Molekiiler Docking

Molekuler docking, yapi temelli ila¢ tasariminda yaygin bigcimde bagvurulan bir yaklagimdir. Protein
hedefinin (¢ boyutlu yapisinin (3B) mevcut oldugu durumlarda 6zellikle tercih edilen bu yéntem,
1980’li yillarin basindan itibaren etkin sekilde kullaniimaktadir. Molekuler docking isleminin temel
amaci, molekullerin olasi baglanma modlarini belilemek ve bu modlara ait baglanma enerijilerini
tahmin ederek molekuler tanima mekanizmalarini anlamak ve ongormektir. Molekuller docking,
baslangigta kiglik molekdller ile hedef makromolekiller (proteinler) arasindaki etkilesimleri
incelemek amaciyla gelistiriimis olsa da, son yillarda protein—protein ve nikleik asit (DNA ve RNA)
ve ligand etkilesimlerini kapsayan docking calismalari da yayginlagsmistir (Stanzione vd., 2021)

(Sekil 1).

Target Ligand Complex

docking
_

: '
» 4
+ '7\1‘,{ docking

Sekil 1. Molekuler docking islemi

Molekuler docking; baglanma modu tahmini, sanal tarama ve baglanma afinitesinin 6ngérilmesi
olmak Uzere uU¢ temel amaci kapsamaktadir (Jain ve Nicholls, 2008). Basarili bir docking
metodoloijisinin, reseptdriin baglanma boélgesinde ko-ligandin pozisyonunu belirli bir tolerans siniri
icinde dogru bigcimde yeniden Uretebilmesi ve buna eslik eden fizikokimyasal etkilesimleri gtvenilir
sekilde tahmin edebilmesi gerekmektedir. Ayrica, genis bilesik kutiphanelerinin taranmasi sirasinda
yontemin glcll baglanan ligandlari zayif etkilesim gosteren molekillerden ayirt edebilmesi ve bu
bilesikleri veri tabanindaki en uygun adaylar arasinda dogru bi¢imde siralayabilmesi beklenmektedir
(Kolb ve Irwin, 2009).

Molekiiler Docking Galismasi igin Gereklilikler:

Molekuler docking islemi igin 6ncelikle hedef proteinin 3B yapisinin mevcut olmasi gerekmektedir.
Proteinlerin 3B yapilari genellikle Protein Data Bank (PDB) adli veri tabaninda depolanmaktadir. Bu
veri tabani Uzerinden hedef protein arastirilarak en uygun kristal yapi segilir. Ancak PDB’de yer alan
protein yapilari bazi yapisal eksiklikler igerebilmektedir. Cogunlukla hidrojen atomlari, kismi yukler,
yan zincirler ve/veya bazi dongu (loop) bdlgeleri eksik durumdadir. Bu nedenle docking islemine
gecilmeden once bu eksikliklerin giderilmesi ve protein yapisinin docking i¢in uygun hale getiriimesi
gerekmektedir.

Protein yapisi hazirlandiktan sonra, yapinin igerisinde bulunan ko-ligandin ilgili proteine kargi
yeniden docking islemine tabi tutulmasi (redocking) ile ydntemin gecerliligi dogrulanmalidir.
Redocking sonrasinda, ko-ligandin deneysel pozisyonu ile elde edilen yeni docking pozu Ust Uste
cakistirilarak RMSD (ortalama karekdk sapmasi) degeri hesaplanir ve bu degerin genellikle 2.0 A'nin
altinda olmasi beklenir.

Molekuler docking surecinin bir diger temel bilegseni ise docking yapilacak ligandlardir. Ligand
yapilari, protein yapilarinda oldugu gibi veri tabanlarindan temin edilebilir veya manuel olarak
cizilebilir; cogunlukla 1B ya da 2B formatlarda ve islenmemis halde sunulmaktadir. Bu nedenle
ligandlarin 6n hazirhk asamasindan gecirilerek 3B vyapilara donustarilmesi, uygun sekilde



standardize edilmesi ve sanal tarama caligmalarinda kullaniimaya hazir hale getiriimesi
gerekmektedir.

