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Capitulo 5. Cribado patocking

Capitulo 5.

Cribado por docking

Siguiendo con el esquema de filtros sucesivos agidie en una cascada de cribado virtual, tras
la aproximacionligand-basedestablecida en el capitulo 4, se decide estudigaligar una
aproximacion structure-baseda partir de métodos dedocking que permita evaluar los
compuestos incluidos en las quimiotecas BIB_Oxd@ _Bimino y BIB_Hidro descritas en el
capitulo 3.

El gran nimero de estructuras disponibles de pratiiosina quinasas (PTKs) con una buena
resolucion ha demostrado que esta familia de pragedonstituye una familia adecuada para el
cribado virtual basado en la estructif£® También el uso de modelos por homologia se ha
mostrado una aproximacion Gtil en esta fanffifg: >

En este caso se han escogido como dianas terg®ldg receptores tirosina quinasa (RTKS)
PDGFR, EGFR, y FGFR, para las que los sistemaslof#;3-d]pirimidinicos muestran
actividad inhibitoria con mayor o menor selectidd®ara los dos Ultimas existen estructuras
depositadas en €lrotein Data Banktanto en su forma apo como cristalizadas comefites
inhibidores. Sin embargo, no existe actualmenteidj2006) ninguna estructura del dominio
tirosina quinasa de PDGFR depositado en dicha daskatos, por o que se aborda también la
construccion de un modelo por homologia de dictracsra.

Previamente al cribado virtual, se ha determinadgdpacidad de reproducir los modos de
unién para una serie de ligandos co-cristalizadok® dos proteinas con estructuras resueltas
por rayos-X. El motivo es que normalmente se acepi@ un cribado virtual basado en
estructuras incorrectamente dotkeadas” (acopladas) deberia alcanzar factores de
enriquecimiento pobres, pese a que algunos aut@mesencontrado que los resultados de un
cribado virtual cordockingno siempre estan relacionados con la calidadsimtmos de unién
predichos’®® Ademéas del modo de unién, se ha explorado la @guhalel docking como
herramienta para predecir el sitio de unidackingciego oblind docking, una aplicacién para

la que los programas deckingno han sido especialmente optimizados.

Cuando se establece un protocolo apropiado dederibatual basadalockingpara una diana
bioldgica particular, el primer paso conlleva lantficacion de la mejor combinaciéon de un
algoritmo dedockingy una funcién descoring En este sentido, se han publicado numerosos
estudios que evaltan diversos aspectos de losgonagrdelockingcomo comparaciones de las
funciones de scoring®®®" evaluaciones de los algoritmos dicking®® andlisis de
composiciones de los dos factdféd®y la inclusion deonsensus scorinfg> 38391392

No existe actualmente una combinacion Optima dpkca todas las dianas terapéuticas,
mostrando unas u otras combinaciones diferenteidaaies en eldocking De hecho, en
ausencia de un ajuste especial de una funciéacdeng para una diana biologica, resulta
imposiblea priori determinar si un programa deckingsera exitoso o no en un cribado virtual
frente a una diana biologica en particular. En éstbajo, se han utilizado dos programas
basados en funciones sleoringempiricas: GOLE'y AUTODOCK® (apartado 1.4.1), para los
que diversos parametros iniciales han sido anal&ad

Ademéas de seleccionar la mejor combinacion de ihgorde dockingy funcion descoring

otro de los puntos criticos en un cribado virtumlaeleccion de la estructura de la proteina a
usar cuando varias estan disponibles. Como setiwaircido, la mayor parte de programas de
docking asumen la rigidez del sitio activo, debido al eosbmputacional que supone la
inclusion de la flexibilidad de la proteina.
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Capitulo 5. Cribado patocking

El impacto de la estructura de la proteina en etinamiento detlockingha sido estudiado
principalmente en el contexto de la prediccién aerhodos de union de ligand8s®87:393-3%
Asi, para un conjunto de estructuras de una peteanticular, se intercambian los diferentes
ligandos co-cristalizados que presentan, generarldesienominadosross-decoyy se evalla

su capacidad de reproducir los modos de unién emcagas diferentes de su estructura
“nativa”. Recientemente, se ha publicado un estgd® examina este aspecto para la quinasa
CDK2*%® constatandose la elevada influencia que tiepedteina en el éxito o no dedcking

Esto es particularmente problemético para la famile las quinasas, debido a la elevada
flexibiliq%%d de éstas generada por efectos de kidacinduced-fiteffecty tras la union del
ligando:

Mas alla de la prediccion del modo de unidn, lduaricia de la estructura de la proteina en
aplicaciones de cribado virtual ha sido mucho meaoalizada. Mc.Govern y Shoicf&t
compararon las conformaciones holo, apo y procedeti® modelos por homologia para una
serie de sitios de unién, mostrando la superiorgktkral en recuperar ligandos activos de la
forma holo frente a la apo. Particularmente, Cavwaset af’® analizan este aspecto en
profundidad en cuatro quinasas (CAPK, CDK2, P3&K).

Por ello, a la hora de establecer un protocoloritado virtual en este trabajo, se ha analizado
también la influencia de la estructura de la pnatedscogida, tanto en la reproduccion de los
modos de unién como en el funcionamiento del cobadual. El objetivo, establecer si existe
una conformacién “preferida” para ser usada enribhdo virtual o si se puede alcanzar un
consensusa partir de varias estructuras. Recientemente ae dhesarrollado métodos
computacionales que permiten recoger la flexibdidiel receptor de una manera eficiente,
basados en generar multiples conformaciones deharii§ Estos métodos no han sido tratados
en este trabajo.

Segun lo expuesto, para las dianas consideradasabean los siguientes puntos:

i) Prediccion del modo de union para los ligandosvoatde una estructura de
la proteina en particular y para los ligandos dstalizados en otras
estructuras gross-decoysinicialmente posicionados en kinding pocket
Realizado con los programas AUTODOCK y GOLD.

i) Prediccion del sitio de unién y modo de union pama serie de ligandos
conocidos situados inicialmente en la superficie laleproteina. Blind
dockingo dockingciego). Se utiliza el programa AUTODOCK. GOLD no se
usa en este caso, ya que requiere que el usuatiquén el tamafio
aproximado y la localizacion del sitio de unién lifgando®

iii) Cribado virtual retrospectivo de una base de dd®ompuestos activos.
Establecimiento del protocolo éptimo y validaci@i chismo. Realizado con
los programas AUTODOCK y GOLD.

Los resultados del cribado virtual se comparan losrfactores de enriquecimiento obtenidos
con las aproximaciondigand-baseddescritas en el capitulo 4.

El capitulo finaliza con la aplicacion prospectid@ protocolo dedockingescogido para las
quimiotecas BIB_Oxo, BIB_Amino y BIB_Hidro.
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Capitulo 5. Cribado patocking

5.1. Docking frente a FGFR

En este apartado se analizan los citados tres $(@ptediccion del modo de unién, prediccion
de sitio de union y cribado virtual) frente a FGFR.

5.1.1. Preparacién de las estructuras cristalinas de FGFR

Como se ha descrito en el apartado 4.2, existendséructuras cristalizadas del dominio
quinasa de FGFR1 complejadas con tres inhibidé1©4:73074 (entrada PDB 2fgi, resolucion
2.5 R), SU5402 (entrada PDB 1fgi, resolucion 2.5//U4984 (entrada PDB 1lagw, resolucion
2.4 A). PD173074 presenta actividad frente a FGRRlerango nanomolar, mientras que las
dos restantes son dos 6rdenes de magnitud memnesggtigura 5.1).
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PD 173074 SU5402 SU4984
17 29 61
Figura 5.1. Estructuras de inhibidores co-cristalizados corRG

Para cada complejo, se eliminan las aguas y seafiasl &tomos de hidroégeno. En cada caso,
se trabaja Unicamente con una de las dos cadehdémi®o resueltas, la cadena que incluye
mas residuos determinados estructuralmente. La&iposile los atomos de hidrégeno se relaja
usando eforce fieldAMBER incluido en MOE®, seguido de una minimizacién del ligando con
el force field MMFF94 usando tres métodos consecutivesedpest Descent, Conjugate
Gradient y Truncated Newtpmpara alcanzar una optimizacion energética cogradiente de
RMS inferior a 0.05.

En el caso daflockingciego, se genera un conjunto de posiciones iegigdecoys alejadas del
sitio de union, es decir, los ligandos se colodaatariamente en la superficie de la proteina y
se minimizan bajo las mismas condiciones descritas.

Para generar los seisross-decoys (estructuras proteina-inhibidor intercambiadas®, s
superponen las tres estructuras del receptorpgosisiones de los otros dos ligandos no nativos
se optimizan dentro dddinding pocket‘extrafio”, siguiendo el procedimiento descrito. De
nuevo, se generan posiciones para estas estructwzedas en la superficie de la proteina
(dockingciego).

Los grupos ionizables (aminas, acidos carboxilifmsfatos, amidinas) se asumen ionizados a
pH fisiolégico tanto para la proteina como paraligandos, excepto si se consideran datos
experimentales. Particularmente, el grupo butilantie PD173074 se mantiene cargado y para
SU5402, se mantiene protonado el grupo acido cditmx
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5.1.2. Procedimiento para la prediccion del modo de unién:estructuras nativas y
cross-decoys

En primer lugar, se describe el procedimiento adlicen cada uno de los programas utilizados
(AUTODOCK y GOLD). Estos parametros, se han aplicadsteriormente para EGFR y
PDGFR, excepto algunas modificaciones realizaddsddmente especificadas.

* AUTODOCK. Se ha utilizado tanto para la prediccion eheldo de unién como para el
docking ciego. En ambos casos, las dimensiones de la ntatlanensional son
181x181x181, situandose centradas en el sitio de uniorigiido y con un espaciado
entre los puntos de 0.375A. Este tamafio de laamsdl escoge inicialmente lo
suficientemente grande como para acomodar a lacasta completa de la proteina,
permitiendo acceder al ligando a toda la superfide este modo, el espacio de busqueda
no queda exclusivamente reducido al sitio de uo@ocido.

Como se ha comentado en el apartado 1.4.1.1, AUT@D@alcula, mediante el
programa AUTOGRID, potenciales de afinidad atompgeaa cada uno de los tipos
atomicos definidos para el sustrato. En este walsaj han analizado dsesttingsiniciales
para tratar los tipos atdmicos, aparte del mapgaotencial electrostatico:

¢ El set tipico, que utiliza los siguientes tiposnaittbs: C (carbono alifatico), A
(carbono aromético), N, Oy H.

¢ Un segundo set que ademas de incluir a los argsridefine también los atomos
de Br, Cl, P y S. La importancia de incluir parametde puentes de hidrogeno
especiales en edocking frente a tirosina quinasas ha sido previamente
reportadd:®**® Debido a la interaccion clave N-H----aceptor, eoasla en
muchos inhibidores ATP-competitivos, se opta poapetrizar la posibilidad de
dicha interaccion para el atomo de nitrogeno. Boaes necesario distinguir en la
asignacion de los tipos atomicos entre los nitrégeaceptores (N) y dadores (n).
Asi, se implementa un mapa de potencial adiciamé&b® calculos de AUTOGRID,
cuyos parametros se extraen deddbde AUTODOCK?®

Para la proteina, Unicamente se afiaden los hidvégasiares (modelanited-atom y se
asignan las cargas Kollman, tal y como se encuenitreluidas en MOE. Para los
inhibidores, se mantienen todos los hidrégenosnil@encia de las cargas parciales de los
ligandos se evalta en conjuncién con los tipos snmencionados, rindiendo dos
settingsiniciales:

¢ El set de tipos atémicos tradicionales (C,A,N,O¥)las cargas Gasteiger-

Marsili*”", implementadas en MOE.

¢ El setde tipos atébmicos adicionales (C,A,N,n,O,H,Br,G3,P) junto a las cargas
semiempiricas AM1, calculadas con el paquete MOPAC.

En cadadocking se calculan 100 conférmeros independientes, sjuoreliendo cada uno
de ellos al resultado de una optimizacién iniciada diferentes valores aleatorios. En el
andlisis de los resultados, se toman como refexdasi coordenadas cristalogréficas del
ligando cristalizado, agrupandose las 100 confoilonas obtenidas eclusterssegun el
valor de RMS de superposicion entre ellas, contalemancia de 1.0 A. Caddockingse
repite 5 veces. En el proceso de busqueda confmnagcse aplica el algoritmo genético
lamarckiano (LGA) y el método pseudo-Solis y Wedsapla minimizacion posterior de la
conformacién, con los parametros por defecto degnama®’ El parametrolntelec se
activa, de manera que la energia electrostatieanmtdel ligando afecta a la energia de
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docking (docked energyque guia el proceso de optimizacion, aunque loemergia de
unién del ligandolfinding free energy

GOLD. En este punto del trabajo, se ha utilizado laiéera.2 de GOLD. GOLD requiere
que el usuario indique el tamafio aproximado y lzll@acion del sitio de unioén del
ligando. Por lo tanto, Gnicamente es posible raalimdockingcon conocimiento del sitio
de unioén y no umockingciego. Asi, se define el sitio activo compuestdadeatomos de
la proteina dentro de 20 A a partir de los masiprés al centro debinding site Se activa
el algoritmo de deteccion de cavidachyity-detection algorithin de manera que el
célculo se confina a las regiones céncavas endmdad del sitio de unién. En pruebas
previas realizadas, si se desactiva la opcion geadgoritmo de deteccion, se asigna un
ndamero muy inferior de atomos como sitio activdluyendo negativamente ebcking
Durante eddocking se permite una cierta flexibilidad en los atomdesidrogeno (de —OH
y —NHs) de las cadenas laterales de Ser, Thry Lys.

GOLD utiliza también un algoritmo genético (GA) pagxplorar los modos de union
posibles. Como en AUTODOCK, se requieren expliotarm 100 conformaciones
independientes por experimentodtiking consistiendo cada ejecucion de un maximo de
100.000 operaciones. Esta parametrizacion corrégpal setting exhaustivo de la
referencia [80], excepto por el hecho de que smiperuna terminacion temprana de la
optimizacion cuando las tres mejores solucionegldekingse encuentran en un margen
de RMSD de 1.5 A de superposicion entre ellaseElorde parametros se mantiene por
defecto: un tamafio de poblacion de 100, una presébectiva de 1.1, 5 islassland
mode) y un tamafio deiche de 2 (véase apartado 1.9.2). Se establecen utmsyae
cutoffde 2.5 A para los puentes de hidrogeno y de 4@rA los contactos de vdw. Como
funciones descoring se utilizan separadamente las funciones GOLDSCORE
CHEMSCORE (apartados 1.4.1.2 y 1.4.1.3, respectw@). De nuevo, cadiockingse
repite 5 veces.

Contrariamente a AUTODOCK, GOLD utiliza un modele tdos los atomosl{-atom
mode), de manera que en este caso se mantienen tosldididdgenos (polares y no
polares) en el fichero de la proteina. Ademas, GQgmdra tanto las cargas formales
como las cargas parciales asignadas.

Para el calculo de la RMSD de superposicion dedpmtonformacion con la estructura
cristalografica, unicamente se consideran los atopasadoshgavy atoms utilizandose
el programamart_rmsdel paquete dsoftwareGOLD.

5.1.3. Resultados de la prediccion del modo de unién en FRR: estructuras nativas y

cross-decoys

En la Tabla 5.1 se muestran los resultados obtempdoa edockingy el cross-dockingde las
posiciones decoy$ inicialmente situadas en el sitio de union pasa tuatro protocolos
descritos en el apartado anterior:

i) AUTODOCK con tipos atomicos estandar y las cargast&ger-Marsili
i) AUTODOCK con los mapas de afinidad adicionalesrgaa AM1.

iii) GOLD con GOLDSCORE y

iv) GOLD con CHEMSCORE

Estos resultados se expresan como la raiz de Véadigs cuadratica media (RMSD, A) entre la
conformacion cristalina y la mejor de las conforioaes obtenidagppse} en cada ejecucion.
Aquellas conformaciones calculadas con desviacisré se consideran correctds**°En la
Tabla 5.1, los resultados dentro de 2 A aparecenbsmdos en gris oscuro, aquellos
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comprendidos entre 2 y 4 A estan sombreados erlgris y aquellos con una RMSD superior

a 4 A tienen un fondo blanco. Los resultados enitaegorresponden a complejos nativos, es
decir, al par ligando-proteina co-cristalizado. Madores se presentan como el promedio de
cinco repeticiones, con su desviacion estdndaasingesis. La referencia a la estructura “2fgi-
transfer” se describe mas adelante.

Tabla 5.1. Resultados de RMSD (A) y sus desviaciones estipaaéntesis) para las posiciones
inicialmente situadas en el sitio de unién em@tkingy el cross-dockingrente a las tres estructuras
resueltas de FGFR para los cuatro protocolos.

PD173074 SuU5402 SuU4984

2fgi 1.5 (0.2) 14.3 (2.8) 17.5 (0.6)

?iL;ZSaDdgnfiEos esténdar ofgi-transfer 1.8(0.3) 12.6 (6.0) 16.5 (1.6)
Cargas Gasteiger-Marsili g 9.7(0.6) 2= (02 4.7 (0.3)
9 9 lagw 9.7 (4.8) 15.5 (0.3) 11.9 (6.1)

2fgi 1.7 (0.3) 15.5 (0.5) 17.7 (0.2)

AUTODOCK . 2fgi-transfer 1.6 (0.2) 15.9 (1.1) 145 (4.7)

Mapas de afinidad adicionales .

s 1fgi 7.4 (2.0) 2.5(0.2) 5.1 (0.9)
9 lagw 10.8 (0.3) 15.5 (0.1) 9.9 (5.0)
2fgi 2.2 (0.4) 7.6 (0.2) 5.0 (0.1)
GOLD 2fgi-transfer 1.9 (0.1) 5.2 (08 4.6 (0.1)
GOLDSCORE 1fgi 10.7 (0.2) 2.7(0.2) 2.8(0.3)
lagw 10.8 (0.5) 6.3(0.2) 6.8 (0.1)
2fgi 2.4 (0.5) 1.1 (0.1) 4.2 (0.2)
GOLD 2fgi-transfer 5.7 (0.3) 1.0 (0.2) 4.6 (0.1)
CHEMSCORE 1fgi 11.5 (0.8) 1.3(0.1) 1.7 (0.7)
lagw 12.0 (4.3) 1.2 (0.1) 1.9 (0.0)

En primer lugar se discuten los resultados deddipcion del modo de unién para los ligandos
nativos inicialmente posicionados en el sitio dédmnnegrita en Tabla 5.1). Para los tres
complejos, al menos un programa es capaz de regofmorientacion y el modo de union
dentro de 2 A. Tras inspeccionar visualmente lagoazmaciones resultantes dentro de 2.5 A
para PD173074 y SU5402, se aprecia que las inferexmas importantes se conservan. Los
resultados obtenidos con GOLDSCORE para los coowglHpi y 2fgi estan de acuerdo con los
reportados por Kontoyianni y colaboraddfés quienes describen la identificacion de
conformacionesdctive sitéy “close conformatiorissegun una definicién subjetiva razonable.
No sucede lo mismo para el ligando SU4984 dentrdlalgv, para quienes estos autores
describen la identificacién de una conformaciérxpn@ (“clos€), mientras que en este caso no
se ha podido posicionar correctamente con GOLDSCORE hecho, Unicamente
CHEMSCORE rinde resultados satisfactorios para estaplejo. Pese a que AUTODOCK
tampoco reproduce correctamente el modo de uni@mlgaconformacion de menor energia, si
que se recuperan conformaciones con una RMSD dpat@SU4984 en lagw que retienen las
interacciones de puente de hidrégeno clave. Pgse astas conformaciones no corresponden a
las primeras del ranking, slusterconformacional es uno de los mas poblados. Estzasgel
andlisis de la poblacion de lokistersse discute mas adelante.

Por otra parte, los resultados d®ss-dockingndican que la prediccién de modos de unién
fiables es ciertamente peor, especialmente erselda los resultados de AUTODOCK. GOLD
es capaz de orientar SU5402 en 2fgi (1.1 A) y 1&o® A) con la funcion CHEMSCORE, e
inversamente, SU4984 en 1fgi con GOLDSCORE (2.8YA)CHEMSCORE (1.7 A).
Curiosamente, en general para los cuatro protoc8l0d4984 se orienta y posiciona mejor en
otra estructura (1fgi) que en la “suya” propia @mue fue cristalizado (lagw). En este sentido,
existe una cierta concordancia con las conclusidasesritas en un estudio realizado por Diller
y colaboradoré®', quienes también encontraron problemas con laiatsta lagw. En su
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estudio, estos autores no fueron capaces de oriemdaserie de ligandos conocidos en dicha
estructura, alcanzando factores de enriquecimiemtoun cribado virtual inferiores a una
seleccion aleatoria. En su caso, un modelo de F&Rtruido por homologia utilizando la
estructura de la quinasa Lck como plantilla, rindigultados mejores que el uso de la estructura
lagw. Asi, parece que lagw se adapta excesivaraktiggndo SU4984 para ajustarlo a su
cavidad. Por otra parte, el tamafio pequefio denthidinonas favoreceria suoss-dockingen
estructuras mas promiscuas como 2fgi.

En AUTODOCK, el tamafio de la malla fijado es retathente grande, englobando la totalidad
de la proteina. Asi, se repiteddckingcon una malla de 18101x101 para las posiciones de
los ligandos nativos inicialmente situados en &b gle union y para losross-decoysNo se
observan diferencias en los valores de RMSD obter(flabla 5.2), respecto a los mostrados en
la Tabla 5.1 calculados con mallas de dimensioB&s1B1x181.

Tabla 5.2. Resultados de RMSD (A) y sus desviaciones estipd@éntesis) para las posiciones
inicialmente situadas en el sitio de unién em@tkingy el cross-dockingrente a las tres estructuras
resueltas de FGFR para los dos protocolos de AUTORCon tamarfio de malla de 21101x101.

PD173074 SU5402 Su4984
AUTODOCK 2fgi 1.7 (0.1) 15.2 (0.6) 7.0 (5.9)
Tipos atomicos estandar 1fgi 7.8(2.3) 2.4 (0.1) 5.0 (0.3)
Cargas Gasteiger-Marsili lagw 10.7 (3.5) 15.0)(0.2 9.8 (6.1)
AUTODOCK 2fgi 1.8(0.2) 16.1 (0.6) 9.7 (7.3)
Mapas de afinidad adicionales 1fgi 6.7 (2.2) 2.6 (0.1) 5.9 (0.9)
Cargas AM1 lagw 6.0 (2.9) 10.5 (5.3) 12.1 (5.4)

Para determinar porqué es mas dificil acomoddgahdio PD1703074 en 1fgi y lagw, se han
comparado losbinding pocketsde las tres estructuras. En la Figura 5.2 se naudatr
superposicion de los sitios activos de 2fgid), 1fgi (azu) y lagw é@marillo) dentro de un
radio de 10 A a partir de los inhibidores (mosteadm ball and stick. No se observan
diferencias apreciables entre 2fgi y lagw, y su BM®rrespondiente de superposicion es
inferior a 1 A.

Figura 5.2. Superposicion de los sitios activos de 2fgid), 1fgi (azu) y lagw éamarillo) dentro
de un radio de 10 A a partir de los inhibidotesli(and stick
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Sin embargo, en muchos casos (63%), se ha obseguadas conformaciones de PD173074 en
las primeras posiciones del ranking se unen a ag@mr particular de la estructura lagw.
Concretamente en la cavidad formada por los residiie®*-Trp®® correspondientes al
dominio delloop de activacion, comprendido entre los residuosy6862. Por lo tanto, se ha
comparado también esta regién especifica entre }Jag¥gi. Excepto por unos residuos no
resueltos en la entrada lagw (BPgThr**®), no se observa ninguna diferencia conformacional

importante entre ambas estructuras (Figura 5.3).

Figura 5.3. Superposicién de lagwerde frente a 2fgiojo). Motivo delloop de activacion donde
muchas conformaciones de PD173074 tienen tendanaiése.

Sin embargo, si que existe una diferencia entsitielde unidn resuelto estructuralmente para
1fgi y 2fgi, ya que se encuentran cinco residussetos en 1fgi que no estan presentes en 2fgi
(desde GIff° a GIy*®). Debido a su proximidad al sitio de unién, esesiduos podrian afectar
considerablemente dbcking De hecho, la posicion del residuo Bhdifiere 10 A entre 1fgiy
lagw, con su el anillo de fenilo proximo a SU54@2r lo tanto, se decide modelar este
fragmento para 2fgi transfiriendo las coordenadssid 1fgi con el programa MODELLER

En adelante, se refiere a esta estructura cometrafgifer. En la Figura 5.4 se muestra el
segmento que falta en 2fgazul) superpuesto a 1fgirqjo) y 2fgi tras la transferencia de
coordenadasafnarillo). Se observa como este pequefio motivo encierfigaaldo SU5402
(verdg en su cavidad para 1fgi, mientras que se enaientuna conformacion mas abierta en
2fgi y 2fgi-transfer.

202



Capitulo 5. Cribado patocking

2
Figura 5.4. Detalle de los residuos GR:GIy*® no presentes en 2fgagu) comparados con 1fgi

(rojo) y 2fgi tras la transferencia de coordenadesd(illo). SU5402 se muestra en verde y PD173074 en
magenta.

Tras repetir los diferenteckingsfrente a la estructura 2fgi-transfer (Tabla 5ib) se observa
una diferencia significativa comparada con los Itados de RMSD obtenidos frente a 2fgi,
excepto en el caso de la funcibn CHEMSCORE, dondgaeera. Por lo tanto, la transferencia
de coordenadas no es suficiente para reproduciogb de union de 1fgi en 2fgi.

Los resultados mostrados en la Tabla 5.1 corregpoada conformacion en la primera posicion
del ranking segun sscoring de los 100 conférmeros requeridos en cddeking Existe la
posibilidad de que los resultados fallidos en f@aduccion del modo de unién sean debidos al
procedimiento de ranking, es decir, que se idguificorrectamente el modo de unidén pero que
dicha conformacidén no ocupe la posicion prioritatéh ranking. De hecho, se ha observado en
diversosdockings que la conformacién correcta, aunque no correcitanerdenada en el
ranking, pertenece a uno de ldsstersque presentan un mayor nimero de conférmeros (se
agrupan en unlusteraquellos con una RMSD de 1.0 A).

