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RESUM

Actualment, s'estan desenvolupant ferramentes bioinformatiques enfocades a la prediccio
d'estructures proteiques i la simulacid de les interaccions presents entre aquestes proteines i
diferents molécules. Entre elles, destaca el programa AlphaFold, un innovador sistema
d'intel-ligencia artificial, que s’utiliza per predir estructures de proteines. Tot i aixo, 1’aplicacid
d’aquests protocols computacionals es troben en procés de validacio. En concret, encara no s’ha
trobat un protocol general que permeti aplicar aquestes ferramentes de manera rutinaria en el

procés de disseny de farmacs o la medicina personalitzada.

L’objectiu d’aquest treball és, primerament, determinar la validesa del métode AlphaFold de
prediccié d’estructura de proteines que son dianes terapéutiques contra el cancer. En primer lloc
s'ha determinat que les estructures predites per AlphaFold sén altament similars a les
experimentals quan es parla en termes d’estructura global, donant a entendre el seu potencial i la

projeccio que té aquest sistema.

No obstant aix0, una analisi més detallada d'aquestes estructures generades amb AlphaFold ha
revelat que existeixen variacions respecte a estructures experimentals en certs dominis que,
generalment, es troben desordenats, perd que son crucials per al funcionament fisiologic de la
proteina. De fet, juguen un paper crucial en la regulacio i transmissié de vies de senyalitzacio i,

sobretot, afecten a les quinases per la seva naturalesa en si.

Seguidament, s'ha estudiat la interaccio d'aquestes proteines predites amb diferents molécules
amb les quals tenen certa afinitat utilitzant programes de docking molecular. S’ha observat que
les estructures AlphaFold en general no ofereixen una millor predicci6 de la interaccio receptor-

lligand que les estructures experimentals.

Finalment, s'ha demostrat que les estructures predites per AlphaFold relaxades mitjancant una

dinamica molecular no millora el resultat de la prediccio inicial.

Aquest estudi ha mostrat que les eines bioinformatiques es troben en un desenvolupament que
podria resultar molt util per a la recerca. No obstant aixo, cal seguir treballant en la millora
d'aquestes eines per poder analitzar i comprendre millor les interaccions complexes que es
produeixen a nivell fisiologic. Aquest aveng impulsaria el descobriment i desenvolupament de

noves terapies dirigides a proteines responsables de 'aparicio de malalties com el cancer.
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RESUMEN

Actualmente, se estan desarrollando herramientas bioinformaticas enfocadas en la prediccion de
estructuras proteicas y la simulacion de las interacciones presentes entre estas proteinas y
diferentes moléculas. Entre ellas destaca el programa AlphaFold, un innovador sistema de
inteligencia artificial utilizado para predecir estructuras de proteinas. Sin embargo, la aplicacion
de estos protocolos computacionales se encuentra en proceso de validacion. Especificamente, atin
no se ha encontrado un protocolo general que permita aplicar estas herramientas de manera

rutinaria en el proceso de disefio de firmacos o medicina personalizada.

El objetivo de este trabajo es, en primer lugar, determinar la validez del método AlphaFold en la
prediccion de estructuras de proteinas que son dianas terapéuticas contra el cancer. En primer
lugar, se ha determinado que las estructuras predichas por AlphaFold son altamente similares a

las experimentales en términos de estructura global, lo que indica su potencial y proyeccion.

Sin embargo, un analisis mas detallado de estas estructuras generadas con AlphaFold ha revelado
que existen variaciones respecto a las estructuras experimentales en ciertos dominios que,
generalmente, estan desordenados pero que son cruciales para el funcionamiento fisioldgico de la
proteina. De hecho, desempefian un papel crucial en la regulacién y transmision de vias de

sefalizacion y, especialmente, afectan a las quinasas debido a su propia naturaleza.

A continuacion, se ha estudiado la interaccion de estas proteinas predichas con diferentes
moléculas con las que tienen cierta afinidad utilizando programas de docking molecular. Se ha
observado que, en general, las estructuras de AlphaFold no ofrecen una mejor prediccion de la

interaccion receptor-ligando que las estructuras experimentales.

Finalmente, se ha demostrado que las estructuras predichas por AlphaFold, relajadas mediante

una dindmica molecular, no mejoran el resultado de la prediccion inicial.

Este estudio ha mostrado que las herramientas bioinformaticas estan en desarrollo y podrian
resultar muy utiles para la investigacion. Sin embargo, es necesario seguir trabajando en la mejora
de estas herramientas para poder analizar y comprender mejor las interacciones complejas que
ocurren a nivel fisioldgico. Este avance impulsaria el descubrimiento y desarrollo de nuevas

terapias dirigidas a proteinas responsables de la aparicion de enfermedades como el cancer.
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ABSTRACT

Currently, bioinformatic tools focused on predicting protein structures and simulating the
interactions between these proteins and different molecules are being developed. Among them,
the AlphaFold program stands out as an innovative artificial intelligence system used to predict
protein structures. However, the application of these computational protocols is still undergoing
validation. Specifically, a general protocol that allows the routine use of these tools in drug design

or personalized medicine has not yet been found.

The objective of this work is primarily to determine the validity of the AlphaFold method for
predicting the structures of proteins that are therapeutic targets against cancer. Firstly, it has been
determined that the structures predicted by AlphaFold are highly similar to the experimental ones

in terms of global structure, indicating its potential and the projection that this system has.

However, a more detailed analysis of these structures generated with AlphaFold has revealed that
there are variations compared to experimental structures in certain domains that are generally
disordered but crucial for the physiological functioning of the protein. In fact, they play a crucial
role in the regulation and transmission of signaling pathways and, especially, they affect kinases

due to their inherent nature.

Subsequently, the interaction of these predicted proteins with different molecules, with which
they have a certain affinity, has been studied using molecular docking programs. It has been
observed that, overall, the AlphaFold structures do not provide a better prediction of the receptor-

ligand interaction than the experimental structures.

Finally, it has been demonstrated that the structures predicted by AlphaFold, relaxed through

molecular dynamics, do not improve the outcome of the initial prediction.

This study has shown that bioinformatic tools are in development and could be very useful for
research. However, further work is needed to improve these tools in order to better analyze and
understand the complex interactions that occur at the physiological level. This advancement
would drive the discovery and development of new therapies targeting proteins responsible for

diseases such as cancer.
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REFLEXIO ETICA

La tecnologia esta en constant evolucio i es pot justificar amb la seva influéncia en els aspectes
de les nostres vides. Cada vegada més, es preseéncia com s'integra de manera significativa en la
salut humana i en la ciéncia, brindant avengos i possibilitats que abans semblaven complicades o

fins i tot inimaginables.

Un camp que destaca en aquesta convergencia, entre la tecnologia i la salut, és la bioinformatica,
una disciplina que combina la biologia i la informatica per comprendre i analitzar dades
biologiques complexes. En aquest treball, concretament, s’avalua el potencial i la fiabilitat d’una

de les eines bioinformatiques més revolucionaries d’aquests temps, AlphaFold.

Fent servir aquesta nova eina, programa d’intel-ligéncia artificial desenvolupada per DeepMind
(Google), es poden obtenir prediccions d’ estructures tridimensionals de proteines a partir de la
introduccié de les seves seqiiéncies corresponents. La determinacié de la capacitat d’aquest
programa permetria confiar en una revoluci6 del sistema actual d’obtencié estructural convertint-
la en una molt bona opcio6 en diferents camps de la ciéncia i la salut'. En concret es podria aplicar

en el camp de la medicina personalitzada.

Tanmateix, a mesura que avancem en aquest camp, €s imprescindible reflexionar sobre les
questions ¢tiques que sorgeixen en relacié amb I' Gs de programes bioinformatics, ja que es

manipulen dades genétiques des del punt de vista computacional.

Un dels temes centrals o més preocupants que s’han de considerar ¢s el de la privacitat i la
confidencialitat. En utilitzar programes bioinformatics, normalment es requereix d’accés a dades
personals i genétiques dels individus, com podria ser en el cas del registre a un programa en linia
per poder-lo fer servir. Per tant, resulta fonamental garantir la proteccié de la privacitat i la
confidencialitat d' aquestes dades, evitant el seu mal us o divulgacié no autoritzada. La pirateria
informatica certament és capag¢ de superar el Firewall protector d’un servidor bioinformatic el
qual pot contenir dades personals importants. Un exemple serien els codis genétics utilitzats per
a la prediccio d’estructures i, respecte a aquest tema sorgeixen diverses hipotesis i ideologies.
Personalment, la informacié genética de la poblacié supera de manera destacable, per exemple,
la informaci6 d’una targeta de crédit. Aquesta comparativa es fa per fer entendre que la informacio
gengética €s la base de la nostra identitat i que en cas de modificar-se, pot modificar a 1’individu

en siz.

Utilitzar dades genétiques per a analisis implica establir mesures de seguretat solides 1 obtenir el

consentiment informat de les persones involucrades.

La qiiestio de la propietat intel-lectual i l'accés obert també mereix una reflexid ética. La

bioinformatica depén de I' intercanvi de dades i eines entre investigadors, pero la qiiestio de I'accés

Vi
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i la propietat dels programes bioinformatics pot plantejar dilemes étics. Fomentar la col-laboracio
i I'accés obert als recursos bioinformatics és important, alhora que es protegeixen els drets de

propietat intel-lectual i es reconeixen els esfor¢os dels creadors (s’eviten plagis).

La responsabilitat i la transparéncia son aspectes €tics fonamentals en 1'as de programes . Aquests
programes poden tenir un impacte significatiu en la presa de decisions cliniques i de recerca, per
la qual cosa €s essencial que els desenvolupadors i usuaris siguin responsables i transparents quant
als metodes utilitzats, els resultats obtinguts i els possibles limits o biaixos dels programes.
L'explicacio clara i la documentaci6é adequada son cabdals per garantir la integritat i la confianga

en els resultats bioinformatics?.

En conclusio, la bioinformatica s'ha convertit en una disciplina revolucionaria i en rapid
creixement en els ultims anys. La seva capacitat per processar i analitzar grans quantitats de dades
biologiques ha impulsat avencos significatius en la genomica, la medicina personalitzada i la
recerca biomedica. Tanmateix, a mesura que la bioinformatica continua transformant la ciéncia i
la salut humana, és essencial reconéixer la importancia de I'ética i la seva aplicacié en aquest

camp.

