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RESUMEN

El receptor de rianodina (RyR1) es una proteina que es la responsable de
mantener los niveles de calcio intracelular en células musculares (miocitos). En
algunas distrofias musculares se detecta un trasvase de i6n calcio del reticulo
sarcoplasmico (RS) al citosol dentro de los miocitos provocando la disminuciéon de
la contractibilidad en los musculos. En un estudio anterior de nuestro laboratorio
se ha encontrado que el compuesto triazélico AHK1 tiene actividad restauradora
del flujo de i6n calcio en miocitos distréficos actuando sobre RyR1.

El objetivo del trabajo es el estudio computacional de la interaccién de una serie de
moléculas disenadas a partir de AHK1 sobre el sistema Calstabinal/RyR1 con el
fin de seleccionar moléculas optimizadas para minimizar la pérdida de calcio en

musculos distroéficos.

El estudio computacional se ha llevado a cabo empleando metodologias que
modelizan las interacciones entre proteinas y ligandos (docking). Para ello se han

utilizado los siguientes programas:

CS ChemDraw Ultra (version 12.0.3.1216)
Avogadro (versién 1.2.0)

AutoDockTools (versién 1.5.6. Sep_17_14)
AutoDock 4.2.1 (ADRR)

AutoDock FR (ADFR)

VMD 1.9.3

Chimera (version 1.12)

® N oA W N e

LigPlot (versién v. 1.4.5)

Se han realizado 50 calculos de docking por cada ligando con el fin de obtener
valores estadisticos de las energias de interaccion y constantes de inhibicién. Del
analisis del resultado también se han obtenido las conformaciones que presentan
las menores energias asi como los histogramas de distribucion de la energias de

los diferentes grupos de estructuras moleculares (“clusters”).



Los estudios de docking se han efectuado teniendo en cuenta dos aproximaciones
diferentes. Una, AutoDock Rigid Receptor (ADRR), empleando un receptor rigido
formado por el complejo Calstabinal/RyR1 y otra, AutoDock Flexible Receptor

(ADFR), empleando un receptor con cadenas laterales flexibles.

Las variaciones estructurales de los ligandos estudiados se han realizado en tres
posiciones diferentes de la molécula sobre la estructura de AHK1. Los resultados
indican que el ligando con mayor afinidad contiene los grupos: carboxilato (en un
extremo), bencilo (préximo al carboxilato) y un grupo tiofenilo (en el extremo
opuesto) con un sustituyente amonio y otro sustituyente nitro. Este dltimo grupo
se ha cambiado por una quinolina con un grupo nitro, y ha mejorado los

resultados.

La molécula reguladora de RyR1 mas activa descrita previamente es ARM210 con
una energia de enlace (ADRR) de -7.12 kcal/mol la cual se ha minimizado a -10,26
kcal/mol empleando la aproximacién ADFR. A partir de aqui se han disefiado
nuevas moléculas AHK, y se ha logrado minimizar ain mas la energia,

consiguiendo llegar hasta -14,7 kcal/mol.

Finalmente, con la ayuda del programa LigPlot se han identificado los grupos de las
moléculas optimizadas de AHK y los aminoacidos del complejo Calstabinal/RyR1
que mas contribuyen a las interacciones ligando-receptor. Las representaciones se

han realizado con la ayuda de Chimera y VMD.



SUMMARY

The ryanodine receptor (RyR1) is a protein that is responsible for maintaining
intracellular calcium levels in muscle cells (myocytes). In some muscular
dystrophies, a transfer of calcium ion from the sarcoplasmic reticulum (SR) to the
cytosol is detected inside the myocytes, causing a decrease in the contractility in
the muscles. In a previous study in our laboratory it was found that the triazolic
compound AHK1 has calcium ion flow restoring activity in dystrophic myocytes
acting on RyR1. The objective of the work is the computational study of the
interaction of series of molecules designed from AHK1 on the Calstabinl / RyR1
system in order to select optimized molecules to minimize the loss of calcium in

dystrophic muscles.

The computational study has been carried out using methodologies that model the
interactions between proteins and ligands (docking). For this, we have used the

following programs:

CS ChemDraw Ultra (12.0.3.1216 version)
Avogadro (1.2.0 version)

AutoDockTools (1.5.6. Sep_17_14 version)
AutoDock 4.2.1 (ADRR)

AutoDock FR (ADFR)

VMD 1.9.3

Chimera (1.12 version)

©® N ok W N e

LigPlot (v. 1.4.5 version)

50 docking calculations have been performed for each ligand in order to obtain
statistical values of the interaction energies and inhibition constants. From the
analysis of the result we have also obtained the conformations that show the
lowest energies as well as the distribution histograms of the energies of the

different groups of molecular structures ("clusters").



The docking studies have been carried out taking into account two different
approaches. One, AutoDock Rigid Receptor (ADRR), using a rigid receptor formed
by the Calstabinal / RyR1 complex and another, AutoDock Flexible Receptor
(ADFR), using a receptor with flexible side chains.

The structural variations of the studied ligands have been carried out in three
different positions of the molecule on the structure of AHK1. The results indicate
that the ligand with the highest affinity contains the groups: carboxylate (at one
end), benzyl (close to the carboxylate) and a thiophenyl group (at the opposite
end) with an ammonium substituent and another nitro substituent. This last group

has been changed to a quinoline with a nitro group, and has improved the results.

The previously described most active RyR1 regulatory molecule is ARM210 with a
binding energy (ADRR) of -7.12 kcal / mol which has been minimized to -10.26
kcal / mol using the approximation of ADFR. From here, new AHK molecules have
been designed, and the energy has been further minimized, reaching up to -14.7

kcal / mol.

Finally, with the help of the LigPlot program, the groups of the optimized AHK
molecules and the aminoacids of the Calstabin1l / RyR1 complex that contribute
most to ligand-receptor interactions have been identified. The representations

have been made with the help of Chimera and VMD.
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1. Introduccion

1.1. Distrofias musculares y receptor de rianodina RyR1

Este trabajo se basa en mejorar mediante técnicas de quimica computacional el
nuevo compuesto AHK1 para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne,
descubierto durante una colaboracién cientifica entre el Departamento de Quimica
Organica-1 de la UPV/EHU y la Unidad de Neurociencias del Instituto Biodonostial.
Para ello se estudia la interaccion del receptor de rianodina (RyR1) con su
modulador (Calstabinal), detectando las zonas en las que el compuesto AHK1

interacciona de una forma mads estable para su mejor funcionamiento.

Las distrofias musculares son un conjunto de enfermedades que causan debilidad
progresiva y pérdida de la masa muscular.? Muchas de ellas son provocadas por
mutaciones genéticas que interfieren la produccién de proteinas necesarias para
formar un musculo sano. Hay muchos tipos diferentes de distrofias musculares
que varian en gravedad, edad de comienzo de sintomas y especial afeccién a

grupos de pacientes concretos.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un trastorno genético caracterizado
por la degeneracion y debilidad muscular progresiva. La DMD est4 causada por la
ausencia de distrofina, una proteina que ayuda a mantener en contacto los
principales componentes de la membrana de las células musculares (miocitos). El
inicio de los sintomas se produce, por lo general entre los 3 y los 5 afios y afecta

casi exclusivamente a nifios varones.

La DMD afecta a uno de cada 3.500-6.000 nacimientos masculinos cada afio en los
Estados Unidos3. Normalmente se detecta durante los primeros afos, progresa

rapidamente, provoca la incapacidad de caminar a los nifios afectados alrededor de

1 Aizpurua, ].M.; Irastorza, A.; Ferron, P, Miranda, ].I; Vallejo, A.; Lopez de Munain, A)J.; Toral, I; Aldanondo, G.

2 Para obtener informacién actualizada sobre la distrofia muscular de Duchenne y los enfoques terapéuticos actuales,
consultar: a) https://www.mda.org/disease/duchenne-muscular-dystrophy. b) Rao, M. V.; Sindhav, G. M.; Mehta, J. J. Ann.
Indian Acad. Neur. 2014, 17, 303. ¢) Mercuri, E.; Muntoni, F. Lancet 2013, 381, 845. d) Flanigan, K. M. Semin. Neurol. 2012,
32, 255. e) Bushby, K;; Finkel, R.; Birnkrant, D. ].; Case, L. E.; Clemens, P. R.; Cripe, L.; Kaul, A,; Kinnett, K.; McDonald, C.;
Pandya, S.; Poysky, J.; Shapiro, F.; Tomezsko, ].; Constantin, C. Lancet 2010, 9, 77. f) Emery, A. E. Lancet 2002, 359, 687.

3 Monaco, A. P.; Neve, R. L,; Colletti-Feener, C.; Bertelson, C. ].; Kurnit, D. M.; Kunkel, L. M. Nature 1986, 323, 646.




los 12 afios y, algunos afios después, necesitan un respirador para respirar. La
esperanza de vida es menor de 25 afios para los pacientes con DMD#. Actualmente

no existe un tratamiento terapéutico eficaz parala DMD>.

Los musculos esqueléticos® estdn formados por fibras musculares’ que contienen
miocitos o células musculares (Figura 1). Los miocitos pueden contener mas de un
nucleo e incluir en su estructura miofibrillas, que son largos filamentos de proteina
compuestos de actina (filamento delgado) y miosina (filamento grueso). Las
unidades repetidas de actina y miosina reunidas se denominan sarcémeros, que

son las unidades funcionales basicas de la fibra muscular.
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Figura 1. Estructura de los musculos esqueléticos y los miocitos (A) Las miofibrillas estan
rodeadas por el fluido sarcolema (B). Los sarcomeros son las unidades contractiles de las
miofibrillas. Su longitud se acorta tras la activacion del complejo actina/miosina por el i6n
calcio. (C) Vista esquematica de los canales de calcio principales de la membrana de
miocitos: canales receptores de dihidropiridina (Cav1.1), canales receptores de rianodina
(RyR1) y canales SERCA (bombas de i6n calcio activadas por ATPasa) .

4a) Bushby, K. M.; Goodship, J. A;; Nicholson, L. V.; Johnson, M. A,; Haggerty, [. D.; GardnerMedwin, D. Neuromusc. Disord.
1993, 3, 57. b) Hoffman, E. P.; Arahata, K.; Minetti, C.; Bonilla, E.; Rowland, L. P. Neurology 1992, 42, 967. c) Richards, C. S,;

Watkins, S. C.; Hoffman, E. P.; Schneider, N. R.; Milsark, I. W.; Katz, K. S.; Cook, ]J. D.; Kunkel, L. M.; Cortada, J. M. Am. J. Hum.
Genet. 1990, 46, 672.

5 Fairclough, R. ].; Wood, M. ].; Davies, K. E. Nat. Rev. Genet. 2013, 14,373

6 Birbrair, A.; Zhang, T.; Wang, Z.-M.; Messi, M. L.; Enikolopov, G. N.; Mintz, A.; Delbono, O. Stem Cells Dev. 2012, 22, 2298.
7 Zammit, P. S,; Partridge, T. A.; Yablonka-Reuveni, Z. J. Histochem. Cytochem. 2006, 54,1177



1.2.

[Ca2*] intraplasmatico e interaccion Calstabinal/RyR1

La interaccion entre actina y miosina se desencadena y modula mediante un

cambio periddico en la concentracién de Ca?* dentro del fluido de sarcoplasma de

los miocitos y es el responsable dltimo de la contraccién muscular (concentracién

alta de Ca?*) y la relajacion (baja concentracion de Ca2+). En condiciones de reposo,

el i6n calcio se acumula dentro del reticulo sarcoplasmico (RS), un complejo de

membrana que forma una red tubular de cisternas alrededor de cada miofibrilla

(Figura 2). En un musculo esquelético normal, el proceso de acoplamiento

excitacion-contraccion (EC) comienza en el cerebro, donde la sefial para la

contraccion se envia a la membrana del tubulo-T causando la despolarizacion y

activacion (apertura) de los canales de Cav1.1 (sensores de voltaje del receptor de

dihidropiridina). Esto desencadena al mismo tiempo la apertura de los canales del

receptor de rianodina (RyR1)8, abre el reticulo sarcopldsmico (RS) y libera grandes

cantidades de Ca2* al sarcoplasma que conduce finalmente a la contraccién

muscular. Cuando se completa la contraccion, los canales Cav1.1 y RyR1 se cierran

y el Ca?* intracelular vuelve al RS, mediante las bombas de calcio (SERCA)

activadas por ATPasa desde las mitocondrias.
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Figura 2. Comparacién de la
contraccion® de un miocito normal
(arriba) y uno afectado por DMD
(abajo). Una interaccion deficiente
Calstabinal/RyR1 en los DMD
provoca una fuga de Ca2* del
reticulo sarcoplasmico (naranja) al
citoplasma (azul), creando un
acortamiento parcial permanente
en los miotubos DMD que reduce
su contractilidad y provoca su
muerte a largo plazo.

8 a) Witherspoon, ]. W.; Meilleur, K. G. Acta. Neuropathol. Commun. 2016, 4, 121. b) Fill, M.; Copello, ]. A. Physiol. Rev. 2002,

82,893.
9 Saladin, K. S. Anat. Physiol. 2010, 405.
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Como se ha mencionado anteriormente, la DMD es causada por la ausencia de
distrofinal®, que mantiene conectados la membrana del sarcolema y el complejo
actina-miosina en los miocitos. La ausencia de esta proteina causa el mal
funcionamiento del musculo esquelético durante el ciclo de excitacién-contraccion.
En particular, los canales RyR1 estan hipernitrosilados y/o hiperfosforilados, lo
que conduce a interacciones débiles de Calstabinal / RyR1. A su vez, esto da como
resultado un cierre imperfecto del canal RyR1 durante la etapa de reposo del ciclo
EC, que causa una fuga permanente de Ca2* y, por lo tanto, un aumento en la
concentracion de Ca2* intracelularl. A largo plazo, el ciclo incompleto de iones
calcio reduce la contractilidad de los miocitos (rendimiento muscular) hace que las

células estén estresadas y, finalmente, provoca su muerte por apoptosis.

Hoy en dia, se estan desarrollando algunas estrategias terapéuticas en modelos
animales buscando mitigar las alteraciones patolégicas causadas por la
enfermedad. Consisten en el uso de compuestos de bajo peso molecular para
restaurar parcialmente la homeostasis del Ca?* intracelular y para recuperar en lo

posible la funcién normal del muasculo esquelético.

Me / < > COZH
MeO N MeO.__~ N
\C(\) \E;(\
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S

Figura 3. Estructuras moleculares de los compuestos conocidos con mayor actividad
reguladora de Ca2* en miocitos: a la izquierda el compuesto S107 y a la derecha el
compuesto ARM210.

Concretamente, los compuestos S-107 y ARM-21012 son capaces de recuperar
parcialmente la homeostasis del calcio reduciendo la fuga del canal RyR1 y
mejorando la funcién muscular y el rendimiento del ejercicio en modelos de ratén

portador de DMD?3 (Figura 3) . Sin embargo, no han logrado alcanzar un perfil

10 Lapidos, K. A.; Kakkar, R.; McNally, E. M. Circ. Res. 2004, 94, 1023.

11 Bellinger, A. M.; Reiken, S.; Carlson, C.; Mongillo, M.; Liu, X;; Rothman, L.; Matecki, S.; Lacampagne, A.; Marks, A. R. Nat. Med.
2009, 15,325

12 3) Mei, Y.; Xu, L.; Kramer, H. F.; Tomberlin, G. H.; Townsend, C.; Meissner, G. PLOS ONE. 2013, 8, e54208. b) Capogrosso, R.
F.; Mantuano, P.; Uaesoontrachoon, K., Cozzoli, A.; Giustino, A; Dow, T.; Srinivassane, S.; Filipovic, M.; Bell, C;
Vandermeulen, J.; Massari, A. M.; De Bellis, M.; Conte, E.; Pierno, S.; Camerino, G. M.; Liantonio, A.; Nagaraju, K;; De Luca, A.
FASEB].2018,32,1025.

13 a) Kreko-Pierce, T.; Azpurua, J.; Mahoney, R. E.; Eaton, B. A. J. Biol. Chem. 2016, 291, 26045. b) Bellinger, A. M.; Reiken, S.;
Dura, M.; Murphy, P. W.; Deng, S.-X,; Landry, D. W.; Nieman, D.; Lehnart, S. E.; Samaru, M.; LaCampagne, A.; Marks, A. R.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2008, 105, 2198

11



preclinico adecuado y, actualmente, no hay un tratamiento aprobado por la FDA

para miopatias congénitas relacionadas con RyR1.

También es importante sefialar que hasta la fecha no existen publicados estudios
de modelizacién computacional que expliquen a nivel molecular el mecanismo de
funcionamiento de estas moléculas ni tampoco los detalles de la interaccién

Calstabinal/RyR1.

Durante la tesis doctoral de Aitziber Irastorzal?, se establecié una colaboracién con
el Dr. José Ignacio Miranda (SGlker, UPV/EHU), que llevé a cabo los primeros
estudios de interaccion del complejo Calstabinal/RyR1 con la nueva molécula
AHK1 utilizando el paquete de software Autodock FR!>. Las estructuras del
complejo de tetramero Calstabinal/RyR1 (cédigo 3J8H)16 se obtuvieron del
Protein Data Bank (ver Figura 4-A). Solo se us6 un par monomérico para los
calculos. La estructura del ligando triazélico AHK1, derivado formalmente de 3-
metoxitiofenol y glicina confirmé su capacidad de unién con el complejo
Calstabinal/RyR1 y sera utilizado por nosotros para estimar el efecto de los

grupos dadores y aceptores de electrones sobre tales interacciones.

14 Trastorza, A. Tesis UPV/EHU 2017 "1,2,3-Triazoles as key frameworks in drug discovery & metal catalysis"

15 3) Ravindranath, P. A; Forli, S.; Goodsell, D. S.; Olson, A. ].; Sanner, M. F. PLOS Comput. Biol. 2015, 11, €1004586. b) Zhao,
Y.; Stoffler, D.; Sanner, M. Bioinformatics 2006, 22, 2768.