En la Figura 5.5 se ilustra un ejemplo de estasifun: para etlockingde SU5402 en 2fgi con
AUTODOCK. Los 100 conférmeros resultantes aparecagrupados por clusters
estableciéndose el orden relativo dedhstersde mayor a menor energia dieckingsegun el
valor que presenta el conformero con maglocked energye cadacluster El cluster mas
poblado contiene 15 conformaciones, con una RMSinedio respecto a la conformacion
cristalizada de 0.99 A, por lo que estieister identifica con éxito el modo de unién. Sin
embargo, su energia final decking(docked energgn AUTODOCK) es ligeramente superior
a la de la conformacién de minima energia, posatlana 15 A debinding pockety que
pertenece a unluster con unicamente 4 conformaciones. Se desea enfafizsecho de que
AUTODOCK devuelve dos energias: la denominddaked energyutilizada para guiar el
docking y la energia libre de uniomifding free energy En la Figura 5.5 Unicamente se
muestra el valor de ldocked energyvalor que no debe interpretarse como una medida d
afinidad de la union.
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Figura 5.5. RMSD (A), Docked energykcal/mol) y nimero de conformaciones encluster para

las 100 conformaciones requeridas edakingde SU5402 en 2fgi con AUTODOCK vy el protocolo de
cargas Gasteiger-Marsili.

5.1.4. Resultados deblocking ciego en FGFR

Los resultados de RMSD para @bcking ciego de PD173074, SU5402 y SU4984 en sus
respectivas estructuras, junto a los resultadas fgi-transfer se muestran en la Tabla 5.3 para
los calculos con AUTODOCK. También se incluyenresultados para efoss-dockingiego.

Tabla 5.3. Resultados de RMSD (A) y sus desviaciones estadaéntesis) para las posiciones
inicialmente situadas en la superficie de la prnatein eldockingciego y elcross-dockingciego frente a
las tres estructuras resueltas de FGFR para logrdtmcolos de AUTODOCK.

PD173074 SU5402 SuU4984

2fgi 1.8 (0.1) 15.4 (0.6) 12.4 (8.1)

?iu-cl)-soaDLt(c'))rgi}éos estandar 2fgi-transfer 1.8 (0.1) 15.0 (0.4) 14.1 (4.9)
Cgr a5 Gasteiuer-Marsili 1fgi 10.2 (1.7) 2.5(0.2) 5.1 (0.5)

9 '9 . lagw 9.2 (4.3) 15.4 (0.2) 11.9 (6.1)

2fgi 1.7 (0.1) 15.2 (0.4) 12.6 (6.9)

AUTODOCK N 2fgi-transfer 1.7 (0.4) 15.1 (0.2) 17.1 (1.7
Mapas de afinidad adicionales fai 95 (41 6.1 (0.3
Cargas AM1 ligi 5 (@4.1) 25 02) 1(03)

lagw 10.4 (3.7) 15.6 (0.4) 13.1 (6.4)

Es destacable cémo para los casos de los ligamdosefa sus estructuras nativas, el
procedimiento delockingciego es capaz de identificar correctamente & gitel modo de
unién para 1fgi y 2fgi.

En la Figura 5.6 se muestran los resultados olbsrpdra etlockingciego de PD173074 frente
a 2fgi. De las 100 conformaciones obtenidas (Fidu&a), las de menadocked energy
encuentran perfectamente la cavidad (Figura 5.@dmstrandose su superposicion frente a
PD173074 co-cristalizado, en rojo en la FiguracsBn la Figura 5.6.a la conformacion en rosa
corresponde a la posicion inicial del ligando. Aisimo, se muestra la distribucion elasters

de los 100 conférmeros calculados (Figura 5.6.8seovandose como aquellos de menor
docked energyque concuerdan con los de menor RMSD de supeifosipertenecen a los
clustersmas poblados.
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Figura 5.6. Resultados detlocking ciego para PD173074 frente a 2fgi con AUTODOCKIy e
protocolo con cargas Gasteiger-Marsili. 18D conformaciones resultantes. (b) conformacideesienor
docked energyjue encuentran el sitio activo. (c) superposidi@énlas primeras conformaciones del
ranking @zu) frente a PD173074 co-cristalizadwj6). (d) Distribucién de las 100 conformaciones en
clustersy su energia d@ockingrespectivaqocked energy

En la Figura 5.7 se muestran los resultados olismdra etlockingciego de SU5402 frente a
1fgi. En la Figura 5.7.a se muestran las 100 camdiciones obtenidas y la conformacion inicial
de partidapsa), donde las 12 primeras del ranking correspondeonédrmeros que detectan
correctamente el sitio de unién de SU5402 (confésmeenazul en la Figura 5.7.b). La
superposicion de estas conformaciones frente a @®JBd-cristalizadorfjo) se detalla en la
Figura 5.7.c. Siguiendo con el analisis dhisters (Figura 5.7.d), estas primeras 12
conformaciones corresponden tanto a las de minimegi& dedockingcomo aclusterscon
varios representantes. Sin embargo, en este cas@ldis de poblacion ddusterspor si sélo
no concuerda totalmente con las mejores conformasjoya que ellustermas poblado (con 7
representantes) corresponde a conférmeros posiltierfaera de la cavidad de unién. En este
caso, el criterio energético o deoringes el que permite detectar la conformacion quemej
reproduce el modo (y sitio) de union.
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Figura 5.7. Resultados debocking ciego para SU5402 frente a 1fgi con AUTODOCK vy el
protocolo con cargas Gasteiger-Marsili. {80 conformaciones resultantes,resala conformacion de
partida (b) conformaciones de memtmcked energgue encuentran el sitio activo. (c) superposicén
las primeras conformaciones del rankiagy)) frente a SU5402 co-cristalizadmjp). (d) Distribucion de
las 100 conformaciones en lolsistersy su energia deockingrespectivaqocked energy

Observando los valores de RMSD obtenidos paractoss-decoyscon AUTODOCK en
dockingciego (Tabla 5.3), se aprecia como tampoco esdlgostproducir el modo y sitio de
union para los ligandos intercambiados en las asasicturas. La estructura 2fgi-transfer se
comporta de nuevo analogamente a la estructura2fagw no permite la reproduccion del
modo de uniéon de su “propio” ligando (SU4984). Bakise en estos resultados y en los
mostrados en el apartado anterior, se decide camtiel estudio considerando Unicamente las
estructuras 1fgi y 2fgi.

Se ha realizado también dnckingciego para un representante de cada una de éssautatro
series quimicas de compuestos activos presentegl ggool ACTIV_1 (apartado 4.1):
pirido[2,3d]pirimidinas, naftiridin-2(H)-onas, 1-fenilbenzimidazoles y 4-anilinoquinazasin
Estos cuatro compuestos corresponden a los sealadcis en el apartado 4.2 como plantillas
para la generacion de modelos farmacoforicos (RigL8).
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Sus estructuras se construyen en MOE, se coloeatoghmente en la superficie de la proteina
y se optimiza su geometria corfaice fieldMMFF94 y el procedimiento por defecto de MOE,
con un gradiente de convergencia de RMS de 0.08. ¢zala uno de ellos, se han aplicado los
dos protocolos de AUTODOCK descritos en el apartadd: con los tipos atdbmicos estandar y
las cargas Gasteiger-Marsili y con mapas de afihatficionales y cargas AM1, tanto frente a
1fgi como a 2fgi.
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Figura 5.8. Cuatro compuestos representativos de cada una deseldes quimicas deghool
ACTIV_1 seleccionados para@bckingciego.

Dado que la estructura cristalina de estos ligaetioEGFR no ha sido resuelta, no es factible
medir una RMSD para evaluar las conformacionesnidds. Por lo tanto, las soluciones se
inspeccionan visualmente y se clasifican en dopagactive site(A) y misdockedM). La
clasificacidénactive siteincluye aquellas predicciones donde se encuehsiticede union y la
conformacion se superpone con el correspondiertiidor co-cristalizado (PD173074 o
SU5402) del mismo modo a como se superpone coertarhienta de alineamiento flexible de
MOE (apartado 4.3), manteniéndose las interacciggeespuente de hidrogeno clave. La
asignaciormisdockedse refiere a conformaciones en las que las dadiciones no se cumplen,
aunque principalmente se debe a casos en los qadg@itmo no es capaz de detectar
apropiadamente el sitio de unioén. Los resultadassemen en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Resumen de las predicciones detkingciego frente a FGFR para cuatro compuestos
activos diferentes de los ligandos co-cristalizados

AUTODOCK AUTODOCK
Tipos atomicos estandar Mapas de afinidad adicionales
Cargas Gasteiger-Marsili Cargas AM1
1fgi 2fqi 1fgi 2fgi
62 M A M A
63 M A M A
64 A A A M
65 M M M M

2 corresponde a un caso en el que la conformamitive sitese encuentra en un cluster muy poblado, aunquiaque
en la segunda posicion del ranking, tras una cordoidnmisdocked
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Se observa claramente cémo el quimiotipo del ligand-cristalizado influencia el tipo de
scaffold activo reconocido. La pirido[2,@}pirimidina (62) y la naftiridin-2(H)-ona 63) se
orientan correctamente en 2fgi, mientras que elenlldenzimidazol 4) lo hace
preferentemente en 1fgi. Como en el caso derlwss-decoyslfgi fracasa en el reconocimiento
de los heterociclos con seis anillos. Para la H#emgjuinazolina ©5), las mejores
conformaciones del ranking se posicionan fuerasiig de unién, tanto para 1fgi como para
2fgi.

En la Figura 5.9 se ejemplifican las dos posibtdaciones éctive sitey misdockell para el
docking de la pirido[2,3d]pirimidina (62) en 1fgi (Figura 5.9.a) y 2 fgi (Figura 5.9.b) con
AUTODOCK vy el protocolo con cargas Gasteiger-Marsitl inhibidor co-cristalizado
correspondiente (SU5402 o PD173074, respectivameetenuestra en verde y las mejores
conformaciones dalockingaparecen en azul. En el caso de 1fgi los resudtastdn totalmente
misdockedmientras que la prediccion en 2fgi reproduce cxitoé&l modo de union. En la
Figura 5.9.c, se ilustra umoomde la superposicion del conjunto de conformaciceredas
primeras posiciones del rankingz(l) frente a PD173074rdjo). Excepto para la cadena
flexible, descrita como de dificil resolucion esturaf™, para el resto de la estructura se
observa una buena superposicién. Aqui, la posipidoritaria del ranking corresponde al
clustermas poblado de conformaciones (11), por lo quesés caso existe un acuerdo entre el
criterio descoringy el nimero de conformaciones erleister(Figura 5.9.d).
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Figura 5.9. Resultados deldocking ciego para el compuest62, representativo de la serie

pirido[2,3-d]pirimidina frente a (allfgi y (b) 2fgi con AUTODOCK Yy el protocolo con ¢ms Gasteiger-
Marsili. Los residuos eazul corresponden a las conformaciones predichaswerele corresponde al
inhibidor co-cristalizado en cada caso. (¢) Supsgidn de las primeras conformaciones del ranking
(azu) frente a PD173074 co-cristalizadmjp). (d) Distribucion de las 100 conformaciones en los
clustersy su energia déockingrespectivaqgocked energy
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Finalmente, se muestran las conformaciones clad#éi€ comaactive siteencontradas en el
docking ciego de la naftiridin-2()-ona 63) frente a 2fgi, superpuestas al PD173074 co-
cristalizado (Figura 5.10.a) y del 1-fenilbenzinzdb(64) frente a 1fgi, superpuestas frente a
SU5402 co-cristalizado (Figura 5.10.b). Exceptualadocadenas laterales, la superposicion es
satisfactoria. Ademas, coincide con los resultarmisnidos mediante el alineamiento flexible,
presentados en el apartado 4.3.

Figura 5.10. (a) 18 primeras conformaciones de la naftiridibkd¢ona 63) (azul en el ranking del
docking ciego frente a 2fgi superpuestas sobre el PD173®/dristalizado rpjo). (b) 45 primeras
conformaciones del 1-fenilbenzimidazd®4f (azu) en el ranking deldocking ciego frente a 1fgi
superpuestas frente a SU5402 co-cristalizaojo))

5.1.5. Cribado virtual en FGFR

Para la validacion retrospectiva del cribado fremt€GFR, se selecciona la base de datos
Base ACTIV_1 (apartado 4.1), formada por 288 irduobeés de FGFR y 4931 compuestos
inactivos. Elpool de inactivos presenta unas propiedades 1D sirsikatas de los compuestos
activos, lo que permite evitar una posible desuiacie los resultados ddbckinggenerada por
las diferencias en tamafio molecular. Este tipo idefid inicial de la base de datos, ha sido
denominaddfocused librariespor Verdonk y colaboradorés los cuales han demostrado la
importancia de evitar este tipo de desviacionesedos compuestos activos y los inactivos. En
la Tabla 5.5 se muestran el promedio y la desvia@étandar (en paréntesis) del peso
molecular, nimero de enlaces rotables simples @bNLrnamero de aceptores de puente de
hidrogeno (a_acc) y numero de atomos dadores (3_daltulados con MOE para los dos
pools Examinando dicha tabla, se concluye que no exgtendes diferencias apreciables entre
el pool de activos e inactivos.

Tabla 5.5. Propiedades 1D debol de activos e inactivos de la base de datos Bas€éNAQ. En
paréntesis se muestra la desviacion estandar.
Peso Molecular b_1rotN a_acc a_don
288 Activos 416.0 (146.4) 8.5 (4.0) 3.6 (1.3) 0B
4931 Inactivos 415.7 (95.5) 10.6 (6.5) 3.9(2.5) 4(2.2)
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El cribado virtual frente a FGFR se realiza congozgramas AUTODOCK y GOLD para las
dos estructuras 1fgi y 2fgi. A continuacidén se désn los detalles de la metodologia seguida

con

cada uno de ellos en el cribado virtual fremtEGFR. Lo mismo aplica para EGFR y

PDGFR, excepto aspectos puntuales indicados ecostespondientes apartados.

210

AUTODOCK. A la vista de los resultados obtenidos en lostagas anteriores (Tablas
5.1, 5.3 y 5.4) no se encuentran diferencias saatifas en las soluciones d#bcking
entre los dos protocolos de AUTODOCK empleados.|®danto, se opta por realizar el
cribado virtual con el protocolo con las cargas t@ger-Marsili, que requiere menos
tiempo computacional que MOPAC. Se incluyen los asage afinidad adicionales para
tipos atomicos. Respecto a los parametros expuestes$ apartado 5.1.2, se modifica el
tamano de la malla a 18101x101, requiriéndose 10 conférmeros para cada cortgpdes
la base de datos.

En este trabajo se ha utilizado la version 3.0 48@DOCK, sin incluir la herramienta
grafica AutoDockTools (ADT). Este programa no dispode una aplicacion para el
tratamiento completo de una base de compuestasaftipnte en formated-file) por lo
gue se han programado diversasipts que permitan la automatizacion del proceso de
docking

¢ Acondicionamiento de los ligandos con el progran@BV(lenguaje SVL¥:

- Script Alinear.svl: Alinea las moléculas contenidas ea base de datos sobre
el ligando co-cristalizado en la cavidad de unk&robjetivo es posicionar todas las
moléculas inicialmente en dicho sitio activo, pordue pese a que utiliza la
funcién de alineamiento flexible de MOE, las opeigractivadas en este caso por
la script son muy poco restrictivas, a fin de que el prosesorapido. Como salida
se obtiene una conformacion (por defecto la de meador de funcién objetivo, S)
para cada molécula, en formao|2

- Script Cargar.svl: Permite asignar las cargas, segun é&bduo escogido
(Gasteiger-Marsili...) todos los compuestos, guardisden formatanol2

¢ Dockingautomatico de todos los compuestos de una basatde mhediante una
script en perl Practical Extraction and Report LanguggeSe destacan dos
caracteristicas a tenerse en cuenta:

- Generacion automatica del fichero en formpttbgpara cada ligando mediante
el cédigo autotors de AUTODOCK que establece lasidnes permitidas para el
ligando flexible. Este codigo ha sido modificadagpgue no se active el menl
interactivo en modo texto, sino que se seleccionenaaticamente commot en la
asignacion de torsiones posibles el primero deildes identificados. También se
aceptan por defecto todas las posibles torsiomgmipstas por autotors.

- Manipulacién automética del ficheropdbg obtenido para cambiar la
nomenclatura de los tipos atémicos adicionalesnbgj cloros, nitrégenos dadores
de puente de hidrégeno, etc, ya que dicha nomenaldifiere de la comunmente
empleada en los paquetes de disefio molecular.

¢ Andlisis de los resultados. AUTODOCK dispone de scrdpt para extraer todas
las conformaciones requeridas del ligando en farrpah Sin embargo, dicho
formato contiene la nomenclatura de tipos atomesiablecida en AUTODOCK,
por lo que los ficheros de salida no son perfectéeniegibles por otros programas
como MOE. Por lo tanto, se ha programado so1#t en perl que permite extraer
todas o una conformacién en particular (la de mdrsooringo la contenida en el
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clustermas poblado), modificando su nomenclatura atonfieabién extrae una
tabla resumen para todos los conférmeros y/o dbomero de interés (tipicamente
el de mayor valor absoluto de energia) conteni@énfdomacion de sus valores de
docked energybinding free energyRMSD a una estructura de referencia y la
poblacion detlusteral que pertenece dicho conférmero.

e GOLD. Este programa presenta la ventaja de trabajartdimente sobre una base de datos
almacenada en formatad-file Para el cribado virtual, se ejecuta el programa los
parametros por defecto optimizados para el cribdelaquimiotecasliprary screening
setting$, que pese a ser menos exhaustivos que los daserit el apartado 5.1.2, se
consideran lo suficientemente 6ptimos para estdidizd, a la par que se reduce el tiempo
de célculo. Para cada ligando, se requieren 10ooefos. En total, se analizan cuatro
protocolos dalockingscoringcon el programa GOLD:

¢ GOLDSCORE: la misma funcién deoring para guiar etockingy evaluar cada
ligando

¢ CHEMSCORE: la misma funcion dsoring para guiar etlockingy evaluar cada
ligando.

¢ GOLDSCORE-RESCORE: Las soluciones detkingproducidas con la funcién
GOLDSCORE se re-evaltuaregcoring con la funcion CHEMSCORE.

¢ CHEMSCORE-RESCORE: Las soluciones ddobcking con la funcion
CHEMSCORE se re-evaltan con la funcion GOLDSCORE.

Cada una de las cuatro situaciones se realiza esenmia 0 ausencia de una serie de
restricciones donstraints o restrain)s Estas requieren que el ligando satisfaga las
funcionalidades establecidas responsables del nawdainion del ATP, imponiendo
constraintstipo “Protein Hydrogen Bondscon un factor de peso de 10. En el caso del
1fgi, se requiere que los ligandos formen un pueietehidrogeno con el oxigeno del
carbonilo del GleP? o con el nitrégeno amidico de la Al En el caso de 2fgi, las dos
posibles restricciones de puente de hidrégenoigeasal nitrégeno amidico de la Ath

o al oxigeno del carbonilo del residuo RfaSiguiendo las indicaciones del programa, es
necesario asegurarse de que GOLD incluya y comsitiehas restricciones. Para acelerar
el proceso, se prescinde delckingde aquellos ligandos para los que las restriceisoa
imposibles de satisfacer.

En resumen, en total se examinan un total de ocbtogwlos diferentes con GOLD
(cuatracdos, con o sin restricciones).

En la Figura 5.11 se muestran las curvas de emiigiento obtenidas en éockingfrente a
1fgi (a) y 2fgi (b). Estas curvas representan ec@ataje de activos conocidos recuperados
versusel porcentaje de base de datos ordenada que i@rddda. El ranking de la base de
datos se establece de acuerdo al valscdengdel docking
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Figura 5.11. Curvas de enriquecimiento obtenidas con los npestcolos delockingfrente FGFR
para las estructuras (a) 1fgi y (b) 2fgi en el adib de Base ACTIV_1. La linea gris representa los
valores obtenidos si los activos se seleccionadsamcgiamente.

En la Tabla 5.6 se muestran los factores de ermiiaignto €f), véase apartado 4.4, en el
primer 2%, 5% y 10% de base de datos Base_ACTIVibada.
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Tabla 5.6. Factores de enriquecimientef)(obtenidos en el primer 2%, 5% y 10% de base tiesda
cribada frente a FGFR.

2% 5% 10%
1fgi 2fqi 1fgi 2fgi 1fgi 2fqi
CHEMSCORE 3.6 3.3 1.8 3.0 1.2 25
CHEMSCORE-RESCORE 2.6 9.3 1.8 6.7 15 4.3
CHEMSCORE-FILTRADO 3.7 3.8 1.8 3.3 1.0 2.7
CHEMSCORE-RESTRAINT 4.8 45 2.4 8.5 15 3.0
CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORE 3.8 12.4 2.8 4.4 2.7 6.1
GOLDSCORE 14 9.0 1.3 7.1 1.2 4.6
GOLDSCORE-RESCORE 35 4.8 1.7 4.2 1.3 3.0
GOLDSCORE-FILTRADO 15 9.3 15 7.0 1.2 4.4
GOLDSCORE-RESTRAINT 2.4 11.4 2.2 8.5 1.7 5.3
GOLDSCORE-RESTRAINT-RESCORE 4.7 5.4 2.2 4.4 14 3.7
AUTODOCK 0.3 4.0 14 3.2 2.0 3.3

El cribado virtual frente a 2fgi supera a los resmibs deldockingcon 1fgi en todos los casos,
mostrando cémo la estructura de la proteina afsggaificativamente los factores de
enriquecimiento obtenidos. Para 1fgi, muchos patscno estan lejos de ser una seleccion
aleatoria o incluso peor, como es el caso del daltmn AUTODOCK en el primer 2% de base
de datos o la funcion CHEMSCORE a porcentajes e&sa@os de base de datos. En el primer
10% de base de datos ordenada, muchas de las Haacitescoring rinden valores def
préximos a la unidad paraabckingfrente a 1fgi.

Aparte de consideraciones sobre la estructura geol@ina, se observa como la inclusién de
informacién estructural acerca del modo de unidnleerforma deconstraints mejora el
enriquecimiento. Particularmente, en el caso dé kfg valores def en el primer 2% de base
de datos se incrementan desde 3.3 a 4.5 (CHEMSC@®RE)9.0 a 11.4 (GOLDSCORE). La
inclusion deconstraintsimplica dos factores. En primer lugar, aquellosnpoestos que no
satisfacen el motivo del puente de hidrégeno stonaaticamente excluidos. En segundo lugar,
se incluye un término adicional deoring en la funcién descoring (apartado 1.4.1). Para
comprobar hasta qué punto cada uno de estos dosefa@s responsable de la mejora en el
enriquecimiento, se filtran manualmente aquellampmeestos que no satisfacen el motivo del
puente de hidrogeno de la base de datos cribadasstraints A continuacion, se recalculan
los factores de enriquecimiento. Estos valores sestran en la Tabla 5.6, bajo las etiquetas
“CHEMSCORE-FILTRADO” y “GOLDSCORE-FILTRADO". Parafgi, el valor deef en el
primer 2% de la base de datos cribada se incremémizamente desde 3.3 hasta 3.8
(CHEMSCORE) y desde 9.0 hasta 9.3 (GOLDSCORE).&sambos casos, el filtrado manual
no es suficiente para reproducir la situacién constraints con valores defde 4.5y 11.4,
respectivamente. Aunqgue la etapa de filtrado mdjgesiamente los resultados de la situaciéon
sin constraints se deduce que el principal responsable de laraeajel enriquecimiento
alcanzada con la inclusion denstraintses el término adicional impuesto en la funcion de
scoring

Por otra parte, eescoringcon GOLDSCORE es util para discriminar entre coaspas activos

e inactivos, rindiendo el valor maximo déde 12.4 para 2fgi en el primer 2% de la base de
datos cribada. El valor maximo teérico del factereshriquecimiento para Base Activ_1 es de
18.1% (5219/288).

De manera analoga a como se ha realizado en lairmga@on ligand-based(capitulo 4), se
analiza también en este caso la capacidad de tlagtesas de FGFR (y de los algoritmos de
docking de recuperar upool diverso descaffoldsque pudiera facilitar la identificacién de
compuestosead Asi, se determina el porcentaje de base de damsiene que ser cribada para
gue al menos un compuesto activo representativadascaffoldactivo en Base_ACTIV_1 sea
recuperado (Tabla 5.7).
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Otros autores han apuntado previamente a la impnatale la identificacion de quimiotipos
diversos como una medida de la robustez de unimgodedocking®®*

Para cada uno de los compuestos representativaperaclos, se evalla visualmente si la
conformacion obtenida reproduce o no el modo déruprevisible, siguiendo la clasificacion
del apartado 5.1.4 eactive site(A) o misdockedM). Ademas, en la Tabla 5.7 se indica la
existencia (1) o no (0) de un puente de hidrogemeeeel correspondiente compuesto y los
residuos clave de FGFR. Notese que la identidadatapuesto representante de cadaffold
puede diferir o no entre los distintos protocokegyun sean ordenados todos los compuestos de
la base de datos por sgoring aunque se trate de la misma conformacion (casaptiear
rescoring.

Tabla 5.7. Porcentaje de base de datos cribada frente a F@EHR la que al menos un
representante activo de cada uno de lossseiffoldsde Base_Activ_1 es recuperado.

