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RESUMEN

Los métodos tedricos de modelizacion molecular se usan para predecir y/o explicar los
resultados experimentales. El disefio de farmacos basado en fragmentos (FBDD) ha dado paso
al desarrollo de farmacos y a descubrir el sitio y la forma de union de ligandos a la proteina. El
método de dinamica molecular de fragmentos disueltos (fdMD) se aplica para mejorar el FBDD.
Se tuvo como objetivo comprobar si se pueden mejorar los resultados mediante una
modificacion aplicada a la metodologia fdMD centrada en la mejora del muestreo
conformacional con el uso de H-REMD. Para ello se estudiaron 2 ligandos, F031 y F035, se
probaron 3 metodologias diferentes y se realizd el calculo de 3 descriptores. Resulté que,
probadas las metodologias: el ligando FO031 fue capaz de encontrar su sitio de union (BS)
experimental a diferencia del ligando F035; se logré distinguir entre BS correctos y falsos
positivos; se encontraron posibles BS nuevos. Se concluyé que: con los métodos 2 y 3, el
ligando F031 fue capaz de encontrar la pose correcta del ligando; en los casos en los que el
ligando no encontré su pose experimental es necesario ampliar el tiempo de simulacién de la
dinamica y volver a calcular los descriptores; los descriptores propuestos podrian resultar
efectivos para descartar con confianza falsos sitios de unién, permitiendo predecir mediante

estos los sitios de unién en estudios posteriores donde no se conozca la experimental.
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ABSTRACT

Theoretical molecular modeling methods are used to predict and/or explain experimental
results. Fragment-based drug design (FBDD) has led to drug development and discovery of the
site and manner of ligand binding to the protein. The Dissolved Fragment Molecular Dynamics
(fdMD) method is applied to improve FBDD. The objective was to check if the results can be
improved through a modification applied to the fdMD methodology focused on improving
conformational sampling with the use of H-REMD. For this, 2 ligands F031 and F035 were
studied, 3 different methodologies were tested and the calculation of 3 descriptors was
performed. It turned out that, once the methodologies had been tested: the FO031 ligand was
able to find its experimental binding site (BS) unlike the F035 ligand; it was possible to
distinguish between correct BS and false positives; possible new BSs were found. It was
concluded that: with methods 2 and 3, ligand FO31 was able to find the correct pose for the
ligand; in cases where the ligand did not find its experimental pose, it is necessary to extend the
simulation time of the dynamics and recalculate the descriptors; the proposed descriptors could
be effective in confidently ruling out false binding sites, allowing the binding sites to be predicted

in subsequent studies where the experimental one is not known.
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INTRODUCCION

Dinamica Molecular

Al realizar una investigacion referente a un sistema bioloégico y/o quimico resulta imperativa la
gestion de métodos tedricos de modelizacion molecular, que seran los encargados de
complementar o predecir los resultados obtenidos mediante técnicas experimentales para el
mejor entendimiento de la estructura, la funcion y los mecanismos de reaccion de estos
sistemas. El analisis de los sistemas por rayos X permite el estudio en cuanto a propiedades
fisicas y estructurales de una molécula, pero la visualizacion de una unica estructura molecular
no es suficiente a la hora de dar solucién a situaciones mas complejas como pueden ser el
movimiento de una proteina o su unién a un ligando, donde se hace necesario auxiliarse de la

simulacion.

“El principal objetivo de la modelizacibn molecular, aplicada en distinfas areas como la
bioquimica o la farmacologia, consiste en describir las interacciones biomoleculares en base a

las leyes generales de la quimica y de la fisica”.")

Actualmente se hace necesario introducir aproximaciones para mantener la viabilidad de la
simulacion aplicando distintos niveles de teoria en funcién del sistema que va a ser analizado.
Como norma general, a medida que aumenta el nivel tedrico aumenta la calidad de los

resultados obtenidos, pero también se incrementa notablemente el coste computacional.

La dinamica molecular ( Molecular dynamics, MD) representa un tipo de simulaciéon molecular
computacional que facilita el analisis del comportamiento o la evolucién de un sistema, ya sea
fisico, quimico o bioldgico, a través del tiempo. Para ello se debe de calcular las fuerzas
existentes entre los atomos que conforman el sistema auxiliandose de las ecuaciones del

movimiento de Newton.®

A diferencia de otros métodos de simulacion molecular, que permiten simular una etapa o "un
estado" del sistema en estudio, la MD brinda la evolucion de dicho sistema a través del tiempo,
ya que se tienen en cuenta las velocidades de los atomos, y también es posible calcular la
energia cinética del sistema. Si se analiza la interaccion de un farmaco con su receptor, la MD
permite observar los cambios conformacionales de dicho receptor y no uUnicamente del

farmaco, lo cual es muy importante porque brinda informacién crucial para el disefio de nuevas
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moléculas para uso clinico.Otra ventaja es que no soélo permite la simulacion del sistema
ligando-proteina, sino que ademas se puede incluir el disolvente que lo rodea de modo explicito
(generalmente agua), e iones, regular la temperatura o la presion, o la incorporacion de
entidades quimicas (metales, azlcares, cofactores, grupos prostéticos) que usualmente no son

consideradas en otros métodos de simulacién debido a sus limitaciones.®

La MD se emplea en multiples campos; en el mundo de la biologia se utiliza en el estudio de
macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos) con el objetivo de conocer
y estudiar los cambios conformacionales que experimentan estos sistemas, los canales idnicos
y las membranas de las proteinas asi como las simulaciones de plegamiento y desplegamiento

que sufren estas.

Con MD se puede estudiar el comportamiento de un ligando frente a su diana molecular, siendo
un eslabédn clave en el disefio de nuevos farmacos; se puede estudiar un fluido y establecer su
temperatura de fusién o evaporacion; facilita el estudio de solubilidades y el paso de moléculas

a través de membranas celulares, entre muchas otras cosas.®

Dinamica Molecular Clasica(cMD)

La cMD define la energia total del sistema con una parte intramolecular y otra intermolecular, a
partir de la cual, aplicando las leyes de Newton, se puede determinar la fuerza sobre cada
atomo y de ahi calcular las correspondientes velocidades. Los atomos se mueven a sus nuevas
posiciones y se recalculan las velocidades, y asi sucesivamente, de manera que se genera una
trayectoria que describe la evolucién de la posicion y las velocidades de las particulas en el
tiempo. De acuerdo con la aproximacion ergodica, es clave hacer un buen muestreo para
obtener promedios reales, por lo que existen diferentes métodos que contribuyen a optimizar

dicho muestreo.

Métodos para mejorar el muestreo conformacional.

La mayoria de los procesos biolégicos que ocurren en las células se ven influenciados por las
interacciones proteina-ligando, las cuales, ademas, median el efecto de las moléculas del
farmaco. En biologia estructural y en biomedicina es importante una prediccién lo mas acertada

posible, mediante métodos computacionales, de como ocurre la unién entre el ligando y la
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molécula receptora y cuales pueden ser los posibles sitios de uniéon que van a favorecer el

posterior desarrollo de ligandos especificos.

Existen diferentes técnicas y métodos que mejoran el muestreo como lo es la dinamica
molecular de intercambio de réplicas (REMD, Replica Exchange Molecular Dynamics). El
método REMD fue introducido por primera vez en el estudio de biomoléculas por Okamoto y
col.®. Es un método hibrido que combina simulaciones MD con el algoritmo de Monte Carlo
para simular en paralelo al sistema a diferentes temperaturas e intercambiar esas simulaciones
(réplicas) durante la simulacion (T-REMD) “. La naturaleza en paralelo del método REMD lo
hace apropiado para su uso en clusteres de calculo altamente paralelizados que estan

comunmente disponibles hoy en dia.