L' ética exerceix un paper fonamental en la bioinformatica, ja que les decisions preses a partir
dels resultats obtinguts poden tenir implicacions significatives per als individus i la societat en
general. El coneixement i la comprensié dels principis étics, com la privacitat, 1' equitat i la
responsabilitat, son indispensables per garantir un enfocament &tic en 1' aplicacio de la

bioinformatica*.

Vil
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REFLEXIO PERSPECTIVA DE GENERE

Com ja s’ha comentat, la bioinformatica és considerada una area interdisciplinaria que ha generat
gran interes aquests ultims anys. De fet, és considerada com la combinacié de coneixements i
habilitats de les arees de les famoses STEM (Science, Technology, Engineering and

Mathematics)*.

Segons un informe de I'European Center for the development of vocational training (CEDEPOF,
Eurofound) de 2018, el 2025 el 85% dels llocs de treball estaran relacionats directament o
indirectament amb els comentats STEM?®. Aquest fet és degut a que la gran majoria dels treballs,
en un termini mig-llarg, tindran un element comu i és la implementacio6 dels coneixements de les
diferents arees STEM, sent base per tots ells. Per exemple, en la medicina ja s’esta incorporant la
tecnologia convertint-se en un aliat que sera imprescindible. Pero, actualment sols el 7% de les
alumnes cursen una carrera tecnologica sent una dada molt a tenir en comte. Un dels possibles

motius va relacionat amb la perspectiva de génere en aquestes arees.

Historicament, les dones han estat subre-presentades en enginyeries i tecnologies, a més de la
informatica, 1 la bioinformatica no €s una excepcid. En Espanya, del total de persones que es
troben cursant una titulaci6 STEM, sols un 28% son dones sent més inferior en el cas de les
enginyeries (20%). Son proporcions a priori que podrien anar millorant al llarg del temps pero no
és el cas ja que, en Espanya, el percentatge de dones que han decidit cursar estudis d’informatica,
ha disminuit d’un 30 % a un 12% en els darrers anys. Pero no sols hi és present aquest problema
en Espanya ja que en Europa, sols un 30% de les persones que treballen en el sector TIC son

dones.

S’han realitzat estudis que poguessin explicar aquesta situacio i s’han establert uns factors que
podrien influir com podrien ser els estereotips i els rols de génere associat a les dones®. Per
exemple, “falses” creences com podria ser que les dones son menys competents en matematiques
i/o tecnologies, podria generar una alteracio en la percepcio d’habilitats i capacitats de les dones

en aquestes arees.

A més, les expectatives culturals i socials poden generar barreres per a la participacio de les dones
en arees STEM. La falta de models a seguir femenins en aquestes arees poden influir en I'eleccid

de carreres i en les oportunitats de desenvolupament professional.

Els ambients de treball en aquestes arees sovint tenen una cultura dominada per homes, la qual
cosa pot generar barreres per a la participacio i l'aveng de les dones. Aquestes barreres poden
incloure manca de suport, manca d' oportunitats de mentoria, aixi com discriminacio i biaixos en

les decisions de promoci6. Finalment, les expectatives tradicionals de génere relacionades amb la

Vil
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cura de la familia i els rols domeéstics son un important fet a tenir en comte ja que podrien afectar

a les decisions de les dones.

De forma general, aquestes possibles causes poden variar segons les circumstancies, els contextos
i les regions d’estudi o analisi perd tenen conseqiiéncies comunes (la desigualtat d’oportunitats,
una bretxa salarial i segregacio ocupacional, violéncia de génere o afectacio a la salut mental). A
més, relacionat amb el treball professional, aquests problemes podrien causar una manca de

diversitat ideologica impedint la percepcio d’altres perspectives.

Tot i aixi, en el camp de la bioinformatica destaquen professionals femenines que han fet
desenvolupar aquesta disciplina de manera formidable, com és el cas de Shoshana Wodak i
Margaret Oakley Dayhoff, totes dues aportant un coneixement i una aplicacio essencials en la
bioinformatica. Pero, tot i aixi, situacio actual promou la necessitat immediata de poder solucionar

aquests problemes de discriminacié de geénere.

En conclusi6, la perspectiva de génere en la bioinformatica és un aspecte a tenir en comte per
poder eliminar les possibles desigualtats actuals. Al treballar de manera conjunta i cooperativa es
pot avangar a un camp més divers i eficag gracies a la valoracié dels talents i professionals,
independentment del seu génere, amb la finalitat de beneficiar a la ciéncia, a la salut humana i la

societat.
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REFLEXIO SOSTENIBILITAT

Un fet molt important d’aquests ultims anys és la pujada de preu de quasi totes les fonts d’energia
utilitzades de manera quotidiana. En el cas dels oficis en el que es requereixen maquinaries de
grans capacitats i grans fonts d’energia, aquest augment es quasi inevitable que afecti a nivell

econdmic i de planificaci6 per poder estalviar el maxim possible.

A més, aquest increment ha generat una preocupacio i una repercussio en la necessitat d’investigar
altres alternatives sostenibles i eficients per poder assolir un benefici economic i una prevencio
de contaminacié a nivell ambiental. Actualment es troba en desenvolupament diferents tipus de
fonts d’energia renovables i netes pero cal esperar un temps per poder-les introduir en la vida de

les persones.

En el ambit cientific, I’experimentacid és essencial per poder assolir els objectius marcats segons
el projecte que es vulgui desenvolupar, pero, no es pot negar que aquesta practica, també t¢ la
seva part negativa. Basant-se en aquest projecte, la determinacié d’una estructura proteica, es pot

obtenir mitjangant diferents técniques, en especial, la cristal-litzacid per raig X.

Independentment de la manera i de la técnica utilitzada, totes tenen certes caracteristiques
comunes. En primera instancia, aquesta aplicacié experimental pot requerir de grans quantitats de
reactius 1 materials per poder dur a terme la cristal-litzaci6, a més, de 1’energia requerida pels
instruments que s’utilitzen. En conseqiiéncia, es podria generar un impacte negatiu en termes de

consum de recursos inicials i en problemes de generacio de residus.

De fet, en la formacid de cristalls d’una proteina, es soles fer servir diferents solvents i agents
precipitants, com podrien ser, 1’etanol, sulfat d’amoni, polietilenglicol, d’entre altres (alguns
d’aquests reactius poden aparéixer registrats dintre del PDB de la estructura corresponent). A
més, alguns enzims, poden necessitar ions metal-lics que actuen com a cofactors o estabilitzadors
d’estructures proteiques. En resum, es podria dir que aquesta practica experimental destaca per
1’0s de diferents compostos quimics i reactius que podrien generar riscos per la salut i per al medi

ambient si no es tracten correctament ni es practiquen les mesures de seguretat necessaries.

Per contra, I’aplicaciéo de la bioinformatica en aquesta practica resol parts dels problemes
esmentats. Tot i fer servir instruments electronics per poder determinar les estructures moleculars,
el consum energetic és molt menor, generant un estalvi destacable. El fet de no fer servir reactius
i, per tant, no generar residus que podrien ser toxics, aporta una aplicacié de bioremediacio i
s’evita possibles contaminacions ambientals. Finalment, es pot comentar que no es fa servir cap
experiment amb radiaci6 evitant possibles problemes amb aquest raig X que es fa servir en un

laboratori.
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Per tant, tot i que s’implementen mesures de seguretat durant la manipulaci6 experimental i la
eliminacié de residus per tal de minimitzar els risc i reduir possibles impactes ambientals,
I’aplicaci6 de la computacié en I’area de la investigacié i salut humana, mostra una major

capacitat de reduir i evitar aquests problemes, considerant-se una tecnologia neta.

Xl
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INTRODUCCIO
- BIOINFORMATICA I SITUACIO ACTUAL

Evolucionant de manera paral-lela amb I’avang revolucionari de la computacié d’aquests darrers
anys, la biologia computacional s’esta convertint en un camp cientific, en auge i amb un increment
de coneixement al respecte. La biologia, en aquesta era digital, requereix de computacio i
col-laboracié amb altres camps, destacant la quimica. Actualment, un projecte d’investigacio pot
incloure multiples sistemes models, 1’Gs de diverses tecnologies d’assaig i, el més important, la
recopilaci6 de diferents i nombroses tipus de dades. Amb aquestes caracteristiques, es requereixen
estratégies computacionals complexes que, de manera combinada, fan que aquest disseny i la seva
execucio sigui molt complicada per a un/a cientific/a individual?®.

Aquesta biologia computacional es troba intimament relacionada amb la bioinformatica, sent la
segona, un camp interdisciplinari que involucra i engloba diverses ciéncies i enginyeries, com la
biologia molecular, genética, informatica, d’entre altres’.

Inicialment, I’aparicié de la bioinformatica va ser donada amb la finalitat de poder resoldre
diferents incognites i problemes, sobretot genétics, com per exemple la manera d’emmagatzemar
1 organitzar seqiiéncies de DNA, recerca d’introns i exons d’una seqiiéncia gendmica, estudi de
I’estructura d’una proteina i moltes més practiques que, préviament a la seva aparicio, eren
conceptes que no es podien fer servir en aquesta area'’.

Aquests problemes van comencar uns anys posteriors a la postulacié del model de doble helix
(Watson i Crick) al 1953 ja que, a partir d’aquest descobriment, es comencen a proposar
solucions i ferramentes innovadores per fer possible aquest analisi i resolucié de la propia
estructura de DNA, de la informaci6é genctica codificant de proteines, propietats d‘aquestes,

factors associats a la regulacié génica i la evolucié de rutes metaboliques!>!3.

Per tant, la idea que es té respecte a que 1’aplicacié de la bioinformatica €s recent no és del tot
certa. Es més, cap al 1960, degut a I’increment de dades relacionades amb la quimica proteica, va
provocar que nombrosos professionals cientifics col-laboraren amb la finalitat de poder combinar
diferents disciplines cientifiques amb la computacié per poder superar aquest obstacle que en
aquell moment hi era present. Durant aquesta etapa, a més, d’haver-hi uns avencgos molt
importants en la determinacié d’estructures proteiques per mitja de la cristal-lografia'®, es va
publicar la primera seqiiéncia completa d’una proteina, la insulina, per part de Frederick Sanger i

altres professionals de la Universitat de Cambridge'>'°.

