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Capitulo 3. Seleccioén por diversidad

Capitulo 3.

Disefio de una quimioteca de analogos de pirido[2d8pirimidinas

El mencionado proyecto “Disefio y sintesis combimatde inhibidores potenciales de tirosina
quinasas” (BQU20003-07852), en el que se enmarpeekente tesis, se centra inicialmente en
el desarrollo de sistemas pirido[2]irimidinicos 50 (Figura 3.1). La motivacion inicial de la
eleccion de estecaffoldsurge de la confluencia de dos factores:

i) la similitud estructural de estos sisterb@xon los inhibidores conocidos de
estructura pirido[2,3fpirimidina, 51, presentados en el capitulo 2, que
Unicamente difieren en un doble enlace.

i) la amplia experiencia del Laboratorio de Sintesis @Grupo de Ingenieria
Molecular del Instituto Quimico de Sarria en laestaion de estructurds.

H
0N N_?2 R, o N N R,
2 ’
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Rie Yo o R,
Ry R, Rs R,
50 51
Figura 3.1. Estructuras pirido[2,8fpirimidinicas.

En este capitulo se aborda uno de los objetivasalas del presente trabajo: el disefio de una
quimioteca combinatoria de pirido[2¢¥pirimidinas 50, a partir de la cual se selecciona una
subquimioteca combinatoridu{l array) de compuestos segun criterios de diversidad. eDich
subquimioteca, se encuentra sintetiZ&dg su potencial actividad inhibitoria esta siendo
actualmente testada frente a diversas RTKs.

3.1. Estrategia sintética para la obtencion de pido[2,3-d]pirimidinas

Se contempla en una primera aproximacion inicidelavatizacion de las posiciones C-2, C-4 y
C-6 delscaffold50:

» La posiciébn C-2 se derivatiza con un grupo aminon@ro sustituido, siguiendo las
conclusiones del modelo farmacoférico de interatg@éopuestd®, segun el cual dicho
grupo amino primario participa como dador de pualgehidrogeno en una interaccion
esencial para la actividad biologica de estos c@sios.

e Laposicién C-6, implicada en interacciones priatiigente hidrofébicas que contribuyen a
la especificidad por un RTK, se derivatiza considdo un amplio espectro de diversidad
estructural.

* La posicién C-4, para la que no se han concluiddigaciones SAR, se derivatiza segun

tres posibles sustituciones: 4-amir?) 4-oxo 63) y 4-hidro 64); dado que desde un
punto de vista sintético resultan inicialmentelfdeinte accesibles.
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Capitulo 3. Seleccion por diversidad

Por otra parte, la posicion C-7 ha sido derivatizash estudios SAR mediante un grupo
cetd**®*’ o bien mediante grupos N’-alquilufés®> que si bien no contribuyen a la
selectividad por una quinasa, incrementan la p@ehe estos inhibidores. En el disefio de la
guimioteca, Unicamente se considera la derivatiradi-oxo, ya que inicialmente es mas
accesible segun la metodologia sintética desaieolf@@ase abajo).

En un estudio SAR’, en el que se ha analizado el efecto de la scigtitulel hidrégeno de la
posicién N-8 por diversos grupos alquilo, se haoatrado que la sustitucion del H por etilo
unicamente influye en el incremento de la selatdidi frente a PDGFR. Asi, inicialmente se
construye la quimioteca considerando Unicamentmuagtas con N-8 sustituidas por un
hidrogeno, ya que son las facilmente asequiblesglipba metodologia sintética.

Finalmente, para la posicion C-5 tampoco se corlerep esta primera quimioteca su
derivatizaciéon, manteniéndose®=Ri, andlogamente a las series de inhibidores Bfo
descritad" 34> 347

En el laboratorio de sintesis se ha desarrolladonueva metodologia sintética en fase liquida
facilmente automatizabl®>® basada en una reaccion multicomponente asistida p
microondas, para la sintesis de pirido[@@irimidinas 4-amino %2) (Figura 3.2) y 4-0xo0
sustituidas§3) (Figura 3.3).

H H
R._-COOMe CN NH NaOMe  Ox N N N<
4 ~ R
+ + :
T 4 I a T

H CN HN- N Mri(\f,H R%
10 min H NH,
55 56 57 52
Figura 3.2. Ruta de obtencién de sistemas 4-aminopiridof@p&imidinicos52.
R.__COOM 0N _N__N N N
e CN NH NaOMe ~ Os N NN
4 N R, N "R
]/ * < * A r, MeOH | 7\174 - - | Y '
10 min H ¢} H H
55 58 57 53 54
Figura 3.3. Ruta de obtencion de sistemas 4-oxopiridofBrimidinicos 53 vy

4-hidropirido[2,3d]pirimidinicos 54.

En ambas figuras se observa que el grupgr@viene de un éstax,p-insaturado55 y el
sustituyente Res incorporado por una guanidina sustit&da

3.2. Busqueda de reactivos comerciales

Se realiza una busqueda estructural con el progr&ui&indeflScholar 200%* para
seleccionar aquellos mondmeros de sintedisiilning blockscorrespondiente a éstereg3-
insaturadosg5) y guanidinasg7). Se utiliza el programeliewerPrd® para la visualizacion de
moléculas, conectable con el programa SciFin&eholar 2003.

En todos los casos, de las posibilidades de buagdedubestructura que ofrece SciFinder

Scholar, listadas en la Tabla 3.1, se escogen dasrac tipos de sustitucién (cursiva) que
engloban a los restantes.
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Capitulo 3. Seleccioén por diversidad

Tabla 3.1. Posibilidades de bisqueda de subestructurasnilides en SciFind&rScholar 2003.
Tipo de sustituyente Abreviatura
Cualquier halégeno X
Cualquier metal M
Cualquier atomo excepto H A
Cualquier atomo excepto Co H Q
Cualquier cadena alquilica Ak
Cualquier ciclo Cy
Cualquier carbociclo Cb
Cualquier heterociclo Hy

En determinados casos, dada la enorme cantidadsilelgs candidatos identificados por esta
busqueda, se aplican criterios restrictivos conmo so

* La exclusiobn de todos aquellos compuestos que s@iopos, contienen metales, son
mezclas o bien son polimeros.

e La aplicacién de un criterio de corte por peso wukr (MW). Dado que se trata de un
muestreo previo, el valor del limite de peso mdkecee fija en un valor relativamente
elevado respecto al valor estimado que aportara mattling blockde forma que cumpla
la regla de Lipinski relativa al peso moleculari,fen principio se adopta un limite de
500 g/mol, disminuyéndose hasta 350 g/mol en alggigso particular (indicado donde
corresponda), debido al elevadisimo niumero de cestps identificados.

Posteriormente, se filtran todos los compuestoguenion de su disponibilidad comercial.
Aungue este paso es automatico, se eliminan ingiigdente todas aquellas sustancias que,
pese a ser comerciales, lo son en cantidades rdugidas (del orden de miligramos) o bien
pertenecen a empresas no accesibles (sin repreidanta Europa, con catalogos comerciales
no accesibles...).

Se destaca el hecho de que a veces, la blUsquedsubpestructura genera errbneamente
resultados que no se ajustan exactamente a lactes&rupropuesta inicialmente (incluso

utilizando la opcidériock out further substitution at positipy que no son compatibles con la

estrategia sintética propuesta, por lo que se dasca

3.2.1. Selecciony filtrado de ésterasp-insaturados

3.2.1.1. Busqueda de ésteresf-insaturados directamente comerciales

En la Tabla 3.2 se detallan las tres estructurasrges contempladas en la busqueda junto con
el numero debuilding blocksinicialmente identificados, su posterior filtrgjeel nimero final
seleccionado. R corresponde a cada una de la® @asibles sustituciones especificadas en la
Tabla 3.1.

En total, el nimero de compuestos comercialesigdemn elbuilding blockéstera,B-insaturado
55es de 42 (15+11+16).

121



Capitulo 3. Seleccion por diversidad

Tabla 3.2. Proceso de seleccion primaria de mondémeros siogtlirectamente comerciales para
el building blockéstera,B-insaturaddbb.

Esteresa,B-insaturados metilicos

R = Q (sin limite de MW Inicial)
1552 total iniciales»42 comerciales»7 cumplen estructurab asequibles

R COOMe
I( R = Ak (obliga a MW<500)

H 7191 total iniciales>23 comerciales>12 cumplen estructura8 asequibles

R = Cb (obliga a MW<500)
5+8+1=14 991 total iniciales>3 comerciales>0 cumplen estructura0 asequibles
Se afiade el caso R=H,

alcanzéndose un total @ R = Hy (obliga a MW<500)
715 total iniciales»>7 comerciales>1 cumplen estructural asequible

Esteresq,B-insaturados etilicos

R = Q (sin limite de MW Inicial)
1175 total iniciales»82 comerciales»3 cumplen estructura2 asequibles
R._COOEt R = Ak (obliga a MW<500)
J/ 3110 total iniciales>16 comerciales>13 cumplen estructura8 asequibles

H
R = Cb(sin limite de MW Inicial)

2+8+1-11 457 total iniciales>1 comercial>1 cumplen estructural asequible
R = Hy(sin limite de MW Inicial)
467 total iniciales>9 comerciales>0 cumplen estructura0 asequibles

Acidos a,B-insaturados

R = Q (obliga a MW<500)

R _COOH 1192 total iniciales»87 comerciales»6 cumplen estructura6 asequibles

ﬂ/ R = Ak (obliga a MW<500)
H 2486 total iniciales>93 comerciales»9 cumplen estructura9 asequibles
6+9+1=16 R = Cy (obliga a MW<500)

2164 total iniciales>52 comerciales»1 cumple estructural asequible

“cumplen estructura” se refiere a si la estrucfumpuesta se ajusta a la requerida

3.2.1.2. Busqueda de ésteresf-insaturados sintetizables

Puesto que el nimero de estructuras asequibleslasido, se decide ampliar la busqueda con
aquellas estructuras que podrian ser precursariEticds de ésteresf-insaturados. Se plantea
el esquema sintético mostrado en la Figura 3.4yt ple precursores acidos fenilacétié8o

los fenilacetato$0.

| ~ COOR, | ~ COOMe
( Yz
R R
59 Ry=H 55a
60 R;=Me
Figura 3.4. Via de obtencion de éster@$-insaturados.
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Capitulo 3. Seleccioén por diversidad

En esta primera quimioteca inicial del proyectocaesideran Unicamente aquellos que aportan
un resto Raromatico (Figura 3.1), ya que como se ha comentad estudios SAR realizados
sobre la derivatizacion de la posicion C-65dehan mostrado que esta posicién se encuentra
implicada principalmente en interacciones de tijdrdiobico. Por ello, las busquedas por
subestructura se realizan para los casos de yestias R= Cb 6 R= Hy (Tabla 3.1). Ademas,
éstos se restringen segun:

*  Cb: los anillos carbociclicos seleccionados paranstuidos se muestran en la Figura 3.5,
ya que de entrada se descartan estructuras cdevate numero de anillos o aquellas no

aromaticas. © CQ

peellcogis

Figura 3.5. Anillos considerados para la sustitucion Cb.

» Hy: se focaliza hacia los anillos tipo piridinagrpl, tiofeno, furano, por comparaciéon con
los compuestos descritos en la bibliografia quegman actividad inhibidora de tirosina
guinasa.

Con ello, en la Tabla 3.3 se detallan las tresiestras generales contempladas en la blsqueda
junto con el numero dbéuilding blocksinicialmente identificados, su posterior filtrajeel
namero final seleccionado.

Tabla 3.3. Proceso de seleccion primaria de mondémeros siagtiprecursoresde ésteres
a,B-insaturado$5.

Esteres metilicos

R = Cb (obliga a MW<350)

8225 total iniciales>165 comerciales:descartando aquellos ciclos no

R.__COOMe o X
~ aromaticos~»46 asequibles

46 + 12 =58 R = Hy (obliga a MW<350)

12761 total iniciales»921comerciales>24 pertenecen a los cuatro ciclos
descritos~>12 asequibles

Esteres etilicos

R = Cb (obliga a MW<350)

4670 total iniciales>69 comerciales>descartando aquellos ciclos no
aromaticos»30 asequibles

R = Hy (obliga a MW<500)
41 pertenecen a los cuatro ciclos descrith8 asequibles

R._COOEt

30 +13 43
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Capitulo 3. Seleccion por diversidad

Acidos
R = Cb (obliga a MW<500)
R _COOH 18965 total iniciales»841 comerciales aquellos cuyos anillos aparecen en la
~ Figura 3.5, 626> 220asequibles

32056total iniciales»2852 comerciales130 pertenecen a los cuatro ciclos
descritos~»15 asequibles

“cumplen estructura” se refiere a si la estruchrapuesta se ajusta a la requerida.

Con lo que en total, el nimero de precursorestgiot que rinden ebuilding block éster
a,B-insaturadd5 es de 336 (58+43+235).

3.2.1.3. Filtrado por eliminaciéon de fragmentos regtidos

Los reactivos iniciales identificados en los doartgulos anteriores: 42 (ésteogB-insaturados)
+ 336 (precursores de ésteteB-insaturados), se filtran para eliminar aquellaspgoestos que
aportan el mismo fragmentd FEsto puede ser debido a:

e Las distintas formas metilica, etilica o acida enéan el mismo sustituyente.

e La propia organizacion de la base de datos. Un misnstituyente puede pertenecer a
diferentes registros en funcién del nimero de ac@Rsgistry Numbgr ya que el mismo
producto se diferencia en distintos catalogos ewifun de su pureza, formato de venta
(cantidades, si se encuentra hidratado, en fund@mncontraién que lo neutraliza si se
presenta en forma de sal...).

Para esta identificacidén se utiliza tanto una Imeieata de SciFindérScholar 2003 que permite
ordenar los compuestos por similitud, como el mogr ChemFinder 6.0 para el que se
construye un pequefio programa en Visual Basic. [fstrama aprovecha la funcionalidad de
la busqueda de una estructura exa®&@FFullStructurd, recorriendo una base de datos
importada comad-file

En la Tabla 3.4 se detalla el proceso de filtraégbryiimero de reactivos que restan en la lista de

reactivos, rindiendo un total de 282 compuestos.

Tabla 3.4. Estadisticas después del filtrado por repeticida fragmentos de reactivos
a,B-insaturado$5.

Reactivo Busqueda Estructural Iniciales Eliminados Restantes
Esteres a,B-insaturados Esterem,B-?nsaturados mfe_tilicos 15 - 15
comercial‘es Igsteresx,B-lnsaturados etilicos 11 3 8

Acidosa,B-insaturados 16 9 7
Esteres metilicos 58 - 58
gsr?:rigo[;iisatgg doslos Es_teres etilicos 43 23 20
' Acidos 235 61 174
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Capitulo 3. Seleccioén por diversidad

3.2.1.4. Filtrado por viabilidad sintética, toxicicad y estabilidad

Finalmente, se filtran los 282 compuestos restas#ggn diversos criterios:

« Viabilidad sintética. La reaccion multicomponente (Figuras 3.2 y 3.3)resaliza con
metoxido sodico, por lo que no es conveniente gistam en Rhaldgenos susceptibles de
sufrir sustitucion nucledfila. Por lo tanto, se @tan 20 estructuras que contienen bromo
y 10 estructuras que contienen yodo. En princifaie, 4-aminopirido[2,3f]pirimidinas
(52 y las 4-oxoaminopirido[2,8}pirimidinas 63) no presentarian problemas por la
existencia de cloros, aunque tal vez si para kisibaminopirido[2,3d]pirimidinas 64).
Dado que inicialmente se plantea la sintesis dee$ticturasc2 y 53, se opta por
mantener los sustituyentes clorados. También sdienan los reactivos que contienen
fldor. En la Figura 3.6 se muestra la distribucidea compuestos halogenados que
finalmente se incluyen en la lista de reactivos.

30~

254

20

154

#Reactivos

104

oCl ®mF

#Halbgenos

Figura 3.6. Distribucién de reactivos halogenados incluidos l@&nseleccién final de reactivos

a,B-insaturado$5.

« Filtrado segun criterios de toxicidad, reactividady estabilidad. Se eliminan reactivos
gue generen productos con poca probabilidad detitonduenosleads por presentar
subestructuras o grupos funcionales muy reactisestables o toxicos. En la Tabla 3.5 se

muestra un compendi

Tabla 3.5. Grupos funcionales no deseables por toxicidaa rahctividad o inestabilidé

o de éstbs.

, 367

Grupo Funcional

Grupo Funcional

Grupo Funcional

I
Haluro de Sulfonilo X*ﬁ*R
o]
0
1,2-dicarbonilo g R
o}
0
H H R
Cetona alifatica
H
0
- - oL
Ester sulfénico X*ﬁ R
o]

Haluro de Acilo

Anhidrido

Epdxido

Tioepoxido

o}
XLR

Halopirimidina

Perhalo-cetona

Aziridina

Ester fosfonico

™M
Y
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Carbonilo X0 . Enol y Enolato Ho OH
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Siguiendo estos criterios, se eliminan un totalRdleestructuras. En particular, para los
precursores de ésteres no se consideran aquedgsresentan dos puntos de reactividad,
incluso aun siendo simétricos, por posibles probknen su conversion a ésteres
o,B-insaturados.

Filtrado por peso molecular. Partiendo de la referencia de peso molecular itofadior a
500 g/mol establecida por Lipinski y considerana@dntribucion detore méas favorable
(4-hidroaminopirido[2,H]pirimidinas, 54), de 146 g/mol, la contribucion “ideal” de cada
resto (Ry R') es aproximadamente de 170 g/moiNBV=500-146; MWLL70 g/mol).

Para cada uno de los reactivos, se establece ldacipa del peso molecular del
sustituyente Ra la molécula final. Sin embargo, a fin de quelehfio no sea demasiado
severo y dado que posteriores revisiones de ldasrelg Lipinski han concluido que se
puede elevar el criterio de corte de peso moleceldimite real impuesto de corte de peso
molecular aportado se considera de 235 g/mol. Aders@ debe tener en cuenta que
fijandolo a 170, existiian muchas posibles comtimes de fragmentos {RRY)
eliminados sin que su peso molecular total supdcssB00 g/mol. Con ello, se eliminan
un total de 11 productos. En la Figura 3.7 se jeefke distribucion de pesos moleculares
aportados por los reactivos finalmente seleccionadonde 17 compuestos superan los
200 g/mol.

250 1
200 -

150 -

MW (g/mol)

100 A

50 4

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Id Molecula

Figura 3.7. Distribucién de pesos moleculares aportados pordstos R
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* Filtrado por numero de anillos. Se considera que para que un compuesto posea
propiedadesirug-like éste debe presentar un nimero de anillos compi@edire 1 y #°.
Dado que etoreaporta dos anillos, se eliminan todas aquellasastas que aporten tres
0 mas anillos, resultando en un total de 4 estrastdescartadas.

En resumen, de los 282 compuestos previos alditsegun estos cuatro criterios, se eliminan
un total de 66 [30 (viabilidad sintética) + 11 (Pewolecular) + 4 (anillos) +21 (toxicidad,
reactividad)]. Asi, el nimero de restosd@nsiderados es de 216, aportados por distinteseés

a-B insaturados o precursores de los mismos.

3.2.2. Seleccidn y filtrado de guanidinas

En la Tabla 3.6 se detalla la estructura genergkeooplada en la busqueda junto con el nimero
de building blocks inicialmente identificados, su posterior filtrajg el ndmero final
seleccionado. R corresponde a cada una de la® @asibles sustituciones especificadas en la
Tabla 3.1.

En este caso, el filtrado por peso molecular sdizeealirectamente desde el programa
SciFindeflScholar 2003. Segun lo expuesto en el apartadoi@niiz aportacion de cada resto
R'deberia ser préxima a 170 g/mol. Se consideramitelde 300 g/mol, que al restarle la parte
de la guanidina ya considerada ercete (43 g/mol) supone una aportacion maxima de R
préxima a 250 g/mol. Este valor, altamente perridsiie considera adecuado dado que también
se incluyen sustituyente$ Bon aportaciones al peso molecular muy bajas (&igLr).

Tabla 3.6. Proceso de seleccion primaria de mondmeros isiosétlirectamente comerciales para
el building blockguanidina sustituida?.

Guanidinas sustituidas

R = Q (sin limite de MW Inicial)
10115 total iniciales»524 comerciales233 (MW<300}-66 asequibles
NH R = Ak (obliga a MW<300)
-R 13845 total iniciales»505 comerciales505 (MW<300}-89 asequibles
R = Cb (sin limite de MW Inicial)
66 + 89 + 18 + 21494 7721 total iniciales»68 comerciales»62 (MW<300)-18 asequibles

HN" N
20 H

R = Hy (sin limite de MW Inicial)
6250 total iniciales>96 comerciales»82 (MW<300}-21 asequibles

La eliminacion de fragmentos repetidos se realizmbtén directamente desde
SciFindeftlScholar 2003.

Por otra parte, de las 194 guanidinas resultargeseliminan otras 9 por ser formas
enantioméricas de otras incluidas en la busquddaoftvo es que los programas usados para el
tratamiento de la quimioteca virtual posterior (MQECerius2) ignoran la informacion
estereoquimica, ya sea durante la obtencion deklmdddimensional (Cerius2) como en el
mismo momento de la importacion de un fichedefile (MOE).

3.2.2.1. Filtrado por viabilidad sintética, toxicicad y estabilidad

Anélogamente al caso anterior, se filtran los l@Bmuestos restantes segun diversos criterios:
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Capitulo 3. Seleccion por diversidad

. Viabilidad sintética. Para no interferir con una posible sustitucionledfida, se descartan
cuatro compuestos bromados y uno yodado. En la& 88 se muestra la distribucion de
compuestos halogenados que finalmente se incluyémlista de reactivos.

12+
104
8,
oCl mF
g o
g
F*
4,
| '
O B
1 2 3 6
#Hal6genos
Figura 3.8. Distribucidn de reactivos halogenados incluidosaeseleccion final de guanidingg.

* Filtrado segun criterios de toxicidad, reactividady estabilidad. No se detectan
compuestos que satisfagan los criterios de la Talda Sin embargo, se excluyen 12
estructuras que presentan dos grupos funcionassdjno.

e Filtrado por peso molecular.Pese a que en teoria, el filtrado de SciFin@sholar 2003
por peso molecular deberia eliminar todas aquesicturas con un peso molecular
superior a 300 g/mol, se detecta que existen ceatracturas que superan levemente este
limite. En cualquier caso, el peso real aportadp glosustituyente Res inferior a
300 g/mol, como puede observarse en la FiguraeB.fa que se detalla la distribucion de
pesos moleculares aportados por este fragment®i Re aplicara estrictamente el limite de
170 g/mol, se descartarian 73 estructuras del detdl65 guanidinas finales seleccionadas
(44%).

300

MW (g/mol)
= = n N
o o o al
o o o o
|

3]
o
L

o

0 50 100 150 200
Id Molecula

Figura 3.9. Distribucién de pesos moleculares aportados pordstos R

e Filtrado por numero de anillos. Se eliminan dos estructuras que presentan trégsani
una estructura macrociclica con un anillo de 12whies.

En resumen, de los 185 compuestos previos aldiltseegun estos cuatro criterios, se excluyen
un total de 20 [5 (viabilidad sintética) + O (Pe®swolecular) + 3 (anillos) +12 (toxicidad,
reactividad)]. Asi, el nimero de resto$ ¢®nsiderados es de 165, aportados por guanidinas
sustituidas comerciales.
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3.2.3. Comparacion de los restos Ry R* seleccionados con los restos presentes en
inhibidores de tirosina quinasas descritos en la biiografia

A continuacién se presentan aquellos restos descpbr Klutchkd* y Hamby** en las
7-oxopirido[2,3d]pirimidinas descritas por ellos con actividad bitlora de tirosina quinasa y
gque se encuentran recogidos en las seleccionesckivps de la quimioteca virtual.

En la Tabla 3.7 se recogen los correspondientassrd® aportados por los ésteresp-
insaturados y en la Tabla 3.8, los restbgjportados por las guanidinas sustituidas.