Los métodos de acoplamiento molecular (o docking) persiguen la obtencién del sitio de unién y
el modo de unién (pose) de un ligando en una macromolécula biolégica. Dichos métodos a
menudo descuidan la flexibilidad conformacional o la incluyen de una forma aproximada. Lo
ideal seria un esquema de dos pasos, primero un docking rigido y luego un refinamiento
flexible. Este esquema estara condicionado por el resultado de una busqueda sistematica

inicial, de la modelizacion y de la prediccion.

En lugar de espaciar réplicas en todo el espacio de temperatura, también se puede espaciar
réplicas en todo el "espacio hamiltoniano" (H-REMD). Es decir, cada réplica tiene una funcion
de energia o hamiltoniano diferente, y se producen intentos de intercambio entre hamiltonianos
adyacentes. Los programas sander y pmemd ©), utilizados en el presente trabajo, implementan
H-REMD mediante el intercambio de coordenadas entre réplicas y evaluando la energia de esa

nueva estructura.

Busqueda de sitios de union con FBDD.

Desde 1990 el filtrado de alto rendimiento (HTS, High-throughput screening) ha sido importante
para el hallazgo de farmacos. El enorme espacio quimico a explorar ha permitido el
surgimiento, en los ultimos anos, de una alternativa para solucionar algunos inconvenientes del
HTS: el disefio de farmacos basado en fragmentos (FBDD, Fragment Based Drug Design),

técnica establecida que ha dado paso al desarrollo de mas de 30 candidatos a farmacos.®
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El FBDD se ha abordado desde una perspectiva teérica, inspirada en el método de estructuras
de cristales solventes maltiples (MSCS, por sus siglas en inglés) de Dagmar Ringe . Estos
métodos han evolucionado desde el uso de estructuras estaticas para representar la proteina
hasta enfoques basados en MD que permiten la adaptacion conformacional de la proteina a la
presencia de las sondas, simulando la proteina en una solucidn de agua y moléculas

co-disolventes (estas son, las mencionadas sondas).

Otro enfoque tedrico es el seguido por Fabritis y col.®) en el que un fragmento se coloca
aleatoriamente en una caja solvatada y se realizan multiples ejecuciones cortas de MD para
obtener una MD global de hasta 100us, con el objetivo final de predecir el sitio de union y el
modo de uniéon de un conjunto de fragmentos. Otra perspectiva del FBDD esta dirigida a
descubrir el sitio de unién y la forma de unién de ligandos de tamano completo utilizando un
elevado numero de copias del ligando en la caja (64-96), lo cual requirié el uso de un término

repulsivo en forma de un potencial de Lennard-Jones.

El método fdMD.

El FBDD fue utilizado inicialmente como técnica experimental y a pesar de constituir una muy
buena técnica para el descubrimiento de farmacos presenta algunas desventajas como son la
desnaturalizacion de proteinas o la agregacion de ligandos. Para solventar estos problemas el
grupo en el cual se ha desarrollado el presente Trabajo Fin de Master propuso el llamado
método de dinamica molecular de fragmentos disueltos (fdMD, Fragment Dissolved Molecular
Dynamics), que es un método sistematico y semiautomatico para ser aplicado en proyectos

FBDD, destinado a encontrar el sitio de unién de un ligando pequefio con su proteina diana.®

Este método utiliza una caja previamente equilibrada que contiene una copia del ligando
solvatado con moléculas de agua, y se utiliza un término potencial repulsivo de Lennard-Jones
para evitar la agregacion de los ligandos. Dicha caja puede usarse facilmente para solvatar la
diana de interés. Por lo tanto, la solvatacion de la proteina con esta caja pre-equilibrada genera
un sistema de simulaciéon que contiene un numero variable, aunque bajo, de copias del ligando,
lo que evita el problema de la desnaturalizacion de la proteina. Este método tiene, por un lado,
la ventaja de solvatar la diana con un bajo numero de ligandos, evitando asi la
desnaturalizacion, y por otro, proporciona la opcion de utilizar una base de datos de cajas
solvatadas de diferentes ligandos para ser usadas en proyectos FBDD. Para validar la

metodologia se emplearon tres sets diferentes de proteina-ligando (set I, Il y Ill), en particular
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esta investigacion esta dirigida al set I,compuesto por 4 ligandos que se unen a diferentes
zonas de la proteina diana endotiapepsina (Anexo 1). el trabajo se centra en dos de estos
cuatro ligandos (ligando F031 y ligando F035) con el objetivo de estudiar modificaciones en el
método y verificar si la metodologia fdMD es lo suficientemente robusta como para encontrar el

sitio de unién correcto.®

El método cuenta con secuencias de comandos para el analisis de resultados y la obtencion de
6 descriptores que permiten descartar con seguridad sitios de union espurios. Se propuso
utilizar cuatro trayectorias de dinamica molecular clasica de 200 ns de longitud, las cuales se
podrian ampliar cuando los resultados sean dudosos. Los resultados obtenidos de este modo
demostraron que el numero de réplicas utilizado es suficiente para identificar los verdaderos
sitios de union y descartar los falsos positivos. Se propusieron 6 descriptores: energia de
enlace MMGBSA promedio, energia de enlace K., promedio, mejor energia de enlace
MMGBSA, mejor energia de enlace K., se establecen ademas el total de trayectorias
reactivas, o sea cuantas de las cuatro trayectorias terminan con un ligando interactuando con el
pocket de union analizado y el mayor tiempo que permanece el ligando en cada posible sitio de

unioén: tiempo de resistencia (RT, segun siglas del inglés). ©

En la siguiente investigacion se pretende hacer algo similar pero en lugar de utilizar cMD utilizar
H-REMD.

Endotiapepsina como proteina modelo utilizada

La proteasa aspartica, que se deriva del hongo Endothia parasitica, llamada endotiapepsina,
fue elegida como diana para el set | del trabajo de validacion del método fdMD. Esta eleccion
se basd en la existencia de datos experimentales de esta proteina que permiten poder

comprobar y evaluar la aplicacion del método.

La endotiapepsina pertenece a la familia de las proteasas asparticas. Se encuentra en hongos,
vertebrados, plantas y retrovirus como el VIH'?; juega un papel causal en numerosas

enfermedades como la enfermedad de Alzheimer, la hipertension y el VIH.

La endotiapepsina se ha utilizado como enzima modelo para estudios mecanicistas y para el
descubrimiento de inhibidores de renina y B-secretasa "". Es una molécula bilobulada, de peso

molecular igual a 34 kDa"?, consta de 330 residuos (con aproximadamente 170 residuos en
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cada dominio"®. Se divide en dos lébulos topolégicamente equivalentes que estan relacionados
por un doble eje. Solo 13 residuos son idénticos en ambos Iébulos, pero 86 estan en posiciones
topoldégicamente equivalentes. Esto indica que la estructura puede haber evolucionado por

duplicacion de genes, fusion y divergencia de secuencia.™

A partir de lo descrito anteriormente y teniendo en cuenta los objetivos de investigacién que
mas adelante seran descritos, se plantea como hipétesis que: al optimizar el método fdMD,
especificamente al mejorar el muestreo conformacional, se lograran mejores resultados en la

prediccion tanto del sitio de unién como de la pose.
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OBJETIVOS

Este trabajo de investigacién tiene como objetivo principal comprobar si se pueden mejorar los
resultados, en cuanto a prediccion de sitio de union de ligandos, modo de unién, y deteccion de
falsos sitios de unidn, mediante el estudio de uno de los tres sets antes mencionados con una
modificacion aplicada a la metodologia fdMD centrada en la mejora del muestreo

conformacional con el uso de H-REMD. Derivandose los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar las dinamicas moleculares H-REMD obtenidas para diferentes sistemas
proteina-ligando para comprobar si estan estabilizadas.