A partir d’aquesta troballa, va ser un fet determinant en el camp de la bioinformatica ja que va
evidenciar la necessitat de poder interpretar la informacid present i continguda en les diferents
seqiiencies (DNA, RNA i proteines). A més, va fomentar el desenvolupament de metodes més
eficients 1 optims per 1’obtencidé de seqiiéncies proteiques, com per exemple, el métode de
degradacié d’Edman'’.

Un problema que es va observar és que la seqiienciacié de proteines grans es realitzava amb una
fragmentacid prévia en peptids de menor mida provocant un estudi individual de cada resultat de
la divisio, generant errors o dificultats en el assemblatge de la seqiiéncia completa de la proteina.
Aquest problema es va poder solucionar gracies al desenvolupament d’un dels primers software
bioinformatics de la época, COMPROTEIN, un programa informatic capa¢ de determinar la
seqiiencia primaria d’una proteina fent servir dades obtingudes a partir de seqiienciacions
mitjangant péptids d’Edman'®,
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Per tant, es podria considerar que 1’analisi de proteines va ser el punt de partida d’aquest nou
camp ja que, tot i haver-hi un desenvolupament en temes relacions amb el DNA, es van necessitar
més de 10 anys des de la resolucio de I’estructura de doble hélix del DNA' i més de 20 anys per
a I’aparici6 dels primers métodes disponibles de seqiienciacio de DNA? fent que I’aplicacié de
la bioinformatica en aquest tipus d’analisi s’endarreris. Aquesta diferéncia de temps d’un analisi
respecte a |’altre be donat per un major coneixement de la estructura i el comportament bioquimic
de la proteina respecte dels acids nucleics.

Durant aquest desenvolupament de la bioinformatica cal destacar a la doctora Margaret Oakley
Dayhoff (1925-1983), una fisicoquimica nord-americana que va aplicar metodes computacional
en el camp de la bioquimica. La doctora, junt amb el fisic Robert S. Ledley, van desenvolupar el
programa computacional esmentat anteriorment (COMPROTEIN). El treball realitzat per la
doctora es va recopilar en llibre esmentat “Atles de seqiiéncia i estructura de proteina” on hi eren
presents totes les seqiiéncies proteiques que en aquell moment van ser determinades?'.

Entre el 1980 i 1990, el treball de la doctora Dayhoff va ser el origen de les bases de dades
primaries com GenBank i BLAST??. A partir d’aquest punt, hi ha una revolucié en aquest camp
destacant el modelatge automatitzat d’estructura de proteines en base a homologia amb la creaciod
del servidor SWISS-MODEL, donant com a resultat un creixement exponencial d’aquesta
disciplina®.

Aquestes ferramentes computacionals que han anat creant-se i desenvolupant-se, han estat
orientades, no sols al tractament de dades sind també, a la caracteritzacié de gens, determinacio
de propietats proteiques, analisi filogenétic i la realitzaci6 de simulacions amb la finalitat de poder
estudiar les interaccions de biomolécules presents en una ceél-lula viva de manera
computacional®*.

Algunes ferramentes a destacar son BLAST i CLUSTER OMEGA utilitzades en la identificacio
de gens i analisi de seqiiéncies sent la primera una ferramenta de recerca de seqiiencies de DNA
i/o proteines® i la segona, un programa capag de poder realitzar multiples alineaments de
seqliéncies”. Relacionats amb analisis filogenétics, MEGA és un dels programes amb més renom,
ja que s’utilitza per construir arbres filogenctics, d’entre altres, per estudiar possibles relacions
evolutives®®. Per tal de poder estudiar les biomolécules d’interés, es requereixen bases de dades
on hi és present tota la informacid sobre aquestes molecules biologiques ja sigui DNA, RNA,
proteines, etc. Les més utilitzades i amb major aplicacidé son GenBank (recurs de seqiiencies
nucleotidiques?’), UniProt (com a base de seqiiéncies proteiques®® on hi ha una sub seccio, SWISS
PROT, que conté les anotacions d’aquestes seqiiéncies)?”’, PDB (Protein Data Bank, que es
diferencia d’altres bases per contenir informacid sobre estructures determinades
experimentalment)®® i ENSEMBL (relacionat amb anotacions de genomes eucariotes)?!.
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- APLICACIONS DE LA BIOINFORMATICA

Per tant, I’aplicacio de la bioinformatica, es podria resumir en 5 arees. El modelatge molecular
que correspon a la prediccio6 estructural 3D i de funcionalitat (sobretot de proteines), la interaccid
molecular on s’estudia la relacié que hi ha entre diferents biomolécules, I’analisi filogenétic que
es centra en la construccid de la historia evolutiva i identificacio de regions conservades, I’analisi
de seqiiencies tant de DNA com de proteines, la simulacié de dinamica molecular per poder posar
en practica la informacié obtinguda a través de les interaccions moleculars i visualitzar-les i,
finalment, el disseny de farmacs.

Aquestes aplicacions, de manera tradicional, soles ser lentes i costoses generant un mercat que
pressiona de manera constant la recerca i troballa de processos més automatitzats, generant una
innovacié en un temps relativament curt amb el minim de risc possible.

Un exemple molt clar és la determinacidé d’una estructura proteica i les seves interaccions. Es
determina a partir de cristal-lografia de raig X, normalment, i la espectroscopia de ressonancia
magnetica nuclear. Aquestes estructures cristal-lines, mostren una estructura i unes interaccions
estatiques, sent un resultat no del tot correcte ja que la relacié i combinaci6 entre molécules és
més complexa i, per tant, no es podria definir i representar amb una sola estructura sense
moviment. Aquest moviment es defineix com els diferents canvis conformacionals que presenta
una proteina al llarg del temps que provoca, per exemple, una variacié en 1’afinitat entre una
proteina i el seu lligand.

Un altre exemple amb més repercussio ¢és el disseny i descobriments de farmacs. La
bioinformatica ha permeés una major facilitat per aquesta aplicacio pel fet de ser més rapid I’analisi
de molecules a nivell computacional que de manera experimental. Degut al gran impacte en aquest
sector, han sorgit sub arees dintre de la farmacologia, com el disseny de farmacs assistits per
computadores basat en eines com el docking molecular >,

L’adaptabilitat es tan gran que, fins i tot, aquestes ferramentes son capaces de predir propietats de
nous farmacs basats en d’altres ja desenvolupats, a més de les propietats ADMET (absorcio,
distribucid, metabolisme, excrecid i toxicitat)*?.

Es pot apreciar que la bioinformatica actua en diferents camps i no sols els que estan relacionats
en la salut humana. De fet, hi ha aplicacions d’aquesta disciplina dedicada a objectius i arees
vegetals, identificant gens clau per explotar de manera eficient les plantes com un recurs biologic
per assolir una millor qualitat, una optimitzaci6 de costos economics i una reducci6 en problemes
ambientals. Sobretot, I’interés principal, és la generaci6 de vegetals resistents a patogens i a estrés
abiotic**.

Finalment, aquests ultims anys la bioinformatica ha sofert una revolucido davant de I’auge de
d’intel-ligéncia artificial. En concret en el camp de prediccid d’estructura de proteines s’han
desenvolupament de ferramentes com el programa AlphaFold que han mostrat una major precisio
en la prediccio d’estructures proteiques que eines bases en modelatge d’homologia fet que obra
les portes cap a 1’4s d’aquesta metodologia a diversos camps com la medicina personalitzada. Tot
1 aix0, aquesta ferramenta es troba encara en procés de validacio. Valorar el seu Us per predir
estructures de proteines involucrades en el cancer sera un dels objectius d’aquest treball.
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- MOTIVACIO PERSONAL, EL CANCER.

El cancer és un problema actual i molt important que afecta a la salut ptiblica, sent la segona causa
de mort a nivell mundial. El cancer es podria definir com un conjunt de malalties degudes a una
descontrolada i anomala divisio cel-lular. Aquesta malaltia pot apareixer per factor externs, com
podrien ser I’estil de vida o la alimentacio, i/o factors interns com mutacions genetiques. Degut a
que I’origen i la causa poden ser diferents, aquests son claus per poder seleccionar i desenvolupar
una terapia personalitzada®. Gracies a aquesta nova aplicacio personalitzada, a més de la educacié
i I’aveng en les tecniques de deteccio, tot i haver-hi un augment d’incidéncies, la mortalitat degut
al cancer ha anat disminuint®®.

S’ha demostrat que una de les causes principals del desenvolupament d’un fenotip de cancer
agressiu i resistent és la sobre expressio de receptors i factors de creixement. Els receptors de
factors de creixement epidérmic (EGFR) son una familia de tirosina quinasa (RTK) que, amb una
expressio i un funcionament anomal, s’expressen en diferents tipus de cancer com el cancer de
mama, de pulmo, d’esofag, colorectal, d’entre altres®’. Aquesta sobre expressio i activacid
afavoreix les diferents rutes metaboliques implicades en a proliferacid, angiogenesi, migracio i
adhesio cel-lular®.

La integraci6 de la bioinformatica en la oncologia permetria una millora en 1’analisi gracies a una
integracié de dades i proporci6é d’informacio variada d’aquesta malaltia. Per aquest motiu s ha
decidit realitzar un analisi de diferents proteines involucrades en la via de senyalitzacié d’EGFR.

- VIA DE SENYALITZACIO (EGFR)

Quan EGFR s’uneix al domini extracel-lular ’EGFR, es produeix una dimeritzacié del receptor
generant la activacio6 de I’activitat tirosina-quinasa intrinseca d’aquest receptor. Aquesta activacio
provoca una fosforilacié dels residus tirosina en el domini citoplasmatic d’EGFR. La proteina
adaptadora GrB2 es pot unir a les tirosines fosforil-lades en EGFR gracies al seu domini SH2.
Aquesta uni6 provoca el reclutament i 1’activacié de PI3K el qual fosforil-la PIP2 a PIP3 en la
membrana cel-lular. Aquesta fosforilacié permet 1’'uni6 d’AKT a la membrana i, ja fosforil-lat i
activat per PDK1, es desencadenarien una serie de cascades de senyalitzaci6 que promouen la
superviveéncia i proliferacio cel-lular.

Una altra via és la regulacié de 1’activitat de les Cdks, enzims claus per al control del cicle
cel-lular. Gracies a I’accié d’AKT, els inhibidors presents en aquests enzims s’alliberen permetent
formar complexes amb ciclines especifiques.