1fgi 2fgi
PD Naph Urea Indol Phen  Anil PD Naph Urea Indol Phen  Anil
351 148 199 0.1 60 254 14 0.1 145 01 6.8 29.7
CHEMSCORE
M) M(@O) M(@O0) A1) A1) M(Q2) A1) A1) AQ) A1) M(@O) M(©)
4.9 3.8 15 01 213 288 0.2 14 0.1 01 171 20.0
CHEMSCORE-RESCORE
M(@O) M(1) M) A1) M(@O) M(©O) A1) A1) AQ) A1) M(@O) M(©)
17.8 8.6 3.9 0.1 9.4 11.9 1.6 0.8 2.1 0.1 7.3 29.5
CHEMSCORE-RESTRAINT
M@I) M@) M@I) AL AL M(@) Al) AL AL AL M@E) M(©)
CHEMSCORE-RESTRAINT- 2.8 3.8 0.1 01 271 273 0.6 1.0 0.1 01 148 653
RESCORE M1) M@) M@ A@) AR M) Al) A1)  A®)  A@Q) M@ M)
18 188 128 03 102 674 0.2 2.6 0.1 0.4 96 321
GOLDSCORE
M(@O) M(@O0) M) A1) M(@O) M(©O) A1) A1) AQ) A1) MO M(Q)
14.8 5.8 25.0 0.1 3.8 26.6 0.7 0.5 1.3 0.1 2.8 26.6
GOLDSCORE-RESCORE
M(@O) M(@O0) M) A1) A1) M(©O) Al) A1) AL AL M(©O) M(©0)
1.9 354 183 0.1 17.7 354 0.4 3.3 0.1 0.1 18.2 36.2
GOLDSCORE-RESTRAINT
M@I) M@) M@I) AL AL M(@) Al) AL AL AL M@E) M)
GOLDSCORE-RESTRAINT- 8.5 5.9 29 0.1 95 239 11 1.0 0.9 0.0 57 189
RESCORE M1 M@) M@ A@Q) AR M@) Al) A1) AR  A@Q) M@ M(0)
3.8 154 1.6 3.9 32.2 0.0 0.6 0.7 0.7 0.9 16.4 1.2
AUTODOCK
M(I) M@) M@I) AL AL M(@) Al) AL AL AL MAI)  AQ)
PROMEDIO 102 125 95 05 152 274 08 13 22 02 11.0 288

PD: pirido[2,3d]pirimidinas, Naph naftiridin-2(1H)-onas, Urea: 7-alquilurea pirido[2,3]pirimidinas, Indol:
indolin-2-onas Fenil: 1-fenilbenzimidazoles yAnilino: 4-anilinoquinazolinas. Los nimeros en negritaesponden
al peor caso, es decir, el porcentaje de basetds dedenada necesario para recuperar al menaptesentante de
cada uno de losores A y M corresponden a la clasificacién de las confornm@soenactive sitey misdocked
respectivamente. El nUmero en paréntesis indisa dietecta (1) o no (0) un puente de hidrégendasoresiduos de
FGFR implicados en el modo de unién.

Inspeccionando la Tabla 5.7 se muestra claramemd fgi y 2fgi difieren en su capacidad para
identificar quimiotipos diversos.
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Para 1fgi, Unicamente se encuentran las indolin@maposiciones satisfactorias (0.1-0.3%,
excepto 3.9% para AUTODOCK), mientras que el rdst@ompuestos aparecen, en promedio,
tras el primer 10% de la base de datos cribadami8sio, Unicamente etlocking del
representante de esseaffold reproduce correctamente el modo de unidon con tddes
algoritmos/funciones decoring Lo mismo sucede con los 1-fenilbenzimidazolesepto en el
caso de los protocolos CHEMSCORE-RESCORE y GOLDSEORara el resto de series
guimicas, no existe una correlacion consistentee datcapacidad para reproducir el modo de
unioén y su posicion en el ranking.

Por una parte, la situacion del cribado con CHEMREQeria la esperabée priori para un
algoritmo dedocking en el sentido de que los cuascaffoldspara los que no se predice
correctamente el modo de unidn se recuperan angajes mas altos de la lista de compuestos.
Sin embargo, en el caso de los cribadosamrstraintsde puente de hidrégeno, estos mismos
cuatromisdocked scaffoldgpor el hecho de establecer de algin modo un puentidrégeno
con los residuos de FGFR requeridos, reciben waetescoreque hace que ocupen posiciones
preferenciales en la base de datos ordenada. Egfiers que el comportamiento de
CHEMSCORE-RESTRAINT y GOLDSCORE-RESTRAINT para 1dgi la recuperacion de un
pool diverso descaffoldses una cuestion de suerte.

Analizando los cribados frente a 2fgi, se idendifien promedio, un miembro de cuatro de las
series activas (pirido[2,8}pirimidinas, naftiridin-2(H)-onas, 7-alquilurea pirido[2,8}
pirimidinas e indolin-2-onas) dentro del primer 2 la lista de compuestos. Para todas estas
conformaciones, se encuentra un modo de unidnefiahl todos los casos. Lesaffoldsen
posiciones mas retrasadas del ranking (1-fenilb@daizoles y 4-anilinoquinazolinas)
coinciden con conformaciones fallidas, excepto parserie de 4-anilinoquinazolinas, para la
que eldockingcon AUTODOCK identifica fiablemente el modo de amidel primer activo de

la serie identificado. Asi, aunquedackingciego con AUTODOCK frente a 2fgi fracasa en la
prediccion del sitio/modo de union del compuedié (Tabla 5.4) de la serie 4-
anilinoquinazolinas, si que se reconoce el modoudi@&n cuando elbinding pocket es
especificado.

De este modo, y tal y como se observa en el apadadeproduccion del modo de unién, el uso
de un modelo particular dddinding pocketdesvia los resultados del cribado virtual hacia
aquellos compuestos similares a aquellos con ledajproteina ha sido co-cristalizada. En este
sentido, 2fgi es una estructura mas promiscua fgieyh que es capaz de acomodadadking

de una variedad mas amplia de ligandos diversos.

No se aprecia una correlacion entre los elevadders de enriquecimiento y la diversidad de
los quimiotipos entre los ligandos recuperados. &emplo, el protocolo CHEMSCORE-
RESTRAINT-RESCORE frente a 2fgi es el 6ptimo destlgounto de vista del criterio de
enriquecimiento, aunque fracasa en la reprodua@dios modos de unién para dos de los seis
scaffolds Contrariamente, AUTODOCK, pese a rendir factalesnriquecimiento inferiores,
selecciona representantes de cinco de loscsegsdentro del primer 2% de la base de datos
ordenada.

Se comprueba si los buenos factores de enriquetionieson causados por una
sobrerrepresentacion de aquellos compuestos quodesgan y evallan bien (es decir, por la
diferente representacion del nimero de compuestasnda quimiotipo). Asi, se recalculan los
factores de enriquecimiento (sin repetirdecking como el promedio de cinco subconjuntos
extraidos de Base ACTIV_1. Estos subconjuntos sstag/en seleccionando aleatoriamente
20 compuestos de cada uno de los sea$foldsy 2100 compuestos inactivos. La proporcion de
inactivos se fija de manera que se mantenga cdadtmproporcion de compuestos activos e
inactivos en la base de datos inicial (288/52&@us120/2220). En la Tabla 5.8 se muestra el
promedio de valores d&f para los cinco subconjuntos en el primer 2%, 5% de base de
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datos cribada. Comparandose con los resultadoa @adla 5.6, se observa como no existen
diferencias significativas.

Tabla 5.8. Factores de enriguecimientf)(obtenidos en el primer 2%, 5% y 10% de base tesda
cribada frente a FGFR de los cinco subconjunto8/@P20) extraidos aleatoriamente de Base_ACTIV_1.

2% 5% 10%
1fgi 2fgi 1fgi 2fgi 1fgi 2fgi
CHEMSCORE 3.9 4.3 2.1 3.6 1.4 3.0
CHEMSCORE-RESCORE 2.8 8.2 1.9 5.8 1.5 3.7
CHEMSCORE-RESTRAINT 54 51 2.7 4.2 1.8 3.6
CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORE 3.4 10.6 2.7 7.4 2.5 4.8
GOLDSCORE 1.4 7.3 1.0 5.6 1.0 3.5
GOLDSCORE-RESCORE 3.7 54 1.9 4.2 1.7 2.9
GOLDSCORE-RESTRAINT 2.5 10.1 2.3 6.9 1.6 4.4
GOLDSCORE-RESTRAINT-RESCORE 54 5.8 2.8 4.4 1.8 3.6
AUTODOCK 0.5 3.9 1.6 3.2 1.7 3.0

En resumen, desde el punto de vista del enriquestmide activos, la combinacion de la
funcion CHEMSCORE en eldocking con constraints y el posterior rescoring con
GOLDSCORE parece ser la mejor opcion en este estfrdnte a 2fgi. Sin embargo,
AUTODOCK supera a este protocolo en la identifiéaale quimiotipos diversos.

En un intento de aprovechar la informacion estrattaontenida en las dos estructuras de
FGFR (1fgi y 2fgi), se escoge el protocolo AUTODO@Hdra combinar los resultados del
cribado virtual para 1fgi y 2fgi en un esquema dmlelo por consens@gnsensus modelSe
adopta la estrategiank-by-ranR®? segun la cual los compuestos candidatos de &dmdatos
se ordenan por el rango o posicion en el rankiognpdio previsto por todas las funciones de
scoring En este caso, primero se calcula simplementeargor final de cada uno de los
compuestos de Base ACTIV_1 como el rango promesliibido por los dos cribados con
AUTODOCK frente a 1fgi y 2fgi. Los factores de eu@cimiento se incrementan desde 4.0
(2fgi) a 6.6 €onsensus scoripgen el primer 2% de base de datos. Posteriormsatespite el
modelo por consenso considerando Unicamente eb naagpido en aquel cribado que predice
correctamente el modo de unidn para cada una de séages. Es decir, a las
pirido[2,3d]pirimidinas, naftiridin-2(H)-onas, 7-alquilurea pirido[2@}pirimidinas y 4-
anilinoquinazolinas se les asigna el rango encdatea el cribado virtual frente a 2fgi, mientras
que los 1-fenilbenzimidazoles reciben el rangosaoposicidn en el ranking del cribado frente a
1fgi. Para los compuestos inactivos y las indolon2s, se calcula un rango promedio de los
dos cribados. Este segundo modelo rinde valoresdie 12.1, 6.9 y 5.1 en el primer 2%, 5% y
10% de la base de datos muestreada, respectivanfaidenas, se encuentra al menos un
compuesto representativo de cada quimiotipo desetqorimer 2% de base de datos, con la
excepcion de los 1-fenilbenzimidazoles. Asic@hsensus scoringermite incrementar el mejor
enriquecimiento encontrado con una uUnica estrud®figi con CHEMSCORE-RESTRAINT-
RESCORE).
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5.2. Docking frente a EGFR

En este apartado se analizan los citados tres $(@ptediccion del modo de unién, prediccion
de sitio de union y cribado virtual) frente a EGFR.

5.2.1. Preparacion de las estructuras cristalinas de EGFR

En el momento de la realizacion del trabajo, sei@nitan depositadas enR¥btein Data Bank
tres estructuras del dominio tirosina quinasa dEEE@rbB-1 o HERL1):

« Laforma apo de EGFR, entrada PDB 1m14, con regm&60 A" Se encuentra en una
conformacion activa.

«  Complejado con erlotinib (OSI-774, CP-358,774, €&el"), una 4-anilinoquinazolinas)
aprobada actualmente por la FDA para el tratamigatoancer de pulmdén no microcitico
(CPNM). Entrada PDB 1m17, con resolucién 2.68A.

e Co-cristalizado con lapatinib (GW572016), una 4iaoguinazolina §6) en desarrollo
clinico. Entrada PDB 1xkk, con resolucion 2.46°A.

b
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Figura 5.12. Estructuras de los inhibidores erlotinib y lapdtipara los que existen estructuras
resueltas co-cristalizadas con EGFR.

Recientemente (junio 2006), se han depositado tanidiras tres estructuras de EGFR activo,
libre y complejado con un conjugado peptidico agdlal ATP, y una estructura inactiva en
complejo con AMP-PNP (adenililimidodifosfat8).

Erlotinib y lapatinib se unen a EGFR de manerareiifee?> Aunque el plegamiento general de
la estructura de EGFR en 1xkk, 1m14 y 1m17 es rimpas, existen diferencias significativas
en la orientacién de los dos I6bulos N-terminal-ie@ninal. La hendidura de union del ATP en
lapatinib/EGFR estd en una conformacion relativameerrada, analoga a una conformacion
inactiva. En el complejo erlotinib/EGFR, la conf@eion esta mucho mas abierta. Respecto al
loop de activacion (residuos 831-860), apo-EGFR vy ieiWEGFR tienen conformaciones
similares a las de las quinasas activas, mientradagpatinib/EGFR presenta una conformacion
mas proxima al estado inactivo. En la Figura 5el&gestra la superposicion de las estructuras
1m17 ¢ojo) y 1xkk (azu), con una RMSD de 10.4 A. Para el estudialdeking se escogen las
estructuras 1m17 y 1xkk.
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Figura 5.13. Superposicién de la estructura 1mid@jq) y 1xkk (@azu) de EGFR. Se muestran sus
respectivos inhibidores co-cristalizados: erlotifverde y lapatinib (osa).

También los anillos quinazolina de los dos commsestteraccionan por puente de hidrégeno
con EGFR de manera diferente. En ambos inhibidakesitrégeno N1 de la quinazolina
(Figura 5.12) acepta un puente de hidrégeno dglogNH de la cadena principal del residuo
Met®. El nitrogeno N3 de erlotinib establece un puet¢e hidrégeno mediado por una
molécula de agua con la cadena lateral del amido&dir®°. Lapatinib establece este puente de
hidrogeno de su N3, también mediado por agua, penoThf*’. Desde un punto de vista
mecanistico, se ha propuesto que estas difereastascturales son las responsables de las
diferentes tasas de disociacion encontradas ensaimhibidores reversiblé$?

Anteriormente a la resolucion de estas estructwea®ys autores habian propuesto el modo de
interaccion de las 4-anilinoquinazolinas con EGFRpaatir de modelos construidos por
homologia, proponiéndose tanto la interaccion nuadf@or agua por puente de hidrégeno con
Thr®*° (Wissnet®) como con la THF® (Hou'®).

En la Figura 5.14 se muestran las interaccionesridénib con la estructura 1ml17 (a) y de
lapatinib con 1xkk (b), respectivamente.

Lys 721 Leu 764

Leu 764
\y Met 742
232 )

W,

¥ 4 Leu 753

Met 742

Met 769

a

Figura 5.14. (a) Interaccidn de erlotinib en el sitio activo @ilm17. Interacciones por puente de
hidrégeno con el residuo M&t (distancia 2.70 A) y una molécula de agua (distarc78 A). (b)
Interaccion de lapatinib en el sitio activo de 1xkiteracciones por puente de hidrégeno con etluesi
Met"® (distancia 4.92 A) y una molécula de agua (diseaBc79 A). El nitrogeno de la cadena lateral
también establece una interaccion por puente dédedo con una molécula de agua.
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Como en el caso de FGFR, para los dos complejod {1y 1xkk) se afaden todos los
hidrogenos, relajandose la posicion de los misngsiendo el procedimiento descrito en el
apartado 5.1.1. Ambas estructuras contienen uma éadena A.

Para esta diana, la inclusién de las aguas estalesuimportantes en la interaccién resulta
imprescindible en alocking tal y como han apuntado Aparna y colaborad8tes un estudio
de cribado virtual de 4-anilinoquinazolinas freatEGFR (1m17) con GOLD.

e Para la estructura 1m17, se mantiene Unicamemtsieluo de agua estructural (water 10
en el ficheropdb) implicado en la interaccién con Tfft en lugar de las cinco aguas
estructurales presentes en la estructura y que anaientran proximas al ligando.

e Para 1xkk, se eliminan 74 de las 77 moléculas da @gesentes, excepto tres residuos
posicionados en el sitio de union (water 5, watgmater 22 en el fichenpdb), uno de los
cuales establece la interaccion esencial con [&E°Thr

Para cada complejo, se optimizan las posicioneglas de sus ligandos nativos y se generan
los cross-decoyy las posiciones iniciales deébckingciego segun el procedimiento descrito en
5.1.1.

5.2.2. Resultados de la prediccion del modo de union en ER: estructuras nativas y
cross-decoys

Esta prediccion se realiza con AUTODOCK y GOLD as tondiciones especificadas en el
apartado 5.1.2. Unicamente se modifica:

e AUTODOCK. Se disminuye el tamafio de la malla con el fin egucir el tiempo de
calculo. Se prueban tamafios de malla de66461 y 10x101x101. Los ligandos se
parametrizan con las cargas Gasteiger-Marsili,utahclose los potenciales de afinidad
atomica estandar y el conjunto adicional (halégemisdgeno aceptor de puente de
hidrégeno...). Para modelar las aguas éstas se fuedera estructura proteica,
calculandose los mapas de afinidad para la comidmgaroteina-aguas, siguiendo el
proceso aconsejado en la referencia [407].

GOLD. Por disponibilidad del programa, a partir de gsteto se utiliza la version 3.0.1.
En ella, se ha introducido de un nuevo términsd®ing para evaluar las interacciones
débiles por puente de hidrogeno C-H---O. Estassigrcomunes en muchos complejos de
quinasas con sus inhibidof&s como es el caso del carbono C-2 de erlotinib €bn
oxigeno del carbonilo de GRi (Figura 5.14.a).

En la Tabla 5.9 se muestra la RMSD de superpositgda primera conformacion en el ranking

respecto a la conformacion cristalogréfica delddma(promedio y desviacion estandar de cinco
repeticiones) para las estructuras nativas yioss-decoyssegun los cuatro protocolos. Como

en la Tabla 5.1, la intensidad del sombreado indicalidad de la conformacién obtenida (gris

oscuro: RMSD < 2 A, gris claro: 2-4 A) y la negrilas estructuras nativas.
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Tabla 5.9. Resultados de RMSD (A) y sus desviaciones estipaaéntesis) para las posiciones
inicialmente situadas en el sitio de union em@tkingy el cross-dockingfrente a las dos estructuras
resueltas de EGFR para los cuatro protocolos.

Erlotinib Lapatinib

AUTODOCK 1m17 1.7 (0.1) 4.2 (0.5)
Mapas de afinidad extra. Gasteiger-Marsilix61x61 Ixkk 1.8 (0.1) 2.1(0.2)
AUTODOCK 1m17 1.7 (0.1) 4.4 (0.6)
Mapas de afinidad extra. Gasteiger-Marsili. 4D01x101  1xkk 1.8 (0.2) 1.7 (0.5)
) 1m17 5.2 (3.7) 9.8 (4.0)
GOLD-GOLDSCORE 1xkk 3.8(2.7) 7.6 (0.3)
_ 1m17 3.1(1.9) 7.5 (0.6)
GOLD-CHEMSCORE 1xkk 4.9 (3.6) 2.5 (0.8)

AUTODOCK y CHEMSCORE encuentran la conformaciérivactanto para erlotinib en 1m17
como para lapatinib en 1xkk. Se destaca que efoe&tingde erlotinib frente a 1m17 con
CHEMSCORE, el promedio de 3.1 se obtiene porquedenas cinco repeticiones se encuentra
a 6.6 A de la conformacion cristalografica, supai@aedose las restantes cuatro soluciones con
una RMSD inferior a 2.2 A. GOLDSCORE fracasa claata en la identificacion del modo de
union para lapatinib en 1xkk (mala orientacion de cadena lateral), comportandose
ligeramente mejor para erlotinib en 1m17. De heeh@alor promedio de RMSD de 5.2 A se
debe a que tres de las cinco soluciones se sitdarenqtima de los 4 A, reproduciéndose
adecuadamente el modo de unién (< 2 A) tnicamentioe de ellas.

En el estudio de Aparff§ los autores presentan valores de RMSD infericmaague debe
considerarse que Unicamente incluyen el esquelgimazplina en el calculo de la RMSD.
Tampoco se especifica si se selecciona exclusiviemarprimera conformacién del ranking o
cudl de las dos funciones de GOLD es la que prapwaaeestos resultados. En cualquier caso,
en un intento de reproducir sus resultados Optipasa GOLDSCORE, se repite dbckingde
erlotinib en 1m17 empleando la definicion de s#t@bivo utiliza por estos autores, que incluye
un listado de residuos particular. Los resultadusrmdos no varian ostensiblemente respecto a
los mostrados en la Tabla 5.9.

Respecto a los resultados de dosss-decoysinicamente erlotinib, con sustituyentes de menor
tamafo en la cadena lateral que lapatinib, es agazproducir su modo de unién en 1xkk con
AUTODOCK. Con la funciones CHEMSCORE y GOLDSCORH &#es de las cinco
repeticiones se obtienen conformaciones con unalRbt@nprendida entre 2.3y 2.5 A,

5.2.3. Resultados debocking ciego en EGFR

Se realiza eldocking ciego de erlotinib y lapatinib en sus estructuredivas y los
correspondientesross-decoyson AUTODOCK, posicionando los ligandos en la sfige de

la proteina y calculando los mapas de afinidad patamafio de malla de 128181x181.

En la Tabla 5.10 se muestra la RMSD de superpos@zda primera conformacion del ranking

de las 100 conformaciones obtenidas con AUTODOCKiecodockingsciegos respecto de la
estructura cristalina.
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Tabla 5.10. Resultados de RMSD (A) y sus desviaciones estdpdaéntesis) para dbckingciego
y el cross-dockingciego de las dos estructuras de EGFR con AUTODOCK.

Erlotinib Lapatinib
AUTODOCK 1ml7 1.7 (0.1) 5.5(2.9)
Mapas de afinidad extra. Gasteiger-Marsili. 4B881x181 Ixkk 1.7 (0.1) 4.0 (3.1)

El dockingciego identifica correctamente el sitio y el maldounion para erlotinib en 1m17. En
la Figura 5.15.a se muestran los 100 conférmerasmadaiocking De ellos, los 12 primeros del
ranking @zu) se superponen sobre la estructura co-cristaligaja) (Figura 5.15.c). Estos

pertenecen a ladustersmas poblados (Figura 5.15.d).

Docked Energy (kcal/mol) //
# Conformaciones
N

A A A‘A
"
D B TRy YL E N
A A
ey VR
6+ - - -4 7 kol S x Total Conférmeros Cluster
s A
A A Docked Energy
g+ 2 - A - — - — = —
_10 J
0 20 40 60 80 100
Conformaciones
d

Figura 5.15. Resultados detlocking ciego para erlotinib frente a 1m17 con AUTODOCKely
protocolo con cargas Gasteiger-Marsili. (@0 conformaciones resultantes. (b) 12 conformasate
menordocked energygue detectan el sitio activo. (c) Superposiciéiadeprimeras conformaciones del
ranking @zu) frente a erlotinib co-cristalizadoofo). (d) Distribucion de las 100 conformaciones en los
clustersy su energia ddockingrespectivadocked energy Los 100 conférmeros se ordenan en funcion
de subinding energy

Por otra parte, también etoss-dockingciego de erlotinib en 1xkk es exitoso. Para laginat
nativa de lapatinib, 1xkk, en dos casos de cingetigiones, la primera conformacion se
encuentra a una RMSD de superposicion de la esteuctistalografica inferior a 2 A. La
Figura 5.16 muestra los resultados para uno de esi® casos. Los dos primeros de los 100
conférmeros se superponen frente a la estructucaistalizada con una RMSD inferior a 2.0 A
(Figura 5.16.c). Estos presentan un valor absalatenergia ddockingclaramente superior al
resto de conformaciones (Figura 5.16.d).
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Docked Energy (kcal/mol) //
# Conformaciones

12 4 x Total Conférmeros Cluster
A A Docked Energy
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c d

Figura 5.16. Resultados detlocking ciego para lapatinib frente a 1xkk con AUTODOCKel

protocolo con cargas Gasteiger-Marsili. (@0 conformaciones resultantes. (b) 2 conformasiche

menor docked energyque encuentran el sitio activo. (c) Superposicid® las dos primeras
conformaciones del ranking£u) frente a lapatinib co-cristalizadoojo). (d) distribucién de las 100
conformaciones en ladustersy su energia ddockingrespectivaqocked energy

5.2.4. Cribado virtual en EGFR

La base de datos COBRA se utilizé6 durante una estaralizada en el grupo del profesor
Schneider en la Johann Wolfgang Goethe-UniversitdFrankfurt. Dado que el trabajo que
sigue se realiza en el IQS, se utiliza desde ast®mtropool de 4342 compuestos inactivos
extraidos del catdlogo Maybridge. Aunque la sefecale los compuestos es aleatoria, se
construye el nuevpool de manera que corresponda a una quimioteca fadalizn el sentido
de que presente propiedades 1D similares a lapa®l de 288 activos (Tabla 5.11). En
adelante, se denomina al conjunto total de actvioactivos Base Maybridge.

Tabla 5.11. Propiedades 1D dgbol de activos e inactivos de la base de datos Basgbridge.

Peso Molecular b_1rotN a_acc a_don
288 Activos 416.0 (146.4) 8.5 (4.0) 3.6(1.3) ke
4342 Inactivos 415.0 (40.1) 6.9 (1.3) 3.5(1.4) ®.5)
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Antes de proceder al cribado virtual frente a EGHR, repite el cribado virtual de
Base_Maybridge frente a FGFR para los dos protec@fitimos encontrados en el cribado de
Base ACTIV_1 (Figura 5.11): AUTODOCK y CHEMSCORE-®ERAINTS (con y sin
rescoring. El objetivo es constatar la posible influencgh mbol de inactivos en el cribado. Las
curvas de enriquecimiento de Base Maybridge, comdaar con las de Base ACTIV_1, se
muestran en la Figura 5.17 para 1fgi y 2fgi.

100 4 100 -
1fgi 1fgi
AUTODOCK a CHEMSCORE-RESTRAINT b
80 1 80
8 8
g g
£ 601 S 601
o (5]
k=4 [=4
i} [}
1%2] %2}
S 40 S a0
3] 3]
< <
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20 - —— Base_Maybridge 20 - —— Base_Maybridge
0 T T T T | 0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% Base de datos ordenada % Base de datos ordenada
100 - 1fgi 100 -
CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORI 2fgi
AUTODOCK
80 1 Bl
w c g 0 d
L k<]
g g
= IS
g 60 - S 60 -
c f=4
0 i}
2 8
2 40 2 401
& <
< S ——Base_ACTIV_1
20 4 ——Base_ACTIV_1 20 A —— Base_Maybridge
—— Base_Maybridge
0 T T T T | 0 T T T T |
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% Base de datos ordenada % Base de datos ordenada
100 2fgi 100 - 2fgi
CHEMSCORE-RESTRAINTS CHEMSCORE-RESTRAINTS-
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Figura 5.17. Curvas de enriquecimiento del cribado virtual feea FGFR (1fgi y 2fgi) de las bases
de datos Base ACTIV_1 y Base Maybridge. (a) AUTOB@IEgi. (b) CHEMSCORE-RESTRAINT-
1fgi. (¢) CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORE-1fgi. (d) AWDOCK-2fgi. () CHEMSCORE-
RESTRAINTS-2fgi. (ff CHEMSCORE-RESTRAINTS-RESCORER

Se aprecia cOmo no existen apenas diferenciagggacaibados con las funciones AUTODOCK
y CHEMSCORE-RESTRAINT, indicando que la presunaiéncompuestos inactivos en ambas
bases de datos no desvia significativamente elltadsu Sin embargo, existen notables
diferencias al aplicar la funcion descoring,en los que Base_Maybridge se sitGa muy por
debajo de Base ACTIV_1. Dado que los resultadosesiooringson muy similares para las
dos bases de datos, parece que el motivo de e&gida sea la propia funcién descoring
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En este sentido, se enfatiza que Base ACTIV_1 @#tada con GOLD 2.0, mientras que
Base Maybridge lo esta con GOLD 3.0.1. Dada larelifie disponibilidad de base de
datos/versidn del programa, no se puede repetélello de Base ACTIV_1 con GOLD 3.0.1
para comprobar si las diferencias se deben al pnogo a la base de datos.

