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Resumen

El cribado virtual basado en estructuras es una técnica in silico utilizada para filtrar grandes bases de
datos de compuestos en busca de moléculas que tenga una actividad deseada sobre una diana proteica,
reduciendo el conjunto de moléculas disponibles antes de realizar ensayos experimentales mas
costosos. Para ello, la técnica més usada es el acoplamiento entre proteina y ligando y la prediccion
de las energias de union entre las dos. Esta técnica ha dado muy buenos resultados y ha permitido
encontrar farmacos para tratar distintas enfermedades como el glaucoma, la hepatitis C y la
hipertension. Si bien las ventajas son evidentes, se producen con frecuencia un gran nimero de falsos
positivos y falsos negativos debido a la complejidad de la prediccion con precision de la posicion de
unién correcta por la dificultad de parametrizar las interacciones de union ligando-proteina. Para
evaluar la unién existen distintas funciones de puntuacién y distintos programas de acoplamiento
como AUTODOCK, GLIDE y Rosetta DARC. Algunos funcionan mejor en casos especificos, pero
no en casos mas generales (bolsillos tradicionales), como aquellas dirigidas a realizar experimentos
de docking en bolsillos superficiales de las proteinas implicados en interacciones proteina-proteina,
como Rosetta DARC, programa elegido para su integracion en la herramienta de flujos de trabajo,
Scipion. Rosetta DARC, junto a distintas herramientas de preparacion de proteinas y moléculas, se
han integrado en forma de plugin para generar flujos completos de cribado virtual en esta
herramienta. Se ha construido de forma que su uso sea sencillo e interoperable con otros programas
gue puedan ser integrados en Scipion para completar el flujo de trabajo en Scipion. Esta integracion
y programa se ha probado en dos casos de uso totalmente distintos: el macrodominio 1 (Mac1l) de la
proteina no estructural 3 (NSP3) del SARS-CoV-2, que presenta un bolsillo tradicional, y sobre la
superficie de interaccion entre NCS-1 y Ric8a, implicadas en el Sindrome X fragil.

Palabras clave: Acoplamiento molecular, Interaccién proteina-proteina, Scipion, Integracion de
programas



Abstract

Structure-based virtual screening is an in-silico technique used to filter large databases of compounds
for molecules that have a desired activity on a protein target, reducing the pool of available molecules
before accomplishing more expensive experimental assays. For this, the most used technique is the
protein-ligand docking and the prediction of its binding energies. This technique has given very good
results and it has made possible to find drugs to treat different diseases such as glaucoma, hepatitis
C and hypertension. While the advantages are obvious, large numbers of false positives and false
negatives frequently occur due to the complexity of accurately predicting the correct binding position
and the difficulty of parameterizing ligand-protein binding interactions. There are different scoring
functions and different docking programs such as AUTODOCK, GLIDE, and Rosetta DARC to
evaluate the dock. Some work better in specific cases, but not in more general cases (traditional
pockets), such as those aimed at conducting docking experiments on surface pockets of proteins
involved in protein-protein interactions, such as Rosetta DARC, the program chosen for its
integration into the workflow tool, Scipion. Rosetta DARC, along with different protein and
molecule preparation tools, have been integrated as a plugin to generate complete virtual screening
flows in this tool. It has been built in such a way that its use is simple and interoperable with other
programs that can be integrated into Scipion to complete the workflow in Scipion. This integration
and program have been tested in two totally different use cases: macrodomain 1 (Macl) of non-
structural protein 3 (NSP3) of SARS-CoV-2, which presents a traditional pocket, and on the
interaction surface between NCS-1 and Ric8a, implicated in Fragile X Syndrome.

Key words: Docking, Protein-protein interaction, Scipion, Software Integration



1. Introduccion

Desde el comienzo de nuestra historia, los seres humanos hemos estado enfrentdndonos a
enfermedades y buscando remedios para ellas. Fue, durante el siglo XX vy, especialmente en su
segunda mitad, cuando se descubrieron la mayoria de los medicamentos que usamos actualmente,
debido al avance en disciplinas como la biologia, bioquimica y quimica organica, tanto en la mejor
comprension de la bases fisiopatoldgicas y moleculares de las enfermedades, como en el mayor
conocimiento de las bases de la transformacidn quimica de moléculas, para mejorar sus propiedades
y efectos [1]. Ahora, se ha hecho muy patente la importancia y necesidad del descubrimiento y
reposicionamiento de medicamentos, entendiendo este Gltimo como el proceso de dar una nueva
aplicacion a un farmaco ya aprobado y comercializado, ya que estamos inmersos en la carrera de
encontrar tratamientos y vacunas efectivas contra el virus SARS-CoV?2.

Si bien es verdad que el nimero de farmacos aprobados por la FDA (del inglés, U.S. Food and Drug

Administration) ha aumentado ligeramente en las Ultimas décadas (Figura 1A), debido al mejor
conocimiento de la etiologia de las enfermedades y el avance en la tecnologia; aun el nimero de
compuestos que alcanzan la clinica es bajo con respecto al nimero de compuestos probados en
estudios iniciales, siendo el ratio de 1 de cada 10.000 compuestos [2]. De igual forma y
contribuyendo a dicho ratio, las agencias reguladoras han incrementado los requisitos para la entrada
de nuevos medicamentos al mercado (mayor eficacia y potencia, menor toxicidad, facilidad en la
administracion y asequibilidad), contribuyendo todo a que el coste medio, en la Gltima década, para
que un farmaco se comercialice sea aproximadamente de 965 millones de dolares, y que el tiempo
promedio sea de 10 a 14 afios, incluyéndose todas las fases de desarrollo de un farmaco (fase de
descubrimiento y estudio de la diana terapéutica, fase de desarrollo y optimizado preclinico de
distintas moléculas hasta candidatos a farmacos, fase de ensayos clinicos y fase de registro) (Figura
1B) [3].

En un primer momento, las empresas farmacéuticas, con el avance en el campo de la quimica
combinatoria y el comienzo del uso del cribado de alto rendimiento (HTS, del inglés High
Throughput Screening), mejoraron el proceso convencional de disefio y descubrimiento de farmacos,
al acelerar y automatizar la seleccién de miles de compuestos simultdneamente. Sin embargo, esto
tampoco salia rentable ya que es un enfoque de bdsqueda costoso en cuanto a tiempo, coste
econdmico, esfuerzo, falta de sensibilidad y fiabilidad, debido a la incertidumbre en el mecanismo
de accién del compuesto. Ademas, las tasas de acierto suelen ser bajas y no muchos de los farmacos
con efecto (compuestos hits y leads) pueden convertirse en candidatos reales y entrar en ensayos
clinicos. Entonces, las compafiias farmacéuticas tienden al uso de estrategias alternativas que evitan
el uso de moléculas que, por su forma y propiedades predichas, no van a tener éxito. Por lo tanto,
herramientas de descubrimiento de farmacos asistidas por ordenador, como el cribado virtual
(denominandose también HTS virtual), estd ganando popularidad como enfoque complementario al
HTS convencional en la industria farmacéutica e investigacion académica [4].

El cribado virtual es una técnica in silico que se utiliza para filtrar grandes bases de datos de
compuestos en busca de moléculas activas potenciales, reduciendo el conjunto de moléculas antes
de proceder a un HTS maés costoso. Al no requerir la sintesis de compuestos, a diferencia del HTS,
no esta limitado por el espacio quimico accesible experimentalmente. Otra diferencia que se
encuentra en el cribado virtual es que se trata de una aproximacién racional de disefio de farmacos
ya que requiere informacion experimental, ya sea una estructura de proteina para el cribado virtual



basado en estructura (SBVS, del inglés Structure-based virtual screening) o un conjunto de
compuestos activos conocidos, con las propiedades deseadas, para el cribado virtual basado en
ligandos (LBVS, del inglés Ligand-based virtual screening) [5].
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Figura 1. A) Numero de farmacos aprobados por la FDA por afio (Modificada de [2]). BLASs se refiere
a las licencias de productos biol6gicos y NDAs a las solicitudes de nuevos medicamentos. B) Fases en el
descubrimiento de farmacos, nimero de compuestos probados en cada fase, tiempo que se dedica
normalmente a cada uno 'y técnicas experimentales y computacionales relevantes empleadas en la primera
fase de descubrimiento de la diana farmacolégica y obtencion de un nimero de compuestos con las
propiedades y funcién deseada sobre dicha diana.



Para ilustrar su uso, el cribado virtual ha contribuido a que algunos farmacos lleguen al mercado
como el conocido captopril (medicamento antihipertensivo), la dorzolamida (usado para tratar el
glaucoma), el zanamivir (un antivirico selectivo para el virus de la influenza), el boceprevir
(inhibidor de la proteasa NS3 utilizado para el tratamiento de la hepatitis C y su causante, el virus de
la Hepatitis C), entre otros [6].

En esta introduccién explicaremos las dos aproximaciones de cribado virtual, LBVS y SBVS
centrandonos mas en esta Gltima, ya que el programa (Rosetta DARC), que se quiere integrar en la
plataforma Scipion, es un programa destinado a realizar docking molecular, técnica basada en la
estructura de una proteina y el acoplamiento de ligandos a ella.

1.1. Cribado virtual basado en ligandos

ElI LBVS se basa en el estudio y conocimiento de un conjunto de compuestos que se unen activamente
al sitio objetivo de una proteina de interés y resulta util cuando no se dispone de la estructura
tridimensional resuelta experimentalmente de dicha proteina o, la prediccion in silico no es posible.
Los métodos mas populares dentro del LBSV son los estudios de similitud 2D de la estructura
molecular, deteccion de moléculas candidatas en bibliotecas de compuestos utilizando farmacoforos
(disposicion o patron de atomos, grupos funcionales en una molécula pequefia requerida para la
interaccién especifica con su objetivo bioldgico y su actividad [7]), relacién cuantitativa estructura-
actividad (3D-QSAR) y prediccion de las propiedades ADMET (Absorcion, Distribucion o
transporte desde el lugar de administracién hasta su lugar de accion, Metabolismo, Excrecion y
Toxicidad) de los compuestos [4].

A grandes rasgos, esta aproximacion computacional consiste en seleccionar, y posteriormente
analizar, aquellas moléculas con propiedades fisicoquimicas similares al farmaco6foro de entre un
gran repositorio. La ventaja principal es que las moléculas obtenidas tienen una estructura diversa
pero una funcion similar. Este enfoque es Util para la optimizacion de moléculas lideres (lead), para
obtener compuestos activos con actividad biol6gica a concentraciones nanomolar, de manera que
LBVS y SBSV son en realidad enfoques complementarios cuando se dispone tanto de la estructura
de la proteina diana, ya que, como veremos la estrategia SBSV es capaz de realizar un filtrado mucho
mayor de compuestos mediante docking molecular, como de un conjunto de compuestos con la
actividad deseada.

1.2. Cribado virtual basado en estructuras

Este método de cribado virtual se utiliza cuando esté disponible la estructura tridimensional (propia
y/o depositada en el Protein Data Bank (PDB)) de la macromolécula diana contra la que se quiere
buscar un farmaco, que se una a ella de manera adecuada y que tenga las propiedades ADMET
optimizadas.

El SBSV presenta una serie de ventajas e inconvenientes a tener en cuanta para su uso [8]. Entre las
ventajas podemaos encontrar:

. Reduccién del tiempo y del coste involucrados en el cribado de millones de compuestos.



Il.  No es necesaria la existencia fisica de la molécula, por lo que se puede probar
computacionalmente incluso antes de sintetizarla.

1. Existe una gran variedad de herramientas y algoritmos disponibles para SBVS.

En cambio, las desventajas pueden ser las siguientes:

I.  Algunas herramientas funcionan mejor en casos especificos, pero no en casos mas generales
[9], como aquellas dirigidas a realizar experimentos de docking en bolsillos superficiales de
las proteinas implicados en interacciones proteina-proteina (PPI, del inglés protein-protein
interactions)

Il.  Es dificil predecir con precision la posicion de unién correcta debido a la dificultad de
parametrizar la complejidad de las interacciones de unién ligando-proteina.

1. Se producen con frecuencia falsos positivos y falsos negativos.

Los pasos para hacer un SBSV son los siguientes:

El primer paso (1) consiste en la identificacion y validacion en términos de resolucién y calidad, de
la o las proteinas diana. Las estructuras tridimensionales se determinan experimentalmente mediante
técnicas de biologia estructural como: cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear
(RMN), crio-microscopia electrénica (crio-ME), creciendo exponencialmente el uso de esta Gltima
en los Gltimos 5 afios [10], vy, si no fuera posible obtenerlas mediante técnicas experimentales, se
recurre a los métodos de prediccion estructural in silico, como el modelado por homologia (se
necesita como minimo un 40% de similitud en la secuencia [11]), y el modelado ab initio.

En el segundo paso (2), el objetivo es identificar el bolsillo de union, que suele ser una pequefia
cavidad interior o una superficie mayor de la proteina, donde se quiere que los candidatos a farmacos
se unan para producir el efecto deseado (ej. inhibir a una enzima o bloquear la interaccion con otras
proteinas, respectivamente) [11]. Antes de recurrir a predictores de bolsillos de unién, la primera
opcion en el descubrimiento racional de farmacos es llevar a cabo una revision bibliogréfica y buscar
si ya existen estructuras con ligandos unidos a dichos bolsillos. Aun asi, y a pesar de la naturaleza
dinamica de las proteinas, existen métodos capaces de detectar los posibles residuos o regiones de
unién para moléculas pequefias y delimitar los bolsillos de unién, como LigSite [12], basado en el
uso de la geometria de la proteina y la posibilidad de que moléculas de agua puedan ingresar en el
interior de ella; Q-SiteFinder [13], basado en la energias de interaccién de van der Waals (vdW) de
un grupo metilo [11]; y SiteMap, de la plataforma Schrédinger [14], que combina las dos estrategias
anteriores, incluyendo, ademas, medidas de hidrofobicidad.

El tercer paso (3), una vez identificado el bolsillo de union, seria realizar experimentos de docking
(o también un disefio de novo mas complejo). De esta forma, se llevaria a cabo el cribado virtual,
propiamente dicho, ya que se cogeria una libreria de compuestos con propiedades quimicas similares
a los farmacos y compuestos lideres, almacenados en bases de datos como ZINC15
(https://zinc15.docking.org) [15], con mas de 100 millones de compuestos, en diversos formatos 2D
(smiles o smi) y 3D (mol2, pdb, sdf), y se analizaria su acoplamiento contra la proteina diana. Este


https://zinc15.docking.org/

cribado mediante docking se utiliza para encontrar y filtrar aquellas moléculas en funcion de su
energia de unién o puntuacién dada por las funciones de puntuacion de cada método, para probar
aquellos compuestos con mejores puntuaciones in vitro [11].

1.3. Docking molecular

El docking molecular es una técnica de simulacion virtual de interacciones moleculares. Esta es la
técnica mas popular en SBSV ya que predice la conformacion y union de ligandos dentro de un sitio
objetivo en una macromolécula. Se puede aplicar a estudios de fendmenos moleculares, tales como
la unién de un ligando e interacciones intermoleculares en un complejo y su estabilidad.

Los algoritmos de docking predicen las energias de union y clasifican los ligandos por medio de
varias funciones de puntuacion. La seleccién de los ligandos con una unién apropiada depende de
dos factores: (1) el estudio o barrido de un gran espacio conformacional de los ligandos, que define
las posibles formas de unién, mediante algoritmos de blsqueda, y (2) la prediccion de la energia de
union de cada conformacion, usando funciones de puntuacion. Este proceso se realiza de forma
recursiva hasta converger a una solucién de minima energia, en el que la unién del ligando se evalta
mediante esas funciones de puntuacion [7].

En cuanto al primer factor (1), hay dos formas de realizar docking molecular: docking con ligando
flexible y docking con proteina flexible, de acuerdo con si se hacen variaciones de la estructura de
los ligandos o de la proteina.

1.3.1. Algoritmos de busqueda

En el docking con ligando flexible, existen tres tipos de algoritmos distintos para estudiar la
flexibilidad del ligando y hacer un barrido del espacio conformacional. Estos algoritmos de bldsqueda
conformacional pueden ser clasificados en métodos sisteméticos, métodos estocasticos y métodos
deterministas basado en simulacién de dindmica molecular (DM), correspondiendo este Gltimo
también al docking con proteina flexible:

I Métodos de busqueda sistematica (algoritmos codiciosos). Generan ligeras variaciones en
los parametros estructurales, cambiando gradualmente la conformacion de las moléculas y
generando conformeros. El algoritmo va a calcular la energia asociada al espacio
conformacional y, después de numerosos ciclos de busqueda y evaluacion, suele converger
a la solucién de minima energia correspondiente al modo de unién mas probable. Aungue el
método es eficaz para explorar el espacio conformacional, puede converger a un minimo
local. Este problema puede superarse realizando busquedas simultaneas a partir de diferentes
puntos del espacio energético mediante bibliotecas pre-generadas de conformaciones
distintas [16].