K-Ras és una proteina de la familia RAS que actua com un interruptor molecular en aquesta via.
Posteriorment a I’activacio de PI3K i AKT, aquesta via es pot bifurcar per a activar la via de RAS-
MAPK, que de manera fisiologica K-Ras es troba inactiva amb la unié de GTP, pero al unir-se
GTP, es promou la seva activacio provocant 1’inici de la cascada de les MAPK. Aquesta via, al
igual que les altres, pot influir en la diferenciacio, migracio i la supervivencia cel-lular, a més de
la regulacio d’expressio de gens implicats en el creixement cel-lular (Elk-1).

En el cas d’haver-hi algun problema o dany amb el DNA, actua p53, conegut com el guardia del
genoma, ja que deté el cicle cel-lular i promou la reparacié d’aquest DNA 1, en cas de no ser
possible, I’apoptosi per poder evitar la proliferacio de cel-lules afectades.
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Actualment, es disposa d’estructures cristal-lografiques d’aquestes proteines obtingudes a partir
de raigs X de manera de que aquestes proteines involucrades en la via de senyalitzaci6 EGFR
poder servir com a bones estructures de referéncia per a la validacié de ferramentes
bioinformatiques de prediccio d’estructures i disseny de farmacs en el camp de I’oncologia®’-*%,

OBJECTIVES

In recent years, a series of bioinformatics tools have been developed that use artificial intelligence
for the prediction of protein structures. However, the application of these protocols are in the
process of validation. In particular, a general protocol that allows these tools to be routinely
applied in the drug design process or personalized medicine has not yet been found.

The aim of this work is, firstly, to determine the validity of the AlphaFold method of predicting
protein structures at a global and local level, useful for delimiting areas and positions of drug
binding against a series of proteins considered targets against cancer. For validation, structures
obtained from X-rays will be used as a reference.

Following this prediction, we want to determine the reliability of the interaction simulations
between a protein and its ligand, using two molecular docking bioinformatics tools and the
analysis of the results of this simulation.

Finally, due to the fact that proteins are dynamic entities, we want to validate whether the
prediction of protein structures from AlphaFold improves if a subsequent refinement of the
structure obtained from molecular dynamics is carried out.

In summary, the purpose of this project is the validation of this computational protocol for the
study of proteins and drug design focused on a field, in this case oncology, applying knowledge,
in particular, on molecular biology and computational and bioinformatics.

MATERIALS I METODES

En aquest treball s’han realitzat una série d’experiments de validacid per poder assolir I’objectiu
marcat d’establir un protocol computacional per a I’estudi de proteines considerades dianes contra
el cancer que es podrien resumir en tres fases. La primera fase consta de la prediccio d’una série
d’estructures de proteines que es troben involucrades en diferents vies de senyalitzacié utilitzant
el programa AlphaFold. La segona fase pretén validar el potencial d’aquestes estructures predites
a partir d’AlphaFold per a predir la correcte uni6 d’un lligand. D’aquesta manera, la finalitat
d’aquesta part és la simulacido de les possibles interaccions presents entre les proteines
seleccionades i els seus lligands i validar si la disposicio del lligand concorda amb 1’obtinguda
experimentalment. Finalment, la ultima part, implica utilitzar simulacions de dinamica molecular
a partir de les estructures d’AlphaFold per tal de poder determinar si la nova estructura obtinguda
millora les estructures predites en fases anteriors.

Tot seguit es detallen els passos seguits i els metodes utilitzats per portar a terme les tres fases del
treball.
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- SELECCIO DE PROTEINES

Les estructures proteiques de referéncia que s’han fet servir per a aquest projecte s’han obtingut
a partir del servidor web anomenat Protein Data Bank. En aquest cas, s’ha decidit escollir la via
de senyalitzacié d’EGFR per motius estadistics i de manipulacié ja que interessava fer servir
proteines amb una anotacid acceptable i que es tingués informacio al respecte. Aquesta via de
senyalitzaci6, al igual que moltes altres, presenta com diferents subvies en les que hi ha
involucrades diferents proteines que es consideren dianes terapéutiques pel cancer (veure
Introduccid). Per aquest motiu, les biomolécules seleccionades formen part de diferents subvies
per poder obtenir uns resultats variats i que permetin una ampliacié visual de I’aplicacio que es
vol fer servir.

Les proteines i els fitxers PDB corresponents amb les que s’ha treballat son: EGFR (1IVO)*°,
PI3Ka (5XGJ)*, AKT1 (3096)*, Cdk2 (1B38)*, Cdk4 (3G33)*, Cdk6 (1JOW)*, p53 (3TS8)*,
K-RAS (40BE)* i K-RAS-G12C (8AZX)".

- PREDICCIO D’ESTRUCTURES PROTEIQUES - ALPHAFOLD

Per tal de poder fer la prediccio de les proteines seleccionades s’ha fet servir un sistema,
AlphaFold*®, un programa desenvolupat per DeepMind que permet realitzar prediccions de les
estructures proteiques a partir de la seva seqiiéncia. Les seqiiéncies de les proteines s’han obtingut
en format FASTA a partir del PDB. Per a la prediccid d’estructures s’ha fet servir la versio oberta
del programa AlphaFold que s’anomena Alphafold2Colab, amb una predicci6 suposadament més

precises i una precisio quasi experimental #3430,

La idea de validar el potencial i la coherencia dels resultats que es generaran a partir del programa
AlphaFold, es basa en la prediccid utilizant els parametres per defecte que proposa el programa,
com podrien ser el meétode de multiple alineament de seqiiéncies o parametres de resolucio i
manipulacio d’imatges.

En la prediccié d’algunes proteines, s’ha optat per utilitzar la funcié multimérica, una opci6 que
permet integrar el lligand, obligatoriament proteic, junt amb el receptor. Amb aquest plantejament
s’ha pretés simular el comportament de la proteina en el seu estat d’oligomeritzaci6 fisiologic.

Els models estructurals generats a partir d’AlphaFold s’han comparat amb les estructures
cristal-lografiques del PDB mesurant el Root-mean-square deviation (RMSD) entre les dues
estructures. Aquesta mesura s’ha calculat a partir de les diferéncies entre les posicions atomiques
dels carbonis alfa de la proteina obtinguda experimentalment (PDB) i el model computacional
(AlphaFold). Les unitats de ’'RMSD so6n ens angstroms 1 com més gran és aquest valor indica
més desviacid respecte les estructures. En aquest projecte es considera que valors d’RMSD
inferiors a 2 A indiquen una predicci6 acurada a nivell global de ’estructura, valors entre 2 A i 5
A una prediccié mitjanament acurada i valors superiors a 5 A una prediccié poc acurada. Tot i
aixo, es pot obtenir una prediccid acurada a nivell global pero pot haver-hi diferéncies a nivell
local (orientacié zones desordenades o cadenes laterals) que poden tenir importancia a 1’hora de
determinar la interaccié amb altres molécules.
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- DOCKING MOLECULAR

Un cop predita I’estructura de la proteina a partir d’ AlphaFold, s’ha validat quina capacitat tenen
I’estructura del PDB i I’estructura de I’ AlphaFold per predir correctament la interaccié amb els
seus respectius lligands. Per fer-ho s’han realitzat calculs de docking molecular amb dos
programes (HADDOCK?®' i Cluspro®?, veure més avall) per predir la orientacid del lligand
respecte a la proteina d’interes. La finalitat d’aquesta part és doncs la simulaci6 de les possibles
interaccions presents entre les proteines seleccionades i els seus lligands (proteics i molecules
petites com inhibidors). A partir d’aquestes interaccions es pot observar la disposicié espaial que
adopta el lligand de la proteina d’interés. Al igual que la fase anterior, s’han realitzat els calculs
de docking molecular amb els parametres per defecte, a excepcid d’un, la delimitacio6 a priori de
la zona activa del receptor.

- PREPARACIO DEL MATERIAL - PRE-DOCKING

Préviament a realitzar els calculs de docking molecular, s’ha hagut de realitzar un tractament dels
arxius en format PDB, ja que aquest programa unicament €s capag¢ de recon¢ixer aquest tipus de
format o en format mmCIF. Aquest tractament consta de la preparacié de dos arxius en format
PDB, un primer en el que es troba el receptor i un altre on hi és el seu lligand. Tots dos arxius
s’han fet passar per ChimeraX>® per tal de afegir hidrogens, carregues als atoms que conformen
les estructures d’entre altres opcions.

De forma paral-lela, s’ha realitzat un estudi i un analisi de les proteines i els seus lligands. Amb
aquest estudi es va voler determinar, primerament, la zona activa del receptor i, posteriorment, els
residus que la conformen. La zona activa correspon a la zona a on es pot unir el lligand. D’aquesta
manera es dirigeix el docking a una zona concreta de la proteina. Tot aquest procés, s’ha fet
utilitzant el programa de visualitzacio PyMOL>,

A partir d’un PDB, en el que hi és present un receptor i el seu lligand, es separen en dos objectes
dintre del mateix arxiu PDB. Fent servir la comanda de PyMOL show sticks, byres all within 5 of
NOM DE L’OBJECTE DEL LLIGAND, es mostren tots els residus, tant del receptor com del
lligand, que poden interactuar entre ells delimitant una distancia maxima de 5 A.

A més, s’ha fet servir la comanda select active, byres all within 5 of NOM DE L’OBJECTE DEL
LLIGAND per poder seleccionar automaticament els residus de la zona activa del receptor.
Aquesta accio ha fet estalviar temps ja que, en cas de no haver fet servir aquesta comanda, s’hauria
haver seleccionat tots els residus manualment generant un possible error experimental en la
determinaci6 de la zona activa.

Un cop delimitada la zona activa, aquests residus es plasmen i es seleccionen en el programa
HADDOCK ja que, també, s’ha volgut comparar les diferents disposicions que pot adquirir el
lligand segons si es delimita o no la zona activa determinant si el programa és capag de simular
aquestes interaccions de forma correcta i amb bones aproximacions respecte a 1’obtencid
estructural experimental.

En cas de les proteines que presenten lligands proteics s’ha optat per utilitzar també el programa
de docking molecular ClustPro, i comparar els resultats obtinguts amb aquests dos programes.

7
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Un cop realitzat el calcul de docking molecular, tots dos programes generen diferents arxius en
format PDB on hi son presents els diferents resultats dels dockings, a més, de les energies
d’interaccio que hi ha segons la posicié que adopta el lligand a la zona activa. Aquests PDBs
obtinguts a partir del docking molecular realitzat a partir de I’estructura experimental i ’estructura
provinent d’AlphaFold s’han comparat amb la orientaci6 del lligand corresponent a les estructures
PDB experimentals utilitzant una mesura d’RMSD.

