507114 007 1199 487.97 11058 25360

18 CHEMBLS21242 16 | 25680.45  0.08 121 30491 14974 25222

19 (CHEMBLS212¢21 | 2574235 008 1552 24472  04.06 25388, e
20 CHEMBLS21242 13 | 2570634 006 3100 24479 128.29 25302

21 CHEMBLS21242 2 | 2562215 009 1172 27433 13612 252001

22 CHEMBLS212427 | 2502378 007 264 17388 873 247401

23 (CHEMBLS21242 18 | 2505052 005 5246 44482 1416 25311

24 (CHEMBLS21242 14 | 2564723 007 2279 2095 15163 e
25 (CHEMBLS21242 6 | 255315 004 43 18818 146,06 25154; e
26 (CHEMBLASOSS6 54 | 2563616 01 3675 28622 166.23 25147.1COCCOCIccc(ccNICCN(CCTICCOELCeanc(n2e(nN)ccccol
27 |CHEMBLA80SS6 100 2570002 009 2381 28082 12606 25218.5C

28 (CHEMBLABOSSS 38 | 2573209 012 2002 2491 108.18 2535

29 [CHEMBLASOSS6 40 | 2599336 009 4038 4654 90,19 25397.

30 (CHEMBLABOSS6 70 | 2586914 009 2033 33129 9033 25421.

31 |CHEMBLASOSS6 64 | 2550524 .09 19.44 19639 130,19 25159.4COCCO

32 |CHEMBLA8OSS6 121 | 2565479 01 1557 25663 144.05 25236.7

33 (CHEMBLABOSS6 3 | 25027.28 000 3154 18318  77.72

34 |CHEMBLASOSS6 55 | 2564532 011 3320 45516 12819 25228,

35 (CHEMBLABOSSS 25 | 25750.53 01 2062 38835 179.06 25170.7C

36 (CHEMBLASOSSS 2 | 25546.48 01 1081 10174 13200 25203COC

37 (CHEMBLASOSSS 44 | 2569896 000 2002 358.03 160.23 25160

38 [CHEMBLABOSS6 47 | 2570288 008 4161 318.45 160.33 25182

39 CHEMBLASOSS6 60 | 257369 011 2643 2326 106,22 2537L

40 |CHEMBLASOSSG 14 | 2570474 011 4842 319.25 11855 25306.7COC

41 |CHEMBLAB0SSS 125 257499 007 1L6l 237.6  100.2 25400.6COCK

42 |CHEMBLABOSS6 27 | 25710.24 01 17.68 32563 138.21 25228,

43 |CHEMBLABOSSS 17 | 25858.55 008  18.00 25617  82.24 25502

44 |CHEMBLASOSS6 73 | 2599232 009  20.7 55412 130,09 25287.

45 |CHEMBLASOSSG 12 | 2558422 506 1805 20678 15587 25196.5COC

46 |CHEMBLETOBL 4 | 2551164 003 3365 1851 122.25 25170.7

CHEMBLE7981 2 256624 004 1937 30223 13584 g
G Lamamas | ama e ara o e s mieeneisesre =}

1/1 Default - Sum=0 -

& Candock-050515713... M candock resul

Slika 18: Datoteka z rezultati

Uporabniku je omogocen prenos trenutnih elementov znotraj JSmola v pdb datoteki
in trenutni pogled elementov v JSmolu v png datoteki. Slednje naredi s klikom na
Download PDB oziroma Download PNG gumb.

5.3.3 Prilagoditev pogleda

Znotraj JSmola se nahaja meni (slika 19), s seznamom molekul vidnih v tridimenzio-

nalni grafiki, ki omogoca prilagajanje pogleda posameznih molekul.
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Slika 19: Meni v JSmolu

5.3.4 Iskanje razultatov

Iskanje po ze izvedenih postopkih molekularnega sidranja se izvede z vnosom PDB ID-
ja v iskalni boks in klikom na Search gumb. Prikaze se seznam rezultatov, ki ustrezajo

iskanim zahtevam.
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6 Primer uporabe aplikacije

Spletni uporabniski vmesnik Candock smo testirali na Udp-n-acetylgalactopyranose
Mutase proteinu. Proces molekularnega sidranja smo izvedli na testni bazi ligandov
"test-database”. Omenjena baza vsebuje trinajst ligandov. Seznam molekul se nahaja

v prilogi.

