
Combined use of NMR and computational tools 
for fragment based drug discovery targeting 

protein-protein interactions 
VEGF protein surface recognition as a case study 

Michael Goldflam 

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a l’acceptació de les següents condicions d'ús: La difusió 
d’aquesta tesi per mitjà del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Dipòsit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat 
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel·lectual únicament per a usos privats emmarcats en activitats 
d’investigació i docència. No s’autoritza la seva reproducció amb finalitats de lucre ni la seva difusió i posada a disposició 
des d’un lloc aliè al servei TDX ni al Dipòsit Digital de la UB. No s’autoritza la presentació del seu contingut en una finestra
o marc aliè a TDX o al Dipòsit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentació de 
la tesi com als seus continguts. En la utilització o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora. 

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptación de las siguientes condiciones de uso: La 
difusión de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB 
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual únicamente para usos 
privados enmarcados en actividades de investigación y docencia. No se autoriza su reproducción con finalidades de lucro 
ni su difusión y puesta a disposición desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza 
la presentación de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta 
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentación de la tesis como a sus contenidos. En la utilización o cita de 
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora. 

WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions:  Spreading this thesis by the 
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the 
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital 
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not 
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it’s obliged to indicate the name of the author.



Programa de Quìmica Orgànica

Tesi Doctoral

Combined use of NMR and computational tools 
for fragment based drug discovery targeting 

protein-protein interactions 
VEGF protein surface recognition as a case study 

Michael Goldflam

Dirigida i revisada per: 

Dr. Ernest Giralt Lledó
(Institut de Recerca Biomèdica Barcelona

Universitat de Barcelona)

Barcelona, 2013 





Tesi Doctoral

Combined use of NMR and computational tools 
for fragment based drug discovery targeting 

protein-protein interactions 
VEGF protein surface recognition as a case study 

Michael Goldflam

Departament de Quìmica Orgánica 

Facultat de Quìmica 

Univesitat de Barcelona 

2013





�������	�	�
�����
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�



�
�
�
�
�
�



�������	�
������
� � � � � � � � ���������������������������

�������	
�����















































































































��

���������������
���	����������������������	�
�
��
�������
��

��	�����������
�������
�����������������

�������������������������	�
�
���������������

 ������������������������������������������������������������������������������

���������������
����������

���� ������������������������������������������������������������������������������������������������!�

��"�#$%��
�����������
��� ����������������������
����
 �������������������������������������������������������������������

��&�'�

������������������������	�
���������������������������������������������������������������������������������������������"�

������������
















































































































���

�
����
��� 




















































































































���

����(��)�
�������*#$%�
�����
��	����������������������
����
+ �����������������������������������������������������

���������
���������
����
����
�������	�	��������
���������',-�����������������������������������������������".�

����/�
��������
������	������������� �	����������
��������� �����������������������������������������������������&��

�������/�
��������
������	�����	��
��������	����������� �������������������������������������������������������������&��

������/�
��������
������	�����
�
����������	����������� ���������������������������������������������������������&"�

������/�

�

��� ������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������&.�

��"�/������������	�������0���������
�	���	����������
����������

���� ������������������������������.1�

��"���2��������3�����/�
�����	����������$�4����
�	���#$%���
���5
������� ��������������������.1�

��"���3�������
�������������	�#$%�

�����������������������������������������������������������������������������6��

��&�$���
�������
����������������',-��
��	�
�7����������
���������
��
 ����������������������������������6!�

��&���#$%���
���

���������	�����	��
��������	�����8����� ������������������������������������������������������6!�

��&���#$%���
���

���������	�����
�
����������	�����8����� �������������������������������������������������!!�

��&���,4����������
��� ��	�
������������9��#$%�

������������������������������������������

���������������������	�
���	�',-� ��������������������������������������������������������������������������������������������91�

��&�"��9��#$%���
���

���������	�����2#:;�
�������������� �����������������������������������������������9!�

��&�&�2����������� �
�������������
�����
� ������������������������������������������������������������������������1��

��&�.�2��
������������)
 ��������������������������������������������������������������������������������������������������������1&�

��.�$���
�������
����������������',-��
��	�
�7���������
���
�������
���������
��
 ���������������1!�

��.������
���������	�����������������������������������������������������������������������������������������������������������19�

��.���5�
�����������	���������������������������������������������������������������������������������������������������������

��.����������������	������������ ����������������������������������������������������������������������������������������������6�

��.�"�2��
������������)
���
��

����������
���
��������������������������������������������������������������������"��

��6����������� ��4�����������	��%#3���
��� ����������	 ���������',-��������
� ������������������������""�

��6����������������	�	��4�0 ��
�����
���������%#3
7 �������������������������������������������������������������"&�

��6���:�������0�������	�',-� ��������������������������������������������������������������������������������������������������".�



�������	�
������
� � � � � � � � ���������������������������

��6���5���
����������
��',-� ���������������������������������������������������������������������������������������������������"6�

��6�"�5�<���
�������������	 ����������������
� ������������������������������������������������������������������������&��

��6�&�5 ����
�
��	��������
������������������������������������������������������������������������������������������������������&6�

��6�.����������� �������������	��������
����������������������������������������������������������������������������������&!�

��6�6�%�
����������������
��
������������)
 �������������������������������������������������������������������������.��

��������������	������	� 


























































































����

"����������������
���������������������������������������������������������������������������������������������������������������������."�

"���2�����	������

��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������.&�

"�����������
���4�������
��� ������������������������������������������������������������������������������������������������������.6�

"�"�#$%�
��
���

�� �������������
�

�����������������������������������������������������������������������������������.!�

"�&�-���������������
 ����
�
������������������������������������������������������������������������������������������������������.9�

"�.��%#3���
��� �������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������6"�

�������
�����












































































































����

�����
 ��������!�"�� 






























































































����

.���:������

�=� ���������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������!&�

.���;�>�����
 ��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������9��

.���%�
������
������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������9��

.�"�2��
��
����
 ��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������19�

�



3�����������
��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������

Abbreviations 

32#� � � 3
�����������

3
��?#@�� � 3
���������

3
��?/@� � � 3
�����
��
���

2�$-� � � 2�������
����$�������-����

25��� � � 2����
���
��	���������������

2 
�?2@� � � 2 
������

A� � � 2����
���
��	��

/$��� � � /����� ��	���������

/$5;� � � /����� ��
��	�4����

/#3� � � /�
�4 ������
���
��
���

,5:� � � ,��
�����
��� �����0������

�/3� � � ���������/����3�����
��������

���
� � � 9�������� ����� ��4 
����� ��

-���?B@� � � -���������

C3�D� ?/����� ������@�
E
������� �?���F�E�E�G����0���F"E&��G� ��������

 ��4 @����������������4�	��������
������

C(�D� ;�?(��0�����0����� �@�#E#E#�E#����������� �����������4�	��������
������

C�82� � � C�������	�����
����<����
������������ �

C5B2� � � C�������
�����
������<�������
�����������

C�5�� � � C���������������

��������

:���?:@� � � :
����
����

8���?8@� � � 8��
����

8 
�?H@� � � 8 
����

$38/:��;�� � $����4��

�
������
�����
������������0������������	�	������

�%#3� � � $�

������������
���
��
���

$5� � � $�

�
��
���

�� �

$I� � � $���
������������

#$%� � � #�
������������
���
����
��

����?�@� � � ���� ���������

����?�@� � � ��������

��:� � � ���������������������	�
�
�

���� � � ����
�������������

%$5/� � � %���������
<���������������

53%� � � 5���
������
����� ���������
����

5�/� � � 5��������������
	�����		����
��

��3� � � ����	������
���
��
���

����?�@� � � ����������

�%#3� � � ����
	���������
���
��
���

����?I@�� � �� ��������

',-�� � � '�

������������������������	�
����



��:������
�������� � � � � ��� � � � ��������������������

1 Introduction 

1.1 The emergence of protein-protein interfaces as a new class of 
therapeutic targets 
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1.2 Protein-protein interfaces and therapeutics 

���� ��>���� � �	� ����� ��

���� � �		���
� ����� ����� 	�
�
� ��� 
�� 
������ *���������+� �������
��

/���������� ��
�������������

������������
����
��
�����������������������������������
�����	�������


��� ����� �� ����� ����� 
�		�
����� �		���� �� :�� ���
��
�� ���
�� ���������� �������
� 
���� 	���� ��
���
��

	������
��������������������������������
�������
���������
���������������
��������������
���
�
������

��
)��
� ��� ���� �������� 
��	�
�� ��� ����� ����� 
������
� ��
���� �	� ���� ��������� :�� ����� 
�
�
� ����

�����	�
�
�������������� �
����E����������11�����111�P�����������������������	�
�
�������������������

��� ����� ��� ������ 
����
�������� �������� ��������� D���)�� ���������� �������
� ������ �����	�
�
� ����

�������� � 	��������
��������
����������&11�����111�P�� ���� ��	���������
���� �������� 	��4������ � ���

������
�������������������������������
��

3�������4������	������
��
����
����
��

��
�',-�E����������������
����
�
��
�	�
�
�������?����������@��:��

������
�
� ����� ���� �4���
�������� ��
�����
�� (���� 
����� ��� ������������ �����	�
�� ��� ',-�� ���
��

����
���
�
����	��4������ ��	������������
�����E�����������	�
���
���������� �	���E����
�����
������ ��

��
)��
�����
����
E�	�������
�
���	�����
�����4������',-�%�E�����������������111�P��

�



��:������
�������� � � � � ��� � � � ��������������������

�

Figure 1.2: Surface representation of the homodimer VEGF from 3V2A. The interface involved in 
interaction with the receptor KDR/VEGFR-2 is depicted in red.  
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1.2.1 The use of biologics to target PPI 
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1.2.2 The use of small molecules to target PPI: 
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Table 1: Summary of the TIMBAL database. Abbreviations: HTS, High-throughput screening; ELISA, 
Enzyme-linked immunosorbent assay; CTGFA, Combinatorial target-guided fragment assembly, 
Sunesis; SPR, Surface Plasmon Resonance; FPA, Fluorescence Polarization Assay; SBDD, 
Structure-based Drug Design; VS, Virtual Screening; SAR, Structure Activity Relationship; NMR, 
Nuclear Magnetic Resonance. SAR by NMR; ITC, Isothermal titration calorimetry; LBDD, Ligand-
Based Drug Design; ThermoFluor; CombiChem, Combinatorial Chemistry; FCPI, Flow Cytometry 
Protein Interaction assay. For protein abbreviations see original paper. Adapted from2  
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 Complex Complex type Therapeutic area Techniques No of SM 
(series) 

 IL-2 /IL-2Ra  Heterodimer  Immuno-suppressor  Peptidomimetics, Tethering 6 (2) + 247 
tethers  

CD80 /CD28 Heterodimer Immuno-suppressor Cell based screening, HTS ELISA 4 (2)  
TNF� trimer Homotrimer Inflammation CTGFA with ELISA 2 (1)  
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ZipA /FtsZ Heterodimer 
(small peptide) Antibacterial Screening SPR and FPA, SBDD 21 (7)  

Bcl2 or 
BclXL/Bax or Bak 

or Bid 

Heterodimer 
(small peptide) Oncology SBDD, VS-Docking, FPA, HTS, FPA, 

SAR by NMR 26 (9) 

b-Catenin /Tcf4 
or Tcf3 Heterodimer Oncology SBDD, VS-Docking, NMR, ITC 4 (2) 

c-Myc /Max  Heterodimer 
binding to DANN Oncology Screening FPA 1 

ESX /Sur-2 Heterodimer 
(small peptide) Oncology Cell based screening + binding assay 1 

p53 /MDM2  Heterodimer 
(small peptide) Oncology 

SBDD, VS-Docking and FPA, LBDD, 
VS-Pharmacophore and FPA, 

Peptidomimetics, Natural products, HTS 
ThermoFluor, ELISA, SPR, FPA 

16 (7)  

p53 /S100B Heterodimer 
(small peptide) Oncology SBDD, VS-Docking, Trp Fluorescence 

assay  7 (4) 

XIAP /Casp-9 or 
SMAC Heterodimer Oncology Peptidomimetics, Natural products, 

SBDD, VS-Docking, FPA 5 (2) 

UL30(Pol) /UL42 Subunits HSV   Antiviral HTS, FPA 3 (3) 
E1–E2 

/DNA(HPV)  
Heterodimer 

binding to DNA    Antiviral SAR by NMR 4 (2) 

ToxT dimer Homodimer    Antimicrobial HTS phenotypic screen 1 

iNOS dimer  Homodimer  Inflammation 
Immunology CombiChem 1 

RGS4 /Gao Heterodimer Modulation of 
GPCRs Screen FCPI assay 1 

In
tra

-c
el

lu
la

r 

CMR1 /NES  Heterodimer    Antiviral Cell based screen 2 (1) 
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1.4 NMR as a tool to study protein ligand interactions 
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1.5 Vascular endothelial growth factor 

1.5.1 VEGF and angiogenesis 
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Figure 1.5.1: The angiogenic cascade: (1) Diseased or injured tissue produce and release growth 
factors that (2) bind to their receptors on endothelial cells, (3) activating signal transduction pathways 
and (4) stimulating endothelial proliferation, (5) migration, and (6) vascular tube formation. (7) Bone 
marrow derived endothelial stem cells are mobilized and become incorporated into new blood vessels. 
(8) Stabilization of the vasculature occurs through the recruitment of smooth muscle cells and 
pericytes. Adapted from 1
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1.5.2 VEGF isoforms and structure 
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Figure 1.5.2: Solution structure of the VEGF8-109 isoform in complex with a phage-derived peptide 
antagonist binding to the receptor interface. From 1KAT. 
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1.5.3 VEGF, diseases and treatment 
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Figure 1.5.3: Strategies to disrupt VEGF signaling in pathological angiogenesis. From5
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3. Results 