- DINAMICA MOLECULAR

Fisiologicament, les proteines es troben en constant moviment, generant una série de estructures
a mesura que passa el temps. L’objectiu de les simulacions de dinamica molecular és simular
aquest moviment molecular per tal de poder generar una série d’estructures, diferents entre si,
d’una mateixa proteina. En aquest projecte, s’ha realitzar una simulacio de dinamica molecular a
partir de ’estructura predita amb AlphaFold i s’ha generat una estructura mitjana a partir de les
diferents estructures generades amb el programa ChimeraX. Un cop obtinguda aquesta estructura
mitjana s’ha comparat I’RMSD amb I’estructura PDB experimental.

Finalment, fent servir els programes de docking esmentats anteriorment, s’ha volgut determinar
si aquesta nova estructura genera prediccions amb millor resultat respecte a les anteriors.

Per realitzar les simulacions de dinamica molecular s’ha utilitzat el segiient protocol:

Preparacio del sistema per a les simulacions de dinamica molecular. Un cop obtinguts els
models estructurals de les proteines a partir d’ AlphaFold es procedeix a la preparacié del sistema
per a la realitzacié de simulacions de dinamica molecular. Els sistemes s’han simulat utilitzant el
programa AMBER20 amb el camp de forces ff14SB. Les simulacions s’han realitzat a les GPUs
de I’Institut de Quimica Computacional i Catalisi. S’escull el camp de forces ff14SB, ja que
permet descriure correctament 1’estructura secundaria i presenta alta transferibilitat entre sistemes
amb diferents caracteristiques estructurals (helix alfa, lamina beta i loop). Per tal de preparar el
sistema s’empra TLEAP (un modul del programari AMBER20) que, partint dels fitxers en format
PDB obtinguts en ’apartat anterior, utilitza la informacié continguda al camp de forces ff14SB
per generar els dos fitxers necessaris per iniciar la simulacié amb el programa AMBER20. Un
fitxer conté la topologia, és a dir, els tipus d’atoms i els parametres que s’utilitzen per calcular
I’energia del sistema. L’altre conté les coordenades del sistema. A més, el TLEAP addiciona ions
de sodi (Na+) amb els parametres estandard d’AMBER fins a la neutralitzaci6 i solvata el sistema
en una caixa cubica d’aigua de 10 A amb el camp de forces TIP3P per tal de simular I’entorn
caracteristic de la proteina en medi aquds.

Protocol de simulacié. Per a comencar propiament la simulacié de dinamica molecular (MD) a
partir dels models estructurals generats amb AlphaFold cal equilibrar préviament el sistema a les
condicions de simulacié. El procediment d’equilibracio, consta de tres fases:

* Minimitzacio. Procés que es duu a terme en dos passos: i) en el primer s’ optimitza la posicio del
solvent (aigua) i dels ions amb I’estructura proteica fixada, ii) en el segon, s’optimitza la posicid
dels atoms del sistema complet per tal d’obtenir una conformacio inicial més estable.

* “Heating”. Procés que consisteix en augmentar progressivament la temperatura de 0K a 300K,
donant energia cinctica al sistema minimitzat per tal d’iniciar el moviment dels atoms que
composen el sistema dinamic. Aquest procés es realitza en condicions de volum constant.
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* Equilibracio. Procés que es realitza a pressio constant permetent que el volum canvii de manera
que la densitat del solvent (aigua) es relaxi i s’adapti a les condicions del sistema (temperatura
300 K).

Dinamica molecular convencional. Una vegada el sistema esta equilibrat es procedeix a realitzar
propiament la simulacié de dinamica molecular. Aquesta fase és equivalent a ’equilibracio
realitzada anteriorment, pero es realitza a volum constant i per un periode de temps de simulacid
major. En aquest pas, es pretén relaxar I’estructura obtinguda a partir de I’ AlphaFold fins a arribar
a una conformacidé més estable de la proteina. S’envien simulacions de dinamica molecular
convencional de 50 ns per les diferents proteines. Un cop acabades aquestes simulacions es
clusteritzen per extreure 1’estructura mitjana.

RESULTATS I DISCUSSIO

- PREDICCIO ALPHAFOLD

En primer lloc, s’ha realitzat una prediccio de 1’estructura de les proteines seleccionades utilizant
el programa AlphaFold: EGFR, PI3K, AKT, Cdk2, Cdk4, Cdké6, p53, K-RAS i K-RAS-G12C. Un
cop realitzada la prediccid, el programa AlphaFold genera una série de fitxers que contenen
diferent informaci6. El primer i més important soén cinc diferents estructures predites d’una
mateixa proteina, anomenades com a rankl, rank2, rank3, rank4 i rank5 (de més a menys acurat
segons els criteris AlphaFold). Aquestes es troben en dos formats diferents segons 1’us que es
vulgui fer servir per a aquesta prediccio.

En aquet projecte tot arxiu que s’ha fet servir es troba en format PDB. A més, es generen diferents
imatges (en format PNG) que poden ser ttils per tal de comprovar la qualitat del model. Una
d’aquestes correspon al nombre de seqiiéncies que s han fet servir per realitzar la predicci6 de la
proteina a partir d’un alineament multiple. A més, es disposa d’un plot que representa el possible
error d’alineament d’aquesta estructura predita.

Finalment, la imatge que s’ha fet servir és la prova IDDT, un test de diferencia de distancia local,
que correspon a una puntuacié sense superposicido que avalua les diferents distancies locals de
tots els atoms en un model. Per tant, aquest test és considerat un marcador per avaluar la qualitat
del model segons la posicid, fins i tot, en dominis que presenten un comportament dinamic. Es
considera que si aquests valors son superiors a 80 la prediccio és fiable.

De manera complementaria i per tal de validar la qualitat del model, s’ha determinat el RMSD,
una mesura que s’ha fet servir per avaluar i analitzar la superposicio i I’alineament de les
estructures d’AlphaFold respecte a les determinades experimentalment. Aquesta mesura és una
desviacio i mesura la qualitat d’aquesta comparacio i s’expressa en unitats de longitud, en aquest
cas en angstroms (A).

Préviament a I’analisi, s’ha fet un alineament de les cinc estructures generades a partir
d’AlphaFold (rankl-rank5) per determinar si la variacid d’aquestes prediccions és lo
suficientment gran com per ser necessari un estudi de cada una de les estructures. Amb aquest
analisi, s’ha observat que per totes les proteines analitzades no hi ha quasi variacio entre aquestes
a excepcio dels extrems, zones que no influencien de manera important en el resultat del projecte.
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Per aquest motiu s’ha decidit seleccionar 1’estructura denominada com a rank 1 ja que és
considerat la estructura amb millor predicci6 pel programa AlphaFold.

Tot seguit es comenten els resultats de les prediccions per a les diferents proteines seleccionades.

EGFR

Domain| Domain Il ~

Predicted IDDT per position

100

Predicted IDDT

20

0 100 200 300 400 500 600
Positions

Figura 1. Comparativa de [ ’estructura global de la proteina EGFR predita (verd) respecte a l'estructura determinada
experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacio IDDT, per cada posicio, de la prediccio.

A partir de ’estructura d’EGFR predita per AlphaFold, s’ha realitzat un alineament entre aquesta
estructura i la determinada de manera experimental (PDB). Primerament es pot observar el valor
de la Desviacié Quadratica Mitjana, RMSD, que en aquest cas, correspon a un valor de 2.977 A.
Aquest valor es troba entre 2 i 5 A donant a entendre que hi ha una similitud pel que fa als elements
d’estructura secundaria perd que hi ha pot haver desplacaments en la disposicié espacial de les
dues estructures.

Com es pot observar a la Figura 1, es poden apreciar diferéncies significatives al visualitzar la
comparaci6 entre les dues estructures (PDB (blau) i AlphaFold (verd)). Per exemple, a la zona C-
terminal, s’observa una prolongaci6 de la estructura AlphaFold que no s’aprecia en la estructura
experimental. Aquest fet és degut a que experimental no s’ha pogut determinar 1’estructura
d’aquesta regi6 a partir de I’aspartat 513 fet que indica que 1’estructura d’aquesta regio pot ser
altament flexible i desordenada. Tot i aix0, el model AlphaFold genera una estructura que presenta
un elevat nombre de lamines beta. En general, el valor de qualitat IDDT és superior a 70 per
aquesta regio.

Fixant-se en la zona central d’EGFR, s’observa que hi ha certes diferéncies ja que no hi ha un
solapament complet. De fet, hi ha una part (delimitada amb 1’esfera vermella), on hi ha una
diferéncia més destacable. Aquesta zona (Domini I i Domini II), correspon a un conjunt de residus
que construeixen estructures desordenades anomenades loop. Aquests loops son molt interessants
ja que so6n les zones amb major moviment i, per tant, una zona complicada de predir. Tot i haver-
hi un desplagament del Domini I, es pot comprovar que els /oops tenen una conformaci6 similar
en les dues estructures.

10
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Tot i aixi, s’ha vist que I’estructura experimental d’EGFR (11VO), s’ha obtingut interactuant amb
el seu lligand proteic, EGF. Aquesta uni6 receptor-lligand podria generar un canvi conformacional
del receptor sent la causa d’aquest desplagament dels dominis observat al PDB 11VO respecte
I’estructura AlphaFold. Per tant, I’estructura AlphaFold no és capa¢ de capturar [’estat
conformacional de ’EGFR amb el lligand unit, de manera que possiblement s’ha obtingut
I’estructura d’EFGR sense preséncia de lligand. Tot i aixo, actualment no hi ha cap estructura
PDB d’EFGR que no tingui lligand, per tant, no es pot validar aquesta prediccié d’AlphaFold.
Per aquest motiu, s’ha realitzat una prediccio de la proteina EGFR amb el seu lligand a través de
la opci6é multimerica d’Alphafold, per demostrar si la prediccio del receptor amb el seu lligand
genera una estructura amb millor relaci6 a la obtinguda experimentalment.