16 Yan, Z,; Bai, X.-C,; Yan, C;; Wu, J; Li1, Z; Xie, T.; Peng, W.; Yin, C.-C,; Li, X;; Scheres, S. H. W,; Shi, Y.; Yan, N. Nature 2015, 517,
50.

12



Calstabina-1

~\n-

‘ AHK1\

Ser-Pro-Pro-Cys-Phe-Val-Ala
1778-1784 (RyR1)

Figura 4. Complejo de tetramero Calstabinal/RyR1, (A) vista superior; (B) vista lateral.
(C) Complejo de monémero Calstabina-1 (violeta)/ RyR1 (azul). (D) Estructura del ligando
de triazol AHK1 introducido en el complejo Calstabinal/RyR1; las cadenas laterales de
color azul oscuro corresponden al segmento RyR1 de los residuos 1778-1784; la
superficie purpura corresponde a la Calstabina-1.

Es preciso indicar que los resultados de los experimentos de docking realizados
con proteinas de grupos rigidos (ADRR) son independientes de las condiciones del
estudio. Sin embargo, no ocurre lo mismo con los calculos de docking realizados
con receptores de grupos flexibles (ADFR). El programa AutoDock-FR permite la
seleccién de un ndmero limitado de grupos flexibles (hasta 11 aminoacidos) vy,
segln su seleccion, las energias de interaccion y las geometrias obtenidas pueden
variar de manera significativa. Por este motivo es importante definir cuales son los
grupos flexibles seleccionados al llevar a cabo un estudio de docking de tipo ADFR.
Concretamente, en este trabajo, que es de grupos mas apolares, y son los

siguientes:

13



Calstabinal (FKBP12) RyR1 (Receptor de rianodina)
Tyr26 Phe1782
Phe36 Val1783
Asp37
Phe46
Phe48
Glu54
Trp59
Phe99

A continuacién se muestra una imagen de la disposiciéon de las cadenas laterales

flexibles seleccionadas en el centro activo del receptor Calstabinal/RyR1.

Figura 5. Cadenas laterales flexibles seleccionadas para el Docking (ADFR) de este trabajo.
Se han seleccionado 8 cadenas flexibles para la Calstabina (cadena B): Tyr26, Phe36,
Asp37, Phe46, Phe48, Glu54, Trp59 y Phe99; y 2 residuos para la cadena de RyR1 (cadena
A): Phel782 y Val1783.

14



2. Hipoétesis y Objetivos

A la vista de los antecedentes comentados, nosotros pensamos que la estructura
del triazol AHK1 podria modificarse creando nuevas moléculas AHKn con una
mayor afinidad por la interfase Calstabinal/RyR1, y, por tanto con un mayor

potencial terapéutico.

Concretamente, pensamos que dicha modificacion podria realizarse en tres
posiciones de la molécula: a) el anillo aromatico del fragmento tioarilo, b) la

cadena alifatica unida a la posiciéon N1 del triazol y c) el grupo carboxilo terminal.

N=N O R®: OH, O, OMe, ... etc
P S\/K/Nw)kw R2: H, Ph, Bn, 'Bu,... etc
RO = R2 R3: H, OH, OMe, NHz, NO, C|, F, CHs,... etc
Figura 6. Molécula AHK general (AHKn).

Para comprobar la hipétesis precedente, nos marcamos los siguientes objetivos:

1) Reproducir los resultados computacionales obtenidos previamente en el
laboratorio para el sistema Calstabinal/AHK1/RyR1 empleando las

metodologias de computacionales correspondientes.

2) Crear una coleccién de estructuras derivadas de AHK1 mediante modificaciones

combinadas en tres posiciones de la molécula.

3) Calcular las energias de asociacién y las constantes de inhibicion mediante

docking molecular.

4) Determinar los residuos-clave de Calstabinal, RyR1 y los fragmentos de los

ligandos AHKn que participan en las interacciones Calstabinal /AHKn/RyR1.

5) Seleccionar los mejores ligandos y proponer una sintesis quimica para los

mismos.
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3. Metodologia

3.1.Fundamento tedrico

En este trabajo se han empleado métodos de calculo y modelizaciéon del tipo
"mecanica molecular” para minimizar la energia conformacional de las estructuras
estudiadas. Seguidamente se resumen los fundamentos tedricos de dichos

métodos.

La mecanica molecularl’ se puede utilizar para calcular las energias relativas de
cada una de las conformaciones de una molécula aplicando las leyes de la Mecanica
Clasica. La energia potencial se expresa como una suma de interacciones de

valencia o interacciones enlazantes y de interacciones no enlazantes. Ec. (1)

V=I/T+V9+V¢+Vw+V,,dW+Vel (1)

Las interacciones enlazantes consisten en estiramiento de enlace (Vi) y
distorsiones angulares. Los términos de flexién de angulo de enlace (Vy), los de
torsion de angulo diedro (V¢) y, a veces, los de inversion (Vw) se incluyen como

distorsiones angulares.

Las interacciones no enlazantes consisten en términos de van der Waals (Vvaw) que
describen paramétricamente la atraccién de dipolo-dipolo incidido de largo
alcance y la repulsién de corto alcance entre dos densidades de electrones, y los
términos electrostaticos (Ver) que describen el caracter idnico parcial de los

enlaces covalentes polares.

La suma de todos los términos de la energia potencial para un d&tomo particular da
una representacion matematica de como ese atomo se moveria bajo la influencia
de los movimientos o desplazamientos de todos los otros dtomos en el sistema; es
decir, la ecuacién de energia potencial es una representacion matematica de las

fuerzas experimentadas por ese atomo. La suma de los términos de energia

17 Rappé A.K; Casewit C.J.; 1997 Molecular mechanics across chemistry
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potencial en un modelo de mecanica molecular a menudo se denomina campo de

fuerza.

Seguidamente se describen las expresiones matematicas de cada uno de los

términos de un campo de fuerza:

1. Estiramiento de enlaces (V)

Todos los desplazamientos atomicos se tratan como armonicos. Es decir, para la
distorsion de estiramiento de un enlace entre los atomos Iy J (Ec 2) la energia
asociada con la vibracion sobre la longitud del enlace de equilibrio viene dada por

la siguiente ecuacion!s:

1 2
V= Eku(r —117) (2)

r : Distancia de enlace deformada entre los &tomos 1y ]
ryj: Distancia de enlace equilibrio entre enlaces 1y ]
ky : Fuerza de enlace entre [ y |

Siendo:

Estiramiento de enlace

Deformacion de
angulo de enlace

\ /

Interacciones no enlazantes

Si un enlace particular en una molécula tiene una distancia de enlace promedio
igual a ryj, entonces como se puede ver en la ecuacion 2, la energia potencial para
ese enlace, Vi, es cero y el enlace determina los pardmetros tales como las

distancias naturales o sin tension, 1y y las constantes de fuerza, ki;.

18 http://biochem-vivek.tripod.com/id26.html
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Cuando se estudia la ruptura del enlace, no se utiliza la funcién arménica, se utiliza

la funcion Morse (Vr) (Ec. 3) para estudiar el estiramiento del enlace.

Vg = Dy[€et—m) —112 - (3)

Dy: Energia de enlace entre los atomos 1y ]

Siendo: rij: Distancia de enlace sin tensién o natural
a: Se obtiene de la ecuacion 4 donde kjes la constante
de fuerza para el tramo entre [ y ]

k) 1/2
“T lZDUl )

— — — Harmonic

Energy (kcal/mol)

Morse

I I 1 I 1
1.25 1.75 2.25 2.75 3.25

r(A)

Grafica 1. Comparacion de la funcion Morse con un estiramiento armoénico. La funcion
Morse describe mas correctamente la disociacion. Por lo tanto, esta funcién deberia usarse
si los enlaces se deforman como en la ruptura de enlace. Se representan las curvas de
energia frente a distancia para un estiramiento armoénico y funcién Morse. Distancia
natural de 1,0 A y una constante de fuerza de 700 kcal / mol- A2 para cada uno. La curva
Morse da una energia de enlace de 100 kcal / mol.

Las aproximaciones en serie a la funcién Morse se usan en algunos campos de

fuerza modernos como MM2.
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2. Deformacién de dngulos de enlace (V)

Las interacciones de deformaciéon de enlace se toman cominmente como funciones
armonicas en 6 (Ec. 5). La siguiente ecuacion proporciona la energia asociada con

la vibracion alrededor del angulo de equilibrio:

1
Vo = Ekux(e - 91]1()2 (5)

0 : Angulo de enlace deformado
Ouk: Angulo de enlace sin tension
kyk: Constante de la fuerza de flexién

Siendo:

By

I L
Figura 7. Representacion geométrica del angulo de enlace.

3. Torsion de dngulos diedros (Vo)

Los potenciales de torsion se utilizan para imitar la preferencia de las
conformaciones alternadas sobre los enlaces sp3-sp3 y la preferencia por las
conformaciones eclipsadas sobre los enlaces sp2-sp2. Un potencial de torsion es la
interaccidn atractiva o repulsiva de dos enlaces o cuatro &tomos |, ], K, L. en torno al

enlace comun JK. (Figura 8, Ec 6).

Dk,

I
Figura 8. Representacion geométrica de un angulo de torsion @.
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m
V¢ = KI]KL z Cn COS n¢ (6)

n=0

¢ : Angulo de torsién
Kiyki: Constante de fuerza

Siendo:

. * Labarrerade rotaciéon V,
Los coeficientes C, dependen de: ¢

* Laperiodicidad del potencial
* Elangulo natural, ¢k,

4. Interacciones de Van der Waals (Wraw)

En los campos de fuerza originales, las interacciones no enlazantes (fuerzas de Van
der Waals) se incluyen utilizando la funcién Lennard-Jones, Ec 7, o una repulsién

exponencial, Ec 8.

Ay By

- 7
s O

Voaw =
Voaw = A€7PP (8)

p : Distancia no enlazante
Ay, Ay B: Parametros de repulsion en la pared interna
Byj: Describe la atraccién de Van der Waals entre los &tomos

Siendo:

Alternativamente, se puede emplear el potencial de Buckingham, Ec 9.

—8p _ Co
Voaw = A€™FP ~ 56 €)
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5. Interacciones electrostdticas (Ver)

Se asignan cargas parciales puntuales o dipolos de enlace. La energia de carga
puntual viene dada por la Ec 10 y la representacion dipolo de enlace esta dada por

laEc11.

q:9;
Vel = CE (10)

Uity

Vel =C €p3

(COS)( — 3cos q; cosa'j) (11)

qiy q: Cargas parciales en unidades de electrones

p: Distancia no enlazante en A

€: Constante dieléctrica

C: Se convierte en las unidades de energia de interés

Siendo:

Las variables adicionales para la representacién del dipolo de enlace, Ec 11, son las

descritas en la Figura 9.

Figura 9. Representacion geométrica de la interaccion dipolo-dipolo

- Técnicas de minimizacion

Para la minimizaciéon de energia molecular, V se expresa en términos de una sola

variable, x, y dos constantes, ky x,, ver Ec 12.

V= %k(x —-x0)% (12)
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Diferenciar la funciéon dada por la ecuacién 12 con respecto a la variable x dos

veces produce las ecuaciones 13 y 14 para la primera y la segunda derivada.

=k(x—x,) (13
dx o) (13)
i =k 14
dx? (14)

La combinacién de las ecuaciones 13 y 14, conduce a la Ec 15 que permite
relacionar el valor de la variaciéon energia potencial dV con la variaciéon de la

posicién de cada atomo (xo -X1).

1 dV
Xo =X =y a- (15)

dx?

Cuando el potencial es arménico, la funcién se minimizara en un solo paso cuando

av azv . ;. . .
— = y —— > 0. Para un potencial anarmoénico, puede necesitar varios pasos
dx dx?

para llegar al minimo.

La minimizacién de la energia se ha realizado con el programa Avogadro,
empleando la herramienta Auto Optimize!° que optimiza continuamente la
geometria molecular a través de la mecdnica molecular. Esta herramienta
proporciona una interfaz interactiva que le permite manipular una molécula

mientras se optimiza su geometria molecular.

- Campos de fuerza y algoritmos

La configuracién de optimizacion automatica de la energia molecular proporciona
varias opciones de campo de fuerza. El campo de fuerza predeterminado en
Avogadro es UFF (Campo de fuerza universal). Sin embargo, dependiendo de la
molécula que se optimice, hay otros campos de fuerza que son mas especificos

para optimizar los parametros moleculares.

19 https://avogadro.cc/docs/tools/auto-optimize-tool/
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El programa Avogadro viene equipado con multiples campos de fuerza

diferentes?, que son:

UFF (Universal Force Field): Es capaz de reproducir la caracteristica mas
estructural a través de la tabla periddica. Este campo de fuerza puede
optimizar la geometria de todos los elementos y funciona bien con
materiales inorganicos y materiales organometalicos.

MMFF94 (s): MMFF94 & MMFF94s (disefiado por Merck), es

particularmente bueno con compuestos organicos.

MMFF94 y MMFF94s usan la misma forma funcional para calcular la energia

potencial. Solo difieren en los parametros de torsién y de formacién fuera de plano

usados. La 's' en MMFF94s significa estatica y este conjunto de pardmetros es mas

adecuado para tareas donde la salida es estatica. Estos campos de fuerza también

agregan cargas electrostaticas y enlaces de hidrégeno

GAFF (General AMBER Force Field = Campo de fuerza AMBER general): Se
utiliza a menudo para optimizar las geometrias de farmacos. AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement = Construcciéon de
modelo asistido con refinamiento de energia) es un campo de fuerza de
proteina comun. GAFF ha sido especificamente parametrizado para

moléculas organicas que contienen C,N, O, H, S, P, F,Cl, Bre .

En este trabajo se ha utilizado el campo de fuerza UFF.

20 https:

avogadro.cc/docs/optimizing-geometry/molecular-mechanics
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3.2.Generacion de estructuras y Docking

AutoDock combina un campo de fuerza de energia libre con un algoritmo genético
de Lamarck. Nosotros hemos utilizado dos aproximaciones, siendo una la de
cadenas rigidas, para la que se ha utilizado AutoDock 4.2.6 y la otra la de cadenas
flexibles, para la que se ha utilizado AutoDockFR1.1 (AutoDock for Flexible
Receptors).

AutoDock 4.2.6. y AutoDockFR1. 121

Los tres componentes principales de los programas de acoplamiento molecular
son:
1. La representacion (es decir, la codificacion del acoplamiento como un conjunto

de variables a optimizar).

2. Elscoring para el cual se optimizan estas variables.

3. El método de busqueda.

ADFR codifica el acoplamiento en una lista de variables que describen una solucién
de acoplamiento y lo optimiza para el campo de fuerza AutoDock4 usando un

Algoritmo Genético (GA) combinado con una buisqueda local de Solis-Wets?2.

1. Representacion

En ADFR, el acoplamiento de un ligando flexible en una proteina con cadenas

laterales flexibles representa los grados de libertad asociados con:

1. La orientacion del ligando (rotacion y traduccion). La traduccion del ligando
agrega tres variables al genoma. La rotacién del ligando se describe por un nimero

complejo denominado cuaternién, que agrega cuatro variables.

21 Ravindranath P.A; Forli S.; Goodsell D. S; Olson A. J.; Sanner M. F.; AutoDockFR: Advances in Protein-Ligand Docking with
Explicitly Specified Binding Site Flexibility 2015 4-8
22 Wets FJSR]-B. 1981; 6, 19.
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2. La conformacion del ligando - Valores de angulos de torsién para enlaces
giratorios en el ligando. Un ligando con dos enlaces rotatorios agrega dos variables

al genoma para su conformacion.

3. La conformacion del receptor - Limitados a los movimientos de la cadena

lateral.

La Figura 10 muestra un ejemplo de genoma para el ligando AHK8S_PARA,
estudiado en este trabajo, con varios enlaces rotatorios y dos cadenas laterales

flexibles (Trp59 y Glu54) del receptor de Calstabinal/RyR1.

Genoma

Ligando Receptor

Genes Traduccion Rotacion Torsion 1 | Torsion 2 | Cadena flexible 1 Cadena flexible 2

Variables

Ligando (AHK8S_PARA)

AN D,
\f tz ({

qquq 3q4
chi2 H chi4
fhi1  chi3

Cadena lateral flexible 1 (Trp59) Cadena lateral flexible 2 (Glu54)

Figura 10. Molécula AHK8S_PARA utilizada en el acoplamiento con dos cadenas laterales
flexibles (Trp59 y Glu54) ambas pertenecientes a la Calstabinal. Las variables se agrupan
en los siguientes genes: la traduccién del ligando (3 valores: x, y, z), la rotacién (4 valores:
cuaternion) y la conformacion (1 angulo de torsiéon por enlace rotable del ligando) y la
conformacion del receptor (dngulos x para cada cadena lateral de receptor flexible).

2. Ecuacion de scoring

La suma de términos que representan las fuerzas de Van der Waals, los enlaces de
hidrégeno, las fuerzas electrostaticas y las fuerzas de solvatacion, las cuales se
calculan entre pares de atomos, definen la funcién de energia?3 de AutoDock

(Ecuacion 16):

23 Huey R.; Morris G.M.; Olson A.J.; Goodsell D.S.; J. Comput. Chem. 2007; 28, 1145.
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T

2

2
+ Welec z . (ﬂ> + Wsor z _(SiVj + SjVi)e(za ) (16)
LJ L

€ Ti'j.ri,j

La ecuacion de scoring de ADFR (Ecuacién 17) que utiliza esta funcién de energia
para calcular de forma independiente las interacciones entre los tres grupos de
atomos siguientes: atomos de ligando (L), &tomos de receptor rigido (RR) y atomos

de receptor flexible (FR) es la suma de los siguientes términos de interaccion:

SADFR = EL—L + EL—RR + EL—FR + EFR—FR + EFR—RR (17)

Cadenas rigidas

Cadenas flexibles

Esta ecuacidn es diferente para cadenas rigidas y flexibles.

En el caso de cadenas rigidas, solo se consideran los primeros dos términos:
* EL-L o ligando intramolecular.

* EL-RR o interacciones intermoleculares de receptor de ligando-rigido.

