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Capitulo 8. PRALINS

Capitulo 8.

PRALINS: Program for Rational Analysis of Libraries in Silico

Tal y como se expone en la introduccion, se hairnasado ampliando el programa PRALINS,
programa dirigido al disefio y seleccion de quindagsecombinatorias. PRALINS consta tanto
de una versién en modo texto (programada en ANSle@)o de una versidn gréfica (librerias
Xt/Motif.Xt Intrinsic§ con un editor y visualizador de moléculas. Eneffgrencia [303] puede
encontrarse una descripcion detallada de las \&iaohcionalidades y las instrucciones para su
uso que ofrece la version original.

En este capitulo se presentan las diversas linepsiadas, orientando la exposicién a la
aplicacion de las mismas a diversos casos de estBdidetallan las instrucciones necesarias
para ejecutar PRALINS en cada caso, programadaameinte para la versién en modo texto
en el que las instrucciones se introducen mediamfichero ASCII. Las distintas ampliaciones
son:

i) Implementacion de algoritmos genéticos (GA) comtoeheé de optimizacion
(modulos de similitud y diversidad).

i) Métodos de seleccion de quimiotecas combinatoriaxalizadas,
introduccion de un nuevo método.

iii) Ampliacién de la funcionalidad para evaluar la déidad de las quimiotecas
seleccionadas. Se analizan los diferentes critedespropone una nueva
alternativa.

iv) Optimizacién multiobjetivo con algoritmos genétiddOGA).

V) Otras implementaciones menores, como la ampliad&dos métodos de
clustering

8.1. Implementacion de algoritmos genéticos (GA)

La version original de PRALINS dispone como métotlesristicos de optimizacion para las
selecciones basadas en diversidad de: Monte CMIBC), Simulated Annealing(SA),
budsqueda local (LS), asi como la posibilidad ddiz@auna blasqueda exhaustiva completa
(complete). En este punto se describe la implero@made los algoritmos genéticos en
PRALINS como método de optimizacidon de selecciones:

*  Full array (subquimiotecadpcalizadas.

« Full array (subquimiotecasdiversas, con métodos basados en distanbiasing y
clustering(jerarquico, Jarvis-Patrick i-mean$

» Cherry pickingo sparse arraydiversas con métodos basados en distancias: MaxMin

(ecuacion [1.108]), MaxSum (ecuacion [1.109]) y Mix promediado (ecuacion
[1.110]).
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Los principios béasicos de este método heuristiceesegen en el apartado 1.9.2, por lo que la
exposicion se cifie a las caracteristicas partiesilan el contexto de seleccién de quimiotecas.

Cada cromosoma del algoritmo genético represerggpasible solucion, es decir, array de
compuestos para las selecciord®erry pickingo una lista de reactivos, origen de una
quimioteca combinatoria para el disefidl array. En este Ultimo caso, el cromosoma se
subdivide en tantas secciones costepso puntos de variabilidad/sustitucion contiene la
quimioteca combinatoria.

El primer punto que se plantea es la codificaciémadinformacion en el cromosoma. Como se
indica en el apartado 1.10.3, varios autores hapuasto diferentes sistemas de codificacion:

« Cromosomas cuya longitud es equivalente al nUmermdcpuestos a seleccionar y donde
cada gen es un entero correspondiente a la ideitficde dicho compuestd>*®’ Presenta
la ventaja de que no necesita una funcion de cadifin/descodificacién del vector. Su
principal desventaja es que obliga a un tamaf@léeson fijo, perdiéndose la posibilidad
de optimizar esta variable en wuna optimizacion iohjktivo. Implementado
exclusivamente y con caracter de prueba para lescgenescherry pickingcon los
criterios MaxMin, MaxSum y MaxMin promediado.

« Cromosomas en los que el niumero de genes correspbndmero de reactivos/productos
disponibles, de manera que cada gen se represenia pit activado o no en funcion de si
el reactivo/producto esta seleccionado o no. Ea esto, se requiere una funcion de
codificacion/descodificacion del cromosoma antegwiuarse stitnessque transforme
los valores de enteros a bits y viceversa. El tanyaéonfiguracion (nimero de reactivos
para ser seleccionados para csiggde unfull array) pueden modificarse dinamicamente
durante la optimizacion. En principio, se fija emafio/configuracion, por lo que el
ndamero de genes activados debe mantenerse consteosela seccion del cromosoma en
la solucion final. Para ello, tras el evento deauidin, si el cromosoma obtenido sobrepasa
0 no alcanza el nimero deseado de genes activeeldsierza a reducir o incrementar
aleatoriamente este numero hasta alcanzar dicloy. Vahplementado para selecciones
cherry pickingy full array.

