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Dokowanie molekularne przy uzyciu AutoDock i
AutoDockTools

Opracowat: Marcin Jaromin mjaromin@prz.edu.pl

Potrzebne programy

Najlepiej pobrac z naszego kursu e-learningowego, ale ponizej odnosniki do stron twércow
oprogramowania.

Program AutoDock nalezy pobrac ze strony: http://autodock.scripps.edu/downloads a
nastepnie zainstalowac go zgodnie z instrukcia

Program ADT nalezy pobrac ze strony:
http://autodock.scripps.edu/downloads/resources/adt/index html a nastepnie
zainstalowac go zgodnie z instrukcja.

https://www.youtube.com/watch?v=k6tgCeDIWEk

Program Open Babel — konwersja plikéw chemicznych
http://openbabel.org/wiki/Category:Installation

Dokowanie molekularne jest najpopularniejszg metodg projektowania lekéw opartg na strukturze
(SBDD, ang. structure-based drug design), czyli wtedy gdy znana jest doktadna struktura 3D celu
molekularnego. Popularnos¢ przynidst ogromny wzrost mocy obliczeniowej komputerdéw, ktory
pozwolit na badanie powinowactwa (ang. affinity) wielu ligandéw w krétkim czasie.

Dokowanie typu mata czgsteczka — makroczgsteczka

Mata czgsteczka nazywana jest ligandem i najczesciej jest nig substancja endogenna lub egzogenna
(np. lek) o matej masie molekularne;j.

Natomiast makroczgsteczkg moze by¢ biatko (enzym, receptor), peptyd, kwas nukleinowy (DNA,
RNA) lub inny biopolimer.

Przyktad: Dokowanie tamoksyfenu do biatka 2FSZ (receptor estrogenu)

Oryginalna praca naukowa

Wang, Y., Chirgadze, N.Y., Briggs, S.L., Khan, S., Jensen, E.V., Burris, T.P.

,A second binding site for hydroxytamoxifen within the coactivator-binding groove of estrogen
receptor 8”,(2006) Proc Natl Acad Sci U S A 103: 9908-9911
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Krotki opis wykonany przez studentéw specjalnosci Biotechnologia w farmacji w ramach projektu
(inz. Anna Nieczaj, inz. Oliwia Myszka, inz. Alicja Niemczyk, inz. Wojciech Jasionek) i mojg skromna
osobe.

Receptor estrogenowy

Budowa

Receptor estrogenowy, podobnie jak inne receptory jadrowe,
sktada sie z kilku czesci potagczonych w jeden dtugi taiicuch.
Na jednym konicu jest czes$¢, ktéra wigze sie z hormonem. Ta
struktura posiada zwigzany estradiol, pokazany na fioletowo.
Jest to potaczenie z domeng wigzgca, ktdra rozpoznaje
specyficzne sekwencje DNA, pokazane tutaj na gorze.
Wreszcie, na koricu domeny wigzgcej DNA znajduje sie duza
domena transaktywacyjna,ktéra nie jest tu pokazana.
Aktywuje ona polimeraze RNA, gdy receptor wigze sie z DNA.

Rys. 1 Receptor estrogenowy
zwiqzany z krétkim fragmentem DNA.

Estrogen w walce z nowotworem

Estrogen stymuluje komérki do wzrostu. Jest to niezbedne w okresie dojrzewania, ale takze
konieczne w dorostym zyciu. Na przyktad, estrogen jest wazny w rozwoju kosci, a niski poziom
estrogenéw

moze prowadzi¢ do osteoporozy. Natomiast w przypadku raka, estrogen moze wzmocnic
nienaturalny wzrost i pogtebic chorobe.

