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Introduccion

e Qué es el docking moleculary qué
busca predecir

® Por qué es importante
e Ejemplos en biologia y biotecnologia

Fundamentos

* Concepto de ligando y receptor
e Tipos de docking: rigido vs flexible
e Etapas del proceso

Scoring

* Qué mide la funcién de scoring
e COmo se interpreta

e Limitaciones: flexibilidad, solvente,
calidad estructural

Herramientas y flujo de trabajo

e Principales programas (AutoDock,
Vina, SwissDock)

e Visualizacién de resultados (Chimera,
PyMol, Maestro)

* Pipeline tipico

Ejemplo practico con SwissDock
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Contexto biologico

interacciones entre interacciones para
biomoléculas

Identificar dianas

— Enzimas-Sustratos — , .
terapéuticas

Entender
. Receptores- . mecanismos
Ligandos cataliticos o de
regulacidon

Disenar moléculas

Anticuerpos- con funciones o https://doi.org/10.2210/pdb4EY7/pdb

Antigenos nfg;'i'gggj;s La unién de la enzima acetilcolinesterasa con su
inhibidor (donepezilo) se estudia mediante docking
para comprender la base estructural de la inhibicion

Proteinas- en Alzheimer.
ADN/ARN
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¢Qué es el docking molecular?

* El docking molecular es un método computacional que predice la
orientacion dptima (pose) y la afinidad de unidn de una molécula
pequena (ligando) al unirse con una macromolécula (receptor),
generalmente una proteina.

Estimar la energia
libre de union o
puntuacion
(scoring)

Ranking de
ligandos segun su
afinidad teodrica

|dentificar la mejor
pose del ligando
en el sitio activo




Llave cerradura vs induced fit
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Enzyme

Llave-cerradura Induced fit Daniel
Emile Fischer (1894) Koshland (1958)

El docking moderno intenta modelar este ajuste dinamico con algoritmos de
exploracion conformacional.



Relevancia del docking molecular

Mutagénesis dirigida:
evaluacion in silico del
efecto de mutaciones sobre
la unidn del sustrato

Biologia estructural: apoyo
a la interpretacion de datos
experimentales
(cristalografia, NMR, cryo-
EM)

Biocatalisis: prediccion del
modo de unidén en enzimas
industriales: PETasas,
esterasas, lipasas...

Descubrimiento de
farmacos: cribado virtual
(virtual screening) de miles
de compuestos contra una
proteina diana (SARS-CoV-2
Mpro)

o
o

Characterization and engineering of a
plastic-degrading aromatic polyesterase

Harry P. Austin®", Mark D. Allen®', Bryon S. Donohoe®’, Nicholas A. Rorrer', Fiona L. Kearns™, Rodrigo L. Silveira™®,
Benjamin C. Pollard?, Graham Dominick, Ramona Duman’, Kamel El Omari’, Vitaliy Mykhaylyk’, Armin Wagner,
William E. Michener, Antonella Amore®, Munir S. Skaf®, Michael F. Crowley®, Alan W. Thorne?,

Christopher W. Johnson®, H. Lee Woodcock??, John E. McGeehan®?, and Gregg T. Beckham®2
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El docking de sustratos plasticos en una PETasa permitio
identificar residuos criticos para la degradacion de PET,
orientando el disefio de mutantes mas eficientes.




Componentes principales

Ligando:
molécula
pequena,
péptido o

metabolito
qgue se une al
receptor

Receptor:
normalmente
es un
proteina
aunque
también
puede ser
ADN, ARN o
una
membrana

Inhibidor ritonavir con la proteasa del VIH-1, el receptor es la
enzima viral y el ligando es el farmaco.
https://doi.org/10.2210/pdb2B60/pdb
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Clasificacion del docking

Rigido:

*Tanto el receptor como el ligando se
consideran estructuras rigidas

*Rapido, pero menos realista

*Util para cribados iniciales o estructuras
bien definidas

Flexible:

*Se permite que el ligando (y, a veces, el
receptor) adopte distintas conformaciones

*Modela mejor el ajuste inducido

*Mayor coste computacional




Etapas fundamentales del docking molecular

. . Definicion > -
Preparacion Preparacion o Busqueda Evaluacion
: del sitio de
del receptor del ligando . de poses de poses
unioén
e Selecciondela e Optimizacion e Dirigido, e Generacionde e Scoring
estructura geométricay conocemos el multiples function
(PDB) asignacion de pocket orientaciones e Seleccidon de
e Eliminacién de cargas e Ciego (blind del ligando mejores poses
aguay ligandos e Definicion de docking)
no deseados angulos de
e Adicion de rotacion
hidrégenos y (grados de
cargas Iibertad)

parciales



Algoritmos de exploracion conformacional

En docking molecular, el objetivo es encontrar la conformacidn (pose) del ligando que minimiza la energia
de interaccion con el receptor.