2. Clusterizar las mismas para determinar los diferentes sitios de unién visitados por los
ligandos.
Realizar calculos MMGBSA y asignar una energia libre de unioén para cada cluster.

4. Proponer otros descriptores para, junto a la energia MMGBSA, poder concluir

cuantitativamente sobre la bondad de las tres metodologias comparadas en el trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

Campos de fuerza

El término mecanica molecular (MM) se fijé en la década de 1970 para describir la aplicacion
de la mecanica clasica a la determinacion de estructuras moleculares de equilibrio. EI método
se conocia como el método Westheimer o el método de campo de fuerza. El nombre y el
acrénimo, MM, ahora son conceptos firmemente establecidos."®

La idea es tratar el “campo de fuerza como un conjunto de constantes que deben
corregirse apelando al experimento o a un calculo mds riguroso” '®. En MM, es obligatorio
considerar las interacciones no enlazantes, y las caracteristicas intrinsecas a cada atomo
teniendo en cuenta los atomos vecinos.

Un campo de fuerza esta definido por la expresion matematica (Ecuacién 1) usada para
determinar la energia del sistema + los parametros usados dentro de dicha expresion (los
valores de equilibrio de los enlaces y angulos, por ejemplo). Al proceso de encontrar dichos

parametros se le denomina parametrizacion. Todos los campos de fuerza determinan la

energia del sistema mediante términos intramoleculares e intermoleculares (Ecuacion 2).

E = Enlace + Angulo + Diedro Impropio + Cruzados + Electrostatica + van der Waals

Ecuacion 1. Definicion de campo de fuerza

E = Intramolecular + Intermolecular

Ecuacion 2. Definicion de campo de fuerza

Los campos de fuerza tienen parametros para diferentes tipos de atomos. Otro problema es
que las constantes de enlace, angulo y torsionales no son completamente independientes, lo
cual genera la necesidad de términos cruzados. Por tanto, no hay una forma correcta para la
ecuacion que describe un campo de fuerza...la precision, versatilidad y velocidad de calculo
seran los factores necesarios para decidir cual usar.

La presencia de términos cruzados en un campo de fuerza refleja el acoplamiento existente
entre coordenadas internas. En principio habria que incluir términos cruzados entre todas las
contribuciones al campo de fuerza, aunque generalmente solo son necesarios algunos para

reproducir las caracteristicas estructurales y/o dinamicas. Los términos cruzados incluyen dos
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tipos de coordenadas internas (enlace-enlace, enlace-angulo...) aunque se han usado también
términos con mas tipos de coordenadas (angulo-angulo-diedro, por ejemplo).
La presencia de términos cruzados se utiliza como un tipo de clasificaciéon de los campos de
fuerza, de modo que se puede hablar de campos de fuerza de clase | (solo términos arménicos,
sin términos cruzados), clase Il (términos anarménicos y términos cruzados) y clase Il (clase |l
que ademas tiene en cuenta efectos quimicos tales como electronegatividad e
hiperconjugacion). También se clasifican atendiendo al ambito de aplicacion: organicos,
biolégicos, inorganicos y universales. En esta investigacion se utiliza un campo de fuerza que
se describe mas adelante y segun estas clasificaciones pertenece a la clase | y es de tipo
bioldgico.
Cuando se va a desarrollar un trabajo o investigacion usando MM es de vital importancia elegir
un campo de fuerza que se ajuste al procedimiento que se va a seguir, al tipo de sistema vy al
observable que se espera obtener. Este campo de fuerza va a obedecer al tipo de sistema para
el que se disefna dicho campo de fuerza.
AMBER (de sus siglas en inglés, Assisted Model Building with Energy Refinement) es un
campo de fuerza optimizado para la simulacion de acidos nucleicos y proteinas. Fue calibrado
para longitudes y angulos de enlace experimentales obtenidos de microondas, difraccién de
neutrones y estudios quimico-cuanticos precisos. Los parametros se refinaron luego con
estudios de mecanica molecular en compuestos modelo tales como tetrahidrofurano,
desoxiadenosina, fosfato de  dimetilo, complejo unido por hidrégeno de
9-metiladenina-1-metiltilamina y otros.®
La siguiente ecuacién muestra la expresion para la energia de un campo de fuerza tradicional
utilizado en la mecanica molecular.
_ srt bend for LJ Coulomb
R R TR A

Ecuacién 3. Ecuacion generalizada del campo de fuerza ('®

Donde los tres primeros términos se corresponden con los términos de enlace y los dos ultimos
corresponden a términos no enlazantes, que son el término de Lennard-Jones y las
contribuciones de Coulomb. El primero de estos términos no enlazantes describe la interaccién
de van der Waals y el segundo las interacciones electrostaticas. ('

Al desarrollar la ecuacion anterior, teniendo en cuenta solo términos armonicos y sin términos

cruzados, se puede obtener:
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U= Tk Gont T OB, 0-00 ¢ Y Bivcoseo-or s, (B-5) 3 2
LJ T !

enlace angulo torsiones i Coulomb "

Ecuacién 4. Ecuacion generalizada del campo de fuerza desarrollada ('

Al desarrollar la ecuacion se observa como los dos primeros términos, que corresponden a las
energias de enlace y de angulo, respectivamente, se representan como funciones arménicas
simples que controlan la longitud y angulo de los enlaces covalentes siendo r la distancia de
enlace y 0 el angulo. El tercer término corresponde a la energia de torsion (diedro) y
generalmente se representa por una funcion coseno donde @ es el angulo de torsion, & es la
fase, n define el nimero de minimo o maximo entre 0 y 2y V, determina la altura de la barrera
de potencial a la torsion. El cuarto término corresponde al potencial de Lennard-Jones donde ¢
representa la profundidad del potencial, o es la distancia (finita) en la que el potencial entre
particulas es cero y r es la distancia entre particulas. El término final (Coulomb) es el que
describe las interacciones electrostaticas; asignando una carga parcial a cada nucleo, y usando

la ley de Coulomb se calcula la contribucion a la energia total.

Dinamica Molecular

Las diferentes etapas de un proceso de simulacién por dindamica molecular se resumen en el

siguiente esquema (modificado de ?):

Preparacion del Simulacion MD Resultado
sists:r:na Equilibrado Propiedad a Analisis de
Seleccion de - Preparacién - calcular - Dai:cs
muestra de la muestra {L_paso.s,de (Propiedad
(N, Cl, CE) gjecucion calculada)
=runs-)

Figura 1. Etapas de un proceso de simulacién por dinamica molecular

Primeramente se necesita establecer una configuracion inicial (Cl) del sistema a utilizar
compuesta por N atomos y definir las condiciones de equilibrio (CE). Esta puede proceder de
datos experimentales (cristalografia de rayos X, RMN), de modelos tedricos o de una

combinacién de ambos. Ya optimizada la estructura, se asignan de forma aleatoria velocidades
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iniciales a cada uno de los atomos que componen el sistema a partir de la distribucion de
Maxwell-Boltzmann a una determinada temperatura. Posteriormente es acertado mantener fijas
determinadas condiciones de simulacion como son: numero de particulas (N), volumen (V),
temperatura (T), presion (P) o energia total del sistema (E), pH, entre otras. Se puede combinar
mas de un parametro fijo, dando Ilugar a simulaciones microcanoénicas (NVE),
isotérmico-isobaricas (NPT) y candnicas (NVT), siendo NPT y NVT las mas empleadas en MD

de proteinas y acidos nucleicos.!”