Il.  Meétodos estocésticos. La busqueda conformacional se lleva a cabo modificando
aleatoriamente los pardmetros estructurales de los compuestos. Estas modificaciones se
aceptan o rechazan dependiendo de métodos y funciones de probabilidad y energia, como los



métodos basados en algoritmos genéticos y en el método de Monte Carlo, evitando caer en
minimos locales. Sin embargo, el costo computacional asociado a ellos suele ser mayor que
para los algoritmos sistematicos [11].

I1l.  Métodos deterministas basado en DM. Por Gltimo, en cuanto al docking frente a un ligando
oly proteina flexible, lo que se suele hacer son simulaciones de DM, que es una técnica para
estudiar el comportamiento dinamico de las macromoléculas ya que los sistemas biol6gicos
no son estaticos. Esta estrategia, muy costosa computacionalmente, rara vez se usa para
propositos de cribado virtual y, solo se usa para la optimizacion de compuestos lideres.
Algunos algoritmos disponibles para minimizar la energia en DM son el método de Newton-
Raphson, el método steppest descent, los métodos de minimos cuadrados y de gradiente
conjugado [11].

Ademas, cada programa de docking molecular (Tabla 1) incorpora alguno de estos métodos de
busqueda conformacional en sus algoritmos. Aquellos como FRED [17], DOCK [18] o GLIDE [19]
usan metodos sistematicos, usando algoritmos de construccion incremental del ligando para evitar el
problema de la explosién combinatoria, al aumentar las posibles conformaciones del ligando cuanto
mayor sean sus grados de libertad (enlaces simples a rotar); y, por ejemplo, AUTODOCK [20],
PLANTS [21] 0 GOLD [22], utilizan métodos estocasticos basados en algoritmos genéticos [10, 15].

1.3.2. Funciones de puntuacién

La segunda parte necesaria de los programas de docking molecular es la funcién de puntuacion,
mencionada anteriormente. Esta funcion es muy relevante ya que el cribado virtual dard como
resultado un gran numero de complejos proteina-ligando acoplados, y la evaluacion y clasificacion
de estas interacciones moleculares predichas se convierte en el paso crucial para la identificacion de
aquellos candidatos mas probables a farmaco. Las funciones de puntuacion se utilizan para estimar
la fuerza de las interacciones no covalentes entre un ligando y el bolsillo o lugar seleccionado de la
macromolécula mediante distintos métodos matematicos heuristicos [8].

Al ser estas funciones las responsables de predecir la afinidad de unidn, mediante el cambio de
energia libre de Gibbs de unién (AG) , entre una diana y un ligando, son las principales responsables
del éxito o fracaso de los programas de docking, ya que aunque su uso estd muy extendido, dicha
estimacion no es trivial (desde 1990 se estima que se han publicado mas de 100 funciones de
puntuacion [4]).

Estas funciones se dividen en cuatro clases generales [9], mas funciones que combinan las 4
principales:

I Funciones basadas en la fisica 0 en los campos de fuerza. Estiman la energia libre de unién
sumando las fuerzas de vdW intermoleculares, interacciones electrostaticas y enlaces o
puentes de hidrdgeno entre todos los &tomos de los dos socios del complejo diana-ligando.
También se tienen en cuenta las contribuciones de la solvatacion y la entropia en funciones
mas completas, ya que en las ecuaciones de mecénica cuantica de los campos de fuerza (ej.
AMBER, GROMOS, OPLS). Algunos ejemplos de programas de docking que utilizan este
tipo de funciones son AUTODOCK [20], DOCK [18], GOLD [22] (GoldScore) [16].



Il.  Funciones empiricas o basadas en regresion. Se basan en la agrupacion de varios tipos de
interacciones entre proteina-ligando, como las fuerzas hidr6fobas, fuerzas de vdW, enlaces
de hidrégeno y entropia o el nimero de enlaces simples inmovilizados en la formacion del
complejo. Se emplea un método estadistico como la regresion lineal multiple para ajustar los
coeficientes de la funcién de puntuacién y obtener un valor para cada interaccién. Estas
funciones han demostrado realizar una buena prediccion para muchos complejos proteina-
ligando. AUTODOCK (incluye varias funciones de puntuacion distintas y la posibilidad de
utilizar propias) [20], GLIDE (GlideScore) [19] y DOCKG®6 [23] son algunos ejemplos de
programas y funciones de puntuacion [16].

I1l.  Funciones basadas en el conocimiento. Para estimar una puntuacion utilizan observaciones
estadisticas de contactos intermoleculares en complejos receptor-ligando con
conformaciones estructurales conocidas, basandose en el hecho de que grupos funcionales o
ciertos tipos de atomos que interactlan con frecuencia son energéticamente favorables y
contribuyen a la afinidad de la union. Por ejemplo, algunas funciones de esta categoria son
DrugScore [24] y SMoG [25] [16].

IV. Funciones basadas en descriptores o aprendizaje automatico (ML). Estas funciones
utilizan propiedades fisicoquimicas y biol6gicas de los compuestos, las proteinas y de los
patrones de interaccion. Estas propiedades se codifican como variables y se utilizan métodos
de ML (ej. Random Rorest, support-vector machines y redes neuronales) para derivar
modelos matematicos que estimen una puntuacion que describa la union [4]. Ultimamente,
el desarrollo de este tipo de funciones se estd volviendo popular ya que, 1) estos métodos
toman en consideracién implicitamente las interacciones entre un ligando y un objetivo
mientras que 2) ignoran las interacciones propensas a errores. Ademas, 3) pueden dar lugar
a funciones con una dependencia no lineal entre las interacciones de enlace, dando mejores
resultados que las que usan modelos lineales. Algunas funciones que usan esta estrategia son
NNScore [26] y RF-Score [27] [8].

V.  Funciones hibridas que combinan distintas aproximaciones. Estas funciones combinan
dos 0 més de las categorias de funciones de puntuacion mencionadas anteriormente. Esto se
debe a que cada aproximacion tiene sus ventajas e inconvenientes y el uso combinado puede
suplir las limitaciones de cada uno y realizar una mejor estimacion de la energia de
interaccion de la molécula pequefia con la macromolécula [16]. Algunos ejemplos son la
funcién que utiliza GalaxyDock [28] o DARC de la suite Rosetta [29], [30] (funcién de
puntuacion de forma y Ref2015 en la minimizacion[31]), que ambas combinan la
aproximacién basada en la fisica (la primera por usar fuerzas electroestaticas) y en campos
de fuerza, y basadas en el conocimiento.

Combinando, entonces, algoritmos de bisqueda conformacional y funciones de puntuacién aparecen
multitud de programas destinados a hacer docking (Tabla 1) no solo en bolsillos interiores de las
proteinas sino también en zonas superficiales implicadas, normalmente, en interacciones proteina-
proteina, aunque también pueden ser centros activos superficiales, como el caso de la PETasa, enzima
capaz de degradar polimeros de plastico (PET), Ideonella sakaiensis [32].



Entre los programas de docking, aquellos que mas se suelen utilizar para hacer cribado virtual son
los que aparecen en la Tabla 1, recogiendo qué tipo de licencia, algoritmo de busqueda y funcion de

puntuacion tienen.

Tabla 1. Programas mas comunes usados en cribado virtual

Programa

AUTODOCK4

DARC

DOCKG6

FLEXX

FRED

GALAXYDOCK

GLIDE

GOLD

ICM

PLANTS

rDOCK

SWISSDOCK/
EADOCK DSS

Licencia

Gratis para uso
académico

Gratis para uso
académico

Gratis para uso
académico

Comercial

Comercial

Gratis

Comercial

Comercial

Comercial

Gratis para uso
académico

Gratis

Gratis para uso
académico

Algoritmo de
bldsqueda

Estocastico
(Algoritmo genético)

Estocastico (Particle
Swarm Optimization)

Sistematico (ajuste
mediante esferas)

Sistematico
(generacion
incremental)

Sistematico
(bisqueda
exhaustiva)

Estocastico
(Algoritmo genético)

Sistematico
(blsqueda
exhaustiva)

Estocastico
(Algoritmo genético)

Estocéastico (Monte
Carlo)

Estocastico (Ant
Colony
Optimization)

Estocéstico
(Algoritmo genético
y minimizacion con

Monte Carlo)

Sistematico
(blsqueda
localizada)

Funcién de
puntuacion

Hibrida (campos de
fuerza y empirica)

Conocimiento y
ref2015 (hibrida
entre campos de

fuerzay
conocimiento)

Empirica

Empirica

Hibrida
(conocimiento y
empirica)

Hibrida (campos de
fuerzay
conocimiento)

Empirica

Campos de fuerza

Campos de fuerza

Empirica

Hibrida (campos de
fuerzay
conocimiento)

Campos de fuerza

Referencia

[20]

[29], [33]

[23]

[34]

[17]

[28]

[19]

[22]

[35]

[21]

[36]

[37]

Tabla 1. Programas de Docking Proteina-Ligando mas usados para tareas de cribado virtual. En la tabla se
muestra qué tipo de licencia tiene cada programa (gratuito, gratuito solo para uso académico o comercial (de
pago) en todos los casos), qué tipo de algoritmo de blsqueda conformacional y funcién de puntuacién usan

cada uno de ellos.
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1.4. Docking proteina-ligando en sitios de interaccion de proteinas

La eficacia del descubrimiento de farmacos dirigidos al proteoma ha disminuido en los Gltimos afios,
al contrario que aquellos dirigidos al interactoma, es decir, dirigidos a evitar las interacciones
proteina-proteina (PPI) [38]. Las PPI juegan un papel fundamental en la mayoria procesos bioldgicos
y multitud de enfermedades, desde las rutas metabdlicas y vias de sefializacién celulares, como por
ejemplo aquellas implicadas en la regulacion de la proliferacion celular (MDM2/p53 y c-Myc/Max),
de la apoptosis o “muerte celular programada” (Bcl-2/Bax) y del estrés oxidativo celular
(Keapl1/Nrf2) [39], que este Gltimo conlleva, de forma general, a la muerte celular en enfermedades
inflamatorias y Alzheimer y la creacion de un microambiente propenso al desarrollo de un tumor;
hasta la comunicacién y reconocimiento entre células y proteinas de sistema inmune, como los
anticuerpos, la infeccion por patdégenos y la propia y “simple” formacion de estructuras cuaternarias
y complejos poli-proteicos, entre otros muchos ejemplos de la participacion y relevancia de las PPI.

La investigacion actual sobre el interactoma humano sugiere que la cantidad de PPI ronda entre
240.000 descritas y 650.000 interacciones estimadas, aunque posiblemente haya mas (entre las mas
de 20.000 proteinas descubiertas) [40] y solo una pequefia cantidad de ellas han sido utilizadas como
objetivos farmacolégicos.

Los programas de docking han tenido éxito en muchos de los casos en el que la diana de los fa&rmacos
era un bolsillo tradicional proteina-ligando (ej. centro activo de una enzima) de una proteina. Sin
embargo, su rendimiento se ve afectado en las superficies de PPl porque estas presentan cinco
caracteristicas fisicoquimicas principales y diferentes a los bolsillos tradicionales (Figura 2): desde
un punto de vista geomeétrico, (1) la superficie de interaccion es relativamente grande, (2) planay (3)
la forma tiende a fluctuar al unirse. Ademas, (4) las interacciones entre las dos superficies que van a
unirse estan formadas por atomos hidrofobos, diferentes de los medicamentos tradicionales dirigidos
al bolsillo tradicionales, hidrofilicos. Por dltimo, (5) las PPl normalmente no tienen moléculas
naturales que se unan a ellas, por lo que un disefio basado en ligandos es un reto, al igual que el
estructural [38].

Para el desarrollo de farmacos que actlen sobre PPI, se han aplicado con éxito métodos de docking
convencionales como GOLD, GLIDE e ICM [41]-[43], a menudo en combinacion con la
compatibilidad con farmaco6foros. Estos métodos se usaron porque las interfaces usadas tenian
bolsillos donde podian caber ligandos. Sin embargo, para aumentar el rendimiento de la busqueda de
farmacos (descubrimiento o reposicionamiento) se estdn desarrollando métodos que aborden esta
problematica, como, por ejemplo, DARC [29], perteneciente a la suite de Rosetta, ZDOCK,
FRODOCK, HAWKDOCK y GALAXYPEPDOCK [38].

La motivacién principal de este Trabajo de Fin de Master (TFM) es incorporar al panel de métodos
de Scipion, framework que permite la ejecucion de flujos de trabajo, un programa de docking que
sea especifico e idoneo, en tiempo, eficacia y coste computacional, para llevar a cabo un
procedimiento de cribado virtual completo en sitios de interaccion de proteinas. De entre los métodos
destinados a esto, se eligio Rosetta DARC, debido al método que usa para mapear la superficie de
interaccién, usando para ello vectores sobre la superficie y su capacidad de usar GPU vy paralelizar
el cribado de grandes repositorios de moléculas.
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B

PPI
Plano
Gran superficie (~1000 A?)
Hidrofébico
Varios sub-bolsillos (concavidad- convexidad)

ABT-199

Péptido
BH3 de Bax

Bolsillo tradicional
Céncavo
Pequefia supercie (300-1000 A2) y
gran volumen (100 - 300 A?)
Hidrofilico

Figura 2. Diferencia entre la forma y las propiedades de los bolsillos superficiales involucradas en las PPI
(A) vy los bolsillos tradicionales (B). A) Estructura de la proteina anti-apoptética Bcl-2 en complejo con el
péptido BH3 de Bax, proteina pro-apoptotica, que uniéndose a Bcl-2 impide la apoptosis (Protein Data Bank
(PDB): 2XAD0). La estructura de la derecha corresponde a Bcl-2 unido al ligando ABT-199 (PDB: 6GL8),
que bloquea la interaccién con Bax y promueve la apoptosis en células tumorales. B) Carboxipeptidasa A
unidad al acido citrico, sustrato de dicha enzima (PDB: 3KGQ)
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2. Objetivos

El éxito experimental de los programas de cribado virtual es limitado debido a la alta tasa de falsos
positivos. Esto se debe principalmente a tres factores: 1) los programas de cribado virtual optimizan
una Unica funcién de score para predecir la union entre un ligando y la proteina, 2) los flujos de
analisis de datos en cribado virtual son actualmente relativamente simples, poco transparentes en su
uso y no interoperables entre los distintos programas y 3) la mayoria de los programas se destinan a
realizar un cribado sobre bolsillos tradiciones en las proteinas.

De esta forma el objetivo general de este Trabajo de Final de Méaster (TFM) es la creacién de un
plugin para el framework Scipion que integre el programa de docking pensado para bolsillos
superficiales de proteinas, Rosetta DARC, que permita la realizacion de un proceso de cribado virtual
de moléculas candidatas a farmacos o ligandos de una proteina dada, de una forma simple,
interoperable y trazable.

Los objetivos parciales para la consecucion del objetivo final son los siguientes:
- Objetivo 1. Estudio de la estructura y el funcionamiento de Scipion.

- Objetivo 2. Integracién en Scipion de Rosetta DARC, programa de docking para realizar un
proceso de cribado virtual pensado para regiones de PPI, aunque no exclusivamente. Creacion
de los protocolos y objetos necesarios para la preparacion de las estructuras de proteinas, para la
preparacion del conjunto de pequefias moléculas que se quieren testar en el cribado virtual y para
el docking molecular.

- Objetivo 3. Integracién de paquetes y programas, como OpenBabel, y disefio de un flujo de
trabajo en Scipion, que aseguren la interoperabilidad y la conversidn de formatos para Rosetta
DARC y otros programas que se incorporaran en un futuro como AUTODOCK.

- Objetivo 4. Aplicacion de los flujos de trabajo disefiados a dos casos de uso de cribado virtual.
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3. Integracion de Rosetta DARC en el framework Scipion

Para la integracion del programa de docking molecular Rosetta DARC es necesario conocer cuél es
su funcionamiento y cudles son sus pardmetros de entrada y salida, incluidos sus formatos. Asi
mismo, es necesario conocer como es la herramienta donde se va integran Rosetta DARC, Scipion,
su estructura y la funcionalidad que da a los paquetes que se desarrollan e integran en ella.