Tabla 3.7. 21 Restos R descritos en 7-oxopirido[2@pirimidinas con actividad inhibidora
tirosina quinasi® 3
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Tabla 3.8. 8 Restos Rdescritos en 7-oxopirido[2 @pirimidinas con actividad inhibidora tirosina
quinasd* **e incluidos en la seleccion de guanidinas sudtsui

CH,-
o s
NN
7 o IS -
Cl Me MeO

De un total de 31 restos' Recopilados de las referencias [342] y [344], &itas se encuentran
presentes en esta quimioteca. Por otra parteptasentacion de restos Ractivos" es mucho
menor ya que Unicamente se incluyen 8 de los Sipilados debido a que los 47 restantes no
son comerciales.
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3.3. Enumeracion de la quimioteca

La seleccion de reactivos del apartado anteriaderii65 restos Ry 216 restos R que
combinados con los 3 posibles restégdnino, oxo e hidro) generan una quimioteca Virtiea
106920 compuestos.

Sin embargo, en la planificacion sintética de lasma, se decide inicialmente comenzar a
desarrollar los derivados 4-amino, 4-oxo y postarente los 4-hidro. Por ello, la construccion

de las quimiotecas se mantiene independiente, es, d& construyen tres quimiotecas

combinatorias independientes correspondientes @ waa de las posibles sustituciones en C-4,
cada una de las cuales contiene 35640 compuestasddtante, se denomina a la quimioteca
4-oxo: BIB_Oxo, a la 4-amino: BIB_Amino y a la 4dho: BIB_Hidro.

La enumeracion de una quimioteca corresponde arlstrticcion automatizada de la tabla de
conectividades. Esta construccion puede realizagén dos esquemas:

«  Por fragmentos. Se identifica etore o scaffoldcomln de los productos y sus puntos de
sustitucion, constituyendo el patrén de numeracdtemplate Los reactivos deben
modificarse suprimiendo la funcionalidad que quedgiobada en éemplatee indicando
el atomo a enlazar en los puntos de sustituciGste

« Por reactivos. La quimioteca se genera a partir de los reactimafterados y una
descripcion de la(s) reaccion(es) quimicas implsag@mulando la sintesis convencional
del laboratorio.

En este caso la enumeracion se realiza con el m@dalog Builderde Cerius2 que sigue el
esquema por fragmentos. Para ello, los reactivbsrdenodificarse a fragmentos, indicando el
punto de unién con @lore mediante urdummy atontipo X. Este médulo no dispone de una
funcién que realice el proceso de manera automaimalo que en principio debe realizarse
manualmente. Para reducir la laboriosidad, se pmapscripts en lenguaje TCL Tool
Command Language que manipulan lossd-fles de los reactivos convenientemente.
Finalmente, la enumeracion se realiza siguienédselema de la Figura 3.10.

Os N ‘NYNH\&
R—X + Ri—X —— N BIB_Oxo0
RA
H (0]

Os N N _NH —
R
‘ Y .
—_— _N

Ri—X 4+ Ri—X BIB_Amino
RA
H  NH,
Os N ‘NYNH\&
R—X + Ri— X —— _N BIB_Hidro
R,
H H

Figura 3.10. Esquema seguido en la enumeracion por fragmentoslad tres quimiotecas
combinatorias.

La construccion se realiza directamente emsdHfile en formato 2D. Alternativamente, Cerius2
dispone de un fichero en formato binafiaff que permite la manipulacién mas eficiente de las
quimiotecas combinatorias. Sin embargo, no se tdataun formato estandar a todos los
programas de disefio molecular.
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3.4. Optimizacion y descripcion de las quimiotecas

Cada uno de los ficherasl-file de las quimiotecas se importa al programa MOEddase
realiza la optimizacion (estructuras 3D) corfaete field MMFF94 fijando como condiciones
de terminacion un gradiente inferior a 0.01.

En el mismo programa se calculan los siguientesrigésres (apartado 1.6):

+ Indices topoestructurales indices de Wiener y Zagreb, nimero de polaridad\Viener,
radio topoldgico, diametro topoldgico, indices derfa de Kier k, % y k), indice de
Balaban e indice de forma de Petitjean.

« Indices topoquimicos indices de conectividad de orden 0 y %), indices de
conectividad de valencia de orden 0 y*{',{x"), indices de forma de Kier modificados
(*Ke» %kq Y °ka) y el indice de flexibilidad de Kiep.

« Indices topologicos basados en la teoria de la imfoacion: contenido de informacion de
un sistema con elementosd_|C), indice de contenido medio de informacion de ritagn
de adyacencia, indice de contenido medio de infodnade igualdad de adyacencia,
indice de contenido medio de informacién de iguhlde distancia e indice de contenido
medio de informacidn de magnitud de distancia.

e Descriptores de forma: globuralidad, momento de inercia principal, radi® giro y
volumen molecular de van der Waals calculado mégliana aproximacion en mallas.

e Descriptores fisicoquimicos: peso molecular, momento dipolar, suma de
polarizabilidades atomicas, densidader{s, obtenida a partir de volumen molecular
calculado por mallas), logaritmo del coeficiente plarticion (SlogP), refractividad
molecular (SMR), descriptores derivados de la dagogtencial deforce field (potencial
total, componente electrostatica de la energianp@key energia de solvatacion), carga
formal de la molécula, superficie molecular acdesildrea de la superficie polar y
descriptores de carga parcial (Q_PC+,Q_PC-,Q_RBCRPC-).

«  Descriptores de Carga Parcial y Area de superficieDASA, FASA+, FASA-, FASA _H,
FASA_P.

La dimensionalidad de cada conjunto se reduce miedanalisis de componentes principales
(PCA) mediante el programa MOE, manteniendo todoglios PCs que resumen un 90% de la
varianza de los datos: 8 PCs para BIB_Oxo, 7 PGsBi&_Amino y 8 PCs para BIB_Hidro.

En la Figura 3.11 se representan las tres quina@eteen funcion de sus tres primeras
componentes principales.
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Figura 3.11. Representacion de las quimiotecas (a) BIB_OxoB(B) Amino y (c) BIB_Hidro en
funcion de sus tres primeras componentes prin@pajee explican el 75.6 %, 76.5% y 75.7% de la
varianza respectivamente.

3.5,  Seleccion de compuestos y analisis de resultados

Para realizar la seleccion de compuestos se aplasammétodos de particiorcdll-basedl
(apartado 1.10.2.3) en formdidl array, implementados en el programa Cerius2. La particié
del espacio se realiza mediante el algoritm@gémum Binnings como métricas de diversidad
se utilizan las cuatro funcionese(l-based Fractioncell-based Chi2, cell-based Entropycell-
based Densifycorrespondientes a las ecuaciones [1.103], []-[10507] del apartado 1.10.1.
Como algoritmo de optimizacion se usa Monte Caxbm, una temperatura de 300 y un nimero
de ciclos suficientemente alto (500.000).

Se escoge el métodeell-basedcomo método de seleccion frente a métodos basados
distancias porgue estos Ultimos tienden a ideatiftompuestos situados en los extremos de la
guimioteca €dge design Por otra parte, el uso de métodos diestering tedricamente
superiores en cuanto a la homogeneidad de la g#lese descarta ya que, por una parte no es
posible realizar seleccionésll array en el programa Cerius2 y, por otra, el tamafio diase
guimiotecas se supera ligeramente el limite de meamceptado por los métodos dastering
implementados en PRALIN$180.000 compuestos).
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El recubrimiento de las quimiotecas combinatoriti¢eimidas por cada una de las cuatro
funciones obijetivo citadas se evalla también pdpdoscell-basedatendiendo a dos criterios
(apartado 1.10.4):

*  Recubrimiento de espacio(SPC) Relacion entre el nimero de celdas ocuppdal
subconjunto y el nimero de celdas totales reseladé una particion del espacio. Este
criterio coincide con el criterio a optimizar parfuncidncell-based Fraction

*  Recubrimiento de poblacion(POP). Relacion entre el nimero de moléculas presem
las celdas ocupadas por el subconjunto y el nunmab de moléculas contenidas en la
guimioteca.

Para realizar esta evaluacion, se determina primerge un marco de referencia en el que
interesa que la distribucion de compuestos seads homogénea posible y en el que se
minimice el nUmero dsingletongpresenteshins que contienen un Unico compuesto).

3.5.1. Eleccion de un marco de referencia
Para cada una de las quimiotecas se realizan miésraiveles de particion segun el algoritmo

de Optimum Binning La distribucion de compuestos en las celdas pada una de las
particiones y las tres quimiotecas se muestra EBiglaa 3.12.

6000 + 6000 +
BIB_Oxo * 74 bins BIB_Amino # 86 bins
5000 4 . = 141 bins 5000 A = 103 bins
A 262 bins N A 123 bins
8 4000 . x 294 bins € 4000 | x 222 bins
[} Q
o . x 307 bins o A X 268 bins
i -
& 3000 | . *37LLINS 8 3000 .
3 + 464 bins 3] ¢ .
2 - < . % g
<] A A
= 2000 1 t = 2000 1 . i x
#* * [ ] A 3 X X
s - ¥ ' $ -
L] X L] L}
1000 | $ 1000 | ]
0- 0-
a b
6000 ~ 4000
BB Hid # 78 bins
5000 4 _nidro m 148 bins 3500 ¢ BIB_Oxo_141
% 4 162 bins 3000 @ o BIB_Amino_103
. x197 bins | 2 - x BIB_Hidro_148
o i [} g —
g % Y X x233bins O 2500
S s e399bins &
S 3000 3
3 *
2 L] o X 3
: : : :
2000 - ] *
H*
. I A § X
1000 | H % x !
0 i ‘ Bins ordenados por tamafio

c d

Figura 3.12.  Andlisis de la uniformidad en la distribucion dempuestos de distintas particiones
segln el algoritmoOptimum Binningpara cada una de las tres quimiotecas: (a) BIB, Qkp
BIB_Amino y (c) BIB_Hidro. En la leyenda se indied nimero total de celdas ocupadas en cada
particion. (d) Distribucién de compuestos en Idipamn de referencia seleccionada para cada queceot
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Alternativamente, en la Tabla 3.9 se muestra elendndebins totales de cada una de las
particiones, el numero dens ocupados, el nUmero dingletonsy el nimero ddins con una
cantidad de compuestos inferior a diez.

Tabla 3.9. Caracterizacion de cada una de las particiones @ada quimioteca en funcién del
namero total desingletonsy nimero debins ocupados por menos de diez compuestos. En negrita
aparecen las particiones seleccionadas para caddeuas quimiotecas.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
# Bins Totales 96 192 384 576 768 1152 1728
BIB Oxo0 # Bins Ocupados 74 141 262 294 307 371 464
- # Singletons 2 9 20 20 56 75 113
# Bins <10 compuestos 14 36 84 65 149 209 281
# Bins Totales 96 128 192 384 480
. # Bins Ocupados 86 103 123 222 268
BIB_Amino # Singletons 5 11 16 35 49
# Bins <10 compuestos 7 44 48 109 153
# Bins Totales 96 192 256 384 576 1152
. # Bins Ocupados 78 148 162 197 233 399
BIB_Hidro # Singletons 5 7 27 38 42 75
# Bins <10 compuestos 10 23 82 101 115 235

Considerando la uniformidad de la distribucion pprando un bajo nimero déngletons se
toma como particion referencia aquella que divileegpacio quimico de la quimioteca
BIB_Oxo en 141 bins, BIB_Amino en 1@8nsy BIB_Hidro en 14&ins En la Figura 3.12.d
se muestra la distribucién de compuestos en ldasebins para cada una de ellas.

3.5.2. Evaluacion de las selecciones segun las ocoidtinciones objetivo

En principio, el tamafio de seleccion de la quintiata sintetizar se plantea de unos 100
compuestos en formato combinatorio. A falta desttatos, lo mas adecuado es que el peso
asignado a cada uno de los reactivos que compdrieth &ray final sea equilibrado, es decir,
realizar una seleccion £00. Para una quimioteca de tamaRp el tamafio de seleccidon

usualmente considerado 6ptimo correspond&para las seleccioneberry picking Para las
quimiotecas de 35640 compuestos, este valor se efitdorno a 166 compuestos. Aplicando el
mismo criterio para cada uno de los puntos de sived de la quimioteca, resulta eHIR3 y
R'15. Estos valores son ligeramente superiores adar 110, por lo que se estudia el
recubrimiento de diversas combinaciones de restoaprendiendo el rango de 5-25 para cada
uno de los restos'R R

En la Tabla 3.10 se muestran los tamafios de sétepara cada una de las combinaciones de
restos Ry R para los que se realizan seleccidinéisarray.
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Tabla 3.10. Tamafios de seleccién resultantes de cada una derlfiguraciones RR”.
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 B 25
5 25
6 30 36
7 35 42 49
8 40 48 56 64
9 45 54 63 72 81
10 50 60 70 80 90 100
11 55 66 77 88 99 110121
12 60 72 84 96 108120 132 144
13 65 78 91 104117 130 143 156 169
14 70 84 98 112126 140 154 168 182 196
15 75 90 105120 135 150 165 180 195 210 225
16 80 96 112 128 144 160 176 192 208 224 240 256
17 85 102 119 136 153 170 187 204 221 238 255 272 289
18 90 108 126 144 162 180 198 216 234 252 270 288 306 324
19 95 114 133 152 171 190 209 228 247 266 285 304 323 342 361
20 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
21 105 126 147 168 189 210 231 252 273 294 315 336 357 378 399 420 441
22 110 132 154 176 198 220 242 264 286 308 330 352 374 396 418 440 462 484
23 115 138 161 184 207 230 253 276 299 322 345 368 391 414 437 460 483 506 529
24 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480 504 528 552 576
25 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Tanto las selecciones como su evaluacion se caleutdiantescripts programadas en TCL.
Los resultados se muestran en las gréficas triditoeales de las Figuras 3.13-3.18. Cada
conjunto de cuatro gréficas corresponde a la evdlnale las selecciones optimizadas segun las
cuatro funciones objetivo citadas. Para cada quéo& se generan dos cuartetos
correspondientes a la evaluacion del recubrimiggmotérminos de espacio y poblacion,
respectivamente. Los dos ejes horizontales comefgpoal niumero de reactivos seleccionados
para cada punto de diversidad' (R R). El eje vertical representa el recubrimiento. La
gradacion en colores indica el rango de valoregleque se sitia el recubrimiento de cada
punto, segun se especifica en la leyenda.

135



Capitulo 3. Seleccion por diversidad
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Figura 3.13. Evaluacion del recubrimiento en espacio paradasre funciones eBIB_Oxo.
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Figura 3.14. Evaluacion del recubrimiento en poblacién paralatro funciones eBIB_Oxo.
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Evaluacion del recubrimiento en espacio paraudasre funciones eBIB_Amino.
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Figura 3.18. Evaluacion del recubrimiento en poblacion paralesro funciones eBIB_Hidro .
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En primer lugar, se observa cémo el recubrimientééeminos de poblacién es muy elevado,
con una gran parte de las selecciones superargf¥ebe recubrimiento. Esto es debido a que
la distribucion en celdas de los compuestos no otglmente homogénea, por lo que

muestreando un nimero adecuado de celdas se consigouen recubrimiento en poblacion.

Esto se refleja, por ejemplo, en los resultadoerotbbs para BIB_Amino, en los que al estar la
particion realizada en un menor niumero de celdasyldienen en promedio recubrimientos

mayores.

Comparando las diferentes funciones, se observa danfuncion cell-based Densityque
optimiza principalmente la poblacion es precisamdatque muestra menores superficies de
bajo recubrimiento. Sin embargo, significativamepéga el caso de la quimioteca BIB_Oxo
(Figura 3.14), esta funcion es la que contiene ea ands reducida de selecciones con
recubrimientos comprendidos entre el 90-100%, coatjua con las otras tres funciones
restantes. Esto puede deberse a que esta func&stremiuna menor region de la quimioteca en
términos de espacio, por lo que se le "escapadasejue contienen compuestos que pudieran
elevar estos resultados a los obtenidos para tas ties funciones (regiones en rosa en la
Figura 3.14).

Precisamente, evaluando el recubrimiento en tésrdieoespacio (Figuras 3.13, 3.15y 3.17) se
observa comeell-based Densitgs la funcion menos efectiva, especialmente piBa®xo y
BIB_Hidro, partidas en un mayor numero de celdagpadas. En general, los recubrimientos en
términos de espacio son inferiores (entorno a uximwadel 80%) a los valores obtenidos en
términos de poblacion.

Significativamente, destaca el comportamiento éigente superior de la funci@ell-based
Chi2 frente al cell-based Fraction.Dado que la funcioncell-based Fractionoptimiza
precisamente el criterio de evaluacion en espasiaacion [1.103]) estos resultados parecen
contradictorios. Sin embargo, debe tenerse en @w@ritecho de que la optimizacion/seleccion
se realiza en una particion cuyo nimero de celsagjusta” al tamafio de seleccidén requerido,
y que por lo tanto difiere de la particion utilizaen la evaluacion de recubrimiento (141, 103y
128bing). Por ejemplo, para seleccionarfuti array 5x5 el algoritmoOptimum Binninglivide

el espacio quimico en un nimero de celdas ocupafdam®r o igual al nimero de compuestos a
seleccionar. En este caso, corresponderia a urmoaeé 25 celdas ocupadas, mientras que el
recubrimiento se evalla en particiones de 141,y1038 bins para cada quimioteca. Asi este
criterio es altamente dependiente de la partick@hizada. Por otra parte, el critedell-based
Chi2 parece mostrarse mas robusto frente a la partid@rque explica que en las tres
quimiotecas se obtengan mejores resultados. Asin&ing relativo de los cuatro criterios en
términos de espacio correspondeelt-based Chi2> cell-based Fractiorr cell-based Entropy

> cell-based DensityPor ello, se propone la funci@ell-based ChiZzomo la adecuada para
realizar la seleccién ddull array a sintetizar. Segun este criterio, se alcanzafilgmeide
recubrimiento en espacio similares para las tramigtecas.

De hecho, la regién combinatoria que interesa delspento de vista de sintesis es la préxima a
los 100 compuestos, por lo que se analizan enl@lddal 21 configuraciones combinatorias en
esta region, mostradas en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. 21 configuraciones con tamafio de seleccion proxand 00, consideradas como
posibles elecciones a ser sintetizadas.

10x10 (100) 138 (104) 16:6 (96) 15 (95) &12 (96) 15 (105) %18 (90)
11x9 (99) 147 (98) 1%6 (102) 2665 (100)  &13 (104) &16 (96) 519 (95)
12x8 (96) 157 (105) 185 (90) *11 (99) 14 (98) &17 (102) %20 (100)
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En la Tabla 3.12 se muestran el valor promedio gldgviacion estandar (en paréntesis) del
porcentaje de recubrimiento en poblacion y espaaia las 21 configuraciones mostradas en la
Tabla 3.11.

Tabla 3.12. Promedio y desviacién estandar (en paréntesig)sdealores de recubrimiento.
BIB_Oxo BIB_Amino BIB_Hidro
%SPC %POP %SPC %POP %SPC %POP
Cell-based Chi2 59(2) 87(5) 64(9) 96(5) 61(2) 76(6)
Cell-based Density 26(2) 84(2) 25(2) 93(2) 26(2) 77(2)
Cell-based Entropy 45(2) 76(7) 45(2) 89(6) 48(2) 73(6)
Cell-based Fraction 53(2) 79(9) 53(2) 88(5) 54(2) 71(7)

En términos de poblacion, el recubrimiento promeldidas 21 selecciones es muy similar entre
los cuatro métodos, solapandose las desviacioté@sdes. En términos de espacio, el criterio
cell-based Chizs el que presenta un recubrimiento maximo en tlmdosasos. Asi, cuando la
particibn del espacio no es excesivamente homogéwa preferibles las funciones que
optimizan el espacio, ya que el recubrimiento drigmon también se satisface implicitamente.

Por otra parte, en las Figuras 3.13-3.18 se obs#nve no existe una tendencia caracteristica
de aumento/disminucion del recubrimiento al "de8#gar" alguno de los puntos de
diversidad, R6 R'. Es decir, no se observan cambios significativosle&aso de tratarse de una
seleccidon 285 o una %20, sino Unicamente la tendencia a incrementarsecebrimiento por
efecto de aumentar el tamarfio de seleccion.

Finalmente, se estudia la frecuencia de inclusidfaeseleccién de alguno de los fragmentos
"activos" descritos en el apartado 3.2.3, presegnelsis quimiotecas BIB_Oxo, BIB_Amino y
BIB_Hidro. En estodull arrays no se fuerza su seleccion, pero aun y todo, senabsomo si

se incluyen algunos de ellos, aunque sea por wsién probabilistica, ya que la identidad del
fragmento “activo” encontrado difiere a lo largolde selecciones. Para las 21 combinaciones
anteriores de la Tabla 3.11 y cada una de las qtéodas, se muestra en la Tabla 3.13 el
promedio de fragmentos "activos".

Tabla 3.13. Promedio del nimero de fragmentos "activos" imldsi en las 21 selecciones
combinatorias.

BIB_Oxo BIB_Amino BIB_Hidro
R R R R R R
Cell-based Chi2 0.67 0.48 0.14 0.24 0.62 0.43
Cell-based Density 0.57 0.57 0.33 1.14 0.43 1.52
Cell-based Entropy 1 0.52 0.19 0.57 0.28 0.52
Cell-based Fraction 0.86 0.81 0.14 0.43 0.24 0.71

3.5.3. Selecciones con las cuatro funciones objetiforzando la inclusién de un
fragmento "activo"

Para las 21 configuracionédll array de la Tabla 3.11 se repiten las selecciones fdzdan
inclusion de cada uno de los posibles fragmentotvés" mostrados en las Tablas 3.7 y 3.8.
Esto es, un total de 29 selecciones posibles aal@ @nfiguracion (8 restos R21 restos §.

En la Figura 3.19 se muestran los resultados debrieciento en términos de espacio y
poblacion para las selecciones optimizadas conrigdrio cell-based Chi2(Gnicamente se
incluyen las graficas de este criterio a modo dsmpjo visual y por brevedad). En estas
gréficas, los ejes del plano horizontal corresparatela configuracion en cuestion (de las 21
expuestas en la Tabla 3.11) y la identidad debriszado en cada caso (del 1 al 21 para los
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restos Ry del 22 al 29 para los restos)REI eje vertical representa el recubrimiento. La
gradacion en colores indica el rango de valoregleque se sita el recubrimiento de cada

punto, segun se especifica en la leyenda.
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Figura 3.19. Evaluacion del recubrimiento en espacio (SPC) ylgmdn (POP) para las 21
seleccionedull array en las que se ha forzado la inclusién de 1 fragmctivo” (R 6 R). Cell-based

Chi2 es el criterio a optimizar en todos los casos.

Se observa como no existe una tendencia signifcagin el incremento/reduccion del
recubrimiento por la presencia particular de nirgde los fragmentos reactivos. Por otra parte,
se destaca también la baja influencia en el recudmio causada por el desequilibrado de
alguno de los puntos de diversidad en las confagjomas para las quimiotecas BIB_Oxo y
BIB_Hidro en esta area de seleccion. Sin embangcelecaso particular de BIB_Amino, la
configuracion desequilibrada dé fente a R (20x5 frente a 520) incrementa el recubrimiento

en términos de espacio.
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De hecho, realizando woomde la gréfica de la Figura 3.15 correspondiengeevaluacion en
espacio del criterieell-based Chi2para esta region de seleccion, se observa elaréfatto
de aumento en el recubrimiento de espacio al déegula proporcion a favor de un mayor
namero de guanidinas.

En la Tabla 3.14 se muestran los valores de reuignio promedio en espacio y poblacion y
sus desviaciones estandar (en paréntesis) paed lasnfiguraciones 29 fragmentos fijados
optimizadas por los cuatro criterios y para cadadmlas tres quimiotecas.