El cribado virtual frente a EGFR de Base_Maybridge realiza con los dos programas
AUTODOCK y GOLD para las dos estructuras 1m17 ykBel pool de activos ACTIV_1,
compuesto por 288 inhibidores de FGFR, se extrgeell@s compuestos cuya actividad ha sido
determinada frente a EGFR y que presentan uganferior a 50uM. En total, se contabilizan
69 compuestos inhibidores de EGFR: las 29 4-amjlimazolinas, 10 7-alquilurea
pirido[2,3-d]pirimidinas y 30 pirido[2,3]pirimidinas. Sus estructuras y valores de,f@ente a
EGFR se muestran en el Anexo 2.

Asi, la base de datos utilizada consiste de 6¥acty 4342 inactivos (4411 compuestos),
presentando un factor de enriquecimiento maximé3i@ (4411/69). En adelante, se denomina
a esta base de datos Base Maybridge 69.

Los protocolos estudiados y sus condiciones son:

e AUTODOCK. Cargas Gasteiger-Marsili y con mapas de afiniddidi@nales para los
tipos atdmicos. Tamafio de malla de A0D11x101, se requieren 10 conférmeros por
compuesto.

* GOLD. Para los cuatro protocolos descritos en el apartad.5 (GOLDSCORE,
CHEMSCORE, GOLDSCORE-RESCORE, CHEMSCORE-RESCORE),araliza la
influencia de la presencia o ausencia de restnesiae tipo Protein Hydrogen Bonds”
con un factor de peso de 10. GOLD unicamente perfijitr atomos de la proteina con
caracter aceptor. Por ello, la interaccion por priele hidrégeno con el nitrégeno de la
cadena principal de M8 como dador, comin a 1m17 y 1xkk, no puede introskeic
como restriccibn. Tampoco las moléculas de aguaiadedhs de puente de hidrégeno.
Para 1m17 se requiere que el residuo’Ghctie como aceptor, ya que éste establece un
contacto por puente de hidrogeno C-H---O con eibo(Figura 5.14.a). Para 1xkk, se
analiza si GIf’ interviene en un enlace débil tipo C-H---O comaleri7, pero no se
detecta. De todos modos, el oxigeno carbonilicestie residuo no se encuentra accesible
al solvente en 1xkk, por lo que no se puede figana restriccion. Asi, para 1xkk no existe
ningun residuo de la proteina que actie como dadoip que no se aplican restricciones
con esta estructura. También se destaca el hectyoedal aplicar umescoring GOLD no
considera las aguas.

En resumen, en total se examinan un total de npetecolos diferentes para 1m17 y cinco

para 1xkk. En la Figura 5.18 se muestran las cutgaanriquecimiento obtenidas erdetking
frente a 1m17 (a) y 1xkk (b).
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100 + 1m17

80 +

60 -

—— ChemScore

—— ChemScore-RescoreGOLD
GoldScore

—— GoldScore-RescoreCHEMSCORE

—— GoldScore-Restraints

—— GoldScore-Restraints-Rescore

—— ChemScore-Restraints

—— ChemScore-Restraints-Rescore

Random

Autodock

0 T T T T )
0 20 40 60 80 100

% Base de datos ordenada

40 4

% Activos encontrados

20 4

100 + Ixkk

80 b

60 -

40 4

% Activos encontrados

—— ChemScore

20 4 —— ChemScore-RescoreGOLD
GoldScore

—— GoldScore-RescoreCHEMSCORE
Random
Autodock

0 - : T T T )
0 20 40 60 80 100

% Base de datos ordenada

Figura 5.18. Curvas de enriquecimiento obtenidas con los poddscdedockingfrente EGFR para
las estructuras (a) 1m17 y (b) 1xkk en el cribadoBase_Maybridge_69. La linea gris representa los
valores obtenidos si los activos se seleccionasamcgiamente.

En la Tabla 5.12 se muestran los factores de ewigpiento €éf) en el primer 2%, 5% y 10% de
base de datos Base_Maybridge 69 cribada.

Tabla 5.12. Factores de enriquecimientef)(obtenidos en el primer 2%, 5% y 10% de base tiesda
Base Maybridge 69 cribada frente EGFR.

2% 5% 10%

Imil7 Ixkk 1mil7 Ixkk 1ml7 1xkk
CHEMSCORE 0.0 0.0 0.3 0.0 0.6 0.3
CHEMSCORE-RESCORE 0.0 0.0 0.3 0.3 0.6 0.4
CHEMSCORE-RESTRAINT 0.0 1.2 1.0
CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORE 0.7 2.9 2.2
GOLDSCORE 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
GOLDSCORE-RESCORE 0.0 0.0 0.9 0.0 0.9 0.0
GOLDSCORE-RESTRAINT 0.0 0.0 0.0
GOLDSCORE-RESTRAINT-RESCORE 0.0 0.0 1.0
AUTODOCK 6.0 6.0 3.3 3.3 3.2 2.1
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Con excepcion de AUTODOCK, todos los protocoloss@® D funcionan realmente mal en la
discriminacibn de compuestos activos/inactivos, epitando ligeramente el protocolo
CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORE frente a 1ml7. Desde mumto de vista de

enriquecimiento, con los resultados de AUTODOCK nageexisten diferencias entre las
estructuras 1m17 y 1xkk.

En la Tabla 5.13 se muestran los porcentajes dedsmdatos muestreada a los que se encuentra
el primer representante de cada uno de los tresiafipos contenidos en pbol de activos, asi
como si la orientacion de estos compuestos repeo@hjco no (M) el modo de unidn previsible.
Como en el caso de FGFR, se presenta la existéhicia no (0) de un puente de hidrégeno
entre el correspondiente compuesto y los residiave de EGFR (principalmente M&)

Tabla 5.13. Porcentaje de base de datos cribada frente a E@#R la que al menos un
representante activo de cada uno de losstrafoldsde Base Maybridge 69 es recuperado.

1iml7 1xkk

PD Urea  Anil PD Urea  Anil

4.7 49.9 109 11.8 283 8.9
CHEMSCORE

M(@©) M(0) M(0) M(1) M(0) A1)

4.7 49.2 10.8 7.9 33.8 44
CHEMSCORE-RESCORE

M(@©) M(0) M(0) M(1) M) A1)

21 95 175
ML) ML) M@Q)

CHEMSCORE-RESTRAINT

14 101 101
M@1)  M@) Al

CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORE

9.3 184 210 286 632 64.0
GOLDSCORE
M(1) M) M(1) M(©O) M(0) M(0)
21 200 116 186 416 11.6
GOLDSCORE-RESCORE
ML) M(1) M(O) ML) M@©) M)

19.1 196 189
M@©O) M(©) M(0)

GOLDSCORE-RESTRAINT

6.0 217 209
AL) AL M)

GOLDSCORE-RESTRAINT-RESCORE

32 07 55 49 05 18
AUTODOCK

AL AL AQ) AL A AR
PROMEDIO 58 221 141 144 335 223

PD: pirido[2,3d]pirimidinas, Urea: 7-alquilurea pirido[2,3f]pirimidinas, Anilino: 4-anilinoquinazolinas. Los
ndmeros en negrita corresponden al peor caso, @s dkporcentaje de base de datos ordenada mecemsaa
recuperar al menos un representante de cada urosdmres A y M corresponden a la clasificacion de las
conformaciones eactive sitey misdockedrespectivamente. El nimero en paréntesis indisa detecta (1) o no (0)
un puente de hidrégeno con los residuos de EGFRadadus en el modo de unién.

Bésicamente, no se aprecian diferencias conturglentiee las dos estructuras de EGFR. Los

protocolos con GOLD apenas identifican alguna aonéeidn activa, existiendo un acuerdo
entre la falta de reproduccién del modo de uniélosy bajos enriquecimientos obtenidos.
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AUTODOCK identifica la conformacion correcta patam@nos un representante de cada uno
de los tres quimiotipos, tanto endelckingfrente a 1m17 como frente a 1xkKk.

Se combinan los dos cribados virtuales con AUTODGOfekite a 1m17 y 1xkk en un esquema
por consenso siguiendo la estrategiak-by-rank Los factores de enriquecimiento obtenidos
en el primer 2%, 5% y 10% de la base de datos maagkt son 6.8, 3.3 y 2.7, respectivamente.
Comparando con los mostrados en la Tabla 5.1&ttategiarank-by-ranksupone Unicamente
un leve enriquecimiento (6\@rsust.8).

5.3. Docking frente a PDGFR

En este apartado se analizan los citados tres $(@ptediccion del modo de unién, prediccion
de sitio de unién y cribado virtual) frente a PDGHPado que no existe ninguna estructura
cristalina resuelta del dominio tirosina quinasalidha PDGFR, se modela por homologia.

5.3.1. Modelizacion por homologia del dominio tirosina quiasa de PDGFR

El PDGFRa y 3 es un miembro de la subfamilia tipo Il de los RliKkansmembrana, a la que
también pertenecen el receptor FMBI¢ny-stimulating factor-1 recepto€SF-1R), el receptor
Flt-3 y el receptor c-Kit. De los dos receptores ldefamilia PDGFR (Tabla 2.1), se ha
considerado la secuencia de PDJFRwmana (entrada SWISS-PROT P09619 y Protein
Kinase Resource_ID, PKR_ID: 1007936). Esta secaemtinsta de 1106 amino&cidos,
distribuidos en:

1-32: péptido senal
. 33-531: dominio extracelular
. 532-556: dominio transmembrana

e« 557-1106: dominio citoplasmético. El dominio timsiquinasa comprende 363 residuos:
desde el aminoacido 600 hasta el 962. Esta diviglidalkinase insert domai(KID) que
consta de 104 residuos (desde 695-798f? Las regiones significativas se encuentran en:

e Loop de union del nucleétido: consistente de los amiidodc 606-614
(secuencia Gly-X-Gly-XX-Gly)

«  Residuo Ly&*implicado en la union de ATP

«  Residuo Asfr® sitio activo

«  Fosfotirosinas Tyr'y Tyr**’ (autocatalisis)

Se han publicado diversos modelos de PDGFR. Inieiate, se basaron en la estructura de la
PKA (entrada PDB latp), como los descritos porrepg de investigacion de Parke-Davis
Pharmaceutical’®***Diller®*' y colaboradores construyeron el modelo de PD@FRpartir de

las estructuras de FGFR (entrada PDB lagw), VEGK&hada PDB 1vr2) y IGFR (entrada
PDB 1ir3). Bshmeret af'® modelaron el PDGFIR-a partir de las estructuras de VEGFR-2
(entrada PDB 1vr2), FGFR-1 (entradas PDB lagw, 1figik, 2fgi) y c-Abl quinasa (entradas
PDB 1fpu y liep) e IGFR (entrada PDB 1irk).

La version de MOE 2004 contiene una base de datdewhinios quinasa disefiada para realizar
las busquedas de plantillas en modelizacion. Susestesestima ya que, por una parte no se
encuentra perfectamente actualizada y, ademadyssevan algunas diferencias de secuencia
importantes en diversas entradas respecto a lasetérada PDB de las que han sido extraidas.
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Se opta por realizar una basqueda de las plantiiiacturales en &rotein Data Banlcon el
servidor FASTA (apartado 1.5.1) utilizando la sewie del dominio quinasa de PDGPBRSe
impone como valor de corte @msta scoranferior a 1E-21. Se comparan los resultados osn |
devueltos por el servid@WISS-MODEL Blakt, que trabaja con la base de datos EXNRL-3D
(derivada del PDB). Ambas busquedas son muy siesilatifiiendo Unicamente en el orden
relativo de aparicion de ciertas secuencias. Hralda 5.14 se listan las plantillas, siguiendo el
orden propuesto por FASTA, considerandose Unicamkst cadenas A de cada una de las
estructuras.

Tabla 5.14. Plantillas propuestas por FASTA para la secuatgi@ominio quinasa de PDGHR-
Entrada  Tirosina Res Residuos Incluidos Origen Descripcién conformacion.
PDB Quinasa (A Cadena A Fuente Ligandos
211 . 547-935 Autoinhibido.
1t45 c-Kit 1.90 (694-753: KID) Humano o fosforilar
565-933 .
114647 cKit 160  (748-761) (933-934) Humano ~ Jndeastiort
(694-753: KID)
412 . 567-927 Unido a ADP-MG. Conformacion
1pkg c-Kit 2.90 (752-762) Humano activa.
1rjp*®  Fit-3 2.10 572947 Humano  Autoinhibido. Sin fosforilar
: (649-654) (762-782) :
820-1168
x4  VEGFR-2 (806-819) (990-998) Sin fosforilar. Conformacion
L2 (FIk1) 240 (1048-1083) (1169-1171)  HUMAN0 - ctiva. Sin ligando.
(940-989)
465-768
1gjo FGFR2 (bek) 2.40 (453-466) (504-506) Humano No publicado
(581-595)(765-768)
1fgi®*”®  FGFR1 (Flg) 2.50 464-762 Humano  Unido a SU5402
' (501-504) (580-591)
464-762
lagw®® FGFRL1 (Flg) 2.40 (486-490)(501-504) Humano  Unido a SU4984
(580-591)
464-762 Sin fosforilar. Conformacion
1fgk*®  FGFR1 (Flg) 2.0 (456-463) (486—490) (501- Humano i activa. Sin ligando
504) (580-591) (763-765) ' gando.
456-463
371 (486-490) (501-504) Unido a PD173074. Conformacion
2igi FGFRL(Fl9) 250 554 503) (646, 658) (763- HUMAN0  jnaciiva.
765)
1050-1360 S . . .
1riw*®  HGFR 1.80 (1049) (1099-1103) Humano ﬁ”;?]'(;‘ct”b'do' Sin fosforilar. Sin
(1231-1244) (1286-1290) 9
1050-1360 . . L
1r0p“®  HGFR 1.80 (1049) (1099-1103) Humano ll;”;‘tj:u?c'):'%?!‘n’ge K252 (similar a
(1231-1244) (1286-1290) P :
831-1121 S . . .
1“7 TIE-2 (Tek) 220  (798-812) (361-866) Humano  futomhibido. Sin fosforilar. Sin
(996-999) (1122-1124) 9
418 948-1255 . -
1p4do IGFR-1 1.50 (943-947) (1256-1264) Humano Inactivo. Sin ligando
984-1286 . .
1jgh®®  IGFR-1 210  (979-983) (1098-1102)  Humano f%rs‘}%?ilz d“c:‘ analogo de ATP y
(1158-1164) :
1m7n*?®  IGFR-1 2.70 974-1286 Humano Inactivo. Sin ligando
1qcf*®  Hck 2.00 (87%_57%1) Humano  Unido a PP1/AGL1872
. 422 243-529 . . .
lopj c-Abl 1.75 (242) (530-534) Ratén Unido a STI-571. Inactivo
. 403 225-498 . . .
liep c-Abl 2.10 (223-224) (499-515) Ratén Unido a STI-571. Inactivo
1fpou®  c-Abl 2.40 225-499 Raton  Unido al inhibidor PRC

(223-224) (500-515)
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1m524%

1mgb*?®

1luf 428

1opl 422

1lopk“22

1byg 427

1k3a%%®
1i4442°
Lirk 430

1k9a*®*

1qpe432

3lck 4%

1qu432
1qpc432

lqu 432
1p14+*

1ir3 4%

1rqq 436
1m1440
1m174%
ljpa437

1k2p438
1ksw**

1fmk *4°

2ptk 441

1mpg*?®

c-Abl

EphA2

MuSK

c-Abl

c-Abl

Csk (C-SRC)

IGFR-1

IGFR-1
mutado

IGFR-1

Csk (C-SRC)

Lck

Lck
Lck

Lck

Lck

IGFR-1
mutado

IGFR-1

IGFR-1
mutado

EGFR

EGFR

Neural kinase
(EphB2)

Quinasa de
Bruton (Btk)
c-src
(p60-src)
mutada
c-src
(p60-src)
c-src
(p60-src)

Fak

2.60

2.30

2.05

3.42

1.80

2.40

2.10

2.40

2.10

2.50

2.00

1.60
2.00

1.60
2.20
1.90

1.90

2.60

2.60

2.60

1.91

2.10

2.80

1.50

2.35

1.60

232-502
(223-231)(503-515)
605-887
(568-604) (635-637)
(761-777) (888-900)
560-860
(526-559) (672-693)
(757-760) (861-868)
81-531
(1-80) (532-537)
83-531
(40-82) (532-534)
187-448
(173-186) (228-229)
(259-260) (336-347)
(449-450)
981-1256
(1069-1076)
986-1283
(978-985) (1155-1170)
981-1283
(978-980) (1005-1007)
6-450
(1-5) (341-346)

231-501
(502-509)

231-501
231-502
(503-509)
231-502
(503-509)

236-501

978-1283
(1153-1171)

981-1283

907-1283
(978-986)
672-996
(666-671) (961-978)
(997-998)
672-995
(666-671) (965-998)
602-900
(595-601) (651-653)
(774-796) (901-906)
397-654
(655-659)

84-533
(82-83)
86-863

(410-423)

83-528

414-686
(406-413) (445-446)
(565-583)

Ratén

Humano

Rata

Humano

Ratén

Humano

Humano

Humano

Humano

Rata

Humano

Humano

Humano

Humano
Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Ratén

Humano

Humano

Humano

Pollo

Humano

Unido a PD173955

Conformacion inactiva.
Autoinhibido.

Sin ligando.

Unido a pirido[2,8]pirimidina

Unido a pirido[2,8f|pirimidina

Unido a staurosporina

Unida a ATP y un péptido sustrato.
Unida a ATP y un péptido sustrato.
Sin ligando. Conformacion inactiva

Sin ligando. Conformacion inactiva
Unido a inhibidor PP2.
Conformacion activa

Conformacién activa
Unido a staurosporina.
Conformacion activa
Unido a AMP-PNP. Conformacién
activa.
Unido a staurosporina
Sin ligando.

Unido a un analogo de ATP.
Conformacion activa.

Conformacion activa.
Sin ligando. Conformacion inactiva.

Unido a OSI-774. Préximo a
conformacioén activa.

Autoinhibido. Sin fosforilar

Sin ligando. Sin fosforilar

Unida a N6-bencil ADP.
Conformacion activa.

Conformacion inactiva.

Conformacion inactiva

Unido a ADP.
Conformacion no activa.

Res (A): resolucion (todas han sido resueltas parseX).

De todas estas quinasas, c-Kit, FIt3, VEGFR-2 y R@Fpresentan ublast scorecon SWISS-
MODEL Blastinferior a 1E-40. A continuacion se encuentran RGFIE-2 e IGFR, con un
blast scorecomprendido entre 1E-40 y 1E-30.
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Las listadas a continuacion presentarblast scoreinferior a 1E-30. Se analiza en detalle la
inclusion o no de estas siete primeras quinasi#,(E4t3, VEGFR-2, FGFR-1, HGFR, TIE-2 e
IGFR). Para cada una de ellas, se selecciona uradanPDB en funcion de su resolucién,
origen y la presencia de inhibidores (con la quirtasto en conformacion activa como inactiva)
y se calcula el porcentaje de identidad (Tabla)5.15

Tabla 5.15. Entradas PDB candidatas seleccionadas cdmash score< 1E-30.

% ldentidad frente a % ldentidad de PDGFR-

Entrada PDB Presencia de ligando

PDGFR-B B frente a la quinasa

c-Kit: 1t45 455 58.6 NO

Fit-3: 1rjb 43.0 60.0 NO

VEGFR: 1vr2 38.8 54.5 NO

FGFR-1: 2fgi 36.9 52.3 SI (PD173074)
HGFR: 1rop 30.4 40.0 Sl (alcaloide K252)
TIE-2: 1fvr 31.2 38.9 NO

IGFR-1: lirk 28.0 36.0 NO

El porcentaje de identidad difiere al expresarmtie a PDGFFB-0 la quinasa en cuestion ya que se expresa kelativ
a la longitud de la secuencia de referencia.

De las siete estructuras mostradas en la Tablg Sel8ecide tomar como plantillas para la
modelizacion aquellas con una identidad superiofQ&b, cuyas regiones caracteristicas se
listan en la Tabla 5.16.

Tabla 5.16 Regiones caracteristicas de las cuatro quinaéescionadas como plantillas.
Entrada . o Sitio de Unién . -
SWISS- R?Dslgjéjos Region TM gﬂm’:slc; unién del del AScIttil\?o Dc:(nlwl:l)nlo
PROT nucleétido ATP
c-Kit P10721 547-935 544-580 5(83?43?7 595-603 Lys623 Asp792 694-753*
610-943
Flt-3 P36888 572-947 544-563 (334) 616-624 Lys644 Asp811 707-782
834-1162
VEGFR P35968 820-1168 765-789 (329) 840-848 Lys868  Aspl1028 940-989
478-767 .
FGFR-1 P11362 460-761 377-397 (290) 484-492 Lys514 Asp623 No tiene

*en el PDB 1t45 no aparece, sino que esta modeladitamte un vector inserto de una Thr-Ser

El alineamiento multiple de las cuatro plantillasnte a la secuencia de PDGERe realiza
con el programa MOE (apartado 1.5.2.1), utilizanda matriz de sustitucion BLOSUM-62
(apartado 1.5.2.2) e imponiendo una penalizacidnapertura y extension dgpde 7 y 1,
respectivamente. El resto de parametros de alimgonimultiple se dejan por defecto. El
alineamiento resultante se refina manualmente,usdedose que los residuos y dominios
conservados se encuentran debidamente aliné®dds.

La modelizaciéon del dominio KID (residuos 695-79% conflictiva. Aunque presenta un
elevado grado de conservacion dentro de esta faméi quinasd® debido a su elevada
flexibilidad, su resolucién estructural es difi@df, no encontrandose resuelto en su totalidad
en las estructuras cristalizadas de las planti$asencuentran residuos en las plantillas 1t45 y
1vr2 que sirvan de esqueleto para la modelizac#hos segmentos comprendidos entre los
residuos Arf’>His'*y Arg™®-Leu’®®,

Por otro lado, abordar la modelizacion de un seg¢mnéa 104 residuos no es factible mediante
métodosab initio. Normalmente, en los modelos por homologia coitkisupara estas TKs con
dominios KID se evita su inclusién o bien se introel un espaciador que conecte los segmentos
de los extremo$?4#
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Se consideran dos opciones para la modelizaciodoaeinio KID:

704 788

« Inclusién de los segmentos AtgHis™™ y Arg™®-Leu’®® unidos a partir de utinker
imaginario compuesto por los tres residuos situadpartir del extremo C-terminal de la
His"* (Sef®™-Asp™®-His’®) y los tres residuos anteriores al extremo N-teainile Ard®
(Arg"®>-Thr'®-Cys’®). Estos seis residuos se modelaaninitio, actuando en el modelo
como mero espaciador. En adelante, se denomineha degmento como dominio KID
(aunque en realidad no contiene los 104 residuos).

«  Sin incluir ningan residuo de la secuencia compidmeéntre la Hi¥*y la Sef*® ya que
en el caso anterior el segmento introducido estefeato.

Los alineamientos obtenidos en los dos casos seondean MODEL_KID vy
MODEL_SIN_KID, respectivamente. En la Figura 5.1® muestra el alineamiento final
MODEL_KID, destacandose los dominios importantedaeactividad quinasa (apartado 2.4),
altamente conservados asi como la situacién deléasentos de estructura secundaria.

1 LSEGK
LEFGE
3 LELGKE
4 [LYLGK
LYLGE

Lobulo N-terminal
Bl NbLp B2 B3 aC B4 Hinge Loop B35 aD

Ld;E;;EE;;ERTRYGLIKSDRRMTVRVKMLKPSRHLTERERLMSELKVLSYLENHMNIVNLLGRETIG'GPTLVITEYCCYGDLLNFL
LGSGRFGEVYMNATAYGISETGYSTOVRAVYEMLEE: - - - - - REALMSELEMMTOLGSHENIVYNLLGALCTLS -  GPIYLIFEYCCYGDLLNYL
LGRCAFGOVIEADAFGIDET ATCRTI YAV KM LEECATHSEHRAL M SELEILTHIGHHL N Y YNLLGALCTEPCGCP LMV IVEFCEKFCNLSETYL
LG-- - - - OVYYLAEAIGL - - PNRYTEVAVYEMLESDATEKDLSDLI SEMEMNEMIGKHENTIINLLGALTOD - GPLYYIVEYASKGNLEREYL
ATAHGL SHSORTHEYAYKMLESTRARS SEKQRLMSELKIMN SHLGPHLNYYNLLGALCTEG  GPIYIITEYCRYGDLYDYL

LGSEREGQYYE

KID aF Loop Catalitico p7 8  Loop de Activacion aEF
1 RREKERDSFICSK- - - - - - PAIMEDDELALDLEDLLSESYQVYAKGHMAF LASKNCIHRDLARRNILLTHGRITEKICDEGLARDIKNDSNYYYKEGNARLPYEKWMAPEST
RSEKEREKF- - - - - - - """ -"~-="-="~"-~ LTEEDLLCERAYQYAKGMEF LEFKSCYHRDLARRNVYLYTHGEYVYKICDEGLARDIMSDSNYYYRGNARLPYEKWMAPESL
3 RSERNEFYPYEK- - -----~---~-~-"-" DELTLEHLICYSFOVYAKGMEELASRECIHREDLARRNILLSEENYYEKICDE - ---- - -----~-~-"-"-~ DARLPLEWMAPETI
4 QABRRPP- - - - - - - - - s s s OLSSKDLYSCAYQVYARGHMEY LASKKCIHRDLARRNYLYTEDNYEKIADEGLA - DIHHID  YYKKTNGRLPYEWMAPERL
HENKHTFLOHHSDERTCRATLINESPYLSYMNDLVYGFE SYQVANGHMEELASKNCYHEDLARRNYLICEGKLYKICQDFGLARDIMED SNYI SKGSTELPLEWMAPE(ST
. .
Lobulo C-terminal
1 FNCYYTFESDYWSYGIFLWELFSLGSSPYPGHPYDSKEYKMIKEGERMLSPEHAPRAEMYDINKTCWDADPLERPTFEQIYOQLIEKQT 1 &KIT
FEGIYTIKSDVYWSYGILLWEIFSLGYNPYPGIPVYDANEYKLIQNGEEKNDQPFYATEEIYIIKQSCWAFDSEKRPSEPNLTSFLGCQL EFFS
FDRYYTIQSDYWSEGYLLWEIFSLGASPY PGYKIDEEFCRRLKEGTRMREAPDYTTPEMYOTHLDCWHGEP SQRPTESELYEHLGNLL 3 VEGFTLZ
FDRIYTHO SDVYWSEGYLLWEIFTLGGSPYPGYPVE  ELFELLEEGHRMDEP SNCTNELYMMMRDCWHAYPSQRPTEFEQLYEDLDERIY 4 FGFTLl
FNSLYTTLSDVYWSEGILLWEIFTLGGTPYPELPMNEQEYNATKRGYRMAQPAHASDEIYEIMOKCWEEKFETRPPEFSOQLYLLLERLL PDGFILB
aF aG aH al

Figura 5.19.  Alineamiento final considerado de la secuenciadighino quinasa de PDGHR{5)
frente a c-Kit (1), FIt-3 (2), VEGFR-2 (3) y FGFRA).