3.1. Rosetta DARC

El paquete de software Rosetta [30] (https://www.rosettacommons.org) estd disponible
gratuitamente para uso académico e incluye algoritmos para el analisis y modelado de estructuras de
proteina y para el docking de ligandos tanto en bolsillos tradicionales (Rosetta LIGAND), como en
zonas superficiales, es decir, docking entre dos proteinas (Rosetta DOCK) o entre proteinay ligandos
(Rosetta DARC (del inglés, Docking Approach using Ray-Casting)).

En concreto, el programa que se integrara en el framework Scipion, Rosetta DARC, es un programa
disefiado principalmente para hacer docking en bolsillos planos y poco profundos, como los descritos
en la introduccidn, basado en el uso de “ray-casting”. Rosetta DARC es un método de docking
flexible para los ligandos y rigido para la proteina diana, ya que va a realizar una busqueda de la
conformacion mas favorable, en términos de energia de unién, de los ligandos que se acoplen en la
estructura. Este método, principalmente se basa en la comparacion entre la forma “observada” de un
bolsillo desde un punto situado dentro o fuera de la proteina (fijado previamente) con la forma
"observada" de un compuesto desde el mismo punto de vista, solapando ambas topologias en el sitio
de unién (Figura 3A) y puntuando dicha complementariedad de forma usando la Formula (1) [29].

Conformaciones del
ligando

Punto de
origen

Preparacion de la Comparacion de la forma Misiiiinads dellos
estructura de la proteinay | el del bolsillo mapeado y —{ iiaicies (hitS)
del conjunto de ligandos ligando :

Figura 3. Método “ray-casting” usado por Rosetta DARC. A) Primero se generan rayos o vectores desde un
origen dentro de la proteina (punto rojo) y se mapea la topografia del bolsillo al calcular la interseccion de
estos rayos con el bolsillo (izquierda). Para puntuar la complementaria de forma de un ligando, DARC
proyecta los mismos rayos y desde el mismo origen (derecha). Si el ligando (en dicha conformacion y
posicidn) es perfectamente complementario de forma al bolsillo, cada vector intersectara con el ligando a la
misma distancia que con el bolsillo mapeado. B) Esquema del flujo de trabajo de cribado virtual con Rosetta
DARC. Figura adaptada del articulo que muestra la segunda version de DARC, DARC 2.0 [33].
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Ademas, este método, al definir la forma del bolsillo mediante el uso de vectores, como veremos a
continuacion, no permite una variacion conformacional de la proteina cuando se une el ligando,
proporcionando un punto de partida adecuado para los casos en los que la estructura de la proteina
diana no sea perfectamente Optima para el ligando. Esto puede darse en aquellos casos en los que se
espera que pequefios cambios conformacionales de la proteina se produzcan como consecuencia de
la unién del ligando. Se puede decir, por tanto, que se trata de un método de baja resolucién, que
permite detectar, de forma mas amplia, posibles ligandos al no focalizar en detalles sino en la forma
[29] y, posteriormente, en la complementariedad de cargas [33]. Comparandolo con otros programas
(DOCK [18], PLANTS [21], AUTODOCK [20]), y al ser un método de baja resolucién, Rosetta
DARC superaba la tasa de verdaderos positivos de estos programas cuando la conformacion de la
proteina no era la optima. Es decir, no presentaba en la estructura usada para el docking un ligando
unido con un quimiotipo similar a los compuestos probados [29], por lo que el bolsillo no estaba bien
definido por cambios conformacionales en la proteina.

El flujo de trabajo tipico de un proceso de cribado virtual con Rosetta DARC (Figura 3B) se puede
dividir en 3 etapas principales: preparacion de la estructura de la proteina y la libreria de compuestos
que se usaran frente a la estructura, el docking con DARC (que engloba varias etapas de preparacion
de sus parametros de entrada) y un filtrado posterior del listado de compuestos, ordenado por la
funcidn de puntuacién del programa, usando para ello la minimizacion fullatom de Rosetta [31]. Los
pasos concretos y especificos del cribado con DARC se explicardn con detalle (con formatos de
ficheros y variables modificables en el uso de los programas), durante la descripcién de la integracion
de Rosetta DARC en Scipion. A grandes rasgos, el flujo seria (Figura 4):

1) Preparacion de la estructura de tridimensional de la proteina:
I. Eliminar moléculas de agua.
Il. Eliminar los HETATM (heteroatomos) en la estructura de la proteina (formato pdb).

I1l. Eliminar cadenas redundantes de la proteina. Rosetta DARC trabaja con una sola
cadena.

IV. Afadir los atomos de hidrégeno mediante modelado (de forma general, las estructuras
procedentes de cristalografia de rayos X y crio-microscopia electrénica (crio-ME) no
permiten resolver la posicion de los hidrégenos debido a la resolucion de las
estructuras) y atomos que puedan faltar en cadenas laterales. Estos atomos seran
necesarios posteriormente para asignar las cargas parciales y generar una caja o grid
de potencial electroestatico, que se usara para estudiar la complementariedad entre las
cargas de bolsillo y el ligando.

2) Preparacién del conjunto de moléculas, en formato mol2 y pdb, que se quieren utilizar
durante el docking:

I. Establecer las cargas parciales de los distintos atomos que forman la molécula

Il. Generar conférmeros de cada ligando. Los conférmeros son estereoisomeros que
pueden cambiar su orientacion espacial, convirtiéndose en otro isomero de la misma
molécula, a temperatura ambiente, por rotacion en torno a enlaces quimicos simples.

15



3) Generar la grid electroestatica (formato agd) para la proteina completa (disponible en
DARC2.0 ya que permite tener en cuenta la complementariedad de cargas entre la proteina
y el ligando).

4) Generar el fichero de rayos o vectores (formato pdb y txt) que modela la forma del bolsillo,
preferiblemente, superficial, aunque también puede ser interno, localizando 10 2 residuos
(residuos diana) incluidos en dicho bolsillo o flanqueantes de la region. Para generar el
bolsillo, primero se selecciona un origen a 30 A (o varios en DARC 2.0) desde el residuo
diana seleccionado en la direccion del centro de masa de la proteina. Desde este origen, los
rayos se proyectan a través de puntos en la superficie del bolsillo (Figura 3A) [33]. Segln
cémo estos rayos intersecten con el bolsillo y el ligando, se calculara el valor de la funcion
de puntuacion (1) que da una comparacion de forma del docking proteina-ligando.

5) Docking con Rosetta DARC. Para ello, es necesario cargar en Rosetta DARC una estructura
o conformacién de la proteina, con los ficheros de grid electroestatica y topologia del
bolsillo, y el conjunto de ligandos, cada uno con su lista de conférmeros generados
previamente. Para llevar a cabo el proceso de docking es necesario tener en cuenta que tiene
funcién de puntuacion de “superposicion” basada en el conocimiento (Formula (1)) y, otro
sumado en la funcion que tiene en cuenta las en fuerzas electroestaticas (segundo sumatorio
de la Formula (1)) [33].

De esta forma, se define la "puntuacion de la superposicion” de DARC como el grado en que
coinciden las topografias o formas del bolsillo y del ligando, sumando todos los rayos de la siguiente
manera. Ademas, se incluye el sumatorio que tiene en cuenta la complementaria de cargas incluido
en DARC2.0:

(Cl * (pligando - pbolsillo) St pligando > Pbolsillo \
cl = (pbolsillo - Pugando) si Pligando < Pbolsillo +c5 * 2 b (D
rayos c3 si  los rayos no cruzan con el ligando storasd gel
c4 si losrayos no cruzan con el bolsillo ligando

donde porsilio Y Pligando SON la distancia a la que un rayo determinado se cruza con el bolsillo y el
ligando, respectivamente. Para determinar el potencial electrostatico (¢i) en la ubicacion de un &tomo
de ligando dado (i), se usa una interpolacion trilineal de los puntos de la grid generada sobre la
proteina méas cercanos que engloban cada d&tomo del ligando. Las qi se refieren a las cargas atomicas
parciales. Los parametros c1, c2, ¢3, c4y c5, son valores positivos, que se han optimizado utilizando
un conjunto de datos de entrenamiento de inhibidores de la PPI conocidos y las propias regiones de
PPI a los que se unen [29][33].

Desde un punto de vista fisico, la condicion 1 se aplica a los vectores que alcanzan el bolsillo antes
que el ligando, indicando un empaquetamiento insuficiente entre la proteina y el ligando; en cambio,
la condicion 2 se aplica a los vectores que alcanzan el ligando antes que al bolsillo; lo que indica un
choque estérico. La condicion 3 penaliza los vectores que no se cruzan con el ligando, es decir, en
este caso el que el ligando es pequefio en relacion con el bolsillo. EI tltimo término es para aquellos
rayos que no intersectan con el bolsillo, lo que indica que el ligando es demasiado grande. Por lo
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tanto, para cada conformacion unida en un bolsillo proteico se evalla la complementariedad de forma
entre el ligando y la superficie del bolsillo [29], de manera que a mayor puntuacion, menor es la
complementariedad de forma y carga.

Por otro lado, cualquier algoritmo de docking, como hemos visto anteriormente, necesita de un
algoritmo de busqueda conformacional. Los conférmeros, que se evaluaran de forma independiente
mediante la funcion de puntuacion (Férmula (1)), se generan debido a que Rosetta DARC los utiliza
en su algoritmo estocéstico de busqueda conformacional y optimizacién basado en un algoritmo
evolutivo, en concreto, en el algoritmo PSO (del inglés, Particle Swarm Optimization) [29], que
suele converger mas rapido al minimo global y conformacion optima que los algoritmos genéticos.

El método PSO es un método de optimizacion aleatorio basado en el comportamiento poblacional de
aves y/o las interacciones sociales humanas, de manera que cada individuo, solucién o particula,
tienden a tener las mismas caracteristicas o reunirse (“enjambre o swarm”) en ciertos puntos de un
espacio de busqueda dado (energético o de algin tipo de caracteristica 0 puntuacion), afectandose
entre si las caracteristicas de cada particula individual al recorrer dicho espacio. Este método se ha
aplicado con éxito en varias aplicaciones distintas al docking ya que su campo de aplicacion principal
es la optimizacién continua de una funcién real [44] y por sus caracteristicas se adapta bien al
problema del docking, donde cada conformacion del ligando tiene que minimizarse con respecto a
una funcién de puntuacion.

De esta forma, Rosetta DARC utiliza PSO para evaluar la posicién y la orientacion de los
conférmeros aportados (“particulas”) y optimizar la funcion de puntuacion (Férmula (1)). Este
enfoque permite que la posicion y orientacion de cada conférmero o particula se adapte en respuesta
a las otras particulas, moviéndose hacia las particulas locales y globales con mejor puntuacion con
un cambio fijado previamente (tamafio de la conversion o el paso) que depende de las puntuaciones
relativas de las particulas. Después de varias iteraciones, en las que todas las particulas se desplazan
en el entorno energético en respuesta unas a otras, el "enjambre" de particulas converge idealmente
en la solucién optima global (en este caso, el conférmero con mejor ajuste y de menor puntuacion);
0, si se ha alcanzado el nimero maximo de interacciones, la busqueda de la conformacién minima
se termina [45]. El conférmero seleccionado de un ligando para un conjunto es aquel que tiene menor
puntuacion DARC.

El posible inconveniente del método Rosetta DARC es la necesidad de “comunicacion” entre los
distintos conférmeros, pudiendo impedir la obtencién de conférmeros en varias maquinas
independientes. Sin embargo, en el caso de DARC (y enfoques de cribado virtual que utilizan
algoritmos genéticos), la funcién de puntuacion se puede evaluar con la suficiente rapidez como para
que la simulacion de todas las soluciones candidatas (particulas) pueda evaluarse razonablemente en
un solo procesador. Ademas, en un contexto de cribado virtual, ejecutar cada miembro del conjunto
de compuestos a cribar como un trabajo independiente ain puede permitir la paralelizacion en varias
maquinas [45].

6) Minimizacion energética de los mejores resultados (normalmente el 10% mejor). Los
resultados obtenidos en Rosetta DARC sirven como punto de partida y cribado mas rapido
para una mayor optimizacion utilizando la funcién de puntuacion ref2015 [31], basada en el
campo de fuerza de todos los a&tomos (minimizacion full-atom). Finalmente, estos complejos
minimizados se reordenan sobre la base de consideraciones energéticas (por ejemplo, energia
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de interaccion) asi como consideraciones estructurales (por ejemplo, nimero de grupos
polares en regiones hidr6fobas). Los compuestos de puntuacion mejores pueden ser
candidatos para una caracterizacion adicional en ensayos bioquimicos y ensayos in vitro en
células.

Los autores ampliaron DARC [29] a su versién posterior, DARC 2.0. [33], que es la que se integra
en Scipion. Las caracteristicas de esta nueva version y que mejoran la anterior son:

1. El lanzamiento de rayos se realiza desde cuatro puntos de origen adicionales a 45° del eje
del punto de origen, capturando mas informacion topogréafica. Estos puntos adicionales no
se seleccionarian por el usuario.

2. Se afiadio el término de la Expresion (2) que incorpora complementariedad electroestética,
incluido ya en la Férmula (1). El potencial electrostatico se establecid en cero en el interior
de la proteina 'y en un valor muy desfavorable fuera del sitio de unién definido para penalizar
a los candidatos que abandonan el sitio de unién:

qidi (2)
atomos del
ligando

3. Se permite el uso de GPU, acelerando la generacion de la forma del bolsillo y la realizacion
del docking y el minimizado del mismo.

En resumen, la idea interesante de los algoritmos de Rosetta DARC es el uso de ray casting, que es
adecuado para capturar caracteristicas geométricas de superficie plana en interfaces PPI.

3.2. SCIPION

Scipion (http://scipion.i2pc.es) es una herramienta o framework de ejecucion de flujos de trabajo y
protocolos, modular (basada en plugins o complementos que aportan una funcionalidad nueva a la
herramienta), distribuido para sistemas operativos Linux y desarrollada por la Unidad de
Biocomputacion del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC). Fue concebido para llevar a
cabo el procesamiento de imagenes procedentes del campo de la microscopia electrénica
tridimensional (3DEM) y solucionar los problemas de integracion e interoperabilidad entre los
diferentes paquetes orientados a la reconstruccion de volimenes o mapas de densidad de moléculas
a partir de las imagenes obtenidas mediante 3DEM [46].

En los dltimos 5 afios, los avances en crio-ME, y en concreto en crio-ME de una sola particula, han
hecho posible obtener estructuras de macromoléculas biolégicas con una resolucién casi atbmica
[47]. Como ha aumentado en gran medida los mapas de crio-ME de resoluciones altas (resolution
revolution) se ha fomentado el uso y desarrollo de herramientas de modelado de estructura de
proteinas capaces de producir modelos atémicos de alta calidad a partir de dichos mapas. Al igual
que ocurre con los programas de procesamiento de imagenes, surgen muchos problemas practicos al
combinar diferentes paquetes en un mismo flujo de trabajo, dificultando el uso de estas herramientas
de los no expertos y reduciendo su utilidad.
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De esta forma, Scipion se ha extendido mediante la incorporacion de programas para el trazado de
modelos atémicos de proteinas derivados de mapas de crio-ME vy la validacién de dichos modelos.
De esta forma, Scipion permite construir flujos completos de trabajo para la obtencidn de estructuras
de proteinas usando crio-ME, desde el procesamiento de imagenes hasta la obtencion de los mapas
y la estructura atomica tridimensional y la validacién de dichos mapas y estructuras [48].

En la mayoria de los casos, los paquetes que llevan a cabo el procesamiento de imagenes contienen
cientos de pequefios programas que realizan tareas especificas y tienen entradas y salidas bien
definidas, con sus propios formatos. Ademas, el principal objetivo de Scipion es integrar y gestionar
la interaccion entre varios paquetes y programas orientados a la reconstruccion de modelos
tridimensionales de moléculas utilizando las imégenes de la ME, como por ejemplo XMIPP,
RELION, EMAN, SPIDER, estando estos cuatro paquetes destinados al analisis de las imagenes y
la obtencién de los mapas y su refinamiento; EMRIGER de PHENIX y MOLPROBITY para la
validacidn del ajuste entre mapa de crio-EM y modelo estructural y la validacién geométrica de este
altimo, CHIMERA para visualizacién de mapas de crio-ME y estructuras, entre muchos otros [29,
31]. Todos los paquetes tienen ventajas y desventajas, por lo que generalmente es necesario combinar
los algoritmos de diferentes paquetes para obtener los resultados deseados y Scipion lo consigue.