Tabla 3.14. Promedio y desviacién estandar (en paréntesik)sdealores de recubrimiento para las
21 configuraciones 29 fragmentos de cada una de las quimiotecas.

BIB_Oxo BIB_Amino BIB_Hidro
%SPC %POP %SPC %POP %SPC %POP
Cell-based Chi2 59(2) 87(6) 63(8) 95(5) 60(2) 78(7)
Cell-based Density 26(2) 83(2) 25(2) 92(3) 27(2) 77(2)
Cell-based Entropy 45(2) 78(7) 53(6) 88(7) 47(2) 71(7)
Cell-based Fraction 53(2) 80(7) 62(6) 91(7) 54(2) 73(7)

Comparativamente frente a la Tabla 3.12, se obs#Em® no existen apenas diferencias en los
valores de recubrimiento obtenidos. Sin embarg@ate a comparar la actividad de la serie de
compuestoss0 con la seriebl, resultaria interesante disponer de productos pasenten
sustituyentes idénticos a los encontrados en ldgamas activas de la sefdd, constituyendo
éstos una posible referencia.

Es por ello que se continta analizando la influeeci la diversidad de la quimioteca al forzar la
inclusion de un namero mayor de fragmentos "activars las seleccioneull array. Asi,
basandose en las conclusiones de los estudios SpRestas anteriormente, se fuerza la
inclusion de los dos restos' Rrocedentes de éstereg-insaturados mostrados en la Figura
3.20. Por otra parte, se fijan también los dososeBt de la Figura 3.20, ya que son las dos
derivatizaciones con una mayor actividad en leed€dride las ocho guanidinas incluidas en las
quimiotecas iniciales.

R4 R4 Rt R?

X X
X
Cl Cl /\/\/X
HOOC
MeO OMe

Figura 3.20. Cuatro fragmentos "activos" forzados incluidodaenselecciones.

En la Tabla 3.15 se muestran los valores promeédioedubrimiento de espacio y poblacién
junto con sus desviaciones estandar (en paréngesis)las 21 selecciongdl array en las que
se han fijado los 2x2 fragmentos "activos". Se rmaemmbién el promedio de fragmentos
"activos" R y R* presentes en estas 21 configuraciones, evidentepevalor minimo es de 2.

Tabla 3.15. Promedio y desviacién estandar (en paréntesik)sdealores de recubrimiento para las
21 configuraciones en las que se han fijado losfagmentos "activos" de la Figura 3.20. Promedio d
fragmentos "activos" Ry R* presentes en estas 21 configuraciones.

BIB_Oxo BIB_Amino BIB_Hidro
%SPC %POP R' R %SPC %POP R! R* %SPC %POP R! R*
Cell-based Chi2 57(3) 86(5) 2.382.28 59(9) 93(9) 2.002.29 57(2) 82(6) 2.382.28

Cell-based Density ~ 26(2) 82(2) 2.293.05 24(2) 92(2) 2.292.62 26(2) 77(2) 2.293.04
Cell-based Entropy ~ 46(2) 79(6) 2.332.56 51(6) 90(6) 2.192.43 45(2) 74(4) 2.332.52
Cell-based Fraction  53(2) 81(5) 2.192.24 59(6) 91(8) 2.052.29 52(2) 78(6) 2.192.24
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De nuevo, no se observa una pérdida de recubrion@rhparado con las selecciones "libres"
(Tabla 3.12) o con las selecciones en las que derhado la inclusién de como minimo un
fragmento "activo" (Tabla 3.14).

3.5.4. Seleccion Final de quimiotecas candidatasitetizarse

A partir de las conclusiones de los apartados ianés; la eleccion de las quimiotecas
combinatorias candidatas a ser sintetizadas pdeagramioteca por separado se basa en:

*  Selecciones optimizadas bajo el critevedl-based Chi2ya que es el que presenta mejores
recubrimientos en términos de espacio y poblacion.

e Configuraciones equilibradas. Por un lado, no serttantrado una tendencia significativa
en el incremento de la diversidad al favorecerrésgncia de un determinado nimero de
restos R frente a R (o viceversa), exceptuando el caso de BIB_Amina pe region de
interés. Ademas, desde un punto de vista sintésiccesibilidad y compra de reactivos)
resulta mas atractivo. Asi, se opta por las condigionesfull array equilibradas con un
tamafio total proximo a 100: 10x10, 11x9 y 9x11.

« De los tres esquemas analizados: i) sin forzardmirfgagmento (libres), ii) forzando un
fragmento de un punto de diversidad vy iii) forzari® fragmentos; se consideran los
esquemas i) y iii). El segundo se descarta, yalggieecubrimientos obtenidos son muy
similares en todos los casos. El primero se mamt@mo referencia de diversidad al
extrapolar la seleccién de una quimioteca en orade abajo) y el tercero se mantiene por

el interés de disponer de productos "referenciadaliwidad comparativa frente a la serie
de compuestosl.

Con ello, se comparan para cada quimioteca (BIB, @& Amino y BIB_Hidro) seis
selecciones: 10x10 libre, 11x9 libre, 9x11 libr@x10 con 2x2 fijados, 11x9 con 2x2 fijados y
la 9x11 con 2x2 fijados.

Cada una de las selecciones se ha optimizado deranamdependiente en una quimioteca
concreta de las tres posibles (BIB_Oxo, BIB_Amin®l3_Hidro), por lo que los reactivos
presentes en la seleccion 6ptima sobre una de relagenen porqué coincidir con aquellos
contenidos en la seleccion 6ptima de otra quimiotéton el objetivo de que la lista de
reactivos sea comun a las tres quimiotecas, en pmraera aproximacion (véase a
continuacion), se opta por evaluar el recubrimiefgccada uno de Idsll arrays optimizados
para una quimioteca en las otras dos quimiotecstesHEesultados se muestran en la Tablas

3.16-3.18, en las que también se especifica el mirteal de fragmentos "activos" que
presentan.

Tabla 3.16. Recubrimiento en espacio y poblacién para laslécsenesfull array optimizadas
sobreBIB_Oxo. Se muestra también el nimero de fragmentos @&tipresentes en cada una de ellas
para Ry R’

Seleccion realizada en el espacio de BIB_Oxo

BIB_Oxo BIB_Amino BIB_Hidro R! R
%SPC  %POP %SPC %POP %SPC %POP
Chi2-10x10 60 87 33 90 34 77 2 -
Chi2-11x9 60 83 17 63 20 58 - -
Chi2-9x11 60 81 24 65 24 57 - -
Chi2-10x10 (2x2 fijados) 58 88 35 94 26 69 4 2
Chi2-11x9 (2x2 fijados) 57 88 34 93 28 72 3 3
Chi2-9x11 (2x2 fijados) 57 86 37 93 32 70 2 2
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Tabla 3.17. Recubrimiento en espacio y poblacion para laslécsenesfull array optimizadas

sobreBIB_Amino. Se muestra también el nUmero de fragmentos ‘@ tpresentes en cada una de ellas
paraRy R

Seleccion realizada en el espacio de BIB_Amino

BIB_Oxo BIB_Amino BIB_Hidro R! R
%SPC  %POP %SPC %POP %SPC %POP
Chi2-10x10 43 76 65 99 41 70 - -
Chi2-11x9 33 64 70 99 43 73 - -
Chi2-9x11 40 71 65 98 40 61 - -
Chi2-10x10 (2x2 fijados) 38 77 61 98 49 80 2 2
Chi2-11x9 (2x2 fijados) 37 73 64 98 42 67 2 3
Chi2-9x11 (2x2 fijados) 37 65 58 99 41 65 2 2
Tabla 3.18. Recubrimiento en espacio y poblacién para laslécsenesfull array optimizadas

sobreBIB_Hidro . Se muestra también el nimero de fragmentos @&tipresentes en cada una de ellas
paraRy R

Seleccion realizada en el espacio de BIB_Hidro

BIB_Oxo BIB_Amino BIB_Hidro R R*
%SPC  %POP  %SPC %POP %SPC  %POP

Chi2-10x10 32 70 43 90 62 72 - 1
Chi2-11x9 24 69 34 89 61 79 1 1
Chi2-9x11 26 68 45 90 61 68 1 1
Chi2-10x10 (2x2 fijados) 29 74 36 97 59 83 2 2
Chi2-11x9 (2x2 fijados) 36 75 53 95 59 74 2 2
Chi2-9x11 (2x2 fijados) 27 72 36 87 58 74 2 2

En primer lugar, se observa como la selecdidlh array optimizada en una de las tres
quimiotecas pierde un recubrimiento significativotérminos de espacio al extrapolarse a las
otras dos quimiotecas. En términos de poblaci@nseaentran las tres situaciones: i) apenas no
varian (por ejemplo, para el caso de las selecsidaeBIB_Hidro en BIB_Oxo, Tabla 3.18), ii)
se reduce el recubrimiento significativamente (@emplo, para el caso de las selecciones de
BIB_Amino en las otras dos) 0 iii) se incrementar(gjemplo, para las selecciones de
BIB_Hidro en BIB_Oxo o de BIB_Oxo en BIB_Hidro). Ba que la particion en celdas no es
especialmente homogénea en ninguno de los caspérdala de recubrimiento en espacio es
relativamente tolerable. Ademas, debe considergtse el recubrimiento maximo tedrico
(correspondiente a una seleccidmerry pickingde 100 compuestos) en las particiones de
evaluacion consideradas para cada una de las qecagde 100 compuestos es 71% (100/141)
para BIB_Oxo, 97% (100/103) para BIB_Amino y 67%(/1148) para BIB_Hidro.

En cualquier caso, para cada una de las seis m¢lesanostradas para cada quimioteca, se opta
por las tres en formato 10x10 con los 2x2 resjadds (mostradas en cursiva en cada una de
las tablas). El motivo es que no representan urdidaéde recubrimiento significativo frente a
las selecciones en las que no se ha forzado niegitivo (libres), priorizandose la inclusion de
fragmentos “activos” y el formato mas equilibradel chumero de reactivos (10x10).
Finalmente, entre estas tres candidatas, se ekcagieccion realizada sobre BIB_Oxo ya que
contiene cuatro fragmentos “activos”. Los compugsjae los componen se muestran en el
Anexo 1. Para més informacion del proceso de s$ntederirse a la quimioteca [361].

El disefio realizado, en el que se optimizan coopirde manera independiente para cada
guimioteca, presenta dos desventajas: i) los gystites propuestos para cada una de ellas

pueden diferir y ii) las diferencias de diversiaddubervadas en las Tablas 3.16-3.18 al extrapolar
una guimioteca a otra.
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Una alternativa para superar estas dos desverdgjds optimizacion simultdnea de las tres
quimiotecas, cada una en su espacio quimico, fdozamue presenten reactivos comunes que
maximicen de manera independiente cada recubrimi&nt esta optimizacién multiobjetivo, la
funcion a optimizar corresponde a la suma pondedladas contribuciones de cada una de las
quimiotecas. En el momento de realizar las selaesi@aqui presentadas no se disponia de esta
funcionalidad, pero debido a su utilidad, se depideeder a su implementacion en el programa
PRALINS y comparar ambas situaciones (no confucaiir el criterio de Pareto presentado en
el apartado 8.4).

En la Tabla 3.19 se muestran los recubrimientogeminos de espacio para cada quimioteca
obtenidos al realizar i) tres selecciones 10x1thopandose el criteriaell-based Fractiorde
manera independiente para cada quimioteca (comel @aso anterior) y ii) una seleccion
multiobjetivo 10x10 en las tres quimiotecas bajoreerio cell-based Fraction

Para facilitar el proceso y dado que Unicamentepr&tende mostrar los efectos de la
optimizacién multiobjetivo, se realiza el calculonclos componentes principales calculados
sobre el total de la quimioteca (106920 compuesfus) lo que las particiones de referencia
obtenidas para cada quimioteca difieren de lagiantente mostradas y de ahi el hecho que el
recubrimiento sea superior al mostrado anteriorenefssi, en este caso el nimero de celdas
ocupadas para cada quimioteca es de 95 (BIB_Oxo)XB®B_Amino) y 93 (BIB_Hidro).
Ademas, el criterio de particion éptima que estilePRALINS y Cerius2 para realizar la
seleccion difiere. En cualquier caso, se observaocta optimizacion multiobjetivo, si bien
pierde algo de recubrimiento respecto a cada udasdguimiotecas individuales (%6 80, 81

vs 83 y 79vs 83), impide la pérdida de recubrimiento al exttaptas selecciones realizadas
sobre una quimioteca concreta a las dos restantes.

Tabla 3.19. Recubrimiento en espacio para tres seleccionepémdiientes realizadas sobre cada
una de las quimiotecas y para una seleccion midtisb que maximiza el recubrimiento en las tres
quimiotecas a la vez, escogiendo reactivos comunes.

SPC (BIB_Ox0)  SPC (BIB_Amino)  SPC (BIB_Hidro)

Seleccion Multiobjetivo 76 81 79
Seleccion 6ptima en BIB_Oxo 80 69 67
Seleccion 6ptima en BIB_Amino 66 83 67
Seleccion éptima en BIB_Hidro 65 67 83
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Capitulo 4.

Cribado por métodos basados en ligandos

Una vez establecida una metodologia de seleccidood®uestos basada en diversidad, se
adopta la estrategiggand-basedpara la identificacion de potenciales inhibidorestidosina
quinasas ATP-competitivos. Particularmente, sedestuy comparan tres métodos de blusqueda
farmacoforica:

i) Busquedas de similitud basadas en las represemégcion vectores de
correlacion de puntos potenciales farmacoforic@ds] €3D (apartado 1.6.5)

i) Modelo farmacoférico manual generado con el progratOE (apartado
1.7.1)
iii) Modelo farmacoféricduzzysegun la metodologia SQUID (apartado 1.7.2)

Tras la validacion retrospectiva de las tres apnagiones, éstas se han aplicado en la
caracterizacion de los 106920 compuestos de lasquaniotecas BIB_Oxo, BIB_Amino y
BIB_Hidro descritas en el capitulo anterior.

Actualmente, existen varias estructuras co-cridis de tirosina quinasas con diversos
inhibidores en los que éstos se unen a la zonanide de la adenina del ATP mediante un
motivo compuesto de uno, dos o tres puentes dédgedo. Este modelo de interaccion se ha
utilizado en la generacion de modelos farmacoféramncillos, como el publicado por Lyee
al®® para la identificacion de inhibidores de la ChexikPquinasa 1 (chk 1). Estos autores
aplican un filtro basado en la presencia de un dgdon aceptor de puente de hidrégeno
comprendidos entre si en un rango de distanciads3%2.40 A. Aunque probablemente muy
aplicados en VS, no existen muchos modelos farmécos publicados, a excepcion de uno
presentado en el afio 2004 por Aronetv af’®. Este modelo, definido por cinco puntos
farmacoféricos identifica inhibidores “promiscuogfuellos con actividad en el rango nano- y
micromolar frente a varias quinasas con diversifietional. Ademas, el modelo distingue
también entre estos inhibidores “promiscuos” y ®irthibidores con mayor selectividad frente
a quinasas. Sin embargo, los datos disponiblescaalls no permiten reproducir este modelo
con fines comparativos.

4.1. Bases de Datos utilizadas en la validacion retrosgtiva

Como se ha expuesto en el capitulo 3, el intereprdgecto se focaliza inicialmente en los
sistemas pirido[2,8pirimidinicos descritos en el apartado 2.5, y quaben principalmente
RTKs como FGFR, PDGFR, EGFR y NRTKs como c-Src.

Precisamente, se ha publicado la estructura delREGEo-cristalizado con un derivado
pirido[2,3-d]pirimidinico, concretamente el PD1730747(entrada PDB 2fgi) (Figura 4.
Por ello, la compilacién de ypool de activos para validar retrospectivamente |cs rimétodos
citados se focaliza inicialmente en los inhibidokd$-competitivos de FGFR.
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Figura 4.1. Estructuras de inhibidores co-cristalizados coRrRG

Se han seleccionado compuestos con actividadelscedem nano y micromolar (Kg<50uM),
evitandose los compuestos agregantes descrit@srefetencia [360]. En total, la base de datos
contiene un total de 288 estructuras, represeatativle seis scaffolds distintos:
pirido[2,3-d]pirimidinas’*?**’  7-alquilurea pirido[2,3f]pirimidinas®®*3*  naftiridin-2(1H)-
onad®, indolin-2-ona¥**** 1-fenilbenzimidazole§’ y 4-anilinoquinazolingd’*"2 Las
estructuras de estgsaffolds,asi como el numero total de compuestos de caddeietios (en
paréntesis) se muestran en la Figura 4.2. En éaemtia [373] puede encontrarse una revision
de inhibidores de FGFR.
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Figura 4.2. Seisscaffoldsincluidos en la base de datos de inhibidores deRF&T P-competitivos.

Estos compuestos no muestran un perfil de seldativiperfecto, por lo que también son
inhibidores, con una kg variable dentro del rango descrito, de PDGFR, EGFBrc y, en
algunos casos, de VEGFR. En el Anexo 2 se encuetdfauladas las 288 estructuras y sus
valores de |G, correspondientes. En adelante, gstel de activos se denomina ACTIV_1.

Ademas, se han filtrado 452 estructuras indexadas dnhibidores de tirosina quinasas de la
base de datos COBRA, version #?3De ellas, se mantienen Gnicamente aquellas astasc
que son inhibidores ATP-competitivos de los RTKdeylos NRTKs de la familia Src y que no
se encuentran presentes epal ACTIV_1. Asi, se obtiene un segungool de activos, que se
denominara COBRA, formado por de 104 compuestos.

El principal motivo de dividir el sate inhibidores en dgsoolsdiferentes reside en que, de este

modo, se dispone de un conjunto (ACTIV_1) conveeigente construido para realizar un
analisis de diversidad de los compuestos identifisgor los tres modelos (véase abajo).
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En ambos casos, glool de compuestos inactivos usado en el ensayo rettbspeesta
compuesto por los restantes 4931 compuestos de @0BRanotados como inhibidores de
tirosina quinasas. Como en la mayor parte de \@bidas retrospectivas, la inactividad de estos
compuestos frente a TKs se presupone. Asi, lopdolsde activos, ACTIV_1y COBRA, se
diluyen independientemente en egieol de inactivos para generar las bases de datos
Base ACTIV_1y Base COBRA.

Tal y como se ha comentado en el apartado 1.7r2pdélo SQUID requiere la optimizacion
del radio de clusterc(uster radiuy y de una serie de pesos adicionafeat(rre-type weighjs
para cada caso de estudio. Para agilizar los calcasi como para obtener una significatividad
estadistica, se generan cuatro sets aleatoriogiad@®ACTIV_1 de manera que contengan 20
compuestos representativos de cadaffold Estos, se denominan Base ACTIV_1 alel ...
Base ACTIV_1 ale4. Cada uno de ellos, se diluyeretotal de 2000 compuestos escogidos
también aleatoriamente debol de 4931 inactivos. Esta proporcion se ha escaggdmanera
gque se mantenga aproximadamente la relacion irdaiad CTIV_1 (120/2126288/5219). Para
realizar esta seleccion aleatoria se prepara wnefieqprograma en C.

En la Tabla 4.1 se muestran las relaciones entngirekro de activos, inactivos y el nimero
total en cada base de datos.

Tabla 4.1. Resumen de la composicién de cada una de las dastatos.
Base de Datos #Activos  #lnactivos Total Activos/Tata
Base ACTIV_1 288 4931 5219 0.055
Base COBRA 104 4931 5035 0.021

Cada set aleatorio:

Base ACTIV_1 alel...Base ACTIV_ 1 ale4 120 2000 2120 0.057

En cada uno de los casos, se genera una baseodenuaticonformacional con el programa
MOE, calculandose hasta un maximo de 50 conformasigoor molécula, utilizando los
parametros del programa por defecto. Cada unasdmligormaciones se minimiza corfaice
field MMFF94 y pardmetros por defecto. EI nUmero de @onéros totales es: 895800l de
activos de ACTIV_1), 910960l de activos COBRA) y 205529dol de inactivos). Excepto en
los casos indicados, se trabaja siempre con l&s lkesdatos multiconformacionales.

4.2. Plantillas utilizadas en la generacion de los modes farmacoféricos

Ademas de PD173074, actualmente (mayo 2006) sesetnan depositadas enRlotein Data
Bank® otras dos estructuras tipo indolin-2-ona co-diisidas con el dominio TK del FGFR1:
SU5402 (entrada PDB 1fgi) y SU4984 (entrada PDBV)Hg (Figura 4.1). Ambos compuestos
inhiben la autofosforilacion de FGFR inducida p&@H-con 1G, de 10-2QuM (SU5402) y 20-
40 uM (SU4984).

Para analizar la influencia del alineamiento ifigialas plantillas en la diversidad de los
scaffolds identificados, se planea construir alineamientasnmécoféricos “incrementados”:
incluyendo consecutivamente una molécula reprethemtale cada una de las seis clases
contenidas en ACTIV_1 (Figura 4.2).

Evidentemente, para la clase 7-alquilurea piridsfpirimidina, se escoge la estructura co-

cristalizada de PD173074. Dado que SU5422 Figura 4.1) y SU49486() pertenecen a la
misma familia estructural, se selecciona SU5402dded su mayor potencia frente a FGFR.
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Para las otras cuatro clases restantes sin esguntstalizada en FGFR, la seleccién de una
plantilla se basa en la actividad de los compugstsla presencia de sustituyentes similares a
los presentes en las estructuras de los compuestosstalizados. Estas cuatro plantillas se

muestran en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Cuatro compuestos incluidos como plantillas edieéamiento inicial.

4.3. Alineamientos farmacoforicos iniciales

Como se ha mencionado en los apartados 1.7.1 ¥, lef.alineamiento inicial de los
compuestos permanece “fijo” en la generacion deetosdarmacoféricos con MOE y SQUID.
Inicialmente, se alinean las estructuras co-citstdhs de PD173074 y SU5402 por
superposicion rigida, mediante la herramientaaaology alignmende MOE. Para el resto de
scaffolds se emplea el médulo de alineamiento flexible d®BM(MOE-FlexAligrf®,
manteniendo PD173074 y SU5402 “fijados”, respeatisate. Para ello, se escogen como
términos de similitud las opcioné$-bond donoy H-bond acceptor, Aromaticity, Acid/Base,
Hydrophobe, Partial Chargey Volume Se establece un maximo de 500 iteraciones,
manteniéndose el resto de pardmetros por defecto.

En la Figura 4.4.a se muestra la superposicioragieestructuras cristalinas de PD173074 y
SU5402. Para cada molécula, se indican las funigiaaes responsables del modo de unién
similar al del ATP. SU54G%° establece un puente de hidrégeno entre el N-& @elblinona y

el oxigeno del carbonilo del Gfidy entre el O-2 y el nitrégeno amidico de RfaEn el caso de
PD173074", el N-3 actta como aceptor del puente de hidrégesreespondiente con el
nitrégeno amidico de A& mientras que el nitrégeno del grupo butilamintiacomo dador
con el oxigeno del carbonilo de Al4 Este alineamiento se denomina en adelante
MODELZ2PDB. Curiosamente, el alineamiento flexibke $lU5402 frente a PD173074 (fijado)
resulta en una orientacion totalmente opuesta (&igu4.b), debido al peso de las interacciones
aromaticas.
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\
Ala 564

Figura 4.4. (a) Superposicién rigida de las estructuras cxiadizadas de PD173074 y SU5402.
Alineamiento inicial MODEL2PDB. (b) Resultado delineamiento flexible de SU5402 frente a
PD173074.

Respecto al alineamiento flexible de los cuatromeestos de la Figura 4.3 frente a PD173074,
Unicamente se obtiene un resultado fiable parasa de los compuest62y 63 (Figura 4.5.a).
Por otra parte, el compueséd es el Unico que se alinea de manera satisfachane a
SU5402 (Figura 4.5.b). En el caso del compué&oel alineamiento es deficiente frente a
ambos compuestos, PD173074 y SU5402, respectivamdiit criterio de bondad de
alineamiento se basa en la comparacién de la segieign de aquellos grupos funcionales que
puedan interactuar de manera analoga a como laHaseestructuras de referencia. Ademas,
estos resultados se han constatado paralelamantescobtenidos padocking resultados que
se discuten posteriormente en los apartados 53.2.%.