Esto equivale a buscar el minimo global en un “paisaje energético” muy complejo (con muchos minimos
locales).

Métodos deterministas:
e Grid search

* Incremental construction

Métodos estocasticos

e Algoritmos genéticos
(AutoDock)

¢ Monte Carlo simulated
annealing

e Swarm optimization




Métodos deterministas

*Siguen rutas predefinidas y sistematicas para explorar el espacio conformacional.
*Dado el mismo punto de partida y parametros, siempre devuelven el mismo resultado.
*Buscan el minimo local o global mediante un recorrido exhaustivo o un gradiente.

e

] Grid Search
Reproduciblesy |Escalan muy mal e Se exploran posiciones y orientaciones
mas predecibles.  |cuando hay muchos discretas en una malla
Requieren menos |grados de libertad.
tiempo si el espacio |Tienden a quedarse
de busqueda es atrapados en Incremental construction (FlexX)
pequeno. minimos locales.

e El ligando se construye pieza a pieza
evaluando cada posicion



Vétodos estocasticos

*Incorporan aleatoriedad controlada para explorar el espacio conformacional.
*No siguen un camino fijo: pueden saltar entre minimos locales.
«Cada ejecucion puede producir un resultado diferente.

N

{ Algoritmos genéticos (AutoDock) |

- e Generan “poblaciones” de soluciones que evolucionan

Mayor capacidad Requieren mas

de encontrar un tiempo de calculo.
minimo global. Resultados algo
Escalan mejor con |menos

ligandos flexibles. |reproducibles

(aunque se puede .
fijar una “semilla”). { Particle swarm optimization |

Monte Carlo simulated annealing

e Acepta situaciones peores temporalmente para escapar
de minimos locales

e Simula “enjambres” de particulas buscando
colectivamente el mejor punto



Limitaciones y fuentes de error

*Flexibilidad limitada del receptor — el sitio activo real puede adoptar otras conformaciones.
*Efectos del solvente y la entropia suelen simplificarse o ignorarse.

-Calidad de la estructura PDB: errores o resoluciones bajas afectan la precision.
*Simplificacion del scoring: no siempre correlaciona bien con la afinidad experimental.

p53 es un supresor tumoral que detiene el
ciclo celular y promueve la apoptosis ante
dafio en el ADN. MDM2 regula negativamente
a p53 mediante unidn directa y degradacion
proteasomal.

apoptosis

El péptido N-terminal de p53 que se une a

Parada del ciclo celular

MDM2 es muy flexible y solo adopta
estructura al acoplarse, lo que impide
modelarlo con precision y estudiarlo
mediante docking rigido.

MDM2 es una ubiquitina-ligasa de p53

14



Funcion de scoring: cuantificacion del |a
afinidad de union

*El docking genera muchas posibles poses del ligando en el sitio activo.

«Cada pose se evalua mediante una funcién de scoring, que estima su energia libre de unién
(AGbind).

El objetivo es identificar la pose mas estable (energia minima) y hacer un “ranking” los ligandos
segun su afinidad tedrica.

El score no es un valor

Cudnto menor es la absoluto, debe
energia, mayor es la interpretarse
afinidad predicha comparativamente

entre ligandos o poses




Tipos de funciones de Scoring

Physics-based
_ i ¥ Th. B de Physiscs_based: basadas en potenciales fisicos (electrostatica, Wan der Waals).
DOCK:  Eppg = Z Z (%——'; .. ) Calculan interacciones atomo a dtomo mediante campos de fuerza clasicos. Ej:
i=1 j=1 .'r‘[-j ]"I-J- t‘{?'”}l",j DOCK.
Empirical
Empirical: Combinan términos energéticos ponderados por regresion
X-Score:  Epina = wo + W1 AG,qw + W2AGypona (hidrofobicidad, puentes de H, desolvacidn. Ajustados a datos

+W3AG, o + WslAGhyare experimentales de afinidad. Ej: X-Score, Chem-Score.

Knowledge-based
Knowledge-based: derivan potenciales estadisticos de estructuras

- . cristalograficas. Capturan tendencias observadas en complejos reales. Ej:
Ebl'nd = Z Z ) _RBT In[ﬂ{r)]
i=1 j=1

PMF: Potencial Of Mean Force.