Uno de los problemas principales que surgen al utilizar diferentes paquetes para una aplicacion
determinada, como el docking o el propio analisis de imagenes crio-ME, es la falta de estandarizacion
en el formato de los archivos de entrada y salida necesarios para llamar a un programa determinado.
Por ejemplo, si se quiere utilizar AUTODOCK, las proteinas y ligandos deben estar en formato pdbqt
y la grid se encuentra en formato gpf, donde se sefiala cada archivo que conforma dicha grid, y los
archivos en formato map; en cambio para usar Rosetta DARC, los ligandos deben estar en formato
mol2 o pdb, segln el paso en el que se usen (preparacion o docking) y la grid en formato agd. Esto
suele complicar la tarea del usuario, ya que debe ser consciente de las diferencias entre los flujos de
trabajo y los resultados que proporciona cada paquete para poder combinarlos correctamente para
obtener un resultado adecuado.

Con esta premisa y por la similitud en cuanto a la cantidad de programas disponibles, Scipion se
convierte en la herramienta idonea para la integracion de paquetes de softwares usados para el mismo
proposito y para el manejo de los diferentes formatos de salida de los archivos generados por los
diversos paquetes. Por ello, en este trabajo se utilizara para la integracion de programas de
preparacion de proteinas y pequefias moléculas y de docking molecular, siguiendo con la I6gica de
obtencioén de estructura de proteinas y su aplicacién para SBVS y docking.

En Scipion, la gestion de los distintos formatos de entrada y salida se realiza a través de objetos
especiales y conversiones en el interior de los plugins y protocolos, como aquellos que definen la
estructura de proteinas (AtomStruct), conjuntos de pequefias moléculas en distintos formatos
(SetOfSmallMolecules), las grid electroestaticas (gridAGD), etc. Estos objetos se utilizan para hacer
coincidir y suplir los requisitos de entradas y salidas de cada programa, por lo que la interaccion entre
ellos ya no es un problema del usuario. Ademas de la funcién integradora de Scipion, este software
también permite realizar una trazabilidad de los flujos de trabajo ejecutados ya que guarda las
entradas y salidas de cada paso ejecutado en el flujo de trabajo en una carpeta diferente y crea un
archivo de registro (archivo log). Esto permite al usuario examinar los resultados y los posibles
errores o advertencias que pueden aparecer durante la ejecucion de dicho para aislar los pasos que
conducen a un problema determinado.

19



Scipion trabaja mediante proyectos que puede crear el usuario para tener una independencia en cuanto
los trabajos y andlisis realizados de otros proyectos. También es posible importar y exportar un
proyecto ya existente guardado en el ordenador para modificarlo o incluir nuevos pasos en él.

Scipion consta de la siguiente estructura y regiones importantes en la interfaz grafica o GUI (del
inglés, Graphical User Interface) (Figura 4):

1. Laventana situada a la izquierda de la GUI (Figura 5, cuadro azul) contiene todos los programas
integrados en Scipion para la reconstruccion de modelos tridimensionales y la realizacion de
docking con Rosetta DARC y AUTODOCK, asi como para el manejo de objetos. Se pueden
organizar de diferentes formas para facilitar la bisqueda de un algoritmo especifico. Cuando se
selecciona un programa, aparecera una ventana emergente que muestra lo que se necesita
(ficheros, objetos y parametros) para ejecutar el programa. La Figura 4 muestra un ejemplo de
esta ventana.

2. La ventana central (Figura 4, cuadro naranja) muestra el flujo de trabajo de un proyecto de
cribado virtual, usando la representacion de grafo. Los diferentes pasos del flujo (nodos) de
trabajo se especifican mediante bloques que se insertan haciendo clic en cualquier programa
presente en la ventana izquierda y completando las entradas. Las lineas que conectan los blogques
(ramas) se utilizan para establecer el bloque que envia sus salidas o resultados como entradas de
otro bloque. De hecho, Scipion y, en concreto cada proyecto, se almacena en forma de una base
de datos SQL.ite que almacena la informacién de los protocolos, sus entradas y salidas y las rutas
relativas a las carpetas y ficheros.

Los bloques se pueden mostrar en cuatro colores diferentes. Un color verde significa que el
bloque se ha ejecutado sin errores; un color rojo significa que la ejecucion se detuvo debido a un
error que aparecié durante la ejecucion; un color naranja indica que el programa se estd
ejecutando; y un color azul, indica que el programa esta pendiente de ser ejecutado conforme
finalicen los protocolos precedentes.

Al hacer doble clic en cada bloque, la ventana del protocolo que se muestra en la Figura 7
aparecera nuevamente. Esto permite al usuario ejecutar nuevamente un programa dado o cambiar
los parametros de entrada para obtener un mejor resultado. Asi mismo, se permite copiar cada
uno de los bloques y ejecutarlos como copia, para tener distintas ejecuciones del mismo
programa, con distintos parametros, de forma sencilla.

3. La ventana situada en la parte inferior (Figura 4, cuadro verde) se utiliza principalmente para
mostrar las salidas del blogue que se esta analizando. Tiene tres pestafias diferentes: La primera
pestafia muestra un resumen del proceso realizado y los archivos de entrada y salida del bloque
que se pueden visualizar haciendo clic en el boton “Analyze Results”; la pestaia “Méthods” se
utiliza para mostrar el archivo de registro generado por Scipion para cada bloque; y la Gltima
pestaia muestra el archivo “stdout” que contiene toda la informacioén sobre la ejecucion del
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blogue, incluyendo los mensajes que indican el error que detuvo la ejecucion. Esta pestafia se
actualiza en tiempo real durante la ejecucion del bloque.

Dlamond_covid_protease (aparra on alberto-msl-cnb) ¢

Project Help
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PROJECT
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- Rusgﬁta pocket napping fipisned jianieted
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= Fﬁ,\nﬁé?n?::ﬁiu:: E‘r‘::ﬁtmn G 2 rosetta = Generate rays rozetta - Generate raus 2 target
Ip‘ bicinformatics - ZL predict Finished finished
Flbioinformat ics = raptork
- Gﬁlg\t,rleue infornat ion / |
L e bt bl DARC + grid_200 PED BRC - erad
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SUHHARY

This protocol has repoved waters, ligands and chains that have not been selected (& total of L chains &
was deleted), Furthernore, it has added missing stons to the structure. such as hudrogens.,
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= The originzl pdb from the target protein --> Bu0Z2.pdb

- The cleansd pdb file without missing atows ——> Gu02.clean.pdb
- The File with different zcores about the protein and his structure --3 Gul2,zc

Figura 4. GUI de Scipion. A la izquierda (azul) se muestran los protocolos disponibles para configurar un
flujo de trabajo. En este caso se muestran aquellos disponibles para realizar un cribado virtual, aunque dispone
de muchos otros que se podrian ver en las distintas secciones del visor de la parte superior. En el parte central
(naranja) se encuentra el flujo de trabajo realizado, siendo cada bloque el protocolo, coloreado en verde
porque ha terminado su ejecucion con éxito, y las lineas que lo conectan las entradas y salidas de cada
protocolo. En la parte inferior (verde) se muestra la seccidn que resumen la ejecucion del protocolo, los
métodos usados y el archivo de log de la propia ejecucion.

También es importante mencionar que Scipion se compone principalmente de dos tipos diferentes de
programas:

- Protocolos, Visores y Wizards: Estos programas estan escritos en Python y se dedican
principalmente a gestionar la ejecucion de los algoritmos incluidos en los diferentes
paquetes. También son responsables del manejo del formato de las entradas y las salidas y
se engloban en cada uno de los bloques que se pueden usar y ver en la ventana central de
Scipion.
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- Librerias: Estos programas estan escritos en C ++y se encargan de la gestion de los proyectos
y la GUI. Contienen los algoritmos que luego seran Ilamados por los protocolos para realizar
una tarea especifica.

3.3. Integracion de Rosetta DARC

Rosetta DARC se ha integrado en Scipion en la forma de complemento o plugin, estando escrito
completamente en Python, siguiendo el esquema de la Figura 5. Este se encuentra alojado en el
repositorio de GitHub, Scipion-chem-rosetta (https://github.com/scipion-chem/scipion-chem-
rosetta).

> Ficheros de ligandos individuales
Proteina (pdb, cif) o miltiples (mol2, sdf; pdb, smi)

Importar compuestos

Importar Proteina

Import small molecules

Import atomic structure

AtomStruct (pdb, cif)
& Preparacién de Ia

SetOfSmallMolecules
t Preparacion de las

Afiadir H Afiadir cargas

Eliminar aguas, Met. de generacion
HETATM proteina Dokculas conférmeros
Cadena seleccionada DARC protein preparation DARC ligand preparation

' OpenBabel
AtomStruct (pdb, cif) SetOfSmallMolecules +
arch. parametros
Radio E Generacién de la o Mapeado de Ia
Espaciado Grid electroestitica superficie proteica

Grid generation with ADT Generate rays
prepare_receptor.py
Autogrid / files l
ridAGD (agd) B SetScores (puntuacion
& & RaysStruct (pdb), RaysProtein e o)
(txt) & gridAGD (agd) *
Residuos diana }
DOCKING

Minimizacién

DOCKING

Rosetta DARC

Figura 5. Esquema del flujo de trabajo integrado en Scipion para el uso de Rosetta DARC en cribado virtual.
Un esquema similar puede verse en la Figura 5 donde se muestra la GUI de Scipion. En este esquema se
muestran las distintas etapas (cajas azules) en el cribado virtual con DARC (1-Preparacion de la proteina, 2-
Preparacion de los ligandos, 3-Generacion de la grid electroestatica, 4-Generacion del archivo de rays que
mapea la superficie o bolsillo del ligando, 5-Docking con DARC y 6-Minimizacion de los mejores resultados
en el docking). En verde se muestra el nombre de los protocolos integrados en Scipion para llevar a cabo este
flujo al completo, asi como las entradas y salidas generales de estos protocolos como objetos de Scipion. Asi
mismo, en naranja estan reflejados los paquetes y programas usados e integrados.
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Actualmente, el repositorio contiene aquellos protocolos, visores y wizards que estan relacionados
especificamente con el programa de docking en PPI, Rosetta DARC, aunque ha sido disefiado para
poder incorporar mas programas procedentes del paquete Rosetta, ya que, el puntero del plugin esta
dirigido a la ruta del paquete Rosetta y no hacia los programas especificos.

El plugin esta organizado en médulos y submddulos de Python, los cuales tienen los archivos y
scripts necesarios para su correcta instalacion en Scipion, asi como, todos aquellos protocolos que
permitiran llevar a cabo el proceso de cribado virtual comentado en la introduccion. La estructura
del plugin, ademas, sigue la convencion establecida para los médulos de Python (Figura 6):

A continuacién, se describen los archivos y submodulos que deben contener los plugins de Scipion:

3.3.1 Mddulo principal del plugin de Rosetta

Ficheros relacionados con la descripcion, requerimientos e instalacion del plugin a traves de
PyPI, como un mddulo de Python. Entre estos ficheros, los mas importantes son:

README.rst:. Contiene la informacidn acerca del contenido del plugin, asi como los pasos
a seguir para su correcta instalacion y uso. Es necesario seguirlos cuidadosamente ya que
para descargarse e instalarse el paquete Rosetta, en primer lugar, se necesita una licencia.
Cuando se tenga el paquete descargado y compilado, se podria proceder a la instalacion del
plugin en Scipion, para que asi se reconozca la localizacion del paquete Rosetta.

requirements.txt: Se indican los médulos que son necesarios para el correcto funcionamiento
de los protocolos del plugin, que se instalaran de forma automatica al instalarlo en Scipion.
En el caso de que no se instalaran, habria que hacerlo desde sus repositorios de GitHub. Se
necesitaran scipion-em (plugin basico en Scipion que define objetos y protocolos para ME,
que reutilizamos para las funciones de docking), scipion-pyworkflow (proporciona toda la
base para crear protocolos, visores y wizards) y scipion-em-bioinformatics (plugin de
reciente creacion que contiene objetos Gtiles como el que define la informacion acerca de las
moléculas usadas en el proceso de cribado virtual, SetOfSmallMolecules).

LICENSE: Licencia de uso del plugin. Se usa la licencia GPL-3.0, que permite el uso libre
de los programas y su adaptacion a las necesidades de cada usuario. También permite
distribuir copias, mejorar el programa y hacer publicas esas mejoras.

setup.py: Se trata del script de compilacion del plugin. La funcién setup creara el paguete
para cargarlo en PyPl. setup incluye la informacion sobre el plugin como el nombre, su
nimero de version, qué otros paguetes son necesarios para los usuarios (recogidos en el
requirements.txt) y qué submodulo o carpeta (rosetta) contiene la informacion de instalacion,
protocolos, visores, wizards, etc.
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CHANGES . txt
_init__.py
LICENSE
MANIFEST.in
README.rst
requirements.txt
rosetta
— bibtex.py
constants.py
init__.py
objects.py
protocols
init__.py
protocol_converter.py
protocol_darc.py
protocol_generate_grid.py
protocol_generate_rays.py
protocol_ligand_preparation.py
protocol_target_preparation.py
protocols.conf
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Figura 6. Arbol de directorios y ficheros del plugin creado, Scipion-chem-rosetta.

3.3.2. Submddulo Rosetta del plugin de Rosetta

Contiene una serie de submaédulos con los protocolos, test de dichos protocolos y visores y wizards.
Ademas, contiene otros archivos que se describiran a continuacion. Dentro de cada carpeta, y al
tratarse de submaodulos de Python, se necesita de un archivo __init__.py, que se utiliza para enumerar
las clases que contienen cada uno de los médulos y submddulos en Python. De esta forma, las clases
definidas en cada archivo de Python estaran disponibles a nivel de plugin.

Los archivos mas relevantes contienen el médulo de Rosetta son:
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3.3.21. __init__.py

Este script se va a ejecutar en primer lugar cuando se instala el médulo en el intérprete de Python de
Scipion, y en él se define el entorno, variables y rutas hacia los programas externos (Rosetta y
OpenBabel) que usaran los protocolos del plugin. Esta definicion se hace a través de la clase Plugin,
gue contiene una serie de métodos de clase importantes:

defineVaribles: Define variables que usard Scipion y que se encuentran escritas en el fichero su
configuracion, scipion.conf. Las variables que se definen son: ROSETTA_HOME, que guarda la ruta
absoluta del paquete Rosetta en nuestro ordenador, y OPENBABEL_ENV_ACTIVATION, que
guarda el comando de activacion del ambiente de conda para el uso de las funciones de OpenBabel.

OpenBabel [49] es un paquete que contiene programas Utiles en quimioinformatica, que permiten
convertir, filtrar y manipular archivos con formatos utilizados en tipicamente en esta area (pdb, cif,
smi, sdf, mol2, etc.). Ademas, contiene programas para construir conférmeros, comparar estructuras
quimicas y buscar similitudes entre ellas, entre otras.

getRosettaDir: Realiza una busqueda en arbol de directorios y archivos del ordenador, buscando el
directorio del paquete Rosetta, para cualquiera de sus versiones (se recomienda tener la 3.12 o
superior). Si encuentra algin paquete instalado, devuelve la ruta completa al paquete para
incorporarla a la variable ROSETTA_HOME en scipion.conf. En caso contrario, no devuelve
ninguna ruta y el usuario deberia afiadirla al fichero de configuracién.

getProgram: Funcién que devuelve la ruta absoluta a uno de los scripts de Rosetta, que se usaran
en los protocolos. Para ello, la entrada de esta funcidn es la ruta al paquete de Rosetta, la ruta al
subdirectorio que contiene el programa que se desea usar y el nombre de dicho programa. La segunda
y tercera entrada se definen en el archivo de constantes (constants.py) del plugin.

runRosettaProgram: Funcién que permite lanzar a la terminal de Linux una linea de comando con
la ruta del programa de Rosetta que se desea usar con una serie de argumentos, que se definen en los
protocolos correspondientes. Ademas, se puede establecer un directorio de trabajo para ejecutar dicha
linea de comando.

addopenbabelPackage: Funcion que lleva a cabo la instalacion de OpenBabel a través de conda.

runOPENBABEL.: Al igual que el método runRosettaProgram, permite lanzar una linea de
comando en Bash ejecutando OpenBabel en su forma obabel.

validatelnstallation: Funcion que comprueba si la instalacién del protocolo se ha producido de
manera correcta, mediante la comprobacién de la existencia de la ruta que se ha guardado en la
variable ROSETTA_HOME. En el caso que ésta no exista, se le indica al usuario que debe afadirla
al archivo de configuracion ya mencionado.

