Farmakofor Modellemeye Giris

Farmakofor veya bir farmakofor model bir ligandin uzaydaki sterik ve elektronik molekuler
ozelliklerinin soyut bir temsilini ya da bir butinunt tanimlar. Bu 6zellikler, istenen biyolojik
yanitin ortaya ¢gikmasi igin bir biyolojik hedefle molekdler etkilesimi saglamak icin gereklidir.

Bu ozellikler;
+ Hidrojen bagi donéru (D)
« Hidrojen bag akseptoéra (A)
« Aromatik halka (R)
» Hidrofobik 6zellik (H)
« Pozitif (P) iyonik 6zellik
» Negatif (N) iyonik 6zellik

Farmakofor modeller; tek bir ligand, bir ligand seti, ligand—hedef kompleksi veya apo
formdaki bir hedeften (protein, enzim, DNA vb.) yola cikilarak gelistirilebilmektedir. Biyolojik
bir hedefe baglandigi bilinen birden fazla ligand oldugunda, tim ligandlardan elde edilen
farmakofor bilgisini temsil edecek sekilde optimize edilmis bir dizi hipotez
gelistirilebilmektedir. Bu yaklasimda, her bir ligand Uzerindeki farmakofor o6zellikler
tanimlanir ve konumlari ve yonelimleri belirli kriterleri kargilayan ortak 6zellikler aranarak
farmakofor hipotezler olusturulmaktadir. Bu hipotezler; geometrik hizalanmalari, aktif
bilesikler ve bir decoy seti (inaktif bilesik seti) icinden aktif ve inaktif bilesikler ile eslesme
durumu incelerek degerlendirilebilmektedir.

Uygulamanin amaci: Deneysel olarak anjiyotensin Il tip 1 reseptor antagonisti oldugu
bilinen bir bilesik setinden farmakofor hipotezlerin gelistiriimesi, bu hipotezlerin aktif ve
inaktif (decoy) bilesikler kullanilarak degerlendiriimesi ve bu model kullanilarak sanal tarama
calismasinin gergeklestiriimesi.

Kullanilan uygulama ve araglar: Farmakofor modelleme ve sanal tarama galismalari igin
Schrodinger Phase moduli kullanilacaktir.



Maestro’yu baslatmak icin console agilarak source /etc/bashrc &&maestro -SGL kodu

yazilir ve enter tusuna basilir.
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1. Egitim Dosyalarinin indirilmesi ve Projenin Kaydedilmesi

- Drive baglantisi Uzerinden (baglanti verilecek)

x

Farmakofor_modelleme_ligand_temelli.prj.zip adli proje dosyasi secilen klasdre indirilir.

- Maestro File > Open Project menusune gidilir ve

Farmakofor_modelleme_ligand_temelli.prj.zip adli proje dosyasi segilerek Open

dugmesine tiklanir.

-Acilan Save scratch project penceresinde OK’a tiklanir. File > Save Project As
menusune gidilerek Farmakofor_modelleme_ligand_temelli proje adi ile kaydedilir.

Files of type: Maestro Projects (*.prj *.prjzip *.prj.zip)

® @ Open Project
Lookin: [ /Users/fikriyeozgencil/Desktop/Farmakofor_modelleme s o0 0E @ @
. Name Size Kind ~ Date Modified
L
Farmakofor_modelle...and_temelli.prizip 1,84 MiB Mae.ect 26.07.2025 15:06
Home Directo... [0 Ibvs_phase_ligand -- Folder 4.02.2026 14:19
\‘
Custom Directo...
@
Avoid Cloud Stor...
File name: | Ope
B cancel



2. Farmakofor Hipotezlerin Gelistiriimesi

2.1. Calisma (Training set) ve Test Setlerinin olusturulmasi

20 adet anjiyotensin Il tip 1 reseptor antagonisti bilesik ile bir galigma seti (training set)
olusturulmus ve proje dosyasi igerisinde fizyolojik pH’a gére hazirlanmis ve uygulama igin
hazir olarak verilmistir.