En el caso de las cadenas flexibles se consideran todos los términos:

* EL-FR
e EFR-FR
* EFR-RR

De forma similar a AutoDock, ADFR usa mapas de afinidad para representar las
interacciones entre el ligando o los atomos de las cadenas flexibles y los atomos del
cadenas rigidas; por lo tanto, los términos EL-RR y EFR-RR se obtienen de manera

eficiente mediante la interpolacién de valores en mapas de afinidad.
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Los términos: EL-L, EL-FR, EFR-FR se calculan utilizando pares de atomos
explicitos para cada par de atomos no unidos excluyendo 1-3 interacciones, y 1-4

interacciones no mediadas por un enlace rotativo.

Los mapas de afinidad son cuadriculas tridimensionales regulares definidas en un
recuadro alineado con el eje cartesiano. Esta casilla define el espacio que los
atomos del ligando pueden ocupar, es decir, define nuestra zona de trabajo. Los
mapas de afinidad se calculan antes del acoplamiento usando AutoGrid del paquete
AutoDockTools?4 con un espaciado de mapa de cuadricula predeterminado de

0.375A.

3. Algoritmo genético (GA)

La informacién de la flexibilidad del ligando (es decir, los enlaces giratorios) y la
del receptor (proteina) (es decir, cadenas laterales flexibles) se usa para
ensamblar el genoma a partir del cual se crea una lista inicial de soluciones (es
decir, la poblacion). La poblacién se califica, clasifica y se agrupan las soluciones de
alto rango. GA genera la siguiente generacion con la mejor solucién de cada cluster
y la completa cruzando, mutando y minimizando individuos de la poblacion de
apareamiento. La optimizacion se detiene cuando se alcanza uno de los criterios de
terminaciéon (nimero maximo de generaciones o evaluaciones) o cuando la
busqueda converge, en cuyo punto se escriben las soluciones con una precision de

1 kcal/mol de la mejor solucion.

Se pueden elegir cuantas evoluciones de GA independientes se quieren hacer.
Nosotros hemos realizado 50 evoluciones GA independientes, cada wuna
produciendo una solucién. Luego, estas soluciones se agrupan para eliminar las
soluciones duplicadas y se da la mejor puntuacién individual de cada cluster, lo

que da como resultado una lista clasificada de soluciones para el acoplamiento.

Para realizar el Docking previamente se han generado las estructuras mediante

diferentes programas. Primero, se ha dibujado cada molécula con el programa de

24 Morris GM; Huey R; Lindstrom W; Sanner MF; Belew RK; Goodsell DS, J. Comput. Chem. 2009, 30, 2785.
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ChemDraw como se muestra en el apartado 6.1. Una vez se ha guardado la
estructura, se abre el programa Avogadro, donde se minimiza la energia de la
molécula siguiendo los pasos del apartado 6.2. Finalmente se prepara el ligando

para el Docking, de la forma descrita en el apartado 6.3 y se lanza el calculo.
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4. Resultados y discusion

4.1.Energias de interaccion y constantes de inhibicion

4.1.1. Aproximacion de cadenas rigidas

Para alcanzar los primeros objetivos de nuestro plan de trabajo, disefamos un
grupo de estructuras derivadas de AHK1 recogidas en la Tabla 1. Concretamente,
se seleccionaron los triazoles AHK2-AHKS. En el caso de que la molécula tuviese un
estereocentro, su configuracién se indic6 como AHKnR 6 AHKnS. Como referencias
se eligieron los compuestos S-107 y ARM-210 descritos en la bibliografia. Estas
moléculas son diferentes, pero tienen en comun un extremo, en el que
introducimos tres grupos (R) diferentes para cada molécula. De esta manera, se
deduce cual es el grupo funcional que ofrece mejores resultados. Los grupos COR
se seleccionaron para que las moléculas estudiadas en los calculos de docking
tuviesen una gran diferencia de polaridad. De este modo, se pretendia identificar
una posible tendencia general de las moléculas AHK de cara a estudios posteriores.

Concretamente, los grupos funcionales que se insertaron en ese extremo fueron:
a. Grupo hidroxilo (OH) b. Grupo carboxilato (O-) c. Grupo metoxilo (OMe)

Tablal. Energia libre de docking y constante de inhibicién de las moléculas estudiadas
mediante la aproximacién de cadenas rigidas, donde a=OH, b = 0-, c = OMe

Nomb Estruct Energia libre de docking Constante de inhibicién, Ki
ombre structuras (Kcal/mol) (wM)(T = 298.15 K)
N=N O ~7.06 6,63
AHK1 MeogsA/NJkR -7,78 1,99
-6,63 13,88
N=N (0]
\ -6,77 10,84
MeO S_AUN R
AHK2R -8,39 0,70
-5,96 42,42
N=-N O
\ -7,71 2,22
MeO s\/g/NJ\R
AHK2S : -8,32 0,79
©/ -6,96 7,88
N=N O -6,67 12,92
AHK3 F3C\©/S\/§/NJJ\R -7,49 3,24
-6,72 11,88
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N-N O ~7,02 7,16
AHK4 t-BUO\©/S\/§/N\)kR b 794 151
c ~7,01 732
(0] N:N O a - -
AHKS OOJKQ/SA/NJ% b -7,10 6,24
c -6,25 26,32
® N:N O a - -
AHK6 HBNQ/SA/NJKR b -8,04 1,27
c ~7,54 2,96
N-N O a -5.93 47,24
MeO s N
AHK7R © \©/ \A//\’i‘\R b -6,89 8,93
c -6,40 20,44
N=N O a -5,90 47,24
AHK7S MGOGSWN%R b -6,81 10,22
T~ c -6,83 9,78
@ N:N (o]
HoN__ S AN 09
AHKSR U b -8,45 0,64
@ N:N (o]
HaN S.UAUN \)Loe
AHKS8S O : b -6,77 10,84
Me
MeO x N
$107 | ) -5,06 194,03
4
s
ARM210 N ~7.12 6.05

MeO\(;(S\J

En la Tablal se muestran los resultados obtenidos para las diferentes moléculas

estudiadas aplicando la aproximacién de cadenas rigidas con el programa

AutoDock 4.2.6. En todos los casos la variante b, que corresponde al carboxilato, es

la que presenta un valor de energia menor, que corresponde a una mayor

interaccidn con el receptor (Calstabinal).

Como puede apreciarse, las moléculas de referencia S107 y ARM210 mostraron

energias de interacciéon (docking) de -5,06 Kcal/mol y -7,12 Kcal/mol,

respectivamente. Se trata de valores relativamente modestos que sugieren que no

se requieren interacciones fuertes proteina/ligando para tener actividad biolégica.
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A partir de los valores de energia libre de docking se pueden calcular las
constantes de inhibicién (Ki) que corresponden a las constantes de disociacién del
complejo Calstabinal/Ligando/RyR1. Cuanto mayor sea Ki menor sera la afinidad

del ligando.

Comparando las energias de docking de nuestro ligando de partida (AHK1) con las
referencias S107 y ARM210 se observa que el carboxilato de AHK1 tiene una
afinidad ligeramente superior a ARM210. Por ello, seguidamente estudiamos

como varia dicha afinidad realizando modificaciones estructurales en AHK1.

Se observa una energia libre de enlace mas negativa en las estructuras AHK2 en las
que se ha introducido un grupo bencilo en la posicién alfa al grupo carboxilo. Sin
embargo, la configuracion R/S del nuevo estereocentro creado apenas afecta a la
energia de docking. Puesto que la introduccién del grupo voluminoso (bencilo) en
AHK?2 conducia a una mayor afinidad, generamos dos nuevas moléculas AHK7 Sy

AHK7_R con un grupo voluminoso diferente, el terc-butilo.

De la comparacién de las moléculas AHK1, AHK2, AHK7 se observa que la
presencia de una cadena lateral voluminosa aromatica y giratoria (bencilo)
provoca un aumento en la interaccion del ligando con la proteina, mientras que si
la cadena lateral es esférica y rigida (terc-butilo) hay una disminucién de la
afinidad del ligando. Por ello, en adelante incorporamos preferentemente

sustituyentes de tipo bencilico en esta posicidn.

De la comparacién de las moléculas AHK1, AHK3, AHK4, AHK5 y AHK6 se observa
que la presencia de un grupo funcional electréon aceptor y dador de protones
(amonio) en el anillo provoca un aumento de la interacciéon del ligando con la
proteina, mientras que si el grupo funcional es electrén dador la interaccion se

debilita. Por tanto, en este otro extremo se necesitara un grupo electrén aceptor.
Dado que con esos grupos se obtuvieron mejores valores, probamos a colocarlos

todos en una misma molécula (AHK8), para ver si con esta combinacién se

mejoraban ain mas los resultados. En efecto, los resultados obtenidos muestran
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que para el caso del AHK8R disminuye la energia de la interaccién, y por tanto

aumenta la estabilidad del complejo Calstabinal/AHK8R/RyR1.

Hasta aqui, hemos trabajado con la aproximacion de cadenas rigidas (ADRR), pero
de aqui en adelante trabajaremos con la aproximacion cadenas flexibles, (ADFR) y
compararemos los valores de las energias de docking obtenidos con ambas

aproximaciones.

4.1.2. Aproximacion de cadenas flexibles

Para la aproximacion de cadenas flexibles se ha utilizado el programa AutoDockFR.
Esta aproximaciéon es mas compleja que la anterior, pero se acerca mas al
comportamiento molecular real, ya que cuando ocurre una interaccién proteina-

ligando las cadenas de la proteina se estdn moviendo hasta que el ligando encaja.

Figura 11. A la izquierda, se muestra la proteina Calstabinal, en la que se sefializa con un
circulo blanco la ubicacién del centro activo. A la derecha, se observa el hueco por dentro,
en el que se visualizan dos cadenas. La cadena roja corresponde al segmento 1778-1784
(Ser-Pro-Pro-Cys-Phe-Val-Ala) de la cadena del receptor de rianodina, RyR1 (cadena A) y
los residuos azules corresponden a los aminoacidos flexibles que se han seleccionado de la
cadena de la Calstabinal (cadena B).
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Figura 12. Grupo de aminoacidos flexibles para las do cadenas. En color rojo la cadena de
RyR1 y en azul la cadena de Calstabinal. Estas cadenas flexibles que se han seleccionado
son las que se espera que interaccionen con los ligandos AHK.

Como se ha mencionado anteriormente, las energias de docking obtenidas con el
método de cadenas flexibles dependen mucho de las cadenas seleccionadas, que
pueden ser un maximo de 11. Por ello, en primer lugar es importante elegir
correctamente dichas cadenas que pueden ser tanto de la Calstabinal como de
RyR1 (ver Figura 4 en la Introduccién). La secuencia del loop de RyR1 se compone
de: Serinal778-Prolinal779-Prolinal780-Cisteinal781-Fenilalaninal782. Cabe
destacar que el lugar critico es la zona Prolina-Prolina-Cisteina, porque aqui es
donde tiene que tener lugar la actividad isomerasa, en el enlace peptidico prolina-

prolina.

La Prolina%s es el unico aminoacido con la capacidad de formar péptidos que
adoptan conformaciones cis y trans distintas, con barreras de energias
relativamente pequeias, lo que le permite actuar como un interruptor controlado
por la isomerizacion de enlaces amidicos peptidil-prolina. Esta interconversion es
lenta y puede ser catalizada por las enzimas peptidil prolil cis-trans isomerasas
(Figura 13). Estas enzimas incluyen a la Calstabinal, también denominada

FKBP12.

25 Lu, K.P,; Finn, G.; Lee, T. H.; Nicholson, L.K.; Nature Chem. Biol. 2017, 619, 3
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Figura 13. Diagrama de energia

para la isomerizacion cis-trans en
syn una peptidil-prolina. El intercam-
bio conformacional procede a
través de un estado de transicion
syn con un angulo de torsion de
la amida secundaria préximo a
902 (curva azul) o catalizadas
por la PPlasa Calstabinal (curva
roja).

Estado de transicidn

»
>

Energia libre ee—p

En la Figura 14 se muestra en color rojo el loop de RyR1 con los aminoacidos que

se han seleccionado como flexibles.

PHE 1782

SER1787

PRO1779

Figura 14. A la izquierda se muestra el loop de RyR1 (en rojo) con el visualizador de VMD
y a la derecha se observa la proteina entera con el visualizador de Chimera, con la cadena
de Calstabinal en azul y el loop de RyR1 en rojo, en la que se aprecia también la secuencia
Serinal778-Prolinal779-Prolinal780-Cisteinal781-Fenilalaninal782.

Los pasos a seguir para modelizar con AutoDockFR la interaccion de cadenas
flexibles son similares a los que se han visto para cadenas rigidas, s6lo que con

alguna diferencia. Se describen en el apartado 6.4.

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos empleando tanto la
aproximacion de cadenas rigidas como la de cadenas flexibles. Al compararlos, se
ve que las energias de docking para las cadenas flexibles mejoran bastante, por lo
que a partir de aqui las interacciones solamente se estudiaran empleando cadenas

flexibles.
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Tabla 2. Comparacién de las energias libres de docking de las estructuras AHK1-AHKS8
empleando las aproximaciones de proteina de cadenas rigidas y de cadenas flexibles.

CADENAS RIiGIDAS CADENAS FLEXIBLES
Energia libre de Energia libre de Difa.frencia de Ex?ergia
Nombre Estructuras docking docking libre de docking
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
N=N O N
AHK1 MeO B SvK/NJKO -7,78 -9,98 2,20
P
N=N O
MeO SUAUN O@
AHK2R -8,39 -10,75 2,36
‘ AN
=
N=N O
MeO S\A/N:QKO@
AHK2S : -8,32 -11,44 3,12
X
‘ =
N=N O 5
AHK3 F3C©S\/&N$o -7,49 -9,66 2,17
N=N O o
AHK4 t‘B“OO/S\/K/NJko -7,94 -11,06 3,12
AHK5 OQ*@/SWNQJ\O -7,10 -9,97 2,87
® N=N O 5
AHK6 HaN S SA/N\)kO -8,04 9,35 1,31
s
N=N O o
MeO S N
AHK7R \©/ A ro -6,89 -11,29 4,40
N=N O o
MeO S N
AHKTS O A %o -6,81 -10,96 4,15
@ N:N O @
FAN SUAUN o
AHK8R -7,82 -11.30 3,48
@ N:N (@]
HsN S\A/NQLO@
AHKS8S N : -10.10 -11.30 1,20
l S
Me
MeO. N N
$107 | J -5,06 -8,59 3,53
4
S
ARM210 N -7.12 -10,26 3,14

MeO\C(\)

S
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En la uUltima columna de la Tabla se muestra la diferencia de energia de docking
empleando ambas aproximaciones. La energia se ha mejorado en todos los casos,
pero en unos mas que en otros. Los valores sefialados en amarillo muestran los
casos en los que se ha obtenido una mayor mejora respecto a las demas moléculas.
Las moléculas que tienen mejores resultados son: AHK8R, AHK8S, AHK7R y
AHK?2S.

Una vez detectados los mejores resultados, se representan en un visualizador
como VMD o Chimera, para detallar estructuralmente las interacciones que se
estan dando entre la molécula y el ligando. Estos programas proporcionan
informacion sobre qué grupos funcionales son los que tienen mas importancia y
cudles no la tienen tanto, ya que muestran la disposicién de los ligandos con la
proteina y las cercanias entre los grupos funcionales presentes. La metodologia y
los pasos que se han seguido para obtener esta informaciéon se encuentran

detallados en los apartados 6.5y 6.6.

El mejor programa para detectar las interacciones que se estan dando es LigPlot,
ya que nos sefiala con precisién entre qué fragmentos moleculares tienen lugar.
LigPlot es un programa que genera automaticamente diagramas esquematicos de
las interacciones proteina-ligando para un ligando determinado en un archivo

PDB. Los pasos que se han seguido para su utilizacion estan en el apartado 6.7.

Para interpretar las interacciones hay que tener en cuenta los cddigos de

representacion recogidos en la Figura 15:

@—® rnlace covalente ligando Residuos no enlazados implicados
& , w en contacto(s) hidrofébico(s)
@ @ Enlace covalente proteina

@ - @ Enlace de hidrégeno y ) Atomos implicados
su longitud en contacto(s) hidrofébico(s)

Figura 15. Cédigos de representacion de los diagramas LigPlot.

A continuacién en las Figuras 16 y 17 se muestran los diagramas Ligplot de las 4

mejores estructuras, ordenadas por afinidad creciente.
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Figura 16. A la izquierda se muestra la molécula AHK7R, que tiene una energia libre de
docking de -11,29 kcal/mol. El &tomo de S de ambos ligandos forma enlaces de hidrégeno
con la Cys1781 y la Phel1782 del loop de RyR1 que aparecen representados con lineas
verdes discontinuas. También se pueden apreciar interacciones mas débiles, hidrofébicas
(representadas con lineas cortas rojas). A la derecha se observa la molécula AHK8S_NH3*
que tiene una energia libre de docking de -11,30 Kcal/mol. Presenta una interaccién de
enlace de H entre el azufre del ligando y el grupo amino del triptéfano (Trp59) (d=2,53).
También se aprecian interacciones hidrofébicas (débiles) a lo largo de la molécula.
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Figura 17. A la izquierda se muestra la molécula AHK8R_NHsz* que tiene una energia libre
de docking de -11,30 Kcal/mol. Presenta enlaces de H idénticos a los de su enantiomero
(Figura 16). A la derecha se encuentra la molécula AHK2S que tiene una energia libre de
docking de -11,40 Kcal/mol. Presenta una interaccion de enlace de H entre el carboxilato y
el grupo guanidino de una arginina (Arg42) (d=2,78). También se aprecian interacciones
hidrofébicas (débiles) a lo largo de la molécula.
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Los compuestos AHK8R y AHKS8S, poseen un grupo amonio en la posiciéon meta.
Para ver la influencia de la posicion de la sustitucion se llevaron a cabo calculos
para las posiciones orto y para, y los resultados nos apuntan a que para las
posiciones para, los resultados son mejores, por lo que decidimos continuar
nuestro estudio a partir de estas dos estructuras. Teniendo esto en cuenta, se han
seguido haciendo calculos con nuevas moléculas que se han agrupado en la Tabla

3, en la que se resumen las estructuras y las energias obtenidas:

Tabla 3. Evolucién de estructuras AHK obtenidas a partir de AHK8 y sus correspondientes
energias libres de docking empleando la aproximacién de cadenas flexibles.