3.1 NMR studies of protein-ligand interactions 

���������������������
����
����������������������
���������
������
�

�
����� ���
���������������
������	�

�������
������
�������������
���
E�
�
���
����������
������
������������
E����
�	�
���
E��
�������
�

�������� ��
���������������0 ���
��
������ ������
����
�� :�� ���� �	� ���
�����
�

�
E� 
����
���������
���

	��
���������	���������������<����
���������
��
�	�
��� ���
����0���������������������
������������������

�����
�
��	�
���

/���� )��������� �	� ���
�� ���
�

�
� ���� ������ ������ ���� ��
����
�
� �
� ��
�

�� � ���� ��� � 	���

�����
�������� ���
�������
� ��� ��������
����� �����E� ���� ��
�� 	�������������� ��� 
���
����� ����������

���
�� ������
����
���������)������
������������
��� ��
���
������
�
������������ �����	 ������������


�������
����� ������������
�������� �����
�������
��(����
�
�
��		���������� �����������������	�


����� ������
�����
���
E� �������
E� 
����� �����
� ��� ��4����
� ������	�� I�������� ���� ���������� �	�

���
�� 
�������
� ��� ������
�� ����� �� ������ �������E� ��
��������� ��
��	� �
� 
������� � � ���� 
���
������

������������ �	� ���� �������Y
� 	��
������� �����
�� ���
E� ���
�������� �	� ���
�� ������
����
� ������ �

	�
�������
�
���
������	�������������	��
������������
�������������������	�������)���

�
��������������� ������
����
� 
��� ��� 
������� ����� 
������� ����
E� ����� � ���� �	� ���
�� 
��� ��������

��	������������ �������� 
�������� ���� 
��
�	�
�� �� ���
� ��	��������� 
��� ��� 
����������������� �����

�
<������ � � �
��������� ���������� 
��������� � ?:�2@E� ��

� 
��
������� � ?$5@E� 
��	�
�� ���
����

��
����
��?5�%@�������
������������
���
����
��?#$%@��

:
��������� ���������� 
��������� � ��
���
� ���� 
������ ��� ������������ �	� �� �������� 
�������� �����

������������������������
���������������
�������
����������:��������
����������������	�������� ����
�

���������
E� ��
�����������	��������� �?Δ=@E�������� �?Δ�@����������� �?Δ+@��	����� ������
����E�����

����
��������������
���
�� �?Δ2�@��

:�� ��

� 
��
������� E� ������
� ��
���<��
� ���� �
��� ��� ����0�� 
�������
� ��� 
�����4�
� ����


��
�<����� � ���� 0�� ��������

����
������ �����
�� %�
���� �����������
� ���$5������ 	�
��������� ����


��� � �	� ��������������� ������
����
E� ��������� ���� ����
����� ���� 
����
����0������ �	� �����������


��	����������� 
����
� �	� �������� 
�����4�
� ��� ;����� ��� ���� ����� 
��
������ � �	� $5E� ��� � �������

������
� �	� 
������ ���� �������� ���� 
��� � �	� � ����������������� �4
������ �	� �������� ��
)�����

������ � ������
� 
��� ����� ��	��������� ��� ���� �������� �������� �	� �� ������L� �������E� ���
� �
� ��
��

��������� ��� ������� �		���� � ������
�� ������ E� $5� �
� ���� �	� ���� 	���������
� ����� ������� 
��� � �	�


�����4�
� ��� ��
� ���
��� 2������
��� �������� �������� �������
� ��� ��
����
�� ���� ��� 
���������� �

�����
�� �����
�������� �	� ���� 	��
�
� ������� ��������������� ������
����
� ���E������ ���
�
�� E� �����

�
�����
������������	�
����������������
�������
��������������������
��	�
�
����



����%�
���
���#$%�
�����
��	����������������������
����
���������������������������������������������������������������������������������

5��	�
�� ���
���� ��
����
�� �����
� ���� ������
����� �������� ��� ���� ��� ��� 
�������� ���� ��

�������
�������
�������������������������0��������
��
���
��	�
��"��:��������
�����
����������������

�	� ���� �������� )�����

� ���������
� )��� ���� )�		E� 	���� ���
�� ������� ����
� ���������
� 
��� ���

<�����	�����:	��������������
�������������0������������������E��������� �
�����������
�������
�

�� ��

���������������
)��	�5�%� �
� ����� ��� ��<����
� ��������0�������	������	� �������������������
E����
��

�� ���	����
���������������������������
������

#�
������������
���
����
����
���������������������	��������	���������������

����������
��	������

��� ����������� ����������
��������
�

�
��D
���	�#$%��������
����������������� ������
����
� �
������ �

��
�������� ��� ���� ����������� &�6�� 3�� ���������� �	� #$%� ����� ������ ��
���<��
� �
� ����� ��� �������
�

�

�

������������
����	��4��������
����������������������0���	���������
���>�
����
7���������������

�	� �		���� � ���� 
��
�	�
�� L� ������	�
������ �	� �������� �������
� ��� ���� �������� ���� ��� ���� ������L�


����
����0������ �	� 
���
������ �������������
� ����
��� � � �������L� ���� ��������� �	� 
��
�����
� � �

��0 ��
�� �����������E� 
��
�� ���� �4��������
� ���� ���	������ ��� 
�������E� �� 
������
��� ��� �����

�� 
������
��� 
��������
� ���� ��

������ 3������� ���������� �	� #$%� �
� ����� ��� �
� ���� �������� ��� �����

�		���� �
 
���
7� ���
�����������������
��� ���� ����)� ������
����
�?������.� �����@E� 	������
��������

��
���<��
� �����	���� ��
�������� !��$�������E� 	��� ���� �		���� � 
 
���
E�#$%��		��
� �� ��������� � ����

��
����
���	� 	��
����
������ ���� 	��
����������
� 
�������� ��������� ���� ��
��� ������
��
�� ���������

������������	�#$%� �
� ��
� ����
��
������ ��3�
�E� 
�������� ��������� ��
���<��
E�#$%��4��������
�����

������
�
��� � ���������������� #���������

E� ��������� ����������E� ���� ������������ �	� �����


��
������ ������
�?�����
� ������
@E��������
��
�<���
�
E��		�
������
�����
������������
���<��
E�����

����� �����	��� ������
E� ����� ���� 
����������� 
����	�
���� � ��� ������0�� ���
�� ����������
�� #�
�����

�������
���
����
���4��������
�	������������������������
����
�	������������������
��������
7��������


��� ���� ����� 	���� ���� ���
��
����� �	� ���� �������� ��� 	���� ���� ���
��
����� �	� ���� �������� :�� ����

	��������� 
�
����������������
��
��������������������
���� � ��
����4��������
� 	������
��������

�������� 0����

3.1.1 Protein observed experiments 
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Figure 3.1.1 (A) Basic pulse sequence for the 1H-15N HSQC experiment. The narrow and wide bars 
depict 90° and 180° pulses, respectively. The delays (τ;  equal to 1/[41JHN]) allow magnetization 
evolution to be transferred between coupled nuclei. 15N magnetization evolves for t1 and 1H 
magnetization is directly detected during t2. Double Fourier transformation along t1 and t2 generates a 
2D correlation spectrum with frequencies F1 and F2, respectively, as shown in (B) Every signal in the 
spectrum corresponds to one NH group in the protein and gives information on the chemical shifts of 
an amide nitrogen (F1) and an amide proton (F2) that are directly coupled through the coupling 
constant 1JHN. 
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3.1.2 Ligand observed experiments 
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Figure 3.1.2: Basic pulse sequence for an STD experiment. Selective saturation via a train of N 
selective 90° pulses separated by a delay δ is performed during block A. Protein signals are 
suppressed during an R2 relaxation filtering delay (block B). After a module for water suppression 
(block C), the 1H signal is detected during the FID (block D). 
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3.1.3 Ligand vs. protein observed experiments 
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3.1.4 Materials 

Protein based study on the binding of VEGF to the peptidic ligand P-7i 
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3.1.5 Methods 

Protein based study on the binding of VEGF to the peptidic ligand P-7i 
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Figure 3.1.5-1: Stepwise addition of P-7i to VEGF: overview of lyophilized ligand aliquots, the 
respective concentration increments and the total concentration over the course of titration. After the 
reference experiment on the sample containing only protein, the ligand concentration was increased 
stepwise by transferring the protein sample to Eppendorf tubes with the denoted amounts of 
lyophilized P-7i prior to acquisition of the next NMR spectrum. A total of seven spectra were acquired
by repeating this procedure: one reference spectrum, plus one spectrum at each of the six titration 
points. 
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Figure 3.1.5-2: (A) Seven superimposed 1H-15N HSQC spectra of a 100 μM sample of uniformly-15N 
labeled VEGF11-109 at 318 K titrated with 0 to 700 μM of P-7i (600 MHz with cryoprobe). (B) Zoom of 
Lys48 shifts. (Reproduced from 3 with kind permission from Wiley) 
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Figure 3.1.5-3: Histogram of the P-7i induced CSP of the backbone amides Δδ for every residue of 
VEGF11-109 observed in the 1H-15N HSQC experiment. The histogram was calculated for the shifts 
between the reference spectrum (VEGF alone) and the spectrum of the sample with the highest ligand 
concentration (VEGF plus 700 μM of P-7i). The lower (dashed) horizontal line represents the mean 
shift, and the upper (dotted) horizontal line, the cutoff for significant changes (mean shift plus one
standard derivation). 
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Figure 3.1.5-4. Surface representation of the homodimer VEGF11-109 (PDB:2VPF). Residues encoded 
in red exhibit significant CSP, thereby indicating the binding zone for the ligand P-7i. (Residues 
encoded in black show no observable signals)  
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Figure 3.1.5-5. (A) Relative amount of bound ligand plotted against the total ligand concentration and 
fitted to a model of two independent identical binding sites. Analysis is based on Lys48 peak 
displacement in the spectra of the VEGF-(P-7i) complex. (B) Results of fitting for the four selected 
residues. (Reproduced from 3 with kind permission from Wiley) 

Ligand based study on binding of POP to the ligand baicalin  
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Figure 3.1.5-6: (A) 1H STD spectrum of Baicalin (500 μM) in the presence of POP (10 μM) recorded at 
600 MHz and 308 K. The protein signals were suppressed by applying a spin lock filter. (B) 1H-
reference spectrum of baicalin. *Signals arising from sample impurities. (Reproduced from 43 with kind 
permission from Elsevier) 
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Figure 3.1.5-7: (A) Saturation Transfer Difference amplification for individual protons at different 
saturation times. The data were acquired with a nine-fold excess of baicalin over POP (20 μM). (B) 
Build-up curves obtained for individual protons in baicalin. The key to the nomenclature for the 
individual protons is provided in Figure 3.1.5-8. (Adjusted from 43 with kind permission from Elsevier) 

�� /������������������������������ �	����������������
�	���5�/3����������
������
��������������
�

	�����
��������E��

����������01
���������2��
������������������
������1�� �������� ����5�/��4�

� �)5��������
�������������������
����
��	�����������
��	����
�����
���
���		��������������
����
��

���������
��������>�
����� �
��������������������������������
����������
���������11K�?�������

����&�!@�����
�����������
�������������������
��������γ−
���������������������� �����������

���
��
��
����
������������������E�������
����
���������
�

������������ �
������������

����

���������



����%�
���
���#$%�
�����
��	����������������������
����
������������������������������������������������������������������������������"��

�

Figure 3.1.5-8: The STD data were fitted to a monoexponential equation, from which the STDmax and 
the saturation rate constant (ksat) were obtained. The initial slope directly correlates to the proximity of 
the corresponding proton to the protein and is the product of STDmax and ksat. The relative STDs were 
calculated by setting the proton with the greatest STD effect to 100%. (Adjusted from 43 with kind 
permission from Elsevier) 
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3.2 Production and characterisation of folded recombinant VEGF 
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Figure 3.2-1: 15N-1H HSQC spectra acquired of a 100 uM sample of [methyl-13C]-Met-all-15N VEGF11-

109 at 45 °C (grey). To confirm fold integrity the sam e spectra with assignment is shown from 
Fairbrother and collaborators (black). 
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Figure 3.2-2: 1H-15N HSQC spectra of a 100 uM sample of [methyl-13C]-Met- all-15N VEGF11-109 at 
45 °C before (black) and after the addition of thre e equivalents of v107 (grey).  
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Figure 3.2-3: Characterization of [methyl-13C]-Met- all-15N and nonlabeled VEGF11-109 by ESI time-of-
flight mass spectrometry  
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3.3 Design and setup of a proprietary fragment based library 
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3.3.1. Design and setup of the first part of the library  

���� 	��
�� ����� �	� ���� ������ � 
��
�
���� �	� �����4������ � &11� 
�������
�� ���
�� 
�������
� �����


���
���� 	������� �������� 
����	�������������������������������� 
�������
� 
����
���� 	������		������

�������������� ������� ������
�
�� ���
�� 
�������
� ����� ��
���� �����
�� �� 
��� �	� 	�����
� ��� ������

����
�����	������
����������
����
�������� ������������)�����������
��	�����	�������
����������������


�������
������
��
��������
������������
����������
���������
������������
��
������
�
���
���E�

�������
�������
�������
���������	�����
�
��
�����I�������
�������
������
����������
�
���
����	���

���������� �	��������&11���
������������
��
���
�����������������������
�����������&11�
�������
��

3���
���
����
�������
��4������������
���������������������&1������11�/�E����
���������
�������
�

	�������
�����
������������������	�
������������
���������
��������
��������&11�/���

���� ��������� ������� ���� 
���
����� ���
��������
� ��� ������� �� ������ � �	� 
�������
� ����� 
����� ����


����
��� 
��
���	� 
�����
���� ���������� 
�������
� ��� ��� ���������������� ���
� ��
���� ����
����� �
�


������*53%�� �
������+������������
������	�����
���
�����
������������
���
���� �������������
�	����

������������	��������������
��
�����������
����������53%�����������
�������	����������������



�����%�
���
���/�
��������
������	������������� �	����������
��������� ����������������������������������������������������&��
�

���� ���������� ������� �	� 

�������� �������
� �����
� ��� ������0������ �	� ���� �������� ���
�����
� ���

�����������������
���
��C����������
��
���� ���

������	��������4�����������
�������
�������	������$ �

��
)���
������	���������	�������
��
�������
��������������
������	�����	�������������� ��:���� �
����

��
�����������
�������

��������
��������
���	��������
������	�����	�������������� ���
������
��������

����
������	����������� ���
������	��
������
��������
�������������������)������
���I������
��
��������
�

�

��E� ���� ��

�

���
� ����� /��� $��
� $��������E� C���� �	� (���� 
�

� ��� 2� 
��4E� �� ������
����
���


����� �������������
���
�������
����������

���� ��������� �����	����3
�����
����:���
��������

�����

����
�������
������4����
��������
��
�����������	�1�&��$��	���
��	����������������������������	�

�K�/$5;�����
���������
�������
���4�����
�0�����&����.�	�������
��	������������������
��11��$�


��
)
����������������������
��	��������������������������
�
��
���������&17���3

�������������
��

���������
������	������������)	�������
���������	�������������

�

Figure 3.3.1: Workflow for the setup of the fragment library. 
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3.3.2 Design and setup of the second part of the library  
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Figure 3.3.2: Computational design of the second part of the library 
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3.4 Development of optimized methods for fragment based drug 

discovery 

3.4.1 Computer-Aided Design of Fragment Mixtures for NMR-based 
Screening  
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Algorithm Type Scoring Function (a) Execution Time Scalable Optimization 

Greedy1 

iN=Scoring   Very short Yes Very low 

Backtracking1 

iN=Scoring   Very long No Low 

Genetic2 

( )( )�
N

=i
tov x100NiNi=S

0

2/
Short Yes Not possible 

Simulated Annealing2

( )( )�
N

=i
tov x100NiNi=S

0

2/
Short Yes High 

Table 3.4.1-1: Characteristics and performance of the tested algorithms. A1: Scoring function based 
on achieving zero signal overlap (Ni: number of fragments in the mixture). A2: Scoring function based 
on achieving minimal signal overlap (Nov: number of overlapped signals of compound i. Nt: total 
number of signals of compound i).  
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Figure 3.4.1 A: Overlaid 1H-NMR spectra of five different fragments (1 mM in sample buffer: 50 �M 
phosphate buffer pH 7.0, 50 �m NaCl, 3% DMSO-d6), recorded at 37 ºC and 500 MHz. The arrows 
indicate residual peaks from H2O, DMSO and t-butanol (internal standard). B: Fingerprint of an in 
silico-designed mixture with zero or near-zero signal overlap. C: 1H-NMR spectrum of the five 
fragments mixed together (500 uM each) under identical experimental conditions as in 1A (the signal 
at 0 ppm corresponds to DSS). 
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Fig 3.4.1-2: Real library results. A: Comparison of signal overlap between randomly assigned fragment 
mixtures and simulated annealing (SA)-optimized fragment mixtures. B: Effect of the reduction of the 
size of the fragments. In x-axis per cert reduction of the size of all segments. In y-axis per cent 
similarity between the number of peaks in each segment before and after the reduction. 
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Fig 3.4.1-3 A: 1H-NMR peak distribution among the 342 fragments of the in-house library. B(1-3): 
Analogous plots for the virtual libraries of 3000 fragments having the following signal density 
distributions: 50% aromatic, 50% aliphatic (B1); 70% aromatic, 30% aliphatic (B2); and 30% aromatic, 
70% aliphatic (B3). 
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Figure 3.4.1-4: Results for the virtual library of 3,000 fragments. Comparison between randomly 
constructed (orange) and optimized (blue) libraries. The following parameters and values were tested: 
library size (A-D: 500, 1000, 3000 and 5000, respectively); peak distribution (strongly aliphatic, 
strongly aromatic, or balanced); and number of compounds per mixture (five, eight, ten, fifteen or 20). 
For each set of conditions the SA algorithm was run one hundred times independently. 
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Figure 3.4.1-5: The effect of temperature on signal overlap. The experiment was performed with a 
virtual library of 500 compounds and peak distribution of 50% aromatic, 50% aliphatic. 



��"�%�
���
���/������������	�������0���������
�	���	����������
����������

���� ���������������������������61�

��'�64(��'(�

I�� ����� ����
��� �� �����	��� ������� 	��� #$%� 

�������� �	� ��4����
� �	� 	�������
� ����� ������
�

����
��������	�#$%�
��
���� �������
����������������� 	������ ��������
������	������������3���������

������
����������
����������

�

������
������������������	�
�������������E�����53������������		�����

������
��������0�������3
�����	��	�
��
���E�����
������
����������������
����	����	����������4����
�

	��������������
�������� ������
�����������������
���������������	���� ��KE�
�������������""K�	���

������� ���
��������4����
��	�����
����
�0����

I�������
��
��������������	����������������
����������������	�����
���	�����53�������������
������

���)���
����������?�����������������
�����������
�
����
�����	����������� @E�

�������� �?����������� �
�0�@E�

�����������������;�����
���
�
����
�������������������
���������������������
��	��� �
�0�������������

�����������E�����	 ����������������������������		�
�����
����������������

I�� ����
������ ����� ���� ��

������ ������� ����� �������� ���� �		�
���
 � �	� #$%���
��� 	��������



��������� � 
�����	 ��������
������	��������� 
�������
E� �
� ��� ���
����� ��<����� �� � 
����
��
�����


�������������������������E� �������
�
���	�
�������
����
��#$%�
��
�������������� ����������E�

���
�������<������� �������������4��������������)��

?�@� C�>��)E����M�L�-����E�M��
��������������������##$E�/E������
?�@� /�����E�2��������������,� �(��##%E��5E��1&���
?�@� 8����E�2��3�L�$����E�M��$�L�����E�M��I��&���������##�E���5E��."���
?"@� $��
���E�H��3�L������
E�%��1�*����!�
.���##�E�%�E��"���
?&@� ��>0�E�M�L�8����E�2��3�L�����E�M��I�L�(���
E�-��I�L�3>� L�$��
)�E�$��3�L�$����E�M��$��&����*��!��%%%E�/E�

6&&��
?.@� $�������E�5�L�����E����D	�����4�����!�������!����������	 �������������!���	�����	�L�M��I��� �
i�5��
7�2��
��
����L�#���O��)E��991��
?6@� -��� E� $�� %�L� M���
��E� /�� 5�� &��������� �	 � �	��������!��(� �� �� ��� �� ��� ���� �����(� �:� 
)"
����!���	���L�I��C���������7�5�������
�

�E��969��

?!@� H��)�����
)�5E�-��2�E�'�

���$��+���	����%��E�$$�E�.6���
?9@� (����E�:�L�$������E�5�L��������E���L�8����E�N�L�-�����E�,��.�!���������##$E���E�6��
?�1@� (����E� :�L� $������E� 5�L� 8����E� N�L� $��������E� $�L� �������E� ��L� ��<����
E� $�� -�L� #�
���
E� ,�L� -�����E� ,�� 1�

&������2� � �.�!������##�E��0E�&!&��
�



��"�%�
���
���/������������	�������0���������
�	���	����������
����������

���� ���������������������������6��

3.4.2 Automatic evaluation of NMR screening data 
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Figure 3.4.2-1: Workflow for the incorporation of library setup, automatic mixture design and analysis
of NMR based screening data. Dark grey marks tasks performed automatically by our computational 
tools. Light grey marks the generation of fingerprints as input for our tools.   
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Figure 3.4.2-2: Representative example for mixture 86: STD spectrum in comparison to 1H-spectra of 
the five individual compounds. Dotted lines exemplify the annotation of STD signals to compound 
signals. * marks the STD signal of the highest intensity but low relative intensity compared to the 
parent signal. 
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86               
refPeak 0 114.863 Position and intensity of DSS reference 

OnResW  -> The sample may contain false positives at the following positions: 
  0.983 17.136 0.149186      
  0.897 18.756 0.16329      

OUT  0 15 
IN 15 15 

-> All STD signals were assigned to compounds 

Mixture number Fragment ID STD 
signals "Boxes" STD signal (ppm)

STD 
signal 

intensity

relative 
intensity Warning?

86 717 10 8 9.006 23.88 0.431724   
86 717 10 8 8.756 17.488 0.333857   
86 717 10 8 8.696 17.613 0.414255   
86 717 10 8 7.416 11.881 0.262652   
86 717 10 8 7.031 12.442 0.180916   
86 717 10 8 7.013 18.48 0.268713   
86 717 10 8 6.994 12.417 0.180552   
86 668 2 6 3.909 12.681 0.028741   
86 709 3 7 3.861 8.105 0.019567   
86 717 10 8 3.61 18.774 0.127842   
86 709 3 7 2.143 10.722 0.026457   
86 709 3 7 1.371 12.978 0.015493   
86 668 2 6 1.061 37.196 0.034736   
86 717 10 8 0.983 17.136 0.224197 onResW
86 717 10 8 0.897 18.756 0.241339 onResW

SUMMARY Fragment ID STD 
signals "Boxes" Av. rel. STD 

intensity Derivation Warning?   

86 668 2 6 0.031738 0.002997     
86 674 0 7 0 0     
86 681 0 5 0 0     
86 709 3 7 0.0205056 0.004525     
86 717 10 8 0.266605 0.094893 onResW   

Table 3.4.2: Annotated example of ASCII report of STD results fro mixture 86 (see also figure cb). 
Interesting features are highlighted in grey: STD signal with highest intensity (1.061 ppm) but low 
relative intensity. Compound 717 shows high coverage of “boxes” (= integration ranges) and high 
relative signal intensities. However it is annotated as potential false positive due to on-resonance 
irradiation. 
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Figure 3.4.2-3: Results of automatic evaluation of STD NMR screening data of 125 fragments. 
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Figure 3.4.2-4: Results of cross validation of STD- and CPMG derived data of 125 fragments. 
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3.5 Molecular recognition at the VEGF surface: ligand based 
approaches 

3.5.1 NMR based screening of the first part of the Library 
:�� ���� �������
� 
������
� ��� ��

������ ���� ��
���� ���� 
����� �	� ���� 	�������� ������ �� �������� ���

���������� ��4����
� ����� ������0��� 
������ �������� ����� 
������ 	�
�������� ���� ������	�
������ ����

����������� �	� ���
�� ���
�� 
���
������ ��
�

�� � ��� 
����� ���� 

�������� �	� ���� ���������� � 	��������

������ �	���
�������
������������������',-�����������������������	�
����

3
� ��

������ ��� 
������� ���� ��� � ��
���<��
� ���� �
��� 	��� 	�������� 

��������� #$%� �
� ���

�������
������
���<���������
�	�����
��
��������������������)��	���
�)E�C�>��)�����
����)��
��������

����� 91
����� ��� � �������� ����������
������� �4��������
� ��� ����
�� ������� ��������� ���
� ��
� ����

���������� ��� �������� ��	��������� ���������� ���� �������� 
���� �	� ���� �������� ���� � ������>���� � �	�

��
���
����������
����������
���������
�	���

�������E���
��
���	�����������������������
��
������ ��

I����
���������
������5�/�#$%�	���

������������
����������
��������
�������999�� ����	��(�����

$� ����������
������������
�"E&�:��������
����������������
����������#$%��4��������
�	���	��������



������������
���������������
�� ��:���
���

�������������������
������������

5�����	����������������
���
�������������������
���������
	����	��������0�����E�������������������

������
���������
������������������
��������
��� �
����������������
��
�����������
����
���4���������

���� ���� �������0������ ����
	������ ��� 
�������
� �	� �������� �

��
�� ���� 	����� 5�/� 
��
����� �
�

��������� � � ������������� �4��������
������ ������������ �������� 
���������� ?���� ���� �		���
����
��

�4��������@��I�������
�����
��
��������
�����
������� �
�����
�	����
�������
����������
��������

�������� �������� ���� ���������� �	� 5�/� ��
��� 

����
� �
� ����� ��� � ���� ��� � ����
�� ���������� 	��
��

��
�����
� ���� ��������
�� ���� ��� � ������� �	� 	��
�� ��������
� ���� �4������ � 
���� �4
�������� ������
�

���
�� �
� �������� � ���� ���� 
�
������� 	�������
�� ���
�� ��
�����
� 
��� ���
�� � � ��������
7� ,������ � �

����
�� ������������ �	� ������� 
�����
� ��� � � ���� ���
��
�� �	� � ����
� ���������
�� ���� 
�
���� 
��� ���

�4
������� ����������������4������������������
��
���	����������:	�5�/�
�����
�����
��������
���������

��� ����
��	��������������������
������	��
��
���
���	�	��
����������
����
����	����������� ������������

����
���������������	�����	��<���
 ��	�����
�������������
���
�
���	������������� �	����������������
�


�����
��	�������������(�������������������
��	�������
���������������
���� ����������������
����������

���������	��������
���
��
������ ��	������4����������

(��
�������
��������
� �������	����� �������������� ������������������
��������������
��	�
���	�',-��

����
��������	����
��������������0���������������
��	�����5�/��4�����������������
������
������
���

��
������
��
�
������	�&11�b$�(��
����������1�b$�',-������������������		����I�������
�
����������


����5�/��4�����������
� ��
�����������������
� ��
����
�� 	��<���
��
��3� 	��<���
 ��	�1��6�����

����� ���� �����
�� 5�/� 
������� C������� ���
� ������ ������� ��� ��� ���� 
��
�� ��� ��������
� 
�����
� �	�


�������
� 	��� ���� 

��������� :�
������� �������	�1�19�������
��
��E� ����� ��������� �������� �����



��&�%�
���
���$���
�������
����������������',-��
��	�
�7����������
���������
��
������������������������������69�


�������
�� �������� �� ��������� ���� ��������
�� �	� ����
�� ������� ������������������������������ ����


��
������ ��	������4����������

D
������������
����
��	��<���
 �
��
�����1������������������������������������������
������
��/55�

�
� �� ��	����
��
�������� 	��� ���� 5�/��4����������(�
��
�� ����/55� 
��������
�
��
�� ���1��������


������� ��� �����
����
�� ������������ ����	�
�� ����� ���� ��� ��� 5�/� 
������ 
��
�� ��� 1������ ���
� �
� ���

���
���� �������� �� � ��� ������ ������ ������� 
��
��
���
�
��C������� ��� 1����� ���
� 
������ ���� ����

�����	�������������
�����
��	�������
�������
������		������������������	����
��
������������
�E�������

�������
���������������������
����
��	�5�/�
�����
���

��������������0�������	�����5�/��4��������������������4����������	��1��
�	����������������	���������


�����
��������
��
�����������
����������������	���&�
���������	 �����5�/���	�����������;		���
����
��

	��<���
 ��	��&���������������4���������� �������	���
���
��
�����
���������������������� ���������

���� �����
����
�� 

��
� ������� ��� 
�
���
�� ���� ������� �	� 

��
� ��
� 
��� ��� �1�"� 	��� ���� 5�/�

�4������������
����<������������91�������
�����
����������
����������������4������������������
�


���
��������		�
����� ��
�������������"�����
����������9�
������
��������������
������������������

������������
������������
����������������4�����������

;�������� � ���� �4��������� ��
� ������0��� 	��� �6g2� ��
����� �	� �&g2� ����� ���� ����� ����� ���
� �
� ����

�� 
������
��� ��������� �������������C������� ��� ���
��
�� ���
� ���� ��� �������
������ � �

��
������ ����

(��
�����
��������������	��
����4����
�����������

�������������
���������������������
��������
�����


����������	���������
�������
�� :�����
����� �
������������&g2�	��� ����������0����������

��������

��������� �������
������ � ���� ���� 
���� 
��������� �	� �������� 
�������
� ��� ���� 	��
����4����
� �����

������4�������������
��������������

������ ���������������
�������������	 �
�������
���������������������������������������	�
���	�',-���

�������
������
������
��������������
����������16��������
��������
� ��4����������
������������������

3���� �/ �
���)���������������0�����	����
���������
����
�������
��
����������	����������	�
��������
�

����������������������
������	�',-���������
���
�����
��:������� ����
�������
���	�����
�����������5�/�

�4����������:	�����4�����
���
�����
����������	��������������������������������
������������������
�

��4��������������4�������������������:	�����5�/�
�����
���
������
������
���
�����
�����������
����


������������������� ���������������� ���� ���������� �������������������� �����	�
��� :	� ���
�����
� ���


�����������
����
�������
���������
�����
���
����������������������������������������
�������
������

��������
�����������
����
����

���������������
��4����������� �����
��������������
�
�������	�&11�b$����
�����?H��c���6��$@�����

�1�b$�',-���������
�
������"1�b$��	���16�?H��c���b$@�����������E����
��
����
����
����������	����

�4
�

�������������� 
���
��3
��4��
���� ���
� ���� ��� ����
���
���	� ���� 5�/� 
�����
��	����
����� ?�������

��&����@��������
���
����
� 
����	�
������� � 	��� ���� ���������
�� 5�/� 
�����
� ��� 6�&&����� ?�1K@�����

.�6&�����?.1K@��5��
�� :���
����������������	��������5�/��4��������������������

����������������



��&�%�
���
���$���
�������
����������������',-��
��	�
�7����������
���������
��
������������������������������!1�

��
���
���

�����������������&�	����
��������������
����������� �
��� �:��

���������
�����
������


�		�
�������������
������
�����������
���������
�������������

���������

�

Figure 3.5.1-1: A: Aromatic region of a 1H-spectrum with water suppression of 500 µM Baicalin with 
10 �M VEGF at 25°C. B: STD spectrum of the same sample.  C: STD spectrum of the same sample 
after addition of 40 �M v107. The dashed lines mark the drop of intensity of the two highest STD 
signals after the addition of v107 by 30% (7.55 ppm) and 60% (6.75 ppm). Both STD spectra are 
recorded with 384 scans. 
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Figure 3.5.1-2: Each line corresponds to a separate NMR experiment. The first 5 lines correspond to 
1H spectra of individual fragments which were mixed together and tested at 500 µM in the presence of 
10 �M VEGF for potential interaction with the protein. The resulting STD experiment in the last line 
revealed several STD signals that arise mostly from the compounds F511 and F225. To test whether 
these compounds bind to the protein-protein-interface of VEGF a competition experiment was 
performed with peptidic ligand v107. In this case no competition was observed. Rather, the STD 
signals increased in intensity in the presence of the peptide as can be seen in line 6.
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Competition assay: 20 compounds (5%) do not show increase
of  STD signals after addition of v107

40; 10%172; 43%230; 57%

108; 27%

24; 6%

Compounds without STD
signals

Compounds with STD
signals

Compounds with STD
signals for >30% of 1H
signals

Compounds with STD
signals for >30% of 1H
signals and not weak
Intensities

Figure 3.5.1-3: Summary of the screening of the first part of the library. 
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3.5.2 NMR based screening of the second part of the Library 
:�����
�
������������		�����������

���������
�
����������	����������� ��
���

�������2���������
��� ����

	���
���������� �����

���������	�����	��
���������	�������
������������
�������
�
�
���������� �������:��

����
����� �������)	���� ���������
��� �����
�������� 

�������
� ��� � 
������� ����������������

���

�����	��
��������(��������4������
�����������������������
�
�����
�����4�����������������
��������

���������� ������������������������
� ��

����	��
������	�
������������������������������������
������
���	���
�
����#$%��4���������	�������



��������� :�� �
� <����� 
������ ��� ���	���� 
������� #$%� �4��������
� ����� ���� 
���� 
������ �����


������������
���������3������
����������������������5�/��4����������
�����2�$-��4�����������:��

�����
� ��� �� ��� � 
������ ���
�� 
�<���
�� ����� ������
� �	���� ���� 91g� ���
�� �� ������ �	� ��	�
�
���� �!1g�

���
�
�����
������
�������4��������
� ���������
������������������
��4��������� ����
� �����	���������

����
������	��C�
�����
�	����	�������
�������������������������E���
��
����� ��
������	�
������4������

��������������� ���� �����
����
��	�������������
�������
����� ��

��		�
�����(����#$%��4��������
�

�����
����������
�
���		����
�
7�

���� 5�/� �4��������� ��
� �� ������� 
��
������ � ����� ���� 2�$-� �4��������E� ���� ��<����
� ��
�� �������

�4����������� ����
� ��� ������� 
����	�
���� 5W#� �����
�� 5��
�� ���� 2�$-� �4��������� ���
� ���� ��<�����

��������
�������������	��
����
�����
�
����������	��������
�������������������������
���)�
�����2�$-�

�4��������� �� ����� 
������� �4���������� ���� 
��
������ � �	� ���� 5�/� �4��������� �
� ��
��� ��� ����

�����	�
�������	���������������	������������
��������?
���
����������@����������	������� �����������

	������������)�����

��:���
�)����������������		���� �������
������
�����		�����
������������)�5�/�
������

�����
����
�������� ���������	�
����������
� �

��� �
� ��

�
����
��� ��� ����2�$-��4���������� :���� ��		���

�����	���� �� ������� �� ������� �

�

����� �	� �		���� � ���� ���� ����
����� �	� ������� ������
� ����� 
�����

�

����5�/�����
�������

��� <�����	 � ���� 
������ ����
����� ��� ���� 2�$-� �4��������� �� ��	����
�� 
������ ���
�� 
������
� ���

���������
���<�������( �
���������
��
����	���������
�����
������4�
����
���
���	�
������ �����
�� �


���������
�����������
�
��
���� ��������������/����������
������	�����
�
����������	����������� ����

��
��������������4����
������������0��� 
�������������� �	� ��!���� ������������� ����� ������4����
� �	�

������ ��� ��
�� 	��� 
�������� � �

��
� ���� ��� ��
������ ��	����
��#$%�
��
������ :����������� ��� ���������

�
<������	�������	��
�������� �����������
����
����������2�$-�
��
�����������
������
)�	��������������	�

�1��
�����"11��
��3� 
���� ��
)� 	�������	��1��
���
���� ������������		�
����� �C�
������ �����
����
��	�

	�������
� ���� 
������ ��� ����� ��� 
�����

� �������� 
�����
�� ���� "11� �
� 	������ ��
���
�
� 
������

�����
����
� �	� �������� ���� ����������� 	�������
E� ���� ���� 	������ 
�������� ����� ��� 
���� 
�
�
� ����


�����
������ ���
��������

�



��&�%�
���
���$���
�������
����������������',-��
��	�
�7����������
���������
��
������������������������������!9�

����
�
�����������������������������������4��������
��	���������������������������� 
�
��	�����

#$%�

�������������
��������������0����3
���

������ ��� �����������
�
������� ���
����)���
���� �

������
� ���� ���� �����
������ ��� ��� ���	������ � � �� ������ ������� :�
����� ��� ����
���� ����� ��


��������
��������	�����������)������	��
������	���������E���������������>�
������������	���������

�����	���<���������������������������� �
�������

�����	����������������� ��������
���������������	�

������:������������
�
������
������������ 
�
���
�������	������
��
����	�������
�����
�0�������
��������

�����
��
)���������� �� �����������35���

���������
�������2'����������������
������������������

��
������
��������	����
�� ����	��������������/�����
��	������������
������	������������
����
��������


��������

:�����������

���������&�	�������
������4����
��	�	����
�������
��3
�	��������������
�������	�����

������ �����	�������
������

������������4����
��	�	���������
��
�����������	�1�&��$�����������
��
��

�����
��
���	��1�b$�',-���������
���
��	��������� 
�
���������
�������	��������&�������������
��������


��

� ����������� �	� ���� 5�/�� ���� ���� 2�$-� �4��������
�� I�� 
��
������� ���� �������� �����
� �	�

�������0��� 2�$-� ��
���
�� ?1�&�@� ���� 5�/� ��
���� ?1�1!E� ��� � 	��� �����
� m� 1@�� (��������� �
��� ���

����������������� �����	����
�
���
��I��
���
�����
����
� �������	�������
� ��������� 	��������������
�

	���������5�/�����2�$-��4����������3���������� ����
���
��������.�	�������
����������	���������

5�/������
��������)�2�$-������
�����
� ������� ����
���
������	��9�
��������
��
��������������
�����

������
����
��������������������	��&K���

�
Figure 3.5.2: Results of automatic analysis of NMR based screening data for 125 fragments screened 
in mixtures of five against VEGF 
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3.5.3 Explorative study of competitive 19F NMR screening to evaluate 
ligand binding to the protein-protein interface of VEGF  
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Figure 3.5.3-1: A: Complex between VEGF and peptide v107. Residues suggested for modification are 
represented as stick & balls. B: Sequence of the template v107 and the spy molecule analogue. F* 
marks the substitution with para-fluorophenylalanine. 
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 CPMG filter length [ms] 
VEGF 
[µM] 40 80 160 