3.3.2.2. constants.py

Contiene todas las constantes que se importan al resto de ficheros Python como los protocolos v el
__init__.py. Las constantes definidas se corresponden a las rutas a distintos directorios relevantes en
Rosetta y los nombres de cada uno de los programas usados para la integracion del método DARC.
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3.3.2.3. objects.py

Objetos usados para almacenar entradas o salidas de los protocolos del plugin. En concreto, los
objetos creados derivan de clases ya creadas en la base de Scipion como es el caso de los objetos
EMFile, que se refiere a la ruta de un fichero; AtomStruct, que almacena la estructura tridimensional
de una macromolécula u objeto que pueda representarse en formato pdb o cif/mmcif; EMObiject, que
permite almacenar, para una entrada dada, distinta informacion a modo de diccionario; y EMSet, que
almacena en una base de datos SQLite distintos EMObject, con los mismos campos.

3.3.2.4. Protocols

Los protocolos van a permitir llevar a cabo todo el flujo de trabajo de cribado virtual con Rosetta
DARC. Para cada uno de ellos se mostrard el formulario creado, con las entradas requeridas
obligatoriamente, junto a las opcionales y avanzadas. Ademas, se explicaran cada una de ellas para
darle formato de guia de uso a este TFM.

Los protocolos se crean siguiendo la l6gica de programacién basada en objetos, creando métodos o
funciones de una clase, que deriva normalmente de la clase EMProtocol de Scipion y contiene
funciones comunes usadas en los protocolos, para la ejecucién de un programa deseado. Existen
algunas funciones obligatorias que contienen todos los protocolos:

- _defineParams: Esta funcion permite crear un formulario en la GUI de Scipion con todos los
parametros de entrada que se necesitan para que el protocolo funcione de manera adecuada.

- _insertAllSteps: Esta funcion se inicia una vez que se le da al botén de “Execute” de los
formulares y contiene una llamada por cada funcion que se quiere ejecutar en el protocolo,
incluyendo condiciones de ejecucion segun los parametros de entrada. Estas funciones se
crean como métodos de clase y son las que proporcionan la funcionalidad deseada al
protocolo.

3.3.24.1. DARC Protein Preparation

En este protocolo se aborda la preparacién de la estructura tridimensional de la proteina. Los
parametros de entrada se muestran en el formulario del protocolo (Figura 7) y son los siguientes:

- Estructura tridimensional de una proteina, en forma de objeto AtomStruct, obtenido en un
protocolo previo llamado import atomic structure. De esta forma, haciendo una blsqueda en
los objetos de Scipion con la lupa (<), podemos seleccionar la estructura que se desea
preparar. Este objeto contiene la ruta a un fichero de estructura en formato cif o pdb, que
internamente serd transformado al formato de trabajo estandar para proteinas de Rosetta
DARC, el pdb.

- Booleano para indicar si se afiaden a la estructura proteica hidrégenos u otros atomos de
cadenas laterales no trazados en la estructura.
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- Booleano para eliminar las posibles moléculas de agua que estén incluidas en el archivo de
estructura.

- Booleano para eliminar los ligandos unidos a la estructura y otros heteroatomos (HETATM)
no pertenecientes a la estructura atomica de la proteina

- Booleano para eliminar las cadenas redundantes de la proteina. En caso afirmativo aparecera
un parametro de entrada para seleccionar la cadena de la proteina sobre la que se quiere
realizar el cribado virtual. Esta cadena se selecciona mediante un wizard
(wizard_select_chain.py) (Figura 7, derecha) que va a recorrer el archivo pdb y va a extraer
informacidn sobre las distintas cadenas que contiene la proteina.

- Booleano que indica la posibilidad de utilizar una semilla constante para el uso del programa
de Rosetta, score.static.linuxccrelease (nombre que recibe en sistemas operativos Linux),
que afiade los hidrogenos y otros atomos de cadenas laterales, ademas de calcular cual seria
la puntuacion de la estructura de la proteina basada en la funcion ref2015, que tiene en cuenta
las interacciones, fuerzas electroestaticas, enlaces intramoleculares y geometria de la
macromolécula. De esta forma, seria constante el resultado del programa, tomando
importancia en el protocolo que realiza el docking, DARC. En caso afirmativo, se establece
por defecto la semilla 1111111, pudiendo cambiarse.

Con estos parametros, el protocolo, en primer lugar, va a recorrer el fichero pdb (el formato cif se
convierte a formato pdb con una funcién importada desde el médulo pwem de Scipion, cifToPdb) y
extrae solo aquellas lineas ATOM o HETATM, mas la cabecera del pdb, que se hayan indicado a
través de los booleanos. En segundo lugar, se lanza una linea de comando a la terminal de Linux para
el uso del programa score.static.linuxccrelease que genera una serie de ficheros, almacenados en la
carpeta destinada al protocolo, y que se usaran para construir la salida del protocolo.

El resultado del protocolo es un archivo en formato pdb con la estructura de la proteina procesada
como se indicado a través del formulario y un objeto AtomStruct, que apunta a dicho archivo.

-
-} Protocol: rosetta — DARC Protein Preparation finished [{Tite @belr
=4 Commons

[

Run nane rosetta — Rosetta Protein o Conment. ra
Run_ node * Contirue © Restart @ Host [localhost. -

Use ueus? Yoz # Ho & @
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Figura 7. Formulario del protocolo DARC Protein Preparation con los parametros de entrada (izquierda) y el
wizard para seleccionar la cadena de la proteina a preparar afiadida en el formulario (PDB: 4ERF, proteina
MDM2 que se une con p53 y bloquea su accion de control del ciclo celular), en el que se selecciona la cadena
A (derecha).
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3.3.2.4.2. Grid generation with ADT

En DARC?2.0, la funcion de puntuacion puede tener en cuenta la complementariedad de carga entre
la conformacién del ligando y el sitio de union seleccionado en la proteina. Para ello es necesario
crear una matriz tridimensional o grid, que represente el valor de carga para cada punto de una caja
gue engloba a la proteina.

El primer problema para la generacion de dicha grid es que Rosetta DARC depende del formato agd
(formato OpenEye ASCII), que consiste en una cabecera de 5 lineas, que contiene informacion acerca
de las dimensiones de la grid, y, a continuacién, un namero de lineas igual al valor del didmetro de
la grid (Figura 8, derecha), dividido por la distancia en Angstroms (A) que separa a cada punto en la
grid, elevado al cubo, para que la matriz cuadrada y simétrica. Este formato, como su propio nombre
indica, solo puede generarse utilizando uno de los programas Listings (preferiblemente Listings_2,
gue calcula los valores de carga asociados a cada coordenada de la grid) de la libreria de programas
ZAP ToolKit de OpenEye (www.eyesopen.com). El problema surge cuando, para poder usar las
herramientas creadas por OpenEye, se necesita una licencia de pago.

Para solventar este programa y poder utilizar en Rosetta DARC, ademas de la complementariedad
de forma, la complementariedad de cargas electroestaticas, se aprovecho la forma de generar la grid
electroestatica de AutoDockTools (ADT) [20], software de uso libre, que permite, ademas de generar
la grid de cargas electroestaticas, asignar las cargas atdmicas parciales a la macromolécula utilizando
el método de cargas de Marsilli-Gasteiger, basado en la electronegatividad de los atomos [50],
necesarias para nuestro propasito.

Para generar la grid usaremos la funcion de ADT, prepare_receptor4.py y AUTOGRID, que al igual
que para Rosetta, desde el plugin Bioinformatics de Scipion (https://github.com/scipion-em/scipion-
em-bioinformatics), se instala y tiene funciones para llamar y ejecutar programas de AUTODOCK.
Por lo tanto, este protocolo depende de dicho plugin.

Los pardmetros de entrada son (Figura 8):

- Estructura tridimensional de la proteina, ya preparada, en forma de objeto AtomStruct,
obtenida con el protocolo anterior, DARC Protein Preparation.

- El valor del radio (A) que engloba a la estructura de la proteina desde su centro de masas.
Para seleccionar este valor se utiliza un wizard creado por David Herreros, estudiante
predoctoral de la Unidad de Biocomputaciéon del CNB, usando la libreria matplotlib . Este
wizard se utiliza para generar mascaras en estructuras (https://github.com/scipion-
em/scipion-em/blob/devel/pwem/wizards/wizards 3d/mask_structure wizard.py) ya que
proporciona, entre otros datos, el valor del radio de dicha mascara (Figura 8, derecha).

- Elvalor de la separacion entre cada punto de la matriz tridimensional o grid electroestatica,
que por defecto es 0,375 A.

Con estos parametros de entrada, el flujo de trabajo del protocolo es el siguiente:

1. Asignar las cargas a los &tomos presentes en la estructura de la proteina y generar un
archivo en formato pdbqt, con la funcidén prepare_receptor4.py, que sera el que use
AUTOGRID para generar la grid que se necesita.
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2. Generar el archivo de parametros de AUTOGRID (GPF), utilizando los siguientes
parametros, que se obtienen a partir de los parametros de entrada del protocolo:

o NuUmero de puntos en cada una de las tres dimensiones de la grid. Estos valores
idénticos se obtienen dividiendo el valor del radio entre la distancia de separacion
entre cada punto de la matriz.

o Espaciado entre cada punto de la matriz tridimensional

o Centro de masa de la proteina, obtenido utilizado para ello el método centerOfMass
de la clase AtomicStructHandler de la libreria de Scipion pwem.

3. Ejecutar AUTOGRID. Este genera una serie de ficheros entre los que se encuentra uno,
con la terminacion “e.map” que hace referencia a la grid electroestatica de la proteina.
Este fichero es idéntico al formato en formato agd que necesita Rosetta DARC,
cambiando exclusivamente la cabecera.

4. Crea un objeto gridAGD que apunta hacia el fichero en formato agd creado en el paso
anterior. Este sera la salida del protocolo, que tendra que usarse en el siguiente protocolo
de generacidn de los vectores que mapean la superficie de docking y en que lo realiza.

Protocol Run: Autodock_GridGeneration 00

-
'} \ Protocol: rosetta — Grid generation with f Finished (fCite @Hele
=48 Commons

|

Run nane rosstta - Grid generation &  Comment ¥ 4

Run wode ¢ Contirue  Restart @ Host localhost =

Jse queus? Yos @ Mo s 0
Wait for [>]
Expert Level Hormal ‘s Advanced
Input
Input
Ireut structure: rosetts - Rosstta Protein Preparation,outputStructure Q M @ @
Radius 57 o b4
Step size (R) o 5 )

Radius g 27.00

Figura 8 Formulario del protocolo Grid generation with ADT con los parametros de entrada (izquierda) y el
wizard para seleccionar el radio de la cadena de la proteina seleccionada previamente (PDB: 4ERF, cadena A),
mostrando los 4&tomos como puntos en verde y la esfera roja indicaria la longitud de la grid, en cuanto al
diametro, usado para establecer las dimensiones de la grid (derecha).
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3.3.2.4.3. Generate rays

El objetivo de este protocolo es generar el fichero de vectores que modela la forma del bolsillo
(superficial o tradicional) donde se quiere hacer docking y que servira para comparar la topologia
del bolsillo con la forma de los ligandos.

Los parametros de entrada son los que se muestran en el formulario del protocolo (Figura 9). Estos
son:

- ID de la GPU que se quiere usar para el mapeado de la superficie de la proteina. En este
campo se indica 0 si no se quiere utilizar ninguna GPU (el tiempo de computo aumenta) o 1,
2, 3, etc. si se quiere usar alguna de las GPU del ordenador, seleccionando una segun su
numero de referencia.

- Estructura tridimensional de la proteina, ya preparada, usada en el protocolo anterior.

- Residuo diana sobre el que se reconstruira la forma del bolsillo de la proteina. Este residuo
debe estar contenido en el bolsillo para que el mapeo de la superficie sea en torno a él.
Ademaés, se pueden mapear superficies de interaccion mas grandes de la proteina
seleccionando residuos adicionales de la proteina que flanqueen dicha regién.

- Booleano para cambiar el punto desde donde los “rayos” o vectores tienen su origen. Por
defecto, para generar la forma del bolsillo, los vectores tienen su origen en un punto a 30 A
hacia el centro geométrico de la estructura. Sin embargo, esto puede cambiarse y hacer que
se lancen desde un residuo en concreto de la proteina, seleccionandolo en el campo “Residue
origin”,

- Booleano para incluir las cargas electroestaticas de la proteina, almacenadas en la grid
tridimensional generada, en la confeccion de la forma del bolsillo. En caso de afirmativo, se
debe introducir el objeto gridAGD que apunta al fichero de la grid.

- Booleano que indica la posibilidad de utilizar una semilla constante para el uso del programa
de Rosetta, make_ray_files.static.linuxccrelease (para sistemas operativos Linux donde no
se ha seleccionado el uso de GPU) o make_ray_files.opencl.linuxccrealease (cuando se ha
seleccionado una GPU), que genera un fichero de texto y en formato pdb, con el mapeado
de la superficie como se puede ver en la Figura 9 B. De esta forma, el mapeado seria
constante y siempre igual. En caso afirmativo, se establece por defecto la semilla 1111111,
pudiendo cambiarse.

Con estos pardmetros de entrada, el protocolo, en primer lugar, va a ejecutar una funcion que lanza
una linea de comando a la terminal de Linux para el programa make_ray_files. Este va a generae dos
ficheros, uno en formato pdb y otro en txt con la forma del bolsillo, guardados en la carpeta destinada
al protocolo, y que se usaran para construir la salida del protocolo, que dependiendo de si se incluyen
las cargas electroestaticas o no, seran dos o tres objetos. Los comunes son dos objetos, RaysStruct y
RaysProtein, que apuntan al fichero pdb y de texto mencionado anteriormente. En el caso de incluir
las cargas, se genera un tercer objeto GridAGD, debido a que el programa make_ray_files produce
una nueva grid electroestatica que se usara en el protocolo de Rosetta DARC.
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Figura 9. A) Formulario del protocolo Generate rays con los parametros de entrada necesarios para mapear la
superficie de la proteina (PDB: 4ERF cadena A, obtenida previamente) en torno al residuo diana seleccionado,
que en este caso es la isoleucina 61. B) Representacion de la estructura secundaria de la cadena proteica
utilizada (verde) y el mapeado resultante del protocolo realizado de la superficie, con una concavidad hacia el
interior de la proteina, donde estaria presente la isoleucina 61, aminoacido apolar, que contribuiria a la
caracteristica hidrofdbica de los bolsillos de PPI. C) Superficie de la proteina MDM2, donde se observa el
mapeado sobre la superficie de la proteina, respetando la topologia de esta.
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3.3.2.4.4. DARC Ligand Preparation

El propdsito de este protocolo es realizar la preparacion del conjunto de moléculas que se quieren
utilizar en el docking mediante la asignacion de las cargas parciales de los distintos atomos que
forman la molécula y el ajuste del estado de la molécula para un pH dado, generalmente el pH
fisiologico de 7,4. Ademas, como Rosetta DARC lo necesita en su flujo de trabajo, este protocolo
permite la generacion de conférmeros para cada molécula, rotando los enlaces covalentes simples de
la molécula. La asignacion de cargas y generacion de conférmeros se realiza gracias a funciones
integradas en el paquete OpenBabel [49], instalado junto al plugin.

Para este propdsito, los parametros de entrada (Figura 10) son:

- Un objeto de tipo SetOfSmallMolecules, que guarda la ruta para cada archivo de las
moléculas que se quieren probar durante el cribado virtual con Rosetta DARC u otro
programa para docking, ya que este tipo de objeto simplemente almacena estas moléculas.

- Método para asignar las cargas a los &tomos de las moléculas. Por defecto el método que se
usa es el metodo de Marsilli-Gasteiger, debido a que las cargas de la proteina se asignan en
la generacién de la grid usando este método, manteniendo asi la concordancia en la
asignacion (estas cargas no variaran durante la generacion de los conformeros debido a que
se basan en la electronegatividad de los atomos). Sin embargo, en el protocolo se pueden
elegir distintos métodos de asignacién de cargas, mas avanzados que el de Marsilli-
Gasteiger. Estos son: mmff94 (basada en los campos de fuerza y es especialmente Util cuando
se quieren estudiar interacciones intramoleculares), eem, geq, eqeq y qtpie, basados los 4 en
la asignacion de carga en base a la electronegatividad, transferencia de carga y polarizacion.