Energia libre de

Nombre Estructuras docking
(Kcal/mol)
N:N (0] o
AHK1 Meo\@/S\/\/ N\)ko -9,98

N:N (0]
MeO s AN S
AHKZR ©/ -10,75

N:N (0]
Meo\©/s\/§/ N\_)J\OG

AHK2S -11,44
| AN
=
N=N O o
AHK3 F3C\©/S\/§/N%o -9,66

N=N O
) ©)
AHK4 t'B“OOSWN%o -11,06

o N=N (0]
i S
AHK5 OOJ\©/S\/§/N\)J\O -9,97

® N=N O 5
AHK6 H3N©/SV/\/N\)ko -9,35

o
S

N=N
MeO S X N
AHK7R \©/ A 0 -11,29

-10,96

N=N (0]
) ©
AHKTS Me0\©/s\/§/N\g)l\o
g
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@ 3
HaN SUAUN 09
AHKSR \©/ -11.3
® N-N O
HoN S ANAE
AHKS8S O/ : -11.3
Me
MeO N
$107 C@ -8,59
S
ARM210 Meom -10,26
s
®
H;N N=N O o
S ~_N
AHKSR_ORTO ©/ \/E‘;))\ o -10,63
®
HsN N:N O
s AN O
AHKS8S_ORTO ©/ o -10,8
‘ X
=
N-N O o
SUAUN o
AHKSR_PARA o -12,20
HsN \
P
N-N O
SWN%OG
AHK8S_PARA @, N/©/ i -11,2
3
N-N O
S_AUN O@
AHK9R-2 ® -12,1
HN NO (7
=
N:N O
= SWN})J\OG
AHK9S-2 @H N ! NO -11,6
2
N-N O
s AN_AE
AHK9R-3 ® -12,8
HsN B
N02 o
N=N O
S\/%Np)koe
AHK9S-3 -13,3
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AHKO9R-5

-11,8

AHKO9S-5

-11,7

AHK9R-6

-12,7

AHK9S-6

-12,6

AHK10R-2

-11,0

AHK10S-2

-11,2

AHK10R-3

-11,2

AHK10S-3

-11,6

AHK11-S

-11,3

AHK12S

-12,7

AHK12R

-12,1




S AN NH, 118
AHK13R ® i
H3N | x
N02 =
N:N
S\A/NVNHZ
AHK13S ®H3NQ/ -14,2
NO,
N=N O o
S\&N o)
AHK14R H3N -12,9
o, ()
NH,
N:N (6]
SWN%OG
®
AHK14S H3N -11,5
o, ()
NH,
N:N (@]
S a N O@
®H3N
AHK15R NO, OO 12,1
HN
b
NH,
N:N O
SA/N?)J\OG
®H3N
AHK15S NO, OO ~12,0
HN
N\
NH,
N=N O o
S\A/N (o)
AHK16R @ HaN -12,8
o, ()
N=N O
SWN%OG
AHK16S ®H3N -13,5
e
N:N
S A N\/NHQ
AHK1316 ® ] -13,6

H3N

v (1
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®
AHK17S H3N -13,9
o ()
NH,
N-N O
N\ S\//\/N O@
AHKR-piridinaA U -12,1
.o N:N (6]
NS AN AL
AHKS-piridinaA U : -11,6
X
| =
N-N_ O o
. N/\ S\&N o
AHKR-piridinaB | P -11,3
X
| =
N=N O
N7 S\/K/N\.)]\oe
AHKS-piridinaB ) ) -10,8
N-N O
o S AN
AHKR-piridinaC N « -11,7
| =
N:N (o]
_ SWN\:)J\OG
AHKS-piridinaC N : -12,3
N-N O
X S\//\/N (e}
AHKR-piridinaD | -11,5
N
N=N @)
_ S\//\/N\:)ko(a
AHKS-piridinaD o | : -12,0
N B
-
N-N O
RN S\/&/N 0
AHKR-piridinaE |\ -12,6
= .
N=N O
% S\A/N\:)J\O@
AHKS-piridinaE « N . \: -12,1
| =
N-N O
Sy S AN
AHKR-piridinaB_NO2 L -13,2
AN
NO, | =
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N=N o
NZ SWN\.)J\OG
AHKS-piridinaB_NO2 ) ) -12,0
NO,
NO, N=N O
AHKR-piridinaE_NO2 LN -11,0
NO, N=N
= SMK/N\,)J\OQ
AHKS-piridinaE_NO2 <__N : -11,8
O=N N=N O
AHK6nitroquinolina | N -14,7
= .
(0]
L ON H N=N O
AHKG6-Nitroisoquinoline-8- \
carbaldehyde -13,0
H
o R 9]
AHKS5-Nitroisoquinoline-6-
carbaldehyde -13,9
Br
[.\HK_6-Br(?mo: ~14,2
Snitroisoquinoline

Tomando como partida las estructuras AHK8R/AHKS8S procedimos a realizar una
serie de modificaciones estructurales para intentar obtener nuevos ligandos de
mayor afinidad por el complejo Calstabinal/RyR1. Por ello, se decidi6 estudiar el
efecto del cambio de posiciéon del grupo amonio en el anillo aromatico (orto- y
para-) . Como puede verse en la tabla, la posicidon 6ptima result6 ser la para- . En la
Figura 18 se muestran los diagramas LigPlot de los dos enantiémeros de los
nuevos ligandos AHK8 modificados que mostraron enlaces de hidrégeno del grupo
para-amonio con diferentes residuos de la Castabinal. El anillo de triazol también

interacciona de modo diferente en ambos casos. Como consecuencia, en las
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sucesivas modificaciones de ligando se mantuvo la para-sustituciéon del grupo

amonio.

Vall783

Phel782

3J8H_AHKS8S_H_PARA 3J8H_AHK8R_H_PARA

Figura 18. Comparacion de las interacciones de los dos enantiémeros del ligando AHK8
con el complejo Calstabinal/RyR1. Para la molécula AHK8S, con una energia de -12,20
kcal/mol, se aprecian dos enlaces de H: a) uno se da con un nitrégeno del triazol y el grupo
amino del tript6fano 59, y b) el otro se da con el nitrégeno del amonio y con el carboxilato
del 4cido glutamico 54. En la imagen de la derecha se muestra la molécula AHK8R, con una
energia de -11,2 kcal/mol, en la que se aprecian tres enlaces de H: a) uno con el nitrégeno
del triazol y el grupo amino de la fenilalanina 1782, b) otro con el nitrégeno del grupo
amonio y el carboxilato de la lisina 47, y c) otro con el nitrégeno del grupo amonio y el
carboxilato del acido glutamico 54.

La siguiente modificacion consisti6 en la introduccién de un grupo nitro adicional
en el anillo aromatico para formar la serie de ligandos AHK9. Como es sabido, los
atomos de oxigeno del grupo NO: pueden dar interacciones polares con
aminodcidos que tienen grupos amino protonados en medio fisiolégico. En nuestro

caso, el residuo Lys47 de la Calstabinal.
El grupo nitro se introdujo en cuatro posiciones, 2,3,5 y 6. Los resultados fueron

mucho mejores para la posicion 3 (-12,80 Kcal/mol para el AHK9R y -13,3
Kcal/mol para el AHK9S).
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Figura 19. Interacciones de la molécula AHK9S-3 con el complejo Calstabinal/RyR1. Su
baja energia, -13,3 Kcal/mol, se debe a que posee tres enlaces de H, lo que le hace que sea
estable. El grupo nitro interactda con lisina 47 de la cadena de Calstabinal. Ademas, la
Lys47 también interactiia con el grupo amonio. El triazol interacciona con la fenilalanina
Phel1782, la que se encuentra en la cadena de RyR1. A la derecha se muestra la
representacion 3D hecha con el programa VMD.

Como muestra el diagrama LigPlot de la Figura 19, el ligando AHK9S-3 muestra
dos enlaces de hidrogeno fuertes. Por un lado, con la Lys47 de la Calstabinal y por
otra, con la Phe1782 de RyR1. Esto es importante, ya que la interaccién tiene lugar
con los dos componentes del complejo Calstabinal/RyR1 y, ademas, ocurre cerca

de la zona donde se da la isomerizacion de las prolinas de RyR1.

Visto el efecto positivo del grupo nitro, se exploraron otros grupos atractores de
electrones tales como el fldor (serie AHK10) el trifluorometilo (AHK11) y en nitrilo
(AHK12), pero en ningtn caso se obtuvieron energias de docking mejores que las

alcanzadas con AHK9S-3.

Dado el buen comportamiento de AHK9S-3, pasamos a explorar una modificaciéon
del mismo cambiando el otro extremo de la molécula, cambiando el carboxilato por

un grupo amino. Se obtuvo asi una bajada de la energia s6lo para la configuracién
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S, lograndose una energia de -14,2 Kcal/mol para la molécula AHK13S cuyo

diagrama LigPlot se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Diagrama LigPlot de la molécula AHK13S. Se pueden observar 4 enlaces de H.
Al cambiar el carboxilato por el grupo amino, surge un enlace de H con la treonina 27
(Thr27). El triazol interacciona con el grupo amino de la fenilalanina 1782, y la lisina 47
interacciona con dos grupos funcionales, el grupo nitro y el grupo amonio.

A pesar de lograr un estructura de baja energia, este no es el Unico factor a tener
en cuenta cuando se desarrollan candidatos a farmacos. Es importante la
homogeneidad en la distribuciéon de las poblaciones de estructuras o "clusters".
Cuanto mas poblados estan los cldsteres de baja energia, mejor sera el ligando. En
la Tabla 4 se muestran las poblaciones de los clusteres del ligando AHK13S, cuyo
cluster de menor energia esta poblado con una sola estructura. Por este motivo, se

descartaron ligandos similares.
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Tabla 4. Distribucién de poblaciones por agrupaciones de estructuras o
"clusteres" del ligando AHK13S. El "claster" de minima energia (-14,2
kcal/mol) esta poblado por una sola estructura.

Cluster | Afinidad Pobloacmn Cluster | Afinidad Pobloa clon
n® | (kcal/mol) (n® de n® | (kcal/mol) (n® de
estructuras) estructuras)
1 -14.2 1 21 -8.8 1
2 -11.7 2 22 -8.7 1
3 -10.5 1 23 -8.6 3
4 -10.4 2 24 -8.5 1
5 -10.3 1 25 -8.4 1
6 -10.1 1 26 -8.4 1
7 -10.0 1 27 -8.3 1
8 -9.9 1 28 -8.3 1
9 -9.9 1 29 -8.0 1
10 -9.9 1 30 -7.8 2
11 -9.8 1 31 -7.8 1
12 -9.5 1 32 -7.8 1
13 -9.5 1 33 -7.5 3
14 -9.3 1 34 -7.1 2
15 -9.3 2 35 -7.0 1
16 -9.3 1 36 -6.1 1
17 -9.2 1 37 -5.1 1
18 -9.0 2 38 -4.7 1
19 -9.0 3
20 -8.8 1

En las siguientes ocho moléculas modificadas (AHK14-AHK17), se afiade un grupo
voluminoso (naftilo o aminonaftilo), en el carbono adyacente del carboxilato, con
grupos aminos en el extremo. A pesar de obtener buenos resultados, no son lo

suficientemente buenos, ya que estan por debajo del AHK9R.

Hasta aqui se ha estudiado la interaccién de las moléculas cuando se mantiene fijo
un grupo amonio en un extremo y se varia el resto de la molécula. A continuacion,
probamos introducir una piridina en el anillo unido al 4&tomo de azufre, (Serie
AHK-piridina en la Tabla 3) con todos los isémeros posicionales de la piridina. Las
posiciones que ocupa el nitrégeno de la piridina las hemos llamado: A,B,C,D,E. Se

han formado 10 moléculas, ya que para cada posiciéon de la molécula se estudian
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las dos configuraciones R y S. Finalmente, se observa que el mejor resultado es
para la molécula AHKR_piridinaE, con un valor de -12,6 Kcal/mol, por lo que se
sigue el estudio a partir de esta molécula. En la Figura 21 se muestra el diagrama

LigPlot del ligando AHKR _piridinaE con las principales interacciones observadas.

3J8H_AHKpiridinaR_E

Figura 21. Diagrama LigPlot del ligando AHKpiridinaR_E en el que se observa un enlace
de H entre la cisteina 1781, que se encuentra en el loop de RyR1, y el triazol. En el extremo
cercano al S, en el que se encuentra el grupo voluminoso, no hay interacciones fuertes y
solo se observan interacciones hidrofébicas.

Al igual que anteriormente vimos que la presencia de un grupo nitro favorecia una
interaccidn estabilizante fuerte con el residuo Lys44 de la Calstabinal, pensamos
que introduciendo dicho grupo NO; en los ligandos de la serie AHK-piridina podria
tener un efecto positivo en la afinidad. Por tanto, introducimos un grupo nitro en la
tercera posicion, ya que las sustituciones electroéfilas en las piridinas estan
favorecidas en esa posicién. Sin embargo, resultados obtenidos con la nueva serie
(AHK-piridina_NO2), no fueron muy buenos. En la figura 22 se representa el
diagrama LigPlot del ligando AHKpiridinaER_NO2 que muestran sus interacciones

principales con el complejo Calstabinal/RyR1.
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3J8H_AHKpiridinaER_NO2

Figura 22. Diagrama LigPlot del ligando AHKpiridinaER_NO2 donde se observan dos
enlaces de H y ambos se dan con el carboxilato, que interacciona con la fenilalanina 1782,
del loop de RyR1, y la tirosina 26. El grupo nitro no ha interaccionado como esperabamos
con el grupo amino de la lisina.

Finalmente, se decidi6 sustituir el grupo nitropiridilo por wun grupo
nitroisoquinolino (ligando AHK-6-nitroisoquinolina), viéndose un resultado muy
bueno, ya que se obtuvo una energia de docking de -14,7 Kcal/mol, la mejor
energia obtenida en nuestro estudio. Ademas, el clister de menor energia presenta
una poblacién de 4 estructuras, lo que hace este resultado mejore en todos los
aspectos. Abrimos LigPlot para visualizar las interacciones:

1e91

The27 M
Phe9 %};:7

' o
AP
5 T Cys1781
Pro1780
!

3J8H_AHK®6nitroquinolina

Figura 23. Diagrama LigPlot de la interaccion entre el ligando AHK-6-nitroquinolina y el
complejo Calstabinal/RyR1. Se pueden observar dos enlaces de H: a) entre el nitrégeno de
la isoquinolina y la arginina 42; y b) entre el grupo nitro de la quinolina y el grupo amino
de la lisina 44. Vemos que el grupo nitro estd muy cerca del loop de RyR1, concretamente
de las prolinas 1779 y 1780, en cuyo enlace se da la isomerizacion.
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4.2. Geometrias de interaccion Calstabinal /AHK/RyR1

4.2.1. Identificacion de residuos clave en Calstabinal

Para la identificacion de residuos clave en la Calstabinal que participan en
interacciones con los ligandos AHK se han utilizado dos visualizadores. Por una
parte se ha utilizado el LigPlot, el cual nos identifica las interacciones exactas que
se han dado entre nuestro ligando y la proteina. Por otra parte, se ha utilizado
visualizador llamado VMD. Este visualizador nos permite ver la estructura de la
proteina en 3D, proporcionandonos informacion de la disposicidn espacial de los

aminodcidos con los ligandos que hemos introducido.

Como se ha comentado anteriormente, los aminoacidos de la Calstabinal que
tienen cadenas moviles son: TYR26, PHE36, ASP37, PHE46, PHE48, GLU54, TRP59
y PHE 99; y los aminoacidos del receptor de rianodina que tienen cadenas flexibles

son: PHE1782 y VAL1783.

Para saber cudles han sido los residuos clave, hemos seleccionado las interacciones
de las estructuras que proporcionan mejores afinidades y hemos visto qué
residuos son los que se repiten. Cuando se repite un residuo en varias
interacciones, es probable que sea un residuo clave, ya que aparece muchas veces.
En la siguiente tabla se resumen las mejores interacciones entre la proteina y el

ligando:
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Tabla 5. En la tabla se muestran los residuos que han participado en las interacciones. Se
ve claramente que los residuos Phel1782 y Lys47 se repiten varias veces, por lo
que su presencia es importante. El Glu54 se repite dos veces, pero para una
misma molécula con diferente conformacion (R y S), por lo que podria tener su
importancia, aunque no seria tan grande como la de los dos residuos anteriores.

Interacciones grupo - - - residuo
Ligando AHK
AHK --- Calstabinal/RyR1
1. Triazol - - - Trp59
AHKS8S PARA
2. Amonio - - - Glu54
1. Triazol - - - Phe1782
AHKS8R PARA 2. Amonio - - - Lys47
3. Amonio - - - Glu54
1. Nitro - - - Lys47
AHKO9S
2. Triazol - - - Phe1782
1. Triazol - - - Phe1782
2. Nitro - - - Lys47
AHK 13S
3. Amonio - - - Lys47
4.NHz - - - Thr27
AHK piridina 1. Triazol - - -Cys1782
1. Carboxilato - - - Phe1782
AHK piridina_NO:
2. Carboxilato - - - Tyr26
1. Piridina - - -Arg42
AHK piridina_énitrohidroquinolina
2. Nitro - - - Lys44

4.2.2. Identificacion de sustituyentes clave en AHK

En la Tabla 5, se describen los fragmentos estructurales de los ligandos AHK que
han dado mejores energias libres de docking. Estos sustituyentes son el triazol, el

carboxilato, el amonio, el grupo nitro y la piridina.
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El triazol?¢ es un grupo clave e indispensable en las moléculas AHK. El anillo de
1,2,3-triazol muestra propiedades de aceptor de enlaces de hidrégeno debido a la
presencia de pares no enlazantes en los atomos de nitrégeno N2 y N3. Ademas, el
protén acidico C5H del anillo de triazol puede comportarse como un dador en
enlaces de hidrégeno. El atomo de nitrégeno N3 muestra una mayor propension a

actuar como un aceptor de enlaces de hidrégeno que el atomo de nitrégeno N2.