Figura 4.5. (&) Superposicion flexible de62 y 63 en PD173074. Alineamiento inicial
MODEL3ALIGNED. (b) Superposicién flexible d& sobre SU5402.

A la vista de estos resultados, se adopta tamlgm @lineamiento inicial el mostrado en la
Figura 4.5.a en el que conszaffolds participan una pirido[2,8}pirimidina (62), una 7-
alquilurea pirido[2,3H]pirimidina (PD173074) y una naftiridin®3g). En adelante, se refiere a
dicho alineamiento como MODEL3ALIGNED.

Finalmente, se propone un tercer alineamiento, MOIMEIGNED, resultante de fusionar
MODEL2PDB y MODEL3ALIGNED. Este alineamiento, maaio en la Figura 4.6 se
compone de cuatro de los setgespresentes en glool ACTIV_1. Por lo tanto, Gnicamente se
mantienen dos clases (1-fenilbenzimidazoles y raaguinazolinas) fuera del alineamiento.
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4.4.

Figura 4.6. Alineamiento inicial MODEL4ALIGNED.

Métricas utilizadas para evaluar loshits

Para evaluar las listas ti#s y la bondad de los métodos aplicados en cribatieavise utilizan

las métrica¥® mostradas en las ecuaciones [4.1]-[4.4], tipicaeaplicadas en blsquedas con
modelos farmacofdricos. En todos los cadbsprresponde al nimero de compuestos en la base
de datosA es el niumero de activos en la base de datoss el nimero de compuestos en la
lista dehits (verdaderos positivos + falsos positivodjlyes el nimero de activos en la lista de

hits.

Estos valores pueden calcularse sobre el totkl dase de datos, aunque normalmente se

calculan para ciertos porcentajes de base de datameada (tipicamente para el 5-10% de la
base de datos).
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Porcentaje de activos en la listahds (%0Y)

H

%Y =--2x100 [4.1]
Ht

A mayor valor, méas selectivo es el modelo o hipstismacofdrica.

Porcentaje de activos identificados (%A)

%A = HAaxloo [4.2]

A mayor valor, mas recubrimiento. Normalmente, a@esible capturar todos los activos,
por lo que los valores elevados de recubrimientosiselen alcanzar a expensas de
comprometer la selectividad (%Y).

Enriquecimiento €f)

_( Ha/H,
ef = (A/Nj [4.3]

Indica cuantas veces la lista bligs esta mas enriguecida en activos respecto a ladease
datos inicial. Por ejemplo, un valor de dos repisque es dos veces mas probable que se
seleccione aleatoriamente un compuesto de ladéstéts que de la base de datos.

Normalmente, este es el parametro utilizado en dosayos de cribado virtual.

Alternativamente, se suele acompafiar de una cwevendquecimiento correspondiente,
en la que se representa el porcentaje de actiengifidados en funcion del porcentaje de
base de datos escaneada, ordenada segun el véddudeion objetivo en cada caso.
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En estas curvas, una linea trazada sobre la diagepeesenta un ranking de los
compuestos aleatorio.

. Bondad de la lista daits (Goodness of Hit listGH)

GH = HaBA+H) x[l_ H, - Haj (4.4]
4H A N-A

Este parametro, introducido por Giinet af® para la comparacién de modelos
farmacofoéricos, permite evaluar la bondad de lajbéda farmacoférica estableciendo un
compromiso entre las métricgsY y %A, que normalmente compiten entre si.

Aparte de evaluar los métodos en términos de egriqiento, tasa a la que se identifican los
activos, es interesante establecer una medida devdasidad o la habilidad para identificar
leads diversos. Para ello, tipicamente se determinaosigmtaje de base de datos escaneada
necesaria para identificar al menos un compuegieesentativo de todos y cada uno de los
guimiotipos presentes.

45. Modelos farmacoforicos del MOE

Para todos los alineamientos estudiados con MOE,h@e aplicado dos esquemas
farmacoféricos: PCH y PPCH_ALL (apartado 1.7.1). barramienta Pharmacophore
Consensusse ha utilizado para agrupar todos los puntos mig#aeion de los ligandos en
features considerando Unicamente aquellas totalmente ocad#s dentro de una region
determinada por un radio de tolerancia. Se haroeaghd distintos valores de tolerancia.

Inicialmente, en la obtencién y refinamiento mardell modelo farmacoférico con MOE se ha
trabajado exclusivamente con un Unico subconjunteat@io de Base ACTIV_1,
Base ACTIV_1 alel, y con pbol de activos COBRA, formado por 104 compuestos.

45.1. MODEL2PDB y esquema PCH
En la Figura 4.7 se muestran los modelos obteragustir del alineamiento MODEL2PDB vy el

esquema PCH: a) con una tolerancia de 1 (MODEL2R®@BL) y b) con tolerancia de 1.2
(MODEL2PDB_tol_1.2). En la Tabla 4.2 se describes respectivafeatures

i
ey

F2: Acc F1: Don

Figura 4.7. Modelos farmacoféricos obtenidos con el alineandieMODEL2PDB y el esquema
PCH con (a) tolerancia de 1y (b) tolerancia de 1.2
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Tabla 4.2. Listado defeaturesque describen los modelos farmacoféricos obtenalqertir de
MODEL2PDB con esquema PCH y con tolerancia de 2y 1

MODEL2PDB_tol_1 MODEL2PDB_tol_1.2
ID_Feature Radio  Expresion ID_Feature Radio = Expresi6
F1 0.63 Dador F1 0.70 Aceptor
F2 0.70 Aceptor F2 0.99 Hidrofébico
F3 0.72 Aceptor o Hidrofébico F3 1.07 Aromatico
F4 0.99 Hidrofébico F4 1.31 Dador o Aromatico
Aceptor o Aromatico o
FS 131 Hidrofobico

En la Tabla 4.3 se muestran los valores correspaotedi de las métricas descritas en el apartado
4.4 para el cribado de Base_ACTIV_1_alel. Los taduk se muestran en funcion del total de
moléculas Hlfits, H) que satisfacen el modelo correspondiente, sienaide en funcion de la
RMSD (apartado 1.7.1). Se indica también el nanderéamilias descaffoldscon al menos un
representante incluido en la listales (columna “#Sca”), siendo seis el maximo posibie l&
columna “COBRA” se muestra el numero de compuesttisos identificados del total de 104
inhibidores ATP-competitivos delool COBRA.

Tabla 4.3. Enriquecimiento para los modelos derivados arpdet alineamiento MODEL2PDB y
el esquema farmacoférico PCHSca nuimero de familias dscaffoldscon al menos un representante
incluido en la lista dehits. COBRA numero de compuestos activos identificados dell tde 104
inhibidores depool COBRA. En cursiva se muestran las caracteristieda base de datos inicial.

Modelo farmacoférico Ha Ht %Y %A ef GH #Sca COBRA
Base ACTIV_ 1 alel 120 2120 5.66 100.00 1.00 0.00 6 -
MODEL2PDB_tol_1 16 436 3.67 13.33 0.65 0.05 2 15
MODEL2PDB_tol_1.2 25 365 6.85 20.83 1.21 0.09 3 6
MODEL2PDB_tol_1.2_F3Aro|Hyd 45 694 648 3750 1.19.10 5 39
MODEL2PDB_tol_1.2_F3Aro|Hyd_F4Donor 27 445 6.07 5®. 1.07 0.08 5 12
MODEL2PDB_tol_1.2_ F3Aro|Hyd F4Donor NoF2Hyd 79 124%.34 65.83 1.12 0.09 6 68

A partir del mejor modelo, MODEL2PDB tol_1.2, sdiopzan diversageatures

» MODEL2PDB_tol_1.2_F3Aro|Hyd. Se fuerza a que eldcter de F3 sea Aromatico 0
Hidrofobico.

e MODEL2PDB tol 1.2 F3Aro|Hyd F4Donor. Como el arderi pero F4 es
exclusivamente dador.

e MODEL2PDB_tol_1.2_F3Aro|Hyd_F4Donor_NoF2Hyd. Comaeterior, pero se ignora
F2 (Hidrofdbico).

Los valores de las métricas obtenidas por esto®lm®de muestran asimismo en la Tabla 4.3.
En todos los casos, el enriquecimiento obtenidpase, apenas supera un enriquecimiento
aleatorio €f >1). Incrementando la tolerancia a 1.4, los radieslasfeaturesse amplian
considerablemente, por lo que el modelo pierdeguama selectividad, reconociéndose cdriie

un total de 1823 de las 2120 moléculas presentes.

4.5.2. MODEL3ALIGNED y esquema PCH
En la Figura 4.8 se muestran los modelos obtenidospartir del alineamiento
MODEL3ALIGNED vy el esquema PCH: a) con una tolelancde 1

(MODEL3ALIGNED _tol_1) y b) con tolerancia de 1.2 QIDEL3ALIGNED_tol_1.2). En la
Tabla 4.4 se describen sus respectigatures
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F3: Acc | Don =

Figura 4.8. Modelos farmacoféricos obtenidos con el alineanneMODEL3ALIGNED vy el
esquema PCH con (a) tolerancia de 1y (b) tolesatheil.2.

Tabla 4.4. Listado defeaturesque describen los modelos farmacoféricos obtenaqeartir de
MODEL3ALIGNED con esquema PCH y con tolerancia del12.

MODEL3ALIGNED_tol_1 MODELS3ALIGNED_tol_1.2
ID_Feature Radio Expresién ID_Feature Radio Expresio
F1 0.59 Dador F1 0.59 Dador
F2 0.62 Aromatico F2 0.62 Aromético
F3 0.63 Aceptor o Dador F3 0.63 Aceptor o Dador
F4 0.66 Aceptor F4 1.19 Hidrofébico
F5 0.68 Aromatico F5 1.26 Aceptor
F6 1.26 Aceptor 1.28 Hidrofébico o
F6 o
Aromético
F7 1.87 Aceptor o Aromatico

A partir del mejor modelo, MODEL3ALIGNED _tol_1, sptimizan diversagatures
e MODELSALIGNED tol 1 NoF6. Se ignora F6 (aceptor).

e MODELSALIGNED tol 1 NoF6_ At Least4. Como el anteriqpero requiriendo que
como mucho se satisfagan cuatro de las dieaturespresentes.

A partir del mejor modelo, MODEL3ALIGNED _tol 1.2 sptimizan diversa®atures

e MODELSALIGNED tol 1.2 At Least 4. Se requiere quemo mucho se satisfagan
cuatro de las sieteaturespresentes.

e MODELSALIGNED tol 1.2 At Least 5. Se requiere quemo mucho se satisfagan
cinco de las sietleaturespresentes.

e MODELS3ALIGNED tol 1.2 NoF4_NoF5. Se ignoran fastureskF4 y F5

e MODELSALIGNED tol 1.2 NoF4 NoF5 No F6. Se ignorasfeaturesF4, F5y F6.

Andlogamente a la Tabla 4.3, se muestran en laaT4ld los resultados de la busqueda
farmacoférica sobre Base ACTIV_1 alel con estaesdei modelos obtenidos a partir de
MODEL3ALIGNED y con esquema farmacoférico PCH.
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Tabla 4.5. Enriquecimiento para los modelos derivados a irpadel alineamiento
MODELS3ALIGNED vy el esquema farmacoforico PCHSca nimero de familias decaffoldscon al
menos un representante incluido en la listaite COBRA nimero de compuestos activos identificados
del total de 104 inhibidores dpbol COBRA. En cursiva se muestran las caracteristieakla base de
datos inicial. En negrita aparece el modelo set&ealo en principio como 6ptimo de la serie.

Modelo farmacoférico Ha Ht %Y %A ef GH #Sca COBRA
Base ACTIV_1 alel 120 2120 5.66 100.00 1.00 0.00 6
MODEL3ALIGNED _tol_1.2 18 18 100.00 15.00 17.67 0.79 3 1
MODEL3ALIGNED_tol_1.2_At_Least_4 104 1774 5.86 86.6 1.04 0.04 6 99
MODEL3ALIGNED tol_1.2_At Least 5 82 652 12.58 68.33 2.22 0.19 6 60
MODEL3ALIGNED_tol_1.2_NoF4_NoF5 59 173 34.10 49.17 6.03 0.36 3 22
MODEL3ALIGNED_tol_1.2_NoF4_NoF5_No_F6 65 413 15.7454.17 2.78 0.21 4 31
MODEL3ALIGNED _tol_1 20 20 100.00 16.67 17.67 0.79 3 1
MODEL3ALIGNED_tol_1_NoF6 59 62 95.16 49.17 16.81 84. 3 7
MODEL3ALIGNED tol 1 NoF6_At Least4 60 252 23.81 @D. 4.21 0.27 3 28

Los modelos MODEL3ALIGNED tol 1.2 y MODEL3ALIGNEDok 1, pese a su Optima
selectividad, son excesivamente restrictivos, ‘waptdose” un minimo nimero de compuestos
activos: 18 y 20, respectivamente, del total de. 120eliminacion de lageaturesreferidas a
propiedades de las cadenas laterales, incrementaredro de activos identificados JH con
ello el recubrimiento (%A). En este sentido, sestgra como mejor modelo de esta serie
MODEL3ALIGNED _tol_1.2_At Least 5, ya que si bien mentifica tantos activos como
MODEL3ALIGNED tol 1.2 At Least 4, su selectividaslmayor.

4.5.3. MODEL4ALIGNED y esquema PCH
En la Figura 4.9 se muestran los modelos obteradon<e| alineamiento MODEL4ALIGNED y

el esquema PCH: a) con una tolerancia de 1 (MODEIGANED _tol_1) y b) con tolerancia de
1.2 (MODEL4ALIGNED tol _1.2). En la Tabla 4.6 se delsen sus respectivésatures

N v,
F3: Ace | Aro |Hyd g1. pon

Figura 4.9. Modelos farmacoféricos obtenidos con el alineatoieMODEL4ALIGNED y el
esquema PCH con (a) tolerancia de 1y (b) tolesatheil.2.

Tabla 4.6. Listado defeaturesque describen los modelos farmacoféricos obtenalqeartir de
MODEL4ALIGNED con esquema PCH y con tolerancia del12.

MODEL4ALIGNED _tol_1 MODEL4ALIGNED _tol_1.2
ID_Feature Radio Expresién ID_Feature Radio Expresio
F1 0.82 Aceptor F1 1.06 Dador
Aromatico 0
F2 1.06 Dador F2 1.34 Hidrofébico
Aceptor o Aromatico o
F3 190 idrofébico
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En la Tabla 4.7 se muestran los resultados de laqueala farmacoforica sobre
Base ACTIV_1 alel. Se observa que ambos modelogslamasiado poco selectivos, ya que
contienen pocateaturesy por lo tanto, existe un elevado nimero de mdédécidentificadas
comohits.

Tabla 4.7. Enriquecimiento para los modelos derivados a irpadel alineamiento
MODEL4ALIGNED vy el esquema farmacoférico PCHSca nimero de familias dsecaffoldscon al
menos un representante incluido en la listaite COBRA nimero de compuestos activos identificados
del total de 104 inhibidores dpbol COBRA. En cursiva se muestran las caracteristieala base de
datos inicial. En negrita aparecen los dos modateccionados como 6ptimos de la serie.

Modelo farmacoférico Ha Ht %Y %A ef GH #Sca COBRA
Base ACTIV 1 alel 120 2120 5.66 100.00 1.00 0.00 6 -
MODEL4ALIGNED _tol_1 102 1598 6.38 85.00 1.13 0.07 6 99
MODEL4ALIGNED _tol_1.2 106 1760 6.02 88.33 1.06 0.05 6 99
MODEL4ALIGNED _tol_1 F3Aro|Hyd 101 1541 6.55 84.17 .1& 0.07 6 76
MODEL4ALIGNED _tol_1 F3Aro|Hyd_F4Aro 101 1261 8.01 4.87 1.42 0.11 6 73
MODEL4ALIGNED_tol_1_F3Aro|Hyd_F4Aro_F6Aro|Hyd 66 86 14.19 5500 251 0.20 4 38
MODEL4ALIGNED _tol_1_F3Aro|Hyd_F4Aro_F6Hyd|F7Aro 65 360 18.06 54.17 3.19 0.23 4 31
MODEL4ALIGNED tol_1 F3Aro_F4Aro|Hyd_ F5Hyd 81 522 1552 67.50 2.74 0.22 5 30

Al contrario que en los otros dos alineamientosgste caso la optimizacion del modelo se
centra en afiadir una serie feéaturesque permitan aumentar la selectividad. Para sfiqparte
de MODEL4ALIGNED _tol_1:

e MODEL4ALIGNED tol 1 F3Aro|Hyd. Se afiade F3 corresgiente a puntos potenciales
farmacoféricos (PPPs) aroméaticos o hidrofobicosry un radio de 1.7.

e MODEL4ALIGNED tol_1 F3Aro|Hyd_F4Aro. Como el caseterior, pero se incrementa
con dosfeatures F4 (aromatico o aceptor, radio 0.68) y F5 (hidbato, radio 0.98).
Ademas, se fija uneonstraintde manera que se satisfaga como minimo una de dsda
(F4 o F5). (Figura 4.10.a).

e MODEL4ALIGNED tol_1 F3Aro|Hyd_F4Aro_F6Aro|Hyd. Comel caso anterior, se
aflade F6 (aromatico 6 hidrofébico, con radio 1A8emas, se establece que como minimo
se satisfagan cindeatures siendo F1, F2 (con radio disminuido de 1.06 8)0y5-3 (con
radio disminuido de 1.7 a 1.28) esenciales. (Figuta.b).

e MODEL4ALIGNED tol 1 F3Aro|Hyd F4Aro F6Hyd|F7Aro. Lfeature F6 afadida en
el caso anterior se desglosa en dos términos: iio{fbico, radio 1.2) y F7 (aromético,
radio 1.2) y se impone leonstraintde que se satisfaga al menos una de los dos.réFigu
4.10.c).

e MODEL4ALIGNED tol 1 F3Aro_F4Aro|Hyd F5Hyd. Presemds featuresincluidas en
la Tabla 4.8. (Figura 4.10.d).

Tabla 4.8. Listado defeaturesdel modelo MODEL4ALIGNED_tol_1 F3Aro_F4Aro|Hyd_Fg#i

MODEL4ALIGNED _tol_1_F3Aro_F4Aro|Hyd_F5Hyd

ID_Feature Radio Expresion %Conservacion
F1 0.82 Aceptor 100%
F2 0.59 Dador 100%
F3 0.68 Aromatico 75%
F4 1.28 Hidrofébico o Aromatico 50%
F5 0.76 Hidrofébico 75%
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F3:

: F6:
Aro | Hyd

Aro | Hyd
3 '\,‘"‘ B \‘
F4: Aro P ) 7 B F4: Aro )

Figura 4.10. Modelos farmacoféricos (a) MODEL4ALIGNED_tol_1_F&AHyd_F4aro.
(b) MODEL4ALIGNED _tol_1 F3Aro|Hyd_F4aro_F6Aro|Hyd.

(c) MODEL4ALIGNED _tol_1_F3Aro|Hyd_F4Aro_F6Hyd|F7Aro

(d) MODEL4ALIGNED_tol_1_F3Aro_F4Aro|Hyd_F5Hyd.

Los resultados de la busqueda en la base de dases BCTIV_1 alel se muestran en la Tabla
4.7. Puede observarse como el refinamiento mareratife incrementar la selectividad (%Y),
aunque a costa de reducirse el recubrimiento adeacDentro de esta serie se proponen como
posibles modelos MODEL4ALIGNED tol 1 F3Aro|Hyd F#AF6Hyd|F7Aro y
MODEL4ALIGNED tol 1 F3Aro_F4Aro|Hyd F5Hyd, que stos que alcanzan el éptimo de
enriquecimiento y GH

4.5.4. MODEL4ALIGNED y esquema PPCH_ALL

El esquema PPCH_ALL genera muchas fie@suresfarmacoféricas que el esquema anterior,
ya que se anotan individualmente los atomos hibioés. En modelos derivados sobre los
alineamientos MODEL2PDB y MODEL3ALIGNED con toleaas de 1y 1.2, se observa que
este numero es tan elevado que incluso supergéeidad del MOE, no pudiendo realizarse la
busqueda farmacoférica. En ambos casos, los modelosacoféricos propuestos son

demasiado estrictos y selectivos, por lo que setift® un reducido numero de moléculas
(tanto activos como falsos positivos). Por elloapal esquema PPCH_ALL se decide refinar
manualmente Gnicamente el modelo derivado delatmeEnto MODEL4ALIGNED.

En la Figura 4.11 se muestran los modelos obtermdos| alineamiento MODEL4ALIGNED
y el esquema PPCH_ALL: a) con una tolerancia ddQIEL4ALIGNED PPCH tol 1) y b)
con tolerancia de 1.2 (MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.En la Tabla 4.9 se detallan sus
respectivageatures

158



Capitulo 4. Cribado por métodos basados en ligandos

F2: HydP |

~VFs:
DonP | HydS | HydP

Figura 4.11. Modelos farmacoféricos obtenidos a partir del aimento MODEL4ALIGNED vy el
esquema PCCH_ALL con (a) tolerancia de 1y (by#oleia de 1.2.

Tabla 4.9. Listado defeaturesque describen los modelos farmacoféricos obtenalgmrtir de
MODEL4ALIGNED con esquema PPCH_ALL y con tolerand@l y 1.2.

MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1 MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2
ID_Feature Radio Expresion ID_Feature Radio Expresio
F1 0.82 Aceptor_planar F1 0.82 Aceptor planar
Aceptor planar o
F2 1.12  Hidrofébico planar o F2 1.31 Hidrofébico planar

Hidrofébico no-planar

Hidrofobico planar o Aceptor planar,

F3 1.15 F3 1.50 Hidrofébico planar o
Dador planar . L
Hidrofébico no planar
F4 120  Hidrofébico planar F4 205 Hidrofobico planar o
Dador planar
Dador planar,
F5 1.97  Hidrofébico no planar o F5 2.12 Hidrofébico planar

Hidrofébico planar
Hidrofébico no planar,
F6 3.35  Dador planar 6
Hidrofébico planar

El refinamiento manual de MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1:

e MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1 modl. Se modifica F5 dene@ que Unicamente
acepte la descripcion dador planar, reduciéndosedi a 1.

e MODEL4ALIGNED _PPCH _tol_ 1 mod2. A partir del originsse desglosa F5 en dos
nuevasfeatures F5 (dador planar, 1) y F6 (Hidrofobico planarm planar, 1.2). (Figura
4.12)

e k. ,
t W AccP
HydP Il FydP | Hyds

F3: SE
HydP | DonP
F

Figura 4.12. Modelo farmacoférico MODEL4ALIGNED_PPCH tol 1 _mad2
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En la Tabla 4.10 se recogen los resultados obtenéipla basqueda farmacoférica sobre
Base ACTIV_1 alel a partir de los distintos model8s observa cémo inicialmente la
selectividad es reducida (bajo %Y) y que el refiiggmto cambiando la expresién de F5 permite
incrementar la selectividad, aunque a un costéivelde recubrimiento.

Tabla 4.10. Enriquecimiento para los modelos derivados a Ipartel alineamiento
MODEL4ALIGNED vy el esquema farmacoférico PPCH_ALLtglerancia 1#Sca nimero de familias
de scaffoldscon al menos un representante incluido en la tisthits. COBRA nimero de compuestos
activos identificados del total de 104 inhibidordsl pool COBRA. En cursiva se muestran las
caracteristicas de la base de datos inicial.