Uno de los parametros importantes a decidir en una simulacion de MD es el tiempo de
simulacion. El tiempo de simulacién ha de ser del orden del tiempo en que se da el proceso a
simular, que puede ir desde algunos pocos picosegundos a microsegundos. Se consiguen las
propiedades fisicoquimicas de interés al efectuar el calculo de fuerzas del sistema. Como regla
general, a mayor tiempo de simulacién, mayor sera el espacio conformacional a explorar y por
lo tanto los resultados obtenidos seran mucho mas precisos, de acuerdo con la aproximacion
ergddica (Ecuacidén 5), que establece que el promedio tomado durante un largo periodo de
tiempo y en una poblacion mas pequefia deberia ser igual al promedio en menos tiempo y en

una poblacion mas grande.

M
<Atiemp0> = % ZA (ti)

Ecuacion 5. Ecuacion de la ergodicidad

18 en fisica

El concepto de ergodicidad fue introducido por Ludwig Eduard Boltzmann
estadistica en su teoria cinética de los gases. Si un sistema para t=0 estd en un punto del
espacio de fase “razonable” su evolucion en el tiempo probablemente visitard regiones

relevantes del espacio de fase.

Es importante aclarar que los observables son medias en el espacio de fase, no medias
temporales. La hipotesis ergddica establece:

“ - U

espacio fase> tiempo>

Ecuacion 6. Hipotesis ergddica

Se cumple para t- 0, o que implica que eventualmente el sistema pasara por todos los puntos

importantes del espacio de fase.
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Existen diferentes programas, tanto gratuitos como de pago, que permiten: calculos de
parametros del campo de fuerza, realizacion de la simulacién propiamente dicha, y analisis de

los resultados obtenidos.®

Dinamica Molecular Clasica (cMD)

En cMD los célculos comienzan con un primer conjunto de coordenadas para el sistema, que
se obtiene generalmente a partir de datos de rayos X o RMN, y un conjunto inicial de
velocidades que satisfacen la distribuciéon de Maxwell-Boltzmann (Ecuacion 7) para la
temperatura objetivo, donde la temperatura y las velocidades se relacionan mediante la
Ecuacion 8. La influencia del disolvente puede determinarse mediante métodos implicitos:
Generalized Born'?, Poisson-Boltzmann®, o explicitos, solvatando un sistema con un modelo

de molécula de agua (TIP3P, TIP4P, etc.) ?"
) ( ZHkB )

Ecuacion 7. Distribucion de Maxwell-Boltzmann

Vi= 2Hk T

— 2 —
T =5 (E) = 2= (?)
Ecuacion 8. Relacion entre la temperatura absoluta y su energia cinética

Donde m. es la masa de la particula, k; es la constante de Boltzmann, T se refiere a la
temperatura, v a la velocidad de la particula y E, la energia cinética. Las nuevas coordenadas y
velocidades se obtienen resolviendo las ecuaciones de Newton (Ecuacién 9) mientras que la

temperatura se mantiene constante mediante el método de Langevin. %2

vidv () F ()
—— =

_ (1 (0. 5 @), (D)
3r (1)

siendo F; (¢) =

Ecuacion 9. Ley de Newton

Donde i, incluye todos los atomos del sistema (i = 1, 2, 3,..., n), siendo n el numero total de
atomos. Las coordenadas atomicas, r, y la velocidad, v, del atomo i, con la masa, m, se

convierten en funciones del tiempo. El modelo matematico utilizado (campo de fuerza), se
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describe como el valor de la energia potencial (V) dependiente de la disposicion espacial de

todos los atomos.?®

Dinamica molecular de intercambio de réplicas (REMD)

En las simulaciones REMD, varias copias (réplicas) del mismo sistema se simulan en paralelo
utilizando, entre otras opciones, simulaciones MD a diferentes temperaturas, o a la misma
temperatura utilizando diferentes hamiltonianos. El intercambio entre réplicas vecinas se intenta
periddicamente con una probabilidad dada por el criterio de Metropolis (Figura 2). De esta
manera, REMD es capaz de superar facilmente las barreras de alta energia y muestrear el

espacio conformacional de modo mas eficiente que mediante cMD.*

® ®

Temperatura ——> —_— —_
M MD MD
MD Intento de MD
intercambio
bioexitoso @
Temperatura —»
MD Intento de
intercambio
@ bioexitoso @
Temperatura ——— e —
MD Intento de MD
intercambio
biofallido

Figura 2. Representacion de una simulacién REMD, modificado de Qi )

Dinamica molecular de intercambio de réplicas H-REMD

En las simulaciones H-REMD, durante las réplicas se modifican diferentes términos de los
campos de fuerza. Los intercambios que tienen lugar entre simulaciones controladas por
diferentes campos de fuerza permiten que la exploraciéon conformacional se realice a través de
diferentes réplicas, logrando al final un aceleramiento en dicho muestreo conformacional.
H-REMD puede superar a T-REMD porque se centra en un grado de libertad relevante de un

sistema, en lugar de afectar a todos los atomos del sistema como ocurre en T-REMD. %
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En otros estudios de acoplamiento basados en H-REMD, las interacciones de Coulomb y
Lennard-Jones entre el ligando y el receptor se escalan a lo largo de la escalera de réplica en
disolvente implicito o explicito. Sin embargo, el debilitamiento de las interacciones de atraccion
entre el ligando y el receptor en dicho enfoque puede dar como resultado el muestreo de

muchos estados insignificantes en las réplicas superiores.*
Energia libre de union MMPB/GBSA

La metodologia MMPB(GB)SA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann /Generalized Born
Surface Area) es un método propuesto para estimar la energia libre de la unién de pequefios
ligandos a macromoléculas biolégicas. Estos calculos se basan en simulaciones de dinamica
molecular del complejo receptor-ligando y estan a medio camino entre los calculos empiricos y

los métodos de perturbacién quimica, con un coste computacional mas elevado.. >%)

Uno de los métodos computacionales mas utilizados en el disefio de farmacos es el docking
seguido del scoring, mediante los cuales se predice el modo de unién del farmaco, seguido de
una estimacion de la afinidad de unién. Estos métodos son rapidos, pero no particularmente

precisos; pueden usarse para predecir modos de unién y diferenciar ligandos.

MM/GBSA supera a la MM/PBSA, debido a la rapidez del primer método que intenta reproducir
en un menor tiempo los resultados de MM/PBSA. Por ejemplo, el método MM/GBSA ha sido
ampliamente utilizado en calculos de energia libre: un rescoring usando MM/GBSA produce
mejores resultados que un docking sin posterior rescoring para el conjunto de datos DUD-E

(Directory of Useful Decoys, Enhanced).

En este método, la energia libre de union, AG se estima a partir de las energias libres de

unién?

los reactivos y el producto de la reaccion (Ecuacion 10). %9
AG'enlac(-.\ =<G‘PL >-<GP >-<GL )
Ecuacion 10. Energia libre de union estimada partir de las energias libre de los reactivos

En MM/PB(GB)SA, la energia libre de un estado, es decir, proteina (P), ligando (L) o complejo

proteina-ligando (PL), se estima a partir de la siguiente expresion: #42%
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G=E +E, TE gyt G

pol+G’7P7 TS

enlace

Ecuacion 11. Suma de la energia libre de cada estado

Donde los tres primeros términos son términos energéticos de MM: enlace, interacciones
electrostaticas y de van der Waals. Los términos Gpol y Gnp representan las contribuciones
polares (Gpol) y no polares (Gnp) a la energia libre de solvatacion. El término entrépico final es
estimado por un analisis de las frecuencias de vibracion.®”

El término de Gpol se obtiene de la resolucion de la ecuacion 12 mientras que el término no
polar se estima a partir de una relacion lineal con el area de superficie accesible al solvente

(SASA).