Hipotezlerin uygunlugunu degerlendirmek ve test etmek amaciyla literatirde bildirilmig aktif
ve inaktif (decoy) bilesiklerden olusan bir test seti (44 aktif bilesik, 49 decoy (inaktif) bilesik))
hazirlanmig ve proje igerisinde hazir olarak verilmigtir.

2.2. Calisma Setinin (Training set) hizalanmasi

Farmakofor hipotezlerin olusturulmasindan ©6nce g¢alisma setinin  hizalanmasi
gerekmektedir. Hizalama (aligning) bilesiklerin ortak yapisal 6zelliklerine goére farkl
yontemler ile yapilabilmektedir. Farmakofor hipotez olusturma asamasinda kullanilacak
modiilde ayni zamanda bilesikler hizalanabilmektedir. istenirse daha énce hizalanmig
calisma seti de kullanilabilmektedir. Uygulama sirasinda ¢alisma seti (aligned_trainingset)
daha once ortak 6zellikleri temel alinarak hizalanmistir. Verilen hizalanmis veri seti gorselde
belirtilen sekilde workspace igerisine alinir ve ders sirasinda manuel olarak incelenerek,
hipotez olusturmadan 6nce ortak farmakoforik 6zelliklerin neler olabilecegi tartisilir.

2.3. Hipotez Gelistirilmesi ve hipotez secimi

Farmakofor hipotezlerin gelistirilebilmesi amaciyla;

Tasks > Browse > Ligand-Based Virtual Screening > Develop Pharmacophore
Hypothesis agsamalari takip edilir ve Develop Pharmacophore Hypotesis paneli acilir.



~
Ligand-Based Virtual Screening

Farmakofor modeli olusturmak igin, aligned_training set segilerek Develop
Pharmacophore Hypoteis panelinde yer alan “Multiple ligands (selected entries)” segilir.
Hizalanmis c¢alisma setinin kulanildigini belirtmek amaciyla farmakofor metod “use
prealigned ligands” olarak isaretlenir. Develop Pharmacophore Model panelinde hipotez
ayarlarinin yapilabilmesi amaciyla Hypothesis Settings butonuna tiklanir.

Maestro - Farmakofor_modelleme_ligand_temelli.prj
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TASKS

Q0 Develop Pharmacophore Model

Multiple ligands (selected entries)

» ligprep_training_set (20)
w aligned_trainingset (20)

[Ctrater
train@2

Actives: 20  Inactives: 0 Define...

Find best alignment and common features
Use prealigned ligands [consensus model

Jobname: phase_pharm_atl 24 ¥ -  Run

3

4

Hipotez ayarlari gorselde verildigi gibi ayarlanir ve kaydedilir. Bu ayarlamalara gore;

20 bilesigin en az %50’sinin hipotezle uyumlu olmasi; hipotez igerisinde yer alan
farmakoforik Ozelliklerin en az 5, en fazla 6 olmasi saglanir. Ayrica “make acceptor and
negative equivalent” segenegi isaretlenmelidir. Daha sonra dosya adi phase_pharm_at1
olarak yazilarak Run butonuna basilir.



| 6XE) Develop Pharmacophore Model

Create pharmacophore model using
] Hypothesis Settings Multiple ligands (selected entries)
Scoring  Excluded Volumes
Hypothesis Requirements Actives [ Inactives Split (selected entries)
pothesis should match at least: 50%  (of 20) actives - .
EL = = Actives: 20  Inactives: 0 Define...
Number of features in the hypothesis: 5 Cita 6 o
Preferred minimum number of features: § o
Hypothesis difference criterion: 0.50 Pharmacaphore method
View Features Mininum Maximun Tolerance

M (&) Acceptor (] 3 2.0 Find best alignment and commeon features

M (0} Donor ° 3 2.0 O Use prealigned ligands (consensus model)

B (H) Hydrophobic [] 3 2.0 Hypothesis Settings...