- Booleano para indicar si se quiere establecer un pH, variando los hidrogenos de la molécula
de acuerdo con este. Por defecto se usara el pH fisiolégico. En este punto, aun no se ha
incluido un método para establecer los estados de protonacion de la proteina, como PropKa3
[51], siendo esto un trabajo futuro para el desarrollo de una plataforma completa de cribado
virtual, por lo que de forma general aun no se cambiara el pH de los ligandos.

- Booleano para indicar si se desea 0 no generar conférmeros de cada molécula. En caso de
usarlo para el cribado virtual con Rosetta DARC, se deben generar estos conférmeros, ya
gue asegura una mayor exploracion del espacio conformacional durante el docking,
disminuyendo la tasa de falsos positivos y negativos.

- Método de generacion de conférmeros. OpenBabel tiene dos métodos para la produccion de
conformeros a partir de una Unica molécula: un método basado en algoritmos genéticos y
otro método denominado ConFab [52]. Ambos métodos aseguran el criterio de diversidad
en cuanto a las posibles estructuras de los conformeros, EI método mas adecuado por
optimizar un minimo de energia es el algoritmo genético, siendo el que se ha escogido por
defecto.

El algoritmo genético genera el nimero de conférmeros indicado a través de la produccién
de una serie de conférmeros que, tras una serie de iteraciones se seleccionan en base a la
mayor diversidad de RMSD (del inglés, root-mean-square deviation) de las posiciones
atémicas, pero que minimiza la energia de las moléculas.
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Confab, a diferencia del algoritmo genético, es un método sistematico que genera todos
conformeros de baja energia para la molécula, ordenandolos de acuerdo con el RMSD y la
energia y se elige el nimero indicado mediante el establecimiento de dos limites de RMSD
y energia, que por defecto es 0,5 A y 50 Kcal/mol, respectivamente

- Numero méaximo de conférmeros a generar. Por defecto este nimero es de 200, ya que es un
namero suficiente para moléculas con un elevado nimero de grados de libertad.

Con estos parametros de entrada y usando OpenBabel, en primer lugar, se asignan las cargas segun
el método seleccionado. Para esta asignacion se convierten los ficheros a formato sdf, ya que asi se
recomienda en el tutorial de Rosetta DARC [53]. Con los ficheros en el formato adecuado se asignan
las cargas y se afiaden o eliminan los hidrégenos de los grupos donantes o aceptores de hidrogenos
de acuerdo con el pH seleccionado. Posteriormente, se generan los conférmeros, que se guardan en
archivos con maltiples mol2. A continuacion, para ejecutar Rosetta DARC, se necesita de un fichero
de parametros, en formato params, que describe a cada molécula, sus tipos de atomos, enlaces y
coordenadas, para que el programa pueda usarlo. Este fichero se crea usando un script de Python que
proporciona Rosetta, batch_molfile_to params.py.

Por Gltimo, habiendo guardado para cada molécula el archivo de conférmeros, pardmetros y el
generado en formato mol2, tras la adicion de cargas, se genera un objeto SetOfSmallMolecules, que
guarda las rutas a esos ficheros para cada compuesto procesado. Esta es la salida de este protocolo y
que se usara en el tltimo protocolo donde se realiza el docking con Rosetta DARC
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Figura 10. A) Formulario del protocolo DARC Ligand Preparation con los parametros de entrada necesarios
para preparar el conjunto de compuestos importados para realizar el docking. B) Representacion de una de las
moléculas introducidas a este protocolo en formato mol2 (ZINC109, Butamisola o 2-metil-N-[3-(2,3,5,6-
tetrahidroimidazo[2,1-b][1,3]tiazol-6-il)fenil]propanamida). Tras generar los conférmeros de baja energia de
esta molécula, con el algoritmo genético de OpenBabel, se obtiene un conjunto de ellos representados juntos,
donde se aprecia la rotacion de enlaces simples en cada molécula superpuesta. C) Objeto de salida del
protocolo, SetOfSmallMolecules, donde para cada compuesto introducido genera un fichero con los distintos
conférmeros en formato multi-mol2, un fichero de parametros y un fichero pdb con dichos conformeros,
ademas, de la molécula preparada en formato mol2 también (columna smallMoleculeFile)
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3.3.2.45. DARC

Este protocolo realizara el docking de cada uno de los compuestos y sus conférmeros sobre la
proteina diana que ya ha sido preparada. Para ello, los parametros de entrada necesarios son (Figura
11):

- ID de la GPU a utilizar durante el docking, debido a que es un proceso computacionalmente
costoso para una CPU.

- Objeto AtomStruct con la estructura tridimensional de la proteina, ya preparada.

- Objeto SetOfSmallMolecules generado durante el protocolo de preparacion de ligandos, que
contiene la direccion a los ficheros de los ligandos (ligando original, sus conférmeros vy el
fichero de parametros).

- Objeto RaysProtein que contiene el mapeado de la superficie de la proteina sobre la que se
quiere hacer el docking

- Booleano para indicar si el docking se realiza solo en base a la complementariedad de forma,
usando para ello el primer sumando de la funcién de puntuacion (Férmula (1)) o se tiene en
cuenta también la complementariedad de carga, afiadiendo el segundo sumando a la Férmula
(1). En caso negativo, sera necesario afiadir al formulario el objeto gridAGD que contiene la
grid electroestatica de la proteina generada previamente.

- Booleano para usar la busqueda y evaluacion de los conformeros “on the fly”. Esta
caracteristica acelera la evaluacion de cada uno de los conférmeros en el mismo proceso de
docking, en vez de hacer un docking secuencial para cada uno de dichos conférmeros. En el
proceso secuencial, se le da a cada conférmero la misma cantidad o peso en el muestreo
(ndmero de particulas), mientras que en la aproximacion “on the fly”, los conférmeros se
disponen en el espacio conformacional a evaluar (con un Gnico nimero de particulas por
molécula y no por conférmero), siendo ahora este mayor. En este caso se recomienda que el
numero de iteraciones y particulas utilizadas en la PSO sea mayor, para alcanzar la solucion
optima.

- Booleano para indicar si se minimizan los complejos logando-proteina durante el proceso de
docking usando, ademas, la funcion de puntuacion ref2015. En caso afirmativo, Rosetta
DARC proporcionara mas métricas acerca de la interaccion proteina-ligando y la puntuacion
global tendra en cuenta mas parametros. Si bien es verdad que la evaluacion es mas
exhaustiva, el tiempo de ejecucion también es mayor.

- Los parametros avanzados se refieren a aguellos relacionados con la ejecucion del algoritmo
PSO (numero de iteraciones y particulas), que cuanto mayor sean 1) mas gasto
computacional tiene el proceso y 2) mayor es la probabilidad de alcanzar el minimo global
en la generacion del conférmero que mejor se una al bolsillo; y con los pesos considerados
en la funcién de puntuacion, para aquellos puntos que no toquen el bolsillo, el ligando o
puntos del ligando que se alejan del bolsillo mapeado.

- Booleano que indica la posibilidad de utilizar una semilla constante para el uso del programa
de Rosetta. En caso afirmativo, se establece por defecto la semilla 1111111.
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Con estos parametros de entrada, se ejecutard Rosetta DARC para cada compuesto considerado en
el SetOfSmallMolecules, calculando la puntuacion correspondiente a la funciéon de puntuacion
(Formula (1)), vista en el apartado donde se explica el funcionamiento de Rosetta DARC.

La salida de este protocolo es una tabla (objeto SetScores) donde se almacena el ID de la molécula 'y
la puntuacidn obtenida de Rosetta DARC para la union del compuesto y la proteina diana, pudiéndose
ordenar estos compuestos por dicha puntuacién. En el caso de que se realice la minimizacion, la
funcién de puntuacion ref2015 reporta otros indicadores adicionales de la unién en el complejo
proteina-ligando, como:

Total Energy (Kcal/mol): Energia libre total del complejo proteina-ligando.

- Interface Energy (Kcal/mol): Energia implicada en la unién entre la superficie de la proteina
y el ligando, calculada como la suma de las energias de los pares de uniones posibles entre
cada residuo de la superficie de la proteina y el ligando. Si estos no interaccionan, la energia
libre involucrada es de 0 Kcal/mol. Cuanto méas negativo sea, mas estable sera el complejo.

- Interface HB. Numero de puentes de hidrogeno que se predicen que se produciran entre los
residuos de la superficie de la proteina y el ligando unido mediante docking, siendo una
métrica que refleja la estabilidad de la unién en el complejo.

- Interface_Unsat. Nimero de grupos polares que se encuentran en la interfaz sin formar
puentes de hidrégeno compensatorios, y que, por lo tanto, son desfavorables desde el punto
de vista de la solvatacion.

- Theta Lig: Fraccion del compuesto que esta expuesto al solvente en el complejo.
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Figura 11. A) Formulario del protocolo DARC, con los parametros de entrada necesarios para llevar a cabo un
proceso de docking Unico o cribado virtual, dependiendo del nimero de moléculas introducidas en el SetOf
SmallMolecules. Los parametros mostrados en gris son parametros avanzados que el usuario puede modificar
pero que presentan valores por defecto, aunque haya algunos muy relevantes para llegar a un docking éptimo
como el nimero de iteraciones y particulas de PSO, que debe ser mayor, si se utiliza la opcion de bisqueda de
conformeros “on the fly”. B) Visor donde se pueden visualizar los resultados del docking en una tabla y los
distintos complejos proteina-ligando generados. C) Tabla con las puntuaciones del docking para cada molécula.
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3.3.2.4.6. Convert formats

Este protocolo tiene como objetivo la conversion entre formatos de estructura de proteinas y formatos
de estructuras de moléculas pequefias. De hecho, este protocolo fue creado para usarlo especialmente
para los conjuntos de moléculas utilizadas en docking ya que, en el caso concreto de Rosetta DARC,
solo admite dos tipos de formatos de estructura tridimensional de ligandos, pdb y mol2, y desde las
bases de datos como ZINC15 se pueden descargar en multiples formatos 2D y 3D. Para la conversién
entre formatos se utiliza las funciones proporcionadas por el paquete OpenBabel.

Los parametros de entrada (Figura 12) son un conjunto de moléculas pequefias (objeto:
SetOfSmallMolecules) o una estructura como objeto AtomStruct, al igual que los de salida
dependiendo de dicha entra. A partir de la entrada, se obtiene el formato de los ficheros de cada
molécula o estructura, permitiendo que, para un conjunto de moléculas con diversos formatos, se
pueda obtener un conjunto con los archivos en un solo formato, elegido en estos pardmetros de
entrada como formato de salida. Los formatos disponibles de salida para los conjuntos de moléculas
son: pdb, cif, mol2, sdf, smiles o smi. Para las estructuras de proteinas son: pdb y cif.
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Figura 12. Formulario del protocolo Convert Formats con los parametros de entrada necesarios para convertir
el formato de los archivos de estructura macromoleculares proteicas (pdb, cif) y moléculas pequefias (pdb, cif,
mol2, sdf, smi).

3.3.25. Tests

Esta carpeta incluye los tests de integracion en Scipion de cada uno de los protocolos. Cada protocolo
cuenta con un test que asegura que funcione el protocolo creado en Scipion y se integre con los demés
protocolos que le preceden, ya que se emula la generacion de un proyecto con datos de entrada
conocidos y cuya salida se puede evaluar con precision.
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4. Casos de uso

Para probar la utilidad del programa de docking Rosetta DARC y su integracion en Scipion se
han elaborado dos casos de uso distintos y de interés bioldgico y social. Se probara el software
frente a los dos tipos de bolsillos clasificados en la introduccion y presentes en las proteinas:
bolsillo tradicional hidrofilico y bolsillo superficial (especialmente implicado en las PPI).

4.1. Reposicionamiento de farmacos. Cribado virtual sobre la el macrodominio de la
proteina no estructural 3 (NSP3) del SARS-CoV-2

Este caso de uso est& basado en un articulo publicado en la revista Science Advances en abril de 2021,
sobre el cribado virtual y cristalografico de fragmentos moleculares en el Macl de la NSP3 del
SARS-CoV-2 [54].

4.1.1 Introduccion

A junio de 2021, el sindrome respiratorio agudo severo, producido por el coronavirus 2, (SARS-
CoV-2) ha afectado a mas de 175 millones de personas, causando méas de 3,8 millones de muertes
en el mundo [55]. La busqueda de terapias antivirales efectivas para tratar el SARS-CoV-2 ha sido
amplia y variada, desde el reposicionamiento de farmacos hasta el descubrimiento de novo de
medicamentos [56].

Una de las dianas terapéuticas, debido a su participacién en la inhibicion de la inmunidad innata del
huésped, y, que, por consecuencia, contribuye a la virulencia del virus, es el macrodominio (Mac1l)
de la proteina no estructural 3 (NSP3), proteina con mas de 10 dominios y 2000 residuos. Para ilustrar
la importancia de bloguear este macrodominio, es necesario conocer cual es su funcion [54].

De esta forma, cuando el SARS-CoV-2 forma un complejo con la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) y entra en las células, desencadenando la activacion del sistema renina-
angiotensina. La renina transforma el angiotensindgeno en angiotensina I (Ang-1), que, a su vez, por
la enzima convertidora de angiotensina, se procesa a angiotensina Il (Ang-11). Debido al aumento de
Ang-1l y la reduccién del ACE2 libre, el receptor de angiotensina tipo | (AT1R) se activa y
desencadena una cascada de sefializacion a través de la activacion de NADPH oxidasas, que induce
un intenso estrés oxidativo. Los ROS (radicales libres de oxigenos) provocan la rotura de las cadenas
de ADN, lo que activa a la polimerasa poli ADP-ribosa (PARP) para intentar reparar el dafio en el
ADN. Las PARP se modifican transfiriendo ADP-ribosa, procedente del NADH, a si misma y a otras
proteinas que se encuentren en la célula, tanto virales como propias, llevando a la activacion del
interferén-y y distintas citoquinas pro-inflamatorias y antivirales, asi como a la inhibicion de la
traduccion de proteinas virales y de la reproduccion del virus [57].

El Macl de NSP3, con su actividad ADP-ribosil (ADPr) hidrolasa, contrarresta esta sefializacion
antiviral a través de la hidrdlisis de la ADP-ribosa unida a las proteinas del virus. Al inhibir esta
actividad, se podria generar una mayor y eficaz respuesta frente al virus. Solo existe un inhibidor de
la actividad ADPr hidrolasa bien caracterizado con una farmacologia y selectividad adecuadas frente
a la hidrolasa especifica, PDD00017273. Al ampliar el espacio quimico y buscar inhibidores, en
moléculas ya aprobadas por las agencias reguladoras del medicamento, mediante cribado virtual, se
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podria generar una terapia rapida y accesible y dar puntos de partida para generar nuevos inhibidores
de la hidrolasa [54].

En este caso de uso con Rosetta DARC se pretende hacer una aproximacion en el descubrimiento de
medicamentos mediante reposicionamiento de estos sobre el bolsillo hidrofilico de la hidrolasa, ya
que la libreria usada para buscar compuestos que tengan la suficiente complementariedad de forma
y afinidad, es una que contiene ya farmacos aprobados.

4.1.2 Materiales y métodos
I. Libreria de compuestos

La libreria de moléculas se descarg6 de la base de datos ZINC15 (https://zinc15.docking.org/). Del
conjunto total de compuestos de dicha base de datos (1.810.070.912 entradas) se seleccionaron
aquellos que habian sido probados in vivo y en humanos, aprobados por la mayoria de las agencias
reguladoras del medicamento del mundo (EMA (Europa), FDA (Estados Unidos), NIHS (Japén),
TGA (Australia), etc.), que se encuentran a la venta y se pueden conseguir comercialmente en un
periodo muy corto de tiempo por su alta disponibilidad. De esta manera, se descargaron para testar
3838 compuestos, en formato mol2, que ya se encuentran en el mercado, la mayoria, como farmacos.
Dentro de esta libreria se incluyen aquellos 46 compuestos que se seleccionaron en el articulo de
referencia y como, control positivo, se ha afiadido, ademas, el ADPr, que se une al centro activo de
la hidrolasa (ZINC000032786521).