En la Figura 5.20 se muestra la superposicionastal de las cuatro plantillas.
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c-Kit
FIt3

VEGFR-2

Figura 5.20. Superposicion de las cuatro estructuras plantbasideradas: c-Kitrgjo), Flt-3
(verde, VEGFR-2 @zu) y FGFR-1 (osd). La RMSD de superposicién de los atomos de lemad
principal de estas estructuras es: 0.76 (FIt-B1 YVEGFR-2), 1.80 (FGFR-1) frente a c-Kit; 1.91
(VEGFR-2), 1.87 (FGFR-1) frente a Flt-3; 2.38 (FGERrente a VEGFR-2.

Cada una de estas cuatro plantillas se acondigarea la modelizacion. Para ello se extrae
exclusivamente el dominio quinasa de la cadena Aada ficherqdb, eliminandose también
las aguas estructurales e inhibidores.

El modelo de PDGFR-se construye empleando la técnica de modelizgmésatisfaccion de
restricciones espaciales implementada en MODELLERsién 6.2 (apartado 1.5.3). Se
describen diversos aspectos considerados:

» Para cada uno de los dos posibles alineamientoD@LOKID y MODEL_SIN_KID)
se generan en principio 100 modelos, seleccion@&napsel de menor valor de funcion
pseudoenergética.

» MODELLER requiere que se indiquen explicitaments lwentes disulfuro. En
principio y segun la informacion de la estructurangria de que se dispone, no existe
ninguno en el dominio quinasa de PDGER-

* No se consideran restricciones especiales: presdegirolinagis (w=0°) o motivos de
estructura secundaria. Como se observa en los o®mdelales obtenidos, la no
imposicion de restricciones para las hélice® ldminasf no impide que éstos se
modelen segun la topologia esperable por comparaoid las restantes quinasas.

» Las coordenadas transferidas corresponden al prondedtodas las plantillas. Tras
dicha transferencia, se realiza una randomizac®rcabrdenadas XYZ de todos los
atomos con una desviacion Hd A.

» En la optimizacién de cada uno de los modelos Beaagl Variable Target Function
Method (VTFM) con el schedule mas exhaustivo de los siete disponibles. A
continuacion se realiza un refinamiento media@itaulatedAnnealingcon una rampa
ascendente de 150 a 1300K y una rampa descendeh890K a 300K.
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* Las coordenadas de Idsops de la estructura proceden del promedio de varias
plantillas, quedando muy pocos atomos en todo elefoacon coordenadas indefinidas
tras la transferencia. Por ello, se decide moddanitio unicamente el dominio KID
insertado, comprendiendo un segmento de 10 residupartir del mejor modelo del
alineamiento MODEL_KID obtenido integramente pomlotogia se calculan 100
modelos.

Los modelos finales obtenidos son:

* MODEL_KID. En el gréfico de la Figura 5.21.a se observa efilpgde la funcion
pseudoenergética en orden descendente para losn@@6los generados a partir del
alineamiento MODEL_KID. El promedio de la RMSD dgsrposicion de todos ellos es
de 1.11 A para todos los atomos de la cadena pahci
A partir del mejor de estos modelos, se modélanitio el dominio KID, mostrandose en
la Figura 5.21.b el perfil de funcion pseudoendcgéate los 100 modelos requeridos, que
presentan una RMSD promedio de 1.31 A.
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Figura 5.21. Perfil de la funcién objetivo (kcal/mol) pseudosgética de MODELLER para (a) los
100 modelos de MODEL_KID y (b) los 100 modelos deminio KID generadosb initio a partir del
mejor modelo de la figura anterior.

En la Figura 5.22 se ilustra la superposicion deektructuras con el dominio KID de menor y
mayor funcion pseudoenergéticagay azul respectivamente) frente a la estructura de FGFR-1
(rojo) con el PD173074 co-cristalizado. El dominio KlDegla en ambos casos muy alejado de
la cavidad de union, por lo que seguramente suoamafcion no afectard especialmente al
docking Se escoge el modelo de menor funcién pseudoditargée
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Figura 5.22. Superposiciéon de los modelos derivados de MODEL_Ki@nh el dominio KID
modeladaab initio de menordzul) y mayor (osa) funcidn pseudoenergética frente a FGFRejoj.

e MODEL_SIN_KID. Se muestra en la Figura 5.23 el perfil de la fumcabjetivo
pseudoenergética para los 100 modelos generadosartr glel alineamiento
MODEL_SIN_KID. Estos modelos presentan una RMSDv@dio de 1.20 A,

o —_——
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Figura 5.23. Perfil de la funcién objetivo (kcal/mol) pseudoegitica de MODELLER para los 100
modelos generados a partir del alineamiento MODHN_RID.

Finalmente, se muestra en la Figura 5.24 la supmipa de los modelos finales obtenidos
MODEL_KID (rosa y MODEL_SIN_KID (azu) frente a la estructura 2fgi de FGFR¥jq)
con el PD173074verdg. La RMSD de superposicion de los atomos de lamagrincipal es
de 4.02 (MODEL _KID) y 4.01 (MODEL_SIN KID) frente &fgi y de 1.50 entre
MODEL_KID y MODEL_SIN_KID.
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Figura 5.24. Superposicién de los modelos MODEL_KlI$a) y MODEL_SIN_KID (@zu)) frente
a la estructura 2fgi de FGFR-Dbjo). Se muestra el PD17307Ae(de.

5.3.2. Prediccién del modo de unién para PD173074 en PDGFR

Ademas de inhibir a FGFR y VEGFR-2 en el orden nasiar, PD173074 (Figura 5.1) inhibe
también a PDGFR-en el orden micromol3. Segin estudios SAR, se ha demostrado que esta
selectividad frente a FGFR y VEGFR-2 se obtieneigsaa la derivatizacion 3,5-dimetoxi en el
anillo de fenilo.

En FGFR, el nitrdgeno N-3 de PD173074 actia coneptac del puente de hidrogeno
correspondiente con el nitrégeno amidico deAlR.76 A) y el nitrégeno del grupo butilamino
acttia como dador con el oxigeno del carbonilo d&°A(2.54 A). En PDGFRB, el residuo
correspondiente a A% es Cy§“. Se ha propuestti que la mayor selectividad de PD173074
frente a FGFR y VEGFR se debe a la presencia deafiduos valina (Val® y val® en
FGFR) cuyas cadenas laterales conforman una cakideafobica en la que se sitla este grupo
dimetoxifenil. En PDGFRB, la VaP* corresponde a I{€ y la VaP®* a Thf®’. Dado el mayor
tamafio de las cadenas laterales de estos amineAPiD&73074 no se acomodaria tan bien en
esta cavidad!® Ademas, la conformacion de la triada X$Phe-Gly al inicio delloop de
activacion podria contribuir a la selectividad d¥1P3074 por FGFR-1 frente a PDGRRpese

a ser una secuencia conservid@tro aminoacido de PDGFRimplicado en la unién de ATP
es la Cy&”® correspondiente a la Afden FGFR.

En un intento de predecir el modo de unién de PD1Z%n PDGFR, se superponen los dos
modelos obtenidos (MODEL_KID y MODEL_SIN_KID) frenta la estructura de FGFR co-
cristalizada con PD173074 (2fgi, cadena A). Enigufa 5.25 se detalla la orientacion de
PD173074 yerde en el sitio activo de MODEL_KIDagu) superpuesto frente a 2fgbjo). Se
muestran los principales residuos implicados. Los posibles puentes de hidrégeno de la
Cys®* con PD173074: entre el carbonilo y la cadena dhtg2.96 A) y entre el nitrégeno
amidico y el nitrogeno N-3 de PD173074 se encuentradistancias de 2.96 y 3.03 A,
respectivamente.
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Un metilo del residuo If° dista 2.45 A del metilo del grupo metoxi de PDI7Z&0mientras
que el metilo mas préximo de la correspondiente™¥ale FGFR-1 se encuentra a 3.60 A.
Ademas, la conformacién de la triada Asp-Phe-Gia @sucho mas préxima en el modelo
obtenido para PDGFR (principalmente el fenilo de,Rjue en la perspectiva de la figura se
observa como si contactasen, aunque no es asi)sitlla@ién muy similar se reproduce para
MODEL_SIN_KID. En este modelo, la menor distance I*"® al metilo de PD173074 es
ligeramente superior (3.28 A).

Gly643

Asp844

Glys46
Phe 642

1le679
Vals59

Tle560
Tle680

Val561
Thr681

Ala564
Cys684

Figura 5.25. Union de PD173074 véerde a FGFR-1 1ojo) y la superposicion del modelo
MODEL_SIN_KID (azu).

Antes de realizar udockingse minimiza el conjunto del modelo de PDGFR cpoadiente
(MODEL_KID y MODEL_SIN_KID) y PD173074 para eliminalos bad contacts
especialmente con P& Se afiaden todos los hidrégenos y se relaja tehsscon eforce
field MMFF94 usando tres métodos consecutivBge€pest Descent, Conjugate Gradient y
Truncated Newtgnpara alcanzar una optimizacion energética cogradiente de RMS inferior

a 0.05.

En la Figura 5.26 se muestra la situacion finat fea minimizacion para el mismo modelo
MODEL_KID (azu) frente a 2fgi {0jo). Se observa el cambio de orientacion del metildae
nueva conformacion de PD17307%44g) frente a la conformacion tras la superposicid@rde
alejandose de If&, la apertura del PA® y el acortamiento de las distancias de puente de
hidrégeno con la Cy&'.

Lo mismo sucede para MODEL_SIN_KID, aunque el atgato de 118 no es tan notable
(3.64 Aversudos 3.28 A anteriores) como en el mostrado endari5.26.
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Gly846
Asp844
Gly643

Phe845

Val561
Thr681
Tle560
11680

Ala564
Cys684

Figura 5.26. Estructura de PD17307406a minimizada en MODEL_KID gzul superpuesta sobre
la estructura de 2fgrgjo) con PD173074verde.

Una vez minimizados los dos sistemas, se adecumio @aput para los dos programas
(AUTODOCK y GOLD) segun el proceso descrito en mdréado 5.1.2. En AUTODOCK, se
prueban tamafios de malla dex61x61 y 10x101x101. El PD173074 se parametriza con las
cargas Gasteiger-Marsili, calculandose los pottexiale afinidad atémica estandar y el
conjunto adicional (halégenos, nitrégeno aceptgouknte de hidrogeno...).

En la Tabla 5.17 se muestran las distancias ps@ointeracciones de puente de hidrégeno de
PD173074 con Cy%& resultantes para la conformacién de medocked energyen los
sucesivogiockingscon los cuatro protocolos:

i) AUTODOCK con tamafios de malla dexGlx61

i) AUTODOCK con tamaifios de malla de ¥001x101
iii) GOLD con GOLDSCORE y

iv) GOLD con CHEMSCORE

A modo orientativo, se muestra en la Tabla 5.1RMSD de superposicion de la conformacion
resultante frente a la conformacion inicial de PBI74, correspondiente a la inicialmente
minimizada en la cavidad de PDGPBREN la Tabla 5.17 se observa como los resultados d
AUTODOCK con una malla pequefia predicen una intédacconservada para los dos modelos
(distancias de 2.6, 3.0 y 4.0, 4.3, respectivameatsnque al aumentar el tamafo de la malla a
101x101x101, las conformaciones se apartan de la cavidadurdén. Por otra parte,
GOLDSCORE orienta las conformaciones practicameofeno han quedado tras la
minimizacion para el modelo MODEL_KID, aunque p&M@DEL_SIN_KID la conformacién
obtenida esta totalmenisisdocked Para CHEMSCORE, las conformaciones estan totaémen
misdocked
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Tabla 5.17. Distancias de interacciéon (A) para los dos puenieshidrégeno entre la C¥8y
PD173074 17, Figura 5.1) y sus desviaciones estandar (paightebtenidas para las posiciones
inicialmente situadas en el sitio de unién edagkingfrente a los dos modelos obtenidos para PDGFR-
y los cuatro protocolos. RMSD (A) y sus desviacirstandar (paréntesis) respecto a la conformacion
inicial minimizada en la cavidad de unién.

MODEL_KID MODEL_SIN_KID
AUTODOCK D (C=0 a NH) 2.6 (0.0) 4.0 (0.4)
Mapas de afinidad adicionales D (NH a N3) 3.0(0.2) 4.3 (0.3)
61x61x61 RMSD 1.9 (0.0) 3.1(0.4)
AUTODOCK D (C=0aNH 10.5 (6.6) 12.3 (6.5)
Mapas de afinidad adicionales D (NH a N3) 10.7 (5.8) 12.3 (5.6)
101x101x101 RMSD 5.2 (3.2) 9.2 (4.3)
GOLD D (C=0 a NH) 2.8(0.2) 5.4 (4.0)
D (NH a N3) 2.9(0.2) 3.8(1.6)
GOLDSCORE RMSD 0.8 (0.1) 48(3.7)
GOLD D (C=0 a NH) 6.6 (0.8) 7.1(0.1)
D (NH a N3) 4.8 (1.1) 8.4 (1.0)
CHEMSCORE RMSD 9.0 (3.1) 5.7 (0.1)

D(C=0 a NH): distancia entre el oxigeno del carbonilo de 1a®yg el grupo amino de la cadena lateral de
PD173074.D (NH a N3) distancia entre el nitrégeno amidico de la%Yyyg el nitrégeno N3 de PD1730747,
Figura 5.1).

5.3.3. Resultados deldocking ciego de PD173074 en PDGFR-

Finalmente se realiza wbckingciego de PD173074 en los dos modelos de PDGFRA
AUTODOCK y una malla de 1&181x181. En la Tabla 5.18 se muestran las distancige en
los atomos implicados en los posibles puentes diédeno con Cy&', asi como la RMSD de
superposicion frente a la estructura inicialmenitginmizada en la cavidad de unién. Ninguno de
los conférmeros encuentra o se orienta adecuadanemtla cavidad de union. Esto es
predecible en base a los resultados mostradosTabla 5.17, en los que al aumentar el tamafio
de la malla, los ligandos quedan mal orientados.

Tabla 5.18. Distancias de interaccién (A) para los dos puedishidrégeno entre la C¥8y
PD173074 17, Figura 5.1) y sus desviaciones estandar (paightebtenidas para las posiciones
inicialmente situadas en la superficie de PDGFBn eldockingcon AUTODOCK frente a los dos
modelos obtenidos. RMSD (A) y sus desviacionesndsia(paréntesis) respecto a la conformacion inicia
minimizada en la cavidad de union.

MODEL_KID MODEL_SIN_KID
AUTODOCK D (C=0 a NH) 8.3 (5.7) 16.5 (4.3)
Mapas de afinidad adicionales D (NH a N3) 9.5 (5.4) 18.3 (4.1)
61x61x61 RMSD 5.5 (3.5) 11.8 (2.8)

D(C=0 a NH): distancia entre el oxigeno del carbonilo de 1a®yg el grupo amino de la cadena lateral de
PD173074.D (NH a N3) distancia entre el nitrégeno amidico de la%Yyyg el nitrégeno N3 de PD1730747,
Figura 5.1).

En la Figura 5.27 se muestran las cinco conformasiale minima energia obtenidas en el
dockingfrente a MODEL_KID (a) y MODEL_SIN_KID (b). De mara analoga a lo sucedido
frente a FGFR (apartado 5.1.3), se observa comeola®rmaciones tienden a posicionarse en
la cavidad deloop de activacion.
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Figura 5.27. Cinco primeros conférmeros obtenidos endetking ciego de PD173074 frente a
MODEL_KID (a) y MODEL_SIN_KID (b). La conformacidominimizada en la cavidad de union se
muestra en verde.

5.3.4. Cribado virtual en PDGFR-

En el cribado virtual frente a PDGHRse utiliza Base_Maybridge (apartado 5.2.4). el de
activos ACTIV_1, compuesto por 288 inhibidores deFR, se extraen aquellos compuestos
cuya actividad ha sido determinada frente a PD@BRRque presentan una dCinferior a
50uM. En total, se contabilizan 234 compuestos inlifdd de PDGFR: 70 7-alquilurea
pirido[2,3d]pirimidinas, 75 pirido[2,3]pirimidinas, 24 natftiridin-2(H)-onas, 38 indolin-2-
onas y 27 1-fenilbenzimidazoles. Sus estructuregagres de Ig, frente a PDGFR se muestran
en el Anexo 2.

Asi, la base de datos utilizada consiste de 234aacy 4342 inactivos (4576 compuestos),
presentando un factor de enriqguecimiento maximol@eés (4576/234). En adelante, se
denomina Base_Maybridge 234.

Se realiza el cribado virtual con el programa AUTQIK, frente a MODEL KID y
MODEL_SIN _KID, y seguidamente, con el programa GOLllhicamente frente a
MODEL_SIN_KID. En la Figura 5.28 se muestran lasvas de enriqguecimiento obtenidas en
el dockingfrente a MODEL_KID (a) y MODEL_SIN_KID (b).
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Figura 5.28. Curvas de enriquecimiento obtenidas con los padbscdedockingfrente PDGFR para
las estructuras (a) MODEL_KID y (b) MODEL_SIN_KIiDhesl cribado de Base_Maybridge 234. La
linea gris representa los valores obtenidos sadtisos se seleccionasen aleatoriamente.

Para MODEL_KID, los valores def obtenidos con AUTODOCK en el primer 2%, 5% y 10%
de base cribada son 8.5, 5.5y 3.9, respectivaméntia Tabla 5.19 se muestran los factores de
enriquecimientodf) en el primer 2%, 5% y 10% de base de datos Baagbiitige_234 cribada
frente al MODEL_SIN_KID.

Como en el caso de EGFR, AUTODOCK es el protocok® mejor se comporta en el cribado
frente a PDGFR en términos de enriquecimiento. En este casaratamiccién de un modelo
por homologia es til en la discriminacion entrdivas e inactivos. En casos como
CHEMSCORE, la recuperacion de activos es inferiona seleccion aleatoria. La inclusion de
restricciones proporciona un incremento en el face enriquecimiento en el caso de
CHEMSCORE, aungue no tanto en GOLDSCORE.

Respecto a los modelos, MODEL_KID alcanza ligeramem enriquecimiento superior en el
primer 2% de base de datos cribada {@8us7.7), aunque apenas se encuentran diferencias.
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Tabla 5.19. Factores de enriquecimientef)(obtenidos en el primer 2%, 5% y 10% de base tiesda
Base_Maybridge 234 cribada frente PDGFR.

2% 5% 10%
MODEL_SIN_KID MODEL_SIN_KID MODEL_SIN_KID

CHEMSCORE 0.6 15 4.0
CHEMSCORE-RESCORE 0.2 0.3 0.5
CHEMSCORE-RESTRAINT 1.9 2.2 1.8
CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORE 0.0 0.1 0.4
GOLDSCORE 2.8 2.1 1.5
GOLDSCORE-RESCORE 2.6 2.0 1.9
GOLDSCORE-RESTRAINT 2.3 15 15
GOLDSCORE-RESTRAINT-RESCORE 2.8 1.8 1.4
AUTODOCK 7.7 5.1 4.0

En la Tabla 5.20 se muestran los porcentajes dedmdatos muestreada a los que se encuentra
el primer representante de cada uno de los cinmoi@fipos contenidos en @ool de activos,

asi como si la orientacion de estos compuesto®dape (A) o no (M) el modo de unién
previsible, en funcién del modo de unién de PD14380perpuesto. Como en casos anteriores,
se presenta la existencia (1) o no (0) de un puedatdidrogeno entre el correspondiente
compuesto y la Cy&de PDGFRB.

Los 1-fenilbenzimidazoles se recuperan a porcentajelios, con una conformacignsdocked
en todos los casos. Por otra parte, las naftigdiadoptan con todos los algoritmos una
conformacion previsiblemente bien orientada haxci@y$*. Los otros doscaffoldscon anillos

de seis miembros, pirido[2d@pirimidinas y 7-alquilurea pirido[2,8}pirimidinas, presentan
una mayor variabilidad, adoptando tanto orientaesoactivas comaisdockedA la vista de
los resultados de enriquecimiento y diversidad an identificacion de quimiotipos,
AUTODOCK es claramente el protocolo 6ptimo en esfs.
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Tabla 5.20. Porcentaje de base de datos cribada frente a PEBGp&a la que al menos un
representante activo de cada uno de los @natfoldsde Base_Maybridge_234 es recuperado.

MODEL_SIN_KID MODEL_KID
PD Naph Urea Indol Phen PD Naph Urea Indol Phen

173 45 380 62 5.9
MO) A1) MO A1) M(Q)

CHEMSCORE

0.7 6.0 8.5 136 9.6
AL AL MO AL M@)

CHEMSCORE-RESCORE

102 19 157 02 5.1
Al) AL M@  AQ)  M(©O)

CHEMSCORE-RESTRAINT

CHEMSCORE-RESTRAINT- 2.6 115 6.8 145 122
RESCORE AL AQ) M@ AQ) M)

139 113 01 111 459
A1) A1) A1) MO M)

GOLDSCORE

6.3 2.0 0.1 05 273
M(O) A1) A1) Al M)

GOLDSCORE-RESCORE

115 97 01 115 696
M)  AQ) A1) AQL) M)

GOLDSCORE-RESTRAINT

GOLDSCORE-RESTRAINT- 2.7 8.6 5.6 0.1 11

RESCORE MO) AL AQ) AL M@O)

009 01 0.02 1.0 28.8 002 02 0.1 0.9 321
AUTODOCK

A1) A1) A1) M@  M(0) M@O) MO A1) A1) M(0)
PROMEDIO 7.3 6.2 8.3 6.5 22.8 0.02 0.2 0.1 09 132

PD: pirido[2,3d]pirimidinas, Naph naftiridin-2(1H)-onas, Urea: 7-alquilurea pirido[2,3]pirimidinas, Indol:
indolin-2-onas yFenil: 1-fenilbenzimidazoles. Los numeros en negritaresponden al peor caso, es decir, el
porcentaje de base de datos ordenada necesaricepapeerar al menos un representante de cada uos cmes A

y M corresponden a la clasificacién de las confornmaseeractive sitey misdockedrespectivamente. El nimero en
paréntesis indica si se detecta (1) o no (0) pueatkidrogeno con el residuo §%sde PDGFRB implicado en el
modo de union.

5.4. Comparacion del cribado virtualligand-based y structure-based

De las tres quinasas estudiadas, es en el crimstimspectivo frente a FGFR (concretamente
con la estructura 2fgi) en el que se alcanzan eecignientos mayores. Hay que considerar que
el pool de activos considerado se recopila focalizadacjpatmente en compuestos inhibidores
de FGFR y que aunque también son activos frent&REy PDGFR3, no se ha realizado el
esfuerzo de recopilar un mayor nimero de activeswo mayor perfil de selectividad hacia
estas dos ultimas quinasas, lo que podria afettarrasultados de cribado virtual presentados.

En la Figura 5.29 se comparan los enriquecimientiienidos para Base ACTIV_1 con los
cinco método$igand-basedseleccionados en el capitulo 4 (apartado 4.10):

242



Capitulo 5. Cribado patocking

MOE_MODEL obtenido por refinamiento manual en MQBOE_MODEL_WM (sin
multiples PPPs).

Busqueda con descriptores CATS3D con PD173074 cdémoas y con distancia
Manhattan.

Modelo SQUID derivado de MODEL3ALIGNED.

Modelo SQUID derivado de MODEL4ALIGNED.
con el cribado virtuadtructure-basedrente a FGFR (2fgi) con
* CHEMSCORE-RESTRAINTS-RESCORE.

« AUTODOCK.
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Figura 5.29. Comparacion de las curvas de enriquecimiento at#ercon las busquedas de similitud
y dockingfrente a FGFR para Base_ACTIV_1.

El cribado virtual con los métodos deckingse sitda en el primer porcentaje de base de datos
cribada al mismo nivel que el mejor modelo farmédob obtenido. En la Tabla 5.21 se
indican los porcentajes de base de datos necegarasidentificar al menos un compuesto
representativo de cadscaffold Los métodosligand-based identifican el grupo de las
indolinonas en posiciones mas retrasadas, miegtraen eldocking el grupo mas retrasado
son las anilinoquinazolinas y fenilbenzimidazoles.este sentido, existe una complementacion
deseable entre ambas estrategias.
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Tabla 5.21. Porcentaje de Base ACTIV_1 cribada para que al memorepresentante activo de
cada uno de los semaffoldssea recuperado. Comparacion entre métdigamd-basedy structure-
based

2fgi
PD Naph Urea Indol Phen Anil
MODEL3ALIGNED 0.0 0.8 05 185 3.6 0.1
MODEL4ALIGNED 0.3 0.6 1.1 153 5.1 0.1
CATS3D 22 5.7 0.0 86 191 34
MOE_MODEL 0.0 0.1 00 74 3.1 2.4
FGFR CHEMSCORE-RESTRAINTS-RESCORE 0.6 1.0 0.1 0.1 481 65.3
FGFR AUTODOCK 0.6 0.7 0.7 09 16.4 1.2

PD: pirido[2,3d]pirimidinas, Naph naftiridin-2(1H)-onas, Urea: 7-alquilurea pirido[2,3]pirimidinas, Indol:
indolin-2-onasFenil: 1-fenilbenzimidazoles ¥nilino: 4-anilinoquinazolinas. Los nimeros en negritaesponden
al peor caso, es decir, el porcentaje de basetds dedenada necesario para recuperar al menaptesentante de
cada uno de losores

5.5. Filtrado prospectivo de las quimiotecas BIB_QOx BIB_Amino y BIB_Hidro

En base a las prediccionkgand-basedapartado 4.15), se opta por realizadetkingde las
quimiotecas BIB_Amino y BIB_Hidro (71280 compue3tatesestimandose BIB_Oxo, ya que
son estas dos las que presentan msgaringde similitud.