En el primer estudio del trabajo, se concluy6 que en un extremo es indispensable
que aparezca el grupo carboxilato, ya que induce mejores afinidades en las
interacciones. Esto lo convirtié en uno de los sustituyentes clave de los ligandos

AHK.

El grupo amonio localizado en el anillo aromatico de los ligandos AHK también es
importante, ya que al estar cargado, es probable que ocurra una interaccién
siempre y cuando el medio lo permita. Este grupo esta presente en la molécula

AHKO9S, una de las dos mejores de este trabajo.

El grupo nitro es un grupo electrén aceptor, el cual estd presente en los dos
ligandos AHK con mejores resultados de este trabajo, por lo que se deduce que
tiene una influencia positiva a la hora de interactuar con el complejo

Calstabinal/RyR1.

Los grupos derivados de la piridina y quinolina se han investigado teniendo en
cuenta todos los isdmeros posibles, siendo los compuestos orto-sustituidos AHKR-
piridinaE y AHKpiridina6hidroquinolina los que han presentado mayores

afinidades con el complejo Calstabinal/RyR1.

26 Massarotti. A; Aprile. S; Mercalli. V; Del Grosso. E; Grosa. G; Sorba. G; Tron G. C. ChemMedChem 2014, 2497-2508, 9
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4.3.Seleccion de candidatos AHK 6ptimos

Después de un amplio estudio de moléculas, se ha concluido que los mejores
resultados se han obtenido para las moléculas AHK9S y AHK6nitroquinolina

(Figura 24).

N-N O
s AN L

®

ON N=N O 5
S AN o
l N |

o O

NO,
Figura 24. A la izquierda la molécula AHK9S y a la derecha la molécula
AHKé6nitroquinolina.

Ala hora de decidir cual es un buen candidato, hay que tener en cuenta dos cosas:
1. Que la energia libre de docking sea la mas baja posible.
2. Que las estructuras de baja energia estén agrupadas en "clusters" con la mayor

poblacion posible..

Cuando estas dos condiciones se cumplen, es cuando se obtiene un buen candidato.
Para demostrar nuestros resultados, a continuacién se observa el fichero dlg de

salida de las interacciones con las dos moléculas elegidas.

® @ AHKOS_3_2018-04-19T04/10/51.276364_summary.dig

Docking on MacBook-Pro-de-Laura.local a Darwin-16.7.0-x86_64- AHKgs
i386-64bit computer

Date Thu Apr 19 04:10:51 2018

reading ligand /Users/Laura/Desktop/TFG/TFG2/AHKIS 3.pdbat
Detected 4 cores, using 4 cores

Unpacking maps /Users/Laura/Desktop/TFG/TFG2/3)8H _AB_flex v2.trq
Performing search (50 GA evolutions with 2500000 maxEvals each) ...
Termination status

En los resultados (izquierda) se observa

0/ 50 0.0% runs exhausted their evaluations 7

117 58 22:0% roas stomoed Cimteryed 1 oe 2 cListars una energia de -13,3 kcal/mol, para un
39/ 5@ 78.8% runs stopped after no improvement in clusters , .,

8/ 5@ ©.0% runs stopped because GA ran out of choices

9/ 5@ ©.0% runs stopped because GA population converged Cluster con una pOblaClon de tres

Refining results ...
mode | a'h:ny | clust. | ref. | clust. | rmsd. | energy | best | eStruCturaS-

| (kcal/mol) | rmsd. | rmsd. | size | stdv. | stdy. | run |

1 -13.3 0.8 -1.0 3 8.6 0.5 006
2 -12.6 5.1 -1.8 1 NA NA 041 i

a1l 6 -3 9
1 e o oome 4 (& S Abajo representamos los resultados en
5 112 65 -1 1 NA NA 047 . i
-10. 7.3 -1 ; :

: ey 1 2 % 0T 0 s un hlStOgrama que nos permlte
8 -0 2.7 -1.0 1 WA NA 025 ] . , i
3 E o e 1 oM A . visualizar las energias y poblaciones en
11 -9.6 5.3 -1.0 1 WA NA 014 lacid 1 10 f
12 -9.5 7.9 -1.0 1 NA NA 018
s Tos om ine 1 - o Sesa relaciéon con los clisteres de una forma
14 %3 T2 w18 1 NA NA 038 ..
15 9.3 7.6 -1.8 3 0.9 0.6 87
16 9.2 6.8 -1.0 1 NA NA 031 esquematlca-
17 9.2 4.8 -0 1 NA NA 048
18 8.9 7.7 -1.e 1 NA NA 003
19 8.9 6.9 -1.0 1 NA NA 043
20 -89 6.5 -1.0 1 NA NA 039
21 89 6.3 -1.0 1 NA NA 026
22 8.6 6.7 -1.0 2 8.8 8.0 016
23 -8.4 5.3 1.0 1 NA NA 017
2 63 83 -.e 3 0.8 0.1 019
25 81 9.2 -le 1 NA NA 044
26 7.8 8.9 -1.0 1 NA NA 042
27 7.4 8.2 -1.0 2 0.6 0.0 e12
28 7.3 8.2 -le 1 NA NA 009
29 -7.8 9.4 -1 3 8.8 0.1 @50
30 6.9 4.2 -1.0 1 NA NA 046
31 6.2 9.9 -8 2 .4 6.0 024
32 6.1 8.5 -1.0 1 A NA 037
33 5.2 9.9 -1.e 1 NA NA 040
34 -4.8 5.0 -1.0 1 NA NA 035
35 -4.8 8.9 -1.0 1 NA NA 020

53



Histograma AHK9S
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2
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Energia libre (kcal/mol)

o

D R Qv A

9 X N b&(\Q "\,%'\;'b‘

o ®  AHKpiridinaR_E6nitroquinolina_2018-08-01T11/43/26.346445._....

Docking on MacBook-Pro-de-Laura.local a Darwin-16.7.0-x86_64-
1386-64bit computer

Date Wed Aug 1 11:43:26 2018

reading ligand /Users/Laura/Desktop/TFG/TFG2/
AHKpiridinaR_E6nitroguinolina,pdbat

Detected 4 cores, using 4 cores

Unpacking maps /Users/Laura/Desktop/TFG/TFG2/3)8H_AB_flex _v2.trq

Performing search (50 GA evolutions with 2500000 maxEvals each) ...

Termination status
@/ 50 ©0.0% runs exhausted their evaluations
18/ 50 36.0% runs stopped converged 1 or 2 clusters
32/ 50 64.0% runs stopped after no improvement in clusters
@/ 50 0.0% runs stopped because GA ran out of choices
@/ 50 0.90% runs stopped because GA population converged

Refining results ...

| (kcaly/mol) | rmsd.

rmsd. | size | stdy. | stdy. | run

ref. | clust. | rmsd | energy | best |

|

1 -14.7 0.0 -1.0 4 0.5 1.1 046
2 -12.6 5.0 -1.8 1 NA NA 027
3 -12.4 3.2 -1.0 1 NA NA 042
Rl -12.4 4.0 -1.8 1 NA NA 004
5 -12.2 3.6 -1.0 2 0.9 0.0 043
6 -11.9 5.0 -1.0 1 NA NA 015
7 -11.5 6.1 -1.0 1 NA NA 016
8 -11.4 5.6 -1.0 1 NA NA 206
9 -11.3 5.9 -1.e 1 NA NA 002
1e -11.3 5.0 -1.0 2 0.7 0.0 019
11 -11.2 4.7 -1.0 1 NA NA 012
12 -11.2 5.9 -1.0 1 NA NA 007
13 -11.1 7.1 -1.8 1 NA NA 205
14 -11.0 7.6 -1.0 1 NA NA 024
15 -11.0 4.2 -1.0 1 NA NA @33
16 -10.9 5.9 -1.0 1 NA NA 010
17 -10.9 3.3 -1.0 1 NA NA 014
18 -10.7 5.7 -1.90 1 NA NA 203
19 -10.4 6.1 -1.0 1 NA NA 020
20 -10.2 7.1 -1.0 1 NA NA 001
21 -10.1 9.2 -1.0 2} NA NA 021
22 -9.9 8.5 -1.8 2 0.9 0.0 029
23 -9.9 7.0 -1.0 1 NA NA 026
24 -9.7 5.7 -1.90 1 NA NA 936
25 -9.6 7.4 -1.0 1 NA NA 040
26 -9.3 7.7 -1.0 1 NA NA 038
27 -9.2 6.5 -1.0 1 NA NA 048
28 -9.0 7.5 -1.0 1 NA NA @31
29 -8.6 8.6 -1.0 1 NA NA 047
30 -8.3 8.0 -1.0 1 NA NA 044
31 -7.9 7.7 -1.0 1 NA NA 013
32 -7.9 8.4 -1.0 1 NA NA 008
33 =7.7 9.7 -1.0 1 NA NA 250
34 =7.5 6.9 -1.8 1 NA NA 937
35 -7.3 5.6 -1.90 1 NA NA 039
36 -7.2 8.6 -1.0 1 NA NA 034
37 -7.2 10.0 -1.0 1 NA NA 035
38 -7.0 7.3 -1.0 1 NA NA 230
39 -7.0 8.5 -1.0 1 NA NA 049
40 -6.8 9.5 -1.0 1 NA NA 041
41 -6.4 8.3 -1.0 1 NA NA 025
42 -6.2 18.1 -1.0 1 NA NA 028
43 -5.3 9.7 -1.0 1 NA NA 017
44 -4.3 10.3 -1.0 1 NA NA 018

AHKpiridinaR_E6nitroquinolina

En los resultados (izquierda) se
observa wuna energia de -14,7
kcal/mol, para un claster de 4
estructuras.

Como hemos hecho antes, abajo
representamos los resultados en un
histograma que nos permite
visualizar las energias en relacién
con las poblaciones de los cldsteres
de una forma esquematica.

Comparando con el AHKOS, en este
caso hay mayor ndmero de
estructuras en el clister mas estable
y su energia es bastante menor.
También hay que afiadir que hay un
solo grupo de clasteres de 4
estructuras, mientras que en el caso
de AHK9S hay cinco grupos de
clusteres de 3, por lo que el AHK9S
perderia importancia.
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Figura 27. Interacciones principales de la molécula AHKpiridinaR_E6nitroquinolina con el
complejo Calstabina/RyR1. El LigPlot se ha analizado anteriormente. La representacion
mediante VMD nos muestra la disposicion tridimensional del LigPlot. El grupo nitro
interacciona con la Lys44 (no flexible) y con la Arg42 (no flexible).
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5. Conclusiones

Una vez realizados los estudios acoplamiento molecular (docking) de diversas
estructuras derivadas del compuesto AHK1 con el complejo Calstabinal/RyR1, se

pueden sacar las siguientes conclusiones:

1. El método de docking de cadenas flexibles (AutoDockFR) ofrece valores de
energias libres de interaccion ligando/proteina superiores a los obtenidos con

la aproximacion de las cadenas rigidas (AutoDock 4.2.6).

2. Se ha comprobado que la presencia de grupos carboxilato en los ligandos AHK
incrementa considerablemente la afinidad de estos por el complejo

Calstabinal/RyR1.

3. Sea han identificado varios aminoacidos del complejo Calstabinal/RyR1 que
interaccionan con algunos de los ligandos AHK de mayor afinidad. En particular,

los residuos: Phe1782 (de RyR1) y Lys47, Arg42 y Lys44 (de Calstabinal).

4. Se ha concluido que los mejores candidatos AHK son: AHK9S y AHKG6-
nitroquinolina. El segundo de ellos muestra una energia libre de docking de
-14,7 kcal/mol, muy superior a la inicial del compuesto AHK1 que es de -9,98

kcal/mol y ala del compuesto de referencia ARM210 (-10,26 kcal/mol).
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Conclusions

Once the molecular docking studies of various structures derived from the
compound AHK1 with the Calstabinl / RyR1 complex have been carried out, the

following conclusions can be drawn:

1. The flexible chain docking method (AutoDockFR) offers higher ligand/protein
interaction energies values than those obtained with the rigid chains method

(AutoDock 4.2.6).

2. It has been found that the presence of carboxylate groups in the AHK ligands
increases their affinity with the Calstabin1 / RyR1 complex.

3. Several amino acids of the Calstabin1/RyR1 complex have been identified that
interact with some of the higher affinity AHK ligands. Particularly, the residues:
Phe1782 (from RyR1) and Lys47, Arg42 and Lys44 (from Calstabin1)

4. It has been concluded that the best AHK candidates are: AHK9S and AHKG6-
nitroquinolina. The second one shows a free energy of docking of -14.7 kcal/mol
considerably higher than the initial one of the AHK1 compound, which is -9.98
kcal / mol and the reference molecule ARM210 (-7.12 kcal/mol).
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6. Anexos. Programas y protocolos de calculo

6.1. ChemDraw

ChemDraw es una conocida herramienta de dibujo que se utiliza en quimica y en
biologia. Con la aplicacién se dibujan las moléculas a estudiar. A modo de ejemplo
se muestra la estructura de AHK1:

0

H <

o & 200 < Q @ [ &

H

B

I

X

<’

RON N2 % NNY ™ 5D 00w Of
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A Untitled Document-1
0 1 2) 3 udl Sy €) 7 8) 9
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4

Para guardar la molécula: File - Save as...

ChemDraw
v ChemDraw XML

ChemDraw Stationery
ChemDraw 3.x

PDF

PICT

PICT scaled 4x

GIF

BMP

PNG

TIFF

Encapsulated PostScript
ISIS/Sketch (TGF)
ISIS/Sketch (SKC)
Reaction Molfile (RXN)
Reaction Molfile V3000 (RXN)
Chemical Markup Language (CML)
Connection Table

MDL Molfile

MDL Molfile (TEXT)

MDL Molfile V3000

MDL SDfile

MSI ChemNote

SMD 4.2 File

Aparecen muchas opciones para guardar la molécula, se selecciona en guardar
como “MDL Molfile” , porque es un tipo de archivo compatible con el programa que
se utiliza a continuacion (Avogadro).
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6.2. Avogadro

Es un editor?’ y visualizador de moléculas avanzado disefiado para el uso en
quimica computacional, modelado molecular, bioinformatica, ciencia de materiales
y areas relacionadas. Ofrece una representacion flexible de alta calidad y una
potente arquitectura de complementos.

Este programa se ha utilizado para minimizar las energias de las moléculas
previamente dibujadas con ChemDraw. Se han guardado en formato PDB (Protein
Data Bank), para posteriormente introducirlas en el programa de AutoDock.

Paso 1. File 2 Import... > Molecule File...

@ Avogadro File Edit View Build Select Extensions Extensiones Construir Cristalografia Ver Archivo Seleccio
(2 4+ I & K D & «  [icoiSstingse Display Settings...
(xX5) Configuraciones de Dibujo View 1 |

Elemento:  Carbono (6)

Orden de Enlace: ~ Simple

Ajustar Hidrogenos
A Import Molecule File

Filename: |

Format: Automatically detect from extension

%2 Perceive bonding
%2 Perceive bond orders
2 Coordinates are in Angstroms

Cancel

Messages

Pinchar en Select... y elegir el archivo que se quiere cargar.

27 https://avogadro.cc/docs/
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Paso 2. Aparecera la molécula. Con la rueda del raton se puede alejar o acercar la
imagen.

®# Avogadro File Edit View Build Select Extensions Extensiones Construir Cristalografia Ver Archivo
® X AHK_1.mol - Avogadro

2l & K D B oo~ (cslSstinesE Display Settings...
Q6 Configuraciones de navegacion

2 Mostrar indicaciones visuales

Paso 3. Ahora se minimiza la energia. De esta manera se obtendra la molécula en

su conformacioén mas estable.

plild Select Extensions Extensiones Construir Cristalografia Ver Archivo

@ Avogadro File Edit View
¢ E # AHK_1.mol - Avogadro

L + S kD o  ([JCOiSSifiigsly  Display Settings...

Q Q Configuraci de AutoOptimi

Forzar campo: UFF V]
Pasos por actualizacion: 4 e

Algoritmo:
Descenso por gradiente C]

Los atomos fijos se pueden mover
Los atomos ignorados se pueden mover
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Paso 4. Molécula con la energia minimizada.

Y

- @
S+l & Kk D=
(x¥o) Contfig de AutoO; i
Forzar campo: UFF 7]

Pasos por actualizacion: 4 3
Algoritmo:
Descenso por gradiente

Los atomos fijos se pueden mover
Los atomos ignorados se pueden mover

Parar

(3 Avogadro File Edit View Build Select Extensions Extensiones

A AHK_1.mol - Avogadro
Display Settings...

AutoOpt: E = 304.085 kJ/mal (dE = 0)
NGmero de restricciones: 0

‘\..

Construir

Cristalografia

Paso 5. Guardar la molécula en formato PDB. File = Save as ... PDB

All files (* **)

CML (*cml)

GAMESS Input (*.gamin)
Gaussian Cartesian Input (*.gau)
Gaussian Z-matrix Input (*.gzmat)

Sybyl Mol2 (*.mol2)
XYZ (*.xyz)

Ver

Archivo

NOTA: al exportar la molécula desde ChemDraw a Avogadro es posible que el
software elimine algun hidrégeno acido. En ese caso, hay que verificar y afadir los

atomos necesarios en Avogadro.
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6.3.AutoDock 4.2.6

AutoDock 28 es un conjunto de herramientas de software para modelizar
automaticamente el acoplamiento molecular (docking). Esta disefado para
predecir c6mo moléculas pequeiias, tales como sustratos o candidatos a farmacos,
se unen a un receptor de estructura tridimensional conocida.

También se utiliza una interfaz grafica de usuario llamada AutoDockTools, que,
ayuda a configurar qué enlaces se trataran como giratorios en el ligando y para
analizar el acoplamiento molecular.