M (N) Negative Ionic [] 3 2.0

I (P) Positive Ionic (] 3 2.0

Options
M (R) Aromatic Ring [] 3 2.0
Return (number =~ -~ . y
¢ Make hydrophobic and aromatic rings equivalent
Feature negat va Edit Fhatures...
Make donor and positive equivalent
Excludeffeal — o.niace vectors with projected points (acceptors and donors)
u|
Reset Cancel  Help
=
Job name: phase_pharm_at1| - Run
(©)

islem sonunda ulasilan farmakofor hipotezler PhaseHypoScore adi verilen hipotez puani
ile de@erlendirilir. Bu degeri ekranda gorebilmek amaciyla show property tusuna basilir
PhaseHypoScore yazilarak 6zellik olarak hipotezlerin yaninda gérilmesi saglanir.

PhaseHypoScore

P ligprep_training_set (20)

p aligned_trainingset (20)

¥ phase_pharm_atl_son (179)
P AHNRR_1 (18)

AAHNR_1 (18)

HHNRR_1 (16)

AHHRR_1 (19)

AHHNR_1 (16)

HHNRR_2 (18)

AAHHR_1 (19)

AHHNR 2 (18)

AHHRR_2 (18)

AHHRR_3 (19)
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Ayrica hipotezlerin c¢alisma setinde yer alan bilesiklerin ka¢ tanesiyle olusturuldugu
gorulebilmektedir. Uygulama sirasinda hipotezlere bilesikler yerlestirilerek bilesiklerin hangi
gruplarinin farmakoforik 6zellikleri karsiladigi gorsel olarak incelenir. (Bu asamada
incelemek istenen hipotez ve bilesik “include” segenegi ile workspace igerisine alinir)



2 w phase_pharm_at1_son

W AHNRR_1 (18)
AHNRR_1
1 ¥ Active (17)
train@l
traing2
train@3
traingd
train@s
traindb
train@7
train@8
trainle
trainll
trainl2

Rapor yazimi sirasinda ka¢ tane hipotez elde edildigi, skoru yuksek olan ilk 3
hipotezin hangi farmakoforik ozelligi tasidigi ve PhaseHypoScore degerleri
belirtiimelidir.

Ornek: Toplam 10 hipotez olusturulmustur. Bunlardan en iyi 3 hipotez AHNRR, .......
ve ....... ‘dir. PhaseHypoScore degerleri ............. olarak bulunmustur. (Not: A:
Akseptor, H: Hidrofobik, N: Negatif iyonize olabilen grup, R: Aromatik halka)

En iyi G¢ farmakofor hipotez PhaseHypoScore degerine gore ilerideki basamaklar igin segilir.
istenirse hepsi de kullanilabilir.

2.4. Hipotezin test edilmesi ve en iyi hipotezin farmakofor model olarak secilmesi

Secilen en iyi ui¢ hipotezin degerlendiriimesi ve dogrulugunun test edilebilmesi amaciyla
aktif ve inaktif bilesiklerden olusan test set (Test_set) (44 aktif bilesik, 49 decoy (inaktif)
bilesik)) kullanilir. Bunun igin test sette yer alan bilesikler elde edilen hipotezler ile taranir.
Kag tane aktif ve inaktif bilesigin hipotezler ile uyumlu oldugu degerlendirilir. Bu asamada
dikkat edilecek hususlar;

-Tarama sonunda bilesikler hipotezlere karsi uyumu Phasescreenscore adi verilen
parametreye gore siralanir. Skorun ylksek olmasi farmakofor modele uyumun daha iyi
oldugunu goéstermektedir. Bu asamada aktif bilesiklerin model ile uyumunun, yani
Phasescreenscore degerinin, inaktiflere gore daha yuksek olmasi beklenir.

-Ayrica farmakofor model olarak secilecek hipotezin aktif bilesikler ile uyumlu; inaktif
bilesikler ile uyumlu olmamasi beklenir.