4 ki ]
G = _1 ‘ 49,4, (l_exp[ (B)
pol 2 %jGB(ry.,Ri,Rj) €

Ecuacion 12. Aproximacion de Gpol mediante el modelo generalizado de Born

Dinamica molecular de fragmentos disueltos (fdMD)

Diagrama de flujo de fdMD.

El método fdMD usando REMD utiliza la suite de programas Amber18 ©®. Como paso previo el
ligando se solvata con moléculas de agua TIP3P ©" utilizando el moédulo LEaP de Amber18 ©.
La caja solvatada se somete a minimizacion seguida de MD, y la instantanea final de esa
ejecucion de MD se exporta para ser utilizada como caja de solvataciéon. Asi, la proteina se
solvata con LEaP usando la caja de solvatacién equilibrada, de modo que el sistema final
constara de la proteina y un nimero diferente (N) de ligandos asociados a la proteina. Después
de un protocolo de minimizacion y equilibrado, se obtiene una REMD de 25 6 50 ns de longitud,

segun el método que se ensaye.

Cada trayectoria se analiza por medio de 3 scripts. El primero (fdMD_OneTraj.cmd) elimina las
moléculas de agua y los contraiones de la trayectoria, divide la trayectoria global en N
trayectorias de proteina-ligando (cada trayectoria esta formada por la proteina y un solo
ligando) y escribe la ultima instantdnea de cada una de las N trayectorias en formato PDB. Los
scripts 2 y 3 (fdMD_MMGBSA_Send.cmd y fdMD_MMGBSA_Analize.py, respectivamente)
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generan los ficheros de entrada necesarios para ejecutar un calculo MMGBSA usando la suite

Amber18 y obtener y graficar los datos de esos calculos.

Posteriormente se realiza el clustering, en este caso de tipo dbscan.sh. Se realizé en 2 partes:
step 1 y step 2. Con el primer script cpptraj_clustering_dbscan_step1.sh se generan las
graficas kdist.dat las cuales permiten determinar los parametros epsilon y minpoints (ver tablas
2 y 3) necesarios para ejecutar el segundo script cpptraj_clustering_dbscan_step2.sh con el

que finalmente quedan hecho los clustering.

Una vez terminado se examinan los posibles sitios de unién ocupados, mediante los archivos
de salida resultantes de los scripts (info.res, cluster.res y result.res). Para la prediccion de sitios
de unidn se propuso el uso de tres descriptores. Los descriptores propuestos al usar H-REMD
en fdMD fueron cluster members (el numero total de miembros que puebla cada cluster), la
energia libre de unién AG (kcal/mol) considerando como una trayectoria a todos los miembros
que pueblan cada cluster y la energia de enlace K, (kcal/mol) del representante de cada uno

de los clusteres obtenidos, que se calculé con la ayuda de https://www.playmolecule.org/; del

total de clusteres que se obtienen por cada método solamente se toma como representativos
los clusteres de poses con poblacion mayor o igual al 20% del cluster mas poblado de cada

método y para cada ligando.

Sistemas de proteina-ligando estudiados ©

Para testear el método fdMD con H-REMD se emplearon los ligandos F031 y FO35 que forman
parte del primer set de sistemas proteina-ligando (ver Tabla 1). De los atomos de carbono
central se seleccioné uno y se renombré como C99 al que se le aplicé un término de repulsion
necesario para evitar la agregacion de ligandos. El set | se estudia para comprobar si fdMD es
lo suficientemente robusto a la hora de identificar el sitio de unioén correcto sin importar cual sea

la estructura de la proteina empleada.
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Tabla 1. Sistemas de proteina-ligando estudiado, modificado de Privat y col. ©

Ligando? Proteina | Etiqueta | PDBID |LigandosP

FO031 5DPZ(31) 9

SET I

FO035 4Y 3w 12

ENDOTIAPEPSINA

a. El circulo de linea discontinua indica el atomo C99 (ver mas arriba)

b. Numero de ligandos en la caja de simulacién.

Preparacién de proteinas®®

La estructura de la proteina se descargd del Banco de datos de proteinas (los cddigos PDB se
muestran en la Tabla 1). La proteina se cargo en el médulo LEaP de la suite Amber18 ©®, donde
se agregaron contraiones, cuando fue necesario, y la proteina se solvata utilizando moléculas
de agua TIP3P®". El campo de fuerza utilizado fue ff14SB y la proteina solvatada se minimizo
con pmemd utilizando 10000 ciclos de minimizacién con el algoritmo steepest descent (SD) con
un cut off de 10 A para interacciones no enlazantes, mientras que las interacciones

electrostaticas fueron modeladas con el método Ewald ©? de malla de particulas.

Preparacion y simulacion de sistemas solvatados®

Como punto de partida para las simulaciones de fdMD se tomd la estructura minimizada de la

proteina, sin agua y sin contraiones. La proteina fue solvatada con la caja de solvatacion de
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ligando equilibrada correspondiente, se eliminaron las moléculas existentes a una distancia
menor de 1.0 A de la proteina, se selecciond la distancia minima desde el borde de la caja,
teniendo en cuenta el tamafio del ligando y la forma de la proteina, por lo que se colocd una
cantidad razonable de ligandos en la caja de simulacion, utilizando valores de 11 a 20 A.
Finalmente, se agregaron contraiones cuando fue necesario; esto solo se realiza para la

metodologia 4 (ver mas abajo descripcion de los métodos).

El campo de fuerza ff14SB se utiliz6 para calculos posteriores y ParmEd para modificar la
topologia con el objetivo de utilizar el reparto de masa de hidrégeno (HMR) para poder utilizar
periodos de integracion de 4 fs y agregar un potencial de repulsion de Lennard-Jones,
poniendo a cero la parte atractiva (B.g o = 0), entre los atomos C99 de los ligandos, con =
0.01 kecal - mol'y R, = 23.0 A

Descripcion de los métodos utilizados

Se utilizaron 3 métodos, dependiendo del nimero de ligandos y el método para colocarlos en la

caja de simulacion.

Método 1: El ligando se coloca aleatoriamente y se realizan 8 réplicas que empiezan con la

misma posicion del ligando. El método 1 se emplea como un control.

Método 2: Se utiliza Autodock Vina®® para realizar un docking del ligando utilizando parametros
por defecto y usando la proteina completa como caja de busqueda. Las estructuras ya tienen
aplicado el potencial de Lennard-Jones repulsivo en C99 para evitar la aglomeracion. Del
docking obtenido se seleccionan las 8 poses mejores, cada réplica esta definida por la
variacion en los términos del hamiltoniano. En el método 2, los ligandos ya estan en BSs de la
proteina y se emplea para ver si un docking previo es mejor que colocar los ligandos

aleatoriamente como se hace en el método 3.

Método 3: Es el método fdMD propiamente dicho. Se toma como estructura a trabajar las
estructuras solvatadas y pre-equilbradas de fdMD, ya con el potencial repulsivo en C99 de
Lennard-Jones para evitar la aglomeracion. Asi se multiplican las opciones, puesto que se

trataria de que cada réplica tendria entre 9 y 26 ligandos a la vez.