Bu egitim kapsaminda protein, ko-ligand ve ligand hazirliklari gerceklestirilecek; ardindan ilgili
protein ile ko-ligand igin redocking islemi uygulanacak ve sonrasinda secilen ligandlarin docking
calismalari yurtilecektir.

Uygulamali Egitim Basamaklar:

1) Maestro’'nun Agiimasi:

Console agllarak terminale source /etc/bashrc && maestro -SGL komutu yazilrr.

2) Proje Yaratilmasi ve Dosyalarin Cekilmesi

Her hafta igin ilgili hafta ismi ile kendinize yeni Maestro projesi olusturunuz.

Her Maestro oturumu varsayilan bir Scratch Projesi ile baslar ve bu proje otomatik olarak
kaydedilmez. Bu nedenle Maestro oturumunu baslattiktan sonra File — Save Project As secenegi

kullanilarak projenin kaydedilmesi gerekmektedir. Bu igslemden sonra projede gergeklestirilen tim
degisiklikler otomatik olarak kaydedilecektir (Sekil 2).
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Sekil 2. Proje yaratiimasi

Projeyi kaydettikten sonra File — Change Working Directory secenegi kullanilarak proje dizininin
belirlenmesi, dosya yonetimini ve gezintiyi kolaylagtiracaktir ($el§il 3).
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Sekil 3. Calisma dizini degistirme
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3) Proteinin PDB’den gekilmesi

Proje kaydedilip ¢alisma dizini belirlendikten sonra, File menisinden Get PDB segenegine
tiklanarak caligilacak proteine ait PDB kodu girilir ve ilgili protein yapisi Protein Data Bank’tan indirilir
(Sekil 4).
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Sekil 4. PDB’den 3LN1 kodlu proteinin gekilmesi
4) Proteinin hazirlanmasi

Yukarida da belirtildigi Uzere, tipik bir PDB yapi dosyasi gogunlukla yalnizca agir atomlar icerir;
bunun yani sira su molekdlleri, kofaktorler ve metal iyonlari gibi ek bilesenler bulunabilir. Ancak bu
yapilar genellikle bag duzeni, topoloji veya formal atomik yukler hakkinda bilgi icermez. Ayrica X-
Isini kristalografi analizinin —O ile —NH, gruplari arasindaki farki ayirt edememesinden kaynakl
olarak terminal amid gruplari hatali yonlenmis olabilir. Bununla birlikte iyonizasyon ve tautomerik
durumlar da ¢ogu zaman atanmamis durumdadir. Bu nedenlerle, PDB’den elde edilen protein
yapisinin docking calismalari 6ncesinde hazirlanmasi gerekmektedir. Bu islem, Protein
Preparation Workflow Panel araciligiyla gerceklestirilir. Panele erismek icin Tasks digmesine
tiklanarak Protein Preparation and Refinement — Protein Preparation Workflow yolu izlenir
(Sekil 5).
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Sekil 5. Protein hazirlanmasi igin gerekli modulin agiimasi

Protein Preparation Workflow paneli agildiktan sonra Interactive secenegine tiklanmalidir.
interaktif modda protein hazirlama islemi, proteinin adim adim diizenlenmesine olanak tanir; her

asamada elde edile

n sonuglarin incelenmesini saglar ve kargilasilan olasi sorunlara yonelik uygun

¢6zumlerin belirlenmesine imkan verir. Interactive segenegi segildikten sonra ikinci adimda yer alan
Preprocess asamasi ile isleme baglanir. Bu agsamada protein yapisina hidrojen atomlari eklenir, bag
dlzenleri dlzeltilir ve amino asit kalintilarinin iyonizasyon ile tautomerik durumlari diizenlenir (Sekil

6).
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Sekil 6. Protein hazirlanmasi ‘preprocess’ basamagi

Preprocess asamasi tamamlandiktan sonra doérdinclu basamakta yer alan Optimize H-bond
Assignments iglemi baslatilir. Bu adimda hidrojen baglari optimize edilip yeniden dizenlenirken,
olasi hidrojen atomu ¢akigmalari giderilir ve protein yapisinin en uygun geometrik forma getirilmesi

amagclanir (Sekil 7).
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Sekil 7. Protein hazirlanmasi ‘optimization basamagi

