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„Docking“ – računalniške metode za napovedovanje struktur kompleksov med molekulami z
znanimi strukturami.

1. Makromolekulska umestitev – protein-protein, protein-DNA

2. Umestitev malega liganda na/v makromolekulo

1. Umestitev togih teles („rigid-body docking“)

2. Umestitev gibljivih teles („flexible-body docking“)

1. Ab initio umestitev

2. Usmerjena umestitev (z uporabo eksperimentalnih podatkov)

Zgodovina: kot začetnike računalniške molekulske umestitve štejemo Levinthala in sod.
(1975), ki so zgradili model interakcij med molekulami hemoglobina pri anemiji srpastih celic.

Molekulska umestitev



Molekulska umestitev

algoritem za iskanje rešitev + funkcija za ovrednotenje rešitev



Molekulska umestitev – algoritmi za iskanje
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Molekulska umestitev – algoritmi za iskanje
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Molekulska umestitev – algoritmi za iskanje

naključno
iskanje



Molekulska umestitev – fleksibilnost

1. Implicitna fleksibilnost – umestitev togih teles s prekrivanjem

Rešitve je potrebno 
optimirati in odstraniti trke

3. Eksplicitna fleksibilnost2. Zbirka energijsko ugodnih konformacij

samo stranska veriga stranska in glavna veriga



Molekulska umestitev – funkcije za vrednotenje

na podlagi znanih afinitet

statistika pojavnosti 
posameznih 
kontaktov v znanih 
strukturah

energija sistema



Molekulska umestitev – funkcije za vrednotenje



Umestitev majhnih molekul

Se najpogosteje uporablja pri iskanju novih učinkovin.

high-throughput screening → hit to lead (H2L) → lead optimization

10-9 M10-6 M

Virtual screening



Umestitev majhnih molekul

Število publikacij, ki vsebujejo rezultate umestitev.

Dve temeljni obliki uporabe

- Umestitev knjižnic spojin – hitreje, manj natančno

- Umestitev posameznih spojin – počasneje, bolj natančno



UCSF DOCK – rigidna umestitev

ustvarimo negativno sliko površne vezavnega
mesta na receptorju s sferami definirane velikosti.

Rigidno molekulo liganda poskušamo
pozicionirati v sfere, tako da težki atomi
sovpadajo s centri sfer. Program ustvari nekaj
sto različnih orientacij in za vsako izračuna
energijo.
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UCSF DOCK – fleksibilna umestitev

Postopek „anchor-and-grow“



ZINC

Baza vseh komercialno dostopnih spojin na planetu.



ZINC



AutoDock

Uporablja semiempirično funkcijo za vrednotenje in več metod naključnega (stohastičnega)
iskanja. Površino receptorja definira z mrežo (AutoGrid), kar pospeši kalkulacije.



AutoDock

Uporablja semiempirično funkcijo za vrednotenje in več metod naključnega (stohastičnega)
iskanja. Površino receptorja definira z mrežo (AutoGrid), kar pospeši kalkulacije.



AutoDock

Uporablja semiempirično funkcijo za vrednotenje in več metod naključnega (stohastičnega)
iskanja. Površino receptorja definira z mrežo (AutoGrid), kar pospeši kalkulacije.



AutoDock

AutoDock izračuna več rešitev in jih združi v skupine.



AutoDock

Primer: inhibitor HIV-1 proteaze AHA006.



AutoDock

Primer: inhibitor HIV-1 proteaze AHA006.

Original ligand conf
Best GA conf
Best LGA conf
Best SA conf



DOCK in AutoDock

Primer: inhibitor NSC13345 vezan na katepsin K.



DOCK in AutoDock

Primer: inhibitor NSC13345 vezan na katepsin K.

Rezultati AutoDock:

|           |     |           |     |                                    

Clus | Lowest    | Run | Mean      | Num | 

-ter | Binding   |     | Binding   | in  |                                    

Rank | Energy    |     | Energy    | Clus|   

_____|___________|_____|___________|_____|

1 |     -5.10 | 235 |     -4.70 | 103 |

2 |     -4.70 |   9 |     -4.00 |  79 |  

3 |     -4.58 | 207 |     -4.48 |  42 |

4 |     -4.18 |   5 |     -3.65 |  11 |

5 |     -3.95 |  24 |     -3.66 |  19 |

6 |     -3.44 | 112 |     -3.44 |   1 |

7 |     -3.34 |  13 |     -3.34 |   1 |

_____|___________|_____|___________|_____|

256 ponovitev

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

Ki = 182 mM Ki = 360 mM Ki = 438 mM



DOCK in AutoDock

Primer: inhibitor NSC13345 vezan na katepsin K.

Rezultati AutoDock:

|           |     |           |     |                                    

Clus | Lowest    | Run | Mean      | Num | 

-ter | Binding   |     | Binding   | in  |                                    

Rank | Energy    |     | Energy    | Clus|   

_____|___________|_____|___________|_____|

1 |     -5.10 | 235 |     -4.70 | 103 |

2 |     -4.70 |   9 |     -4.00 |  79 |  

3 |     -4.58 | 207 |     -4.48 |  42 |

4 |     -4.18 |   5 |     -3.65 |  11 |

5 |     -3.95 |  24 |     -3.66 |  19 |

6 |     -3.44 | 112 |     -3.44 |   1 |

7 |     -3.34 |  13 |     -3.34 |   1 |

_____|___________|_____|___________|_____|

256 ponovitev

Cluster 4 Cluster 5

Ki = 866 mM Ki = 1270 mM



AutoDock

Primer: konformacijska sprememba dermatansulfata ob vezavi na katepsin K.



AutoDock

Primer: konformacijska sprememba dermatansulfata ob vezavi na katepsin K.