Como estructura de quinasa, se escoge FGFR (aigi)et programa GOLD y el protocolo
CHEMSCORE-RESTRAINTS-RESCORE, que es el que mejarosnporta desde el punto de
vista de enriquecimiento, en lugar de AUTODOCK, ggeel qgue mejor se comporta desde el
punto de vista de diversidad geaffold(ya que en este casoseglaffoldes compartido entre las
quimiotecas). Tras alockingde estos 71280 compuestos, se seleccionan loprithéros de
mayor funcion descoring De ellos, 78 compuestos compartescffold4-hidro (BIB_Hidro)

y 22 pertenecen a BIB_Amino.

Se analiza el solapamiento existente entre las@efees de 100 compuestos identificados
separadamente por cada uno de los 6 métodos: MOBBUO CATS3D-PD173074,
CATS3D-SU5402, MODELSALIGNED, MODEL4ALIGNED vy eflockingfrente a 2fgi. Del
total de 600 compuestos, Unicamente se solapanniumstos entre MOE_MODEL vy
CATS3D-SU5402 asi como 28 compuestos ente MODELGAIED y MODEL4ALIGNED.
Asi, en total quedan 570 compuestos diferentes.

Ademas, se analiza la frecuencia de aparicion da aaos de los restos RR’ (Figura 5.30)

en el total de los 570 compuestos seleccionadgrr@i5.31). Del total de 165 y 216 restos
respectivos, los distintos filtrados incluyen 8648 de ellos, respectivamente. Se observa cdmo
existen restos con una mayor frecuencia de aparigié los restantes.

o N NN o N__N_N o N NN
A h A > A h
‘ Y R, m R, ‘ Y R,
N NH ~N
Ra R, R4
H  NH H O H H

2

52 53 54
Figura 5.30. Estructura de los sistemas 4-aminopirido[@y3fimidinicos 62),
4-oxopirido[2,3d]pirimidinicos 63) y 4-hidropirido[2,3d]pirimidinicos 64).
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Figura 5.31. Frecuencia de aparicion de los restos (ay Rb) R de las quimiotecas BIB_Amino,
BIB_Hidro y BIB_Oxo en las selecciones realizadais lnos métodobgand-based, structure-based

En base a todos estos filtrados y consideranddifecsiltades sintéticas, se estan analizando
actualmente aquellos de los 570 candidatos promigste deben ser sintetizados en un futuro
como potenciales inhibidores de tirosina quinasas.
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Capitulo 6.

Implementacién de unfingerprint de interaccion

Uno de los problemas que se encuentra etoekinges la evaluacion de las conformaciones
obtenidas de los ligandos. En este sentido, redaliaterés disponer de un método automatico
que pueda evaluar la calidad de la reproduccidiosienodos de unién, evitando la inspeccion
visual de los diferentes compuestos.

Recientemente se han disefiado uimagerprints de interaccionlgteraction fingerprints IFs)

que facilitan la representacion y el analisis deiféeracciones tridimensionales entre proteina y
ligando’** Particularmente, se han mostrado muy Utiles gmaglesado de las resultados de un
dockingy en el cribado virtual. De hecho, una de sus gré® aplicaciones se encuentra en el

campo de los inhibidores de proteina quinasas retamente la quinasa p38.

Estos métodos codifican los contactos proteinaxtigaen cadenas de bits cuya longitud se
deriva del nidmero de atomos de la proteina diarseptes en su cavidad de union.
Tipicamente, para cada interaccion particular (fauede hidroégeno, contacto hidrofébico

vdW...) detectada entre un atomo del ligando y lagina, se activa (1) el correspondiente bit
del atomo o residuo implicado del receptor (Figudg.

Puente de Hidrégeno Contacto vdW
Leul00 Lys101 Leul00 Lys101
N | ..|CD1CD2l N | ... | O |NZ| ...| ... | N | .. |CD1CD2| N | ... | O INZ]| ...
o|..lojo|o|..|l1]o0|.|..|O].|2|0|lO]..]0]|O
Figura 6.1. Representacion esquematica de la derivacion diegerprint de interaccion.

Las diferentes implementaciones varian en funceéodmo definen la cadena de bits, el tipo de
interacciones que consideran y como las evaltuan:

« La propuesta inicial de Deng y colaboradbte%? opera a nivel de residuos. Una vez
identificados aquellos residuos que conforman tab sictivo, se detectan los contactos
hidrofobicos y los puentes de hidrégeno existeatesl complejo proteina-ligando. Cada
residuo del receptor incluye 7 bits asignablesste gposibles tipos de interacciones: i) si
estd en contacto con el ligando, ii) si particifggia atomo de la cadena principal, iii) si
participa algun 4&tomo de la cadena lateral del aatiido, iv) si se trata de una interaccién
polar, v) si se trata de una interaccion no pofdrsi el residuo de la proteina actia como
aceptor de puente de hidrogeno y vii) si actia cdador de puente de hidrégeno. Con
ello, la longitud defingerprint equivale al nimero de residuos definidos como sittivo
multiplicado por siete.

«  Muy poco tiempo después, Kelly y Manc¥farasladaron el concepto inicial basado en
residuos a uno basado en atomos. Tras definiekiduos contenidos dentro de 6 A de un
ligando co-cristalizado, se identifican los contagbor puente de hidrégeno que activaran
el bit correspondiente del atomo de la proteinalguestablece. Ademas, no se limita a
definir existencia de contacto (1) o ausenciagi®)p que se pondera la importancia de las
interacciones detectadas considerando diversasiaq@aaones.
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+  Mpamhanga y Willé¢f® desarrollan una nueva aproximacion basada eretadé que no
todos los posibleleadstienen porqué presentar el mismo modo de uniérejoempuesto
de referencia, sino que pueden compartir muchosvasotde interaccion similares.
Desarrollan tres IFs, cuya longitud viene dadaglarimero déneavy atomslel sitio de
union comprendidos dentro de un radio desde aldigdtipicamente 10 A).

¢ HIF: basado en puentes de hidrégeno. Una posibdeaircion por puente de
hidrogeno se detecta, activandose el correspomrdigintel atomo del receptor,
si el par aceptor-hidrogeno polar se encuentrazadistancia inferior a 3 A 'y
con un angulo inferior a 90°.

¢ CIF: basado en contactos hidrofébicos. Se activhitetorrespondiente del
atomo del receptor si estd implicado en una intdbac por contacto
hidrofébico con el ligando. Esta se define paralquiar par de atomos
diferentes de hidrégeno, que no participen en aterdccion por puente de
hidrogeno, situados a una distancia inferior aitaasde sus radios de vdW.

¢ CHIF: combinacion de los dos anteriores.

Para posibilitar la descripcion de multiples modesunion, se combina la informacion de
varios complejos cristalograficos en un Unfoagerprint de referencia a partir de un
andlisis ponderado de la frecuencia de los cordadttectados en varias estructuras de
referencia.

Una vez codificada la informacion, se realiza uasgbieda de similitud frente a tingerprint

de referencia, tipicamente calculado para un cgmmestalografico. Asi, se comparan los
fingerprints derivados para cada una de las conformacionesdis fos compuestos de una
guimioteca tlockeada” (acoplada) frente a la proteina diana cofirglerprint de referencia
usando los coeficientes de similitud descritos leapartado 1.10.1. De hecho, este valor de
similitud oscoringse puede utilizar en el cribado virtual de diveifesmas:

* De todas las conformaciones de un ligando concsetgelecciona aquella que presenta
mayor similitud a la conformacién de referenciaitécio estructural o de similitud).
Posteriormente se ordenan los compuestos (Unicarfeerbnformacion éptima escogida)
en funcion de su funcion deoringdel docking(criterio energético).

e« Se selecciona la conformacion optima de un ligapdos compuestos se ordenan en
funcidn delscoringde similitud obtenido.

* Se combina ekcoring de similitud con elscoring de docking en una Unica funcion
utilizada tanto para evaluar la mejor conformaaiéncada ligando como para realizar el
ranking de los compuest&S.

En este capitulo se presenta una nueva propuestacpdificar los modos de unién de un
ligando y proteina en ufingerprint basado en el concepto de pares atomicos (apdttads).

En la siguiente seccion se describe su implemeantaEil método se valida en el cribado virtual
frente a tres dianas terapéuticas: i) el receptde estrégeno, ii) FGFR vy iii) la transcriptasa
reversa del HIV. En los tres casos, los resultagosomparan con los obtenidos aplicando el
fingerprint CHIF introducido por Mpamhanga, que fue validadiginalmente en el cribado
virtual retrospectivo de antagonistas del receptde estrégend'
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6.1. Descripcion defingerprint propuesto: IFbAP

Esta aproximacién considera enfiglgerprint la posicion relativa de los pares de parejas de
atomos que interacttan, en lugar de la localizaai®moluta de una interaccion.

En funcion del tipo de contacto que establece urdpgtomos proteina-ligando, estos atomos
de la proteina y el ligando se anotan respectiveaneomo dador de puente de hidrégeno,
aceptor de puente de hidrogeno o hidrofébico. Salizam todos los posibles pares de
interacciones detectados, clasificAndose en fund@la naturaleza de la interaccién. En total
existen seis posibles combinaciones de paresdipasntactos de interaccion (Figura 6.2.a).

Para cada par de interacciones detectadas en @lgomse mide la distancia entre los dos
atomos del receptody) y la distancia entre los dos atomos del ligartifp(Figura 6.2.b). Cada
una de estas distancias incrementa una cuentalgin dividido en siete rangos, extraidos de la
referencia de Maséf y que corresponden los rangos de distancias (A3:5], [2.5-4], [4-6],
[6-9], [9-13], [13-18] y [>18]. La posicion del bibcupado (enumerado desde cero) queda
definida por ebin de ambas distancias (enumerado desde cero), kegémacion [6.1]:

Posiciondel bit = bin (d,) + 7 [bin (d,) [6.1]

La longitud final defingerprint corresponde al nimero de combinaciones posiblggudss de
tipos de contactos de interaccion (seis) y las d#iomes del esquema dénning para las
distancias del ligando (siete) y las distanciasrdeeptor (siete). Asi, dingerprint total se
compone de %$7x7=294 bits.

Hidrofébico-FP —Hidrofébico-L Hidrofébico-P —Hidrofdhico-L

l d1 r[ d2 d1 d2
Hidrdfébico-P —Hidrofobico-L  Aceptor-P —Donor-L / Ligando
Aceptor : .
. L . L —az (lj Hidrofébico
Hidrofébico-P— Hidrofébico-L  Aceptor-P — Donor-L | O
di d2 d1 d2 Donor Mg .
Dondr-P — Aceptor-L Dondr-P — Aceptor-L 4= Q Hidrofcbico
Proteina
Aceptor-P  — Donor-L Donor-P — Aceptor-L
d1 d2 d1 d2
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Figura 6.2. (a) Seis posibles combinaciones de pares de atierses que definen un conjunto de

49 bits (7 por cada distancia). (b) Codificaciohmi de interacciones a partir de las distanciedidas
entre los dos atomos de la proteida ¢ del ligando @,) que participan.

En la Figura 6.3 se esquematiza el proceso de @gderde urfingerprint para el caso del
complejo de 8-cloro-TIBO con la transcriptasa reaedel HIV-1. Para un par de interacciones
detectadas, contacto de vDW entre el atomo CD1ed®y un carbono de 8-cloro-TIBO y un
puente de hidrégeno entre el oxigeno carbonilicd.yd&’" y el nitrégeno de 8-cloro-TIBO
(Figura 6.3.a), se mide las distancias correspoteeentre los dos atomos de la proteina
implicados @) y entre los dos atomos del ligandp) (Figura 6.3.b).
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Leu 100

vDW

Contact

8-chloro-TIBO

y a z
( ; H-Bond
- N
a b
Figura 6.3. Esquema de la generacidnfaerprintspara el caso del complejo entre 8-cloro-TIBO

y la HIV-1 transcriptasa reversa. (a) Identificacide los contactos existentes. (b) Medida de las
distancias implicadas para cada par de interacgione

En la Figura 6.4 se muestra el correlogramafidgerprint obtenido para el complejo 2fgi de
FGFR co-cristalizada con PD173074. Como seria abjgerel mayor nimero de interacciones
hidrofébicas existentes hace que el sector de d&tgsimeros bits obtenga un mayor namero
de cuentas que, por ejemplo, la Unica cuenta datriateraccion entre un aceptor-dador,
correspondiente a las dos interacciones por puntedrogeno entre PD173074 con AfaEn
este sentido, se han construido tdirigerprintssin normalizar, como el mostrado en la Figura
6.4, comdingerprintsnormalizados entre 0 y 1, dividiendo por el vat@ximo defingerprint

i T

49 196 245 294

o

HYD HYD HYD Aceptor Donor  Donor
HYD Aceptor Donor  Aceptor Aceptor Donor

Figura 6.4. Correlograma ddingerprintdel complejo PD173074 en FGFR (estructura 2fgi)

Este método se implementa en el programa MOE, egudge SVL. Para definir las
interacciones, se utiliza la funciqmo_Contactsde MOE, que utiliza la funcién de Stickie
para definir los puentes de hidrogeno y los coatabidrofobicos se determinan con un valor
limite de 4.5 A.

En adelante se denomina a eltgerprint IFbAP (nteraction Fingerprint based on Atom
Pairs).

Como se ha comentado, también se implementa en MDIEngerprint descrito por
Mpamhang4"®, atendiendo fidedignamente a su descripcion. Bérésfingerprints propuestos
por estos autores (HIF, CIF y CHIF), es CHIF el gbgene mejores enriquecimientos, por lo
que Unicamente se considera éste. La determindeifws puentes de hidrégeno y los contactos
hidrofébicos sigue la implementacion de la fungido_Contacteen MOE. En este sentido, la
implementacion realizada difiere de la originalpalconsiderapro_Contactseexactamente las

250



Capitulo 6. Implementacion de fingerprint de interaccion

mismas definiciones para los atomos como posibsores y aceptores. En principio, se
parametriza internamente el valor del radio denit#éin del sitio activo (10 A).

6.2. Sistemas dscoring considerados en el cribado virtual

Una vez calculados logingerprints para la base de datadockeaday una referencia
cristalografica, se utilizan dos sistemassdering para evaluar la mejor conformacion de cada
ligando y ordenar los compuestos.

« Los coeficientes de similitud tradicionales (apdwtal.10.1): coeficiente de Tanimoto,
distancia Euclidea, distancia Manhattan iehple matchingeste altimo corresponde a la
suma de los bits puestos a uno y comunes paraokifinderprintsa ser comparados, es
decir, el numerador del coeficiente de Tanimoto.aHalante se referird a este sistema de
scoringcomo SCOREL1, especificando en cada caso el cexatiicitilizado.

+  Siguiendo la idea de Mpamhaf§ase calcula una segunda seriesderesresultantes de
la multiplicacién de la funcion decoring del dockingy delscoringde similitud. Para los
coeficientes de asociacion (Tanimot&iynple matching dado que un mayor valor indica
mayor similitud, la multiplicacion es directa. Pé&ra coeficientes de distancia (Euclidea y
Manhattan), dado que a mayor similitud se obtienenanor coeficiente, la multiplicacion
no es directa y se deberia invertir la tenden@aténdo el valor de similitud a un valor
méaximo). Por simplicidad, no se han consideradosesitimos coeficientes en este
segundo esquema d&oring En adelante se refiere a este sistema como SCORE2
especificando en cada caso el coeficiente utiliZ&daitomo oSimple matching

Los resultados se comparan con los obtenidos artifia el criterio Unico de la funcién de
scoringdel docking

6.3.  Aplicacion al cribado virtual de antagonistaslel receptora de estrogeno

Se analiza el comportamiento de edingerprintsen el mismo caso de estudio utilizado por
Mpamhang&”, en eldata setde inhibidores del receptor de estrogeno (ER. El principal
objetivo en este caso es constatar si la implero@malelfingerprint CHIF en este trabajo se
adecua a la descrita en la referencia original.

Siguiendo el procedimiento descffth se considera como estructura de referencia eplegon
de ERx con el 4-hidroxi-tamoxifeno (4HT), correspondieatéa entrada PDB 3ert (resolucion
1.9 A)**’ Se eliminan las aguas y se genera directamefitegefprint de referencia sobre este
complejo.

La base de datos del cribado virtual se componé&Qdenoléculas activas Bissantz active
set*?) y 490 moléculas seleccionadas aleatoriamentecagllogo Maybridge, todas ellas
asumidas como inactivas y con propiedades 1D fwawdis hacia los activos. Egieol de
inactivos difiere del utilizado por Mpamhanga (taémbde 490 compuestos), aunque cabe
destacar que estos autores realizaron los céalgams trespools de inactivos sin encontrar
diferencias notables entre ellos, por lo quariori no es esperable que la modificacién bl

de inactivos trascienda. Las estructuras de losohfpuestos activos se muestran en la Figura
6.5. Las propiedades 1D de amiposlisse listan en la Tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Propiedades 1D dpbol de activos e inactivos de la base de datos.
Peso Molecular b_1rotN a_acc a_don
10 Activos 458.8 (67.1) 11.3 (4.3) 3.6 (0.8) 1.67)0
490 Inactivos 465.1 (16.2) 8.5(3.1) 4.2 (1.8) 0.9)

b_1rotN nimero de enlaces rotablasacc nimero de aceptores, don nimero de dadores.

OH

O or

S XS
(@] [‘\|/\/\
HO o
Raloxifeno ICI1-164384 4-hidroxi Tamoxifeno
68 69 70

A 57
(J o

Nafoxideno LY-326315 EM-343

71 72 73
OH

O‘ (CHy,
HO <\lj

LY-357489 ZK-11901
74 75
CF
cry 0
|
O
AT A
HO OH
RU-58668 Sumitomo bifenol
76 77
Figura 6.5. Antagonistas de ERRque conforman gbool de activos. El 4-hidroxi tamoxifeno es la

estructura de referencia co-cristalizada en & di¢i union (entrada PDB 3ert).
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Se realiza etlockingde estos 500 compuestos frente a 3ert (tras ayiaelajar la posicion de
los hidrogenos) con el programa GOLD 3.0.1 y laciitin descoring GOLDSCORE. Para cada
compuesto se requieren #iockingsindependientes (conférmeros), con un valor maxdeo
100.000 operaciones genéticas y un tamafio de pablatel algoritmo genético de 100
cromosomas. El resto de parametros de GOLD se emantior defecto. La cavidad de union se
define a partir de un residuo situado en la cavidedinion (Letf®) y con un radio de 10 A,
activandose el algoritmo de deteccion de cavidad.

En la Figura 6.6 se muestran las curvas de eniigiggto presentadas por Mpamhanga en el
cribado virtual con elingerprint CHIF, ordenando los compuestos por similitud deerge al
fingerprintde referencia (SCOREL, Figura 6.6.a) u ordenangmosg! producto de su similitud

y el valor de GOLDSCORE (SCOREZ2, Figura 6.6.b)aRaalzar la parte inicial de la curva, se
representa en el eje de abcisas el porcentajesdedeadatos cribada en escala logaritmica.

8

~=GOLD Fitness

—BMS-Simple matching [CHIF)

== BMS-Euclidean Distance (CHIF)

= BMS-Tanimate (CHIF)

8 8 & 8 8 3 8 8

100
90 ==GOLD Fitness score I_I |:|
80 |

~— GOLD_BMB-Matching (CHIF)

9 —GOLD_BMB-Euciidean (CHIF)

60
—— GOLD_BM B-Tanimoto (CHIF)

50 b

40

30

20

10 4

0 T 1
0.1 1 10 100

Figura 6.6. Curvas de enriquecimiento presentadas por Mpanahatilizando effingerprint CHIF

y ordenando los compuestos segun (a&cetingde similitud, SCOREL y (b) el producto deloringde
similitud y el valor de la funcién diitnessde GOLDSCORE, SCORE?2. Los diferentes coeficiedies
similitud utilizados corresponden Simple matchingrojo), distancia Euclideaagu)) y coeficiente de
Tanimoto yerdg. La curva de enriquecimiento obtenida con GOLD®EGe muestra en naranja. El eje
de abcisas es la escala logaritmica del porcedmjdase de datos cribada y el eje de ordenadas
corresponde al porcentaje de activos encontradisaio de [445].

En la Figura 6.7 se muestran las curvas de eniiigiggto obtenidas con la implementacion del
fingerprint CHIF en este trabajo (Figuras 6.7.a y 6.7.b). 8®iva cdmo no existen diferencias
significativas con los resultados mostrados enidark 6.6, por lo que se da por validada la
implementacion realizada, a pesar de las difersraida definicion de puentes de hidrégeno y
contactos hidrofébicos. Se muestran también en fegiaa, las curvas de enriquecimiento
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obtenidas con la implementacion de IFbAP sin namaa(Figuras 6.7.c y 6.7.d) y normalizado
entre 0y 1 (Figuras 6.7.e y 6.7.1).
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CHIF SCORE1 q
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Figura 6.7. Curvas de enriquecimiento obtenidas ercrdbado de inhibidores de ERx con la

implementacién en MOE de (a) CHIFsgoring de similitud (SCOREL1). (b) CHIF y el producto de
scoring de similitud y el valor de la funcién dénessde GOLDSCORE (SCORE2). (c) IFbAP sin
normalizar y SCOREL. (d) IFbAP sin normalizar y SRE2. (e) IFbAP normalizado y SCOREL1. (f)
IFbAP normalizado y SCOREZ2.

Los diferentes coeficientes de similitud utilizadosrresponden &imple matchingrojo), distancia
Euclidea 4zu), coeficiente de Tanimotovérde y distancia Manhattanrdsa). Cribado virtual con
GOLDSCORE faranja) y cribado aleatorionggr9.
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Aunque IFbAP permite recuperar los compuestos poim& de una seleccién aleatoria, el
enriquecimiento generado considerando Unicamengariditud al fingerprint de referencia se
sitla por debajo del enriquecimiento obtenido eofuihcién descoringGOLDSCORE (Figuras
6.7.c y 6.7.e). La combinacion de los criteriossthailitud y energético (SCORE2) alcanza
rendimientos superiores a los obtenidos Unicamerteel criterio energético (Figuras 6.7.d y
6.7.f). Sin embargo, aun considerando SCORE2, IFhéRIcanza el elevado rendimiento de
CHIF en el primer 1-2% de base de datos cribadajaisi a porcentajes superiores.

Respecto a la normalizaciébn, no se observa unaetera definitiva. Mientras que para
SCOREL1 la normalizacion empeora el comportamidrigufa 6.7.cversusFigura 6.7.e), para
SCORE?2 tiene un efecto positivo (Figura 6 MedsusFigura 6.7.1).

En la Tabla 6.2 se muestran los factores de eruimignto en el primer 2%, 5% y 10% de base
de datos cribada. El valor @& méaximo es de 50 (500/10). En negrita se muesprams, cada
porcentaje, el valor maximo encontrado. Se obseérmo CHIF con SCORE2 es el optimo
claramente y como IFbAP con SCOREL no discrimimabian entre activos e inactivos como
lo hace el criterio energético décking(GOLDSCORE), aunque su comportamiento mejora al
combinarse con el criterio energético dabcking (IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-
SIMPLE_MATCHING versusGOLDSCORE).

Tabla 6.2. Factores de enriquecimientef)(en el primer 2%, 5% y 10% de base de datos aibad
2% 5% 10%
GOLDSCORE docking 15 10 7
CHIF-SCORE1-TANIMOTO 15 10 6
CHIF-SCORE1-SIMPLE_MATCHING 25 12 8
CHIF-SCORE1-EUCLIDEA 15 10 6
CHIF-SCORE1-MANHATTAN 15 10 6
CHIF-SCORE2-TANIMOTO 25 12 7
CHIF-SCORE2-SIMPLE_MATCHING 30 14 8
IFbAP-SCORE1-TANIMOTO 10 4 4
IFbAP-SCORE1-SIMPLE_MATCHING 0 6 4
IFbAP-SCORE1-EUCLIDEA 10 4 2
IFbAP-SCORE1-MANHATTAN 0 4 3
IFbAP-SCORE2-TANIMOTO 20 10 8
IFbAP-SCORE2-SIMPLE_MATCHING 20 10 7
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-TANIMOTO 0 2 2
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-SIMPLE_MAT 10 6 5
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-EUCLIDEA 0 4 2
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-MANHATTAN 0 0 2
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-TANIMOTO 10 6 5
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-SIMPLE_MAT 20 14 8

6.4. Aplicacién al cribado virtual de inhibidores e FGFR

Se analiza la bondad de los dogyerprints (CHIF e IFbAP) en el cribado virtual frente a

tirosina quinasas. Se escoge el cribado virtuatpokingcon AUTODOCK de la base de datos

Base_Maybridge frente a la estructura 2fgi de FGiRrtado 5.2.4). Base_Maybridge contiene
288 inhibidores de FGFR y 4342 presuntos inactixtsaidos del catalogo Maybridge.
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Tanto para CHIF como para IFbAP, se adopta chngerprint de referencia el calculado para
el complejo de FGFR con PD173074 (entrada PDB .2fgi)

En la Figura 6.8 se muestran las curvas de eniigiggto obtenidas para los dibsgerprintsy
bajos los dos sistemas deoring propuestos. En este caso particular, CHIF con SEIORD
recupera compuestos activos a una tasa supersdal Icriterio energético de AUTODOCK
(docked energy aunque se situa por encima de una selecciotoebteéFigura 6.8.a). Combinar
las medidas de similitud de CHIF con la funciérsderingdel dockingequivale practicamente
a la discriminacion que efectla el criterio endgcgépor si solo (Figura 6.8.b).

El mismo comportamiento se observa coriirgderprint IFbAP, tanto normalizado como sin
normalizar. De hecho, las medidas de similitudldetidas con estiingerprint establecen un
ranking de la base de datos que discrimina peoretjueétodo CHIF (Figuras 6.8.c y 6.8.e
versus6.8.a). Esto se puede apreciar en los valoressd@adtores de enriquecimiento mostrados
en la Tabla 6.3 para el primer 2%, 5% y 10% de das#atos cribada. En este caso, el valor de
ef maximo tedrico es de 16.1 (4630/288).