Modelo farmacoférico Ha Ht %Y %A ef GH #Sca COBRA
Base ACTIV_ 1 alel 120 2120 566 100.00 1.00 0.00 6 -
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1 115 1226 9.38 95.83 1.66 .14 6 98
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol 1 _mod1 72 387 18.60 60.00 298. 0.24 6 29
MODEL4ALIGNED PPCH tol 1 mod2 47 147 3197 39.17 6%. 0.32 3 29

Por otra parte, MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2 se rafimanualmente, generandose los
siguientes modelos:

e  MODEL4ALIGNED _PPCH_tol 1.2 modl. Se reducen losagadle F3 (de 1.5 a 1), de
F5 (de 2.12a 1) y de F6 (de 3.35 a 2.2).

e MODEL4ALIGNED_PPCH_tol 1.2 _mod2. A partir del omgil, se reduce el radio de F3
(de 1.5 a 1) y se desglosa F6 en fimdures F6 (dador planar, 0.59) y F7 (hidrofébico
planar o no-planar, 2). (Figura 4.13.a).

e MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod3. A partir del omgil se reducen los radios de
F3(del.5a1),deF5(de 2.12al)yde F6 @83a 2.2). Ademas, se reemplaza F4 por
la F3 calculada con tolerancia de 1. (Figura 4)13.b

e MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod4. A partir del anter se desglosa F6 en dos
nuevasfeatures F6 (dador planar, 1.06) y F7 (hidrofébico plaoano-planar, 1.2). Se
impone unaonstraintpara que se satisfaga al menos F6 o F7. (Figligac).

* MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod5. A partir del anter pero en lugar de fijar
unaconstraint se etiquetan todas l&saturescomo esenciales excepto F6 y F7, de donde
se debe satisfacer al menos una de ellas.

e MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod6. Similar a la amey pero el radio de F6 se
reduce de 1.06 a 0.59.

e MODEL4ALIGNED_PPCH_ tol 1.2 mod7. Similar a la aiber pero el radio de F2 se
reduce a 1.

e MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod8. Similar a la amber pero se reduce el radio
de F4 a 0.9. (Figura 4.13.d).
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F2: HydP

HydP | DonP 2=
F1: Ace

F7:
s HydP | HydS
F4: Y

Figura 4.13. Modelos farmacoféricos: a) MODEL4ALIGNED_PPCH_tbl2 mod2.
(b) MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod3.
(c) MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod4.
(d) MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod8.

En la Tabla 4.11 se muestran los valores de ermuiigiento obtenidos por estos modelos
optimizados a partir de MODEL4ALIGNED_PPCH_tol _1Cbmo en el caso de tolerancia 1,
inicialmente el modelo es demasiado poco selegtipese a que se capturan los 120 activos de
la base de datos, apenas se enriquece. El desgosarde F6 en dos nuevésatures de
manera que se satisfagan opcionalmente una upetnajte incrementar considerablemente la
selectividad sin penalizar significativamente eutarimiento, a diferencia de lo que ocurre con
los modelos derivados con tolerancia de 1.

Tabla 4.11. Enriquecimiento para los modelos derivados a artiel alineamiento
MODEL4ALIGNED vy el esquema farmacoférico PPCH_ALLtglerancia 1.2#Scaffolds nimero de
familias descaffoldscon al menos un representante incluido en la tisthits. COBRA numero de
compuestos activos identificados del total de Ibidores depool COBRA. En cursiva se muestran
las caracteristicas de la base de datos inicialndgrita aparece el modelo seleccionado en primcipi
como 6ptimo de la serie.

Modelo farmacoférico Ha Ht %Y %A ef GH #Scaffolds COBRA
Base ACTIV_1 alel 120 2120 566 100.00 1.00 0.00 6 -
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2 120 1598 7.51 100.00 31.3 0.08 6 104
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod1 120 1405 854 100.01.51 0.11 6 100
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod2 120 1430 8.39 100.01.48 0.11 6 101
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod3 116 897 12.93 96.672.28 0.21 6 87
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod4 47 114 4123 39.177.28 0.39 3 21
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod5 111 673 16.49 92.502.91 0.26 6 70
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod6 115 652 17.64  95.833.12 0.27 6 68
MODEL4ALIGNED_PPCH_tol_1.2_mod7 114 553 20.61 95.003.64 0.31 6 64
MODEL4ALIGNED PPCH tol 1.2 mod8 101 386 26.17 84.17 4.62 0.35 6 63
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En este sentido, se propone el modelo MODEL4ALIGNEBCH_ tol 1.2 _mod8 como el
mejor de la serie.

455, Seleccion de un modelo final farmacoforicdotenido con MOE

De todos los modelos obtenidos directamente medidat herramientaPharmacophore
Consensusse aprecian dos tendencias opuestas. Por uma parmbtienen modelos demasiado
restrictivos, como los derivados a partir del aiméento MODEL3ALIGNED con el esquema
PCH, ya que presentan demasiadeatures Por otro lado, pueden resultar demasiado
generales, como en el caso de los modelos derivalopartir del alineamiento
MODEL4ALIGNED vy el esquema PCH o PPCH_ALL. Por Ento, en todos los casos es
necesario un refinamiento manual. En este sergieldva encontrado que el esquema PCH es
mas adecuado para los alineamientos derivados ddécufes muy similares
(MODELS3ALIGNED), mientras que el esquema PPCH_Aldado el elevado numero de
puntos potenciales farmacoéféricos que detecta,slpara el caso de plantillas con menor
similitud (MODEL4ALIGNED).

De entre los cuatro modelos farmacofdricos seleatios hasta el momento, recopilados en la
Tabla 4.12, se escoge como modelo final MODEL4ALEENPPCH tol 1.2 mod8, ya que
presenta un éptimo de GH, siendo el mejor comprrais recubrimiento y selectividad. En
adelante, se denomina dicho modelo MOE_MODEL. Ddomarientativo, se presentan en la
Tabla 4.13 valores tipicos encontrados para ehpetréd GH, extraidos de la referencia [376].

Tabla 4.12. Enriquecimiento para los cuatro modelos farmadodér construidos con MOE
seleccionadoa priori. #Sca nimero de familias dscaffoldscon al menos un representante incluido en
la lista dehits. COBRA nimero de compuestos activos identificados del tte 104 inhibidores delool
COBRA.

Modelo farmacoférico Ha Ht %Y %A ef GH #Sca COBRA
Base ACTIV_1_ alel 120 2120 5.66 100.00 1.00 0.00 6 -
MODEL3ALIGNED tol_1.2_At Least 5 82 652 1258 68.33222 0.19 6 60
MODEL4ALIGNED_tol_1_F3Aro|Hyd_F4Aro_F6Hyd|F7Aro 65 360 18.06 54.17 319 0.23 4 31
MODEL4ALIGNED _tol_1 F3Aro_F4Aro|Hyd_F5Hyd 81 522 B2 67.50 274 022 5 30
MODEL4ALIGNED PPCH tol 1.2 _mod8 101 386 26.17 84.174.62 0.35 6 63

Tabla 4.13. Ejemplos de valores de GH de diferentes estudimaidos de [376)].

Caso de Estudio Ha Ht %Y %A GH
Base de datos 1 244 47926

Farmacoforo 1 231 4442 5.2 94.7 0.251
Base de datos 2 225 10318

Farmacoéforo 2 174 3772 4.61 77.3 0.147
Base de datos 3 80 10318

Farmacoforo 3 28 1954 1.43 35.0 0.08

Se destaca el hecho de que este modelo farmaaoffinal recoge la ambigledad de la
interaccion farmacoférica observada en las estrasteristalinas de PD173074 y SU5402
(Figura 4.4), en el sentido de que cada una de eitaracciona del mismo modo pero con
distintos residuos de la proteina. Como se ha meadb, tradicionalmente se requiere la
existencia de un dador y un aceptor de puentediédeno en los inhibidores competitivos de
ATP. En MOE_MODEL (Figura 4.13.d), el aceptor seoge en F1, siendo comun al O-2 de la
indolinona y el N-3 de PD173074. Respecto al daeldsten dos posibilidades no excluyentes:
0 F6 (como el nitrégeno del grupo butilamino de PB74) o F4 (como el N-1 de la

indolinona SU5402).
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Por lo tanto, este modelo es consistente con tasmttiones determinadas mediante rayos-X y
constituye un ejemplo tipico de farmacos que sen nen receptor comun mediante grupos
funcionales similares, aunque no precisamente adt

Dado que con SQUID no es posible, por el moment@uetar un punto potencial
farmacoférico (PPP) con mudltiples tipos atomicoscpn el objetivo de establecer una
comparacion con la identificacion tradicional derfacoforos en MOE, se construye un modelo
derivado de MOE_MODEL en el que se eliminanfésgurescon multiples tipos atémicos (F3,
F4y F7 en la Figura 4.13.d). En adelante dichoetmsge denomina MOE_MODEL_WM.

Una vez seleccionados los dos modelos obtenidos ®tE (MOE_MODEL vy
MOE_MODEL_WM), se han aplicado en la identificaci@rospectiva daits de: 1) los cuatro
subconjuntos aleatorios extraidos de Base ACTIV_2)yBase COBRA. Las diferentes
relaciones entre el numero His identificados y la base de datos original se imaesgn las
Tablas 4.14 y 4.15, para cada base de datos, tespeente. En el caso de los cuatro
subconjuntos, dichos resultados corresponden ahgiim de todos ellos, mostrandose en
paréntesis su desviacion estandar. Se observa ledatiminacion de lageaturescon multiples
caracteristicas reduce notablemente la selectiddacthodelo.

Tabla 4.14. Factores de recubrimiento, selectividad, enriquanito y GH para el cribado de las
cuatro de bases de datos aleatorias extraidassie B&TIV_1, expresados como promedio (desviacion
estandar en paréntesis). Aparece también el numherscaffolds activos identificados (Figura 4.2).
Busquedas realizadas con los modelos farmacoféded$OE: MOE_MODEL y MOE_MODEL_WM.

Ha Ht %Y %A ef GH #Scaffolds
Base ACTIV 1 120 2120 5.67 100 1.0 0 6

101 386 25.98 83.96 4.61 0.35 6
MOE MODEL (1.3) (12.1) (1.1) (1.0) 0.2) (0.0) (0.0)

120 1674 7.17 100 1.26 0.07 6
MOE_MODEL_ WM () 5) (17.1) 0.1) (0.0) (0.01) (0.0) (0.0)
Tabla 4.15. Factores de recubrimiento, selectividad, enriquemito y GH para el cribado de

Base_COBRA. Busquedas realizadas con los modelmsa¢aforicos de MOE: MOE_MODEL vy
MOE_MODEL_WM.

Ha Ht %Y %A ef GH
Base_ COBRA 104 5035 2.07 100 1.0 0
MOE MODEL 63 775 8.13 60.58 3.94 0.18
MOE_MODEL_WM 104 3933 2.64 100 1.28 0.06

Los resultados de enriquecimiento mostrados hastemento corresponden a la clasificacion
total de la base de datos inicial en posiltigs o en compuestos inactivos. Sin embargo, como
se ha comentado en el apartado 1.7.1, MOE pericitdién establecer un ranking de los
compuestos segun su RMSD de superposicion entriedagrespresentes en la molécula y
aquellas contenidas en la hipétesis. En la Figutd de muestra la curva de enriquecimiento
obtenida sobre las bases de datos Base ACTIV_1sg B2OBRA con los dos modelos a
distintos porcentajes de base de datos muestréaddos dos casos se observa como el
enriquecimiento del modelo generado es muy bueon, & 80% y 50% de los activos
detectados al 10% de base de datos muestreada. €awfacesperable, los rendimientos para
Base ACTIV_1 son mayores que para Base COBRA, yadjwenriquecimiento inicial es
también superior y porque la diversidadsdeaffoldsen esta base de datos esté restringida a seis
coresdistintos, por lo que se puede asumir que lascutdé en esta base de datos son mas
similares entre ellas. En todos los casos, el Bacdigniento es superior a una seleccién aleatoria
(linea grig. El modelo MOE_MODEL_WM presenta un comportamemiicho peor.
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MOE_MODEL Base ACTIV_1

- = = - MOE_MODEL_WMBase_ACTIV_1
MOE_MODEL Base_COBRA

- - - -MOE_MODEL_WM Base_COBRA

Random

100 ~

80 -
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% Activos encontrados
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% Base de datos ordenada

Figura 4.14. Curvas de enriquecimiento obtenidas para las dgssbde datos (Base ACTIV_ 1y
Base COBRA) con los dos modelos farmacoféricosvddas en MOE.

4.6. Busqueda de Similitud con descriptores CATS3D

Se han realizado busquedas de similitud utilizesefmaradamente PD173074 y SU5402 como
compuestodead o focus Ademas, se han analizado dos posibles estadqwatenacion:
compuestos “neutros” y compuestos con carga a sibldgico (pH=7), es decir, con las bases
protonadas Yy los acidos desprotonados. Respeawradtricas, se han considerado la distancia
Manhattan y el coeficiente de Tanimoto (véase Talda

En este caso, la base de datos completa se ordgim €l valor de similitud/distancia
calculado. Asi, el programa no devuelve exclusivémena lista daits potenciales, como en
el caso del farmacoéforo derivado con MOE. Por eltose han calculado todos los pardmetros
mostrados en el apartado anterior, en especialsidid,que se ha restringido el calculo a los
factores de enriquecimiento (ecuacion [4.3]) yclaisvas de enriquecimiento.

En las Figuras 4.15.a y 4.15.b se muestran lasisuwte enriquecimiento obtenidas al focalizar
sobre los compuestos PD173074 y SU5402 en estadtonpara las bases de datos
Base ACTIV_1 (promedio de los cuatro subconjuntdsatarios) y Base COBRA,
respectivamente. El cribado retrospectivo con PDIZ3omofocussupera al correspondiente
empleando SU5402 contery, que equivale en algin caso a un cribado aleafiimea grig.
Dentro de las métricas, la distancia Manhattan amporta mejor que el coeficiente de
Tanimoto, conclusiébn también expuesta en un asalesihaustivo de los descriptores
CATS3D?*
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Figura 4.15. Curvas de enriguecimiento obtenidas en las busgued similitud con los descriptores
CATS3D para (a) Base_ACTIV_1 (promedio de los auatconjuntos aleatorios) y (b) Base_ COBRA.

Sus correspondientes factores de enriquecimientabsdan posteriormente, en la comparacion
de las tres metodologias de busqueda farmacofiéeae apartado 4.8.1).

Respecto a la situacidén de considerar los compgiaghdi fisioldégico, no se muestran las curvas
de enriguecimiento por una cuestion de espaciorgueo como se vera en el apartado 4.8.1 en
el que se tabulan sus correspondientes factoresndquecimiento, €stos son muy bajos,
rindiendo en algunos casos selecciones practicanadgdtorias.

4.7. Modelos SQUID

En primer lugar, se optimiza el codigo del progré8GaJID, escrito en lenguaje SVL, asi como
el programa de busqueda y calculo de similitudritesen C++, incrementandose su eficiencia
computacional. Ademas, se introduce un pequefiarentgrafico en SVL para el programa
SQUID en el entorno de MOE que permite la constamcautomatica de todos los modelos
derivados de un alineamiento para un rangowaer radiusdefinido por el usuario.

Se aplica la metodologia SQUID para derivar moddiasnacoféricos para los tres
alineamientos descritos: MODEL2PDB (Figura 4.4MY)DEL3ALIGNED (Figura 4.5.a) y
MODEL4ALIGNED (Figura 4.6). Adema4s, se estudiahéluencia de las cargas (pH) en los
dos primeros alineamientos. Para cada una derleg situaciones posibles, se genera una serie
de modelos SQUID con valores deister radius comprendidos entre 0 y 3 A, en pasos de
0.1 A (31 modelos).

Una vez creados estos modelos y codificados eroreéspondiente vector de correlacion,
durante la busqueda de similitud frente a una lieselatos caracterizada con descriptores
CATS3D, se optimizan los pesos adicionales del hoode feature-type weightsEsta
optimizacion se realiza de manera exhaustiva, ndoidos valores de los pesos de cada uno de
los tipos de interaccion generalizada (dador, acepx presentes en el modelo desde 0.1 a 0.5,
con pasos de 0.2. Posteriormente, este rango de pesmplia hasta 1, sin apreciable variacion
en los resultados. Asi, para cada uno de los afileeios iniciales se generan aproximadamente
unas 3000-7000 combinaciones posibles, dependidieticnimero de tipos de interaccion
generalizada presentes en cada uno de los modsaosntre todos ellos, se escoge el modelo
Optimo segun el valor de enriquecimieetoobtenido tras la busqueda farmacoférica, mostrado
en la ecuacion [4.5]. Este indice recoge la capdcik enriquecimiento a lo largo de toda la
base de datos, en lugar de fijarse Unicamente emlet del factor de enriquecimientf
(ecuacion [4.3]) a un determinado porcentaje de Haslatos ordenada.
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ev= f(lm—i)ef (%) [4.5]

i=1

Este proceso de optimizacion de los parametiester radiusy feature-type weightse repite
para cada subconjunto aleatorio de la Base_ACTIdadp que los pardmetros 6ptimos pueden
variar ligeramente entre diferentes bases de damn el coste computacional que supone, los
parametros optimos obtenidos a partir del primajwoto aleatorio (Base ACTIV_1 alel), se
trasladan a Base_ COBRA.

Por una cuestion de espacio, Unicamente se mudsgramodelos SQUID derivados para cada
uno de los cinco alineamientos conallister radius éptimo obtenido para el subconjunto
aleatorio Base_ACTIV_1_alel (Figura 4.16). En cu@gcaso, las variaciones en el 6ptimo de
cluster radiusen funcién del subconjunto considerado de Base XXCI' son minimas,
observandose tendencias analogas en la variadi@midiguecimiento respecto elster radius

En el estado neutro, se encuentran tres tipostdedation generalizada: dadores de puente de
hidrogeno agentd, aceptores de puente de hidrogemian) y atomos hidrofébicos
(amarillo). Ademds, en los alineamientos MODEL2PDB y MODEL4BNED, la
incorporacion de SU5402 introduce un tipo de irgei@ polar yerdg, debido al grupo
carboxilato. Para los dos alineamientos en estadgado (Figuras 4.16.b y 4.16.c), aparecen
otros dos tipos adicionales: uno cationieau)) correspondiente al grupo amino de la cadena
butilamino de PD173074 y otro aniénicoojp) correspondiente al grupo carboxilato de
SU5402. En la representacion de los modelos SQEIDradio de las esferas denota la
desviacion estandawo) de la distribucion espacial de los 4&tomos de gqad#o potencial
farmacoférico (PPP). La intensidad del color deacB&®P indica la conservacion del mismo
entre las distintas moléculas alineadas.
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Figura 4.16. Modelos farmacoféricos SQUID seleccionados paralacauno de los cinco
alineamientos estudiados. (a) MODEL2PDB neutroaosterradiusde 2.2, (b) MODEL2PDB cargado
con cluster radius de 2.1, (c) MODEL3ALIGNED neutro corcluster radius de 1.6, (d)
MODEL3ALIGNED cargado corcluster radius de 1.6 y (e) MODEL4ALIGNED neutro cocduster
radiusde 1.8. Tipos de interaccion generalizada: daddegsuente de hidrogenmégentd, aceptores de
puente de hidrogenciéin), atomos hidrofébicosafnarillo), polares yerdd, cationes dzul oscurd y
aniones 10jo).

4.8. Comparacion del cribado retrospectivo segun $otres modelos

4.8.1. Factores de enriquecimiento

En la Tabla 4.16 se listan los factores de enrigquiento obtenidos para las bases de datos
Base ACTIV_1 (promedio y desviacién estandar de doatro subconjuntos aleatorios) y
Base COBRA segun las tres metodologias (MOE, CATSBBQUID) y a diferentes
porcentajes de base de datos muestreada.

En primer lugar, se comenta la influencia de carsidlas moléculas cargadas a pH fisiolégico
frente a considerarlas neutras en los resultadtasd®isquedas de similitud con CATS3D.
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Se observa como en general es posible alcanzanriguecimiento satisfactorio en activos
(ef>1) en todos los casos, excepto en la situaciogadar frente a Base_ COBRA, donde los
rendimientos decaen incluso a cero. Asi, en getesdigandos cargados se comportan peor
que los neutros, excepto en el caso de tomar PO#4780moqueryfrente a Base_ACTIV_1,
donde el enriquecimiento es similar en los dosdestae protonacién. Desde un punto de vista
estructural, el grupo butilamino de PD173074 saienta cargado en el interior de la proteina
FGFR y su funcion es la de incrementar la solubiidcuosa’™***Una posible explicacion del
comportamiento diferencial entre ambas bases des dz¢ que Base ACTIV_1 incluye un
menor numero decaffoldsdiversos y con moléculas seleccionadas mediatudies SAR, por

lo que se potencia la inclusion de factores consomlabilidad.

En el caso particular de la plantilla SU5402, étargrupo cargado es el carboxietilo unido al
C-3 del anillo de pirrol. Estructuralmente, se encreenmido por puente de hidrégeno a la
Asr®® de FGFR, en un modo similar a como lo hace elcadé ribosd®y se cree que su papel
fundamental es el de conferir especificidad.

Tabla 4.16. Factores de enriquecimiengbencontrados para las dos bases de datos Base ACTIV
y Base_COBRA segun las tres metodologias (SQUIDTE3D y los dos modelos farmacoféricos del
MOE) a diferentes porcentajes de base de datostmeada (1%, 5%, 10% y 20%). Los resultados para
Base_ACTIV_1 estan calculados como el promedicodecliatro subconjuntos aleatorios, en paréntesis
se muestra su desviacion estandar. Los modelos B®@&Ildenominan en funcion del alineamiento del
gue son derivados. Las busquedas CATS3D se distinga funcién del compuesto sobre el que se
focaliza la busqueda y la métrica usada en el At similitud.

ef Base_ACTIV_1 ef Base_ COBRA
METODO MODELO % Base de datos muestreada % Base de datos eadstr
1% 5% 10% 20% 1% 5% 10% 20%

6.02 3.25 2.08 1.43
MODEL2PDB (1.91) (0.35) (0.18) (0.09) 1.9 0.96 0.86 1.30

5.21 2.50 1.98 1.58
MODEL3ALIGNED (3.11) (0.14) (0.12) (0.12) 0.95 0.96 2.11 221

6.02 3.21 2.06 141
SQUID MODEL4ALIGNED (1.04) (0.25) (0.28) (0.09) 0.95 1.15 1.15 135

441 3.54 3.11 2.23
MODEL2PDB-cargado 2.66) (042) (0.38) (0.07) 0.00 0.58 0.77 1.20

MODEL3ALIGNED- 5.42 2.29 1.67 1.70

cargado (2.49) (0.58) (0.18) (0.26) 000 09 173 159

10.04 5.25 3.84 2.54
Manhattan-PD173074 (139) (0.78) (0.27) (0.27) 7.59 4.23 4.03 3.22

. 7.23 3.38 2.52 2.08
Tanimoto-PD173074 (2.18) (0.34) (0.24) (0.13) 2.85 3.07 2.50 2.50

5.22 2.38 2.06 1.42
Manhattan-SU5402 0.46) (0.21) (0.17) (0.06) 1.90 0.77 0.77 1.25

8.43 2.25 1.23 0.94

argp | TEMIMO-SUS402 04 609 ©on (010 190 096 086 096
Manhattan-PD173074 1084 617 448 288 a7s 576 413 356
cargado (139) (0.49) (0.08) (0.10) : : : :
Tanimoto-PD173074 1004 342 257 225
cargado (1.04) (022) (0.13) (0.03) 095 337 279 221
Manhattan-SU5402 161 171 121 077
cargado (066) (0.16) (0.08) (0.07) 000 038 038 053
Tanimoto-SU5402 161 169 121 077
cargado (0.65) (0.16) (0.08) (0.08) 000 000 000 000

1722 973 767 421
- MOE_MODEL 04 010 098 (028 1234 538 538

7.03 6.38 3.73 3.15
MOE_MODEL_WM (1.01) (0.16) (0.04) (0.07) 1.90 1.34 1.83

Respecto a los resultados obtenidos por la metg@o®QUID, a primera vista estos parecen
mas que aceptables para Base_ACTIV_1, ya que g@migres a una seleccion aleatogé& ).