Il. Preparacién de la libreria de ligandos

Las moléculas se prepararon utilizando el protocolo DARC Ligand Preparation de Scipion. Durante
esta preparacion, previa al docking, se agregaron hidrégenos y se asignaron las cargas parciales a
cada atomo segun el método de Marsilli-Gasteiger. Finalmente, se generaron 100 conférmeros de
cada ligando, utilizando el algoritmo genético de OpenBabel, y se generaron los archivos de
parametros necesarios para Rosetta DARC.

I1l.  Proteina diana y preparacion de la estructura

El docking se realizo contra la estructura cristalina del Macl de la proteina Nsp3 del SARS-CoV-2
unido a ADPr (PDB: 6W02), siendo la misma estructura que usaron en el articulo [54] y que
usaremos para comparar los resultados obtenidos.

Para la preparacion de la estructura se utiliz6 el protocolo DARC Protein Preparation de Scipion.
Con este, se eliminaron las moléculas de aguas presentes en la estructura, se elimind el ligando unido
a cada una de las cadenas y se selecciond la cadena A del archivo pdb. Ademas, se afiadieron a la
estructura los hidrégenos y atomos que no hubieran sido trazados en las cadenas laterales.

IV. Mapeado del bolsillo de unidn en la proteina y generacién de la rejilla electroestatica

El bolsillo donde se encuentra el centro activo de la Nsp3 (y tiene lugar la hidrolisis del motivo ADP-
ribosa) es basicamente superficial. Este bolsillo se compone de dos sub-sitios, el sub-sitio de la
derecha (o proximal, donde se une la adenosina) o el de la izquierda (o distal, donde se une la ribosa).
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Ambos sub-sitios estdn conectados por un pequefio puente estructural que ocultaria el enlace
difosfato que une la adenosina con la ribosa (Figura 12).
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Sub-sitio
proximal
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estructural

Figura 12. A) Cadena A de la estructura cristalina del Macl de la proteina Nsp3 del SARS-CoV-2 unido a
ADPr (PDB: 6W02), donde se muestran los distintos sub-sitios del bolsillo que presenta la actividad ADPr
hidrolasa. B) En azul, sobre la estructura del Macl (amarillo), se representa el mapeado del bolsillo, con una
zona proximal superficial donde se pretende hacer docking. Arriba se muestra la superficie de la proteina y
abajo, una representacion de la estructura secundaria de la misma.

Se construy0 la grid electroestatica sobre la proteina (con el protocolo Grid generation with ADT),
siendo las dimensiones de esta de 101 x 101 x 101 A3, ya que el radio de circunferencia que cubre la
proteina es de 28 A. Se selecciond un espaciado entre cada punto de la rejilla de 0.375 A. Asi mismo,
se asignaron cargas parciales a los a&tomos de la proteina usando el método de Marsilli-Gasteiger
implementado en ADT.

A continuacion, se defini6 la forma del bolsillo utilizando el protocolo Generate rays de Scipion,
para lo que se seleccion6 el residuo L126, localizado en el bolsillo proximal. También se definié el
mismo bolsillo utilizando dos residuos, L126 y A38, que se encuentran en dicho bolsillo y en cada
uno de los dos sub-sitios mencionados y los resultados obtenidos eran iguales.

V. Cribado virtual usando Rosetta DARC.

Después de preparar la libreria de posibles ligandos y la proteina, se sometieron al protocolo de
docking en Scipion, DARC. Para ello, en el algoritmo de bisqueda conformacional (PSO), se tuvieron
en cuenta 200 particulas y 200 iteraciones para su ejecucion, siendo el doble de lo recomendado ya
que se utilizdé basqueda de conférmeros “on the fly ”, donde al probar en un mismo procedimiento de
docking los conférmeros generados a la vez, se amplia el espacio conformacional a explorar y la
confluencia al minimo podria necesitar de mayor nimero de iteraciones. Asi mismo, al tener un
namero elevado de compuestos que probar, no se realiz6 una minimizacion con el método fullatom
de Rosetta al conjunto total.
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Para realizar un analisis comparativo del método Rosetta DARC, se hicieron dos aproximaciones.
En la primera de ellas, se hizo docking sélo teniendo en la complementariedad de forma entre el
bolsillo mapeado y los ligados en la funcién de puntuacién que utiliza Rosetta DARC (primer
sumando de la Férmula (1). En la segunda, se tuvo en cuenta tanto la complementariedad de carga
como de forma, usando para ello la grid electroestatica calculada previamente sobre la proteina.

Posteriormente, las moléculas se clasificaron segun dicha funcién de puntuacion (Tabla S1) y se
obtuvo el 10 % (383 compuestos) con mejores resultados (menor valor en la funcion de puntuacién,
que siempre es un valor positivo), a los cuales se les aplicé la minimizacién con el método fullatom
de Rosetta.

El cribado virtual se realizé usando una GPU GeForce RTX 2060 (1200 MHz) con 40 procesadores
y 1024 hilos. EI proceso completo de docking necesité aproximadamente de 2 horas.

4.1.3 Resultados y discusién
I. Flujo de trabajo en Scipion

El flujo de trabajo realizado para este caso de uso de puede visualizar en la Figura 4, donde se llevo
a cabo el cribado virtual utilizando cada uno de los pasos mencionados en Materiales y Métodos. En
total, se utilizaron 11 protocolos, mas aquellos correspondientes a la exportacion de los resultados
de puntuacion para cada compuesto a archivos en formato csv.

De esta forma, se puede automatizar, esquematizar y trazar de manera sencilla y visual uno o varios
experimentos de cribado virtual sobre una o, incluso varias, proteinas diana utilizando el mismo
conjunto de ligandos (docking multi-diana). Al finalizar todos los protocolos esquematizados se
podria realizar un andlisis cuantitativo y estructural de los mejores resultados, ya minimizados,
debido que Rosetta DARC, construye los complejos proteina-ligando y los almacena en formato pdb,
gue podemos obtener en el directorio de los protocolos donde se realiza el docking o en el visor
generado.

Il. Cribado virtual. Identificacion de posibles inhibidores de la actividad hidrolasa

Los resultados del cribado virtual, donde se ha puntuado cada acoplamiento entre cada una de las
3839 moléculas probadas y el bolsillo del Mac1, que presenta la actividad ADPr hidrolasa, en base
a lacomplementariedad de carga y forma se encuentran en la Tabla S1. En dicha tabla los compuestos
estan ordenandos segun su puntuacion, siendo aquellas con menor valor, las que mejor
complementariedad presentan.

Entre el 10% de los mejores resultados (383 compuestos) podrian encontrarse moléculas que
interactuasen con el bolsillo de la ADPr hidrolasa, bloqueando competitivamente la entrada de las
ADPr unidas a proteinas, impidiendo que se hidrolicen estas modificaciones posttraduccionales y la
célula pueda activar su mecanismo antiviral.
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Las primeras moléculas con mejor puntuacion (ZINC000008214699, ZINC000008214535,
ZINC000008383181, etc.) son moléculas pequefias, que apenas cubren y se unen al sub-sitio
proximal del Macl, por lo que es poco probable que inhiban al enzima y compitan con el sustrato
original, el ADPr. Aun asi, una de ellas, la 2-aminopteridin-4(3H)-ona (ZINC000017819771) (puesto
132 en el ranking), utilizada en la fabricacién del metotrexato, farmaco antiinflamatorio usado en el
tratamiento de la artritis y algunos tipos de cancer [58], podria ser un candidato a probarse
experimentalmente. Tanto el ADPr, ligando natural del Macl como el compuesto
ZINC000017819771, con una estructura similar a la adenosina, se unen al sitio proximal del bolsillo
y puente estructural, a través de distintos puentes de hidrégeno e interacciones polares entre los
compuestos y las cadenas laterales mostradas en la Figura 13. De esta forma, este compuesto podria
impedir la entrada y unién de la ADPr, bloqueando su hidrolisis.

Sin embargo, esto no deja de ser una prediccion y un punto de partida para generar nuevas moléculas
con mejor acoplamiento y analizar, en primer lugar, la dinAmica de interaccion entre los compuestos
con mejor puntuacién y, posteriormente, las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas (incluidas las
propiedades ADMET, que al ser farmacos ya deben estar optimizadas), en cuanto al efecto y la
selectividad de la unién en ensayos experimentales in vitro.
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Figura 13. A) Arriba: Cadena A de la estructura cristalina del Mac1 de la proteina Nsp3 del SARS-CoV-
2 unido a ADPr (PDB: 6W02). Abajo: Residuos del bolsillo de Macl que interaccionan con el ADPr a
través de puentes de hidrégenos, pintadas como rayas discontinuas amarillas. B) Arriba: Cadena A de la
estructura cristalina del Macl de la proteina Nsp3 del SARS-CoV-2 unido al compuesto
ZINC000017819771 (complejo obtenido tras el docking). Abajo: Residuos del bolsillo de Macl que
interaccionan con el ZINC000017819771 a través de un nimero de puentes de hidrégenos mejor al ADPr
con L127, A129 y G130.
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I1l. Comparacion con los resultados del articulo donde se identifican 46 compuestos
candidatos.

Para testar la eficacia del método de docking integrado, Rosetta DARC, se ha realizado una
comparacion con los compuestos mas prometedores obtenidos del estudio [54], donde a partir de la
libreria completa de ZINC15, mediante un cribado virtual y posterior andlisis cristalografico de los
compuestos con mejor puntuacion, obtuvieron un conjunto de moléculas que se unian al Macl. En
concreto 20 de ellos, mostraron una mayor capacidad de union que el resto.

En la comparacién se obtuvo que en el 10 % de los mejores resultados de Rosetta DARC habian sido
identificados, como posibles ligandos de union, 13 de los 46 compuestos que en este estudio [54]
fueron postulados como hits (Figura 14 A). En el caso del 20 % de los mejores resultados, fueron
identificados 25 de los 46 compuestos (Figura 14 B). En la Tabla 2 se muestra aquellos compuestos
que fueron identificados en el 10 % como hits y su posicién ordenada por puntuacién entre los demas
compuestos. Se observa como es comun entre los compuestos que tienden a interaccionar con el
bolsillo la estructura de anillos insaturados, similares a la adenina que compone el ADPr. Esto podria
dar la clave para la generacion de un farmaco mas optimizado y selectivo, con una estructura similar
a dicha adenina.

Tabla 2. Compuestos propuestos para la union en el centro activo de la ADPr hidrolasa

ID N° ranking Puntuacion Estructura
S
ZINC000001675805 108 191,867 \\ /ﬁ}_
ZINC000017819771 131 203,506 A

ZINC000002383176 165 215,184 e
)\ _/

ZINC000000331945 166 2152 adh
)~

ZINC000014419577 167 215,202

ZINC000044119054 198 226,779

ZINC000001482184 243 238,428 <
:__\ {:f_ —.\

ZINC000000157162 279 250,173 D _\_\)
"
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ZINC000004243442 281 250,176 o

ant Ti

ZINC000026180281 288 250,232 2N
— TN

ZINC000000110227 324 261,789 [N )
T N\=

N

ZINC000000002645 365 273,354 [\ /)
W R

ZINC000007636250 381 273,582

Tabla 2. Compuestos seleccionados como candidatos a unirse al Macl en el estudio [54], comparado con el
puesto obtenido en nuestro cribado virtual con Rosetta DARC. Se indica para cada compuesto la puntuacién
obtenida y la estructura de cada uno.

Este hallazgo confirma que, en el caso del uso de un Gnico programa de docking, con su funcién
particular de puntuacion, en este caso basada en el conocimiento, existe un gran nimero de falsos
positivos entre el 10 0 20 % de mejores compuestos puntuados. Si bien es verdad que este porcentaje
esta enriquecido en compuestos “hits” con capacidad de unirse al bolsillo, proporcionando una
reduccién del nimero de compuestos a estudiar in vitro (y una disminucion del tiempo y coste
econdmico), no es el esperado, ya que deberia ser un porcentaje mayor de acierto. Decimos que el
conjunto obtenido tras nuestro cribado virtual esta enriquecido en hits ya que presenta 2,8 veces mas
hits que lo que se esperaria al azar (para 10000 test aleatorios de interseccidn entre conjuntos, se
obtuvo que la interseccion media seria de 4,583 compuestos, con una desviacion estandar de la media
de 2,001). Aun asi, el resultado no es el optimo ni el esperado.

Para solventar y enriquecer este porcentaje en compuestos capaces de unirse al bolsillo definido, se
podria hacerse uso de combinacion de los resultados de distintos programas de acoplamiento y
funciones de puntuacion, lo que se denomina docking consenso. Ademas, las condiciones y
parametros elegidos durante el acoplamiento y preparacion de la libreria de ligandos también pueden
contribuir a un mejor o peor rendimiento en el docking. Este hecho se refleja en la Figura 14 C, donde
se muestra que no se encuentran hits hasta el conjunto formado por el 70% de los compuestos mejor
puntuados cuando se realiza el cribado virtual usando exclusivamente la complementariedad de
forma. Esta gran diferencia indica que una buena eleccién de los pardmetros en la funcion de
puntuacion es crucial para la correcta identificacién de compuestos candidatos a farmacos. Asi
mismo, en el algoritmo PSO es muy relevante ajustar el nimero de iteraciones y particulas usadas,
asegurando que se alcanza una conformacién que minimice completamente la funcion de puntuacién.

Por Gltimo, otra evidencia que refuerza, primero la optimizacién de los parametros usados durante el
docking, y segundo la necesidad de un anélisis posterior y la inclusién de consensos de procesos de
cribado virtual es el caso del ADPr, control positivo en la union, que se encuentra en la posicion 3299
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del ranking del total de compuestos probados con una puntuacién de 729,295. Esta mala puntuacion
se debe a que Rosetta DARC no ha conseguido ubicar de manera correcta el ligando en el interior
del bolsillo definido y la orientacién del ligando es contraria a la observada en las estructuras
cristalinas disponibles (PDB: 6W02). Esto puede deberse a que, para esta molécula y el nimero de
conférmeros construidos, 1) el nimero de iteraciones y particulas usadas en el PSO no hayan sido
suficientes y no se haya realizado una exploracion completa del espacio conformacional y 2) el
nimero de combinaciones y orientaciones de la molécula, a la hora de construir los conférmeros,
sobre la proteina no han sido suficientes ni adecuados, resultando en un acoplamiento sub-6ptimo.
De esta forma, se deberia haber aumentado al doble el nimero de iteraciones y particulas y asegurar
que los conférmeros presentan una diversidad adecuada de orientaciones en el espacio.

370 13 741 5 ,
< Hits articul
Hits articulo e
Cribado Virtual basado Cribado Virtual basado
en carga y forma en carga y forma

2682 ’

Hits articulo

Cribado Virtual basado
en forma

Figura 14. Diagramas de Venn donde se comparan los resultados del cribado virtual de este trabajo y los
obtenidos en el articulo [54]. A) Comparacion entre el 10 % de los mejores compuestos obtenidos en base a la
complementariedad de forma y carga con los mejores compuestos encontrados en el articulo. B) Comparacion
entre el 20 % de los mejores compuestos obtenidos en base a la complementariedad de forma y carga con los
mejores compuestos encontrados en el articulo. C) Comparacion entre el 70 % de los mejores compuestos
obtenidos en base a la complementariedad exclusivamente de forma con los mejores compuestos encontrados
en el articulo.
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IV. Comparacion entre la puntuacion basada en la complementariedad de carga y forma o
solo basada en la forma.

Junto a los resultados del cribado virtual, donde se tuvo en cuenta la complementariedad de formay
carga entre el ligando y la proteina (Tabla S1), también se obtuvieron los resultados del cribado,
donde solo se puntu6 la complementariedad de forma (Tabla S2).

En los resultados del cribado virtual para el caso en el que se ha tenido en cuenta tanto la forma como
la carga, se observa como el rango de puntuaciones oscila entre 75,0591 y 1407,4399, donde existe
una mayor acumulacién de compuestos en torno puntuaciones de 400 y 600 (Figura 15 Ay B). En
el caso del 10 % de los mejores compuestos, estas puntuaciones son menores a 273,68. En cambio,
cuando se observan los resultados del docking, teniendo exclusivamente en cuenta la
complementariedad de forma, el rango de puntuaciones abarca desde 3,2367 y 5,2137, ya que no
existe en la funcién de puntuacién un segundo sumando que penalice la falta de complementariedad
de carga (Figura 15 C y D).