Tabla 6.3. Factores de enriquecimieng&f)(en el primer 2%, 5% y 10% de base de datos aibad
2% 5% 10%
GOLDSCORE docking 8.0 5.4 3.9
CHIF-SCORE1-TANIMOTO 2.6 2.1 1.6
CHIF-SCORE1-SIMPLE_MATCHING 2.6 5.0 2.5
CHIF-SCORE1-EUCLIDEA 2.1 3.0 1.5
CHIF-SCORE1-MANHATTAN 2.1 3.0 1.5
CHIF-SCORE2-TANIMOTO 6.9 5.0 3.7
CHIF-SCORE2-SIMPLE_MATCHING 9.2 5.0 4.2
IFbAP-SCORE1-TANIMOTO 2.6 2.0 2.0
IFbAP-SCOREl-SIMPITE_MATCHING 1.6 1.8 1.9
IFbAP-SCORE1-EUCLIDEA 2.1 1.9 1.7
IFbAP-SCORE1-MANHATTAN 1.6 1.2 0.9
IFbAP-SCORE2-TANIMOTO 6.4 4.7 35
IFbAP-SCORE2-SIMPLE_MATCHING 4.5 3.9 35
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-TANIMOTO 2.6 1.7 1.5
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-SIMPLE_MAT 3.3 2.0 2.3
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-EUCLIDEA 1.6 1.3 1.3
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-MANHATTAN 1.4 1.0 1.1
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-TANIMOTO 6.2 4.7 3.0
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-SIMPLE_MAT 6.9 5.1 3.6
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Figura 6.8 Curvas de enriguecimiento obtenidas errédado de inhibidores de FGFRcon la

implementacién en MOE de (a) CHIFsgoring de similitud (SCOREL1). (b) CHIF y el producto de
scoringde similitud y el valor de la funcion diocked energge AUTODOCK (SCORE2). (c) IFbAP sin
normalizar y SCOREL. (d) IFbAP sin normalizar y SRE2. (e) IFbAP normalizado y SCOREL1. (f)
IFbAP normalizado y SCOREZ2.

Los diferentes coeficientes de similitud utilizadosrresponden &imple matching(rojo), distancia
Euclidea 4zul, coeficiente de Tanimotovérdg y distancia Manhattarrdsa). Cribado virtual con la
funciondocked energge AUTODOCK faranja y cribado aleatoriongegrg.
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6.5  Aplicacién al cribado virtual de inhibidores dela transcriptasa reversa

El tercer caso de estudio donde se aplican estgerprints es para el cribado virtual

retrospectivo de inhibidores de la transcriptasansa (RT) del HIV-1. En los Ultimos afios se
han identificado un gran nimero de compuestos qhéen el sitio alostérico de RT,

denominadosion-nucleoside reverse transcriptase inhibitGdNRTIS).

El pool de activos contiene 18 NNRTIs, extraidos de laregfcia [220], cuyas estructuras se
muestran en la Figura 6.9. Bbol de inactivos se compone de los mismos 490 commiest
incluidos en el cribado de inhibidores decER@partado 6.3). Aunque no se realiza un esfuerzo
adicional por focalizar las propiedades 1D plebl de inactivos hacia las de los activos (Tabla
6.4), cabe destacar que las estructuras en puntEporecidas por elockinglo serian en este
caso las inactivas (las de mayor peso molecular).

Tabla 6.4. Propiedades 1D dpbol de activos e inactivos de la base de datos.
Peso Molecular b_1rotN a_acc a_don
18 Activos 323.3(43.6) 6.7 (3.1) 2.6(1.2) 1.17§0.
490 Inactivos 465.1 (16.2) 8.5(3.1) 4.2 (1.8) 0.9)

b_1rotN namero de enlaces rotablasacc nimero de aceptores, don nimero de dadores.

Como estructura de referencia se considera el &onge RT con el inhibidor 8-cloro TIBO
(87), correspondiente a la entrada PDB 1uwb (resaiugid Af*® (Figura 6.3).

Se acondiciona la estructura de RT pardoekingde la base de datos con el programa GOLD,
manteniéndose las dos subunidades que componeh (pa8 y p51) y eliminando el 8-cloro
TIBO. Se afiaden los hidrogenos y se relajan susiposs (apartado 5.1.1) con el programa
MOE.

Se realiza etlockingde estos 508 compuestos frente a 1uwb con elgragGOLD 3.0.1y la
funcién descoringGOLDSCORE. La cavidad de unién se define a pagtias coordenadas del
carbonilo de Ly¥", con el que 8-cloro TIBO establece un puente dedbeno, con un radio de
10 A. Los restantes parametros son similares ddseritos en el apartado 6.3.

Tras eldocking se calculan lo§ingerprints CHIF e IFbAP para todas las conformaciones de
todos los compuestos. En la Figura 6.10 se muekisacurvas de enriquecimiento al ordenar
los compuestos segun su similitud fahgerprint de referencia (SCORE1) y segun la
combinacion de criterios de similitud y energéti€@ORE2). En la Tabla 6.5 se muestran los
factores de enriquecimiento obtenidos en el prid3¢r 5% y 10% de base de datos cribada. El
enriquecimiento maximo teorico es de 28.2 (508/18).

En este caso, dockingpor si solo no funciona nada bien, quedando piasiede una seleccion
aleatoria (curva naranja en las graficas). La bédgude similitud con logdingerprints
(SCORE1) permite discriminar satisfactoriamentegeesgsbmpuestos activos e inactivos, tanto
con CHIF (Figura 6.10.a) como con IFbAP normalizgéiigura 6.10.c) o sin normalizar
(Figura 6.10.e). Sin embargo, de nuevo los resodtadn mejores con CHIF que con el método
propuesto (IFbAP). En los tres casos, obviamemhtechuir el criterio energético en storing
(SCORE2), disminuyen los enriquecimientos (Fig@.d9.b, 6.10.d y 6.10.f).

Considerando la normalizacion, se constata de nlgevValta de consenso. Por ejemplo, con
IFbAP sin normalizar y SCORE1 (Figura 6.10.c), ¢dogficientes que mejor se comportan son
la distancia Manhattan y Euclidea. Al nhormalizag(iFa 6.10.e), el coeficien®&mple matching
los supera.
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TIBO (87) es la estructura de referencia co-cristalizadel sitio de unién (entrada PDB 1luwb).
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Figura 6.10 Curvas de enriquecimiento obtenidas encibado de inhibidores de RT con la
implementacién en MOE de (a) CHIFsgoring de similitud (SCOREL1). (b) CHIF y el producto de
scoring de similitud y GOLDSCORE (SCORE2). (c) IFbAP siormalizar y SCOREL. (d) IFbAP sin
normalizar y SCOREZ2. (e) IFbAP normalizado y SCORB1IFbAP normalizado y SCORE2.

Los diferentes coeficientes de similitud utilizadosrresponden &imple matchingrojo), distancia
Euclidea 4zul, coeficiente de Tanimotovérde y distancia Manhattarrdsa). Cribado virtual con la
funcion GOLDSCORETraranja y cribado aleatorionegro.
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Tabla 6.5. Factores de enriquecimientef)(en el primer 2%, 5% y 10% de base de datos aibad
2% 5% 10%

GOLDSCORE docking 0.0 0.0 0.6

CHIF-SCORE1-TANIMOTO 7.7 4.3 3.9
CHIF-SCORE1-SIMPLE_MATCHING 12.8 54 6.1
CHIF-SCORE1-EUCLIDEA 7.7 7.6 3.9
CHIF-SCORE1-MANHATTAN 7.7 7.6 3.9
CHIF-SCORE2-TANIMOTO 0.0 1.1 2.8
CHIF-SCORE2-SIMPLE_MATCHING 0.0 2.2 2.2
IFbAP-SCORE1-TANIMOTO 2.6 1.1 2.8
IFbAP-SCORE1-SIMPLE_MATCHING 0.0 0.0 1.1
IFbAP-SCORE1-EUCLIDEA 2.6 3.3 2.8
IFbAP-SCORE1-MANHATTAN 51 4.3 3.3
IFbAP-SCORE2-TANIMOTO 2.6 1.1 1.7
IFbAP-SCORE2-SIMPLE_MATCHING 0.0 1.1 1.1
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-TANIMOTO 2.6 1.1 1.7
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-SIMPLE_MAT 2.6 7.6 3.9
IFbAP_NORMALIZADO-SCOREl-EUCLiDEA 0.0 1.1 1.7
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-MANHATTAN 2.6 3.3 1.7

IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-TANIMOTO 2.6 1.1 1.1
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-SIMPLE_MAT 2.6 1.1 3.3

Existen estructuras resueltas de 14 activos ctatirados con RT y 4 modelos teoricos
depositados en @&rotein Data Banktabulados en la Tabla 6.6) por lo que es facteste
caso realizar una medida de la RMSD entre las cmaitiones resultantes debckingy el
ligando correspondiente. Estos resultados se raswenela Figura 6.11. Se observa como
excepto para dos compuest®gy 91 que se sitian por debajo de 2 A, para el restigaledos

las conformaciones se encuentran mayoritariamentee 8 y 4 A. A la vista de la mala
prediccion del modo de union, no sorprende queilehdo virtual con GOLDSCORE sea tan
deficiente. El hecho de que Idimgerprints funcionen tan bien en este caso indica que se
conservan las interacciones principales, pese dagueonformaciones no estan perfectamente
orientadas (principalmente, considerando los rada de CHIF, procedimiento validado
externamente).

Tabla 6.6. Lista de inhibidores NNRTIs co-cristalizados coh YrRsus entradas PDB.
Compuesto Entrada PDB Técnica/resolucion Referencia
78 1hni Rayos-X. 2.80 A 449
79 lvru Rayos-X. 2.40 A 450
80 1fk9 Rayos-X. 2.50 A 451
81 1bgm Rayos-X. 3.10 A 452
82 1rvm Modelo teérico 453
83 lrvn Modelo tedrico 453
84 1rtl Rayos-X. 2.55 A 454
85 lvrt Rayos-X. 2.20 A 450
86 1tvr Rayos-X. 3.00 A 448
87 1uwb Rayos-X. 3.20 A 448
88 lrvp Modelo tedrico 453
89 1rt2 Rayos-X. 2.55 A 454
90 1rt3 Rayos-X. 3.00 A 455
91 1rt4 Rayos-X. 2.90 A 456
92 1rt5 Rayos-X. 2.90 A 456
93 1rt6 Rayos-X. 2.80 A 456
94 1rt7 Rayos-X. 3.00 A 456
95 1rvr Modelo tedrico 453
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Figura 6.11. RMSD de superposicion de todos los conférmerosnithds para cada uno de los 18
inhibidores de RT (Figura 6.8)

La mala prediccion del modo de unién podetkingafecta tanto al ranking de los compuestos
por el criterio energético (GOLDSCORE) como al congmiento de lofingerprints Asi, se
decide repetir los calculos para las conformaciaegl®s activos correctamente orientadas en el
sitio de union. Para ello, se superponen los cgowpleristalograficos (Tabla 6.6) frente al
complejo luwb, considerando Unicamente los resi@dlresledor del sitio alostérico de unién:
92-110, 227-236, 316-319 de la cadena A y 138 decddena B. Se transfieren las
conformaciones de los ligandos al sitio de uniériuleb. Las conformaciones de los inactivos
corresponden a las obtenidas eda@kingcon GOLDSCORE. Para las conformaciones de los
activos se recalcula el valor d&oring con GOLDSCORE y se recalculan los nuevos
fingerprints (CHIF e IFbAP). En la Figura 6.12 se muestrandass/as de enriquecimiento
obtenidas y en la Tabla 6.7 los nuevos factorendguecimiento.

Tabla 6.7. Factores de enriquecimientef)(en el primer 2%, 5% y 10% de base de datos aibad
2% 5% 10%

GOLDSCORE docking 0.0 0.0 0.8

CHIF-SCORE1-TANIMOTO 5.1 2.2 1.1
CHIF-SCORE1-SIMPLE_MATCHING 7.7 3.3 3.3
CHIF-SCORE1-EUCLIDEA 5.1 2.2 1.1
CHIF-SCORE1-MANHATTAN 7.7 4.3 2.2
CHIF-SCORE2-TANIMOTO 5.1 2.2 1.1
CHIF-SCORE2-SIMPLE_MATCHING 7.7 5.4 2.8
IFbAP-SCORE1-TANIMOTO 7.7 5.4 4.4
IFbAP-SCORE1-SIMPLE_MATCHING 7.7 3.3 1.7
IFbAP-SCORE1-EUCLIDEA 10.3 6.5 3.9
IFbAP-SCORE1-MANHATTAN 2.6 5.4 3.9
IFbAP-SCORE2-TANIMOTO 5.1 4.3 2.8
IFbAP-SCORE2-SIMPLE_MATCHING 7.7 4.3 2.2
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-TANIMOTO 7.7 5.4 5.0
IFbAP_NORMALIZADO-SCOREl-SIMPITE_MAT 2.6 2.2 1.7
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-EUCLIDEA 18.0 7.6 3.9
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE1-MANHATTAN 12.8 8.7 4.4
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-TANIMOTO 5.1 4.3 3.9
IFbAP_NORMALIZADO-SCORE2-SIMPLE_MAT 2.6 2.2 1.1
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Figura 6.12. Curvas de enriguecimiento obtenidas en ceilbado de inhibidores de RT
superpuestoscon la implementacion en MOE de (a) CHIBgpringde similitud (SCOREL1). (b) CHIF y

el producto descoringde similitud y GOLDSCORE (SCORE2). (c) IFbAP siormalizar y SCOREL1.
(d) IFbAP sin normalizar y SCOREZ2. (e) IFbAP norizedo y SCORE1. (f) IFbAP normalizado y
SCORE2. Las conformaciones de los activos correfpora las obtenidas por superposicién de los
correspondientes complejos cristalograficos frentewb.

Los diferentes coeficientes de similitud utilizadosrresponden &imple matching(rojo), distancia
Euclidea 4zul, coeficiente de Tanimotovérdg y distancia Manhattarrdsa). Cribado virtual con la
funcion GOLDSCOREHRaranja y cribado aleatorionegro.
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Se observa como en este caso, de nuevo el rankiablecido con la funcibon GOLDSCORE
opera mal, esta vez atribuyéndose la causa ad#fudescoringy no a la prediccion del modo
de unién. Sorprende el hecho de quéngerprint CHIF empeore su comportamiento respecto
al caso anterior (Figura 6.12varsusFigura 6.10.a), donde lgmsesproceden de udocking
con una RMSD de 3-4 A respecto a la conformacidstatografica. Por otra parte, el
comportamiento de IFbAP mejora considerablementgptnormalizado como sin normalizar
(Figura 6.12.osersusFigura 6.10.c y Figura 6.12versusFigura 6.10.e). Este comportamiento
seria el esperable, ya que en este caso las catiames corresponden a las obtenidas por
superposicion de las cristalograficas.

En conclusion, efingerprint IFbAP desarrollado, si bien discrimina compuestovos de
inactivos por encima de una seleccién aleatoriasencomporta tan bien como felgerprint
CHIF para la mayor parte de los casos, excepto fmr&ranscriptasa reversa con las
conformaciones de los activos superpuestas ervidachde union. Para ambos, la combinacion
del criterio de similitud con el criterio energéi@ermite incrementar el enriquecimiento,
excepto si las conformaciones dekckingson deficientes o si la funcion deoringse comporta
mal, como sucede en el cribado frente a la trgptsma reversa.

Parece que ambos métodos (CHIF e IFbAP) operarr mejoasos donde las interacciones en el
complejo son principalmente de tipo hidrofobicosalel recepton de estr6geno) que en
casos donde las interacciones béasicas entre ligaret®ptor son por puente de hidrégeno (caso
de FGFR). Esto puede asumirse principalmente ede$zripcion IFbAP, donde el mayor
namero de interacciones hidrofébicas adquiere m@soitancia que las interacciones por
puente de hidrégeno (véase Figura 6.4). Asi, cancde mejorar IFbAP, se podria plantear la
introduccion de algun tipo de ponderacién o escaljte permita incrementar el peso de las
minoritarias interacciones por puente de hidrégeno.
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Capitulo 7.

Prediccion de la Afinidad de Union

En este capitulo se estudia la prediccion de tadail de unidn para una serie de inhibidores de
FGFR (apartado 4.1). Como métodos de calculo degienkbre de unién se consideran tanto
las funciones empiricas implementadas en los damramas dedocking utilizados
(AUTODOCK y GOLD), como el método MM-PBSA/MM-GBSAedcrito en el apartado
1.4.2. Posteriormente, este método se aplica enbaldo virtual de una base de datos frente a
FGFR.

7.1. Prediccion de afinidad frente FGFR

La relacion entre I6 experimental (concentracion de ligando necesania mhibir un 50% la

actividadin vitro) y la energia libre de union se establece a pdetia ecuacion [7.1]. Mientras
que K (constante de inhibicion) %G si que presentan una relacién estrictamentel litea
correlacion entre Iy AG no es exactamente lineal.

AG = RTIn(IC,,) [7.1]

Asi, mas que predecir un valor absoluto de enedgiaunion, resulta mas interesante la
prediccion del ranking de las moléculas candidagdasdecir, su orden relativo. Existen dos
coeficientes que permiten cuantificar el grado aleetacién entre el orden de las moléculas en
funcion de su actividad calculada y experimental:

«  El coeficiente de correlacion de Spearmar)*tR(ecuacion [7.2]) calcula la correlacién
entre dos sets de rankings:

S
Rs =1_m [72]

donded; es la diferencia en la posicion en el ranking pera molécula candidata bajo dos
criterios de ordenaciénty es el nimero de objetos en el ranking, en estg ehsimero

de moléculas candidatas. Aqui, uno de los crites®oka afinidad de union experimental y
el otro es la energia de union calculada por unogslenétodos. En teoria, este coeficiente

adopta valores comprendidos entre -1 y +1, dondecorfesponde a una correlacion
perfecta, -1 a una correlacion inversa y 0 indicseacia de correlacion.

«  Elindice predictivoredictive indexPl), introducido por Pearlmérf

Plzzz\/vijci/zzwj [7.3]

> >
donde:

w, =[E(j) - E() [7.4]
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1 si|E(j) - E(i)|/|P(j) - P(i) <0
C, =1-1 si|E(j) - E()//P(j) - P(i) >0 [7.5]
0 silP(j)-P() =0

P(i) corresponde al valor d&oring (energia de union) asignado a una molécylar el
método correspondienteB(i) es el valor experimental (expresado comoptpkK)). Este
indice adopta valores comprendidos entre -1 y eln&en el caso de;R+-1 corresponde

a una correlacion perfecta 'y -1 a prediccionesrsasg mientras que 0 indica predicciones
completamente aleatorias. A diferencia deeRte coeficiente contiene un téermimg)(que
pondera la diferencia entre los valores de enexg@rimentales, reflejando asi el hecho
de que una funcidon deberia ser capaz de discerejornmentre aquellos cambios
estructurales que resulten en una mayor diferegrti unién. La convencion de signos
establecida en la ecuacion [7.5] debe revisardarendn de si se representasd€n lugar
de plGo 0 de cdmo es la funcidn energética (funcidsatring, es decir, si comprende un
rango de valores positivos o valores negativos.

Para realizar el estudio de prediccién de afinidadescogen 27 compuestos de la serie de
inhibidores pirido[2,3]pirimidinas, con actividades comprendidas en ungoade 4 6rdenes de
magnitud: con Ig, desde 30 nM a 13{8M (plCso de 4.8 a 7.5) frente FGFR. Todos ellos han
sido testados en las mismas condiciones experiteeniaas estructuras de estos inhibidores,
asi como su I§g (UM) frente a las tres quinasas PDGFR, FGFR y EGFRsestran en la
Tabla 7.1. Su numero de identidad corresponde #slestructuras incluidas en el Anexo 2 'y
R!, R’y R® se refieren a los tres puntos de sustituciorsciffoldmostrado en la Figura 7.1.

Como estructura cristalina del dominio tirosinangisa de FGFR se escoge 2fgi en base a los
resultados de prediccidon del modo de unién predemsteen el apartado 5.1 para estos
inhibidores del tipo pirido[2,8fpirimidinas.

7.1.1. Procedimiento para el calculo de energiadiies de unién

Se repite etlockingde estos 27 compuestos frente a FGFR (2fgi), rdiciones similares a las
descritas en el apartado 5.1.2 aunque incrementahduimero de conférmerosidqckings
independientes) de 10 a 100. Como funcionescdangprogramas ddockingse escogen:

e AUTODOCK. Se analizan cuatro combinaciones inigaleesultantes de aplicar dos
tamafios de malla (101x101x101 y 61x61x61) y doterm&s de cargas parciales:
Gasteiger-Marsili y AM1. Para la prediccion de afad se utiliza la evaluacion energética
binding free energySe analizan los resultados para el conférmereniféma energia
(docked energyasi como para el conformero de minima energitepeciente atluster
mas poblado.

e GOLD. Con los ocho protocolos descritos en el apart5.1.5. En el caso de aplicar la
funcion descoring GOLDSCORE para guiar elocking no es ésta la funcion utilizada
para calcular la energia de unidn, sino el resoltda aplicar la ecuacion [1.47], que es
para la que se ha obtenido una correlacion eritrieladl experimental y valor calculadb.
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Figura 7.1. Scaffoldde las estructuras de la Tabla 7.1.
Tabla 7.1. Estructuras de los 27 inhibidores consideradosl estudio de afinidad.'RR? y R® se

refieren a los tres puntos de sustitucionstelffoldmostrado en la Figura 7.4t: no testado.

|Cso (HM)

N° R R? R® PDGFR FGFR EGFR
1 NH2 2,6-diCIPhe Me 4.9 13 5.6
2 NHAc 2,6-diCIPhe Me 52 5.8 nt
3 NHMe 2,6-diCIPhe Me 6.2 2.5 7.5
4 NHEt 2,6-diCIPhe Me 4.0 0.96 4.5
5 NH-i-Pr 2,6-diCIPhe Me 3.2 0.70 >5
6 NH--Bu 2,6-diCIPhe Me 10.3 4.48 4.4
7 NH-c-Hex 2,6-diCIPhe Me 12.5 6.8 >50
8 NH(CH,),OH 2,6-diCIPhe Me 6.5 1.66 >5
9 NHCHPh 2,6-diCIPhe Me 23.8 14.0 >50

10 NH(CH)sNEt, 2,6-diCIPhe Me 8.9 13.9 14
11 NH(CH):Nmorfo® 2,6-diCIPhe Me 6.8 1.41 >5
12 NH(CH)sNpip(Me) 2,6-diCIPhe Me 2.8 0.38 8.7
13 NH(CH).Npip(Me) 2,6-diCIPhe Me 0.89 0.32 0.21
14 NH(CHy)sNpip(Me) 2,6-diCIPhe Me 0.71 0.24 45
15 NHCH-2-piridil 2,6-diCIPhe Me 4.8 3.21 >5
16 NHCH-3-piridil 2,6-diCIPhe Me 6.6 3.15 >5
17 NH(CH)-2-piridil 2,6-diCIPhe Me 9.3 6.53 >5
31 NHPh(3-OH) 2,6-diCIPhe Me 0.41 0.18 0.15
32 NHPh(4-OH) 2,6-diCIPhe Me 0.28 0.15 nt
33 NHPh(3-CHOH) 2,6-diCIPhe Me 0.21 0.08 0.09
39 NHPh(4-O(CH):NH; 2,6-diCIPhe Me 0.074 0.055 nt
41 NHPh(4-O(CH),NMe, 2,6-diCIPhe Me 0.096 0.034 nt
42 NHPh(4-O(ChH)sNMe, 2,6-diCIPhe Me 0.12 0.033 nt
43 NHPh(3-O(CH).NEt, 2,6-diCIPhe Me 0.103 0.032 nt
44 NHPh(4-O(CH).NEt, 2,6-diCIPhe Me 0.079 0.043 0.044
45 NHPh(4-O(CH).NEt, 2,6-diCIPhe Et 0.15 0.030 nt
51 NHPh(3-COOH) 2,6-diCIPhe Me 0.13 0.11 nt

Por otra parte se aplica el método MM-PBSA/MM-GBfgénte a la estructura de 2fgi. Como
se describe en el apartado 1.4.2, este métoddadcanergia libre de unién para una serie de
snapshotobtenidos por dindmica molecular. En este trabajoealiza para cada ligando una
Unica dinamica molecular de todo el complejo, adalilose dos condiciones diferentes de
solvatacion (apartado 1.3.6.2), cada uno de lofesuse realiza con diferentes versiones del
paquete AMBER, en funcién de la disponibilidad médmo:

« Solvente explicito (agua) en condiciones periédidas contorno con AMBER7. En
adelante referida como DIN-SOLEX.

* Solvente explicito en forma de cage aguasoap con una correccion para el campo de
reaccion de las aguas, sin aplicar condicionesogieas de contorno. Realizada con
AMBERS. En adelante referida como DIN-CAP.

El primer esquema requiere mas recursos computdemraunque conlleva un tratamiento mas
preciso del solvente y el uso del método PME pdraatamiento electrostatico (apartado
1.3.5.1). El Ultimo esquema es ampliamente aplicadoeste tipo de estudifs.**>?*° En
funcién de uno u otro esquema, varia el esqueneguébrado de la dindmica molecular.

El procedimiento general de calculo MM-PBSA/MM-GB$8énlleva los siguientes pasos:
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Parametrizacion del ligandoCon el médulo ANTECHAMBER vy elorce field GAFF.
Como método de asignacion de cargas parcialexegesM1-BCC (apartado 1.1.1). En
AMBER?7 las cargas AM1-BCC se determinan usando @uio ANTECHAMBER en
conexion con MOPAC. AMBERS8 dispone de un progranea cdiculo semiempirico
(DIVCON) que no necesita de MOPAC para el calcddas cargas AM1-BCC. Aunque
tradicionalmente se exploran las cargas RESP, @ébdoé AM1-BCC se comporta
adecuadamente, ahorrando tiempo de cafGiilo.

Construccion del complejo proteina-ligand@ada uno de los 27 ligandos se introduce en
la conformacion resultante del alineamiento flexite dicho ligando frente a la estructura
de PD1730741(7, Figura 5.1) co-cristalizada con FGFR en 2fgraRello, se programa
unascript en SVL que dentro del programa MOE genere el atmento de la base de
datos inicial de ligandos y seleccione el confoonge minima funcion objetivo (S) de
todos los generados para cada uno de los ligaBgosstablece un nimero maximo de 500
iteraciones y 50 fallos en el alineamiento flexil8e construye el fichequdb del complejo
proteina-ligando. En el caso de DIN-SOLEX, se ipefu también las aguas
cristalogréaficas de 2fgi.