Para el método 1 los célculos REMD se ejecutan con cut-off de 10 A, 4 fs de tiempo de

integracion, nstlim = 125 (numero de pasos antes de cada cambio en las réplicas), y numexchg
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= 100000 (intentos de intercambio entre réplicas, ver Figura 2), con lo tenemos 50 ns de

produccién en cada réplica.

Para los métodos 2 y 3 los célculos REMD se ejecutan con cut-off de 10 A, 4 fs de integracion,

nstlim = 125, y numexchg = 50000, con lo tenemos 25 ns de produccion en cada réplica.

El propdsito del proyecto en resumen es realizar H-REMD utilizando como parametros a variar
en las réplicas el potencial de Lennard-Jones y el radio de van der Waals para las interacciones
proteina-ligando. El objetivo de esta técnica es acelerar el muestreo conformacional y predecir
el binding site y la binding pose de ligandos. Para los ligandos estudiados FO31 y F035 se
probd la metodologia fdMD mediante un sistema de ligando-proteina donde la estructura de la
proteina era la estructura experimental del ligando unido a esa proteina (marcado con el

nombre del ligando).
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RESULTADOS
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RESULTADOS

A la hora del analisis de los resultados con el software Chimera® se visualizan los sitios a
donde se dirige el ligando y ademas se obtiene el listado de residuos de aminoacidos de la
proteina que se encuentran a una distancia menor que 3.6 A de ligando para cada uno de los
clusteres representativos, 13 en total (ver tablas 2 y 3). Luego mediante el analisis de los tres
descriptores (cluster members, AG y K, e») Se le da una puntuacion a cada BS del listado para
comprobar si los mejores resultados corresponden al sitio de uniéon experimental y asi poder
sugerir, en nuevos casos problemas donde no se conozca el sitio de union experimental que
con el calculo de estos descriptores se es capaz de predecir cual es el BS correcto donde se

une un determinado ligando a su correspondiente proteina.

Es necesario aclarar que el BS se refiere al sitio de unién del ligando con la proteina diana y
que la pose es la conformacién adoptada por el ligando al interactuar con el BS; un ligando
puede encontrar el BS experimental pero con una conformacién diferente a la pose
experimental, para ello se calcula la RMSD minima (root mean square deviation, de sus siglas
en inglés), medida de la exactitud que puede tener el docking a la hora de predecir una pose
optima. Cuando este valor es menor a 2 A se considera que la pose es correcta ©%. En los
casos en los que el ligando encuentra su sitio experimental se calculd también la RMSD
minima para saber si el ligando no solo es capaz de llegar al sitio de unién correcto, sino que
ademas lo hace en la pose correcta, indicando entonces que el acoplamiento reproduce
correctamente la forma de unién y las interacciones presentes entre el ligando y la proteina en

ambos casos.

Segun el total de veces que llega un ligando a un sitio determinado se obtienen, para cada uno
de los ligandos en cada meétodo, diferentes clusteres representativos. A partir del cluster
original se obtiene un conjunto de clusteres representativos que indican las zonas donde mas
tiempo permanece el ligando. Para determinar dichos clusteres se selecciona el elemento con
mayor numero de snapshots del cluster obtenido y todos aquellos elementos cuyo valor de

snapshots sea mayor o igual al 20% ©*de dicho elemento.

Cuando el numero de miembros del cluster representativo es elevado significa que el ligando

ha estado por esa zona durante tiempo suficiente para considerar que las interacciones que
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tienen lugar en ese sitio son buenas, o sea las energias del sistema son bajas y se toma esta

zona como zona de interés.

La energia de union (AG) es uno de los descriptores para medir la afinidad existente entre el
ligando y la proteina una vez formado el complejo. AG se expresa en kcal/mol y tendra un valor

negativo que se traduce en una mayor afinidad del sistema proteina-ligando.

La energia de enlace K, es la encargada de predecir la afinidad del complejo
ligando-proteina basandose en las redes neuronales convolucionales 3D de ultima generacion
(%), Varios autores apuntan a K.z, como el mejor indicador para un sistema de scoring por la

velocidad, el rendimiento y la facilidad de obtener este parametro.

Ligando F031

Método 1

Para el ligando FO31 método 1 en lugar de encontrar la pose experimental se observa como los
dos representativos de los clusteres mas poblados (Tabla 2) indican nuevos BSs. Estos BS 1y
2 (Figuras 3 y 4, respectivamente) al ser diferentes del BS experimental ®" para el ligando F031

son considerados como falsos positivos.

Método 2

El ligando FO31 con el método 2 encuentra su pose experimental, S1' (Figura 5) y al analizar
los valores de los descriptores (Tabla 2) se observa un solo cluster representativo, muy poblado
y ademas los valores energéticos de AG y K, son valores bajos demostrando que los
enlaces del complejo ligando-proteina son estables y con una alta afinidad. En este caso donde
el ligando encuentra su BS experimental se comprueba los resultados del docking calculando la
RMSD minima y se obtiene un valor igual a 0.86 A, asi que efectivamente el ligando con esta
metodologia no solo es capaz de encontrar su BS experimental, sino que se une a él con la
orientacion correcta. Por tanto, se podria afirmar que para el ligando F031, la metodologia 2 es
lo suficientemente robusta para favorecer la union entre el ligando y la proteina en el sitio de

unién y en la pose correcta.
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Método 3

Para el ligando FO031 método 3 se obtuvieron cuatro clisteres representativos. El primer cluster
(Tabla 2) es el unico que encuentra el BS experimental, S1' (Figura 6), es el mas poblado con
200 miembros por lo que el ligando ha estado por esa zona durante tiempo suficiente para
considerar que las interacciones que tienen lugar en ese sitio son buenas, cuando se comparan
sus valores energéticos estos son valores bajos por lo que que el complejo deberia ser estable
y con una alta afinidad. En este caso también se calculé la RMSD minima (1.32 A) para
comprobar que la metodologia 3, al igual que la 2, no solo encuentra el BS experimental, sino

que ademas el ligando llegue a su sitio experimental en la forma correcta.

El segundo cluster representativo (Tabla 2) esta compuesto por miembros que describen al
ligando en un sitio de unién que, aunque difiere del experimental, es un BS ya descrito
previamente por Radeva y col.®”, S6 (Figura 7). Podria para este caso aumentarse el tiempo
de la dinamica para saber si el ligando permanece en el sitio S6 o se adentra en la proteina
hasta llegar a su sitio de union experimental S1' (Anexo 1), por el momento se clasifica como
un falso positivo, este resultado concuerda con Privat y col. © donde descartan al pocket S6 y

lo clasifican como un sitio espurio.

Los 2 ultimos clusteres (Tabla 2) que se obtienen con este método corresponden con nuevos
sitios de union definidos en el trabajo como BS 3 y 4 (Figuras 8 y 9, respectivamente). Al
comparar los valores de los descriptores de estos dos BS con los valores de los clusteres
anteriores cuantivamente parecen peores por lo que serian sitios menos favorecidos que se

clasifican entonces como falsos positivos.