Lek tamoksyfen jest stosowany w leczeniu
raka poprzez blokowanie dziatania
estrogenéw. Tamoksyfen jest matym lekiem,
ktory nasladuje ksztatt estrogenu i wigze sie
scisle z receptorem estrogenowym. Kiedy
sie wigze, zmienia ksztatt petli
sygnalizacyjnej na powierzchni receptora
(pokolorowanej tutaj na zielono). Gérna
struktura pokazana tutaj, ma zwigzany
estradiol (estradiol nie jest widoczny na
zdjeciu, poniewaz jest zwigzany pod petl3).
Zwarta konformacja tej petli stanowi czesé
sygnatu aktywacyjnego, ktéry bedzie
stymulowat prawidtowy wzrost. Nizsza
struktura, ma zwigzany lek. Poniewaz lek
2 : jest wiekszy od hormonu, zmusza petle
tamoxifen : aktywacyjng do wyjscia w nieaktywng
konformacje, blokujac
Rysunek 2. Domena wigzqgca ligand receptora estrogenowego z
estradiolem (gora) lub tamoksyfenem (d6f).
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Tamoksyfen (Tamoxifen) jest niesteroidowym antyestrogenem stosowanym w leczeniu raka piersi z
obecnoscig receptordw estrogenowych, a takze w zapobieganiu zachorowalnosci na raka piersi w
populacjach wysokiego ryzyka. Tamoksyfen stosuje sie samodzielnie lub jako srodek wspomagajgcy
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CI: Rysunek 3. Tamoksyfen — wzor strukturalny, struktura 3D oraz
Hs podstawowe identyfikatory chemiczne.
CAS number
10540-29-1
InChl Key
NKANXQFJJICGDU-QPLCGJKRSA-N
InChl
InChl=1S/C26H29NO/c1-4-25(21-11-7-5-8-12-21)26(22-13-9-6-10-14-22)23-15-17-24(18-16-
23)28-20-19-27(2)3/h5-18H,4,19-20H2,1-3H3/b26-25-
IUPAC Name
(2-{4-[(12)-1,2-diphenylbut-1-en-1-yl]phenoxy}ethyl)dimethylamine
SMILES

CC\C(=C(/C1=CC=CC=C1)C1=CC=C(OCCN(C)C)C=C1)C1=CC=CC=C1

Krok 1 — Przygotowanie sSrodowiska pracy

1.1 Przygotowac folder na dysku ($ciezka nie powinna zawierac spacji i dziwnych znakéw)
1.2 Do przygotowanego folderu skopiowac pliki:
a) autodock4.exe oraz autogrid4.exe — domyslnie zainstalowane w C:\Program Files

(x86)\The Scripps Research Institute\Autodock\4.2.6 — folder utworzony przy instalcji programu
AutoDock.

b) ADA4.1_bound.dat i AD4_parameters.dat — domyslnie zainstalowane w C:\Program
Files (x86)\MGLTools-1.5.7\Lib\site-packages\AutoDockTools — folder utworzony podczas
instalacji AutoDockTools ADT.

) Plik receptora (cel molekularny) w formacie PDB (w moim przypadku 2fzs.pdb)



1.3 Uruchomi¢ program AutoDockTools
14 Ustawi¢ domysiny folder na utworzony w punkcie 1.1
File > Preferences - Set:

StartupDirectory — wklejamy sciezke do folderu utworzonego w 1.1 naciskamy Set, Make
Default i Dismiss.

Krok 2. Przygotowanie pliku koordynacyjnego PDBQT

Rozszerzony typ formatu PDB jest wykorzystywany do przechowywania informacji o atomowych
tadunkach czgstkowych i typach atomow.

RECEPTOR

2.1 Woczytanie receptora
File > Read molecule
2.2 Usung¢ niepotrzebne element — zaznaczamy niepotrzebny fragment i Edit = Delete selected
2.3 Usunac¢ wode (jesli wystepuije)
Edit = Delete water
2.4 Doda¢ polarne wodory
Edit > Hydrogens = Add (Polar only) albo w Dasboard — prawy przycisk Add Polar
hydrogens
2.5 Sprawdzi¢ czy nie brakuje atoméw w
czasteczce Edit 2 Misc = Check for
Missing Atoms
2.6 Naprawic braki
atomoéw
Odznaczy¢
wszystko.
Edit > Misc = Repair for Missing Atoms
2.7 Usuna¢ heteroatomy (atomy obce) — kilka sposobdw, ale najtatwiejszy to:
Select = Select From String, naciskamy przyciskiem na pole Atom Sets (prawa strona, 4 od
gory) i wybieramy hetatm nastepnie Add i Dismiss.
| usuwamy zaznaczone elementy jezeli istniejg Edit > Delete selected
2.8 Doda¢ tadunki czgstkowe
Edit = Charges = Add Kollman charges
2.9 Sprawdzi¢ tadunek na atomach
Edit = Charges = Check Totals on Residues