Hipotezin degerlendiriimesi asamasinda oOncelikle test_set secilir. Daha sonra Task
menusunden Ligand and Database Screening paneli acilir.
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screen

screening

if)bilesikier (58)

Diger yandan en iyi Gi¢ hipotez de segilir ve panelde yer alan Add Hypotesis butonuna
tiklanir.

I-]

Phase Ligand Screening

Ligands to screen:
Project Table (selected entries)

Number of ligands to screen: 105

_son (179)
Add Hypothesis... B Dele

Hypothesis Matches Excluded Volumes

Hipotezler eklendikten sonra taranan bilesiklerin hipotezde yer alan farmakoforik 6zelliklerin
kaciyla uyumlu olmasi gerektigi belirlenir. Uygulama sirasinda her bir hipotez (5 of 5) olacak
sekilde ayarlanir.

(<17 Phase Ligand Screenins g

Ligands to screen:
T ’
kL] hass:Ligand Ecrssning, Project Table (selected entries) B

Ligands to screen:

Number of ligands to screen: 105
Praject Table (selected entries)

Mumber of ligands to scroen: 105 Add Hypothesis.. [ Delete

Prefer partial matches of more features
Scraaning g Setting:
Jobname: phase_screen_test_set B
O Hesisiocamest1, Incorporata=Append new entr 106 388w woup (@

Dosya adi Phase_screen_test_set olarak ayarlanarak run butonuna basilir.



1 V¥ phase_screen_test_set (105)
p HHNRR_1 (30)

» AAHNR_1 (37)
» AHNRR_1 (38)

Tarama sonucunda farkli hipotezler igin elde edilen tarama sonuclari degerlendirilir. Aktif ve
inaktif bilesiklerin ayrimini iyi yapabilen en verimli hipotez, sanal tarama g¢alismasinda
kullaniimak Uzere farmakofor model olarak segilir.

Ornek: ilk hipotez de test sette yer alan 93 bilesikten 37 bilesik AHNRR 1 hipotezi ile
uyumlu oldugu gorulmustur. Bu 37 bilesigin ........ tanesi aktif ......... tanesi inaktif bilesikleri
olusturmaktadir. Diger hipotezler de bu sekilde degerlendirilir rapora yazilir. En iyi
oldugu disiinulen hipotez farmakofor model olarak sanal tarama igin kullaniimak
uzere segilir.

3. Farmakofor temelli sanal tarama

llag kesfinde sanal tarama, blyiik veya kiigik molekil kitiphanelerinin taranarak bir ilag
hedefine baglanma olasiligi en ylksek olan yapilarin belirlenmesi sirecidir. Sanal tarama
yapi-temelli, ligand-temelli ve hibrit (kombine) yontemler ile yapilabilmektedir.

Ligand-temelli sanal tarama farmakofor model kullanilarak yapilabilmekte ve farmakofor
temelli temelli sanal tarama olarak da adlandirilabilmektedir. Farmakofor temelli sanal
taramada bilesik kUtiUphanesinde yer alan bilesikler elde edilen farmakofor model
kullanilarak taranmakta ve bu farmakofor modele uyumlu bilesikler filtrelenmektedir. Ayrica
bu filtrelemeler neticesinde ulasilan bilesiklerin ADME ve ila¢ olabilirlik 6zellikleri de
degerlendirilebilmektedir.

Uygulama sirasinda onceki basamaklarda secilen famakofor model kullanilacak olup; bu
model proje igerisinde hazir verilen ChemBL34 kutliphanesinde yer alan bilesikler (104
adet) taranacaktir. Daha 6nce hazirlanmis ChemBL34 kutuphanesinin taranmasi igin,
Phase Ligand Screening paneli acilir. Ligands to Screening icin Phase Database veya
Project table secilir. Daha dnce belirlenen farmakofor model Add Hypotesis kisminda
eklenir ve 5 of 5 olarak ayarlanir. Dosya adi phase_screen_ChemBL34 olarak yazilarak
Run butonuna basilir.