Domainllll 4 Predicted IDDT per position

Predicted IDDT

< / =
L& ,;, ’\)ﬂ 40
\ — rank 1
| e — rank2
Ve l— rank_3
J — rank 4
— rank_5
RMSD = 0.693 A =% 100 200 300 400 500 600 700

Positions

Figura 2. Comparativa de [’estructura global d’EGFR predita amb la funcio multimética (verd)) respecte a

lestructura determinada experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacio IDDT, per cada
posicio, de la prediccio

Fent servir I’opcié multimérica, s’ha pogut observar una millora notable tant en ’alineament de
les dues estructures com en el valor de RMSD, donant a entendre que una predicci6 de la proteina
amb el seu lligand genera una estructura molt similar a la cristal-lografica. Aquests resultats es
mostren a la Figura 2 i confirmen que a través d’ AlphaFold es pot obtenir una estructura acurada
per la proteina EGFR en preséncia de 1ligand.

PI3Ka

C2 DOMAIN /,>
HELIX DOMAIN = -

¢

KINASE DOMAIN RAS BINDING
DOMAIN (RBD)

RMSD = 1.142 A
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Figura 3. Comparativa de l’estructura global de la subunitat catalitica de la proteina PI3Ka predita (verd)) respecte
a estructura determinada experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacio IDDT, per cada
posicio, de la prediccio

A la Figura 3, es mostra el resultat de la proteina PI3Ka, una de les quatre isoformes que consten
la familia PI3K, on cada isoforma esta formada per dues subunitats: una subunitat catalitica (p110)
1 una subunitat reguladora (p85). S’ha vist que la subunitat p85 pot exhibit una certa plasticitat
que podria anar relacionada amb una regulacié de les propietats funcionals de la proteina. La
subunitat p110 es considera essencial per a PI3K perqué és la responsable de la fosforilacio
d’altres molécules generant una cadena de fosforilacio que produeix diferents funcions cel-lulars.

S’ha volgut realitzar la prediccio de les dues subunitats pero, malauradament, no ha sigut possible
ja que el servidor generava un codi d’error, segurament per la llargada de la seqiiencia i per tant,
degut a la mida global de la biomolécula. Per aquest motiu s’ha seleccionat la subunitat amb major
importancia i la que pot desencadenar, amb una mutacid, 1’aparicié de cancer.

Comparat la prediccio de la subunitat pl10a amb ’estructura cristal-lografica, es pot observar
que hi ha una gran similitud entre aquestes dues, no sols pel valor del RMSD (1.142 A), considerat
un valor que reflexa una bona aproximacio, sindé que, visualment, es poden apreciar on hi ha un
solapament quasi complet. Tot i aixi, hi ha zones que no es poden comparar perque, de manera
experimental, no s’ha pogut determinar ni resoldre certs aminoacids que probablement
corresponen a una regio flexible.

A més, una zona de molt d’interés en les quinases, és la preséncia d’un /oop, anomenat /oop
d’activacid. Aquesta zona, segons si hi és un lligand o no, canvia la seva conformacio. Amb
PI3Ka, s’observa una diferéncia significativa entre 1’estructura PDB i 1’obtinguda a partir
d’AlphaFold pel que fa a aquest loop ja que la predicci6 s’ha fet sense cap lligand mentre que la
estructura cristal-lografica conté un inhibidor en aquesta zona activa de la proteina, sent la
possible causa d’aquest canvi conformacional de PI3Ka. Aix0 significa, que tot i que AlphaFold
pot predir correctament 1’estructura global pot haver-hi certs canvis a nivell local que poden ser
dificils d’identificar si es desconeix el lligand.

Pel que fa a la confianga de la prediccio basada en el valor d’IDDT, s’ha de comentar que hi ha
diferents posicions en que no es supera el 50 % donant a entendre que en aquestes zones es podria
donar un plegament de la proteina que no fos totalment correcte. Aquestes posicions, en aquest
cas, coincideixen amb les zones que no s’han resolt experimentalment.

12
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Figura 4. Comparativa de [’estructura global de la proteina AKTI predita (verd)) respecte a l’estructura determinada
experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacio IDDT, per cada posicio, de la prediccio

La comparativa de prediccid de la proteina AKT1 respecte a I’experimental no ha resultat ser la
que millor resultats ha donat, tal i com es reflexa a la Figura 4, ja que hi ha diverses zones que
s’observen molt distants entre si, la més destacada €s la hélix present al domini PH, que es troba
unida a un /oop format per més de 20 residus. Aquests residus no s’ha resolt de manera
experimental i aquest fet pot implicar el gran canvi d’orientacié del domini PH.

Una part molt important en aquest tipus de proteines ¢és el loop d’activacid, comentat préviament.
S’ha vist que els residus que formen aquest loop no es troben resolts a 1’estructura experimental,
per aquest motiu surten uns residus de manera discontinua sense acabar de formar aquesta zona.
A més, no hi ha una aproximacio6 notable d’aquest /oop al comparar el model computacional amb
la part resolta del loop d’activacid a I’estructura cristal.lografica.

On més desordre s’observa €s en el domini d’homologia Pleckstrin (PH), un domini que consta
d’uns 120 residus i que es troba involucrat en senyalitzacions internes i amb funci6 estructural.
De fet aquest domini és molt important en les quinases ja que s’uneixen a productes fosfolipids,
normalment presents a la membrana. En canvi, el domini quinasa s’observa amb major homologia
tot i haver-hi petites variacions en les conformacions proteiques d’alguns elements estructurals.

En aquest cas, el valor de RMSD, aporta un valor superior a les altres proteines (practicament 5
A) perod no acaba descartant que la distancia d’alineament entre aquestes dues estructures sigui
prou propera. Un fet a destacar d’aquesta estructura, determinada per AlphaFold, és que hi han
moltes zones que no superen el 50 % de confianga, donant a entendre que hi ha un gran possibilitat
de que en les posicions marcades, no es corresponguin a conformacions fiables de la proteina.

13
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Figura 5. Comparativa de [’estructura global de la proteina p53 predita (verd)) respecte a [’estructura determinada
experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacié IDDT, per cada posicio, de la prediccio

Seguidament, s’analitza la prediccio per la proteina p53, representada a la Figura 5. L’estructura
predica consta del domini d’unié al DNA, ja que aquest domini és el responsable de la interaccio
directa (a partir de dos monomers formant un dimer) a la cadena doble del DNA. Aquesta proteina
reconeix dues zones d’uni6 definides com a RRRCWWGYYY (R=A, G, W=AT;Y=C,T)i
separades per 0-13 parells de bases.

Pel que fa a la comparativa, s’observa que la zona central de la proteina es conserva de manera
molt bona sent una aproximacio a destacar i que es va perdent al llarg de la C- terminal, veient-
se una distribuci6 no coordina de la helix a final.

S’ha senyalat un zona on hi ha certa variabilitat entre les estructures, que correspon a una zona
propera al L1 LOOP. Aquest loop és el responsable de la unié amb el solc major del DNA. Hi ha
dos loops més (L2 i L3) que interactuen en el solc menor del DNA. Com que p53 s’ha determinat
experimentalment unit a la CDKN1A(p21), aquesta unio, podria generar aquesta petita variacio
que es presenta. De fet, de manera fisiologica i sense interaccid, el domini central de pS3 huma,
posseeix una baixa estabilitat termodinamica intrinseca provocant desplegaments rapids de la
estructura. Aquesta baixa plasticitat es troba relacionada amb la disposicié requerida per poder
facilitar la uni6 amb la zona d’interaccio. Per tant, la predicci6 d’ AlphaFold, podria estar generant
una estructura amb una certa flexibilitat lo suficientment gran com per fer variar part de
I’estructura d’aquesta proteina. Tot i aixi, s’observa que el plegament del L1 és diferent respecte
a ’experimental, pero, L2 i L3 si s’aproximen, tot i estar tots 3 /oops interactuant amb el DNA.

No s’ha pogut fer la prediccié de p5S3 amb el seu lligand ja que, al ser DNA, aquesta seqiiéncia es
traduiria automaticament en una proteina, sent una comparativa poc informativa.
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Figura 6. Comparativa de l'estructura global de la proteina K-RAS predita (verd)) respecte a l’estructura determinada
experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacio IDDT, per cada posicio, de la prediccio

Amb la proteina K-RAS, representada a la Figura 6, s’observa una comparativa molt diferent de
la resta ja que la major part I’estructura AlphaFold coincideix amb el PDB. El valor de RMSD
determinat, és inferior a 0.5 A i de manera visual es corrobora aquesta similitud. Tot i aixi, hi ha
zones en les que hi pot haver una petita variacio, sobretot en les zones més desordenades. Aquestes
zones corresponen als diferents /oop que presenta aquesta proteina. Segons la posicio que presenti,
es considera que K-RAS es troba de manera activa o inactiva sent una diana terapéutica per
diferents farmacs. Teoricament, els loops presents a I’estructura predita deurien ser iguals
d’aquestes mateixes zones de ’estructura experimental. Aquest fet s’explica perqué la prediccid
s’ha realitzat sense lligand, per tant, s’hauria de considerar com a receptor inactiu, al igual que
I’experimentalment, ja que s’ha obtingut K-RAS unit a GDP. K-RAS per poder estar activa, ha
d’estar unit a la seva zona activa GTP que, per a accedir a aquests residus, hi ha una modificacio
conformacional dels /oops propers a la zona d’uni6. Estudiant els diferents loops, s’observa que
hi ha tres loops que no coincideixen els quals son el P-loop, el loop SWITCH-1 1 SWITCH-2.

Per tant, les zones més importants de la proteina K-RAS no s’ha pogut predir de la manera més
informativa ja que no coincideix amb els loops, considerats en un estat inactiu, de la proteina
determinada experimentalment. Curiosament, aquestes zones concorden amb la poca confianga
de la prediccio realitzada ja que el SWITCH-I es delimita d’entre els residus 30-40 i SWITCH-2
entre els residus en la posicio 55-70. El loop P es troba definit pels residus en posicié 5-15. Per
tant, aquest grafic és molt important ja que si la confianga de cada posicio no és molt elevada,
aquesta posicio resolta podria no ser tan correcta com s’esperaria i aquest és un cas a destacar.
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QUINASA DEPENENT DE CICLINA (CDK2, CDK4 O CDK6)
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Figura 7. Comparativa de [’estructura global de quinasa Cdk 2 predita (verd)) respecte a [’estructura determinada
experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacio IDDT, per cada posicio, de la prediccio
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Figura 8. Comparativa de [’estructura global de la quinasa Cdk 4 predita (verd)), sense I’opcio multimer, respecte a
Destructura determinada experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacio IDDT, per cada
posicio, de la prediccio. B) Comparativa de I’estructura global de la quinasa Cdk 4 predita (verd)), fent servir [’opcio
multimer, respecte a l’estructura determinada experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la
puntuacio IDDT, per cada posicio, de la prediccio.
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Figura 9. A)Comparativa de [’estructura global de la quinasa Cdk 6 predita (verd)), sense I'opcié multimer,
respecte a [’estructura determinada experimentalment.(blau). A més, es representa la grafica amb la puntuacio
IDDT, per cada posicio, de la prediccio. B) Comparativa de [’estructura global de la quinasa Cdk 6 predita
(verd)), fent servir 'opcio multimer, respecte a l’estructura determinada experimentalment.(blau). A més, es
representa la grafica amb la puntuacio IDDT, per cada posicio, de la prediccio.