Al constar esta metodologia con cuatro clusteres representativos y que uno de ellos termine
con el ligando en el BS experimental (S1') permite confrontar los resultados de cada descriptor
para cada cluster y comprobar si en el caso donde no se conozca el sitio de unién experimental
comparando los valores obtenidos para los descriptores se es capaz de distinguir cual del total
de clusteres representativos que se tenga correspondera al BS experimental y cuales
representaran sitios espurios. Si se analizan los valores correspondientes a la metodologia 4
(Tabla 2) se observa, efectivamente, que el mejor valor del descriptor cluster members
coinciden con el BS experimental, S1' (Figura 6) y que ademas el valor de AG sale bastante
bien; o sea de los tres descriptores propuestos 2 nos indican que S1' es el sitio mas favorecido;

por lo que parece indicar que bastaria con comparar los valores de los descriptores propuestos,
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en la metodologia fdMD, para predecir el BS experimental (que seria el sitio de unidon mas
favorecido) y los sitios que representan falsos positivos. Sefalar que el descriptor cluster
members es el mas robusto ya que sale siempre mejor para la pose experimental pero para
poder hacer cualquier afirmacion se hace obligatorio alargar el tiempo de simulacion de la
dinamica y ampliar el set estudiado para poder tener una mayor replicabilidad en los resultados

y poder validar el método.

Tabla 2. Resultados obtenidos para el ligando F031 con cada metodologia.

Método 1 Pocket Cluster AG (kcal/mol) |Ky, (kcal/mol)
members
Experimental S1' BS 1 811 -9.51 -4.87
epsilon=1.5 BS 2 330 -9.74 -4.72
minpoints=2
Método 2 Pocket Cluster AG (kcal/mol) | K, (kcal/mol)
members
Experimental S1' |Experimental S1' 943 -9.69 -6.05
epsilon=1.5
minpoints=4
Método 3 Pocket Cluster AG (kcal/mol) | K, (kcal/mol)
members
Experimental S1' |Experimental S1' 200 -6.56 -5.26
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epsilon=1.5 S6 118 -6.65 -6.48

minpoints=4 BS 3 51 -1.57 -5.76

BS 4 45 -3.02 -5.49

Listado de residuos de aminoacidos para cada cluster y su correspondiente figura

Figura 3. Sitio de interaccion del ligando FO31 con la endotiapepsina por el método 1 (BS 1)

BS 1: TYR226 VAL248 GLY249 GLY250 PHE291 GLN295
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Figura 4. Sitio de interaccion del ligando FO31 con la endotiapepsina por el método 1 (BS 2)
BS 2: ALA187 VAL188 SER189 THR190 GLU196 TRP197
THR198 ASP215 GLY216

Figura 5. Sitio de interaccion del ligando FO31 con la endotiapepsina por el método 2

(Experimental S1') ¢
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Experimental S1": GLY37 GLY80 PHE194 ILE217 ASH219 ILE 300
GLY301 ILE302 ILE304

Figura 6. Sitio de interaccion del ligando FO31 con la endotiapepsina por el método 3

(Experimental S1') ¢

Experimental S1": GLY80 PHE194 ILE217  ASH219 THR222 ILE300
ILE302 ILE304

Figura 7. Sitio de interaccion del ligando FO31 con la endotiapepsina por el método 3 (S6) ¢V

S6: ASH15  THR223 LEU224 VAL248 PHE280 ILE283  PHE291
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Figura 8. Sitio de interaccion del ligando F031 con la endotiapepsina por el método 3 (BS 3)

BS 3: LYS149 ALA150 PRO155 GLY319 ALA320 THR321

Figura 9. Sitio de interaccion del ligando F031 con la endotiapepsina por el método 3 (BS 4)

BS 4: THR184 TYR185 THR186 THR200 GLY267 SER268
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Ligando F035

Método 1

Para el segundo ligando estudiado, F035, en el método 1 se obtienen 2 representativos del
cluster (Tabla 3) bastante poblados indicando que el ligando permanece por esas zonas por un
buen tiempo por lo que se debe considerar para futuras investigaciones de BS nuevos; pero por
el momento se consideran como falsos positivos a los BS 5 y 6 (Figuras 10 y 11,
respectivamente) ya que no coinciden con los sitios experimentales S3 y S6 (Anexo 1) para

este ligando.

Método 2

Para el ligando F035, método 2, se determinan también dos clusteres (Tabla 3) lo
suficientemente poblados pero ninguno coincide con el BS experimental (Anexo 1), por lo que
S1y BS 5 (Figura 12 y 13 respectivamente) son considerados como sitios espurios. Se debe
sefalar que el primer cluster representativo es el que tiene un mayor valor del descriptor cluster
members para este ligando en general, por tanto el sitio de union S1 (Figura 12) es donde por
mas tiempo ha permanecido el ligando y ademas a este sitio de union le corresponde el mejor

valor de K, siendo entonces el sitio de union S1 el mas favorecido.

Método 3

Para el ligando F035 método 3 se obtiene también dos clusteres representativos (Tabla 3) con
valores que a simple vista nos pueden parecer adecuados en cuanto a numero de miembros
del cluster y los valores energéticos pero cuando se observa su listado de residuos y sus
figuras 14 y 15 y se comparan con los datos experimentales se ve que el ligando se dirige a BS
nuevos no a los sitios experimentales por tanto una vez mas se consideran a los BS 6y 7

(Figuras 14 y 15, respectivamente) como falsos positivos.

45



Tabla 3. Resultados obtenidos para el ligando F035 con cada metodologia.

Método 1 Pocket Cluster AG (kcal/mol) KDEEP
members (kcal/mol)
Experimental S3 BS 5 663 -36.2 -4.37
y S6
epsilon=1 BS 6 980 -41.72 -3.79
minpoints=4
Método 2 Pocket Cluster AG (kcal/mol) |K, (kcal/mol)
members
Experimental S3 S1 2142 -27.83 -5.55
y S6
epsilon=1.5 BS 5 2062 -28.25 -4.1
minpoints=4
Método 3 Pocket Cluster AG (kcal/mol) [K,ge (kcal/mol)
members
Experimental S3 BS 6 921 -23.07 -3,76
y S6
epsilon=1.5 BS 7 479 -15.0 -4.1

minpoints=4




Para el ligando F035 no se calculé la RMSD porque en ningun caso el ligando encuentra su

sitio de union experimental.

Cuando comparamos los resultados de los clusteres entre ambos métodos para este ligando
(Tabla 3) el mejor valor del descriptor cluster members y el de K., corresponden en el método
2, al sitio S1 por tanto los descriptores parecen indicar que este sitio es el mas favorecido y si
se aumentara el tiempo de simulacion de la dinamica molecular es muy probable que el ligando
encuentre su BS experimental S3 que se encuentra muy proximo a S1 (Anexo1). De aca se
puede concluir que los descriptores propuestos serian capaces de predecir el sitio de union
correcto con un tiempo de simulacién mayor y que la metodologia 2 parece ser la mas

adecuada.