AutoDock tiene aplicaciones en:

* (ristalografia de rayos-X

* Diseo basado en la estructura molecular

* Optimizacion de moléculas-lider en desarrollo farmacéutico
* Screening virtual

* Diseio de librerias combinatorias de moléculas

* Docking proteina-proteina

* Estudios de mecanismos bioquimicos

Para ejecutar el programa AutoDock es necesario partir de un archivo PDB,
obtenido previamente a través del programa Avogadro.

Paso 1. Al abrir el programa aparecera la siguiente imagen:

@ XQuartz Aplicaciones Edicién Ventana Ayuda
Q © \| AutoDockTools

?ile 3D Graphics Edit Select Display Color Compute HydrogenBonds Grid3D Help

N (T aa O & A b S =1 | | =

AEL £C 8N E MO

ADT4.2 ligand | Flexible Residues  Grid _Docking _Run _Anahyze
1 &l

Input
DashE P

Torsion Tree Open...
Sel:[ " Aromatic Carbons Choose...
3 & oupu Open as Rigid...
¥ All Molecules & & SUCKSeup..

Current Selection %% % % NAY

Mod.:[None Time: 0328 Selected: | NG Soinoff — | FR:1741 @ "

Para introducir el ligando (AHK1): Ligand = Input - Open...

28 http://autodock.scripps.edu/
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Paso 2. En “Files of type” seleccionar para que busque sélo archivos PDB (PDB
Files)

@ \ Ligand File for AutoDock4:
N - Directory:  /Users/Laura/Deskiop/TFG_WIAHKI_H — | @&
File name: | Open B AHK1_H.pdbat
Files of type: PDBAQT files: (*,pdbat) —|  cancel |
T PDBQT files: (*.pdbat)
PDBQ files: (*.pdbq)
MOLZ files: (*.mol2) N |=
PDB files: (*.pdb) File name: |AHKT_H.pdbat | Open
all files: (*) .
Files of type: PDBQT files: (*.pdbat) — [ Cancel )

Paso 3. Una vez seleccionado el archivo que se quiere abrir (por ejemplo,
AHK1.PDB) seleccionar “Open”.

@ XQuartz Aplicaciones Edicién Ventana Ayuda
00 N AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

Ee FCS N [EmEe

ADT4.2 Ligand Flexible Residues Grid  Docking

Run  Analyze

S
DashBoard I AniMol ' Tools l
Sel.:| v/CMD ¥/
A7z MRS
@ All Molecules 32 2 2 VA
Current Selection S%5%%HVV
P AHK 1 O®OOOOVY

Viod.:[None Time:[1.872  Selected: [ NSNS BT Spin of — | FR:220.4 @ ("
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Paso 4. Para lanzar el programa AutoDock es necesario que el archivo PDB del
ligando (AHK1) que se ha creado anteriormente se convierta a PDBQT mediante la
siguiente secuencia: Ligand - Output - Save as PDBQT

@ XQuartz Aplicaciones Edicién Ventana Ayuda

© @ \| AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help
2 N NES ST
AEY LCH N EMN0

ADT4.2 Liqandl Flexible Residues  Grid  Docking Run  Anahze
1

Input
Torsion Tree
Sel:|  Aromatic Carbons
R & Oouput T
¥ All Molecules % et e tel
CirvantBalation Q! Randomize then Save as PDBQAT
P TFAHK 1 i lelelelsAvav)

DashE

Viod.:[None Time:[0.002 ~ Selected: [ NN EEEE Spinoff — | FR:[156.1 (@G

Paso 5. Se selecciona la ubicacién en la que se quiere guardar el nuevo archivo
PDBQT.

O X/ Formatted Autotors Molecule File:

Directory:  /Users/Laura/Desktop/TFG_W/AHKT_H —4|

~ [

File name: |AHK1_H.pdbqt Save

Files of type: PDBQT files: (*.pdbqt) —»| Cancel |
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Paso 6. Aparecera el nuevo archivo PDBQT en la ubicacién que se ha elegido en el
paso anterior.

&) @® AHK1_H

= 0D o1 ZE=v v Q
Favoritos
@ AirDrop

[E) Todos mis archivos

/2: Aplicaciones AHK1_H.cdxml AHK1_H.mol AHK1_H.pdb AHK1_H.pdbgt
] Escritorio
@ Documentos

0 Descargas

Disnasitivas

Paso 7. Ahora es cuando se hace el Docking. Para ello primero se selecciona el
archivo PDBQT de la macromolécula o proteina con la que se acoplara el ligando.
Por ejemplo al complejo Calstabinal/RyR1 le corresponde el archivo 3JH8 de la
base Protein Data Bank.

@ XQuartz Aplicaciones Edicién Ventana Ayuda
O @ | AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

AEY £ N MO

ADT4.2 Ligand Flexible Residues  Grid chkingl Bun  Analyze

BE
DashBoard ‘ AniMol l Tools l QIpEnil
‘Macromolecule ‘

Sel. | ¥/|CMD ' Ligand - Set Rigid Filename...
3 §|,,.,| Lz § L B CRMS ITE Search Parameters - Set Flexible Residues Filename...
¥ All Molecules %% H%%% V" pociie Pgrameters...

Current Selection SPHHHVS Other Options..

b AHK 1 O®O0O0OO VT Output

Edit DPF...

Mod.:[None Time:[2.287  Selected: | INEG_c——— IR Spinoff — | FR:[1653 (@G o
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Paso 8. El archivo PDBQT correspondiente a la macromolécula (3J8H) se introduce
en una carpeta llamada “mapas”, en la que se encuentran los mapas de cada tipo de

atomo del ligando.

@] | PDBQT Macromolecule File:
Directory: {Users/Laura/Desktop/TFG/mapas [ .
B 3J8H_AB_dock.pdbqt

|-

File name: |3J8H_AB_dock.pdbat \ Qpen

Files of type: PDBQT files (*pdbat) —~| cancel |

Paso 9. A continuacidn se elige el ligando.

@ XQuartz Aplicaciones Edicién Ventana Ayuda
@] ( ] \| AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute HydrogenBonds Grid3D Help

RAEY LCE N E MO

ADT42 Ligand  Flexible Residues  Grid  Dockin e

DashBoard I AniMol ‘ Tools I Open DPF..

Macromolecule -
Sel.: | w|[CMD ' Ligand r
R P 7z S LB CRMSL C Search Parameters - Choose...
4 b iteciies %% %% % vt Docking Parameters.. Open..
Current Selection SHHHHUS Other Options... - Ligand Parameters...
P ¥AHK 1 O®O00OO VT Ouput
Edit DPF...

[ %/ Choose Ligand

select a molecule
|AHK1 H || AN

Mod.:/None  Time:[0.000  Selected: [ N EGEGG_—G_—_—

= [= £

Select Ligand I

Dismiss |
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Paso 10. Seguidamente, se selecciona las veces que se quiere lanzar el
acoplamiento molecular. En nuestro caso se eligié efectuar cada docking 50 veces
(Number of GA runs: 50)

® XQuartz Aplicaciones Edicién Ventana Ayuda
@ @ N\ AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

AEe £S5 g

| |
-} Oi EC‘.‘Q | @ N\ Genetic Algorithm Parameters

A0T42 Ligand  Flexible Residues  Grid  Dockin

Number of GA Rugfs: [S0
Population Si2e; 150/

DashBoard ‘ AnMol | Tools | Open DPF... Maximum Number of evals: [medium  w|[2500000
* . Macromolecue Maximum Number of generations: [27000
sel:f __ ¥|ovD | Ligand Maximum Number of top individuals [
X P72z S LBCRMSL C Search Parameters | { that automatically survive: !
¥ All Molecules %% %% % vt Docking Parameters.. Genetlc Algortho.. | Rate of Gene Mutation: [0.02
Current Sefection % %% % v 5 Other Options.. Simulated Annealing.. | Rale of Crossover: fﬁﬁ
P FEAHK 1 [m] Jeleleloivay S:tpgpF Local Search Parameters GA Crossover mode: [Wopt vl

gene mutation:

r of generations for

ickin N
worst individual: P 2 10

Mean of Cauchy distribution for g
Variance of Cauchy distribution for e
gene mutation: -

Close I

viod.:[None Time: /0583 Selected: | NEGEGG_G_— Spinoff — |FR:[156.7 @\ "
Paso 11. Guardar el archivo en formato .DPF. Es importante guardarlo en la
carpeta de “mapas”, para que a la hora de lanzar el Docking esté en la misma
carpeta que la macromolécula. De modo que el nombre que se escribe es:
“AHK1_H.dpf"

@ XQuartz Aplicaciones Edicién Ventana Ayuda
o (5] N\ AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute HydrogenBonds Grid3D Help

AEY £ C SN [E[ oS

|ADT4.2 Ligand _Flexible Residues  Grid  Docking| Run  Analze

| DPF...
DashBoard | AnMol | Tools | geen
Macromolecule

Sel.: | ¥//CMD  Ligand
R P72 S L B C RMS L C Search Parameters
¥ All Molecules L3 3 3 3 YA Dacking P‘arameters...

Current Selection %% %% % vt Other Options...

P VEAHK 1 00000V oW ¢

Edit DPF... Lamarckian GA(4.2)...
Genetic Algorithm(4.2)...
Simulated Annealing(4.2)...
Local Search(4.2)...
Evaluate Energy(EPDB)...

Vina Config(config.tzt)...

8] X\ AutoDock4.2 GALS Docking Parameter Output...
Directory: {Users/Laura/Desktop/TFG/mapas ‘ (]

I

=
File name: [AHK1_H.dpf | {_ Save

FR:[1220 [ @&~

Files of type:  dpf file (*.dpf) ~| cancel |
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Paso 12. Al abrir la carpeta de “mapas” se observa que se ha generado el archivo
“AHK1_H”

[ [ ] " mapas
Bl = D o1 S|}y X
Favoritos
@ AirDrop
(& Todos mis archivos
A Aplicaciones 3J8H_AB_dock.A. 3J8H_AB_dock.C. 3J8H_AB_dock.Cl. 3J8H_AB_dock.d. 3J8H_AB_dock.e. 3J8H_AB_ dock.H 3J8H_AB dock.m 3J8H_AB_dock.m
map map map map map D.map aps.fid aps.xyz
7 Escritorio
[ Documentos
o Descargas y v
Dispositivos 3J8H_AB_dock.N. 3J8H_AB_dock.N 3J8H_AB_dockO 3JBH.AB.dockp 3)8H_AB.dock.S  3JHB_AB.glg 3JHB_AB.gpf  3JBH_AB_dock.F.
map A.map A.map Goq! A.map map

O Disco remoto
Compartido

Etiquetas
@ Roja

@ Naranja

3JH8_AB_2.glg 3JH8_AB_2.gpf

Paso 13. Ir a la carpeta “AHK1_H” - Copiar el fichero “AHK1_H.pdbqt” y pegar en
la carpeta “mapas”

[ NON | I AHK1_H
§ m ol =~ %y B a Q. Buscar

Favoritos
@ AirDrop
£} Todos mis archivos
/-\,: Ap|icaciones AHK1_H.cdxml AHK1_H.mol AHK‘I_H.pdb AHK1_H.pdbqt
) Escritorio

MOL PDB PDBQT

M Documentos
0 Descargas

ot e % mapas
= 00 o1 &|v #v M Q Q, Buscar
Favoritos
@) Airbrop
Todos mis archivos
#: Aplicaciones 3J8H_AB_dock.A. 3J8H_AB_dock.C. 3J8H_AB_dock.Cl. 3J8H_AB_dock.d. 3J8H_AB_dock.e. 3J8H_AB dock.H 3J8H_AB dock.m 3J8H_AB_dock.m
map map map map map D.map aps.fid aps.xyz
[ Escritorio
[§ Documentos
o Descargas y 2
Dispositivos 3J8H_AB_dock.N. 3J8H_AB.dock.N 3JBH AB. dockO 3JBH_AB.dockp 3J8H AB dock.S  3JH8 AB.glg 3JHB_AB.gpf  3JBH_AB_dock.F.
dbat
O Dieco femoto map A.map A.map ba A.map map
Compartido
& tc7230-Ivg
Etkaietes 3JHBAB 29lg  3JHBAB_2.gpf AHK1_H.dpf
@ Roia
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Paso 14. Ahora es cuando se arranca el AutoDock (AutoDock Run). Para ello se
utiliza el Terminal del ordenador.

Q_ Terminal

MEJOR RESULTADO

~ | Terminal

El Mac Terminal?® es una interfaz de linea de comando (CLI) para Mac OS X y
posteriores. El Terminal permite modificar varias caracteristicas de los escritorios
Mac, fuentes, archivos y mas, mas alla de la interfaz grafica de usuario estandar de
OS X. Permite una total personalizacién y comando.

Antes de entrar en el Terminal hay que conocer dos comandos bdsicos3? para
poder realizar la operacion, son los siguientes:

1. cd: Cambio de directorio

2. ls: Lista de informacidon sobre archivo(s)

Al entrar en el Terminal aparecera una hoja en blanco:

@ Terminal Shell Edicién Visualizacién Ventana Ayuda

© ® 7 Laura — -bash — 69x21

Last login: Wed Feb 21 13:32:24 on ttys@ee
MacBook-Pro-de-Laura:~ Laura$ [

29 https://www.techopedia.com/definition/28747 /mac-terminal-mac-0s-x

30 https://alexismarin.wordpress.com/2013/05/28/listado-de-comandos-para-el-terminal-de-mac-0s-x
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Cada vez que se introduce un comando se ejecuta con la tecla “Enter”. A modo de
ejemplo se muestran los comandos para ejecutar el docking entre el complejo
Calstabinal/RyR1 (3J8H) y el ligando AHK1_H:

@ Terminal Shell Edicién Visualizacidn Ventana Ayuda

[ NON ) mapas — -bash — 77x20

Last login: Wed Feb 21 14:44:10 on ttys@ee
|[MacBook-Pro-de-Laura:~ Laura$ cd

MacBook-Pro-de-Laura:~ Laura$ ls

Applications Desktop Downloads Movies Pictures
CADDworkflows Documents Library Music Public
MacBook-Pro-de-Laura:~ Laura$ cd Desktop/TFG_W/
MacBook-Pro-de-Laura:TFG_W Laura$ 1ls

AHK1_H mapas

MacBook-Pro-de-Laura:TFG_W Laura$ cd mapas/

MacBook-Pro-de-Laura:mapas Laura$ 1ls

3J8H_AB_dock.A.map 3J8H_AB_dock.0OA.map 3JH8_AB.glg
3J8H_AB_dock.C.map 3J8H_AB_dock.SA.map 3JH8_AB.gpf
3J8H_AB_dock.Cl.map 3J8H_AB_dock.d.map 3JH8_AB_2.glg
3J8H_AB_dock.F.map 3J8H_AB_dock.e.map 3JH8_AB_2.gpf
3J8H_AB_dock.HD.map 3J8H_AB_dock.maps.fld AHK1_H.dlg
3J8H_AB_dock.N.map 3J8H_AB_dock.maps.xyz AHK1_H.dpf
3J8H_AB_dock.NA.map 3J8H_AB_dock.pdbqt AHK1_H.pdbqt

MacBook-Pro-de-Laura:mapas Laura$ autodock —-p AHK1_H.dpf -1 AHK1_H.dlg &I

Es importante poner “&” al final para poder seguir lanzando dockings. Si no se
pone “&” al final, habria que esperar a que completara el docking que se ha
ejecutado, es decir, no se podria controlar el Terminal hasta que finalizara.
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A modo de ejemplo se muestra el archivo PDBQT introducido para ejecutar el
docking del complejo Calstabinal/RyR1 con el ligando AHK1_H:

5] ® AHK1_H.pdbqt
REMARK 6 active torsions:
REMARK status: ('A' for Active; 'I' for Inactive)

REMARK 1 A between atoms: C_3 and C_10

REMARK 2 A between atoms: N_5 and C_6

REMARK 3 A between atoms: C_6 and C_7

REMARK 4 A between atoms: C_1@0 and S_11

REMARK 5 A between atoms: S_11 and C_12

REMARK 6 A between atoms: C_16 and 0_18

ROOT

HETATM 1 N UNL 1 0.075 0.721 -1.399 1.00 0.00 0.005 NA
HETATM 2 N UNL 1 -0.094 -0.567 -1.659 1.00 0.00 -0.162 NA
HETATM 3 C UNL al -1.027 -1.023 -0.804 1.00 0.00 0.078 A

HETATM 4 C UNL 1 -1.424 0.034 -0.007 1.00 0.00 0.137 A

HETATM 5 N UNL 1 -0.713 1.111 -0.408 1.00 0.00 -0.273 N

ENDROOT

BRANCH 5 6

HETATM 6 C UNL 1 -0.704 2.507 0.063 1.00 0.00 0.259 C

BRANCH 6 7

HETATM 7 C UNL 1 -1.633 2.874 1.199 1.00 0.00 0.193 C

HETATM 8 0 UNL 1 -1.634 4.147 1.639 1.00 0.00 -0.647 0A
HETATM 9 UNL 1 -2.378 2.071 1.731 1.00 0.00 -0.647 0A
ENDBRANCH 6 7

ENDBRANCH 5 6

BRANCH 3 10

HETATM 106 C UNL 1 -1.498 -2.449 -0.784 1.00 0.00 0.141 C

BRANCH 10 11

HETATM 11 S UNL 1 -2.769 -2,750 0.494 1.00 0.00 -0.124 SA
BRANCH 11 12

HETATM 12 C UNL 1 -2.940 -4.488 0.086 1.00 0.00 0.003 A

HETATM 13 C UNL 1 -3.884 -4.893 -0.864 1.00 0.00 0.018 A

HETATM 14 C UNL 1 -4.018 -6.247 -1.182 1.00 0.00 0.004 A

HETATM 15 C UNL 1 -3.210 -7.198 -0.552 1.00 0.00 0.037 A

HETATM 16 C UNL 1 -2.261 -6.808 0.402 1.00 0.00 0.069 A

HETATM 17 C UNL 1 -2.131 -5.439 0.719 1.00 0.00 0.055 A

BRANCH 16 18

HETATM 8 0 UNL 1 -1.501 -7.771 9.985 1.00 0.00 -0.356 0OA
HETATM 19 C UNL 1 -0.526 -7.562 1.937 1.00 0.00 0.210 C

ENDBRANCH 16 18

ENDBRANCH 11 12

ENDBRANCH 10 11

ENDBRANCH 3 10

TORSDOF 6

Una vez finalizados los calculos de docking, se formara un archivo de salida en
formato DLG.