6.1 Opis proteinske tarce

Ime: Udp-n-acetylgalactopyranose Mutase

PDB ID: 4MO2

Razred: Izomeraze

Izvor: Campylobacter jejuni

Metoda generiranja 3D strukture: Rentgenska kristalografija
Veriga: A.B

Stevilo aminokislin: 368

Piranoze-furanoze mutaze so pomembni encimi v zivljenjskem ciklu velikega Stevila
mikroorganizmov. Ker so omenjeni proteini odsotni pri sesalcih predstavljajo potenci-

alne tarce za nova zdravila. [20]
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6.2 Vhodni podatki

Centroid vezavnega mesta: 15.831, 12.169, -36.610 (slika 20)
Premer vezavnega mesta: 18.657 A
Veriga: A

Knjiznica spojin: test-database

O ¥ 4u A=)
™

[ Ada Binaing site |

Selected Binding Sites:

== [Remeis ]

Slika 20: Vezavno mesto na proteinu 4MO2
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6.3 Rezultati

Stevilo konformacij ligandov: 90
Najbolje ocenjeni konformaciji: CHEMBL604591_59, CHEMBL604591_75

Stran z rezultati je na sliki 21.

@ Applications Places J = @ og s v A ) 1319
@ Candock-2007154. WA Tanja
< € [ yrcmmKisi Test, 7154373 7
- ANUUGUVN ~~ - 1)
Molecular Docking Lp
amoz |SIENEN 4MO2, Chain A : 90 ligands =2
% Downiosd Table
structure tigand total interacton »
+ CHEMBL604591_59 21604.75 -3.87
+ CHEMBL604591_75 21602.55 -3.08 View 3D
+ CHEMBL480556_25 2172464 287
CHEMBL604591_24 21671.07 285
+ CHEMBL480556_58 21386.17 249
i CHEMBL521242_17 21783.59 195
| FT0 CHEMBL604591_10 21516.89 194
CHEMBL521242_36 21825.35 -1.93
+ CHEMBLS521242_17 21756.03 191
o CHEMBL480556_24 21746.00 -1.90
+ CHEMBL521242_21 21856.60 -1.90 View 3D

Download PDB || Download PNG || Biack Background || Spin || Show Binding Sites |

® Candock-200715437...

Slika 21: Rezultati molekularnega sidranja za protein 4MO2 in testne baze

Na sliki 22 je predstavljena interakcija med 4MO2 proteinom in napovedano konforma-
cijo liganda s kodo CHEMBL604591_59. Protein je obarvan rdece barve, ligand modro,

z oranzno barvo pa je pobarvano izbrano vezavno mesto.
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4mo2 sHlc T

cremsLsossor_so [SIIIEN  [H

Download PDB || Download PNG || Black Background | | Spin || Hide Binding Sites |

Slika 22: Prikaz interakcije med 4MO2 in spojino s kodo CHEMBL604591_59

Na sliki 22 sta konformaciji liganda CHEMBL604591 v vezavnem mestu proteina

AMO2.

4mo2 sHlc
cremsLeossor_so SN  [H )

cuemsLeossot_7s [SINEN + [

‘Spin || Show Binding Sites.

Download PDB | Download PNG | | Black Background |

Slika 23: Prikaz interakcije med 4MO2 in konformacijama CHEMBL604591 liganda
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Rezultat molekularnega sidranja sta najbolje ocenjeni konformaciji liganda CHEMBL604591,
ki ju predlagamo za eksperimentalno testiranje na inhibicijo vzroénega proteina Udp-

n-acetylgalactopyranose Mutase.
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7 Zakljucek

V zaklju¢ni nalogi smo predstavili postopek razvoja novih zdravil z uporabo ene izmed
racunalnisko podprtih metod, to je molekularnega sidranja. Predstavljeni sta arhitek-
tura in razvoj spletnega uporabniskega vmesnika za program molekularnega sidranja,
ki je dostopen na http://tyr.cmm.ki.si/candock-serverTest/. Podrobneje je opisana
njegova funkcionalnost in uporaba. Z razvitim spletnim uporabniskim vmesnikom far-
macevtom ponujamo enostavno, prosto dostopno in hitro orodje za izvedbo postopka

molekularnega sidranja.