Les Cdks presenten una estructura molt similar entre si, de fet, varien en uns certs residus que els
fa canviar I’afinitat per un lligand o un altre.

En el cas de Cdk2, mostrat a la Figura 7, el lligand utilitzat, és un lligand no proteic per tant, no
s’ha fet servir la opcié multimérica. Les dues estructures s’assemblen molt, fet que es reflexa en
el RMSD (0.537 A), pero, al igual que altres estructures, les zones més desordenades presenten
una variacié que cal estudiar. En totes tres quinaes, s’observa que la disposicié del loop
d’activacid (loop T), no concorda amb I’estructura experimental. Aquest problema ja s’ha vist i
sOha comentat que podria ser degut a que AlphaFold podria predir la estructura inactiva. En les
Cdk 4 y 6, presents en la Figura 8 i Figura 9 respectivament, s’ha fet servir el lligand proteic
d’aquestes per determinar si aquest loop canvia de forma y es podria aproximar al loop
experimental. Malauradament no s’ha aconseguit aquesta proximitat tot i haver millorat el RMSD
en totes tres quinases. Per tant, es podria dir que AlphaFold no és capa¢ de predir una estructura
en una forma activa o almenys diferenciar una proteina que actui de manera activa respecte a la
mateixa proteina pero que es trobi inactiva.
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- DOCKING (PROTEINA-LLIGAND)

Seguidament es mostren representats els resultats resultats obtinguts al realitzar el docking
proteina-lligand (Taula 1).

Taua 1. Representacio dels resultats obtinguts realitzant un calcul docking, amb HADDOCK, entre les diferents
proteines i els seus respectius lligands. Es mostren el receptor (blau), la posicio del lligand determinada per la
simulacio d’interaccio (groc) i la posicio determinada experimentalment (vermell). La proteina utilitzada com a
receptor és ['aillada a partir de la determinacio cristal-lografica (PDB) o la predita (AlphaFold).

PROTEINA RECEPTOR PDB RECEPTOR ALPHAFOLD

EGFR
Lligand: EGF

PI3Ka
Lligand:
Inhibidor 84X

AKT1
Lligand:
Inhibidor IQO

RMSD =0.728 A
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CK2
Lligand: ATP
(Mg-+lligand)

CDK4
Lligand:

Ciclina

RMSD =0.731 A RMSD=0.731 A

CDKG6
Lligand:

Ciclina

RMSD = 0.948 A RMSD =0.779 A

Un cop obtingudes les estructures de les proteines, s’ha realitzat una validacio del poder predictiu
d’aquestes estructures obtingudes a partir d’AlphaFold per descriure correctament interaccions
proteina lligand. Per aconseguir-ho, s’han realitzat calculs de docking molecular amb el programa
HADDOCK utilitzant els lligands co-cristal.litzats juntament amb les proteines seleccionades.
Per tal de validar el calcul de docking s’ha utilizat 1’orientaci6 del lligand al PDB de referéncia.
Com que la prediccio erronia de I’orientacio del lligand pot venir donada pel propi calcul de
docking també s’ha realitzat aquest calcul utilitzant 1’estructura del PDB com a receptor en el
procés de docking. A partir dels resultats obtinguts, tot seguit es comenten de manera general els
aspectes més rellevants de les interaccions proteina lligand.

En primer lloc, amb la proteina EGFR, el calcul de docking de verificacié amb [’estructura del
PDB no ha sigut I’esperada ja que 1’analisi estructural ha mostrat que el programa HADDOCK,
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no ha disposat el lligand de la mateixa manera en la que s’ha determinat experimentalment.
Utilitzant I’estructura d’ AlphaFold, s’ha vist una millora pel que fa al posicionament d’EGF pero
no lo suficient ja que no hi ha quasi solapament entre els dos lligands. En canvi amb el lligand
d’AKT1 succeeix el contrari, I’estructura de referéncia del PDB proporciona una millor predicciod
del calcul de docking que no la d’AlphaFold. Amb la proteina PI3Ka, tant en la verificacié com
en la simulacié amb la proteina predita, s’ha vist una similitud en la ubicacié de tots dos lligands,
tot 1 aixo, I’estructura d’ AlphaFold ofereix una millor prediccio.

Les proteines K-RAS i1 Cdk2 destaquen per la preséncia del i6 magnesi al centre actiu de les seves
estructures. S’espera que la preséncia d’aquest cofactor tingui un efecte en el calcul de docking a
I’hora de predir la interacci6 proteina-lligand ja que, de manera fisiologica, aquest magnesi pot
influir en I’activitat d’aquestes proteines. S han realitzat diferents proves tinguent en compte la
preseéncia de magnesi juntament amb el receptor, juntament amb el lligand i sense preséncia de
magnesi. Efectivament, s’ha vist que la preséncia de magnesi en el calcul de docking genera un
canvi en la disposicio del lligand, sent la millor prediccid, la simulaci6 en la que s’ha fet servir el
lligand amb magnesi. Tot i aixi, els calculs realitzats en preséncia de magnesi no superen el
solapament quasi perfecte de totes dues estructures sense aquest cofactor. En general les
estructures d’AlphaFold donen bons resultats a I’hora de predir I’interaccid entre proteina i
lligand.

En el cas de les CDK 4 i CDK®6, s’ha optat per fer servir uns lligands proteics, les ciclines.
Sorprenentment, a diferéncia d’EGFR, s’ha vist un solapament de certs residus que formen
aquestes ciclines perdo amb la CDK4, curiosament, aquests lligands es disposen en direcciod
contraria, una respecte 1’altra. El calcul de docking amb la proteina CDK6 és la que millor resultat
ha mostrat pel que fa a lligands proteics ja que la disposicio de les ciclines, utilitzant 1’estructura
de referéncia del PDB, es disposen de manera molt similar i amb una lleugera diferenciacio pel
que fa al receptor predit. En aquest cas, les estructures d’ AlphaFold donen pitjors resultats.

Pel que fa al RMSD i el HADDOCK SCORE, en aquesta practica, no han aportat una informacio
que pugui ajudar a la lectura del analisi realitzat. En el cas del RMSD, s’ha vist que en lligands
amb una disposicio molt similar a I’experimental, posseien un RMSD excessivament elevat, per
exemple amb la estructura predita de CDK2 i el lligand amb magnesi. La prediccio del lloc d’unio
ha sigut molt bona pero presenta una desviacio de 1.427 A, superior a la que presenta EFGR. Aixo
fa pensar que el valor ’RMSD obtingut no és correcte. Actualment s’estan explorant altres vies
per realitzar aquest calcul d’RMSD per obtenir resultats més acurats.

Referent al HADDOCK SCORE, una mesura d’afinitat entre proteina i lligand. S’ha vist que per
a interaccions que, de manera fisiologica es coneixen que son favorables, posseien un HADDOCK
SCORE excessivament elevat, fins i tot, assolint un valor positiu. Aquest fet, s’ha vist relaxat en
algunes de les proteines estudiades. Amb el HADDOCK SCORE, s’ha demostrat, en treballs
anteriors, que no €s un parametre precis per mostrar I’afinitat d’un lligand. Una de les possibles
causes podria ser la consideraci6 d’excessives energies electrostatiques en que algunes d’aquestes
no tingui una influéncia directa entre el receptor i el lligand.

A partir d’aquests resultats, es pot dir que el programa HADDOCK genera una prediccié de la
disposicio de lligands relativament bona perd no perfecta i que es pot establir un patré clar
aplicable a totes les proteines. A més, tenir en compte certs cofactors durant el calcul de docking
no ha millorat aquesta col-locacio del lligand i que les millors prediccions han sigut fent servir el
receptor i el Iligand sense cap element extra. Els calculs de docking han millorat
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considerablement, quan s’ha realitzat una selecci6 de la zona activa del receptor. Finalment, cal
destacar que on millor s’ha vist aquesta prediccio és en lligands quimics petits.

Pel que fa a la validesa de les estructures generades a partir d’AlphaFold s’ha vist que en molts
casos s han obtingut resultats similars als de les estructures de referéncia. Fet que fa pensar que
poden ser unes bones estructures per analitzar interaccions proteina-lligand.

COMPARATIVA HADDOCK - CLUSPRO

Seguidament, s’han realitzat calculs de docking utilitzant un programa diferent, el ClusPro.
D’aquesta manera es vol comprovar si els resultats son dependents del programa de docking
utilizat. E1 ClusPro tinicament permet realitzar acoblaments proteina-proteina. Per aquest motiu
només s’ han analitzat la proteina EGFR i CDK4.

Taula 2. Representacio dels resultats obtinguts realitzant un calcul docking, amb ClusPro, entre les diferents proteines
i els seus respectius lligands. Es mostren el receptor (verd), la posicio del lligand determinada per la simulacio
d’interaccio (blau) i la posicio determinada experimentalment (rosa). La proteina utilitzada com a receptor és ['aillada
a partir de la determinacio cristal-lografica (PDB) o la predita (AlphaFold)

RECEPTOR PDB RECEPTOR ALPHAFOLD

EGFR
Lligand:
EGF

CDK 4
Lligand:
Ciclina

RMSD=1.242 A RMSD = 1.450 A

A partir dels resultats obtinguts (taula 2), s’ha vist que la verificacié amb I’estructura de referéncia
del PDB de EGFR el solapament és quasi perfecta, amb una aproximacidé molt bona respecte a la
disposicio experimental. En el cas de I’estructura predita amb AlphaFold d’aquesta proteina, s’ha
vist una variacié pronunciada pero, tot i aixi, un millor posicionament respecte als resultats del
HADDOCK.
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Amb CDK4 no s’ha obtingut el mateix resultat. La verificacié d’aquesta proteina amb |’estructura
de referéncia no ha sigut la esperada, de fet, no hi ha cap coincidéncia o solapament en algun dels
residus que presenta el lligand que, a comparacié del HADDOCK, si hi era minimament present.
Amb I’estructura AlphaFold, els resultats han millorat generant un interacci¢ similar a
I’experimental.