Sin embargo, estos resultados no son tan favorablse comparan con los otros obtenidos
mediante el modelo farmacdéforico de MOE (MOE_MODEL)
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Por ejemplo, para el 1% de Base ACTIV_1 muestreadapbtiene uref de 17.22 con
MOE_MODEL, mientras que 6.02 es el mejor enriquémino obtenido con un modelo
SQUID. El enriquecimiento obtenido con el modelo MIMODEL decae al eliminar las
featurescon multiple asignacion de tipos, alcanzando uarwde 7.03, similar al obtenido con
el mejor modelo SQUID.

Una tendencia analoga se obtiene en Base_COBRA. &aprimer 1% de base de datos
ordenada, etfde 12.03 obtenido con MOE_MODEI decrece a 1.9MGE_MODEL_WM, el
mismo alcanzado con el mejor modelo SQUID (a padiMODEL2PDB). Para esta base de
datos, los cinco modelos SQUID se encuentran mayiarnente por debajo de una seleccion
aleatoria. Este hecho puede deberse en gran pasel® de que los pesfesature-type weights
utilizados para la busqueda de similitud en este @ datos no se han optimizado en ella, sino
que se han aplicado los mismos que los derivadda etra base de datos. De hecho, se han
realizado pruebas sin aplicar pesteaiure-type weightdl) para todos y cada uno de los tipos
de interaccion generalizada), situandose el erciquiento por debajo de los valores mostrados
en la Tabla 4.16 (resultados no mostrados).

Respecto a las desviaciones estandar presentadaBame_ACTIV_1, l6gicamente éstas son
mayores en el primer 1% de la base de datos madatrdecayendo conforme se aumenta el
conjunto de compuestos seleccionados.

4.8.2. Analisis de Diversidad decaffolds en Base ACTIV_1

Como se ha comentado, el objetivo de dividipebl de compuestos activos en dos bases de
datos es el de permitir un analisis de la divetsidia losscaffoldsidentificados. Dicho analisis
se realiza de dos maneras diferentes dependienda @h@ase de datos considerada. Para
Base_ACTIV_1, contando simplemente el nimero detoubds recuperadas correspondientes a
cada uno de los setores presentes en glool de activos (Figura 4.2). Estos resultados se
muestran en la Figura 4.17, por brevedad, Unicangmtra los métodos/modelos mas
representativos (mejores enriquecimientos) de lostrados en la Tabla 4.16: MOE_MODEL
(violetd), busquedas con CATS3D con PD173074 comeryy distancia Manhattargfanate

y los modelos SQUID construidos a partir de loswedimientos neutros MODEL2PDB
(amarillo), MODELS3ALIGNED (verdg y MODEL4ALIGNED (naranja). El eje de abcisas
corresponde atcaffoldy el de ordenadas muestra el promedio de los cstbconjuntos
aleatorios de Base_ACTIV_1 del nimero absolutoatapuestos identificados. Por el disefio
de dichos subconjuntos, el maximo nimero de conmpsiescuperables para castaffoldes de
veinte.
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Figura 4.17. Resultados del analisis de diversidad sdaffoldspara Base ACTIV_1 a diferentes
porcentajes de base de datos muestreada. (a) 1%%(b(c) 10% y (d) 20%. En el eje de abcisas se
presentan los sescaffoldspresentes en la base de daRi3: pirido[2,3-d]pirimidinas, Naph naftiridin-
2(1H)-onas, Urea-PD 7-alquilurea pirido[2,3]pirimidinas, Indol: indolin-2-onas, Fenil: 1-
fenilbenzimidazoles yAnilino: 4-anilinoquinazolinas. En el eje de ordenadasner@ absoluto de
compuestos recuperados para caatfold siendo 20 el maximo posible.

Mas que prestar atencion a los numeros absolutgsicitamente incluidos en los factores de
enriquecimiento comentados, es interesante anddiziistribucion de loscaffolds Como seria
esperable, en el primer 1% de base de datos oraeexidte una tendencia general a recuperar
aguellosscaffoldspertenecientes a la misma familia de plantilladuidas en el alineamiento
inicial. Asi, MOE_MODEL identifica tresscaffolds diferentes, mientras que CATS3D se
concentra en las 7-alquilurea pirido[2{[pirimidinas, elcore de PD173074. En este sentido,
los modelos SQUID fallan ligeramente ya que, pamglo, la busqueda con el modelo
derivado del alineamiento MODEL2PDBan(arillo) queda atrapado en las dos familias
presentes en el alineamiento practicamente en todosasos. La busqueda farmacoférica con
el modelo SQUID derivado del alineamiento MODEL3GINED (verdg no detecta las
familias pirido[2,3d]pirimidinas y naftiridin-2(H)-onas hasta el 10% de base de datos
ordenada, pese a que estas familias se encuergm@rsentadas” en el alineamiento inicial.

Por otra parte, es destacable como MOE_MODUhl€ta) no captura la familia indolin-2-onas
hasta el 20% de base de datos ordenada, aunquecestse encuentra presente en el
alineamiento. Para comprobar si este hecho sealaha desviacidén hacia los compuestos con
mayor tamafio/peso molecular, se ha calculado el pedecular promedio de Base_ACTIV_1
y de la base de datos digs ordenada por RMSD. La primera tiene un peso mtaeguomedio

de 413.8+ 138.9 y la segunda de 465:0142 g/mol. Asi, si que puede existir una cierta
desviacion hacia las moléculas de mayor tamafi@skEnsentido, se encuentra una distribucion
totalmente opuesta entre MOE_MODEL y el modelo IQUjenerado a partir de
MODEL4ALIGNED (naranja), que captura edcaffoldindolinona en el primer 1% de base de
datos muestreada, pese a que ambos se constrpgeir del mismo alineamiento.
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4.8.3. Analisis de Diversidad decaffolds en Base_ COBRA

Para esta base de datos se ha determinado el ndetaadecular frameworksliferentes segun
un programa desarrollado en el grupo del profeshn&der, implementado en el MOE Este
programa permite obtener el nimero melecular frameworksle acuerdo a dos criterios:
descripcion de grafos y descripcion atdmica, es demnsiderando el nUmero y tipo de dtomos
gque componen el grafo molecular. Bbol de activos COBRA contiene 43 grafos/57
frameworksatémicos diferentes, mientras que la base de data BASE_COBRA, esta
compuesta de 1851 grafos y 3X¥Emeworksatomicos.

El modelo farmacoférico derivado con MOE, MOE_MODHdentifica, en el total dhits, 28
grafos de compuestos activos (65% del total pasible38frameworksatémicos (67% de los
posibles), asi como 452 grafos (S5f@8meworksatomicos) correspondientes a los compuestos
inactivos (falsos positivos). Por lo tanto, estedelo MOE_MODEL es también satisfactorio
desde el punto de vista del enriquecimiento ernrsidad. Calculando con la ecuacion [4.3] este
enriquecimiento, contabilizandmolecular frameworksen lugar de compuestos, se obtienen
unos factores de enriquecimiento de 2.51 ((28/48R851)) y 3.42 ((38/616)/(57/3156)) para
los grafos y la descripcion atémica, respectivament

En la Tabla 4.17 se muestra el nimeraradecular frameworksctivos (#AM) y totales (#M,
verdaderos positivos + falsos positivos) recupesadliferentes porcentajes de base de datos
ordenada segun el mejor modelo en términos deusiigpiento (Tabla 4.16) representativo de
cada una de las tres metodologias: modelo MOE_MQDbE&queda con CATS3D (PD173074

y distancia Manhattan) y modelo SQUID MODEL2PDB.rédPdormarse una idea de la
diversidad implicada en el numero flameworksidentificados, se incluye también el nUmero
de moléculas activas recuperada)(ldn paréntesis.

También para esta base de datos se observa como MQIBEL rinde una mayor diversidad
de scaffoldsque la busqueda de similitud con CATS3D, no sdldos verdaderos positivos
encontrados (1(rameworks diferentes en 13 compuestos activos comparaddefran4
frameworksde 8 compuestos), sino también en los falsosiposi{41 molecular frameworks

de 50 moléculas frente a 29 de cada 50). A medidasg incrementa el porcentaje de base de
datos muestreada, esta diferencia en el numefoadeworksidentificados desaparece en el
pool de inactivos (falsos positivos), manteniéndoseslgmool de activos. El modelo SQUID
MODELZ2PDB se comporta pobremente, identificandadinico frameworkactivo entre los 44
framesetiquetados combits en el primer 1% de la base de datos muestreada.

Tabla 4.17. Andlisis de diversidad dscaffoldspara Base  COBRA a diferentes porcentajes de base
de datos muestreadd@AM. nimero total denolecular frameworkgresentes en los compuestos activos
identificados,H,: nimero total de compuestos activogtM: numero total demolecular frameworks
diferentes presentes en los compuestos recupefeataaderos positivos + falsos positivos).

1% 5% 10%

Definicion | Definicion Definicion Definicion Definicion Definicion

Grafo Atdmica Grafo Atdmica Grafo Atdmica

#AM #AM #AM #AM #AM #AM

(Ha) #M (Ha) #M (Ha) #M (Ha) #M (Ha) #M (Ha) #M
MOE_MODEL 10 (13)| 41| 12| 45| 16(28) 170 21 207 2@ (F325| 33 (56) 408
CATS3D-Manhattan-

4 4

PD173074 4@8) | 29| 5| 38| 13(22) 169 14 206 20(42) 318 23 (4207
SQUID-MODEL2PDB| 1(2) | 44| 1 | 44| 4()| 163 4| 192 6(9) 286 7(9 363
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4.9. Modificaciones introducidas en la aplicacion& modelo SQUID

Los resultados obtenidos con el modelo SQUID no sadisfactorios si se comparan con los
obtenidos en la aplicacién original de SQEHADni en términos de enriquecimiento ni en

términos de su capacidad para recupseaffoldsdiversos. Tampoco lo son si se comparan con
los rendimientos obtenidos mediante busquedasydiitsd con los descriptores CATS3D.

En una primera hipotesis, se podria plantear quéalta de implementacion de puntos
potenciales farmacoféricos (PPPs) con multipleresign de tipos de interaccion generalizada
pueda ser la causa del peor comportamiento del Im&f@UID respecto a los casos de estudio
en que ha sido validado. En este sentido, la ajdisade SQUID estaria restringida en casos
como el presente, en que el farmacdéforo es ambigimoembargo, éste no puede ser el Unico
motivo, ya que los valores de enriquecimiento sestran por debajo de los obtenidos con
CATS3D, que tampoco utiliza este tipo de etiquetadtiiple.

En este punto, se deciden explorar posibles faxioadternativas que puedan mejorar la bondad
del modelo SQUID en esta aplicacién.

4.9.1. Cambios en el esquema thenning

En la versién original (apartado 1.7.2), la codifion de las distancias entre las PPPs del
modelo SQUID se realiza siguiendo un esquemaideing o particion de las mismas en 20
rangos equiespaciados de 0 a 20 A. Asi, una detadaidistancia afiade una cuentairmen el
que se encuentra incluida en el vector de cordadEl mismo esquema se aplica a los
descriptores CATS3D frente a los que se comparactbr de correlacién de SQUID.

Se modifica dicho esquema implementandose el estjderparticion propuesto por Sheritlan
(apartado 1.6.5) en el que se incluye la pondanagédla contribucion de cada distancia a cada
bin en funcion de su cercania al centro deblios vecinos. El rango de distancias considerado
se mantiene de 0 a 20 A.

En la Tabla 4.18 se muestran los valores de ermigiento obtenidos sobre un Unico
subconjunto de Base ACTIV_1 a partir de los mod&aID 6ptimos derivados de los
alineamientos MODEL2PDB, MODEL3ALIGNED y MODEL4ALIBED en estado neutro. Se
puede observar cdmo no hay apenas variacion eresodtados, por lo que se descarta esta
opcion, manteniéndose el esquemaidaingtradicional.

Tabla 4.18. Factores de enriquecimiento para el subconjunseB&CTIV_1 alel con el modelo
SQUID derivado de tres alineamientos distintoszatiido dos esquemas de particion de distancias: el
tradicional y el esquema ponderado de SheridamarBimos casos, se muestra Unicamente el resultado
obtenido para los parametros 6ptimdsigter radiusy feature-type weighjs

Modelo SQUID Esquema Particion Anterior Esquema Shedan
% base de datos muestreada % base de datosendestr
1% 5% 10% 20% 1% 5% 10% 20%
MODEL2PDB 8.83 2.83 2.00 1.46 4.82 3.00 2.00 1.50

MODELS3ALIGNED
MODEL4ALIGNED

5.62 2.33 2.08 1.58
5.62 3.00 2.08 1.42

5.62 2.50
7.23 2.33

1.83 .92
1.83 .5
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4.9.2. Influencia del Escalado de los descriptores CATS3D

En los resultados obtenidos hasta el momento, striggor CATS3D de cada una de las
moléculas de la base de datos no se encuentra lraaaeeentre 0 y 1 (dividiendo por el valor
maximo encontrado en cada molécula).

Se repite pues el proceso de busqueda de sintlitados mismos modelos SQUID descritos en
el apartado 4.7 y los descriptores CATS3D normdbésa En la Tabla 4.19 se presentan los
factores de enriquecimiento obtenidos para el pdomnele los cuatro subconjuntos de
Base ACTIV_1 para los modelos SQUID obtenidos atirpade los alineamientos
MODEL3ALIGNED y MODEL4ALIGNED. De nuevo, no existtna mejora apreciable.

Tabla 4.19. Factores de enriquecimiento promedio y sus desvias estandar (paréntesis) en las
busquedas de similitud de los cuatro subconjunéoBase ACTIV_1 obtenidos con el modelo SQUID
derivado de los alineamientos MODEL3ALIGNED y MODEALIGNED. Comparacion entre
descriptores CATS3D normalizados por el valor méxiyrsin normalizar para las moléculas de la base
de datos.

Modelo SQUID CATS3D Sin Normalizar CATS3D Normalizass
% base de datos muestreada % base de datosendestr
1% 5% 10% 20% 1% 5% 10% 20%
5.21 2.50 1.98 1.58 4.42 2.33 2.04 1.77
MODELSALIGNED 311y (014) (012) (0.12)  (3.38) (0.13) (0.17) (0.29)
6.02 321 206 141 7.02 342 211 1.39

MODELAALIGNED oy (025) (028) (0.09)  (0.77) (0.52) (0.14) (0.09)

4.9.3. Introduccién de Conservacién explicita ddeatures

SQUID ha sido disefiado para incluir informacionfuda” o fuzzy sobre la conservacion y
tolerancia de lageaturesfarmacoféricas en el conjunto de moléculas actsawe las que se
deriva el modelo. Esta conservacion se calcularsk&gécuacion [1.86] y queda incluida en la
codificacion del modelo en un vector de correlacégun la ecuacion [1.87].

En este punto, se analiza la influencia de coraider conservacion de manera explicita. Es
decir, en la derivacién del modelo se incluyen @amente aquellos PPPs con un porcentaje de
conservacion en las moléculas superior a un vaautbff determinado por el usuario. Asi, se
han derivado los siguientes modelos a partir dalineamientos iniciales, en estado neutro:

+ MODEL2PDB: conservacion = 1 (presente en las ddgécatas del alineamiento).
«  MODELSALIGNED: conservacion =0.5y 1.
. MODEL4ALIGNED: conservacion = 0.5, 0.75y 1.

Los modelos derivados anteriormente en el apadatipueden considerarse con conservacion
nula (todos los PPPs se incluyen). En la derivag@astos modelos con conservacion explicita,
se repite el proceso de optimizacion dekter radius variandolo desde 0.1 a 3 A con pasos de
0.1 A y feature-type weightscon valores comprendidos desde 0.1 a 0.9 conspdsd.2.
Unicamente se optimizan los parametros para la usilsgen un subconjunto aleatorio de
Base ACTIV_ 1, Base ACTIV_1 alel.

En la Figura 4.18 se muestran los modelos obterpdos cada uno de los tres alineamientos

considerados con sus correspondientes conservacgyarester radiusutilizados para agrupar
lasfeatures
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Figura 4.18. Modelos farmacoféricos SQUID seleccionados pataamo de los tres alineamientos
con diferentes grados de conservacion. (a) MODEIRE&n cluster radiusde 0.6 y conservacion 1. (b)
MODEL3ALIGNED concluster radiusde 1.6 y conservacion 0.50. (c) MODEL3ALIGNED adaster
radius de 2.0 y conservacion 1. (d) MODEL4ALIGNED coluster radiusde 2.3 y conservacion de
0.50. () MODEL4ALIGNED cortluster radiusde 2.0 y conservacion de 0.75. (f) MODEL4ALIGNED
concluster radiusde 0.9 y conservacion de 1. Los resultados de MGIBEIGNED con conservacion
0.50 y 0.75 parecen contradictorios, ya que serehsesa PPP adicional para el caso con conservacion
0.50. Sin embargo, hay que considerar la difereshe@uster radiusa la que se han calculado uno y otro.

En la Tabla 4.20 se muestran los factores de eswinpiento obtenidos en el cribado virtual con
cada uno de estos modelos introduciendo el concepteonservacion explicitamente. Se
muestran también los valores deaster radiusy feature-type weightatilizados para cada uno
de ellos en el cribado retrospectivo del subconjBdase_ACTIV_1 alel. Se observa como la
introduccién de esta conservacion, que conlleva ale@ada reduccion del nimero de PPPs
presentes en los modelos SQUID (Figura 4.18), ieduca gran pérdida de resolucién y
selectividad en ellos, alcanzandose factores digusnimiento por debajo de una seleccidn
aleatoria en la gran parte de los casos. Asi, &edaina esta linea.
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Tabla 4.20. Efecto de la introduccion de conservacion exgalieih los factores de enriquecimiento
obtenidos en el cribado retrospectivo del subcdojafeatorio ACTIV_1_alel. Se indican los valores d
cutoff de conservaciongluster radiusy feature-type weightasignados a cada uno de los tipos de
interaccién generalizados: catidnico,-: aniénico,P: polar,D: dador de puente de hidrogero aceptor

de puente de hidrogend; hidrofébico.

Modelo SQUID Conservacion CIu_ster Feature-type weights % base de datos
radius muestreada
+ - P D A H 1% 5% 10% 20%
MODEL2PDB 0 2.2 0 0O 01 05 01 05 482 317 2.08.46
MODEL2PDB 1 0.6 0 0O 01 01 09 05 000 117 1.7%.42
MODELS3ALIGNED 0 1.6 0 0 0O 03 05 03 562 233 80158
MODELS3ALIGNED 0.5 1.6 0 0 0O 05 07 03 000 233.32 1.88
MODELSALIGNED 1 2 0 0 0O 05 09 05 080 1.67 2.672.00
MODEL4ALIGNED 0 1.8 0 0O 01 05 01 05 562 300.02 142
MODEL4ALIGNED 0.50 2.3 0 0O 01 09 07 05 080 38192 204
MODEL4ALIGNED 0.75 2 0 0O 01 05 05 03 080 1.83.83 2.00
MODEL4ALIGNED 1 0.9 0 0 01 03 01 03 000 1.17.34 1.29

4.9.4. Maodificacion del Sistema de Asignacion de Tipos Atdicos

Como se describe en el apartado 1.7.2, la versi@inal de SQUID utilizada hasta el
momento, caracteriza los tipos atdmicos de las e¢atdé activas del alineamiento segun la
funcionph4_aTypemplementada en MOE.

Se decide analizar también la influencia del siatetie asignacién de tipos atémicos,
incorporando las funciones de MCEature_map_ PCHy feature_pos correspondientes al
esquema farmacoférico PCH. En la Figura 4.19 sestrarela asignacion de los tipos atomicos
de las moléculas PD173074r(ba) y SU5402 #&bajo segun el esquemah4_aType
(izquierdd y PCH @erechd. La principal diferencia entre ambos esquemaguesel primero
utiliza atom typegolares Yerdg y asigna individualmente a los a&tomos hidrofof@msarillo),
mientras que PCH no anota la caracteristica pp& si distingue entre atomos hidréfobos
(verdd y el centro de anillos aromaticagarillo).

Figura 4.19. Anotacion de tipos atémicos para las moléculas/D14 arriba) y SU5402 ébajo)
segun la funciémph4_aTypdizquierdg y el esquema PCHliérecha. Tipos de interaccién generalizada
para ph4_aType aceptor ¢ian), dador (hagentd, polar ¢erde e hidréfobo &marillo). Tipos de
interaccion generalizada para el esquema PCH: acdpian), dador (nagenty, centro de anillo
aromatico &émarillo) y atomo hidrofobicoverde.
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El impacto de este cambio se analiza en tres apitas de SQUID diferentes:

« El que nos ocupa, generando los modelos SQUID tir plarlos alineamientos iniciales
MODEL2PDB, MODEL3ALIGNED y MODEL4ALIGNED vy utilizado el subconjunto
aleatorio de 2120 moléculas Base_ACTIV_1 alel.

«  Busqueda retrospectiva de inhibidores de la cicgmmasa 2 (COX-2).
«  Cribado de ligandos de trombina.

Estas dos Ultimas aplicaciones son las utilizadaa alidacion original del modelo SQUID

en las que se obtuvieron enriquecimientos notallesno referencia se han tomado los
modelos SQUID descritos en dicha publicacion panaotaciorph4_aTypereconstruyéndolos

a partir del mismo alineamiento y condicionesctiester radiusy feature-type weightsEn
ambos casos, se trabaja sobre la base de datos AZQ@BR contiene 92 moléculas activas y
4611 moléculas inactivas para la ciclooxigenasa@X-2) y 188 activos y 4517 inactivos para
el caso de la trombina. Para mas informacion coieaie a estas dos aplicaciones, consultar la
referencia [51].

En todas las aplicaciones, se generan los moddés$ils con notacibn PCH a partir del
alineamiento inicial explorando lasuster radiusdesde 0 a 3.0 A con pasos de 0.1. Para cada
uno de ellos, se optimizan lésature-type weightexhaustivamente con valores de 0.1 a 0.5y
pasos de 0.2. La combinacion optimactiester radiusy feature-type weightse escoge segun el
valor maximo deev (ecuacion [4.5]). En la Figura 4.20 se muestran dorrespondientes
modelos SQUID obtenidos con el sistema de anotgmidpuesto para los cinco casos con sus
correspondientegluster radius En el caso de los inhibidores de COX-2 y trompisa
presentan también los modelos SQUID derivadosaowtaciorph4_aTypdreferencia [51]).
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Capitulo 4. Cribado por métodos basados en ligandos

Figura 4.20. Modelos SQUID derivados con el esquema de anataBi6H. (a) MODEL2PDB
neutro concluster radius de 2.3. (b) MODEL3ALIGNED neutro comrluster radiusde 0. (c)
MODEL4ALIGNED concluster radiusde 0. (d) modelo SQUID derivado para los inhibedode COX-2
con clusterradius de 1.4 y anotacioph4_aType presentado en la referencia [51]. (e) modelo SRQUI
derivado para los inhibidores de COX-2 aduster radiusde 0.3 y anotacion PCH, (f) modelo SQUID
derivado para los inhibidores de Trombina ctuster radiusde 2.0 y anotaciéph4_aTypepresentado
en la referencia [51]. (g) modelo SQUID derivadoapas inhibidores de Trombina cotuster radiusde

0 y anotacién PCH. Leyenda de colores en esquenda aType dadores de puente de hidrégeno
(magentd, aceptores de puente de hidrégeoiar), atomos hidrofébicosafmarillo), polares yerde,
cationes &zul oscurd y aniones rojo). La leyenda de colores en esquema PCH: dadoresietge de
hidrégeno Yerde, aceptores de puente de hidrégeciar], atomos hidrofébicosafmarillo), centro de
anillos aromaticoscfan), cationesdzul oscurd y anionesnjo).
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En la Tabla 4.21 se listan los factores de enriqueanto obtenidos con cada uno de estos
modelos SQUID con anotacion PCH, se incluyen tamiié resultados de los modelos de
anotaciorph4_aTypeSe muestran los valores dester radiusy feature-type weightstilizados
para cada uno de ellos en el cribado retrosped@gsubconjunto Base_ACTIV_1_alel y los
inhibidores de COX-2 y trombina. En primer lugag, gbserva como los mejores modelos
principalmente se obtienen catuster radiusbajos o incluso nulos, ya que la agrupacion de
atomos hidrofobos de los anillos arométicos en aestacion se encuentra implicita en la
asignacion de los centros de dichos anillos.