Za nadalnje delo predlagam implementacijo prikaza interakcij med proteinom in ligan-
dom v hologramu, na primer, s pomocjo Microsoftove HoloLens naprave, ki omogoca
prikaz tridimenzionalnih virtualnih objektov, ki jih je mogoce upravljati s premikanjem

roke.
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Priloge



Testna

baza ligandov

Ime molekule

Smiles koda

CHEMBL480556
CHEMBL480556
CHEMBL521242
CHEMBL521242
CHEMBL187326
CHEMBL187326
CHEMBL22113
CHEMBLS87981
CHEMBLS87981
CHEMBL124788
CHEMBL55196
CHEMBL55196
CHEMBL55196
CHEMBL55196
CHEMBL604591
CHEMBL17302
CHEMBLG68738
CHEMBL222530
CHEMBL222530
CHEMBL222530
CHEMBL21572
CHEMBL21572
CHEMBL513030

COCCOclcce(cel)N1CCN(CC1)CCOclee2ne(nn2e(n1)N)eleccol
COCCOclcee(cel)NICC[NH](CC1)CCOclee2ne(nn2e(n1)N)cleccol

clec(ocl )elnc2ec(ne(n2n1)N)SCCN1CCN(CCl)clece(cc1F)F
clec(ocl)elne2ec(ne(n2n1)N)SCC[NH]1CCN(CC1)clece(cc1F)F
clece(cel)Cnlee(enl)elne(c2e(nl)n(cn2) [CQ@H] 1 [C@@H]([CQ@H]([C@H](01)CO)0)0)N
clece(cel)Cnlce(enl)clne(c2¢(nl)n(cn2) [C@H]1[C@G@H]([CQ@H]([C@H](01)CO)0)0)N
Cnlc(c2c(nl)nc(nle2ne(nl)eleccol)NC(=0)Nelece(cel)OC)SC

clee2e(ccl CCNelne(c3e(n1)n(cn3)[C@@H]1 [C@@H]([C@@H]([C@H](01)C0O)0)0)N)CCCC2
clec2e(cel CCNelne(c3e(nl)n(cn3) [C@H]1[CQ@H]([C@@H]([C@H](01)CO)0)0)N)CCCC2
CCCCelne2e(e3nlne(n3)cleccec1Clne[nH]2

CCCnle2e(c(=0)n(c1=0)CCC)nH]c(n2)clece(ccl) OCC(=0)NCONC(=0)[C@H](Cclecesl) [NH3|
CCCnlc2c(c(=0)n(c1=0)CCC)nH]c(n2)clece(cel)OCC(=0)NCCNC(=0)[C@H](Celeces1)N
CCCnlc2e(c(=0)n(c1=0)CCC)nH]c(n2)clece(ccl) OCC(=0)NCONC(=0)[C@@H](Ccleces1) [NH3]
CCCnlc2e(c(=0)n(c1=0)CCC)nH]c(n2)clece(ccl) OCC(=0)NCONC(=0)[C@@H](Celeces1)N
CCC(CC)CNele2e(ne(n1)NCCelen(c[nH]1)CC)n(en2)[C@@H]1C[C@@H]([C@H]([C@H]10)O)nlcc(cnl)CO
clec(ocl )elnc2e3enn(c3ne(n2n1)N)Celece(cel)F
cInc(c2¢(nl)n(cn2)[C@@H]1[C@H]([C@H]([C@H](01)CO)0)O)NC1CCCC1
clece2e(cl)cee(n2)OC[C@G@H]1CC[C@H]2CN(CC[N@@H]2C1 )l [nH]e(=N)n2c(nl)nc(n2)cleccol
cleee2e(cl )ece(n2) OC[C@@H]1CC[C@H]2CN(CC[N@@H]2C1)cl nH]e(n2¢(n1)ne(n2)cleccol )N
clece2e(cl)cee(n2)OC[C@@H]1CC[C@H]2CN (CC[N@@H]2C1 el [nH]e(=N)n2c(nl)nc(n2)cleccol
Cnlc(c2e(nl)nc(nle2ne(nl)eleccol )NC(=0)Celeec2e(c1)OCO2)SC
Cnlc(c2c(nl)ne(nle2ne(nl)cleccol )N=C(O)Celece2e(c1)OCO2)SC