Optimizasyon asamasi tamamlandiktan sonra beginci basamakta yer alan Minimization and Delete
Waters islemi baglatilir. Bu adimda hidrojen baglari enerji minimizasyonuna tabi tutulur ve aktif
bolgeden 5 A’dan daha uzakta bulunan su molekiilleri yapidan uzaklastirihr (Sekil 8).
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Sekil 8. Protein hazirlanmasi ‘minimization basamagi

Minimizasyon asamasi tamamlandiktan sonra yeniden Protein Preparation Workflow panelinde
Uclncu basamakta yer alan Diagnose and Analyze bdlimUine gegilir. Bu adimda dncelikle protein
yapisi icerisinde A zincirinde bulunan ‘CEL682 ko-ligandi disindaki tum ligandlar silinir. Ardindan
yapidaki tim su molekiilleri uzaklastinlir (Sekil 9).
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Sekil 9. Protein icerisinde bulunan istenmeyen ligand ve sularin silinmesi

Bu islemler de tamamlandiktan sonra homotetramer yapisindaki proteinin B, C ve D zincirleri de
silinir (Sekil 10).
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Sekil 10. Protein igerisinde bulunan istenmeyen zincirlerin silinmesi

Bu basamaktan sonra protein hazirlanma agsamasi tamamlanmistir.

Bugunku calismanizda sizlere daha onceden hazirlanmig protein 3B
yapisi verilecektir.

5) Reseptdr gridinin hazirlanmasi

Docking igleminin gergeklestirilebilmesi igin aktif bdlgenin énceden tanimlanmasi gerekmektedir. Bu
amagla Glide modulu igerisinde yer alan Receptor Grid Generation paneli kullanilir. Panele Tasks
— Receptor Grid Generation yolu izlenerek erigilebilir. Bu panel araciligiyla reseptér yapisinda
bulunan ko-ligandin koordinatlari temel alinarak bir grid (1zgara) olusturulur ve bu grid, docking
yapilacak molekdller igin aktif bolgenin sinirlarini belirler (Sekil 11).
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Sekil 11. Reseptor Grid Generation paneli

Bu panel agildiktan sonra protein yapisi igerisinde bulunan ligandin Gzerine gift tiklanir. Bu islemle
birlikte ligandin etrafinda grid (1zgara) alani gérunur hale gelir (Sekil 12).
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Sekil 12. Reseptdr aktif bolge 1zgarasinin belirlenmesi ve zip dosyasinin olusturulmasi

Bu asamadan sonra olusturulan grid dosyasi, ¢alisma dizinine ZIP formatinda kaydedilerek docking
islemlerinde kullaniimaya hazir hale getirilir. Béylece aktif bolgenin tanimlanmasi ve grid dosyasinin
olusturulmasi sireci tamamlanmis olur.

Buglinkii calismanizda reseptor grid dosyasi sizlere hazir olarak
verilecektir.

6) Redocking islemi ile docking validasyonunun gergeklestiriimesi

Docking yonteminin validasyonu amaciyla, protein yapisi icerisinde yer alan ko-ligandin ilgili protein
ile yeniden docking islemi gerceklestirilir. Bu kapsamda 6éncelikle hazirlanmig protein yapisi Uzerine
sag tiklanir ve Split — Into Ligands, Water, Other segenegi kullanilarak yapi bilesenlerine ayrilir.
Ardindan bu bilegsenlerden yalnizca ligand ekranda birakilarak diger yapilar gizlenir (Sekil 13).
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Sekil 13. Reseptdrin split edilmesi

Yalnizca ligand yapi ekranda birakildiktan sonra docking islemini baglatmak icin Tasks — Ligand
Docking paneline tiklanir (Sekil 14).
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Sekil 14. Ligand docking panelinin agiimasi

Ligand Docking paneli agildiktan sonra 6ncelikle daha 6nce tanimlanmig olan grid ZIP dosyasi
secilerek sisteme tanimlanmahdir (Sekil 15).
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Sekil 15. Grid dosyasinin segilmesi



Grid dosyasi segildikten sonra, daha 6nce ekranda birakilmig olan ligandin konumu referans olarak
girilir. Ardindan Settings bolimine gegilerek asagidaki gorselde goésterilen ayarlamalar yapilir,
isleme uygun bir isim verilir ve Run komutuyla docking sireci baglatilir ($ekil 16).
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Sekil 16. Ligand docking islemi icin ligand segimi ve gerekli ayarlarin yapilmasi

Docking iglemi tamamlandiktan sonra protein ve docking islemi gerceklestirilen ligand ekrana
kaydolur (Sekil 17). Ligandin baglanti modu ve yaptidi etkilesimler incelenir.