Jezeli pojawig sie jakie$ element w oknie naciskamy Spread Charge Deficit over all atoms in
residue (rozdziel brakujacy tadunek na wszystkie atomy w aminokwasie).

2.10 Zapisac czgsteczke jako PDBQT
Grid = Macromolecule = Choose | wybieramy naszg czgsteczke nastepnie program bedzie
chciat jg zapisa¢ w formacie pdbqt (np.receptor.pdbqt — potrzebne w 2.1).
| zamykamy program AutoDockTools.



Krok 3. Konwersja liganda do format PDBQT oraz ustalenie wigzan skretnych
LIGAND

3.1 Pobraé (przygotowac) strukture w formacie MOL lub SDF
3.2 Przekonwertowac do formatu ,,pdbqgt” przy uzyciu programu OpenBabel (nie przez
strone internetowg tylko poprzez program).

Uruchomi¢ program AutoDockTools

3.3 Wczytanie
liganda
Ligand = Input

3.4 Doda¢ polarne wodory

Edit > Hydrogens = Add (Polar only) albo w Dashboard — prawy przycisk Add Polar
hydrogens

3.5 Okreslamy wigzania ruchome liganda

Ligand — Torsion tree - Detect
Root

3.6 Ustawiamy liczbe wigzan

Ligand — Torsion tree = Set Number of Torsions

Krok 4. Obliczanie AutoGrid (siatki potencjatéw)

4.1 Weczytaj strukture receptora i liganda w formacie
PDBQT: Grid - Macromolecule - Open 2>
receptor.pdbqt
Grid = Set Map Types = Choose Ligand = | wybieramy ligand (modyfikowany w punkcie
3.6)
4.2 Okresl dla jakich typow atomdw bedg liczone siatki: Grid = Set Map Types = Directly
Accept
4.3 Zdefiniuj potozenie i rozmiar siatki.
(Miejsce wigzania ligandéw w receptorach GPCR znajduje sie we wnece miedzy helisami.
Nalezy tak dobra¢ parametry siatki aby pokrywata ona cate miejsce wigzgce receptora. Nie
zapomnij zachowac parametrow siatki w oknie Grid Options File = Close saving current)
Grid = Grid Box
4.4 Zachowaj plik GPF.gpf:
Grid = Output = Save GPF = 1.gpf (dodad recznie rozszerzenie pliku)
4.5 Uruchom program AutoGrid:

Run = Run AutoGrid = (okre$l katalog w ktérym znajdujg sie wszystkie pliki oraz katalog w
ktorym zostat zainstalowany program AutoGrid4.exe)



Krok 5. Symulacja dokowanie przy uzyciu AutoDock

Najefektywniejsze aktualnie modele dokowania oparte sg o algorytmy genetyczne i w tym
programie taki wtasnie wykorzystamy - Lamarckian genetic algorithm

wiecej informacji:

Fuhrmann J, Rurainski A, Lenhof HP, Neumann D. A new Lamarckian genetic algorithm for
flexible ligand-receptor docking. J Comput Chem. 2010 Jul 15;31(9):1911-8. doi:
10.1002/jcc.21478. PMID: 20082382.