0 80% 70% 40 
2 70% 50% 30% 
4 nb 30% nb 

Table 3.5.3: Influence of CPMG filter length and protein concentration on spy molecule signal intensity. 
The intensity without filter and absence of protein was set to 100%. (Acquisition parameter: spy 
molecule 100 µM, 64 scans, d1= 3 seconds, CPMG filter length 80 ms, temperature 25°C) 
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Figure 3.5.3-2: A,B,C: Effect of VEGF concentration and presence of competitive ligands on 19F 
integral of the spy molecule (50 µM). The order of samples in figures A, B and C is identical. B,C: 19F-
NMR signals of ref1 and spy molecule, artificially shifted for better comparison. (Acquisition parameter: 
2,5k scans, d1= 2 seconds, CPMG filter length 80 ms, temperature 45°C) 
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Figure 3.5.3-3: Competitive 19F NMR screening for the identification of fragments that compete with 
the spy molecule for binding to the protein-protein-interface of VEGF. * marks the two samples that 
were used to normalize the integral values. Spy molecule integrals were either compared directly, or 
as internal ratio to ref. 1 and ref. 2. (Acquisition parameters: Concentration spy molecule 50 µM, VEGF 
5 µM, fragments 300 µM if not noted otherwise, 256 scans, CPMG filter length 80ms, temperature 
25°C) 
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3.5.4 19F NMR based screening of the CNIO compound library 
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Figure 3.5.4-1: Examples of 19F NMR behavior of a binding (A) and a nonbinding (B) compound from 
the same mixture. Overlap of six NMR spectra with 0, 1 and 2 µM VEGF (from black to light grey). 
19F-signals with identical chemical shift correspond to the sample with identical VEGF concentration 
but absence (higher intensity) or presence (lower intensity) of a CPMG filter. Spectra in figure A-1 and 
B-1 were not scaled. Spectra in figures A-2 and B-2 were scaled so that the 19F spectra with and 
without CPMG filter match in the absence of protein.  
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Figure 3.5.4-2: Outcome of the 19F NMR based screening of the CNIO compound library.
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3.5.5 Complementary computational studies. 
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Figure 3.5.5 VEGF structure with detected binding sites (Sitemap) 
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Schrödinger Sitemap MOE Site Finder 
Pockets Dscore pocket volume [Å^3] PLB score Contacts 

0.40 103 
- 0.20 85 1 (orange) 0.965 255 
- 0.87 53 

2 (blue) 0.932 220 1.71 142 
3 (magenta) 0.717 98 -1.05 85 

Table 3.5.5-1: Summary of VEGF binding sites detected by Sitemap and Site Finder. 
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Pocket 
Fragments 
from first 

library part

Docking 
scores 

Fragments 
designated as 
ligand by NMR 

(total 108) 

Docking 
scores 

Fragments 
designated as 
best binder by 
NMR (total 31) 

Docking 
scores 

Magenta 61 -6.8 to -4.4 16 (26%) -5.8 to -4.4 4 (7%) -5.5 to -4.4 
Blue 71 -7.3 to -4.1 18 (25%) -6.0 to -4.1 4 (5%) -5.6 to -4.1 
PPI 73 -7.1 to - 3.5 12 (16%) -4.5 to -3.5 1 (1%) -3.5 

Table 3.5.5-2: Summary of virtual screening and comparison to STD NMR results for the first part of 
the library. The percentage values refer to the numbers in the first raw that lists the total number of 
compounds in the top100 scored positions that came from the first library part.(PPI: protein-protein 
interface) 
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Figure 3.5.6: Hypothesis regarding fragment screening hit rates observed for druggable proteins and 
protein-protein interfaces. The hit rate depends on the frequency of identifying a ligand with a specific 
affinity and the definition of hit rate. 
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3.6 Molecular recognition at the VEGF surface: protein structure 

based approaches 

(�
�������������)������������������������
�
������
����������	�������������	�	�������
��������������

',-������ ������������� ��
����0���� �5�/�#$%� 	�������� 	��
������
�
����������	��������������� �

������ ����� ��9��

���������	�����2#:;������� ��������� ����������	����
��
�������
����������������
�

���� ����� <����� 
������� � ��� � ���� �		���� �� �������E� ��� ��� ���� )���� ������ �������� 
���
�� 5����

	�������
��� ����������������������������������	�
���	�',-���
���� �
���������)�
����������������

�����9����������
� �����
�����������
����0�
����
�0����������� �������	��������������

���������	�����

���������� 	�������
E� ��������� ������ 
������ ��� ��� �� ���� 
����������� �������� �	� ������ ���� �	� ��!����

��
���
�� ��)��� ��������� ���� ���� ���
������ ��
���
� ����
���� ����� ',-�� �
� ��� ������������ �������E� ���

���
��������������������� �����������������
��	����

3�������
����
���
����� �������������� �����
��������
�
�������>�
���
�������������������� ��	�����

������������������
��
���	������
�������
���������
�������������
���
��������������������
���������

C�������
��
�����������������	����������������������	�
�
���������������������� �����
������� �������

�����������������������������
�����
����������������
����>�
���

�

3�����
����������
��
�����������������
��������������
�����

�

:�������������������������� 
���������������������
 ��	�����
�������
������	��
��������
�������
����

*������	��
�+���������������
������
�����������������
��	�������������������
�������
������������

�����
 �� C������� ���
� ��<����
� ����� 
����
��� ��������
� ���� 
����������
� ��� ��
�� ���
�� 
�������
E�

��
���
�
�������������������

�

��������:%(�(��
�����������
�
����������
�������
�����������������

����	�
�������	�
�������
�����������������������
 ��C���E�
����	�
���� �	�������
���
�
�����������E�

��������)����������	�������������������	�������������	��������
�����4��
�
����
����:��
�������������

����� /��� M����� (���
�� 	���� ���� 38(3� 
 �
�������� 	�
���� � ��� ���
���� ���
� ����� ����� N��� �


� 
���������� ��3����������������
� 
���
��	�',-����������������������� ���
������� ��
�������E����


�
� 
���
� ����� 	�������
� 
����� ��� ���������� #$%� �
� ��� ������������ ������
�� ��� N��� �


� 
���������� ��3������������	����
��
�<���
�
����������������������		��� �������)����������������	�

��	������������ ��		�������������
���
�
���� ���<������I����
����������� ����25���
����
���
���<���


�������
������	����������������		���� �������������
���
��	��������
������������',-���
���

���������


�������������������E�25���
�������������������������������
�������
���
������	������������ �������

�������	�
�������
E���� ����������
��
�������������� ��� ���� ������
����	�����������
�������
�����

��������
��	����
���������������������
)��	�25���
���������
�����

�����������������
������� ��������

���� ��
����� ��
��������� ���
��� � ��� 
�		�
����� ��� �

�
� �	� �� 	�������� ����
� ��� ���� ����������������



��.�%�
���
���$���
�������
����������������',-��
��	�
�7���������
���
�������
���������
��
�����������19�
�

�����	�
���	�',-���������� ������������� �����4�
������������
�����
�� �
���
�

�� � 	��� ���� ���������

����	�
�������	�����	���������������������
������
 ��3
���

������������������
�
���������������
�����


������
�������������������#$%��������������
�����
)�����������
�������
������

�

3.6.1 First round of elaboration 
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Figure 3.6.1-1: Analysis of 18 fragments that showed visible CSP in a 1H-15N-HSQC experiment 
when compared to reference samples. The number of residues with a CSP over 0.01 ppm was plotted 
along the x-axis for the total number of residues and the y-axis for residues in or close to the protein-
protein interface of VEGF. 
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Figure 3.6.1-2: Example for typical distribution of significant CSP. The number annotates the fragment
number, the letter the previously associated quadrant. For fragment 203 and 164 only non overlapping 
residues were depicted. 
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ID Structure Conc. Quadrant
Protein residue 

ID`s with 
significant CSP 

Putative 
binding site

PELE 
docking 

score 

548

N

S NH2

�

4 mM A 
73, 100, (54, 29), 
48, 90, 30, 24, 43, 

27, 26

No clear/ 
several 

binding sites
-4.2 

203 N

O

N

N �

1 mM A 
21, 22, 98, 23, (47, 
51), (15, 32), 87, 

55, 30

close to PPI, 
additional 

binding site?
-5.8 

164 N
N N

H

N O Cl

�

4 mM A 
43, 26, 77, (33, 
56), 90, 27, 87, 

(15, 32)  

No clear 
binding site -4.2 

374
H
N

O

OH

O

O
1 mM A 23, 48, 26, (15, 32) maybe close 

to PPI -5.7 

437

OO

O

2 mM A 31, (44, 99), 84,
48, 87, 22

maybe 
binding to 

flexible loop 
-3.8 

241
N

N

N OH

O �

3 mM A 26, 48, (15, 32),
27, 87 

no clear 
binding site -6.2 

406
HN N

S

�
4 mM B 23, 48, 22 close to PPI -4.2 

251

OH

N OH
�

4 mM B 22, 30, 21, 23 close to PPI  -5.3 

652
S

HN

ON
S

HN �

2 mM C 48, (47, 51) 

maybe 
binding to 
interface 
between 

monomers 

-5.9 

062
O O

N
H O

OH 3 mM C 
77, 90, 87, 82, 98, 

26 binding to 
flexible loop - 

318 N

N O

NH2 1 mM C 81, 30, 100, 96, 55 Center of the 
protein? -4,4 

657 ClN
H

O

N �

3 mM C 23, 55, 88, (15, 
32),(54, 29) 

center of the 
protein - 
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Table 3.6.1: 12 fragments from quadrant A,B and C that were characterized for their ability to bind to
VEGF by 1H-15N-HSQC NMR with a protein concentration of 100 �M. Conc. lists the fragment 
concentration during the CSP experiment. Bold and underlined residue ID’s mark residues closer than 
3Å and respectively 6 Å from the protein-protein interface. Residues in brackets mark a signal overlap
of two residues which should be considered with caution. 
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3.6.2 Second round of elaboration 
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Normalized CSP for methionine residues of VEGF at 25ºC
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Figure 3.6.2-1: Normalized 1H-13C-HSQC CSP at 45°C of [methyl- 13C]-methionine signals present in 
the protein and free [methyl-13C]-methionine as reference. 
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ID Conc. 
Highest 

CSP of M55 
M73 M94 

Highest 
CSP of M18 

and M81 

Protein residue ID`s with 
significant CSP 
in 1H-15N -HSQC  

Maximal CSP in 
1H-15N –HSQC 

(Av. significant CSP)

800 2.5 mM 0,001 0,001 (47, 51), 26, 87, 46, 79, 
82, 27, 90, 71 0.0282 (0.0185) 

801 2.1 mM 0,002 0,002 (47, 51), 26, 87, 24 0.0241 (0.0191) 

802 0.5 mM 0,002 0,001 

30, 67, (47, 51), 87, 24, 
46, 93, 18, 52, 90, (44, 

99), (47, 51), 69, 66, 75, 
92, (44 ,99) 

0.0175 (0.0127) 

803 0.5 mM 0,002 0,002 
75, 26, 87, 46, 23, 31, 67, 
(15, 32), 73, 17, 24, 58, 

(47, 51), 30, 59, 95 
0.0241 (0.0129) 

804 2.5 mM 0,004 0,005 (47, 51), 87, 75, (47, 51), 
26, 52, 46, 14, 100 0.0175 (0.0166) 

805 1.5 mM 0,007 0,002 24, 23, 52, 75, 21, 16, 55, 
87, 22, 30, 71 0.0235 (0.0176) 

806 2.5 mM 0,004 0,002 87, (47, 51), 90, 26, 52, 
39, 27 0.0247 (0.0184) 

807 2.5 mM 0,002 0,003 nd nd 

808 2.5 mM 0,001 0,002 
59, 87, 92, 14, 31, 48, 67, 
73, 24, 52, 94, (47, 51), 

30, 69, 79, 90 
0.0175 (0.0117) 

809 2.5 mM 0,005 0,003 
52, 48, 30, 24, 90, 87, 92, 
71, 43, 88, 93, 46, 36, 67, 
18, 73, 37, 19, 39, 95, 79

0.0175 (0.0130) 

Phy0036 0.5 mM 0,002 0,001 nd nd 

Phy0099 0.5 mM 0,002 0,002 88, (47, 51), 26, 87, 102, 
75, 59 0.0175 (0.0164) 

02H10 0.5 mM 0,002 0,002 79, (33, 56), (44, 99),77, 
88   

04B06 0.5 mM 0,002 0,002 (47, 51), 75, 79, 87, 96, 
(47, 51) 0.0234 (0.0193) 

05B11 0.5 mM 0,004 0,001 nd nd 
05H05 0.5 mM 0,001 0,000 nd nd 

05H06 0.5 mM 0,001 0,000 87, 16, 23, (47, 51), 31, 
24 0.0247 (0.0181) 

08A09 0.5 mM 0,002 0,001 
(47, 51), 75, 73, 52, 30, 
67, 21, (33, 56), 26, 79, 

(47, 51), (44, 99) 
0.0235 (0.0179) 

10A06 0.5 mM 0,002 0,001 nd nd 
11E09 0.5 mM 0,002 0,002 nd nd 
12G06 0.5 mM 0,001 0,001 nd nd 

14D02 0.5 mM 0,001 0,002 75, 14, 23, 87, 16, (47,  
51), 67, 97, 66 0.0323 (0.0173) 