Comparando las dos aproximaciones, se observa como del 10 % de los mejores resultados de ambas,
no coincide ningun compuesto (Figura 15 E). Tampoco en el 20 % mejor. No es hasta que se compara
el 28% de los compuestos con mejor puntuacion presentan (Figura 15 F), que coincide uno de ellos.
Este compuesto (ZINC000004217580) ocupa la posicién 897 (puntuacion de 354,99) para la
aproximacién de forma y carga y la posicion 1045 (puntuacién 3,9621) en la aproximacion de
exclusivamente complementariedad de forma.

Sin entrar en detalles estructurales, estos resultados distintos podrian indicar que la
complementariedad de carga, y no solo de forma, es muy relevante a la hora de encontrar compuestos
gue se unan al bolsillo e inhiban la unién, en este caso, del sustrato al enzima. En este bolsillo, las
interacciones hidrofilicas predominan sobre las hidrofobicas, debido a la naturaleza estructural del
bolsillo y la naturaleza de la reaccion de hidrélisis que cataliza. Por lo tanto, cuanto mayor sea el
namero de interacciones favorables entre un ligando y el sitio en el enzima y, exista una mejor
complementariedad topoldgica, mas probable es que este compuesto inhiba la actividad hidrolasa de
Macl.

Basandonos en estos resultados comparativos, los resultados procedentes del cribado virtual,
utilizando carga y forma, que son los que muestran mayor tasa de acuerdo y acierto con el estudio
previo [54], crean un punto de partida y una hoja de ruta para el desarrollo de inhibidores contra
Macl, que puedan ayudar a combatir la patogenicidad y virulencia del SARS-CoV-2.
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Figura 14. A) Histograma y curva de densidad de las puntuaciones de Rosetta DARC dada a cada compuesto
en base a la complementariedad de carga y forma. B) Histograma donde se muestran solo el 10 % de los
mejores resultados del histograma A. C) Histograma y curva de densidad de las puntuaciones de Rosetta DARC
dada a cada compuesto en base a la complementariedad de forma. D) Histograma donde se muestran solo el
10 % de los mejores resultados del histograma C. E y F) Diagramas de Venn donde se comparan los mejores
10 % y 28 % resultados del cribado virtual obtenidos en base a la complementariedad de forma y carga(azul)
con aquellos resultados obtenidos utilizando solo la complementariedad de forma (naranja).
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4.2. Cribado virtual de compuestos moduladores de la interaccién proteina-proteina Nsc-
1/Ric8a implicada en el sindrome X fragil

4.2.1 Introduccion

El sindrome X fragil (SXF) es un trastorno neuroldgico hereditario que causa discapacidad intelectual
y autismo y que afecta aproximadamente a 1 de cada 2500 a 5000 hombres y a 1 de cada 4000 a 6000
mujeres y aun no tiene un tratamiento farmacoldgico eficaz. La mutacion causante de la mayoria de
los casos conocidos de SXF es una insercion de la secuencia CGG en el 5' UTR del gen del retraso
mental X fragil (fmrl), lo que resulta en la pérdida de la proteina del retraso mental X fragil (FMRP).
FMRP es una proteina de union a ARN que regula el transporte y la traduccion de ARNm, que
codifica gran parte del proteoma sinaptico, el cual se veria alterado y se produciria una desviacion
del equilibrio sinaptico que define la normalidad. Tanto el exceso como el déficit en el nimero de
sinapsis pueden conducir a una patologia como la del sindrome X fragil, trastornos del espectro
autista (TEA) y esquizofrenia [59].

En el caso del SXF, las neuronas presentan espinas postsinapticas inmaduras (con morfologia de
cuello largo) y con mayor densidad. EI aumento de sinapsis esta relacionado con la disminucion de
FMRP. Sabiendo esto, y en base al conocimiento actual, disefiar terapias dirigidas a la disminucién
del nimero de sinapsis parece una buena estrategia. Sin embargo, la funcién neuronal requiere un
control de la probabilidad de liberacién de neurotransmisores por sinapsis, ademas del control del
nimero de sinapsis, estando ambas propiedades co-reguladas de manera antagénica. Un enfoque
potencialmente eficaz deberia apuntar al mecanismo de sefializacion de esta co-regulacion, en el que
esta implicado el sensor de calcio neuronal 1 (NCS-1), que interactta con la proteina del factor de
intercambio de guanina Ric8a para activar a las proteinas Ga y co-regular el nimero y la actividad
de sinapsis [59].

El complejo NCS-1/Ric8a regula el del nimero de sinapsis y la probabilidad de liberacién, por lo
gue la busqueda de compuestos que pudieran unirse a la interfaz de ambas proteinas podria inhibir
la formacion del complejo y reducir el nimero de sinapsis y los efectos de un mayor nimero de estas
[59].

En el estudio [59] se identificaron distintos compuestos (FD44 y SC16), que consiguieron inhibir la
interacciéon de ambas proteinas y reducir el nimero de sinapsis hasta un estado normal y recuperar la
capacidad de aprendizaje en un modelo de SXF de Drosophila.

Este ejemplo de PPI es adecuado para testar la cdmo es de util Rosetta DARC en este tipo de bolsillo,
ya que fue disefiada principalmente para este objetivo.

4.2.2 Materiales y métodos
I. Libreria de compuestos y su preparacion

La libreria quimica de compuestos usada es ha sido producida por el grupo de investigacion “Quimica
Médica y Biologica traslacional” de Nuria Eugenia Campillo Martin, Carmen Gil Ayuso-Gontan y
Ana Martinez Gil, perteneciente al Centro de Investigaciones Biologicos (CIB). Esta libreria esta

48



compuesta por un total de 1982 moléculas, siendo la mayoria compuestos heterociclicos. Las
moléculas se prepararon utilizando el protocolo DARC Ligand Preparation de Scipion. Durante esta
preparacion, previa al docking, se agregaron hidrégenos, se calcul6 su carga y se asignaron las cargas
parciales a cada atomo segun el metodo de Marsilli-Gasteiger. Por Gltimo, se generaron 50
conférmeros para cada compuesto, utilizando el algoritmo genético de OpenBabel, y se generaron
los archivos de pardmetros necesarios para Rosetta DARC, de los cuales, 80 de ellos no pudieron
generarse por problemas internos en los ficheros sdf de la libreria.

Il. Proteina diana y preparacion de la estructura

El docking se realizd contra la estructura cristalina de NCS-1 (PDB: 1G8l). Para la preparacion de
la estructura se utilizé el protocolo DARC Protein Preparation de Scipion. Con este se eliminaron
las moléculas de aguas presentes en la estructura, se eliminé el ligando unido en cada una de las
cadenas y se selecciond la cadena A del archivo pdb. Ademas, se afiadieron a la estructura los
hidrégenos y otros &tomos no trazados en las cadenas laterales.

I1l. Mapeado del bolsillo de unién en la proteina y generacion de la rejilla
electroestatica

El bolsillo superficial de NCS-1, que interactua con Ric8a, ha sido mapeado y definido utilizando el
protocolo Generate rays de Scipion, para lo que se seleccionaron los residuos D37 y S93 (Figura 15).
Estos residuos fueron seleccionados por la proximidad al residuo R94, que se ha demostrado que
participa en la interaccion con la proteina Ric8a. Ademas, se construy6 la grid electroestatica sobre
la proteina, usando el protocolo Grid generation with ADT. Las dimensiones de la grid son de 213 x
213 x 213 puntos, ya que el radio de circunferencia que cubre la proteina des de 40 A. Se seleccion6
un espaciado entre cada punto de la rejilla de 0,375 A. Asi mismo, se asignaron cargas parciales a
los atomos de la proteina usando el método segln el método de Marsilli-Gasteiger implementado en
ADT.

S93 .
Bolsillo

superficial

Figura 15. A) Cadena A de la estructura cristalina del NCS-1 humano (PDB: 1G8l), donde mostramos los
residuos D37 y S93 utilizados para determinar el bolsillo superficial sobre el que se acoplaran las distintas
moléculas de la libreria. B) En azul, sobre la superficie del NCS-1 (gris) y sobre la estructura secundaria (C),
se representa el mapeado del bolsillo superficial, al que se unird Ric8a.
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IV. Cribado virtual usando Rosetta DARC

La libreria de compuestos y la proteina se sometieron al protocolo de docking en Scipion, DARC. El
docking usando la puntuacion basada en la complementariedad de forma y carga por los mejores
resultados obtenidos en el caso de uso anterior.

Para ello, en el algoritmo de busqueda conformacional (PSO), se tuvieron en cuenta 200 particulas y
200 iteraciones por el uso de la busqueda de conformeros “on the fly”. Tras el docking las moléculas
se clasificaron segun la funcién de puntuacién (Tabla S3). El proceso completo de docking necesitd
aproximadamente de 1 hora, utilizando la misma GPU que en el caso anterior.

4.2.3 Resultados y discusién

I. Flujo de trabajo en Scipion

El flujo de trabajo realizado para este caso de uso de puede visualizar en la Figura 16, donde se llevo
a cabo el cribado virtual utilizando cada uno de los pasos mencionados en Materiales y Métodos. En
total, se utilizaron 9 protocolos, méas el correspondiente a la exportacién de los resultados de
puntuacion, para realizar, de una forma organizada, cémoda, sencilla y trazable, el cribado virtual de
una libreria de compuestos sobre la superficie de la proteina NCS-1.

PROJECT

NCS1 human - 1G8I Import CIB library
Finished finished

Protein Preparation Chain A CIB library mol2
Finished finished

Grid gensration with RDT Gererate rays (SERY3 y ASP37) Ligand preparation + conformers
finished finished finished
Ligand s=t wo rot available
finished
DARC + grid

finished

bicinformstics - export csv
finished

Figura 16. Proyecto de Scipion en el que se ha llevado a cabo el cribado virtual de un total de 1982 compuestos
(se descartaron 80 de un total de 2062 compuestos debido a errores en el reconocimiento de atomos por parte
de Rosetta en la construccion del archivo de parametros) con Rosetta DARC.
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I. Cribado virtual. Resultados predictivos de Rosetta DARC

El cribado virtual se realizd en el entorno de los residuos S93 y D37 de la proteina humana NCS-1
(PDB: 1G81). En dicho entorno, se encuentran los residuos S93 y R94, que son relevantes en la
interaccién entre NCS-1 y Ric8a. En este caso, se definid un bolsillo de mayor tamafio que el que se
definid en [59], donde solo se realiz6 el cribado virtual en el entorno de R94. Seleccionamos un
bolsillo mayor para buscar compuestos que bloqueen de manera completa y eficaz la superficie de
interaccion entre NCS-1 y Ric8a, ya que en este experimento se han tenido en cuento casi 1000
compuestos mas que los que se tuvieron en cuenta en [59].

De esta forma, con Rosetta DARC se obtuvieron las puntuaciones referidas a la complementariedad
de formay carga entre cada compuesto y NCS-1 en el interior del bolsillo definido (Tabla S3). En el
histograma de la Figura 17 se representan la densidad de compuestos para cada rango de valores de
puntuacion. El rango global de puntuacién ocupa desde 5,17359 hasta 718,649, existiendo una mayor
presencia de compuestos con puntuaciones entre 0 y 30 y entre 130 y 150. Estos resultados pueden
deberse a que la mayoria de los compuestos presentes en el primer rango presentan una estructura
similar en un primer analisis visual, algunos de ellos derivados de la aminofenotiazina, como el
compuesto SC040 (posicion entre los compuestos ordenados por puntuacién: 209 y puntuacion de
27,645), que ya habia sido reportado como un posible inhibidor de la interaccion entre NCS-1 y
Ric8a [59].

Volviendo a la distribucién de puntuaciones para cada compuesto, este amplio rango de puntuaciones
entre los compuestos se debe principalmente al mayor tamafio del bolsillo, debido a que no hay
apenas penalizacion por el solapamiento y superacion de la forma de éste, al contrario de lo que
ocurria en el caso anterior, con un bolsillo de tamafio inferior, donde rapidamente compuestos rigidos
y muy grandes (si se habla solo de forma) se penalizaban en gran medida.

Sin entrar en un andlisis estructural completo de los complejos proteina-ligando con mejor
puntuacion (aun sabiendo la existencia de falsos positivos), estos resultados pueden considerarse un
punto de partida inicial para filtrar compuestos que, en un ensayo de unién experimental, seguro que
iban a ser rechazados, a partir de un andlisis tanto de la estructura como de las propiedades
farmacolégicas mas profundas, que seria el siguiente paso para este caso de uso.
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Figura 17. Histograma y curva de densidad de las puntuaciones de Rosetta DARC dada a cada compuesto en
base a la complementariedad de carga y forma.
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5. Conclusiones

Las conclusiones que se pueden extraer de la integracion de Rosetta DARC en Scipion y de este
trabajo son las siguientes:

1. La integracion de distintos programas de docking (ej. Rosetta DARC, AUTODOCK,
GLIDE), en particular, y quimioinformatica (generacion de conférmeros y conversion de
formatos (ej. OPENBABEL y RDK:it, respectivamente)), en general, es posible en la
herramienta de protocolos Scipion.

2. Laintegracion permite que los flujos de trabajo de cribado virtual de moléculas sean simples,
trasparentes y trazables, ademas de interoperables entre los distintos programas disponibles
(de docking y de dinamica molecular) para llevar a cabo este tipo de experimentos in silico.

3. Para llevar a cabo un proceso de cribado virtual se necesita, como en el caso de Rosetta
DARC, una optimizacién de los parametros y buena preparacién de la estructura de la
proteina y moléculas. Si bien es verdad que genera puntos de partida adecuados para analisis
estructurales mas avanzados, aun presenta un gran nimero de posibles falsos positivos. Esto
se debe al hecho de usar una Unica funcion de puntuacion basada en el conocimiento
(mediante la comparacion de topologias principalmente y carga).

4. Rosetta DARC es un programa disefiado para hacer docking proteina-ligando en superficies
de PPI, como el caso de la interaccion NCS-1/Ric8a. Sin embargo, puede utilizarse, con
resultados relativamente aceptables, para cribar compuestos de grandes librerias, como la de
ZINC15, para encontrar inhibidores de la actividad ADPr-hidrolasa del Mac1l de la proteina
NSP3 del SARS-CoV-2.
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6. Perspectivas futuras

Para mejorar los protocolos de cribado virtual y reducir el nimero de falsos positivos obtenidos con
cada programa es necesario, a la vista de los resultados obtenidos en los casos de uso de Rosetta
DARC, recurrir a mejoras en la preparacion de las proteinas y compuestos, mediante la incorporacién
de mejores métodos de generacion de conférmeros y métodos que establezcan los estados de
protonacién es tas moléculas a través de métodos como PROPKA.

Asi mismo, para mejorar los resultados en el cribado virtual y disminuir la tasa de falsos positivos,
seria conveniente la integracién de métodos de docking con diferentes funciones de puntuacion,
asegurando la interoperabilidad y la combinacion de los distintos métodos, tal y como lo permite
Scipion. Estos métodos serian, ademas de AUTODOCK y GLIDE, UCSF DOCK®6, GOLD o
HADDOCK. Al utilizar diferentes funciones de puntuacién de las uniones predichas, que utilizan
una gran diversidad de descriptores de dichas uniones permitira en casos de uso reales poder
seleccionar aquellas uniones predichas computacionalmente que tienen una mayor probabilidad de
dar lugar a una interaccion real en el laboratorio. Esto seria realizar docking consenso y es el paso
siguiente por incorporar en Scipion.

Ademas, el paso siguiente a un cribado virtual seria comprobar la dindmica de las proteinas y estudiar
si las uniones predichas por los programas anteriores son lo suficientemente estables. Los programas
de dinamica molecular que complementarian a los de docking serian GROMACS, AMBER,
CHARMM o NAMD.

El objetivo final y este trabajo ha sido el comienzo es construir una plataforma de cribado virtual
accesible, facil de usar, interoperable y trazable por el usuario, sin necesitar de conocimientos
avanzados sobre cada uno de los programas usados.
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8. Material suplementario

El material suplementario que se muestra a continuacion puede descargarse en la siguiente
direccion web, debido a que la Tablas S1, S2 y S3 son tablas de mas de 2000 filas cada una.

8.1. Tabla S1: Resultados del docking frente al Mac1 de la NSP3 del SARS-CoV-2 teniendo en
cuenta la complementariedad de carga y de forma.

8.2. Tabla S2: Resultados del docking frente al Mac1 de la NSP3 del SARS-CoV-2 teniendo en
cuenta exclusivamente la complementariedad de forma.

8.3. Tabla S3: Resultados del docking frente a la proteina NCS-1 teniendo en cuenta la
complementariedad de carga y de forma.
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