S) ® mapas
< Bl=cwo & & 0o
Favoritos
@) Airdrop
[ Todos mis archivos X
7 Aplicaciones 3J8H_AB_dock.A. 3J8H_AB_dock.C. 3J8H_AB_dock.Cl. 3J8H_AB_dock.d. 3J8H_AB_dock.e. 3J8H_AB_dock.H 3JBH_AB_dock.m 3J8H_AB_dock.m
2 map map map map map D.map aps.fid aps.xyz
[ Escritorio
% Documentos
© Descargas
Dispositivos 3J8H_AB_dock.N. 3JBH_AB_dock.N 3J8H_AB dockO 3JBH.AB.dock-p 3)8H_AB.dock.S  3JHB_AB.glg 3JH8_AB.gpf  3JBM_AB_dock.F.
O Disco remoto map A.map A.map dbaqt A.map map
Etiquetas
@® Roja
Naranja 3JH8_AB_2.9lg 3JH8_AB_2.gpf AHK1_H.dpf PUTSICRY TS AHK1_H.dig |

Amarilla

El archivo DLG se forma en la carpeta de “mapas” y se puede editar con un editor
de texto, como puede ser el TextEdit o el MacVim. Elegimos el MacVim.
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Se pulsa la tecla “Comand” (cmd) y la letra F, de esta manera se podra buscar la
palabra que se quiera en los datos que aparecen. Buscar: “###”:

® Find

Find:  ###
Replace with:

Ignore case Match whole word only

Replace All Replace Previous m

2 1o sieui . Aqui se encuentran los datos referidos al histograma, en el que se
Y aparecera lo sigulente: representa el n? de clisteres frente a la energia de enlace mas baja.

[ N AHK1_H.dIg (~/Desktop/TFG/mapas) - VIM

Number of distinct conformational clusters found = 4, out of 50 runs,
Using an rmsd-tolerance of 2.0 A

CLUSTERING HISTOGRAM

|
Clu st | Run | Mean Num | Histogram
er | Binding | Binding in
Rank | Energy ] Energy Clus 5 1 15 20 25 30 35
| | PR PO IR [Ty R DS Jurigy [Tl
1] -7.78 | 35 ~7.06 39
27 -6.49 | 5 -6.49 1 |#
3¢| -5.69 | 42 -5.43 7 |#eassss
4| -5.32| 8 -5.19 3 |#ee
I | ES

Number of multi-

RMSD TABLE
| |
Rank | Sub- | Run Binding | Cluster | Reference Grep
Rank Energy | RMSD | RMSD Pattern
—_— | |
1 X 35 -7.78 0.00 0.34 RANKING
1 2 36 -7.66 0.84 0.83 RANKING
1 3 16 ~7.62 0.37 9.35 RANKING
1 4 13 -7.57 0.85 0.82 RANKING
1 5 10 =7.56 0.92 .88 RANKING
1 6 3 =7.52 0.88 .90 RANKING
1 7 21 -7.49 0.91 0.90 RANKING

Se copia y pega en un Excel, las columnas que se necesitan son
Binding Energy) y la quinta (Num in Clus).

4620.43

93%

la segunda (Lowest

@ Excel Archivo Edicién Ver Insertar Formato Herramientas Datos Ventan

@ ® Energias_carboxilato.xisx

PEHOA® X L i & © @

) »

| | # nicio | DiseAo | Tablas | Grificos | SmartArt | Férmulas | Datos |

» A v

Editar Fuente Alineacién Némero Formato Ceidas Tema

Caliori (Cuerpo) |+[12 |»| [=]|, |[General |~ %‘ N (5
3 3 -

peger | NI C| %7 DAL aner (| % o) Crormato. Estios Temas
) - F =
S o | E | F [ G H
AHK1-H
a5
%
g 35
w 30
!? 2
& 20
g 15
3 10 |
. — — j
an 649 569 1 |
Num in cluster {
I

_ << el 1-4 Jsers ]+

| Vista normal Listo

7
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Debajo de los datos del histograma de clasteres (Clustering Histogram), aparecen
mas datos.

LOWEST ENERGY DOCKED CONFORMATION from EACH CLUSTER

Keeping

AHK1_H.dlg (~/Desktop/TFG/mapas) - VIM

MODEL 35

USER
USER
USER

USER

USER

USER

USER
USER

USER

USER (1) Final Intermolecular Energy
vdW + Hbond + desolv Energy
Electrostatic Energy

USER (2) Final Total Internal Energy

USER
USER

Run = 35
Cluster Rank = 1
Number of conformations in this cluster = 39

RMSD from reference structure

Estimated Free Energy of Binding
Estimated Inhibition Constant, Ki

USER (3) Torsional Free Energy

USER (4) Unbound System's Energy

USER
USER
USER

USER

USER NEWDPF
USER NEWDPF
USER NEWDPF
USER NEWDPF
USER NEWDPF
USER NEWDPF
USER

USER

ATOM
ATOM
ATOM

>
g
CoONOUMAWNE

NONOoOONONOOnnZ2ZZ22 (@]

MacVim

move ahkl_h.pdbqt

[:

(2)1

0.338 A

-7.78
1.99

-9.57
-7.89
-1.68
-0.67
+1.79
-0.67

original residue number (specified in the input PDBQ file) for outputting.

kcal/mol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
[Temperature = 298.15 K]

uM (micromolar)

kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol
kcal/mol

DPF = /Users/Laura/Desktop/TFG/mapas/ahkl_h.dpf

about 276.232400 134.610700 256.492100
tran@ 276.220393 134.616937 256.326442
axisangle@ —0.068057 0.982672 -0.172407 -5.238766

quaternion@

-0.003110 0.044909 -0.007879 -0.998955

dihe@ -5.17 157.23 8.07 8.59 -3.84 3.34

X
276.593
275.364
274.576
276.523
275.290
277.800
277.426
277.597
277.347
277.476
277.862
278.111
277.979
277.223
277.741
273.170
272.838
273.638
271.863

RRRPRRPRRBRRPRRPBRERPRRERRERRERRERR

: Copiar - Pegar

y
133.230

133.815
132.870
131.951
131.760
133.897
135.606
135.232
136.223
135.943
134.646
133.659
133.949
136.939
138.217
133.064
134.422
134.947
135.058

z
254.756
254.554
254.012
254.335
253.889
255.344
255.869
257.615
258.572
259.940
260.339
259.381
258.023
260.826
260.773
253.634
253.049
252.099
253.415

vdW
-0.39 +0.06
-0.34 +0.08
-0.36 -0.21
-0.90 -0.13
-0.94 +0.01
-0.30 +0.03
-0.32 -0.02
-0.31 -0.00
-0.29 -0.01
-0.40 -0.05
-0.54 -0.01
-0.51 -0.00
-0.42 -0.00
-0.32 +0.24
-0.31 -0.11
-0.45 +0.19
-0.38 +0.23
-0.38 -1.35

4712,0-1

96%
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Se copian los datos sefialados y se pegan en una ventana nueva de MacVim, para
guardarlos como un nuevo archivo PDB. Aqui se observan los atomos que estan en

el ligando (AHK1_H).

@ MacVim File Edit Tools Syntax Buffers Window Help
[ BON | ahk1_h_DOCKED.pdb (~/Desktop/TFG/ahulken_carboxilato/docked) - VIM
ATOM 1 C UNL 1 276.593 133.230 254.756 -0.39 +0.06 +0.106 0.338
ATOM 2 C UNL 1 275.364 133.815 254.554 -0.34 +0.08 +0.108 0.338
ATOM 3 N UNL 1 274.576 132.870 254.012 -0.36 -0.21 -0.242 0.338
ATOM 4 N UNL 1 276.523 131.951 254.335 -0.90 -0.13 -0.160 0.338
ATOM 5 N UNL 1 275.290 131.760 253.889 -0.94 +0.01 +0.007 0.338
ATOM 6 C UNL 1 277.800 133.897 255.344 -0.30 +0.03 +0.111 0.338
ATOM 7 S UNL 1 277.426 135.606 255.869 -0.32 -0.02 -0.107 0.338
ATOM 8 C UNL 1 277.597 135.232 257.615 -0.31 -0.00 +0.028 0.338
ATOM 9 C UNL 1 277.347 136.223 258.572 -0.29 -0.01 +0.030 0.338
ATOM 10 C  UNL 7} 277.476 135.943 259.940 -0.40 -0.05 +0.095 0.338
ATOM 11 C  UNL 1 277.862 134.646 260.339 -0.54 -0.01 +0.024 0.338
ATOM 12 C  UNL 1 278.111 133.659 259.381 -0.51 -0.00 +0.003 0.338
ATOM 13 C  UNL 0! 277.979 133.949 258,023 -0.42 -0.00 +0.006 0.338
ATOM 14 0 UNL 1 277.223 136.939 260.826 -0.32 +0.24 -0.328 0.338
ATOM 15 C  UNL 1 277.741 138.217 260.773 -0.31 -0.11 +0.181 0.338
ATOM 16 C  UNL 1 273.170 133.064 253.634 -0.45 +0.19 +0.220 0.338
ATOM 17 C  UNL 1 272.838 134.422 253.049 -0.38 +0.23 +0.211 0.338
ATOM 18 0 UNL 1 273.638 134.947 252.099 -0.38 -1.35 -0.646 0.338
ATOM 19 0 UNL 1 271.863 135.058 253.415 -0.05 -0.60 -0.646 0.338
R 1,1 Top
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6.4. AutoDockFR

Para hacer el estudio de las moléculas con la aproximacién de cadenas flexibles se
utiliza una evolucion del AutoDock4, denominada como AutoDockFR. En
AutoDock4 también se puede hacer la aproximaciéon para cadenas flexibles, so6lo
que el sistema de integracion es mucho mas complejo y esta menos definido. La
pregunta entonces es, ;por qué se usa AutoDockFR y no AutoDock 4.2.67 La
respuesta es que en AutoDock FR hay una pequefia modificacién en el cambio de la
energia de solvatacion que hace que los resultados que se obtienen se parezcan
mas a los que se han medido por otra via.

Los resultados para la aproximacion cadenas flexibles se guardan en una carpeta
llamada <<TFG2>>.

Pasos a seguir:

1. Crear una carpeta llamada <<ligandos>> donde se meten todos los ligandos.
En la carpeta, ademds, tiene que haber un archivo Illamado
<<genera_lanzadera>>, que hara que todos los ligandos se generen de
forma automatica, uno detras de otro.
Los ligandos tienen que estar en formato .pdbqt
3. Para generar los archivos pdbqt de los ligandos se hace como antes:
a. Dibujar la molécula en ChemDraw (guardar en formato MDL
Molfile).
Minimizar la energia con Avogadro (guardar en formato .pdb)
c. Cargar el archivo pdb en AutoDock y generar el fichero de salida, que
sera el pdbqt.
4. Una vez formados los pdbqt, se guardan en una carpeta que estara en la
carpeta <<TFG2>>.
5. Enla carpeta <<TFG2>> tienen que estar:
a. El archivo pdbqt de la proteina para cadenas flexibles
<<3]J8H_AB_flex_v2.pdbqt>>
b. El archivo trg de la de la proteina para cadenas flexibles
<<3J8H_AB_flex_v2.trg>>
c. Una carpeta << 3J8H_AB_flex v2>> donde se encuentran los mapas
de la proteina
d. Un archivo <<lanza>> que permitird que se genere la lanzadera
(hara que los todos los pdbqt se lancen a la vez)

N
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@ Finder Archivo Edicién Visualizacién Ir Ventana Ayuda

‘e0e@ TFG2
< Hll = D o1 =y #v A a

Favoritos
=] Dropbox -
@ AirDrop

Todos mis archi... 3J8H_AB_flex_v2. | 3J8H_AB_flex_v2. | 3J8H_AB flex v2 [lanza | ligandos
pdbgt trg

#; Aplicaciones

[2) Escritorio .
Carpeta con archivos pdbqt de los

[§ Documentos ligandos que se quieren lanzar
© Descargas

/1

& Macintosh HD > [ Usuarios > 4 Laura > i Escritorio > TFG » TFG2

4 de 25 seleccionados, 75,59 GB disponibles

6. Abrir el Terminal

7. Los comandos que hay que poner en el Terminal son los siguientes:

cd Desktop/TFG/TFG2
cd ligandos
./genera_lanzadera
cp *.pdbqt..

cp lanzadera ..

cd..

. ./lanzadera &

aoow

¥ ™o

Al escribirlos, darle a la tecla Enter.

8. Se generan, tres archivos de salida para cada interaccién

:.pdbqt, .dlg, .dro
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Tratamiento de archivos de salida de cadenas flexibles:

1. Cuando haya acabado la operacidn saldra lo siguiente:

@ Terminal

Shell Edicién Visualizacién Ventana Ayuda

® ® TFG2 — -bash — 85x48
Termination status
3/ 508 6.0% runs exhausted their evaluations
7/ 5@ 14.0% runs stopped converged 1 or 2 clusters
40/ 50 80.8% runs stopped after no improvement in clusters
@/ 50 0.0% runs stopped because GA ran out of choices
@/ 5@ 0.8% runs stopped because GA population converged
Refining results ...
done.
mode | affinity | clust. | ref. | clust. | rmsd | energy | best |
| (kcal/mol) | rmsd | rmsd | size | stdv | stdv | run
1 -12.1 0.0 -1.0 5 0.7 0.4 041
2 -10.1 5.8 -1.0 2 0.8 0.0 017
3 -10.1 7.6 -1.0 2 0.7 0.0 048
4 -9.7 7.3 -1.0 b NA NA 035
5 -9:7 9.2 -1.0 1 NA NA 827
6 -9.6 7.7 -1.0 4 8.8 8.5 047
7 -9.3 6.9 -1.0 1 NA NA 834
8 -9.2 8.7 -1.0 11 8.6 a.7 019
9 -9.2 7.4 -1.0 1 NA NA 007
10 -9.2 4.4 -1.0 1 NA NA 040
11 -9.0 5.0 -1.90 1 NA NA 013
12 -9.0 4.8 -1.90 1 NA NA 015
13 -8.9 8.5 -1.90 1 NA NA 038
14 -8.8 6.9 -1.0 1 NA NA 037
15 -8.8 9.7 -1.0 3 0.5 0.2 033
16 -8.5 9.5 -1.0 1 NA NA 03e
17 -8.4 8.6 -1.0 1 NA NA 004
18 -8.3 7.7 -1.0 1 NA NA 050
19 -8.2 8.1 -1.0 1 NA NA 006
20 =7.9 9.9 -1.0 5 8.5 8.3 049
21 -7.6 9.2 -1.0 1 NA NA 010
22 -7.6 10.1 -1.0 1 NA NA 018
23 -7.2 9.4 -1.0 1 NA NA 046
24 -7.1 9.2 -1.0 1 NA NA 039
25 -6.6 11.4 -1.0 1 NA NA 209
Writing poses to AHKpiridinaS_E_2018-07-31T05:03:47.319889_out.pdbgt

Docking performed in 5725.94 seconds, i.e. 1 hours 35 minutes 25.935104 seconds
packaging docking results in to AHKpiridinaS_E_2018-07-31T05:03:47.319889.dro 0.17

[1]+ Done

./lanzadera

En la carpeta TFG2 se habran formado todos los archivos de salida. Los
introducimos todos en una carpeta llamada <<Resultados>>. Como se ha
comentado antes hay tres archivos de salida para cada interaccién : .pdbqt, .dlg,

.dro

@ Finder Archivo

Edicion Visualizacion Ir Ventana Ayuda

0@
<

"1 AHK_piridinaA,C,D,E
= 0D ol T_v | £V t <) Q. Buscar

Favoritos
Dropbox
@ AirDrop

Todos mis archivos

#3: Aplicaciones
[ Escritorio
[ Documentos
0 Descargas

BQT DLG

AHKpiridinaR_A_2 | AHKpiridinaR_A_2 | AHKpiridinaR_A_2
018-07-...ut.pdbqt | 018-07-...mary.dlg | 018-07-...360.dro

AHKpiridinaR_A.p |l
dbqt (

PDBQT
PDBQT

AHKRiridinal © n AHKniridinaD N 2 AHKniridinaR N 2 AHKniridinal N 2
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2. Para poder estudiar los datos, se genera una carpeta nueva llamada <<LigPlot>>
en la que creamos 4 carpetas:

@ Finder Archivo Edicién Visualizacién Ir Ventana Ayuda

‘@ (] LigPlot
< Hll = 0D o1 =v v Q
Favoritos
=1 Dropbox
@) Airbrop
B Todos mis archivos pdbat pdb pdb editados pdb editados + @ rigidReceptor_s

3 . " proteina inN.pdbqt
#3: Aplicaciones

- En la primera carpeta, pdbqt, introducimos unicamente los archivos pdbqt de
salida.

Se abre cada archivo pdbqt con MacVim y se copia todo lo que incluya el Modell,
hasta Model2 (sin incluir Model2):

@ MacVim File Edit Tools Syntax Buffers Window Help
‘ ® @ AHKpiridinaR_A_2018-07-30T17:55:10.346360_out.pdbqt (~/Desktop/...
ZODEL .