Per tant, a partir d’aquests resultats, inicialment, semblava que ClusPro era capa¢ de determinar
d’una manera més precisa 1’acoblament entre dues proteines, sent una el receptor i I’altra el
lligand. No obstant, amb la Cdk4, no ha hagut una prediccié tan precisa com la obtinguda amb
EGFR. Tot i aixi, aquests dos resultats, son perfectament comparables amb els resultats obtinguts
amb HADDOCK.

A diferéncia del HADDOCK, aquest programa no permet seleccionar la zona activa de la proteina
fet que dona valor al ClusPro per ser capag de col-locar d’una manera aproximada el lligand amb
el seu receptor. Un fet a destacar és la mesura d’afinitat d’aquestes interaccions que presenten
aquestes proteines amb els seus lligands proteics. Les energies de totes les interaccions son molt
negatives donant a entendre que aquestes interaccions son favorables i que, per tant, permet
mostrar 1’afinitat d’un lligand pel seu receptor que, en el cas del HADDOCK, no era possible.

- DINAMICA MOLECULAR

Taula 3. Resultats de la comparacio entre les estructures proteiques predites per Alphafold i determinades despres de
realitzar una dinamica molecular respecte a [’estructura de la proteina determinada experimentalment.

RMSD
PROTEINA ALPﬁlz\;[l?ODLD . DINAMICA
PDB (A) MOLECULAR-
PDB (&)

EGFR 2.977 4866
PI3Ka 1.142 1.756
AKT1 4.727 6.711
pS3 0.477 0.891
K-Ras 0.439 0.818
Cdk2 0.537 1033
Cdk4 1.234 1.945
Cdk6 0.954 1231

Finalment, s’ha comprovat si realitzant una simulacié de 50 ns a partir de 1’estructura AlphaFold
es millorava la predicci6 de 1’estructura de la proteina respecte a la referéncia del PDB. A partir
dels resultats obtinguts (faula 3) fent servir una dinamica molecular, s’observa que aquesta nova
estructura determinada, no millora I’estructura prévia obtinguda per Alphafold en cap dels casos.
De fet els valors de RMSD soén, en algunes proteines, molt superiors que els de la prediccio, per
tant, I’estructura obtinguda per AlphaFold genera estructures de proteines que s’aproximen, de
manera precisa, a les estructures determinades experimentalment.

En tot cas el refinament d’estructures d’AlphaFold amb dinamica molecular requereix una
exploracié més extensa.
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- APLICACIO D’AQUESTA VALIDACIO

La verificacio i validesa d’aquestes ferramentes son essencials per poder generar una confianca
en els resultats obtinguts. Per acabar aquest treball es vol mostrar aquesta importancia plasmant-
ho en una practica d’investigacié experimental.

K-RAS G12C ¢s una mutacio especifica en el gen KRAS que s'ha identificat en diversos tipus de
cancer, incloent-hi el cancer de pulmo no microcitic, el cancer colorrectal i altres tipus de tumors
solids. Aquesta mutacié en particular afecta la proteina KRAS, que €s un regulador clau de la
proliferacio cel-lular i la supervivencia.

La mutacié K-RAS GI12C implica un canvi en la seqiiéncia genética que produeix una forma
alterada i activada de la proteina KRAS. La preséncia d'aquesta mutacid fa que les cél-lules
canceroses siguin més propenses a proliferar i sobreviure, cosa que les torna més resistents a les
terapies convencionals.

Durant molts anys, el gen KRAS ha estat considerat "ineludible" en el desenvolupament de
tractaments dirigits contra el cancer a causa de la seva complexa estructura i falta de llocs adequats
per al disseny de farmacs. No ha sigut fins al novembre del 2020 quan I'Administraci6 d'Aliments
1 Medicaments dels Estats Units (FDA) va aprovar el primer farmac dirigit a K-RAS G12C,
anomenat sotorasib (comercialitzat com a Lumakras).

Pel que fa al temps que ha portat trobar cures per a aquesta mutacid, ha estat un procés prolongat
i complex. El gen KRAS va ser identificat inicialment com a oncogén en la década de 1980, i des
d'aleshores ha estat objecte d'intensa investigacidé. Durant décades, els cientifics han estat
treballant per comprendre millor la funcié de KRAS i desenvolupar estratégies terapeutiques
efectives per atacar les cél-lules canceroses que depenen d'aquesta mutacio.

A més del sotorasib, s’estan desenvolupant farmacs molt interessants. El més recent,
BI-2865*7, un potent inhibidor de diferents mutacions de K-RAS (G12C, G12D o G12V), amb un
substituent de propilenglicol i un connector de pirimidina.

La idea d’aquesta seccid final del treball és la prediccié computacional de I’estructura de la
proteina KRAS amb la mutacio G12C i realitzar un acoblament entre aquesta proteina i aquest
ultim farmac esmentat per veure si es pot predir correctament el lloc d’unid i orientacio.
Primerament, es realitza un calcul de docking molecular sense delimitar la zona activa de la
proteina ja que un dels problemes que s’ha vist és la determinacio de zones d’uni6 accessibles a
farmacs. Una de les zones on s’hauria de col-locar el farmac és la mateixa que la que s’ha
determinat experimentalment. A partir d’aquest punt, es vol saber la variacid que presenta la
disposicid del farmac, de manera computacional, respecte la manera experimental.
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LOCALITZACIO
FARMAC
EXPERIMENTALMENT

Figura 10. A) Alineament entre la prediccio de [’estructura de la proteina mutada G12C respecte i aquesta mateixa
proteina determinada experimentalment. B) Resultat de les possibles unions que pot establir el farmac BI-2865
segons ['algoritme del programa HADDOCK.

A partir d’aquesta estructura, s’ha observat una prou bona prediccié d’aquesta proteina mutada
respecte a I’experimental, amb petites variacions, sobretot als loops. Com que el farmac és un
compost quimic, s’ha fet servir el HADDOCK per poder realitzar el docking.

A partir del resultats obtingut, s’ha vist que cap disposicid d’aquests resultats s’aproxima a la zona
d’uni6 localitzada experimentalment. Aquest resultat demostra la obligacid de seleccionar la zona
d’uni6 del farmac d’interes. Per aquest motiu, s’ha realitzat un segon docking marcant la zona
activa de la proteina K-RAS mutat.

BI-2865
/ __(HADDOCK)

o BI-2865
(X-RAY)

Figura 11.Respresentacio de la localitzacié del farmac BI-2865 amb un calcul de docking (HADDOCK) restringint
com a lloc d’unid, la zona activa de la proteina mutada K-RAS G12C.

A partir d’aquest segon resultat, s’ha obtingut una millor simulacié perdo amb una variaci6 en
I’orientacié del farmac.

Per tant, amb aquests resultats, es mostra que es pot realitzar un estudi de la estructura d’una
proteina sabent la seva seqiiéncia, perd, per al disseny de farmacs, es requereixen coneixements
sobre les possibles zones d’unid. Per aquest motiu, es requereix d’una millora en el métode
d’acoblament entre un receptor i el seu lligand, fent émfasi en els diferents parametres i algoritmes
utilitzats per desenvolupar aquestes ferramentes bioinformatiques. En el d’assolir una prediccio
correcta de la proteina d’interées i una simulaci6 d’interaccions entre el receptor i el lligand ideals,
I’estudi i el disseny de farmacs canviaria totalment al que s’ha estat fent fins ara. A partir del
descobriment de noves zones d’uni6 o fins i tot de control al-losteric, permetria una nova via per
poder desenvolupar farmacs de manera computacional.
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CONCLUSIONS

The field of bioinformatics has made exponential progress in recent years. Thanks to its
application, it has been possible to verify and confirm hypotheses in a computational way, offering
an alternative to the traditional experimental approach. This allows researchers to decide in
advance whether to perform costly experiments or not, based on detailed information provided
by bioinformatics. Currently, there is a great interest in this scientific discipline, justified by the
increasing development of tools applied to various areas mentioned earlier. Therefore, it is
considered necessary to validate these applications and sophisticated systems in order to improve
them and generate more accurate and reliable results.

Due to the growing importance of bioinformatics, there is even consideration of introducing it
into secondary education. Through research-based activities, students would be able to understand
and solve real-world problems using these updated tools, while adapting to the level of biology
they present. However, it is essential to validate these tools before using them in different fields
such as personalized medicine or education’®.

In this study, the AlphaFold bioinformatics tool has been validated for predicting the structures of
cancer therapeutic target proteins and for predicting protein-ligand interactions through molecular
docking calculations. The conclusions drawn from this work can be summarized as follows:

- PDB structures of a set of proteins involved in cancer-related signaling pathways have been
selected.

- Globally, protein structure predictions from AlphaFold have shown similarities to
experimentally determined structures in most cases, making it a valuable tool for predicting 3D
structures. However, significant differences have been observed in local regions of the proteins
that are relevant for determining their active state. Therefore, AlphaFold tends to obtain the
structure of the inactive state of the protein.

- The prediction of protein structure with its protein ligand using AlphaFold shows slight
improvement compared to when the protein ligand is not considered. This suggests that AlphaFold
can access information about the receptor-ligand binding.

- Regarding the validation of AlphaFold structures for predicting protein-ligand interactions
through molecular docking, it can be said that AlphaFold structures show a predictive power
similar to those from the PDB. On the other hand, docking programs like HADDOCK and
ClusPro simulate protein-ligand interactions relatively accurately depending on the system but
with a notable margin for improvement. HADDOCK is considered more versatile as it can handle
non-protein molecules in the docking process.

- The addition of a cofactor influences the results of HADDOCK, and these results may vary
depending on whether the cofactor is bound to the receptor or the ligand.

- Applying molecular dynamics to the proteins predicted by AlphaFold does not improve the
structure or provide a better approximation to experimental protein structures.

Overall, it has been observed that a general protocol cannot be established for using these tools
in real cases. Results vary significantly depending on the protein system and the programs used.
While these tools are revolutionizing the field of research, improvements are still needed for
individual application. Currently, experimental information and bases are still required to
effectively use these bioinformatics tools.
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