No existe una tendencia de mejora o empeoramidatto respecto a la notacion anterior. Asi,
en el caso de los inhibidores de COX-2 se alcamzdigero incremento def, pero en los
ligandos de trombina y los modelos MODEL3ALIGNED MODEL4ALIGNED Ila
disminucion deef es considerable. Por lo tanto, se decide conticmael esquema de anotacién
de la funciérmph4_aType

Tabla 4.21. Factores de enriquecimiento obtenidos en el cobgrospectivo del subconjunto
aleatorio Base ACTIV_1 alelgribado de inhibidores de COX-2 y ligandos de trovabcon dos
esquemas de anotacion de tipos atomipbd; aTypey PCH. Se indican los valores diister radiusy
feature-type weightasignados a cada uno de los tipos de interacaderglizados+: catiénico,-:
aniénico,P/Ar: polar ph4_aTypgo centro de anillo aromatico (PCHD); dador de puente de hidrégeno,
A: aceptor de puente de hidrogend:yHidrofébico.

Notacion Cluster . % base de datos

Modelo SQUID Atom Types  radius feature-type weights muestreada

- ;’r’ D A H 1% 5% 10% 20%
MODEL2PDB ph4_aType 2.2 0 0 0.1 05 01 05 482 317 2.08 1.46
MODEL2PDB PCH Scheme 2.3 0 0O 05 01 01 01 4.82332.15 1.08
MODEL3ALIGNED ph4_aType 1.6 0 0 0O 03 05 03 562 233 208 158
MODEL3ALIGNED PCH Scheme 0 0 0O 05 03 05 05 0.8317 267 1.92
MODEL4ALIGNED ph4_aType 1.8 0 0 01 05 01 05 562 300 208 1.42
MODEL4ALIGNED PCH Scheme 0 0 0 05 03 05 05 16200 200 1.75
COX-2 ph4_aType 1.4 0 0 0 0.1 04 03 40.7 155 7.97 441
COX-2 PCH Scheme 0.3 0 0 03 01 05 03 459 15739 8.4.57
Trombina ph4_aType 2.0 0 0 04 05 03 05 191 992 6.66 3.74
Trombina PCH Scheme 0 0 0O 04 09 04 04 251 4.08B8 251

4.9.5. Modificacién de los descriptores usados en la can&eizacion de la base de datos:
Conexién SQUID-SQUID

Tal y como se ha comentado en el apartado 1.7v2cebr de correlacion en que se encapsula el
modelo SQUID se compara en la busqueda de simititudlos descriptores CATS3D de las
moléculas de la base de datos, evitandose asinelaliento de estas moléculas frente al
modelo SQUID. En este punto se decide explorarokibgidad de describir las moléculas
contenidas en la base de datos también de una afamey es decir, suavizando los diagramas
de correlacion obtenidos tradicionalmente con CAT.S3ara ello, se describen las moléculas
con el vector de correlacion calculado aplicandiependientemente para cada molécula el
modelo SQUID. Es decir, cada compuesto de la basmtbs equivale a un alineamiento inicial
sobre el que el programa SQUID calcula el corredigoe modelo. En todos los casos, el
vector de correlacion final obtenido se normalizeee0 y 1, dividiendo por el valor maximo.

De este modo, la comparacion previa establecidee egdaussianas (modelo farmacoférico
SQUID) y picos (descriptores CATS3D para las mdede la base de datos), se convierte en
una comparacion entre gaussianas (modelo farmaoof8QUID) y gaussianas (descriptores
SQUID para las moléculas de la base de datos)dElamte se referira a este esquema como
SQUID-SQUID, en contraposicién al anterior SQUID-TZ8D.
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Esta comparacion aporta otras dos ventajas adlegna

- Dado que en el esquema previo SQUID-CATS3D no sgacan exactamente los mismos
objetos, se utiliza como métrica de similitud elitée de la ecuacion [1.88]. El sistema
planteado SQUID-SQUID cualifica el uso de las mneési de similitud/distancia
comunmente empleadas, como la distancia Manhattdigtancia Euclidea (Tabla 1.8).

«  Se puede prescindir de utilizar liesture-typeneightsen la comparacion SQUID-SQUID,
reduciéndose el coste computacional asociado ptBuizacion.

En principio, se analiza el funcionamiento de gdamteamiento SQUID-SQUID en el caso de
los farmacoéforos de TKs. En apartados posteriaatescribe su comportamiento en el caso de
las busquedas retrospectivas de inhibidores de £@Xrombina. Las condiciones del analisis
son:

« Unicamente se trabaja con los alineamientos imisialde las moléculas
MODEL3ALIGNED y MODEL4ALIGNED. Como cluster radiusse contemplan las
siguientes posibilidades en los dos casos: 01186 2.2.

«  Se caracterizan los cuatro subconjuntos aleatodimguestos de 2120 moléculas extraidos
de Base ACTIV_1 y la base de datos Base COBRA osenvéctores de correlacion
obtenidos a distintosluster radius los mismos que los utilizados en la derivaciéh de
correspondiente modelo farmacoférico SQUID frehigua son comparados.

. Como métricas de similitud se prueban: distancianiattan, distancia Euclidea,
coeficiente de Tanimoto y el coeficiente del coseno

En general, en todos los cribados realizados snbantrado que estas dos métricas tipo (a-b)
se comportan mejor que los coeficientes de asoécia@*b) como Tanimoto y coseno. Por
brevedad, se incluyen Unicamente los factores dguatimiento encontrados en los modelos
significativos y concluyentes alcanzados con lasioas Manhattan y Euclidea (Tabla 4.22).

Tabla 4.22. Factores de enriquecimientogf, encontrados para las dos bases de datos
Base ACTIV_1 y Base_ COBRA segun la metodologia SREQUID a diferentes porcentajes de base
de datos muestreada (1%, 5%, 10% y 20%). Los estadtpara Base ACTIV_1 estan calculados como
el promedio de los cuatro subconjuntos aleatoengaréntesis se muestra su desviacion estandar.

ef Base_ACTIV_1 ef Base_COBRA
METRICA MODELO % Base de datos muestreada % Base de datos eadestr
1% 50  10%  20% 1% 5%  10%  20%
MODEL3ALIGNED- 924 413 327 222
0 cluster radius (1.91) (0.70) (0.40) (0.06) 576 423 317 260
MODEL3ALIGNED- 823 425 346  2.32
Eucliden  LOCluster radius (231) (0.44) (0.26) (0.06) 480 327 269 288
MODEL4ALIGNED- 080 209 128 081 000 015 038 058
0O cluster radius (0.00) (0.10) (0.08) (0.14) ' ' ' ’
MODEL4ALIGNED- 462 171 175 164
2.2 cluster radius (040) (0.16) (0.20) (0.10) 096 096 173 149
MODEL3ALIGNED- 803 438 338 245
0 cluster radius (1.74) (0.66) (0.51) (0.05) 576 385 259 255
MODEL3ALIGNED- 863 496 352 257
Manhattan  L-6cluster radius (2.65) (0.08) (0.26) (0.07) 192 231 269 274
MODEL4ALIGNED- 060 204 148 107 000 015 106 130
0 cluster radius (0.77)  (0.09) (0.08) (0.19) ' ' ' ’
MODEL4ALIGNED- 402 279 204 149
2.2 cluster radius 066) (0.44) (0.22) (0.10) 000 154 154 163
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Atendiendo a MODEL3ALIGNED, se comprueba cémo lastdres de enriquecimiento se
incrementan con respecto a los obtenidos en lax@mmerevia SQUID-CATS3D (Tabla 4.16).
Por ejemplo, en el primer 1% de base de datos neaelst, el promedio de los cuatro
subconjuntos de Base ACTIV_1 se incrementa destle (RQUID-CATS3D) a uriB-9 en
este caso (SQUID-SQUID). El incremento correspantdien BASE_COBRA es mayor, desde
un 0.95 a un 4-5.

Se han incluido los resultados alcanzados cowcluster radiusnulo y de 1.6 para enfatizar
como la “difusion” fuzzineskinfluye sobre la diversidad deaffoldsrecuperados. En la Figura
4.21 se ilustra la distribucion de los seigaffolds en el primer 1% de base de datos
Base ACTIV_1 muestreada con tres modelos derivddbalineamiento MODEL3ALIGNED.
Para mostrar el efecfozzy se incluye también la distribucion obtenida carblisqueda con
descriptores CATS3D focalizando frente a PD1730#dldta), mostrada previamente en la
Figura 4.17. Con CATS3D, Unicamente se detectanpuestos del mismscaffold que los
presentes en PD173074. El modelo SQUID-SQUID daster radiusnulo (@ranate, pese a
que no recupera tantos compuestos como CAT$80e(8.03 frente a 10.04 en promedio), si
que explora mascaffolds Al incrementar el valor deluster radiusa 1.6 &marillo) y con ello

el grado defuzzinessaumenta también la diversidad. La distancia M#ahainde mejores
resultados en términos de diversidad que la distaBaclidea Yerdg, apreciacion también
advertida en otros casos no mostrados.

20 + DO CATS3D-PD173074-MANHATTAN 1%

I m SQUID-SQUID MODEL3ALIGNED-MANHATTAN-0

15 1 0O SQUID-SQUID MODEL3ALIGNED-MANHATTAN-1.6
r OSQUID-SQUID MODEL3ALIGNED-EUCLIDEA-1.6

10 |

# Compuestos

PD Naph Urea-PD Indol Fenil  Anilino

Figura 4.21. Resultados del andlisis de diversidadsdaffoldspara Base_ACTIV_1 en el primer 1%

de base de datos muestreada con la conexion SQQUIES En el eje de abcisas se presentan los seis
scaffoldspresentes en la base de daRi3: pirido[2,3-d]pirimidinas, Naph naftiridin-2(1H)-onas,Urea-

PD: 7-alquilurea pirido[2,3]pirimidinas, Indol: indolin-2-onasfFenil: 1-fenilbenzimidazoles ynilino:
4-anilinoquinazolinas. En el eje de ordenadas, marabsoluto de compuestos recuperados para cada
scaffold siendo 20 el maximo posible.

4.9.6. Modificacion de los descriptores usados en la car@eizacion de la base de datos:
SQUID-SQUID not scaled

Aunque los resultados obtenidos con la nueva psiau8QUID-SQUID son mejores que los
obtenidos con SQUID-CATS3D para MODEL3ALIGNED, naicede lo mismo con
MODEL4LIGNED (Tabla 4.22). Inspeccionando los veet de correlaciébn obtenidos para
dicho modelo, se encuentra que la codificacionnuzdielo SQUID en el vector de correlacion
sufre un artefacto generado por el escalado realiz dividir por el numero total de pares
posibles de PPPs para dos tipos de interaccién ramaglos (ecuacién [1.87]).
MODEL4LIGNED introduce, respecto a MODEL3ALIGNEDR presencia de SU5402, con los
dos oxigenos del carboxilato etiquetados como esléfigura 4.16.e). A bajatuster radius
cada uno de estos a&tomos compone una PPP y orttodl factor de escaladgp@irs TP) de

la ecuacion [1.87] equivale a dos, maximizandoseflaencia de este par de interaccién polar-
polar frente a otras interacciones encontradasagtomabundancia que dos (el factor divide).
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A medida que se incrementaollister radius estos dos atomos se agrupan en una misma PPP,
por lo que el factor de escalado pasa a ser umoexiste tal artefacto. De hecho, los factores de
enriquecimiento mejoran. Como puede observarsa gabla 4.22, se pasa deefrde 0.8 con
cluster radiusnulo a urefde[#-5 con urcluster radiusde 2.2.

Asi, se opta por reconstruir los modelos farmadoddr SQUID y describir las moléculas
siguiendo el esquema SQUID, pero sin incluir esigor de escalado (ecuacion [4.6]). En
adelante, se refiere a esta opcion como SQUID-SQidizcaled

p=1g=1 Jp-"aq (Up+aq)

cv,”=>>» Zégg(j—)ww ex;{—;(Dz(p’q)_cenztr%)z)n [4.6]

Las busquedas retrospectivas se repiten para laelo® derivados de los alineamientos
MODEL3ALIGNED y MODEL4ALIGNED vy las cuatro métricadescritas en el apartado
anterior. En la Tabla 4.23 se muestran los factdeegnriquecimiento obtenidos a diferentes
porcentajes de base de datos muestreada paradter radiusdptimos. De nuevo, las métricas
Manhattan y Euclidea son las que rinden mayoregjueuimientos. Ademas, los modelos
obtenidos corcluster radius comprendido en el margen de 0 a 1 A son los quersn
mayores factores de enriquecimiento, mientras cpiesevalores decaen a medida que se
incrementa el grado dazziness

Con esta ultima aproximacion, los factores de eedgniento son los mejores obtenidos al
aplicar la metodologia SQUID de las tres situagopesibles: SQUID-CATS3D (Tabla 4.16),
SQUID-SQUID (Tabla 4.22) y SQUID-SQUIbot scaledTabla 4.23). Asi, en el primer 1% de
base de datos Base_ ACTIV_1 kfpromedio aumentan de un 5 a un 8-9 y a un 12-fi4ada
una de las tres metodologias a partir del alineami®ODEL3ALIGNED. Sobre el mismo
alineamiento, y con Base_ COBR#,se incrementa desde un 0.95 (SQUID-CATS3D) a &n 4-
(SQUID-SQUID) y finalmente a un 19-20 (SQUID-SQUDt scaledl.

Respecto a los modelos derivados con MODEL4ALIGNED,el cribado de Base_COBRA,
también se encuentra este gran incremento. Desdgidoera practicamente una seleccion
aleatoria (SQUID-CATS3D y SQUID-SQUID), la aproxiodn SQUID-SQUIDnNnot scaled
alcanzaef de [B-11 en el primer 1% de base de datos. Curiosamesite aumento no es tan
notable para el caso de Base_ACTIV_1, al menos phargrimer 1% de base de datos
muestreada, alcanzandose en los tres edsies b-7.

En este sentido, MODEL3ALIGNED sobrepasa a MODELHAINED en ambas bases de
datos. Con la aproximacion SQUID-SQUIDt scaled en el primer 1% de base de datos los
valores de=f decaen de uhll2-14 a unb-7 para Base ACTIV_1y de uii9-20 a ui110-11
para Base_COBRA, al incorporar la molécula SU5482ek alineamiento. Como se ha
mencionado previamente, se sospecha que el maiested comportamiento diferencial sea la
ambigiiedad en la interaccion farmacoforica, que IBQub es capaz de reproducir fielmente
dado que carece de multiple asignacién de tipas yamismo PPP.
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Tabla 4.23. Factores de enriquecimientogf, encontrados para las dos bases de datos
Base ACTIV_1 y Base COBRA segun la metodologia $RSQUID not scaleda diferentes
porcentajes de base de datos muestreada (1%, %0y 120%). Los resultados para Base ACTIV_1
estan calculados como el promedio de los cuatraosybntos aleatorios, en paréntesis se muestra su
desviacion estandar.

ef Base_ACTIV_1 ef Base_ COBRA
METRICA MODELO % Base de datos muestreada % Base de datos eadkestr
1% 5%  10%  20% 1% 5%  10%  20%
MODEL3ALIGNED- 1285 650 469  2.83
0 cluster radius (113) (013) (0.22) (0.03) 1920 769 452 288
MODEL3ALIGNED- 1285 642 467 284
0.5cluster radius (113) (022) (0.16) (0.70) 2017 769 452 288
MODEL3ALIGNED- 11.04 646 444 282
Eucliden  LCluster radius (1.01) (0.34) (0.27) (0.06) 2017 788 452 298
MODEL4ALIGNED- 582 446 377 270 1150 615 432 298
0O cluster radius (1.20) (0.42) (0.32) (0.07) ’ ' ' ’
MODEL4ALIGNED- 622 446 377 268
0.5cluster radius (101) (042) (0.32) (0.07) 1057 615 432 288
MODELA4ALIGNED- 402 413 342 265
1 cluster radius (131) (057) (0.24) (0.08) 1150 576 462 322
MODEL3ALIGNED- 1405 634 448 282
0 cluster radius (0.46) (0.30) (0.17) (0.09) 1249 692 519 322
MODEL3ALIGNED- 1446 617 442 282
0.5cluster radius (0.93) (0.14) (0.15) (0.66) 1441 673 471 317
MODEL3ALIGNED- 13.05 646 421 282
Manhattan L oluster radius (0.77) (0.44) (0.27) (0.07) 1729 673 452 322
MODELA4ALIGNED- 642 475 363 251 sor 673 a4z 208
0 cluster radius (0.66) (0.55) (0.35) (0.07) ' ' ' ’
MODELA4ALIGNED- 703 467 361 250
0.5cluster radius (101) (0.41) (0.34) (0.10) 865 653 432 298
MODELA4ALIGNED- 583 459 327 246
1 cluster radius (121) (0.99) (0.37) (0.08) 1057 576 452 2.79

A partir de este punto se escogen los modelos atkss del alineamiento de
MODEL3ALIGNED concluster radiusde 0.5 y de MODEL4ALIGNED conluster radiusde
0.5. Estos se muestran en la Figura 4.22.

Figura 4.22. Modelos SQUID finales seleccionados aplicadosaeagroximacion SQUID-SQUID
not scaled (a) modelo derivado de MODEL3ALIGNED catuster radiusde 0.5 y (b) modelo derivado
de MODEL4ALIGNED corcluster radiusde 0.5.

4.10. Modelos Farmacoforicos finales seleccionados
En total se seleccionan como posibles modelos fasfdacos o filtros:

«  MOE_MODEL obtenido por refinamiento manual en MOE.
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« Busquedas de similitud con descriptores CATS30zatido PD173074 comfocusy con
distancia Manhattan.

. Modelo SQUID derivado de MODEL3ALIGNED carluster radiusde 0.5. Utilizado en
la busqueda retrospectiva en la conexion SQUID-EQUbt scaled con distancia
Manhattan. En adelante referido como MODEL3ALIGNED.

. Modelo SQUID derivado de MODEL4ALIGNED carluster radiusde 0.5. Utilizado en
la busqueda retrospectiva en la conexion SQUID-EQUbt scaled con distancia
Manhattan. En adelante referido como MODEL4ALIGNED.

En la Figura 4.23 se muestran las curvas de emiigignto obtenidas con cada uno de los
modelos para el total de Base_ACTIV_1 (a) y BaseBR® (b).

100 - 100 -

80 80

60 -

—— MODEL3ALIGNED
= MODEL4ALIGNED
= CATS3D

= MOE_MODEL
= MOE_MODEL_WM

—— MODEL3ALIGNED
—— MODEL4ALIGNED
——CATS3D

—— MOE_MODEL
—— MOE_MODEL_WM

40 4

% Activos encontrados
% Activos encontrados

20 -

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% Base de datos ordenada % Base de datos ordenada

Figura 4.23. Curvas de enriquecimiento obtenidas en las busgudd similitud con los modelos
finales seleccionados para (a) Base_ACTIV_1y @B COBRA.

ParaBase ACTIV_1, MOE_MODEL sobrepasa al resto de giimoeentos, principalmente por
debajo del primer 10% de base de datos. Sin embast® comportamiento empeora al ignorar
la asignacion mdltiple déeatures(MOE_MODEL_WM). MODEL3ALIGNED se comporta
ligeramente mejor que CATS3D, mientras que MODELHAMED es el peor de ellos.

Interesantemente, para Base_COBRA, MODEL3ALIGNERamta mejores factores de
enriquecimiento que MOE_MODEL hasta el 10% de bdsedatos muestreada. Asi, en el
primer 5% de base de datos, MODEL3ALIGNED captura4éo de los activos mientras que
MOE_MODEL el 27%. En el 10% de base de datos, MOBD®L sobrepasa a

MODEL3ALIGNED (54%vs47%), aunque ambos resultados son altamente fdesra

Todos los modelos se encuentran por encima de aleecg®n aleatoria, incluso para el peor
caso, MOE_MODEL_WM, con valores ad entorno al1l.3-1.9 a lo largo de los diferentes
porcentajes de base de datos muestreada.

No debe confundir el hecho de que la curva de eeciniento de MOE_MODEL no alcance el
100% de activos, ya que este modelo Unicamenteetie/wnscore (RMSD) para aquellas
moléculas que clasifica como activas, por lo queniimero de activos no se incluyen en esta
curva ya que no superan el filtro (falsos negajivos

Analogamente al caso SQUID-CATS3D (apartado 4.8sB),analiza la diversidad de los
scaffoldsrecuperados. Para Base ACTIV_1, los resultadosusstran en la Figura 4.24. En el
primer 1% de base de datos muestreada, MODEL3ALIGNEmarillo) reconoce mas
scaffoldsque MOE_MODEL yioleta).
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Este recupera representantes de piridafifeBimidinas, 7-alquilurea pirido[2,8]pirimidinas y
naftiridin-2(1H)-onas, mientras que MODEL3ALIGNED devuelve tambiér-
anilinoquinazolinas.

En el primer 5% de base de datos muestreada, a gesaencionado menor enriquecimiento
por parte de MODEL3ALIGNED, tanto MOE_MODEL como NMEL3ALIGNED, se
comportan comparablemente en términos de diversidadperandose un representante de los
seis cores excepto indolinonas. MODEL4ALIGNED vérdg también es inferior a
MODEL3ALIGNED en términos de diversidad. Tampoco BEL4ALIGNED identifica
indolinonas hasta el 20% de base de datos muestr€XITS3D {ranatg es superado por
MODEL3ALIGNED, principalmente en el primer 1% desbade datos muestreada y con
respecto a su capacidad par identificar 1-feniliveilazoles.

Asi, comparado con la situacién anterior SQUID-CABDSFigura 4.17), la conexién propuesta
SQUID-SQUID constituye una clara mejora en este dasestudio.
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Figura 4.24. Resultados del andlisis de diversidad sdaffoldspara Base ACTIV_1 a diferentes
porcentajes de base de datos muestreada con ladanddrmacoéforos finales seleccionados. (a) 1%, (b
5%, (c) 10% y (d) 20%. En el eje de abcisas seeptan los seiscaffoldspresentes en la base de datos.
PD: pirido[2,3-d]pirimidinas, Naph naftiridin-2(1H)-onas, Urea-PD 7-alquilurea
pirido[2,3d]pirimidinas, Indol: indolin-2-onas, Fenil: 1-fenilbenzimidazoles y Anilino: 4-
anilinoquinazolinas. En el eje de ordenadas, nunadysnluto de compuestos recuperados para cada
scaffold siendo 20 el maximo posible.

Respecto a Base_ COBRA, en la Tabla 4.24 se listareéro demolecular frameworkactivos
(#AM) vy totales (#M, verdaderos positivos + falsgsositivos) recuperados por
MODEL3ALIGNED, MODEL4ALIGNED y MOE_MODEL a diferems porcentajes de base
de datos muestreada. En paréntesis se muestrenetamde moléculas activas recuperaday (H
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Tabla 4.24. Analisis de diversidad decaffoldspara Base_ COBRA a diferentes porcentajes de base
de datos muestread@AM: namero total denolecular frameworkgresentes en los compuestos activos
identificados,H,: nimero total de compuestos activogtM: numero total demolecular frameworks
diferentes presentes en los compuestos recupefaataaderos positivos + falsos positivos).