Table 3.6.2-1: Summary of 1H-13C- and 1H-15N-CSP behavior of selected compounds at 45°C. CSP 
behavior that is stronger than the average is highlighted in grey. Conc. lists the fragment concentration 
during the CSP experiments. Bold and underlined residue ID’s mark residues closer than 3Å and 
respectively 6 Å from the protein-protein interface. Residues in brackets mark a signal overlap of two
residues which should be considered with caution. Nd = not determined 
�
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A: Normalized CSP for methionine residues of VEGF at 25ºC
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B: Intensity changes for methionine residues of VEGF at 25ºC
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Figure 3.6.2-2: Normalized 1H-13C-HSQC CSP and signal intensity changes at 25°C for  [methyl-13C]-
methionine signals present in the protein and free [methyl-13C]-methionine as reference when exposed 
to selected compounds. 
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Figure 3.6.2-3. A: 1H-15N-HSQC CSP induced by compound 806 (2.5 mM) for non-overlapping 
residues of VEGF at 50 �M at 25°C and 45°C. B: Residues with significant pe rturbations are plotted 
on protein structure. Green and magenta residues mark significant CSP at 25°C and 45°C 
respectively. The asterisk in the right figure marks the protein-protein interface which contains M18 
and M81. See table 3.6.2-2 for structure of fragment 806 
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Figure 3.6.2-4: Representative examples of 1H-13C-HSQC CSP behavior for the five [methyl-13C]-
methionines of VEGF (50 �M) and a reference when titrated with selected compounds. The two 
graphs (top right) depict the mathematical analysis for M18 and M81 of 806. 
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Figure 3.6.2-5: Summary of compounds from the diphenylamine scaffold family and their binding 
behavior assessed by 1H-13C-HSQC CSP. Details of CSP behavior and mathematical binding analysis 
for compound of 04B06. (* only soluble to 1 mM no dose response curve acquired.** R2 value is bad, 
no clear dose response.)  
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ID Structure CSP at 1mM 
M18 [ppm] 

KD M18 
[mM] 

CSP at 1mM 
M81 [ppm] 

KD M81 
[mM] 

03E04 
H
N

COOH

CF3 0.007 0.86 0.008 1.03 

04B06 

N

H
N

COOH

CF3 0.005 0.67 0.008 1.52 

01F05 
H
N

COOH

0.006 -* 0.006 -* 

035 

H
N

N N

HOOC
0.003 8.28 0.005 0.83** 

058 N S

O

O
COOH

0.002 - 0.001 - 

170 N

N

COOH O

N
H

F

0.001 - 0.000 - 
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Scaffold Best 
candidate Structure 

Highest CSP 
at 1mM 

(Methionine)

Kd for this 
residue, (R2) 

diphenylamine 03E04 
H
N

COOH
CF3 0.003 (M81) 3.4 mM (0.997)

indole 374D 
H
N

COOH
O

O
0.003 (M81)

20.0 (-) , for 
other residues 
around 2 mM 

baicalin Baicalin 
O

COOH

OH
OH

OH

OO

O
OH

OH

0.015 (M81)

10.7mM  
(0.999), 4 mM 

for intensity 
decrease but 
with bad R2 

tetrahydroquinoline 806 
N
H

O
COOH

0.003 
(M81& M18) 3.4 mM (0.997)

linked arom.rings 644 

Cl

O
O

N
H NH

N 0.009 (M55)

1.6 mM 
(0.987), 4 mM 

for another 
residue 

biaryl 241 N
N

N

COOH �

0.002 (M81) 9.4 mM (0.980)

- 578 N
N
H

S

NH2
�

no CSP but 
intensity 
decrease 

(M78) 

2.1 mM (0.993 
for Intensity 
decrease) 

- Phyto0036 HO

HO

O

O

HO
OH

COOH
O

O
OH

OH

0.004(M78) 0.5 mM (0.950)

Table 3.6.2-2: Scaffold families and individual compounds of interest identified in the second round of 
assessment. Stereoconfiguration is depicted if known. 
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Figure 3.6.2-6: Cluster analysis of PELE trajectory and redocking of representative snapshots for 
compound 806. Grids with high cluster size and docking scores were checked visually and an 
appropriate grid selected. 
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Figure 3.6-2-7: Selected ligand pose from PELE simulation overlapped with native X-ray structure (A) 
and PELE generated protein conformation (B). C: Backbone comparison of both structures with 
indication of the bound ligand (green).  
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3.6.3 Third round of elaboration 
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ID Structure Possible 
isomer?

Docking 
score 

Exp. 
ranking 

CSP at 1 
mM 

(residue) 

Kd of this 
residue by 
CSP(R2) 

Kd of this 
residue by 

Int. 
change(R2)

806 
N
H

COOH
O

no -4,99 parent 
comp. 

0.003 
(M81) 

3.4 mM 
(0.997) No fit 

843 
HOOC

HO
H
N N

S
N - -6,08 insolub.    

(834)
N
H

COOH

no -5,69 -    

831 

N
H

COOH

O

yes -5,68 1a 0.016 
(M81) 

5.7 mM 
(0.999) 

0.7 mM 
(0.994) 

817 NH

N

F3C
O

NH O - -5,31 non 
binder    

841 

O

SO4HN
H

H2N
- -5,13 1b 0.010 

(M18) 
5.0 mM 
(0.999) 

0.4 mM 
(0.999) 

820 

N
H

COOEt

HO

O

yes -5,09 non 
binder    

832 

N
H

COOH

yes -5,00 2 0.009 
(M81) 

8.3 mM 
(0.999) 

5.9 mM 
(0.997) 

822 

N
H

COOH

O
yes -4,99 3 0.007 

(M81) 
0.4 mM 
(0.998)* - 

834 
N
H

COOH

yes -4,88 1c 0.020** 
(M81) 

0.3 mM 
(0.917) 

0.1 mM 
(0.997) 
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(830)
N
H

COOH

H
NO

no -4,73 -    

814 

N
H

COOEt

Br
yes -4,11 non 

binder    

830 
N
H

COOH

H
NO

yes -3,81 2-3? 0.009 
(M81) 

3.3 mM 
(0.996) 

1.8 mM 
(0.920) 

�

Table 3.6.3-1: Summary of purchased 806 follow-ups compounds, ordered after docking score and 
their experimentally validation by 1H-13C-HSQC CSP at 25°C. (*only four data points, **esti mation, 
only soluble until 0.5 mM) 
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Figure 3.6.3-1: Ligand interactogramm for members of the tetrahydroquinoline family from table 
3.6.3-1. Generated with MOE. 
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Original 
scaffold 
family 

ID Structure 
tested 
follow-

ups 

CSP at 1 
mM 

(residue) 

Kd of this 
residue by 
CSP(R2) 

Kd of this 
residue by Int. 
change(R2) 

806 
N
H

COOH

O

O

0.003 
(M81) 

3.4 mM 
(0.997) - 

831 

N
H

COOH

O

0.016 
(M81) 

5.7 mM 
(0.999) 0.7 mM (0.994)

841 

O

SO4HN
H

H2N
0.010 
(M18) 

5.0 mM 
(0.999) 0.4 mM (0.999)

tetrahydro
-quinoline

834 
N
H

COOH

9 

0.020** 
(M81) 

0.3 mM 
(0.917) 

 0.1 mM 
(0.997) 

03E04
H
N

COOH
CF3 0.003 

(M81) 
3.4 mM 
(0.997) - diphenyl-

amine 

836 
H
N

HOOC
Cl

Cl

12 

0.013 
(M81) 

2.5 mM 
(0.998) - 
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839* 

H
N

S

OH
HOOC

O

O

COOH

0.006 
(M81) 

2.2 mM 
(0.998) - 

840** 
H
N

SO3H
0.004 
(M18) 

6.3 mM 
(0.999) - 

374D 

H
N

COOH
O

O
0.003 
(M81) 

20.0 (-), 
for other 
residues 
around 2 

mM 

- 

818 
N

N N

H
N

O

OH2N

CF3

0.004 
(M81) 

1.6 mM 
(0.993) - indole 

821 
H
N

COOH
O

O
O

6 

0.005 
(M81) 

2.6 mM 
(0.999) - 

linked 
arom. 
Rings 

644 

Cl

O
O

N
H NH

N - 0.009 
(M55) 

1.6 mM 
(0.987), 4 

mM for 
another 
residue 

- 

241 N
N

N COOH

0.002 
(M81) 

9.4 mM 
(0.980) - 

845 

HO COOH

0.01 
(M81) 

3.7 mM 
(0.999) - 

biaryl 

827 

COOH

O

7 

0.009 
(M81) 

3.7 mM 
(0.996) 

- 

Fesik - 

HO COOH

Br

- - 0.5 mM (?) - 

Table 3.6.3-2: Summary of the five scaffold families that were explored in this round. For each family
the first entry lists the best candidate from the previous round. The additional entries list promising 
compounds discovered in this round. (* could also belong to the biaryl family, since no backbone data 
was acquired, ** could also bind in proximity of 841 since no backbone data was acquired). 
�
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Table 3.6.3-3: Analysis of 1H-15N-HSQC spectra of 50 �M VEGF at 25°C for CSP and intensity 
changes induced by promising compounds from table 3.6.3-2.  Residues 27 and 90 overlap in the 
spectra for 831 and the real CSP is probably smaller than calculated. 
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Fig: 3.6.3-2: 1H-15N-HSQC spectra recorded at 25°C of  50 �M VEGF and 2.5% DMSO in the absence 
(red) and presence (back) of 0.5 mM 834. 
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Figure 3.6.3-3. VEGF surface representation from 3V2A. The surface in direct contact with receptor 
VEGF-R2 is colored in red.  The oval zones mark the putative binding sites of compounds. 
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Figure 3.6.3-4 Structure of possible enantiomers of 831 and 834 and Analysis of PELE trajectory for all 
four enantiomers. 
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Figure 3.6.3-5 Docking poses of the highest populated cluster family for both enantiomers of 831 and 
834. Colored surface depicts significant CSP (red) and strong signal intensity decrease (blue). 
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3.6.4 Concluding remarks post screening results 
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Fig. 3.6.4: Workflow for the elaboration of fragments for binding to VEGF by combination of NMR and 
induced fit docking with the PELE algorithm.  
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3.7 Preliminary exploration of mRNA display to identify peptide 
VEGF ligands 
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3.7.1 Preparation of flexizymes and charged t-RNAs: 
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Figure 3.7.1: A: Reprogramming of the genetic code to incorporate non-natural amino acids. B: 
Reprogramming of Met to Cl-Acetylated amino acids leads to spontaneous formation of cyclic 
thioether from translated cystein containing peptides. 
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3.7.2 Immobilization of VEGF 
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3.7.3 Selection against VEGF 
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Figure 3.7.3-1: Overview of the two NNK selections: Removal of U and G nucleotides in the third 
codon position decreases the degeneracy of the genetic code. The mRNA library encodes for a 
random region of varying length, which is flanked by the methionine initiator codon and a cysteine 
codon followed by Gly Ser repeats as flexible linker to puromycin which links after translation to the
mRNA.  
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Figure 3.7.3-1: Overview of the two NNU selections: Removal of U, G and G nucleotides in the third 
codon position limits the genetic code to 16 amino acids. The mRNA library encodes for a random 
region of varying length, which is flanked by the methionine initiator codon and a cysteine codon 
followed by Gly Ser repeats as flexible linker to puromycin which links after translation to the mRNA.  
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Figure 3.7.3-3: Simplified workflow for the selection of non-natural amino acid containing cyclic 
peptides with mRNA display. 
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Figure 3.7.3-4: Profile for the two NNK selections monitored by recovered DNA from VEGF coated 
(putative ligands) and empty beads (bead binder). The arrows mark DNA pools that were used for 
sequencing. *In the first round no DNA was recovered from empty beads. X marks a round for the 
NNK-L library that was repeated. 
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Figure 3.7.3-5: Profile for the two NNU selections monitored by recovered DNA from VEGF coated 
(putative ligands) and empty beads (bead binder). The arrows mark DNA pools that were used for 
sequencing. In the first round no DNA was recovered from empty beads 
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3.7.4 Sequencing to identify putative ligands. 
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Figure 3.7.4-1: Sequencing results for round 6 and 10 of the NNK-D selection with Cl-Acletyl-D-Phe 
initiator. – marks a gap based on sequence alignment. Arrows mark sequences selected for the clone 
assay. 
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Figure 3.7.4-2: Sequencing results for round 6 and 10 of the NNK-L selection with Cl-Acletyl-L-Phe 
initiator. – marks a gap based on sequence alignment. Arrows mark sequences selected for the clone 
assay. 
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Figure 3.7.4-3: Sequencing results for round 7 and 8 of the NNU-D selection with Cl-Acletyl-D-Trp 
initiator. – marks a gap based on sequence alignment. Grey background mark codons that were 
reprogrammed: L-> N-methyl Ser; F-> N-methyl-Phe; A-> N-methyl-Ala. 
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Figure 3.7.4-4: Sequencing results for round 7 and 8 of the NNU-L selection with Cl-Acletyl-L-Trp 
initiator. – marks a gap based on sequence alignment. Grey background mark codons that were 
reprogrammed: L-> N-methyl Ser; F-> N-methyl-Phe; A-> N-methyl-Ala; I-> N-methyl-Gly. 
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Figure 3.7.4-5: Clone assay for two selected sequences of each NNK selection. Each bar corresponds 
to the % of recovered DNA from (left to right), VEGF saturated beads, empty beads, VEGF trimer 
saturated beads and VEGF saturated beads with preincubation of the mRNA pool with soluble native 
VEGF.  The percentage value describes the decrease in recovered DNA when the protein immobilized 
on beads was competing with well-folded VEGF in solution (preincubation). 
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3.7.5 Synthesis of peptides. 