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/20082382/

Ustawianie parametréw algorytmu, miedzy innymi ile konformacji ma byc¢ sprawdzane,
odbywa sie poprzez menu AutoDockTools Docking - Search Parameters -> Genetic Algorithm

5.1 Okresl strukture receptora:

Docking = Macromolecule = Set Rigid Filename = receptor.pdbqgt
5.2 Okresl strukture

liganda: Docking 2>

Choose = ligand

53 Zapisz plik DPF.dpf:
Docking = Output =» Lamarckian GA = 1.dpf (dodac recznie rozszerzenie pliku)

5.4 Zadokuj ligand korzystajac z procedury AutoDock:

Run = Run AutoDock = (okresl katalog w ktérym znajdujg sie wszystkie pliki oraz katalog w
ktdrym zostat zainstalowany program AutoDock4.exe)

Krok 6. Analiza wynikéw

AutoDockTools zawiera wiele metod analizy wynikéw symulacji dokowania. Ponizej
przedstawiona jeden z elementéw analizy.

6.1 Pordwnanie energii poszczegdlnych konformacji.
Otworzy¢ utworzony przez program plik 1.dlg (nazwa pliku jest taka pod warunkiem, ze w

punkcie 5 jako nazwa pliku podano 1.dpf) w notatniku i odszuka¢ fragment RMSD TABLE.



EMSD TAELE

| | | | | |
Rank | Sub— | Run | Binding | Cluster | Beference | Grep

| Rank | | Energy | RMSD | BMSD | Pattern

| | | | | |
1 1 ] —-6.33 0.00 87.79 RONEING
1 2 1 —-4.17 1.9% BB.56 RANEING
2 1 & —&6.10 0.00 89.39 RANEING
2 2 10 -5.53 0.55 gs.1z2 RANEING
2 3 12 —-5.68 0.48 B9.15 RANEING
2 4 3 -5.52 1.33 859.47 RANEING
3 1 4 —-5.590 0.00 B9.71 RANEING
4 1 2 -5.30 0.00 87.50 RANEING
4 2 9 -5.05 0.97 BE.32 RANEING
4 3 11 —-4.5%6 0.85 gg8.08 RANEING
4 4 T —4.69 1.42 89.35 RANEING
4 5] 8 —-4.63 1.37 B8.58 RANEING

Jednym ze sposobdw oceny, ktdra konformacja jest najlepsza polega na poréwnaniu Energii

(im mniejsza tym lepiej, w kolumnie Run mamy numer konformacji).

6.2 Wizualizacja wynikéw w programie AutoDockTools.

ADT Analyze > Dockings > Open > 1.dlg

ADT Analyze - Conformations - Play

(aby byto to lepiej widoczne to podczas wykonywania 6.1 program automatycznie otwiera kopie naszego
ligandu i w programie Python Moloecule Viwer na wysokosci tego ligandu wybrac¢ trzecig kolumne B lub
czwartg a C aby byt on wyswietlany jako sfery lub kulki rysunek ponizej czerwone kétka z lewej strony na
wysokosci tamoksyfen-2))

W moim przypadku z 12 konformacji najlepsza, wedtug tabeli z energig okazata sie konformacja pigta
(kolumna Run). Do wyswietlenia wybranej konformacji uzywa sie panelu pokazanego na rysunku ponizej
czasteczki).
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Zadanie dla studentow

Wykonac¢ dokowania ligandu do biatka (fragmentu biatka) jak w powyzszym przyktadzie. Jako wynik
pokazac tabele z energig poszczegdlnych konformacji (ilo$¢ konformacji domysinie ustawiona w
programie 10, nie trzeba nic ustawiac) oraz wizualizacje najlepszej konformacji ligandu w otoczeniu
biatka (pkt 6.1 i 6.2 w przyktadzie).

Jako sprawozdanie wysytajg Panstwo plik w ktérym sg podstawowe informacje (kto i kiedy wykonat,
ligand i receptor (biatko), tabele z energig poszczegdlnych konformacji, wizualizacje najlepszej
konformaciji ligandu w otoczeniu biatka (patrz zdanie powyzej) oraz plik z wynikami .dlg.

Numer indeksu Ligand Biatko / Fragment czasteczki
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