I=) Phase Ligand Screening
Ligands to screen:

Phase Database

Browse.,

Remote database. e Subset

Add Hypothesis... ) Delete
Hypothesis Matches Excluded Volumes

AHNRR_1 5 of 5 ~ None

Prefer partial matches of more features

Screening Settings.

Job name: phase_screen_cheabldatabease - 23 Run
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Tarama sonucunda farmakofor model ile uyumlu bilesikler siralanir ve filtrelenir. Entry list
kismina gelen bilesiklerin sayisi tespit edilir ve rapora yazilir.

Daha sonraki asamada bilesikler ilag olabilirlik 6zelliklerine filtrelenir (Lipinski ve Veber
Kurallar).

Lipinski ve Veber Kurallari

Lipinski Veber
Lipinski'ye gére, ilag benzeri bir Veber'e gore Lipinski kurallarina ek

molekilin dzellikleri sdyle olmalidir; olarak ilag benzeri bir molekilin

1-MA < 500 Da ozellikleri soyle olmalidir;

2-CLogPss5 1-Déner Bag Sayisi< 10

3- H-bagi donéris sayisi < 5 2. PolarYuzey Alani (PSA) = 140A2

4- H-bagi akseptori sayisi < 10

Bilesiklerin filtrelenmesi amaciyla Task menusune gidilir. Structure Filtering modulu agilir.

Maestro - Farmakofor_modelleme_ligand_temelli.prj
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More Tools
Filter Docked Poses..

E RuleOfFive Filter Duplicates

Automated Reaction-Based Enumeration...
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former Elimination.

filter contacts
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filtering



W phase_screen_ChemBL34_databease (58)

W AHNRR_1 (58)
AHNRR_1
CHEMBL12013
CHEMBL11840
CHEMBL11528
CHEMBL1206588
CHEMBL1206631
CHEMBL9549
CHEMBL3309646
CHEMBL501828
CHEMBL501828
CHEMBLA4553666
CHEMBL554494
CHEMBL3310841

CHEMBL501828
CHEMBL501671
CHEMBLG487
CHEMBL9694
CHEMBL1181959

Farmakofor model ile uyumlu bilesikler segilir (Hipotez segilmeden sadece bilesiklerin segimi
saglanir).

[ XN ] Ligand Filtering W

Use structures from:  Project Table (57 selected entries) i

Stop Scanning

Ligand matches if: Q Al criteria are satisfied At least one criterion is satisfied
Matching ligands: QRetain ~ Remove  Set boolean property named: matchedruler

General attributes  Functional group counts
Select a property:

Available properties:

aux (Maestro) (]
stars (Maestro)

ct format (Maestro)

Date Added (Maestro)

Pmdm Madi£dmd (Mammdonl

Show family:  ALL
Property: i_qp_#rotor <= 10
Add

Filtering definitions and criteria:
¥ rliter Criceria

¥

i gp RuleOfFive == 0 I

r_qp_PSA <= 140

i gp #rotor <= 10 Delse
Job name: ligfilter_ChemBL_34_filtered| -  Run
Host=localhost, Incorporate=Do not incorparate \ ? A

Show family: QikProp olarak ayarlanir. RuleOfFive, #rotor (rotatable bond numbers) ve
PSA (polar surface area) gorselde belirtilen sekilde ayarlanir ve sirasiyla add butonu ile
eklenerek, filtreleme kriteri olarak belirlenir. Dosya adi ligfilter_ ChemBL34_filtered olarak
belirlenerek run butonunun yanindaki ayarlar butonuna tiklanir. Do not incorporate yerine
Append new entries as a new group segilir ve run butonuna basilarak iglem baslatilir.

Filtrelenen bilesik sayisi kaydedilir ve rapora yazilir.
Rapora ayrica hangi kriterlere gore filtreleme yapildigi belirtilmelidir.
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Output Append new entries as a new group

Append new entries in place
Incorporate ./ Do not incorporate

®

Job

Name: ligfilter_ ChemBL34_filtered

Host: localhost (8)

m OK Cancel

Help
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