USER: ADFR SOLUTION from run 45

USER: SCORE 16.191284 LL: -0.256 LR: -14.189 RR: -17.471 FEB: -12.101
USER: RMSD -1

USER: STATUS no improvement in best in 2 clusters for 5 generations
USER: GENES 29

USER: genes @ Translation |==| ©0.49955 0.59811 0.44092
USER: genes 1 Rotation |== 0.79209 0.49540 0.76938 0.80348
USER: genes 2 Torsion [N]-C--C-[S] |==| ©.55818

USER: genes 3 Torsion [C]-C--S-[C] |==| @.57659

USER: genes 4 Torsion [C]-S--C-[N] |==| 0.30517

USER: genes 5 Torsion [C]-N--C-[C] |==| .15199

USER: genes 6 Torsion [N]-C--C-[0] |==| 0.26479

USER: genes 7 Torsion [N]-C--C-[C] |==| ©.23469

USER: genes 8 Torsion [C]-C--C-[C] |==| 0.59250

USER: genes 9 Torsion [N]-CA--CB-[CG] |==| ©.73878
USER: genes 10 Torsion [CA]-CB--CG-[CD1] |==| 0.03174
USER: genes 11 Torsion [N]-CA--CB-[CG1l] |==| ©.79823
USER: genes 12 Torsion [N]-CA--CB-[CG] |==| 0.13024
USER: genes 13 Torsion [CA]-CB--CG-[CD1] |==| 0.62989
USER: genes 14 Torsion [N]-CA--CB-[CG] |==| 0.10520
USER: genes 15 Torsion [CA]-CB--CG-[CD1l] |==| 0.17475

1,3 Top

[

En MacVim se abre una pestafia nueva: File > New Window, y se pega aqui lo que
hemos copiado. Borramos todos los USER, ENDROOT, ENDBRANCH, y BRANCH
que aparezcan, quedando finalmente un fichero que contiene Unicamente un
listado de &tomos (ATOM).

Una vez hecho esto, guardamos el archivo como pdb y lo guardaremos en la
segunda carpeta <<pdb>>.

Hay que editar los pbd para que los visualizadores puedan leerlos. Para ello
primero se copian los pdbs y se pegan en la tercera carpeta, pdb editados. Luego se
abre cada pdb con TextEdit y se alinea la tercera columna, se eliminan las segundas
A de la ultima columna y se ponen como cadena A los aminoacidos que aparecen
de 1700 y pico (aparecen como cadena B pero en realidad son de la A). Finalmente
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se guarda. Cuando se hace el calculo para hacer el docking no entiende que hay dos
cadenas, entonces hay que poner que todo es una cadena pero a la hora de
representarlo se cambia por las cadenas que son en realidad.

@ Macvlirq File Edit Tools Syntax Buffers Window Help

®00 [No Name] + - VIM1
ATOM 1 271.407 134.596 260.828 1.00 0.00 LIG—O.IG
ATOM C 1 270.843 134.337 259.631 1.00 0.00 LIG 0.08
ATOM C 1 269.547 133.926 259.845 1.00 0.00 LIG 0.14 A
ATOM N 1 269.361 133.945 261.179 1.00 0.00 LIG-0.27 N
ATOM 1 270.486 134.348 261.748 1.00 0.00 LIG 0.01 NA
ATOM C 1 271.532 134.487 258.314 1.00 0.00 LIG 0.14 C
ATOM 1 270.290 134.643 256.990 1.00 0.00 LIG-0.10 SA
ATOM C 1 271.368 133.952 255.739 1.00 0.00 LIG 0.09 A
ATOM 24 271.106 132.718 255.229 1.00 0.00 LIG-0.25 NA
ATOM 1 C 3 271.898 132.155 254.277 1.00 0.00 LIG 0.12 A
ATOM 1 C 1 273.014 132.846 253.798 1.00 0.00 LIG 0.02 A
ATOM 1 C 1 273.303 134.115 254.307 1.00 0.00 LIG 0.00 A
ATOM 1 € 1 272.476 134.675 255.284 1.00 0.00 LIG 0.04 A
ATOM 1 C 1 268.149 133.588 261.923 1.00 0.00 LIG 0.21 C
ATOM 1 (& 1 267.698 132.196 261.550 1.00 0.00 LIG 0.20 C
ATOM 1 1 268.024 131,232 262.226 1.00 0.00 LIG-0.65 OA
ATOM 1 1 266.920 132,012 260.467 1.00 0.00 LIG-0.65 OA
ATOM 18 C 1 268.400 133.715 263.441 1.00 0.00 LIG 0.08 C
ATOM 19 ¢ 1 268.205 135.126 263.944 1.00 0.00 LIG-02.06 A
ATOM 29 C 1 268.989 135.618 265.003 1.00 0.00 LIG 0.01 A
ATOM 21l ¢ 1 268.809 136.924 265.468 1.00 0.00 LIG 0.00 A
ATOM 22| ¢ 1 267.849 137.751 264.880 1.00 0.00 LIG 0.00 A
ATOM 23| ¢ 267.068 137.274 263.824 1.00 0.00 LIG 0.00 A
ATOM 24\ C 267.243 135.968 263.357 1.00 0.00 LIG 0.01 A
ATOM N 271.093 137.593 259.991 1.00 30.00 REC N
ATOM € 270.512 138.245 261.155 1.00 30.00 REC C
21,1 Top

¢ MacVim File Edit Tools Syntax Buffers Window Help

i ® ® 4 mdmaR_A pdb - (~/Desktop[l' FG/ngPIot/pdb editados/AHKpiridinaA,C,D,Ee...

ATOM 00 LIG-0.16
ATOM LIG 0.08
ATOM @.00 LIG u.‘J
ATOM 0.00 LIG-0.2
ATOM ) LIG 0.01
ATOM LIG 9.1«
ATOM 0 LIG-0.1¢
ATOM 0 LIG 0.0
ATOM ) LIG-0.2
ATOM LIG 0.1
ATOM .00 LIG 0.0
ATOM ) LIG @ ,\
ATOM @ LIG @
ATOM LIG 0.
ATOM 0
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM 8 CE
ATOM g €Z
ATOM 1 N |
ATOM 11 CA
ATOM 12 CB
ATOM 13 C61
ATOM 14 CG2
ATOM 15 N
== INSERT --

=5

S

1.00 ©.00
1.00 0.00
1.00 9.00
1.00 0.00
1.00 30.00

1 6 30.00
1,00 30,00

Z000N00NNDOo0CNANONONZONONNZZNnNZ

U BN

A A1782

PHE A1782
PHE A1782
PHE A1782
PHE A1782
VAL A1783
VAL A1783
VAL A1783
A1783

~ O

—“Z20N00NZN NONONOZ>>2>2>2>2>000NN>222>Z2ZP0NNZZ>>
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En la dltima carpeta, TFG editados + proteina, se insertan, en cada fichero, primero
la proteina y seguido el pdb editado. Asi, cuando carguemos las moléculas en los
visualizadores nos las daran las dos en una y podremos seleccionar lo que
queremos ver a partir de un solo archivo.

Para ello, primero abrimos con MacVim el archivo pdbqt de la proteina,
rigidReceptor_sinN.pdbqt.

Vamos a la tltima linea del archivo y para que nos permita escribir le damos a: Edit
- Put After. A continuacién, copiamos el pdb editado y lo pegamos
inmediatamente después de la proteina. Finalmente lo guardamos en formato pdb.

.' MacVim File Edit Tools Syntax Buffers Window Help

® @ rigidReceptor_sinN-pdbg eskic LigPlot) - VIM
B 106 280.037 118.908 261.917 1.00 11,

ATOM 12150 (D v
ATOM D2 LEU B 106 279.268 121,166 261.229 1.00 14.
ATOM GLU B 107 281.748 121,457 257.150 1.00 8.69
ATO HN GLU B 107 281.654 122,222 257.818 1.
ATOM 12154 CA GLU B 107 282.751 121,550 256.096 1.
ATPOM 12155 C GLU B 107 284.038 122,168 256.622 1.
ATQM 12156 O GLU B 107 284.358 122.043 257.802 1.
ATO CB GLU B 107 282.225 122.367 254.913 1.
ATOM CG GLU B 107 281.039 121.746 254.186 1.
ATOM B 281.341 120.363 253.642 1.
ATOM B 282.467 253.146 1.
ATOM 12161 B 280.452 253.713 1.0
ATOM 12162 B 84,788 “880 1.
TER 12163 GLU B 107
N UNL 60828 .00 00 LIG-0.16 N
C UNL 259.631 1.0 LIG 0.08 A 1
C Ui 1 269.547 133.926 259.845 1. 16 0.14 A PrOtelna
3 1 269.361 133.945 261.179 1. 0. N
N 1 270.486 134.348 261.748 1. N
C 1 271.532 134.487 258.314 1. C
S 1 270.290 134.643 256.990 1. S
C 1 271.368 133.952 255.739 1. A
N 1 271.106 132.718 255.229 1. N
C 1 271.898 132.155 254.277 1. A
C 1 273.014 132.846 253.798 1. A
C 1 273.303 134.115 254.307 1.00 A
1 272.476 134.675 255.284 1.00 A .
C 1 268.149 133.588 261.923 1.00 (S
C 1 132.196 261.550 1.00 _08+00 €
(1] 131.232 6 00 0.00 LIG-0.65 O
1014,1 91%

Ligando (pdb editado)
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6.5.VMD

Para VMD, Chimera y LigPlot (anexo6) se utiliza el archivo antes creado, es decir, el
archivo en el que se encuentra la proteina y el ligando en formato pdb.

Para utilizar el VMD hay que seguir una serie de pasos. No hay un modo concreto
de utilizarlo, el VMD da muchas opciones para representar las moléculas, de modo
que aqui se explicaran las que hemos utilizado para este trabajo.

Al abrir el programa aparece la siguiente ventana, a la que llamaremos ventana de
control:

® = Molecule File Browser
® o VMD Main 1 Load files for: INew Molecule j
File Molecule Graphics Display Mouse Extensions Help Filename || Browse I
T A D F Molecule Atoms Frames Vol Determine file type:
[Automatically ~| Load I

o

= -
4 !l zoom ILoop v| step ﬂl_ﬂ spead i !III

Para cargar una molécula: File > New molecule...

En la opcién <<Filename>> usar <<Browse>> para seleccionar el archivo que
queremos y cargarlo mediante <<Load>>. Se cargara toda la proteina.

6.5.1. Seleccion de colores

Para cambiar el color de fondo, en ventana de control seleccionamos Graphics. Se
abrira la siguiente ventana:

a SoncConinis Esta ventana nos permite seleccionar el color
ARSILENNDS D Categorica: de nuestras representaciones. A la izquierda se
R.S;:;ego”es | — b!uecms 3 veque esta distribuido por categorias. Lo tinico
Name : e F que hay que hacer es seleccionar la categoria
éﬁﬁiﬁe it ‘Egjﬂ\%" ‘:I que queremos editar y con los colores que

aparecen en la derecha seleccionar el color. Se
puede elegir color para una cadena, para

I mm . clementos,elligando... etc.

Color Definitions | Color Scale |

Grayscale | osat | Para cambiar el fondo, por ejemplo,
- seleccionamos Display. En <<Names>>
seleccionamos <<Background>> y en <<Colors>> seleccionamos <<White>>.
Automaticamente habra cambiado el color de fondo de negro ( el que sale siempre
automaticamente ) a blanco. Cuando acabemos cerramos la ventana.
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[ ] @ VMD 1.9.3 OpenGL Display

o @ VMD 1.9.3 OpenGL Display

Para quitar los ejes de abajo: Ventana de control - Display = Axes - View

6.5.2. Estructuras

Ventana de control = Graphics - Representations

(@] @® Graphical Representations

Selected Molecule

[0: 3J8H_AHK7R_H pab ]
Create Rep | Delete Rep |
Style Calor Selection
Lines Name all

Selected Atoms

Ialll

Draw style| Selections| Trajectoryl Periodicl
Coloring Method Material

[Name | [opaque |
Drawing Method
| Lines V| Default |

Thickness «l (I 1 _ﬂ_p_|

<& Apply Changes Automatically App|y|

En <<coloring method>> nos da la posibilidad
de elegir los colores por carga, masa, posicion,
elemento... Nosotros seleccionamos,
normalmente, por elemento.

En <<Drawing Method>> nos da la opcién de
elegir el tipo de dibujo, por ejemplo, CPK
(disposicion por puntos), Licorice (con los
enlaces mas gordos), Surf ( mostrando una masa
grande)... etc

En selections, abajo hay una casilla llamada
<<Keybord>> en la que nos dice lo que se puede
representar. Hay varios grupos: elemento,
residuo, cadena.. de modo que lo que
seleccionemos sera lo que se represente. Por
ejemplo.

Para hacer las representaciones ha que darle

arriba en <<Create Rep>> y paso a paso se ira
creando la representacidon completa.
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Ejemplo Calstabinal/AHK1_H/RyR1: _— —

1. Selected Atoms: All -
2. Coloring Method: Element ﬁ '
3. Drawing Method: QuickSurf

4. Create Rep

5. Coloring Method: Element

6. Drawing Method: CPK

7. Selected Atoms: resname UNL

VMD 1.9.3 OpenGL Dispiay

8. Create Rep

9. Coloring Method: Chain

10. Drawing Method: Licorice

11. Selected Atoms: resid 26 36 37 46 48 54 59
99

12. Create Rep

13. Coloring Method: Chain

14. Drawing Method: Licorice

15. Selected Atoms: resid 1782 1783

En el ejemplo hemos representado primero toda la estructura, y luego hemos ido
especificando lo que queremos. En primer lugar, el ligando, UNL; en segundo lugar,
las cadenas flexibles de la Calstabinal; y, en tercer lugar, las cadenas flexibles del
receptor de rianodina (RyR1).
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6.6.Chimera

Para utilizar Chimera se necesitan archivos pdb. Nosotros, como en el caso de
VMD, introducimos el ligando y la proteina en un mismo archivo pdb, uno detras

del otro.

Se muestra un ejemplo con la molécula de AHK9S-3.

Para representar una interaccion : File 2 Open... > 3]J8H_AHK9S-3.pdb

Se cargaran la proteina con el ligando.

Chimera permite representar las proteinas de formas muy variadas, para ello, se

utilizan las opciones del menu principal.

@ UCSFChimera File Actions Presets Tools

L] @ UCSF Chimera

File Select Actions Presets Tools Favorites Help
Chain
Chemistry
Residue
Structure

Select

Sequence...

Atom Specifier...

By Attribute Value...
Zone...

Clear Selection

Invert (all models)

Invert (selected models) -
Select All

Selection Mode (replace)
Broaden 1

Narrow ¥

Name Selection...

® UCSFChimera File
®ne

Presets

Actions
UCSF Chimera
File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Atoms/Bonds >

Select

Ribbon
Surface
Color
Label
Focus
Set Pivot

vYyVvVYy

Inspect
Write List...
Write PDB...

Tools

Favorites

Favorites

Help

Help

En la opcion Select se
elije lo que se quiere
editar, es decir, si por
ejemplo  queremos
poner la cadena B en
rojo, irfamos a
Select - Chain - B.

Lo que se haya
seleccionado se
editara en el
siguiente paso
(Action)

La opcion Action sirve
para decidir como se

va a editar lo que
hemos seleccionado
anteriormente. Por

ejemplo, podemos:

1. Quitar los atomos y
los enlaces (Actions -
Atoms/Bonds = hide)
2. Poner la cadena B en
modo cinta (Actions =
Ribbon - Show)

3. Cambiar de color la
cadena B (Actions >
Color - Forest Green)
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El resultado seria el siguiente:

@ UCSFChimera File Select Actions Presets Tools Favorites Help
@ ® UCSF Chimera
File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Existe la posibilidad de elegir una representacién ya hecha, por ejemplo, la
Publication 1 nos pone el fondo blanco, la silueta y la cinta la pone redondeada. Si
las caracteristicas que nos ofrece la representacion hecha son las que queremos,
nos puede ahorrar tiempo. Esta opcién esta en <<Presets>> como se indica en la
imagen de abajo.

@ UCSFChimera File Select Actions Presets Tools Favorites Help
‘0@ UCSF Chimera
File Select Actions Presets Tools Favorites Help
Interactive 1 (ribbons)
Interactive 2 (all atoms)
Interactive 3 (hydrophobicity surface)

Publication 1 (silhouette, rounded ribbon)
Publication 2 (silhouette, licorice)
Publication 3 (depth-cued, rounded ribbon)
Publication 4 (depth-cued, licorice)
Publication 5 (flat ribbon)

@ UCSFChimera File Select Actions Presets Tools Favorites Help Finalmente se encuentra
e o UCSF Chimera la opcién de
File Select Actions Presets Tools Favorites Help herramientas (TOO]S)
)

General Controls >
Viewing Controls > que nos ofrece lo que
Depiction > .
Structure Analysis > aparece en la lmagen de
Structure Comparison > la iunierda_

( Seauence >
Surface/Binding Analysis >
Structure Editing > S Fing

i e > Hay. 1nf1n1dad. de
MD/Ensemble Analysis > opciones. Por ejemplo,
Higher-Order Structure > . .
Volume Data . en Surface/Binding
D > Analysis nos da la opcion
Movement >
Utilties S de encontrar enlaces de

hidrégeno, para ello:
Tools = Surface/Binding
! Analysis 2 FindHBond.
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En la imagen de abajo se aprecian los enlaces de H con un color azul, el cual se
puede cambiar.

® UCSFChimera File Select Actions Presets Tools Favorites Help
L N UCSF Chimera
File Select Actions Presets Tools Favorites Help
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6.7.Ligplot

Los pasos que se siguieron para la utilizacién del LigPlot fueron los siguientes:

1. Coger el archivo de ligando + proteina que se quiera visualizar (al igual que para
el VMD y el Chimera tiene que ser un archivo pdb, en el que se encuentren el
archivo de la proteina y el archivo del ligando pegados uno detras de otro).

2. Abrir el programa LigPlot.

3. File > Open > PDB File - Browse —> archivo que queramos cargar - Run

@ LigPlusFrame

® ® LigPlot+ v.1.4.5
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LigPlot+ is a front-end for running and editing LIGPLOT and DIMPLOT schematic diagrams

To start, use File->Open mnd select PDB file. For full instructions, go to Help->Manual

Se puede representar una sola interaccion ligando-proteina, pero también se
puede anadir otra diferente. De esta manera, se puede visualizar qué aminoacidos
se repiten al darse las interacciones.
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