Listado de residuos de aminoacidos para cada cluster y su correspondiente figura

Figura 10. Sitio de interaccion del ligando FO35 con la endotiapepsina por el método 1 (BS 5)

BS 5: TYR163 HIP164 ASP276 ASP279
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Figura 11. Sitio de interaccion del ligando FO35 con la endotiapepsina por el método 1 (BS 6)

BS6: ASP54  GLY55 THR117 GLU118 SER120

Figura 12. Sitio de interaccién del ligando FO035 con la endotiapepsina por el método 2 (S1)©"

S1: ASP35 GLY37 SERS38 SER78 TYR79 GLY80 PHE194 ILE217
ASH219 THR222 ILE302 ILE304
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Figura 13. Sitio de interaccion del ligando FO35 con la endotiapepsina por el método 2 (BS 5)

BS 5: TYR163 HIP164 ASP276 ASP279

Figura 14. Sitio de interaccion del ligando FO35 con la endotiapepsina por el método 3 (BS 6)

BS 6: ASP54 GLY55 THR117 GLU118 SER120
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Figura 15. Sitio de interaccion del ligando FO35 con la endotiapepsina por el método 3 (BS 7)

BS 7: THR180 VAL272 SER329 LYS330
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DISCUSION
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DISCUSION

De los datos experimentales ©" conocemos que el ligando FO31 se une a la endotiapepsina en
el sitio S1' y el ligando FO35 en los sitios S3 y S6. Estos resultados fueron corroborados a
través del método fdMD utilizando cMD ©. Sin embargo, mediante el método fdMD utilizando
H-REMD, después de analizar cada uno de los 13 clusteres representativos que fueron
encontrados, se concluye que el ligando FO31 encuentra la pose experimental con 2 de las
metodologias ensayadas (método 2 y método 3), a diferencia del ligando F035, que no
encuentra ninguna de sus poses experimentales. Estos resultados sugieren la necesidad de
ampliar la duracion de la dinamica molecular en todas las metodologias para comprobar si: con
un incremento en el tiempo de simulacion ambos ligandos serian capaces de encontrar su BS
experimental ya que si se analizan los resultados obtenidos y las condiciones de la dinamica
del método fdMD utilizando cMD se observa como con cMD se logrd predecir con exactitud y
confianza para cada ligando su sitio experimental y diferenciar los falsos positivos gracias a que
el tiempo de simulacion de la dinamica fue de 200 ns y en los casos dudosos se extendié hasta

1us, mucho mayor que lo que se simulé con H-REMD, donde el tiempo maximo fue de 50ns.

Segun lo obtenido en cada una de las tres metodologias, que difieren en cuanto al numero de
ligandos y su colocacién en la caja de simulacién, (descripcién de las metodologias en la
seccion de materiales y métodos) tenemos: con respecto a la metodologia 1, que el ligando
F031 encuentra 2 nuevos BS no definidos anteriormente en la literatura’"'? y con algunos
valores similares de los descriptores a otras metodologias en donde el ligando encontré su
pose experimental pero aun asi fueron considerados falsos positivos. Para el ligando F035
también encuentra 2 BSs nuevos que, mediante el analisis de los descriptores y conociendo la
experimental, fueron considerados como falsos positivos. Podemos concluir que el método 1 no

fue capaz de encontrar el sitio de unién experimental.

Con las metodologias 2 y 3 el ligando FO31 encuentran la experimental, por lo que se concluye
que mejorando el muestreo conformacional se obtienen mejores resultados en la prediccion de
sitios de unién como en la forma en la que se une el ligando la endotiapepsina y permite
entonces pasar a otras etapas sucesivas del disefio de farmacos que terminan con la sintesis

quimica de medicamentos que van a ser capaces de unirse a la diana terapéutica y lograr el
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efecto farmacologico deseado de forma mas rapida y mas estable en el organismo, lo que

permite una mayor duracion del efecto farmacolégico.

Las metodologias 2 y 3, para el ligando F035, tenian 2 representativos por cada método, pero
en ningun caso a pesar de lo poblado de sus clusteres y sus valores de energias el ligando
llega a su sitio de unién experimental por lo que ambas metodologias solo arrojaron falsos
positivos. En la metodologia 2 a uno de los cluster representativos le corresponden los mejores
valores de cluster members y K, y el ligando en este caso llega a un sitio de union muy
proximo a uno de sus experimentales por lo que una vez mas se demuestra que si se ampliara
el tiempo de simulacion de la dinamica los ligandos serian capaces de encontrar sus

respectivos BSs.

Podemos concluir que para el caso en estudio los descriptores cluster members, AG y Ky.cp
son Uutiles a la hora de puntuar los resultados del docking y corroborar si el ligando ha
encontrado su BS experimental o si es un falso positivo, aunque se recomienda en
investigaciones futuras en donde no se conozca el sitio de union experimental utilizar ademas
de estos otros descriptores que permitan discriminar entre sitios correctos y espurios y faciliten
y agilicen mucho mas el proceso de scoring y aumenten la fiabilidad del método fdMD para el
disefo racional de farmacos. Estos descriptores pueden ser la variabilidad topolégica,

distribucion de carga eléctrica, superficie polar, entre otros.

El analisis de los resultados que se fueron obteniendo tanto del docking como del scoring, la
visualizacién de las figuras y la lista de los 13 residuos de aminoacidos de todos los BS
(Figuras de la 3 a la 15) incentivé a una busqueda bibliografica sobre los sitios de unién
previamente definidos en la literatura no solo por Radeva y col.®" sino también por Jumde y
col." y por Huschmann y col.'”? y se encontrd que los BS declarados como “nuevos” durante
la investigacion: BS 1 y 2 (Figura 3 y 4 respectivamente), BS 5 (Figura 10 y 13), BS 6 (Figuras
11y 14) y BS 7 (Figura 15) no han sido previamente definidos, por lo que se sugiere investigar
mas a fondo estos BSs ya que si podrian ser BSs nuevos; para estos sitios los valores de los
descriptores son valores correctos, los cliusteres estan bien poblados y ademas presenta

valores energéticos que indican estabilidad del complejo.

Con el método 1 ambos ligandos se dirigen a BS no descritos anteriormente: BS 1 y BS2
(Figura 3 y 4 respectivamente) para el ligando FO031 y BS 5 (Figura 10y 13) y BS 6 (Figuras 11

y 14) para el ligando F035. Si posteriormente se verificara que estos BSs son nuevos
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podriamos afirmar que la metodologia 1 es efectiva a la hora de predecir nuevos sitios de unién
de ligandos a proteinas, aspecto positivo para el disefio posterior de nuevos farmacos. Incluso
en el caso del ligando FO035 con la metodologia 2 uno de los dos representativos corresponde
al BS 5, también encontrado por el ligando FO035 en el método 1 y para el método 3 también
ocurre similar, uno de los representativos corresponde al BS 6 también encontrado por el
ligando en el método 1. Este comportamiento nos incentiva a seguir apostando por estas
metodologias y perfeccionarlas hasta lograr una optimizacion del método fdMD para

perfeccionar y agilizar finalmente el disefio racional de farmacos.
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CONCLUSIONES

3.

Con el andlisis de las dinamicas moleculares H-REMD, se concluye que con los
métodos 2 y 3, el ligando FO031 no solo es capaz de llegar el sitio de unién correcto, sino
que ademas lo hace en la pose correcta.

Después de clusterizar las dinamicas H-REMD se concluye que: el ligando F031
encuentra su pose experimental S1' con 2 metodologias, a diferencia del ligando F035
que no encuentra su pose experimental S3 y S6. De ahi que se recomienda ampliar el
tiempo de simulacién de la dinamica molecular y calcular nuevamente los descriptores
en funcién de conocer con exactitud el final de estos ligandos, y asi determinar si los
sitios de unién visitados por los ligandos diferentes al experimental se pueden clasificar
como binding sites nuevos o sitios espurios.

Ademas, de la energia MMGBSA se podria concluir que, tanto la poblacion de
miembros que tenga cada cluster asi como la energia de enlace K., son utiles para
puntuar los resultados del docking y corroborar si el ligando ha encontrado su BS
experimental o si es un falso positivo. Ademas de estos descriptores, en el caso en los
que no se conozca la pose experimental, también se pueden utilizar otros descriptores
como la variabilidad topolégica, distribucion de carga eléctrica, superficie polar, entre
otros, que permitan discriminar entre sitios correctos y espurios y faciliten mucho mas el

proceso de scoring.
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ANEXOS

Anexo 1. Representacion de superficie EP excluida del disolvente con todos los bolsillos de

union definidos indicados por esferas (PDB 4Y5L).?"
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