Sekil 17. Ligand docking isleminin tamamlanmasi ve ligandin baglanma modunun incelenmesi

Bu asamadan sonra ko-ligandin docking islemi 6ncesindeki konformasyonu ile docking sonrasinda
elde edilen konformasyonlari Ust Uste ¢akistirilir. Bu iki yapi arasindaki farkin RMSD degeri ile ifade
edilebilmesi icin Tasks — Superposition paneli agilir (Sekil 18).



Sekil 18. Ligandlarin st Uste ¢akistirilmasi ve aralarindaki farkin RMSD cinsinden ifade edilmesi
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docking islemi gerceklestirilen ligandin konformasyonlari arasindaki fark RMSD degeri cinsinden
hesaplanir. RMSD degerinin mimkun oldugunca dustk olmasi, ligand konformasyonlarinin birbirine
yakinligini géstermekte olup genellikle 2.0 A’nin altinda olmasi beklenir. Bu galismada elde edilen
RMSD degeri 0.3630 A oldugundan, gergeklestirilen docking isleminin valide oldugu ve baglanma
modu bilinmeyen ligandlarin degerlendiriimesinde guvenle kullanilabilecedi sonucuna variimigtir
(Sekil 19).
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Sekil 19. Docking validasyonu ve RMSD degerinin yorumlanmasi

Bugunku ¢alismanizda validasyon islemini gerceklestirmeden dogrudan
valide docking yontemi ile docking galigmanizi gergeklestireceksiniz.

7) Docking islemi gerceklestirilecek ligandlarin 2D olarak ¢izilmesi ve hazirlanmasi
Docking islemi igin kullanilacak ligandlari program igerisinde gizmek amaciyla Edit — 2D Sketcher

araci agilir. ilgili ligand yapisi cizildikten sonra Save as New segenegine tiklanir ve liganda uygun
bir isim verilerek dosyaya kaydedilir (Sekil 20).
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Sekil 20. Ligandlarin 2D olarak gizilmesi

Ligandlar cizildikten sonra docking galismalarinda kullanilabilmeleri i¢cin hazirlanmalidir. Bu amagla
Tasks — LigPrep paneli acilir. Ligandlar 2B olarak cizildiginde, fizyolojik pH kosullarinda
iyonlasabilecek fonksiyonel gruplar genellikle iyonize durumda degildir; ayrica mevcut kiralite
merkezlerine ait stereoizomerler olusturuimamis olabilir. Bununla birlikte tautomerizasyon
gOsterebilen fonksiyonel gruplara ait tautomer formlari da ¢ogu zaman yer almaz. Bu nedenle
LigPrep asamasi, ligandlarin uygun iyonizasyon, stereoizomer ve tautomerik durumlarda 3B yapilara
donustirulerek dogru sekilde kullanilabilmesi agisindan kritik Gneme sahiptir (Sekil 21).
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Sekil 21. Ligandlarin hazirlanmasi



Bugunku calismanizda ligandlar size dogrudan cizilmis bir sekilde
verilmisgtir.

8) Hazirlanan ligandlarin docking igleminin gergeklestiriimesi

Yukarida gdsterilen adimlarda éncelikle ligandlarin konumu belirlenir. Ardindan fizyolojik kosullar
temsil edecek sekilde pH degeri 7.4 + 1.0 araliinda ayarlanir. isleme uygun bir isim verildikten sonra
Run komutu ile siire¢ baslatilir. islem tamamlandiginda hazirlanan ligandlar proje dosyasina
kaydedilir. Sonrasinda bu ligandlarin docking c¢aligmalari gergeklestiriimek Uzere, redocking
asamasinda agiklanan adimlar izlenerek docking islemi uygulanir (Sekil 22).