Machine learning-based

Eyiea = far (%) Machine-learning-based: Aprenden relaciones entre descriptores estructurales
RF-Score: 2 — JREATm y afinidad experimental mediante algoritmos de ML. Permiten modelar
T " eld o interacciones no lineales y combinaciones complejas de términos. EJ: RF-Score.
T s : [[mwﬂ’ ‘u]
= |’=

https://doi.org/10.1007/s12539-019-00327-w
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Limitaciones de las funciones de scoring

Las funciones son No capturan bien:
aproximaciones a la * Efectos del solvente
energia libre de union * Flexibilidad del receptor

real. *Entropia conformacional

Diferentes programas
suelen dar resultados
distintos para el
mismo sistema




Flujo de trabajo y herramientas

Estructura gy Preparacion WP Docking . Scoring

-

Practicamente todos los programas de docking, siguen este flujo de trabajo. La diferencia radica en el
algoritmo de busqueda, la funcién de scoring y la interfaz de usuario.
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Toggle steps on to include them in the job. INTERACTIVE

Preparacion del receptor B

Use structures from: Workspace (included entry) -~ GetPDB...

https://www.rcsb.org/
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Preparacion del ligando

NIH National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

/ \ @ Rotamers
. // \ \“
Xplore Chemistry ¢
APHE 40
Quickly find chemical information from authoritative sources \ /
Next Previous

Fit selected residue to Workspace

~N O o B W N

Se puede obtener de bases de datos S T K
como PubChem, ZINC, o disefiarse T
manualmente. =
«Minimizacion de energia y == = N
célculo de cargas (por ejemplo, S 2
con Open Babel). | o ot b |
*Definir enlaces rotables (grados
de libertad).
*Guardar en formato PDBQT
(para AutoDock).



Definicion del sitio de docking
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Ejecucion

https://www.swissdock.ch/

AutoDockTools

https://dockthor.Incc.br/v2/

SWISSDOI:I( SwissParam

>

SwissSidechain Swiss

o~ O ® & it

Bioisostera SwissTargetPrediction SwissADME Swiss Similarity

Welcome to the new SwissDock, based on the Attracting cavities and Autodock Vina docking engines.
Please, note that the old version, based on EADock DSS, is still available at the address http://old.swissdock.ch and will be
maintained for several months. Consider transitioning your projects from the old to the new server. Thank you!

Js
a SwissDock

SWiSSDrugDesign Home About Documentation FAQ Tutorials Command-line Citing Contact Old version

% AutoDockTools % Grid Options
I File 30 Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help File Center iew Help
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n.recep'ror-llqnnd dozmg program

Docking  References  About  Support v #) Login | Register

COVID-19: We provide to the DockThor users structures of COVID-19 potential targets already prepared for docking at the Protein tab. New targets and
structures will be available soon.

Guedes, |. A. et al. Drug design and repurposing with DockThor-VS web server focusing on SARS-CoV-2 therapeutic targets and their non-synonym
variants. Sci Rep 11, 5543 (2021).

Welcome to DockThor

A Free Web Server for Protein-ligand Docking
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Interpretacion de resultados

16,69382 -6,26173 pose_5_1

Visualizar
Il °Interacciones clave
eCompatibilidad geométrica

Average
Average | Member
luster | Member representar
SP-dG Count
Score
1 15,56455 -6,5188 - pose_0_1
0 14,83741 -6,34828 21 pose_2 1
2 19,36506 -6,39935 15 pose_23_
3 15,61145 -6,37746 pose_8_1
6 14,77426 -6,45042 pose_6_1
5
7
4

Comparar con el ligando co-

s . Coherencia quimica
cristalizado si lo hay 9




Validacion del protocolo

e Volver a acoplar el ligando original del cristal y
comprobar RMSD < 2 A.

e Usar varios complejos del mismo receptor. Usar
distintos algoritmos.

e Comparar con datos experimentales de afinidad
(1Cs0, Kd).

RMSD =1.81 A

RMSD = 1.47 A

e Comprobar que las interacciones son plausibles.

RMSD: Root Mean Square Deviation o Desviacion
Cuadratica Media de la Raiz. Mide la distancia
promedio entre los atomos correspondientes de
dos estructuras superpuestas.




Gracias por su atencion
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EJEMPLO PRACTICO
DE DOCKING MOLECULAR

- E

®

]

]
=
.
| [




Dudas
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