clce(ocl)clnc2e3enn(e3nc(n2nl1)N)CC[NH]1CCe2c¢(cnen2)C1




Primer datoteke v mol2 formatu

@<TRIPOS>MOLECULE
ZINC39089601

25 25 0 0 0
SMALL

USER_CHARGES

Q@<TRIPOS>ATOM
1C1 -0.0184 1.5028 0.0103 C.3 1 <0> -0.1188
2 C2 0.0021 -0.0041 0.0020 C.2 1 <0> -0.0801
3 C3 -1.1493 -0.6561 0.0041 C.2 1 <0> -0.1548
4 C4 -1.2067 -2.1572 0.0177 C.3 1 <0> 0.2928
5 H1 -2.2438 -2.4816 -0.0545 H 1 <0> 0.0957
6 N1 -0.6246 -2.6614 1.2587 N.2 1 <0> -0.6131
7 C5 0.6232 -2.4822 1.5514 C.2 1 <0> 0.4013
8 C6 1.5600 -1.7901 0.6833 C.2 1 <0> -0.1440
9 C7 1.2862 -0.6858 -0.0139 C.2 1 <0> -0.0453
10 01 1.0803 -2.9663 2.7300 0.3 1 <0> -0.3157
11 C8 0.1368 -3.6428 3.5632 C.3 1 <0> 0.0422
12 02 -0.4689 -2.6706 -1.0939 0.3 1 <0> -0.3954
13 C9 -0.7284 -4.0469 -1.3773 C.3 1 <0> 0.0349
14 H2 1.0042 1.8801 0.0026 H 1 <0> 0.0684
15 H3 -0.5455 1.8639 -0.8728 H 1 <0> 0.0738
16 H4 -0.5286 1.8543 0.9071 H 1 <0> 0.0726
17 H5 -2.0719 -0.0948 -0.0040 H 1 <0> 0.1299
18 H6 2.5540 -2.2025 0.5923 H 1 <0> 0.1355
19 H7 2.0697 -0.2679 -0.6286 H 1 <0> 0.1355
20 H8 -0.6742 -2.9617 3.8211 H 1 <0> 0.0601
21 H9 -0.2672 -4.5034 3.0301 H 1 <0> 0.0591
22 H10 0.6321 -3.9793 4.4740 H 1 <0> 0.0955
23 Hi1 -0.4655 -4.6524 -0.5099 H 1 <0> 0.0411
24 H12 -1.7864 -4.1779 -1.6046 H 1 <0> 0.0432
25 H13 -0.1313 -4.3604 -2.2337 H 1 <0> 0.0855
Q@<TRIPOS>BOND

1 1 21

2 1 141

3 1 151

4 1 161

5 2 91

6 2 2

7 3 41

8 3 171

9 4 51

10 4 61

11 4 121

12 6 72
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13
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Primer datoteke v PDB formatu

HEADER  ISOMERASE 11-SEP-13 4M02

TITLE CRYSTAL STRUCTURE OF UDP-N-ACETYLGALACTOPYRANOSE MUTASE FROM
TITLE 2 CAMPYLOBACTER JEJUNI

COMPND  MOL_ID: 1;

COMPND 2 MOLECULE: UDP-GALACTOPYRANOSE MUTASE;

COMPND 3 CHAIN: B, A;

COMPND 4 EC: 5.4.99.9;

COMPND 5 ENGINEERED: YES

SOURCE  MOL_ID: 1;

SOURCE 2 ORGANISM_SCIENTIFIC: CAMPYLOBACTER JEJUNI SUBSP. JEJUNI;
SOURCE 3 ORGANISM_TAXID: 192222;

SOURCE 4 STRAIN: 11168;

SOURCE 5 GENE: CJ1439C, GLF;

SOURCE 6 EXPRESSION_SYSTEM: ESCHERICHIA COLI;

SOURCE 7 EXPRESSION_SYSTEM_TAXID: 562;

SOURCE 8 EXPRESSION_SYSTEM_STRAIN: DHS5ALPHA;

SOURCE 9 EXPRESSION_SYSTEM_VECTOR_TYPE: PLASMID;

SOURCE 10 EXPRESSION_SYSTEM_PLASMID: PWM1007

KEYWDS UDP-N-ACETYLGALACTOPYRANOSE MUTASE, UNGM, CAPSULAR POLYSACCHARIDES,
KEYWDS 2 BIFUNCTIONAL, DRUG TARGET, FAD, ISOMERASE

EXPDTA  X-RAY DIFFRACTION

AUTHOR  S.A.DALRYMPLE,C.PROTSKO,M.B.POULIN,T.L.LOWARY,D.A.R.SANDERS

REMARK 2

REMARK 2 RESOLUTION. 2.00 ANGSTROMS.