(�
)� ���(��
�����E����� ������
� 
�� 
 ����
�0�������
������������ 
��������
� ���� ��������� ����� 	���

�����������',-��?��������6�&@������
 ����
�
���
����	������������������
�����
�E������
��������	�
�
�

�������	�����������
������������4��������������
������

� �	��������##H���������
���
��
��������
���
�


��������� ������
����������	��5�����I����
��
��
��������������	��������##D������� ������
������

���������
����
������������	��������������������
��
�����

�
����������� ����
 ����
�0�����
�������� �

����	�����������
��:������
�
���������������
��������	�
�
����
�<���
�
�������������		������	����

����
��������
��	�����	��
��������������������
�������#����� �������������
��
�
��
��������
 ����
�
�

������� ��� ��� ���)� �����
����� �������� ���� 
��������
� �	� ���
� ������ ����� ��������� �����


����4 	�����

��������
�����������
����
������	���2����������� 
�����:	���������������
�
���
�������
�

����������
��
 
��E������������������������������
���
����������������������
�<���
����������
��
�

��������	�����

�������������� 
�����

�

ID Sequence Yield 
(%) 

Purity 
(%) 

Expected mass 
(charge state) 

Found mass 
(charge state) 

D11-3 fPKYRILYVRRRKPCGS 15.43 >95 726.7451 (Z=3) 726.7451(z=3) 
D11-7 fRYYIVLKRRRTRISCGS 0.52 >95 771.7678 (z=3) 771.7676 (z=3) 
L11-10 FRRYRCYKVYTFTVKC*GS 0.32 >95 796.4020 (z=3) 796.4005 (z=3) 
L11-G FRCRRRIKISYYYLAC*GS 2.3 >95 765.3989 (z=3) 765.3976(z=3) 

TX wRR(F)C(S)(F)RRVVRPC*GS 3.2 >95 722.0480 (z=3) 722.0485 (z=3) 
D6-F fRYAFWKIRYYKPSVCaK-fluorescein <0.5 >95 908.4355 (z=3) 908.4360(z=3) 
D6-L fRYTTFTAVFLFRDRCGaK-fluorescein <0.5 >95 899.4185(z=3) 899.4181(z=3) 
D6-2 fWTYYLIVSKSRNPHCaK-fluorescein <0.5 87 870.7358(z=3) 870.7344(z=3) 
D6-H fKKTTIWRIRWTTRKCaK-fluorescein <0.5 80 907.4694(z=3) 907.4668(z=3) 
L6-3 FRSYSRRGRTWTYHCSK-fluorescein <0.5 >95 647.7888(z=4) 647.7870(z=4) 

Table 3.7.5: Overview of synthesised peptides from the first and second group. Minor letters indicate 
non-natural amino acids: f= D-Phe; w=D-Trp; a= beta-alanine; bold C indicates the location of the 
thioetherbond to the N-terminal N-Acetyl group. C* indicates the use of ACM side chain protection 
groups. Expected mass and found mass correspond to monoisotopic distribution detected my ESI-MS. 
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3.7.6 Preliminary validation of peptides. 
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Figure 3.7.6-1: Fluorescence polarisation binding assay for synthesised peptides of the first group and 
v107 as positive control.  The assay is based on the use of 10 nM tracer, which binds to the protein-
protein interface of VEGF and 150 nM of protein. 
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Peptide (40 nM) L6-3 D6-H D6-2 D6-L D6-F CF 
FP in absence of VEGF 100 83 98 82 109 20 

FP in presence of 2 uM VEGF 109 79 111 92 113 32 
change of polarization 1.09 0.95 1.13 1.12 1.04 1.45 

Table 3.7.6-1: Fluorescence polarisation values acquired for labelled peptides and free 
carboxyfluorescein (CF) in absence and presence of protein.  
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Figure 3.7.6-2: 1H-15N-HSQC spectra of 50 uM VEGF and 5% DMSO at 45°C in  absence of peptide 
(light grey), 300 uM D11-7 (dark grey) and 300 uM D11-3 (black). The D11-7 sample contained 
precipitation after retrieving it from the magnet. 
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Figure 3.7.6-3: 1H-15N-HSQC spectra of 25 uM VEGF and 5% DMSO at 45°C in  presence of 40 uM 
L11-10 (black) or 100 uM L11-G (grey). First two pictures contain the 1H and 15N 1D-projections, A-F 
mark differences between both spectra and zooms of regions in the 2D-spectra. 
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Table 3.7.6-2: Minimal and maximal solubility of peptides in absence and presence of 50 uM VEGF. 
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3.7.7 Recapitulation and concluding remarks 
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ID D11-3 D11-7 D6-F D6-L D6-2 D6-H2 L6-3 
Minimal solubility buffer 

(uM) 
not re-
tested 75 13 147 75 37.5 28 

Maximal solubility in 
presence of VEGF (uM) 50 75 not 

tested no 30 22.5 27 
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4 Materials and Methods 

4.1 Protein production 
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Lysis and Histag purification 
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Anion exchange and size exclusion 
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Sample preparation for NMR 
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4.2 Cheminformatics 

4.2.1 Selection of appropriate fragments 
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local Fdesc =[ 
//   [min,'descriptor_name',max], 
   [150,'Weight',305], 
   [-3.5,'SlogP',3.0], 
   [-3.0,'logS',100.0], // Solubility at 1mM 
   [1,'opr_nring',3], // At least 1 ring (Baurin et al; SHAPES cores 
are rings) 
   [0,'opr_nrot',6],  // nu. rotatable bonds (Oprea definition) 
   [0,'lip_don',4],  // nu. donors (Lipinski definition) 
   [0,'lip_acc',6],  // nu. acceptors (Lipinski definition) 
// the filters below are combinations of descriptors 
   [2,['don_acc','lip_don','add','lip_acc'],8],  // Donor+Acceptors 
//   [1,['O+N','a_nO','add','a_nN'],100],    // O+N >= 1 NOT NECESSARY 
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   [0,['Cl+Br+I','a_nCl','add','a_nBr','add','a_nI'],1], // Cl+Br+I <= 
1 
   [0.50,['C_ratio','a_nC','div','a_heavy'],1.00] // C_ratio >= 0.5 
(C_ratio = #C/#Atoms) 
  ]; 
local Fsmi = [ 
//   ['smiles_string',max_nu_occurrences,'name (for reference only)'], 
// ZINC (JCIM 2005, 45, 177-182): Remove all molecules containing an 
// atom other than: H,C,N,O,F,S,P,Cl,Br or I 
   ['[#M]',1,'Inorganic'], // Metals 
   ['[#S]',1,'Inorganic'], // Semi-Metals (B,Si,Ge,As,Sb,Te) 
// R01-R31 taken from JCICS 1999, 39, 897-902 
   ['[Cl][#6X4]',1,'R01'], // Alkyl Halides (extended) 
   ['[Br][#6X4]',1,'R01'], // Alkyl Halides (extended) 
   ['[I][#6X4]',1,'R01'], // Alkyl Halides (extended) 
   ['[Cl][#6r0]',1,'R01'], // Alkyl Halides (extended) 
   ['[Br][#6r0]',1,'R01'], // Alkyl Halides (extended) 
   ['[I][#6r0]',1,'R01'], // Alkyl Halides (extended) 
   ['[#G7]C(=O)',1,'R02'], // Acid Halides 
   ['[#G7]C(=S)',1,'R02'], // Acid Halides 
   ['[#G7]S(=O)',1,'R02'], // Acid Halides 
   ['O=CN=[N+]=[N-]',1,'R03'], // Carbazide 
   ['COS(=O)O[#6]',1,'R04'], // Sulphate ester 
   ['COS(=O)=O[#6]',1,'R05'], // Sulphonate esters 
   ['C(=O)OC(=O)',1,'R06'], // Acid anhidride 
   ['OO',1,'R07'], // Peroxides 
   ['C(=O)[Or0]c1c(F)c(F)c(F)c(F)c1(F)',1,'R08'], // Pentafluorophenyl 
esters 
   ['C(=O)[Or0]c1ccc([N+1](=O)[O-1])cc1',1,'R09'], // Paranitrophenyl 
esters 
   ['C(=O)Onnn',1,'R10'], // Esters of HOBT 
   ['N=S=O',1,'R11'], // Isocyanates 
   ['N=S=S',1,'R11'], // Isothiocyanates 
   ['OS(=O)(=O)C(F)(F)F',1,'R12'], // Triflates 
   ['P(=S)(S)S',1,'R13'], // Lawesson's reagents and derivatives 
   ['NP(=O)(N)N',1,'R14'], // Phosphoramides 
   ['cN=[N+1]=[N-1]',1,'R15'], // Aromatic Azides 
   ['C(=O)[C;r0][#7+1]',1,'R16'], // Beta carbonil quaternary nitrogen 
   ['[Nr0][Nr0]C(=O)',1,'R17'], // Acylhydrazide 
   ['[C+1]',1,'R18'], // Quaternary C 
   ['[#G7+1]',1,'R18'], // Quaternary Halogen 
   ['[P+1]',1,'R18'], // Quaternary P 
   ['[S+1]',1,'R18'], // Quaternary S 
   ['[C-1]',1,'R18'], // Anionic C (XB extension) 
          ['[n+1]',1,'R18'], // Cationic Aromatic nitrogen (XB extension) 
   ['C=P',1,'R19'], // Phosphoranes 
//   ['[Cl]C([C;r0])=N',1,'R20'], // Chloramidines (extended R01 covers 
it) 
   ['[ND2](=O)',1,'R21'], // Nitroso 
//   ['P[#G7]',1,'R22'], // P halide (extended R01 covers it) 
//   ['S[#G7]',1,'R22'], // S halide (extended R01 covers it) 
   ['N=C=N',1,'R23'], // Carbodiimide 
//   ['[N+1]#[C-1]',1,'R24'], // Isonitrile (extended R18 covers it) 
   ['C(=O)N(C(=O))OC(=O)',1,'R25'], // Triacyloximes 
   ['N#CC[OH]',1,'R26'], // Cyanohydrins 
   ['N#CC(=O)',1,'R27'], // Acyl cyanides 
   ['S(=O)(=O)C#N',1,'R28'], // Sulfonyl cyanides 
   ['P(OCC)(OCC)(=O)C#N',1,'R29'], // Cyanophosphonates 
   ['[Nr0]=[Nr0]C#N',1,'R30'], // Azocyanamides 
   ['[Nr0]=[Nr0]CC=O',1,'R31'], // Azoalkanals 
// R32-R37 taken from JCAMD 2002, 16, 311-323 
   ['C1OC1',1,'R32'], // Epoxide 
   ['C1SC1',1,'R33'], // Thioepoxide (extension of R32) 
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   ['C1NC1',1,'R34'], // Aziridine (extension of R32) 
   ['[CH]=O',1,'R35'], // Aldehyde 
   ['C(=O)[C;r0](=O)',1,'R36'], // 1,2 dicarbonyl (acyclic) 
   ['[N+1](=O)[O-1]',1,'R37'], // Nitro 
// R38-49 taken from DDT 1997, 2, 382-384 (See also DDT 2003, 8, 86-96) 
   ['[#G7]c1ncccn1',1,'R38'], // Halopyrimidines 
   ['[CX4]C(=[#7r0][#6])[#6]',1,'R39'], // Imine 
   ['[CX4]C(=[#7Hr0])[#6]',1,'R39'], // Imine 
   ['[CX4]C(=O)C([#G7])([#G7])[#G7]',1,'R40'], // Perhaloketones 
//   ['[CX4]C(=O)O[#6]',1,'R41'], // Aliphatic esters (too agresive?) 
   ['[CX4][C;r0](=O)[#6]',1,'R42'], // Aliphatic ketones (acyclic) 
   ['[CX4][CH]=[CH]C(=O)[#6]',1,'R43'], // Michael Acceptors 
   ['[CX4]C(=O)S[#6]',1,'R44'], // Thioesters 
   ['[CX4]P(=O)(=O)O[#6]',1,'R45'], // Phosphonate esters 
   ['[#7X3]-[#8X2]',1,'R46'], // -N(*)-O- single bond (modified) 
   ['[#7X3]-[#7X3]*',1,'R47'], // -N(*)-N(*)- single bond (modified) 
   ['[#7X3]-[SX2]',1,'R48'], // N-S(reduced) single bond 
   ['SS',1,'R49'], // S-S 
   ['[SX2]-[OX2]',1,'R50'] // S(reduced)-O single bond 
  ]; 

4.2.2 Library design 
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4.3 automatic mixture design 

NMR spectrometry and computation 
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Sample preparation, and generation of fragment fingerprints 
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4.4 NMR spectroscopy and data processing 

4.4.1 NMR experiments for the setup and the screening of our libraries: 
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4.4.2 19F-NMR experiments for the setup and the screening of our libraries: 
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4.4.3 Protein based NMR experiments 
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4.4.4 Analysis of CSP NMR data: 
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4.5 General peptide synthesis 
��������
 ����
�
���
����	�������
������
��������
�����
�������������
 ����
�
�?55�5@������
��E������

���
������
���� ������ �
��
� ?:��
� (����
�� -��CE� -���
���

�E� ��9&.�&E� $��)�������0E� -����� @��

;����� �������
E� �	� ���� �������
�� 
�����E� ����� ���
��
��� 	���� 2����� ,���� %�������� 5�3E� 5������

%��������E� :��1191E�%�������/����� �	��������� ?/$�@� ����/�
������������� ?/2$@�
������
������

�
��L� ����������W/$�� �1KW!1K� ?�W�@� ��
� �
��� �
� �� �������
����� ������ ����� ��$� �	�



"�$�������
�����$�����
�����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������61�

#�C ���4 ���0�����0����?C;(�@���������������������������
���0�������	�2 
L��(�D�?:��
�(����
�@��
���


�������� �
�������E� ���� #E#�/��
����� ���� ������� ?/:,3E� ���
�� 2������ -��CE� 2C�9"6�E� (�
�
E�

5���0������@� �
� ��� �
�������� ��
��� 3
� 
����� 
������E� 3�������� �� 2���$����4� ��
��� ?$����4�

:���������E��"&1�2�� �2���
�����
�5�������1E�$�������� ?B����
@E�2�����@E��������
� � 	��
�������0���

� ����
�%��)�3����8��)���?:��
�(����
�@���
��
��������
 ����
�
���
��	���
�
��������������������2,$�

8����� � 3��������� $�
������� �������� 5 ����
�0��� ?2,$� 2����������E� ��11� 5����� ����� %�E�

$������
E�#����� 2�������E�D������ 5����
@� 	��������� 
�������� ���
�����
�� ���� 

���� �	� 
 ����
�0���

�������
���
��11��������

8 ������0���
������������
����������	�����
����I����
�C�82�
������������������
�������E��<�������

�����I����
�5 ����� �2�!�&S$��14�11����������������
����������	���0����������� ��������������

���������

4.5.1 Special issues of v107 analogues 
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4.5.2 Special issues Synthesis of mRNA display derived peptides. 
2������
�� ��������	� 	����#��������
���
����	������������� 
���������	���&��8��	�1���$�2��3
�#C5�

��

���������#$��������
�������������
��)����	���"1�������
��3	�������
���������
��������
����&4�

�����/$���

�

�

������

���� 
��>�������� �	� ?$$�@�8 
���� 	��
�������0��� �������
� ��
� ���	������ �	����

2������
�� ��������������������
��������	����������
�����������
������
��������
�����
���
��������1�

����
������ �K� ��3E� �K� �:5� ��� 2C�2��� 	��� �1����� ��� �������$$�� �����
������ ����� ���� ��
�����
�

��
����
��
�<����� ������2C�2��E�#$�E��1K�/:�,3����#$������	����� �1��$�#C5�������

��������1K�

/:�,3����#$��	��������������



"�$�������
�����$�����
�����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������6��

/������
����� ���� 
����������
� ���	����������� 9�&7�&7�&7�&� ��37���:
����� �
�����7,������������7�

C�;� 	��� ��� ��� �� �� ������ 
��)����� 5��
�<����� � ��3���
� ����������� ������ ��������� 
������� ����

��
������� 
����� ��
� ��

������ ��� ��&� �8� /$5;E� 1��K� ��3� ���� ����� �������� ����� �111� �8�

3
����������WC�;E�1��K���3�������C���
���>�
�������9�&������������ ���������������
��������
�������

	������� ��� ������������������ ������4
�

� 
���������
� ��������������� ����� ������������ ���� ����

����������
����������
�	���0����������

4.5.3 Summary of synthesized peptides 

Spy molecule 

Formula C94H129FN26O30S3 MW (g/mol) 2218.38 
Yield (%) 32.8 Purity (%) >95 

HPLC G0100t8  (C18  4.6mmx100mm) tR 4.8 

Expected mass 
(charge state) m/z 1109.4335 (z=2) Found mass 

(charge state) m/z 1109.4354 (z=2) 

D11-3 

Formula C100H160N32O21S MW (g/mol) 2178.61 

Yield (%) 15.43 Purity (%) >95 
HPLC G0100t8  (C18  4.6mmx100mm) tR 4.2 

Expected mass 
(charge state) 726.7451 (Z=3) Found mass 

(charge state) 726.7451(z=3) 

D11-7 

Formula C103H169N35O24S MW (g/mol) 2313.73 
Yield (%) 15.43 Purity (%) >95 

HPLC G0100t8  (C18  4.6mmx100mm) tR 4.1 
Expected mass 
(charge state) 771.7678 (z=3) Found mass 

(charge state) 771.7676 (z=3) 

L11-10 

Formula C109H163N31O26S2 MW (g/mol) 2387.78 
Yield (%) 0.32 Purity (%) >95 

HPLC G070t8  (C18  4.6mmx100mm) tR 4.9 
Expected mass 
(charge state) 796.4020 (z=3) Found mass 

(charge state) 796.4005 (z=3) 
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L11-G 

Formula C103H160N32O24S2 MW (g/mol) 2294.7 
Yield (%) 2.3 Purity (%) >95 

HPLC G5100t8  (C18  4.6mmx100mm) tR 4.1 
Expected mass 
(charge state) 765.3989 (z=3) Found mass 

(charge state) 765.3976(z=3) 

TX 

Formula C96H150N34O20S2 MW (g/mol) 2164.56 
Yield (%) 3.2 Purity (%) >95 

HPLC G1050t8  (C18  4.6mmx100mm) tR 4.4 
Expected mass 
(charge state) 722.0480 (z=3) Found mass 

(charge state) 722.0485 (z=3) 

D6-F 

Formula C137H175N29O29S MW (g/mol) 2722.28 
Yield (%) <0.5 Purity (%) >95 

HPLC (column) G2050t15  (C4 4.6mmx150mm) tR 7.7 
Expected mass 
(charge state) 908.4355 (z=3) Found mass 

(charge state) 908.4360(z=3) 

D6-L 

Formula C130H170N30O32S MW (g/mol) 2696.99 
Yield (%) <0. Purity (%) >95 

HPLC G0100t18   (C18  4.6mmx100mm) tR 4.9 
Expected mass 
(charge state) 899.4185(z=3) Found mass 

(charge state) 899.4181(z=3) 
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D6-2 

Formula C127H164N28O31S MW (g/mol) 2609.18 
Yield (%) <0.5 Purity (%) 87 

HPLC G2050t15  (C4  4.6mmx150mm) tR 10 
Expected mass 
(charge state) 870.7358(z=3) Found mass 

(charge state) 870.7344(z=3) 

D6-H 

Formula C130H186N34O29S MW (g/mol) 2721.14 
Yield (%) <0.5 Purity (%) 80 

HPLC G2080t8 (Phenomenex 4.6mmx 150 
mm) tR 3.9 

Expected mass 
(charge state) 907.4694(z=3) Found mass 

(charge state) 907.4668(z=3) 

L6-3 

Formula C119H154N34O31S MW (g/mol) 2588.77 
Yield (%) <0.5 Purity (%) >95 

HPLC G1040t8  (C18 4.6mmx100mm) tR 5.5 
Expected mass 
(charge state) 647.7888(z=4) Found mass 

(charge state) 647.7870(z=4) 

Minor letters indicate D-amino acid e.g. f= D-Phe; w=D-Trp; A*= beta-alanine; F* para-fluoro-phenyl-
alanine; ACM = S-acetamidomethylside side chain protection group; CF = Carboxyfluorescein.  

4.6 mRNA display 
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4.6.1 Protocol for the first round: 
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4.6.3 Preparation of Flexizymes (dFx or eFx) 
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4.6.4 Aminoacylation of tRNA by flexizymes and determination of acylation 
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6 Resumen en español 

6.1 Introducción  
6.1.1 Interfaces proteína-proteína como objetivos terapéuticos  
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Figura 1.2: Representación superficial del homodimero VEGF de 3V2A.La interfaz involucrada en la 
interacción con el receptor KDR/VEGFR-2 esta representada en gris. 
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6.1.2 Descubrimiento de fármacos basado en fragmentos 
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6.1.3 Factor de crecimiento endotelial vascular en enfermedad y 
tratamiento 
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Figura 1.5.3: Estrategias de interrumpir angiogenésis patológico que desencadena de VEGF.2
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6.2 Objetivos 
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6.3 Resultados 
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6.3.1 Desarrollo de método y resultados pre-cribado

6.3.1.1 Estudios de interacciones ligando-proteína por RMN 
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6.3.1.2 Producción y caracterización de VEGF recombinante 
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Figura 3.2-2: Espectro de 15N-1H HSQC de una muestra de 100 uM de [metilo-13C] metionina – 15N 
VEGF11-109 a 45ºC antes (negro) y después de la adición de tres equivalentes de v107 (gris) 
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Figura 3.2-3: Caracterización de [metilo-13C] metionina – 15N VEGF11-109 por espectrometría de 
masas ESI-time-of-flight 

6.3.1.3 Diseño y preparación de una biblioteca de fragmentos 
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Figura �����: Diagrama de trabajo para la preparación de la biblioteca de fragmentos. 
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6.3.1.4 Diseño asistido por ordenador de mezclas de fragmentos para el 
cribado en RMN 
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Figura 3.4.1: A: Superimposición de los espectros de 1H-RMN de cinco fragmentos diferentes (1 mM 
de cada compuesto, 50 mM tampón fosfato, pH 7.0, 50 mM NaCl, 3 % DMSO-d6), registrado a 37ºC y 
500 MHz. Las flechas indican los picos residuales de H2O, DMSO y t-butanol (el estándar interno). B: 
La huella digital de una mezcla diseñada in silico con solapamiento de señal cero o cerca de cero. C: 
Espectro de 1H-RMN de los cinco fragmentos mezclados juntos (500 uM cada uno) en condiciones 
experimentales idénticas a 1A (la señal en 0 ppm corresponde a DSS). 
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6.3.1.5 Evaluación automatizada de los datos del cribado por RMN 
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Figura 3.4.2-3: Resultados de la evaluación automática de los datos de cribado por STD RMN de 125 
fragmentos. 
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Figura 3.4.2-4: Los resultados de la validación de los datos cruzados de STD y CPMG de 125 
fragmentos. 
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6.3.2 Cribado 
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Figura 3.5.6: Hipótesis de proporciones de hits obtenidos por cribado de fragmentos para proteínas
susceptibles de ser moduladas e interfases proteína-proteína. La proporción de hits depende de la 
frecuencia de identificación de ligandos con una afinidad específica y la definición de hit. 
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6.3.3 Resultados post-cribado 
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Familia de 
esqueleto ID Estructura 

CSP a 1 
mM 

(residuo) 

Kd de este 
residuo 

por 
CSP(R2) 

Kd de este 
residuo por 
cambio de 

intensidad (R2)

806 
N
H

COOH

O

O

0.003 
(M81) 

3.4 mM 
(0.997) - 

831 

N
H

COOH

O

0.016 
(M81) 

5.7 mM 
(0.999) 0.7 mM (0.994)

841 

O

SO4HN
H

H2N
0.010 
(M18) 

5.0 mM 
(0.999) 0.4 mM (0.999)

tetrahidro-
quinolina 

834 
N
H

COOH

0.020** 
(M81) 

0.3 mM 
(0.917) 

 0.1 mM 
(0.997) 

03E04
H
N

COOH
CF3 0.003 

(M81) 
3.4 mM 
(0.997) - 

836 
H
N

HOOC
Cl

Cl

0.013 
(M81) 

2.5 mM 
(0.998) - 

839* 

H
N

S

OH
HOOC

O

O

COOH

0.006 
(M81) 

2.2 mM 
(0.998) - 

difenil-
amina 

840** 
H
N

SO3H
0.004 
(M18) 

6.3 mM 
(0.999) - 

374D 

H
N

COOH
O

O
0.003 
(M81) 

20.0 mM  
(-), para 

otros 
residuos 2 

mM 

- indol 

818 
N

N N

H
N

O

OH2N

CF3

0.004 
(M81) 

1.6 mM 
(0.993) - 
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821 
H
N

COOH
O

O
O

0.005 
(M81) 

2.6 mM 
(0.999) - 

Anillos 
aromático
s unidos 

644 

Cl

O
O

N
H NH

N 0.009 
(M55) 

1.6 mM 
(0.987), 4 
mM para 

otros 
residuos 

- 

845 

HO COOH

0.01 
(M81) 

3.7 mM 
(0.999) - 

biaril 

827 

COOH

O
0.009 
(M81) 

3.7 mM 
(0.996) 

- 

Tabla 3.6.3-2: Resumen de las cinco familias de esqueletos que fueron explorados en el último ciclo. 
Para cada familia la primera entrada muestra el mejor candidato del ciclo anterior. Las entradas 
adicionales listan los compuestos prometedores hallados en este ciclo. (* También podría pertenecer 
a la familia de biarilo, ya que no se adquirieron datos de la cadena principal de la proteína, ** también 
podría unirse en la proximidad de 841, ya que no se adquirieron datos de la cadena principal de la 
proteína). 
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Figura 3.6.3-3: Representación de de la superficie VEGF (3V2A). La superficie de contacto con el 
receptor VEGF-R2 se muestra en rojo. Las zonas esféricas coloreadas marcan los sitios potenciales 
de unión de los compuestos. 
�

�

6.3.4 Exploración preliminar de mRNA display para identificar 
ligandos peptídicos de VEGF. 
�
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Figura 3.7.3-5: Perfil de las dos selecciones de NNU supervisados por el DNA recuperado de bolitas 
recubiertas de proteína (ligandos de VEGF) y las bolitas vacías (ligandos de bolitas). Las flechas 
marcan los DNA pools que fueron utilizados para la secuenciación. 
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Figura 3.7.4-4: Resultados de la secuenciación para los ciclos 7 y 8 para la selección NNU con el 
iniciador Cl-Acletil-L-Trp. Los cuadrados oscurecidos señalan los codones que fueron programados L-
> N-methyl Ser; F-> N-methyl-Phe; A-> N-methyl-Ala; I-> N-methyl-Gly. 
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Figura 3.7.4-5: Ensayo clon para dos secuencias seleccionadas de cada selección NNK. El valor de 
porcentaje describe la disminución de DNA recuperado cuando la proteína inmovilizada sobre las 
bolitas competía con VEGF bien plegada en solución.
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6.4 Conclusiones 
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