Makromolekulska umestitev

algoritem za iskanje rešitev + funkcija za ovrednotenje rešitev



Makromolekulska umestitev

Huang. Drug Discov Today. (2014)



CAPRI



CAPRI

fnc ... delež pravilno določenih 
kontaktov protein-protein

Moreira et al. 2010. J Comput Chem.



CAPRI

Primer: trial 1 – kompleks HPr kinaze/fosforilaze in fosfoprenašalca HPr

Izhodni strukturi:

HPr-K/P (PDB 1JB1)

HPr (PDB 1SPH)

(PDB 1KKL)

Rezultat:



CAPRI

Trial 8:
Nidogen G3 domena (moder)/laminin (oranžen)

PDB ID 1NPE

Trial 3:
Hemaglutinin + Fab

PDB ID 1KEN



Makromolekulska umestitev

Huang. Drug Discov Today. (2014)



Makromolekulska umestitev

Nekatere komplekse je lažje napovedati kot druge.

Moreira et al. 2010. J Comput Chem. 31



Makromolekulska umestitev

Moreira et al. 2010. J Comput Chem. 31

Število vseh člankov, ki so objavili rezultate umestitev protein-protein:



Makromolekulska umestitev

HADDOCK – 800+ citatov
Moreira et al. 2010. J Comput Chem. 31

Število člankov, ki so objavili rezultate umestitev protein-protein z uporabo eksperimentalnih 
omejitev:



Rosetta



RosettaDock



RosettaDock



HADDOCK angl. haddock = trska 



HADDOCK



HADDOCK



HADDOCK

Primer: umeščanje trojne vijačnice kolagena tipa 1 v aktivno mesto katepsina K. Omejitve pri
katepsinu so ostanki aktivnega mesta, pri kolagenu trije zaporedni ostanki na sredini trojne
vijačnice.

Cluster 1

HADDOCK score -83.7 +/- 3.2 
Cluster size 182 
RMSD from the overall lowest-energy structure 2.9 +/- 0.7 
Van der Waals energy -62.5 +/- 3.5 
Electrostatic energy -17.6 +/- 6.2 
Desolvation energy -23.0 +/- 3.3 
Restraints violation energy 53.4 +/- 30.69 
Buried Surface Area 1431.1 +/- 63.8 
Z-Score -1.0  



HADDOCK



HADDOCK

Primer: vezava dimera stefina B na ssDNA (30G). „Eksperimentalne“ omejitve - napoved DNA-
vezavnih motivov v stefinu B s temu namenjimi strežniki

Kompleks 1 (levo) Kompleks 2 (desno)

Van der Waalsova energija 

(kcal/mol)
-87.6 +/- 9.6 -87.0 +/- 4.9

Elektrostatska energija 

(kcal/mol)
-460.8 +/- 48.5 -531.2 +/- 25.6

Desolvatacijska energija 

(kcal/mol)
50.6 +/- 10.1 56.3 +/- 6.1



HADDOCK

Primer: vezava dimera stefina B na dsDNA (30GC). „Eksperimentalne“ omejitve - napoved
DNA-vezavnih motivov v stefinu B s temu namenjimi strežniki

Kompleks 3 Kompleks 4

Van der Waalsova energija 

(kcal/mol)
-44.4 +/- 5.6 -56.1 +/- 2.8

Elektrostatska energija 

(kcal/mol)
-434.6 +/- 39.7 -470.2 +/- 47.7

Desolvatacijska energija 

(kcal/mol)
48.7 +/- 3.7 69.6 +/- 3.7



Kompleks amoditoksin/kalmodulin

Amoditoksini so presinaptično nevrotoksične sekretorne fosfolipaze A2 iz strupa modrasa.

struktura 
amoditoksinov

specifičnost 
fosfolipazKrižaj (2011) Toxicon. 58



Amoditoksini so presinaptično nevrotoksične sekretorne fosfolipaze A2 iz strupa modrasa.

Križaj & Pungerčar (2007) Toxicon. 50

Kompleks amoditoksin/kalmodulin



Kalmodulin v citosolu tarčne celice deluje kot aktivator in stabilizator amoditoksinov.

Kalmodulin poviša stabilnost Atx v citosolu. 
(Merjena je preostala hitrost hidrolize sintetičnega substrata 
v citosolu podobnih pogojih)

Fluorescenčni spektri Atx v prisotnosti kalmodulina.

+CaM

-CaM

Kovačič et al. (2009) Biochemistry. 48(47)

Kompleks amoditoksin/kalmodulin



Kalmodulin v citosolu tarčne celice deluje kot aktivator in stabilizator amoditoksinov.

+CaM

-CaM

AtxA

AtxC

AtnI2

„fitanje“ krivulj s polinomsko 
funkcijo za določanje v0

Kovačič et al. (2009) Biochemistry. 48(47)

Kompleks amoditoksin/kalmodulin



Mapiranje stične površine kompleksa med fosfolipazo amoditoksin A in kalmodulinom:

Kovačič et al. 2010. PEDS. 23(6)

Kompleks amoditoksin/kalmodulin



umestitev s programom Hex – ročna selekcija
modelov, ki se skladajo z eksperimentalnimi
podatki

Kovačič et al. 2010. PEDS. 23(6)

aktivno mesto je 
dostopno substratu

Kompleks amoditoksin/kalmodulin

Mapiranje stične površine kompleksa med fosfolipazo amoditoksin A in kalmodulinom:



označena sta lizina, kamor se je 
najverjetneje vezal prečni 
povezovalec.  

Kovačič et al. 2010. PEDS. 23(6)

Kompleks amoditoksin/kalmodulin

Mapiranje stične površine kompleksa med fosfolipazo amoditoksin A in kalmodulinom:
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Kompleks amoditoksin/kalmodulin