Respecto afforce field a utilizar para el tratamiento de la proteina, i@m existen
diferencias entre AMBER7 y AMBERS. El primero utdi elforce field AMBER Parm99
(ff99), mientras que AMBERS8 amplia al anterior darparametrizacion de DU&A(ff03),
con cambios béasicos en las torsiones phi y psi.

Minimizacion del complejoEn las dos simulaciones se minimiza el complejo eb
moédulo SANDER durante 10000 iteraciones y corwioffde 12 A.

Solvatacion del sistema, equilibrado y etapa delpotién de la dindmica.

DIN-SOLEX. Todas estas simulaciones se ejecutanantdel médulo PMEMDRarticle
Mesh Ewald Molecular Dynamigsrestringido a este tipo de simulacion en coidies
periddicas, y no con el médulo SANDER, ya que dacidad de calculo esta optimizada.

¢ Solvatacion del sistema con una caja de aguas (VOXIA6) de 12 A entre la pared
de la caja y el atomo mas proximo de soluto (cojople

¢ Minimizacion del sistema durante 1000 iteraciorms encutoffde 12 A.

¢ Equilibrado del sistema. En todas las simulaciatesrabajo se aplica uime stepde
2 fs aplicando lasestraintsdel algoritmo SHAKE. Etutoffes de 12 A:

- Dindmica molecular de 50 ps conexisembleNVT para equilibrar la temperatura
hasta 300 K, con el algoritmeeak-coupling(apartado 1.3.3.1) y una constante de
acoplamienta de 0.2 p3. Se aplicamestraintsa los atomos de la cadena principal de
la proteina (C, CA, N, O) y el ligando con una ¢ange de fuerza de 10 kcal/mol
(apartado 1.3.7).

- Dinamica molecular de 50 ps conerisembleNPT para equilibrar la densidad a
presién constante y con temperatura de 300 K. S&aamna constante de
acoplamiento de 0.2 pscon un escalado isotropico de la presion (aparia8@.2).
Se aplicarrestraintsa los atomos de la cadena principal de la protgiahligando
con una constante de fuerza de 10 kcal/mol (apats317).
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- Tres etapas sucesivas de equilibrado camsémbldNVE a 300 K con las mismas
restraints anteriores con constantes de fuerza de 10 (dukdhges), 5 (20 ps) y sin
restraints(10 ps).

¢ Etapa de produccién. Durante 500 ps bajerslembleNVE a 300 K. Sirrestraints
En principio, se desactiva el algoritmo de acopisnu de la temperatura. Sin
embargo, en algin caso se encuentran inestabilieigraves durante la dinamica,
por lo que para mantener la temperatura constalat@ar que se simula wnmsemble
NVE (sistema mas real), se activa dicho algoritaumque aplicandose una constante
de acoplamiento mas elevada (2.0-5.¢) ps

DIN-CAP. En este caso, las simulaciones se reatpa el médulo SANDER.

¢ Se solvata el sistema con una capa de aguss €quilibradas modelo TIP3PBOX
centrada entorno al ligando, con un radio de 4@ylpba a todo el complejo) y una
proximidad méxima de 1 A entre el soluto y el sntee Durante las simulaciones esta
cap se restringe con un potencial semi-harmoénico destente de fuerza de 1kcal/mol
en el contorno exterior. En todas ellas, se aplitz condiciones del modelo
alternativo de solvente continuBdisson-Boltzmann dynamjcs

¢ Minimizacion de las aguas del sistema durante 2@@8ciones con uoutoffde 30 A.
El resto del sistema se mantiene fijo mediantglizacion de un potencial harménico
con una constante de fuerza de 500 kcal/mol.

¢ Equilibrado del sistema. Con entoffde 30 A
- Dindmica Molecular de 50 ps para calentar eksiat hasta 300 K mediante una
rampa con el algoritmaeak-couplingy una constante de acoplamientde 1 p3. Se
aplicanrestraintsa los &tomos de la cadena principal de la prof@n&A, N, O) y el
ligando con una constante de fuerza de 5 kcal/mol.

- Dinamica Molecular de 20 ps a 300 K con el akgaoi weak-couplingy una
constante de acoplamiertale 1 p3. Sinrestraints

¢ Etapa de produccion. Durante 200 ps a 300 Kreitraints

Céalculo de energias libres de unién mediante MMRBSMM-GBSAA partir de las
trayectorias de la etapa de produccion se exsaapshoteada 10 ps para introducir en el
célculo deVyw y Gson (Ecuacion [1.57]), resultando en S@apshotpara DIN-SOLEX y
20 snapshotspara DIN-CAP. El solvente explicito se elimina etossnapshotspara
realizar el calculo, ya que en este punto se engallvante implicito (apartado 1.3.6.3).

El término de solvatacion se calcula con el métgeperalizado d@&orn (MM-GBSA)
(apartado 1.3.6.3.2) para DIN-SOLEX y DIN-CAP. Adempara DIN-CAP se calcula
dicho término con la versién implementada en AMBERSresolucion de la ecuacion de
Poisson-Boltzmann (apartado 1.3.6.3.1). En cada, casajustan los parametrosyde 3
para el calculo del términbGsa (ecuacion [1.63]) a los correspondientes mostraaols
Tabla 1.1. La constante dieléctrica dentro y fukslasoluto es de 1 y 80, respectivamente.

El término entrépico se calcula mediante analisisnddos normales (médulo NMODE de
AMBER) Unicamente para DIN-CAP. Debido a los refm@ntos computacionales de
memoria para el calculo de la entropSoeina 0 Sompiejo NO €S posible realizar dicho
calculo para la totalidad del sistema. Por ellegdeaen los residuos comprendidos en una
esfera de 12 A centrados sobre el ligando parawaalae losnapshots
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Ademas, dado el elevado tiempo computacional, tmodée se usasnapshotextraidos
cada 40 ps para DIN-CAP, esto es un total denépshots Para cada uno de estos
shapshotsse calcula la entropia para la estructura mirdtdzen vacio con una constante

dieléctrica dependiente de la distane4().

Para realizar todo este proceso (acondicionamidetcsistema, simulaciones, célculo MM-
PBSA) se prepara unscript en perl que toma como entradapelb del ligando, amén de
disponer depdbde la proteina y aguas cristalograficas asi comlmslficheros de entrada con
las especificaciones de las simulaciones. Estgpt modifica los nombres de los atomos del
ligando de manera que sean diferentes, requisjiceissindible para ANTECHAMBER.

El procesado de losnapshotpara extraer los residuos de interés en el cabelllMODE se
realiza mediantscriptsimplementadas en perl y en lenguaje SVL dentrivlO&.

7.1.2. Resultados del calculo de energias libres aieién

Para las dos simulaciones, se calcula mediant®@llim CARNAL la RMSD de los atomos de
la proteina (de todos los &tomos y de los de lareagrincipal) y del ligando a lo largo de la
etapa de produccion, referidos a la estructuracdeiplejo minimizada. En la Figura 7.2 se
muestran las RMSD promedio de los atomos de laneagiencipal (C, CA, N, O) de la proteina
(y su desviacién estandar) y la RMSD promedio (gvieion estdndar) de los inhibidores
calculadas en las 27 simulaciones con DIN-CAP ys@iulaciones con DIN-SOLEX. Las
pequefas fluctuaciones, asi como la estabilizaa@ngética del sistema (no mostrado), indican
que el sistema se encuentra equilibrado y estable.

2 -
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Figura 7.2. RMSD promedio y desviacion estandar de (a) losnésode la cadena principal con
DIN-CAP, (b) los ligandos con DIN-CAP, (c) los atosnde la cadena principal con DIN-SOLEX vy (d)
los ligandos con DIN-SOLEX, para las 27 simulacine

Se calcula el promedio de la ocupacién del puerge hitirogeno entre A& y el
correspondiente atomo de nitrégeno del inhibidtr kargo de la fase de produccion de cada
una de las dindmicas. Para DIN-CAP, en 23 de lasr@idlaciones, el promedio supera el 90%
a lo largo de la dinamica, correspondiendo la ménimupacion al inhibidor 17 (Tabla 7.1), con
un 41% de ocupacion. Para DIN-SOLEX, de las 27 lsiomnes, en 25 el promedio de
ocupacion supera el 90% a lo largo de la dinamica.

En las Tablas 7.2 y 7.3 se muestran los componeatés energia libre para DIN-CAP y DIN-
SOLEX, respectivamente, calculados con MM-GBSA y NMESA.

Tabla 7.2. Componentes de la Energia Libre pahi-CAP en kcal/mol.
MM-GBSA MM-PBSA
N AHgss AGsn  AGes AHes AGsn  AGrs  AHps -TAS AG AG AG
total GB total PB ex

1 -55.81 -4.89 2758 -33.12 -3.40 3525 -23.96 27.72 -5.40 3.76 -8.09
2 -60.47 -5.60 31.15 -34.92 -3.89  40.44 -23.92 4250 758 1858 -7.19
5 -58.07 -5.13 28.83 -34.37 356 3561 -26.02 49.84 15.47  23.82 -7.70
6 -58.28 -5.39 2574 -37.93 -3.74 3470 -27.32 49.59 11.66  22.27 -8.27
7 -58.11 -5.56 2566 -38.01 -3.86 33.63 -28.34 33.44 -4.57 5.10 -8.46
8 -58.92 -5.83 2518 -39.57 -4.05 3572 -27.25 54.13 1456  26.88 -7.35
9 -68.87 -6.04 3091 -44.00 -420 37.95 -3512 43.41 -0.59 8.29 -7.10
10 -62.52 551 3199 -36.04 -3.82 4333 -23.01 35.64 -0.40  12.63 -7.94
11 -67.71 5.89 3278 -40.82 -4.10 46.08 -25.73 94.96 54.17  69.26 -6.67
13 -68.90 -6.65 3213 -43.42 -4.62 4791 -25.61 27.52 -15.90 1.91 -6.67
14 -66.37 -6.71 3074 -42.34 -4.66  51.66 -19.37 40.04 -2.30  20.67 -8.04
15 -67.05 -6.40 3250 -40.95 -4.44 4975 -21.74 36.09 -4.86  14.35 -8.82
16 -70.66 -6.49 33.09 -44.06 -451 4402 -31.15 58.92 14.86  27.77 -8.92
17 -71.35 -6.87 38.35 -39.87 -477 5250 -23.62 29.75 -10.12 6.13 -9.10
18 -58.89 5.84 29.95 -34.78 -4.06 4113 -21.82 19.84 -14.94  -1.98 -7.55
19 -71.52 -5.85 3504 -42.33 -4.06 4410 -31.48 37.46 -4.87 5.98 -7.56
20 -67.40 -6.07 30.28 -43.19 -4.22  40.93 -30.69 37.58 -5.61 6.89 -7.12
31 -70.36 575 3432 -41.79 -4.00 4497 -29.39 27.52 -14.27  -1.87 -9.27
32 -68.96 -6.04 3155 -43.45 -420 4597 -27.19 19.17 -24.28  -8.02 -9.38
33 -71.35 -6.10 3583 -41.62 -4.24 4527 -30.32 27.39 -14.23  -2.93 -9.75
39 -82.48 -6.46 40.40 -48.54 -4.48  20.84 -66.12 15.04 -33.50 -51.08 -9.97
41 -70.83 -6.60 27.11 -50.32 -459  -319 -78.61 25.10 2522 -53.51 -10.26
42 -42.52 -6.10 7.70 -40.92 -4.24 -4235 -89.11 17.33 -23.59 -71.78 -10.28
43 -65.42 720 2977 -42.85 -5.00 4507 -25.35 25.14 -17.71 -0.21 -10.30
44 -74.05 -6.65 3555 -45.15 -4.62 53.63 -25.04 44.58 -0.57  19.54 -10.12
45 -82.22 -6.77 39.36 -49.63 -470 4729 -39.63 31.84 -17.79  -7.79 -10.34
51 -155.9 629 119.6 -42.62 -4.37  159.8  -0.43 30.07 -12.55  29.64 -9.56

En las Figuras 7.3 (DIN-CAP) y 7.4 (DIN-SOLEX) spresent@\H (sin considerar entropia) y
AG calculados usando MM-GBSA/MM-PBSA (eje y) frentéagenergia experimental (eje x).
Los resultados con DIN-CAP son bastante pobresntrai® que con DIN-SOLEX se obtiene
una mejor correlacién fR0.51). Esta mejora puede ser debida al tratamimés riguroso del
sistema asi como al mayor tiempo de simulacion e SDLEX frente a DIN-CAP (500 p&s
200 ps).

Se observa también cémo la inclusion del términdépito conduce a energias de union
positivas (Figura 7.3.as7.3.b y 7.3.ovs 7.3.d). Aunque evidentemente no tiene signifiaacio
fisica, resulta mas relevante el hecho de que apaces de aumentar la prediccion del orden
relativo de las moléculas. Por otra parte, las gtasrde solvataciotGgg , AGpg aunque
deberian ser comparables por ambos métodos, noorlo Bn este sentido, el método
generalizado de Born rinde mejores prediccionesRqugson-Boltzmann.
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Tabla 7.3. Componentes de la Energia Libre pattl-SOLEX en kcal/mol.
MM-GBSA
G
N AHges AGsyn  AGes  AHes gxp
1 -50.84 -3.32 4154 -12.62 -8.09
2 -56.91 -410 49.99 -11.02 -7.19
5 -53.06 -3.35 37.71 -18.70 -7.70
6 -57.10 -3.86 4462 -16.35 -8.27
7 -61.14 -3.62 41.02 -23.74 -8.46
8 -56.72 -3.48 4232 -17.88 -7.35
9 -63.79 -3.93 4381 -23.91 -7.10
10 -50.72 -410 3862 -16.20 -7.94
11 -61.20 -4.25 44.00 -21.45 -6.67
13 -59.26 411 4350 -19.87 -6.67
14 -65.93 -4.83 5014 -20.62 -8.04
15 -60.34 -4.01 4535 -19.00 -8.82
16 -69.63 -4.34 48.00 -2597 -8.92
17 -63.15 -4.38 4509 -22.44 -9.10
18 -54.48 371 4184 -16.35 -7.55
19 -65.18 -4.29 4967 -19.80 -7.56
20 -67.99 424 5421 -18.02 -7.12
31 -75.25 -3.99 5294 -26.30 -9.27
32 -65.62 -3.97 4648 -23.11 -9.38
33 -72.55 -4.06 4868 -27.93 -9.75
39 -76.56 -415 51.84 -2887 -9.97
41 -69.06 429 4864 -24.71 -10.26
42 -67.86 -437 4640 -25.83 -10.28
43 -63.20 -5.23 4507 -23.36 -10.30
44 -74.43 -4.86 4950 -29.79 -10.12
45 -84.13 -5.03 5494 -34.22 -10.34
51 -141.6 -3.98 1140 -31.58 -9.56
-11 -10 -9 -8 -7 -6 -11 -10 -9 -8 -7 -6
-30 60
AG exp ¢ ]
35 1 40
3
Q
<
-40 1 20
. * o0 b
* / 4
.45 . T ' -7 ] 0
* PN . - 4
* *
. 50 % . * ¢ 1 20
R?=027 DIN-CAP (AHgg) % . R?=0.36  DIN-CAP (AGuum cs)
-55 -40
a b
-11 -10 -9 -8 -7 -6 -11 -10 -9 -8 -7 -6
- 0 80
AG exp . ]
1 60
* 1 -20 ]
M . '0... ".‘ :'o ¢
*
. 1 -40
1 -60
*
. . 180
®  R°=017  DIN-CAP (aHks) % ] . R®=032  DIN-CAP (AGicare) ]
-100 -80
c d
Figura 7.3. Energias libres de uniéA@) y entalpias libres de unioiil) para cada inhibidor de

FGFR calculadas con MM-PBSA y MM-GBSA a partir ds $napshotextraidos dé®IN-CAP versus
la energia experimental. (&H calculada con MM-GBSA. (bAG calculada con MM-GBSA. (ciH
calculada con MM-PBSA. (d)G calculada con MM-PBSA.
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Figura 7.4. Entalpia libre de uniom\{H) para cada inhibidor de FGFR calculada con MM-GEBSA
partir de lossnapshotextraidos de DIN-SOLEXersusla energia experimental.

Finalmente se muestran en la Tabla 7.4 los coefesede correlacion obtenidos con las
diferentes condiciones de MM-PBSA/MM-GBSA vy las diones descoringdel docking Los
valores obtenidos para la simulacion DIN-CAP con MBISA son del orden de aquellos
calculados usando GOLDSCORE y CHEMSCORE, siendus @dtimos métodos mucho mas
eficientes computacionalmente. DIN-SOLEX alcanzaoeficiente de Rde 0.69 (Pl de 0.72),
el maximo de los obtenidos. Para DIN-CAP, la indinglel término entrdpico, aunque conduce
a valores positivos dAG, conduce a un ranking de las moléculas mas sirallaranking
experimental. Quedaria por ver si la inclusiéntdehino entropico en DIN-SOLEX permitiria
incrementar el coeficiente de correlacion, calewaoealizado por una limitacién de tiempo.

Estos coeficientes de correlacion obtenidos cormétodo MM-PBSA se sititan en un
intermedio de los reportados en otros estudiosestemétodo. En el estudio de Pearliflade

16 inhibidores tipo 1,7,8-triaza-naftalen-6-onalaejuinasa p38 se obtiene un Pl maximo del
orden de 0.51 con un tiempo de simulacion de SJaf@ikados sobre dinamicas separadas para
complejo, proteina y ligando, que disminuye considiemente al reducirse el tiempo de
simulacién a 1 ns o 250 ps con una Unica dinani¢al¢ 0.15)*° Al aplicarse este método a
otro set de 12 inhibidores tipo pirido[2fBsirimidinas y otrosscaffoldsde la quinasa p38 se
obtiene un Pl de 0.37 para una simulacién de 25@bpsuna Unica dinamic¢& Una de las
mejores predicciones se ha obtenido frente a 8digmde avidina, con valores de Pl de §86

y 0.99%? en funcién de las condiciones de célculo aplisada

Tal y como sugieren estos estudios, es esperabée lgs predicciones mejorasen al
incrementarse el tiempo de simulacién de 200/508 yarios hanosegundos, aunque cabria ver
si la mejora justifica el tiempo computacional daflad Ademas, la bondad de las predicciones
depende del margen de actividades estudiado. Es c®wo puede observarse en las Figura 7.3
y 7.4, si bien el método discrimina entre liganfiesrtes y débiles, no discierne tan bien entre
aquellos con pequeias diferenciadd@e(1-2 kcal/mol).
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Tabla 7.4. Coeficientes de correlaciéon {RPI, R) obtenidos para los diferentes métodos de
scoringcon las funciones ddockingy el método MM-PBSA/MM-GBSA.

Método descoring Re PI R?
AUTQDOCK Gasge!ger-Marsn,l 104101x101 0.02 0.01 0.01
Conférmero de minima energia
AUTQDOCK Gastelger-MarS|I| 104101x101 0.27 0.29 0.07
Conférmero detlustermas poblado
AUTQDOCK Gasge!ger-Marsn,l 6461x61 0.37 0.40 0.16
Conférmero de minima energia
AUTQDOCK Gastelger-MarS|I| 6461x61 0.16 0.19 0.04
Conférmero detlustermas poblado
AUTQDOCK AMl' 1.01x101x1(,)1 0.46 0.48 0.21
Conférmero de minima energia
AUTQDOCK AM1 101x1'01x101 0.17 0.19 0.01
Conférmero detlustermas poblado
AUTODOCK AM1 61x61x61 0.43 0.44 0.18
Conférmero de minima energia
AUTODOCK AM1 61x61x61
Conférmero detlustermas poblado 0.48 0.49 020
GOLDSCORE 0.24 0.46 0.19
GOLDSCORE-RESCORE 0.26 0.51 0.10
GOLDSCORE-RESTRAINT 0.51 0.53 0.21
GOLDSCORE-RESTRAINT-RESCORE 0.45 0.46 0.23
CHEMSCORE 0.39 0.44 0.13
CHEMSCORE-RESCORE 0.54 0.57 0.20
CHEMSCORE-RESTRAINT 0.20 0.23 0.05
CHEMSCORE-RESTRAINT-RESCORE 0.24 0.26 0.07
DIN-CAP (AHgp) 0.43 0.46 0.27
DIN-CAP (AHpg) 0.25 0.26 0.17
DIN-CAP (AGtal_cB 0.58 0.59 0.36
DIN-CAP (AGiotal_pB) 0.49 0.50 0.32
DIN-SOLEX (AHgg) 0.69 0.72 0.51

7.2. Aplicacion de MM-PBSA en cribado virtual

7.2.1. Procedimiento para el cribado virtual

En este apartado se analiza la aplicacion del mnétid-GBSA en cribado virtual, aplicacion
recientemente introducida por Kufih Dado su elevado coste computacional, no es factib
realizar una dinamica molecular para todos losnliga contenidos en una base de datos del
tamafo de las usadas en este estudi0(d0 compuestos). El total de las simulaciones gada
ligando (sin contar el calculo de MM-PBSA) es dexau®5-100 horas en un Pentium IV a
2.4GHz. Asi, tal y como Kuhn propone, es mas adiscsa aplicacién como filtro secundario
tras eldocking de manera que se analice una Unica conformasi@ap$hdt por compuesto,
actuando el método MM-GBSA Unicamente como fundéscoringsin muestrear el espacio
conformacional. Como se indica en la introducciésta novedosa aplicacion no deja de ser
controvertida, ya que en principio este método ani@r mejor con un amplio rango de
conformacionesshapshotsa analizar extraidas de una o varias dinamicdsaulares.
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Sin embargo, Kuhn y colaboradores encontraron queiertos casos el protocolo utilizando
una Unica conformacion minimizada rinde factores etgiquecimiento superiores a los
encontrados en un protocolo con una dindmica miaeae 200 ps (50 ps de etapa de
produccion):?®

En este caso, se escoge la base de datos Baseidgayldormada por 288 inhibidores de
FGFR y 4342 inactivos, tomando Unicamente la condaion para cada ligando de menor
docked energgesultante deflockingcon AUTODOCK frente a 2fgi (FGFR) (apartado 5.2.4)

El procedimiento es analogo al descrito en el adarf7.1.1, aunque en lugar de realizar una
dinamica molecular, una vez construido y solvatdmmplejo mediante una capa de aguas, se
realiza una minimizacion de 1000 iteraciones concutoff de 30 A, sin ningun tipo de
restriccion. Se utiliza AMBERS8, que dispone de foice field GAFF mas completo,
calculandose las cargas AM1-BCC con el programa ddW. Una vez obtenidas las
coordenadas del complejo éstas se transformamuatiorde trayectoria molecular mediante el
médulo PTRAJ. El término de energia de solvataciércalcula Unicamente con el método
generalizado de Born (MM-GBSA), mas eficiente cotapionalmente.

Siguiendo este protocolo, aproximadamente, el tefmallclock) para procesar un ligando es
de unos 10-15 minutos en un procesador Pentium2M &Hz bajo Linux.

7.2.2. Resultados del cribado virtual con MM-GBSA

En la Figura 7.5 se muestra la curva de enriqueditoiobtenida con el cribado virtual relativa

a una seleccion aleatoria. Para 502 de las 4636cuiak (10.8%) no se puede calcular MM-
PBSA debido a la falta de parametrizacion de lafiosapara el calculo de la superficie

accesible de los atomos F, Br, I. De estas 502 culalé, 33 son compuestos activos. Asi, los
factores de enriquecimiento se calculan sobre & lwhe 255 activos en un total de 4128
compuestos. Por comparacion, se incluye tambiéutaa de enriquecimiento obtenida para
Base_Maybridge con AUTODOCK (equivale a la mostradda Figura 5.17.d), que contiene

288 activos en un total de 4630 compuestos.

100 - 2fgi /

80 -
60 -

40 -

% Activos encontrados

—— MM-GBSA Random
20 A
——AUTODOCK
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
% Base de datos ordenada
Figura 7.5. Curva de enriquecimiento obtenida con el protoddM-GBSA frente a FGFR para la

estructura 2fgi en el cribado de Base_Maybridgebikactriz (linea gris) representa los valores rutes
si los activos se seleccionasen aleatoriamente.
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En la Tabla 7.5 se muestran los factores de eriigpiento €f), en el primer 2%, 5% y 10% de
base de datos Base_Maybridge cribada con MM-GB2WYODOCK. Dadas las diferencias
en el nimero de compuestos de cada base de datesuestra junto &f el nUmero de
compuestos cribados total@¢) Que supone cada porcentaje.

Tabla 7.5. Factores de enriquecimientef)(obtenidos en el primer 2%, 5% y 10% de base tlessda
cribada frente a FGFR (2fgiN corresponde al nimero de compuestos totales osbadada porcentaje
para cada uno de los dos métodos.

2% 5% 10%
N ef N ef N ef
MM-GBSA 83 9.9 207 6.5 413 4.1
AUTODOCK 93 8.0 232 54 463 3.9

Como se observa en la Figura 7.5 y la Tabla 7.5-GB&A identifica un mayor numero de
activos que AUTODOCK en los primeros porcentajedadbase de datos cribada, aunque su
comportamiento empeora para ciertos compuestose@eado éstos a porcentajes mas
elevados. Se lista en la Tabla 7.6 el porcentajgade de datos cribados a los que se recupera al
menos urlead representativo de cada uno de los se#foldscontenidos en glool de activos.
Bésicamente, la principal diferencia se debe adétificacion de un representante de los
fenilbenzimidazoles, que AUTODOCK posiciona en @mgo elevado, aunque un analisis
visual de este primer compuesto recuperado deraugsér no se encuentra bien orientado en el
sitio de union.

Tabla 7.6. Porcentaje de base de datos cribada frente a FEd&R la que al menos un
representante activo de cada uno de losssaifoldsde Base_Maybridge es recuperado.

2fgi

PD Naph Urea Indol Phen  Anil

MM-GBSA 0.1 0.02 0.05 0.8 04 44
AUTODOCK 0.02 0.2 0.1 09 308 23

PD: pirido[2,3d]pirimidinas, Naph naftiridin-2(1H)-onas, Urea: 7-alquilurea pirido[2,3]pirimidinas, Indol:
indolin-2-onasFenil: 1-fenilbenzimidazoles ¥nilino: 4-anilinoquinazolinas. Los nimeros en negritaesponden
al peor caso, es decir, el porcentaje de basetds dedenada necesario para recuperar al menapesentante de
cada uno de losores
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