REMARK 3

REMARK 3 REFINEMENT.

REMARK 3  PROGRAM : PHENIX

REMARK 3  AUTHORS : PAUL ADAMS,PAVEL AFONINE,VICENT CHEN,IAN
REMARK 3 : DAVIS,KRESHNA GOPAL,RALF GROSSE-

DBREF 4M02 B 1 368 UNP QOP8H5 QOP8H5_CAMJE 1 368
DBREF 4M02 A 1 368 UNP QOP8H5 QOP8H5_CAMJE 1 368

SEQRES 1 B 368 MET TYR ASP TYR LEU ILE VAL GLY SER GLY LEU PHE GLY
SEQRES 2 B 368 SER ILE PHE ALA TYR GLU ALA THR GLU LYS GLY TYR THR
SEQRES 3 B 368 CYS LEU VAL VAL GLU GLN ARG GLU HIS ILE GLY GLY ASN
SEQRES 4 B 368 CYS TYR THR GLU ASN ILE LYS ASN ILE ASN VAL HIS LYS
SEQRES 5 B 368 TYR GLY ALA HIS ILE PHE ARG THR SER ASP GLN ASN ILE
SEQRES 6 B 368 TRP ASP TYR MET ASN GLN PHE CYS GLU PHE ASN HIS PHE
SEQRES 7 B 368 ILE ASN SER PRO ILE ALA ILE TYR LYS ASP GLU ILE TYR
SEQRES 8 B 368 ASN LEU PRO PHE ASN MET ASN THR PHE SER LYS LEU TRP
SEQRES 9 B 368 GLY ILE LYS THR PRO ASN GLU ALA ARG LYS ILE ILE GLU
HET S04 B 401 5
HET FDA B 402 53
HET GOL B 403 6
HET GOL A 401 6
HET S04 A 402 5
HET NH4 A 403 1
HET NH4 A 404 1
HET FAD A 405 53

HETNAM S04 SULFATE ION
HETNAM FDA DIHYDROFLAVINE-ADENINE DINUCLEOTIDE
HETNAM GOL GLYCEROL
HETNAM NH4 AMMONIUM ION
HETNAM FAD FLAVIN-ADENINE DINUCLEOTIDE
HETSYN GOL GLYCERIN; PROPANE-1,2,3-TRIOL
FORMUL 3 S04 2(04 8 2-)
FORMUL 4 FDA C27 H35 N9 015 P2
5
8

2

FORMUL GOL 2(C3 H8 03)
FORMUL NH4 2(H4 N 1+)
FORMUL 10 FAD C27 H33 N9 015 P2



14

10
14
11

FORMUL 11 HOH *777(H2 0)

HELIX 1 1GLYB 10 LYSB 23 1

HELIX 2 2GLYB 37 CYSB 40 5

HELIX 3 3 ASPB 62 ASNB 70 1

HELIX 4 4 ASNB 96 GLY B 105 1

HELIX 5 5 THR B 108 GLN B 121 1

HELIX 6 6 ASN B 129 GLY B 139 1

HELIX 7 7 GLY B 139 ILE B 147 1

SHEET 1 A5 LYS B 205 ILE B 207 0

SHEET 2 AS5CYsB27 VALB 30 1 N VAL B 29 0 LYS B 205
SHEET 3 A5TYRB 2 VALB 7 1 N ILEB 6 0 LEUB 28
SHEET 4 A 5 ALA B 223 PHE B 228 1 0 VAL B 227 N LEUB 5
SHEET 5 A5 VAL B 334 PHE B 336 1 0 TYR B 335 N ILE B 226
SHEET 1 B 2THR B 42 ILE B 45 0