1% 5% 10%
Definicion | Definicion Definicion Definicion Definicion Definicion
Grafo Atdmica Grafo Atdmica Grafo Atdmica
#AM #AM #AM #AM #AM #AM
(Ha) #M (Ha) #M (Ha) #M (Ha) #M (Ha) #M (Ha) #M

MODEL3ALIGNED | 8(15) | 37| 9 | 41| 16(35) 170 20 200 2249335| 28 | 406

MODELA4ALIGNED 6(9) 34 6 40| 17(34) 166 21 203 18(4bB23 23 399

MOE_MODEL 10(13)| 41| 12| 45| 16(28) 170 21 207 24(3625| 33 | 408

En el primer 1% de base de datos muestreada, MOBPHIQecupera 13 compuestos activos
con 10frameworksdiferentes (23% del total deameworksactivos). Con el mismo numero de
moléculas ordenadas, MODEL3ALIGNED identifica m&smpuestos activos, 15, pero el
namero demolecular frameworkes de 8 (19% del total deameworksactivos). En este
sentido, MODEL3ALIGNED se comporta ligeramente pgae MOE_MODEL. También el
pool de inactivos identificados es mas diversonaiecular frameworkpara MOE_MODEL
que para MODEL3ALIGNED. Una tendencia anéloga smientra en el primer 5% de base de
datos muestreada, donde los dos modelos identifi6amolecular frameworksctivos, aunque
MOE_MODEL lo hace con 28 moléculas y MODEL3ALIGNEEN 35.

Finalmente, se calcula el solapamiento real emsealktivos seleccionados entre estos tres
altimos modelos: MODEL3ALIGNED, MODEL4ALIGNED y MOBMODEL para
Base_COBRA (Figura 4.25). En general, el solapaimi@mtire estos modelos es pequefio,
excepto para MODEL3ALIGNED y MODEL4ALIGNED. En eflimer 1% de base de datos
muestreada, que supone 50 moléculas, hay un Unictivoa compartido entre
MODEL3ALIGNED y MOE_MODEL. En el primer 5%, el sgamiento entre estos modelos
es de 9 compuestos, mientras que MODEL3ALIGNED rdmnge con otros 26 compuestos y
MOE_MODEL con 19 activos. Comparando MODEL3ALIGNEDMODEL4ALIGNED, el
solapamiento es mucho mayor. Por ejemplo, en elgorb% de base de datos muestreada, 30
compuestos activos de los 34 identificados por MODEIGNED son también recuperados
por MODEL3ALIGNED.

1% 5% 10%
MODEL4ALIGNED MODEL3ALIGNED MODEL4ALIGNED MODEL3ALIGNED MODEL4ALIGNED MODEL3ALIGNED
MOE MOE

MOE

Figura 4.25. Solapamiento entre los subconjuntos seleccionadiess Base COBRA por
MOE_MODEL, MODEL3ALIGNED y MODEL4ALIGNED. (a) 1% ddase de datos muestreada, (b)
5% de base de datos muestreada y (c) 10% de badatae En las areas de union, los nidmeros en
paréntesis corresponden al namero totalhde compartidos (activos + falsos positivos). El resto
corresponde al nimero de compuestos activos resper
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4.11. Modelo SQUID derivado de un unico compuesto

Dado que la conexion SQUID-SQUIt scaledes exitosa, se ha analizado el comportamiento
de aplicar estdingerprint farmacoféricofuzzy en el caso de focalizar frente a una Unica
molécula diana. Es decir, el modelo SQUID de reifeiee se construye a partir de una Unica
molécula individual docusy se busca la similitud a éste de todas las mialéae la base de
datos descritas con #hgerprint SQUID. Los resultados se comparan frente a losnidds con
fingerprints farmacoforicos tradicionales, como CATS3D, paraod@no el grado d&uzziness
influencia el cribado virtual frente a una Unicaléeola diana.

Por cada uno de los métodos (CATS3D y SQUID destjipse realizan tres busquedas de
similitud independientes sobre Base ACTIV_1, eracada de ellas considerando cofoous
cada uno de los tres compuestd@? (63 y PD173074) presentes en el alineamiento
MODEL3ALIGNED (Figura 4.5.a). Como métrica, se ggeda distancia Manhattan. Para la
metodologia SQUID los mejoretuster radiuspara los compuest@? y 63 son nulos, mientras
que para PD173074, eluster radiusbptimo es de 2.4. Este radio preferido de 2.4xpbkoa en
términos de conservacion: permite agrupar el eatdenurea de PD173074, no esencial para la
actividad, reduciendo asi su contribucion al ved®correlacion.

En la Figura 4.26 se muestra el andlisis de didadsdescaffoldsrecuperados por cada uno de
los métodos en el primer 1% de base de datos readstr Comparando los modelos SQUID y
CATS3D para cada uno de los compuestos por sepasadobserva cOmo por una parte se
incrementa la diversidad en la identificacion staffolds (por ejemplo, para PD173074 en
negrg y ademas se recupera un mayor nimero de compuastivos (por ejemplo, para los
compuesto$2 y 63 enazuly rojo, respectivamente). Por motivos de comparaciomcgora
también los resultados obtenidos con MODEL3ALIGN&Del apartado anteriovgrde para
enfatizar como la distribucion deaturesfarmacoféricas individual de cada modelo se agrupa
en un modelofuzzy al aplicar la metodologia SQUID. Asi, MODEL3ALIGNEpermite
identificar 4 de los 6caffolds mientras que con cada uno de los modelos indiléduse
recuperan unos 2 osgaffolds

W PD173074-SQUID-2.4

H PD173074-CATS3D

B COMPOUNDG62-SQUID-0

B COMPOUNDG62-CATS3D

15 4 B COMPOUNDG63-SQUID-0

B COMPOUNDG63-CATS3D

B MODELS3ALIGNED-SQUID-0

20

10 +

# Compuestos

PD Naph Urea-PD Indol Fenil Anilino

Figura 4.26. Impacto del grado diizzines®n la diversidad de loscaffoldsrecuperados cuando se
focaliza sobre un Unico compuesto activo mediaatenétodologia SQUID-SQUIMot scaledy las
busquedas con CATS3D. Los resultados correspontigriraer 1% de Base ACTIV_1 ordenada
(promedio de los cuatro subconjuntos aleatorios).eEeje de abcisas se presentan los sm$folds
presentes en la base de dafB: pirido[2,3d]pirimidinas, Naph naftiridin-2(1H)-onas,Urea-PD. 7-
alquilurea pirido[2,3]pirimidinas, Indol: indolin-2-onas,Fenil: 1-fenilbenzimidazoles yAnilino: 4-
anilinoquinazolinas. En el eje de ordenadas, nunadéysoluto de compuestos recuperados para cada
scaffold siendo 20 el maximo posible.
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Aungue no se muestran los resultados obtenidosBmsa_COBRA, en el primer 1% de base
de datos muestreadab0 compuestos), MODEL3ALIGNED recupera 20 compuesittivos,
de los cuales 11 son comunes a los identificadosopdres modelos SQUID individuales para

cada plantilla y 9 son identificados exclusivamede el modelo resultante de la agrupacion de
las tres plantillas.

4.12. Influencia de considerar bases de datos uniconforncgbnales o
multiconformacionales

En este punto se analiza la dependencia de la oletpd SQUID en el uso de bases de datos
uniconformacionales (una Unica conformacién por meesto) o multioconformacionales. Se
analiza sobre Base COBRA para el conjunto de medghtimos encontrados siguiendo las
metodologias: CATS3D, SQUID-CATS3D, SQUID-SQUID @QBID-SQUID not scaled En

la Tabla 4.25 se tabula tiferenciaen los factores de enriquecimiento obtenidos pasabase

de datos uniconformacional y una base de datosicmoformacional. En general, las
diferencias son aceptables, excepto para los mede@UID-SQUIDnot scaledutilizando
distancia Euclidea, donde claramente los enriquenios obtenidos sobre la base de datos
uniconformacional son superiores a los obtenidosur@ base de datos multiconformacional.

Tabla 4.25. Influencia de considerar bases de datos unicorfcionales o multiconformacionales.
El resultado se expresa comalierenciaen los factores de enriquecimiento obtenidos pagabase de
datos uniconformacional y otra multiconformacional.

Base COBRA
ALINEAMIENTO METODO % Base de datos muestreada

1% 5% 10% 20%

SQUID-CATS3D - 1.6radius 0.00 0.00 -0.38 -0.43
SQUID-SQUID - Oradius- Euclidea 2.91 0.10 -0.67 -0.25
SQUID SQUIDnot scaled Oradius- Euclidea 11.61 0.01 0.20 0.24
SQUID SQUIDot scaled 0.5radius- Euclidea 10.68 0.01 0.20 0.24
MODELSALIGNED  o5y1p sQuimot scaled 1 radius- Euclidea 688 039 020 029
SQUID SQUIDot scaled Oradius- Manhattan 0.15 0.77 0.96 0.10
SQUID SQUIMot scaled- 0.5radius- Manhattan 1.12 0.20 0.48 0.09
SQUID SQUIDnot scaled- 1radius- Manhattan 1.15 0.19 0.20 0.24
SQUID-CATS3D - 1.8radius 1.93 1.35 0.78 0.00
SQUID-SQUID - Oradius- Euclidea 0.00 0.19 0.77 0.19
SQUID SQUIDot scaled Oradius- Euclidea 296 -0.19 0.29 0.10
SQUID SQUIDot scaled 0.5radius- Euclidea 203 -0.19 0.29 0.09
MODELAALIGNED o515 sQuimot scaled 1 radius- Euclidea 201 -020 049 024
SQUID SQUIDot scaled Oradius- Manhattan -0.85 0.77 0.58 -0.10
SQUID SQUIMot scaled- 0.5radius- Manhattan -0.84 0.57 0.48 -0.05
SQUID SQUIDnot scaled- 1radius- Manhattan -0.82 0.00 0.10 -0.34
CATS3D CATS3D PD173074-Manhattan -1.83 0.96 0.97 0.29

4.13. Aplicacion de la conexiones SQUID-SQUID y SQUID-SQID not scaled en
otros casos de estudio

Como se ha comentado, las conexiones SQUID-SQUEDYID-SQUID not scaledse han

aplicado también en el cribado retrospectivo débidbres de COX-2 y ligandos de trombina,
para los que la conexién SQUID-CATS3D se ha vatidde manera exitosa.

187



Capitulo 4. Cribado por métodos basados en ligandos

Los alineamientos iniciales corresponden a losrdesen la referencia [51] y mostrados en las
Figuras 4.20.d (COX-2) y 4.20.f (trombina). En tmstruccién del modelo SQUID (escalado o
not scaledl se escanean diferentelister radius comprendidos entre 0 y 3 A, con pasos de
0.2 A. Las bases de datos correspondientes seterégan también con la descripcion SQUID
correspondiente y con los mismdaster radiusgue los empleados en la generacion del modelo
SQUID de referencia. Como métricas, se estudiaistancia Manhattan, la distancia Euclidea,
el coeficiente de Tanimoto y el del coseno.

De todas las posibles combinacionegldister radius se encuentra una preferencia similar a la
obtenida para la conexion SQUID-CATS3D: cluster radiusde 1.4 A para COX-2 y un
cluster radiusde 2.4 A para los ligandos de trombina. De lagio®, |la distancia Euclidea es
la mejor para COX-2 y la distancia Manhattan pagligandos de trombina. En la Tabla 4.26
se muestran los factores de enriquecimiento oltsréd las condiciones éptimas para cada una
de las dos familias de compuestos.

Ademas, como referencia, se realiza una busquedard@ud con los descriptores CATS3D
individualmente para cada una de las moléculasenatds en cada uno de los alineamientos: 3
para COX-2 y 7 para los ligandos de trombina. Be easo, la distancia Manhattan es la
meétrica.

Tabla 4.26. Factores de enriquecimiento obtenidos en las leaksguretrospectivas para las familias
de inhibidores de COX-2 y Trombina con los métod®QUID-CATS3D, SQUID-SQUID, SQUID-
SQUID not scaledy CATS3D.

COX-2 Trombina
METODO % Base de datos muestreada % Base de datos muastread
1% 5% 10% 20% 1% 5% 10% 20%

SQUID-CATS3D 40.66 15.48 7.97 4.42 19.10 9.92 6.663.74
SQUID-SQUID 17.72 5.51 3.51 3.78 10.05 7.77 5.683.41
SQUID-SQUIDnot scaled 25.03 13.79 7.98 4.15 19.1 8.89 5.28 3.33
CATS3D

Plantilla 1 6.26 7.85 6.70 4.15 4.02 2.15 1.64 1.28

Plantilla 2 32.33 9.76 6.90 4.44 1.51 0.51 0.41 0.36

Plantilla 3 16.68 8.70 6.40 4.31 4.02 3.17 2.72 2.08

Plantilla 4 10.05 2.87 1.95 1.64

Plantilla 5 9.05 2.86 2.00 1.44

Plantilla 6 0.50 0.02 0.31 0.36

Plantilla 7 1.00 0.72 0.51 0.51

En el caso de los inhibidores de COX-2, la conexigginal SQUID-CATS3D es la que rinde
mayores factores de enriquecimiento. En este ¢asmnexion SQUID-SQUIDot scaledes
comparativamente inferior, rindiendo ahde 25 en el primer 1% de base de datos muestreada,
frente al 40 alcanzado por la conexion anterialusp, este factor de enriquecimiento se sitla
por debajo del alcanzado con la basqueda de sichitibtn CATS3D focalizada sobre uno de los
compuestos del alineamient®lgntilla 2, 33), aunque a porcentajes superiores de basatoe d
muestreada, la conexién SQUID-SQUIDt scaledsupera a CATS3D.

En el caso de los ligandos de trombina, los fastale enriqguecimiento obtenidos por las

conexiones SQUID-CATS3D y SQUID-SQUIbot scaledson muy similares. Ademas, se
sitlan claramente por encima de las busquedasnilisd con los descriptores CATS3D.
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Con ello, no es posible concluir totalmente que daalas conexiones, SQUID-CATS3D o
SQUID-SQUID not scaled sea mejor que otra. Si bien para TKs, SQUID-SQuitD scaled
permite alcanzar factores de rendimiento muy buestosl caso de los inhibidores de COX-2 la
conexion SQUID-CATS3D es superior a la anterior.

Si bien en términos de efectividad no es posibtabéscer una conclusién contundente, en
términos de eficiencia si que la conexion SQUID-8QWot scaledconstituye una mejor
alternativa a la conexion SQUID-CATS3D, ya que &t uso ddeature-typed weightg su
optimizacion exhaustiva, ahorrando tiempo de célcul

4.14. Aplicacion del modelo SQUID a un modelo farmacofédo con mudltiple
asignacion de tipos

Finalmente, se ha seleccionado un caso de estadiotgstar la hipotesis de la influencia de la
presencia déeaturescon multiple asignacion de tipos en los modelosé&oforicos derivados
con la metodologia SQUID.

Se ha escogido un farmacéforo previam&htieentificado para los receptores de serotonina
5-HT3 y que se encuentra analizado en detalle grograma MOE como modelo para la
construccion de modelos farmacoféricos con diclogiama. La base de datos se compone de
25 moléculas activas y 250 inactivas seleccionatigoriamente de catadlogos comerciales, tal
y como proporciona el programa MOE. Como modelmé&aoférico de referencia, se escoge el
modelo refinado propuesto en dicho programa, situiinshape constraint® caracteristicas
direccionales. Dicho modelo se muestra en la Figue2@. Estad compuesto de cudfeatures
dador y catiénico K1), aroméatico E2), aceptor £3) y aromético F4). Por motivos de
comparacion, se llevan a cabo también busquedaséaforicas con el modelo previo pero sin
incluir la featurecon multiple asignacién de tipdsl.

F1: Don & Cat

Figura 4.27. Modelo farmacoforico para los receptores de sam#5-HT3 identificado con MOE.

Se realizan blsquedas restrospectivas sobre estaanfiase de datos con las metodologias
SQUID-CATS3D y SQUID-SQUIDot scaledcon los pardmetros dguster radiusy feature-
typed weigh{SQUID-CATS3D) optimizados. Para SQUID-SQUIDt scaled se analizan las
cuatro métricas: distancia Manhattan, distancidi&ea, coeficiente de Tanimoto y coseno. De
ellas, la distancia Euclidea es la que rinde mejfaretores de enriquecimiento.

En la Tabla 4.27 se muestran los factores de estigpiento obtenidos con los cuatro modelos
farmacoféricos. La hipotesis farmacoférica formaladon MOE que contiene la mdltiple
asignacion de tipos es la que rinefesuperiores por encima del primer 5% de base desdat
muestreada.
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Se observa como la respuesta del modelo al elinarfaatureF1 es similar a la obtenida con
las dos conexiones de SQUID. En este sentidtedaureF1 determina el limite superior del
modelo SQUID. Respecto a las conexiones, SQUID-8Qudit scaledy SQUID-CATS3D se
comportan similarmente en este caso de estudio.

Tabla 4.27. Factores de enriquecimientef, a diferentes porcentajes de base de datos magstre
obtenidos con diferentes metodologias: SQUID-CATSSRUID-SQUID not scaled farmacoforo del
MOE y farmacéforo del MOE sin @aturecon asignacion multiple (F1IM y U hacen referencia a si la
base de datos empleada en la blUsqueda retrospestivaulticonformacional o uniconformacional,
respectivamente.

ef SEROTONINA 5-HT3

MODELO Base % Base de datos muestreada
1% 5% 10% 20%
M 11.00 10.21 8.25 4.60

SQUID-CATSSD - 2.6radius u 11.00 786  7.46  4.40

. u(.4)* 11.00 10.21 8.25 4.60

SQUID-SQUIDnot scaled- Euclidea M(2.8) 11.00 10.21 746 4.60

Farmacéforo del MOE M 11.00 11.00 9.82 -

Farmacoforo del MOE sin F1 M 11.00 10.21 8.64 -
* valor decluster radiusdptimo para esta base de datos.

4.15. Filtrado de las quimiotecas BIB_Oxo, BIB_Amio y BIB_Hidro

Una vez establecidas y validadas las distintas do&igias de filtrado basados en la estructura
del ligando, se procede a filtrar las quimiotecé® Bxo, BIB_Amino y BIB_Hidro descritas
en el capitulo 3. Para ello se utilizan los cuaradelos listados en el apartado 4.10 y una
bdsqueda de similitud mediante descriptores CAT&Rfalizando en el compuesto SU5402
con distancia Manhattan.

En la Figura 4.28 se muestra la abundancia de cestpaide cada una de las tres familias,
segun la sustitucion en la posicién C-4, que saiamtcan en los primeros 100 compuestos
ordenados de la base de datos.

O BIB_Hidro
100 - I — .
] | BIB_Amino
80 - 0O BIB_Ceto
m —
o
9 60
>
£
S 40 +
O
**
20 +
O T
CATS3D- CATS3D- SQUID- SQUID- MOE-MODEL
PD173074 SuU5402 SQUID- SQUID-

notscaled- notscaled-
3ALIGN-05 4ALIGN-05

Figura 4.28.  Abundancia de compuestos en cada una de lasumesotpcas para los 100 primeros
compuestos ordenados de la quimioteca de 10692@umstos por cada uno de los cinco modelos de
busqueda farmacoférica.

Se observa como los modelos CATS3D y SQUID priories derivados con hidrégeno en
posicion C-4, mientras que MOE_MODEL detecta ppabnente derivados con un grupo
amino en dicha posicion.
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En la Figura 4.29 se muestra el orden de deteqriEferente de cada una de estas tres familias
en funcion del porcentaje de base de datos analizad

30 - 100 CATS3D-SU5402 b
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g 54 g 20
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0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 80 100
% Base de datos ordenada % Base de datos ordenada
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—— BIB_Amino
801 _——BIB_Oxo
—— BIB_Hidro
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20 4

% Compuestos identificados

0 20 40 60 80 100

% Base de datos ordenada

Figura 4.29. Orden de identificacion de los compuestos de cadade las tres familias BIB_Amino,
BIB_Oxo y BIB_Hidro en funcién del porcentaje desbale datos ordenada. (a) Modelo MOE_MODEL.
(b) Busqueda de similitud con CATS3D y SU5402 cdotuscon distancia Manhattan. (c) Busqueda de
similitud con CATS3D y PD173074 confiocuscon distancia Manhattan. (d) Busqueda de similitorl
SQUID-SQUID not scaledderivado a partir del alineamiento MODEL3ALIGNE®) Busqueda de
similitud con SQUID-SQUIMot scaledderivado a partir del alineamiento MODEL4ALIGNED.

Se observa como MOE_MODEL tiene una preferencidgemcompuestos con sustituyentes 4-
hidro y 4-amino, apareciendo los compuestos deulaiqteca BIB_Oxo mucho después,
aunque estan incluidos en mayor nimero en la distaits. En la busqueda de similitud con
CATS3D y PD173074 como compuesioery, las tres familias se obtienen practicamente a la
par, aunque BIB_Amino tiene una ligera preferengia.los tres casos restantes, la quimioteca
BIB_Hidro es claramente preferente a las otras dos.
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Finalmente, se compara el ranking de los 100 pomerandidatos seleccionados de la
quimioteca de 106920 compuestos por cada métedsusel ranking de los compuestos
activos, tanto dgbool ACTIV_1 (288 compuestos, divididos en los seisilles scaffold$ y el
pool COBRA (104 compuestos) por el mismo método. Losultados del orden de
identificacion de todos estos compuestos (288+10a)&n funcién del porcentaje de base de
datos muestreada se ilustran en la Figura 4.30.
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Figura 4.30. Orden de identificacion del total de compuestaivas de los dogools de activos
considerados (ACTIV_1 y COBRA) mas los 100 primerosmpuestos seleccionados por cada método de
la quimioteca de 106920 compuestos. Los resultpdms elpool ACTIV_1 y la basqueda prospectiva se
muestran clasificados en funcion dekffoldde la molécula. (a) Modelo MOE_MODEL. (b) Busqueda
de similitud con CATS3D y SU5402 confimcuscon distancia Manhattan. (c) Blsqueda de similiiowal
CATS3D y PD173074 coméocus con distancia Manhattan. (d) Busqueda de similitad SQUID-
SQUID not scaledderivado a partir del alineamiento MODEL3ALIGNE@) Busqueda de similitud con
SQUID-SQUIDnot scaledderivado a partir del alineamiento MODEL4ALIGNED.
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Capitulo 4. Cribado por métodos basados en ligandos

Se observa como los modelos SQUID-SQUI® scaledy CATS3D ordenan en general a los
compuestos de la quimioteca de pirido[d]Biimidinas por delante de otros compuestos con
actividad testada, en particular a los BIB_HidrarePestos métodos, los 1-fenilbenzimidazoles
y las indolin-2-onas adoptan un menor valor delgindi quedando ordenados en las Ultimas
posiciones. De hecho, Unicamente en la busqued&4&3i1$3D y SU5402 coméocusquedan
ordenados en las primeras posiciones, ya que, rdeithente elscaffold es compartido al
tratarse SU5402 de una indolinona. También paearesdelo los compuestos de BIB_Hidro
quedan ordenados por delante de otros compuesttigosac Finalmente, el modelo
MOE_MODEL identifica primeramente compuestos repnégtivos de loscaffoldscontenidos

en el alineamiento del que son derivados (pirida@pirimidinas y sus derivados urea y
naftiridinas) y posteriormente identifica compusstale las quimiotecas BIB_Hidro,
BIB_Amino y delpool de activos de COBRA.

Estos resultados son tal vez demasiado optimistess |p caracterizacion de la quimioteca de
106920 compuestos. En realidad, no sorprende guedaes de similitud sean tan elevados, ya
que elscaffoldcentral de la quimioteca de 106920 compuestosadrdate difiere dedcaffold

de pirido[2,3d]pirimidinas incluido en el alineamiento en la éasia 0 no de un doble enlace
(Figura 3.1), no afectando a la asignacion de fopag farmacoforicos esenciales. De hecho, la
validacién de estos métodos, en especial del mofdelnacoforico del MOE (del que se
dispone libremente) podria resultar mas util eficaplones futuras de busqueda de estructuras
claramente diferentes detaffoldpirido[2,3-d]piridimina.
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