Sekil 22. Ligandlarin docking isleminin gergeklestiriimesi

Docking islemi tamamlandiktan sonra docking skorlarinin degerlendiriimesi gerekmektedir. Bu
skorlarin goruntilenebilmesi icin 6zellik olarak dosyaya eklenmesi gerekir. Bunun igin agagida
belirtilen adimlar izlenmelidir (Sekil 23).

Sekil 23. Docking skoru 6zelliginin agilmasi

Sonug: Docking sonuglarinin degerlendirilmesi, ligandlarin aktif bolgede gerceklestirdigi molekiler
etkilesimlerin ayrintili analizi ile docking skorlarinin birlikte incelenmesiyle gerceklestiriimektedir.
Ligandlarin biyolojik aktiviteleri bilindigi durumlarda, docking skorlari bu aktivitelerin yorumlanmasina
anlamh katkilar sunabilir. Ancak biyolojik aktiviteye iligkin deneysel veri bulunmadiginda, docking
sonuglari tek basina biyolojik etki hakkinda kesin ¢ikarimlar yapilmasina olanak saglamamaktadir.



SCI-2 olarak adlandirilan ligandin baglanma modu ve docking skoru asagida sunulmustur. Sekilde
mavi kesikli cizgiler -1 etkilesimlerini, yesil kesikli ¢izgiler ise katyon—t etkilesimlerini
gOstermektedir. Buna gore SCI-2 Tyr341 amino asidi ile T—1r etkilesimi yaparken, Arg106 amino
asiti ile katyon—1r etkilesimi yapmistir. Docking skoru -10.016 kcal/mol bulunmustur (Sekil 24).
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Sekil 24. SCI-2 baglanti modu ve docking skoru

SCI-1 olarak adlandirilan ligandin baglanma modu ve docking skoru asagida sunulmustur.
Molekulin enzim aktif bolgesinde yalnizca hidrofobik etkilesimler yaptigi buna ekstra herhangi bir
etkilesim yapmadigi gézlenmistir. Docking skoru -5.204 kcal/mol bulunmustur (Sekil 25).
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Sekil 25. SCI-2 baglanti modu ve docking skoru

iki molekiilin COX-2 enzimine karsi biyolojik aktiviteleri literatiirde rapor edilmistir. SCI-1 kodlu
bilesigin ICso degeri 4 uM iken, SCI-2 kodlu bilesigin I1Cso degeri 3 nM olarak bildirilmigtir. Docking
sonuglarinin karsilastirilmasi, SCI-2 kodlu molekulin SCI-1’e kiyasla daha disik baglanma
enerjisine sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu dogrultuda, docking g¢alismalari sonucunda elde
edilen baglanma modlari ve docking skorlari, iki molekil arasindaki biyolojik aktivite farkini destekler
nitelikte bulunmustur.



Bu derste sizlerden beklenen sizlere hazir olarak verilen protein, grid dosyasi ve
ligandlari kullanarak bu docking islemlerini tekrarlamak olacaktir. Docking islemleri
tamamlandiktan sonra;

e Protein-ligand komplekslerinin ekran goéruntuleri alinacak,
e Docking skorlari,
e Ligandlarla protein arasindaki etkilesimler raporunuza eklenecektir.

Bu iglemler tamamlandiktan sonra sizlere bireysel olarak verilen PDB kodlariniz ile
Protein Data Bank uzerinden kendi proteininizi bulup ekran gorintusi almali,
icerisinde bulunan ilag molekuliin ismini bulmalisiniz. Bunlari da raporunuza
eklemelisiniz.

Son olarak grubunuza uygun Drive dosyasi igerisinden (A1-PDB_proteinler, B1-
PDB_proteinler veya C1-PDB_proteinler) kendi PDB kodunuzdaki hazirlanmis
proteini indirip program igerisinde gorsellestirip ekran goruntusu almali ve protein-
ligand kompleksinin etkilesimlerini raporunuzda belirtmelisiniz.
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