CISPEP 1 LEU B 93 PRO B 94 0 -4.94

CISPEP 2 LEU A 93 PRO A 94 0 -2.90

SITE 1 AC1 7 LYS A 148 LYS A 160 NH4 A 404 LYS B 224

SITE 2 AC1 7 HOH B 830 HOH B 879 HOH B 953

SITE 1 AC2 34 VAL B 7 GLYB 8 GLY B 10 LEU B 11

SITE 2 AC2 34 PHE B 12 VAL B 30 GLU B 31 GLN B 32

SITE 3 AC2 34 ARG B 33 GLY B 38 ASN B 39 ALA B 55

SITE 4 AC2 34 HIS B 56 ILE B 57 ARG B 59 THR B 210

SITE 5 AC2 34 ASP B 211 PHE B 212 GLY B 230 LEU B 248
ATOM 1 N METB 1 14.254 -8.949 29.430 1.00 17.53
ATOM 2 CA METB 1 13.039 -9.232 28.675 1.00 22.88
ATOM 3 C METB 1 12.726 -8.089 27.714 1.00 29.38
ATOM 4 0 METB 1 12.854 -6.918 28.069 1.00 20.99
ATOM 5 CB METB 1 11.864 -9.461 29.625 1.00 23.18
ATOM 6 CG MET B 1 10.640 -10.075 28.969 1.00 32.26
ATOM 7 SD MET B 1 9.310 -10.371 30.150 1.00 36.98
ATOM 8 CE METB 1 8.130 -11.253 29.132 1.00 25.99
ATOM 9 N TYRB 2 12.316 -8.435 26.498 1.00 18.20
ATOM 10 CA TYRB 2 12.025 -7.438 25.474 1.00 14.27
ATOM 11 ¢ TYRB 2 10.531 -7.166 25.377 1.00 16.02
ATOM 12 0 TYRB 2 9.716 -7.951 25.856 1.00 18.04
ATOM 13 CB TYR B 2 12.546 -7.902 24.109 1.00 19.85
ATOM 14 CG TYRB 2 14.051 -8.021 24.021 1.00 20.63
ATOM 15 CD1 TYR B 2 14.711 -9.133 24.532 1.00 17.99
ATOM 16 CD2 TYR B 2 14.812 -7.026 23.420 1.00 17.23
ATOM 17 CE1 TYR B 2 16.086 -9.247 24.452 1.00 21.20
ATOM 18 CE2 TYR B 2 16.186 -7.130 23.336 1.00 18.83
ATOM 19 CZ TYRB 2 16.818 -8.241 23.852 1.00 19.05
ATOM 20 OH TYR B 2 18.185 -8.346 23.768 1.00 24.93
ATOM 21 N ASPB 3 10.178 -6.045 24.757 1.00 14.59
HETATM 6112 S S04 B 401 1.203 -4.226 28.103 0.79 48.58
HETATM 6113 01 S04 B 401 1.874 -4.403 26.818 0.79 48.39
HETATM 6114 02 S04 B 401 -0.226 -4.479 27.944 0.79 43.15
HETATM 6115 03 S04 B 401 1.759 -5.160 29.078 0.79 43.28
HETATM 6116 04 S04 B 401 1.410 -2.862 28.577 0.79 40.44
HETATM 6117 PA FDA B 402 10.470 -13.283 3.929 1.00 11.80
HETATM 6118 01A FDA B 402 10.391 -14.724 3.358 1.00 16.94
HETATM 6119 02A FDA B 402 11.217 -12.266 3.231 1.00 12.40
HETATM 6120 05B FDA B 402 11.172 -13.101 5.223 1.00 15.19

CONECT 6112 6113 6114 6115 6116
CONECT 6113 6112

CONECT 6114 6112

CONECT 6115 6112

CONECT 6116 6112

CONECT 6117 6118 6119 6120 6169
CONECT 6118 6117

CONECT 6119 6117

CONECT 6120 6117 6121

CONECT 6121 6120 6122

CONECT 6122 6121 6123 6124
CONECT 6123 6122 6128

CONECT 6124 6122 6125 6126

MASTER 316 [¢] 8 35 32 0 30 6 6990 2 128 58
END

Z oo ao0ao0ao0ao0ao0o0oao0a0=2qnao0a0o0aaa=

O 0O o 'woooouwn