En la Figura 8.1 se muestra un ejemplo de ambasseqaciones para la seleccion hipotética
de unfull array 5x5x5 a partir de una quimioteca combinatoria1@x10.

Codificacion en enteros: 1532423794387
Codificacion erbits: 1111100000 | 0110001011| 0010111100
Figura 8.1. Ejemplo de los dos esquemas utilizados para ldicacidon del cromosoma.

Tras generarse una poblacion inicial de tamafddijeor el usuario, se calcula el valor de la
funcién objetivo a optimizar. Dicha poblacién puegmerarse enteramente de manera aleatoria
o permitiendo que una fraccion determinada de csomas adopte una solucién propuesta por
el usuario (pero no todas ellas, para evitar umadgenizacion de las soluciones). Dicha
fraccidon es un parametro interno del programa, worvalor asignado por defecto de 0.5. El
acondicionamiento de la funcion objetivo segun aboc (similitud, diversidad, métrica
considerada) se realiza automaticamente, consutedanposibilidad de que la funcién adopte
valores negativos y la necesidad de transformduraion para que se maximizen siempre
valores (apartado 1.9.2.3).

En cada iteracion se genera una poblacion de déisoges aplicando el operador de seleccion a

un par de padres, que generan un par de hijogstaates como sea hecesario para completar el
tamafio de poblacion, que se mantiene constantesdld@ue de este modo el tamafio de
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poblacién requerido por el usuario debe ser un ndirpar. Como operadores de seleccidn se
incorporan en PRALINS eRoulette Wheel selection el Stochastic Remainder Selection
Without ReplacemenEn ambos se realiza un escalado lineal de ladordefitness con un
valor méximo de la misma de 2.0 (parametro inteteloprograma). Una tercera alternativa de
método de seleccion es la de aplicar el oper&tmrlette Wheel selectiopero con una
ordenacién de los valores de la funcién objetivapprcional al rango (apartado 1.9.2.3).

Dentro de las posibilidades de operadoresrdssover(apartado 1.9.2.4) se implementan el
single-point crossovetel two-point crossovey el uniform crossovertodos ellos para las tres
posibilidades posibilidadesltferry pickingcodificacion en enterosherry pickingcodificacion

en bits yfull array codificacion en bits). En el formafall array cada evento derossover
afecta Unicamente a @tepaleatorio en cada paso. La probabilidad de quedsuan evento de
crossoverviene fijada por la tasa dwossover valor comprendido entre 0 y 1. Se genera un
numero aleatorio entre 0 y 1y si éste es infexilartasa derossover el evento tiene lugar.

Tras elcrossovertiene lugar la mutacion para cada uno de los csomas hijos generados,
también con una probabilidad determinada de formé&oga segin una tasa de mutacion.
Inicialmente, se testan dos versiones del operadacion en el caso de la codificacién por
enteros ercherry picking En la primera de ellas, se evalla la probabilidadnutacién para
cada uno de los alelos del cromosoma padre. Eeglanga de ellas, Unicamente se permite un
evento de mutacion para cada uno de los cromosdeigstimer esquema conduce a una
elevadisima tasa de mutaciones, aun y disminuyeodsiderablemente la probabilidad de
mutacién, conduciendo a soluciones excesivamergg@dals de la inicial y perdiéndose
informacion, por lo que se desestima su aplicacion.

Por ello, en la codificacion en bits Unicamentagica la segunda version. Ademas, en caso de
seleccionesfull array el evento de mutacion ocurre sobre el misstep (seccion del
cromosoma) sobre el que se ha aplicado el eveateopdecrossover En caso de que no haya
habido crossover previo en este mismo evento reproductivo, dicddiep se selecciona
aleatoriamente.

Como modelo de reemplazeeplacement se considera Unicamente el modelo generacional
(apartado 1.9.2.5, Figura 1.18), ya que otros estdran apuntado que produce mejores
soluciones que el modefteady-stateaunque este Gltimo converge mas rapidamehte.

Las pruebas iniciales con un esquema de reemptapmdicional demostraron que la presion
selectiva del método de seleccién no es suficipata garantizar una buena convergencia del
algoritmo. Por ello se opta por implementar diveresquemas de reemplazo condicional y
elitismo:

« Reemplazo condicional: la nueva generacion se coenge los mejores individuos de la
generacién parental y filial.

* Reemplazo condicional sin repeticion: como en eocanterior, pero impidiendo la
repeticion de individuos con genotipos idénticos.

»  Elitismo. El usuario impone que un determinado manae los mejores cromosomas de la
poblacién parental pasen a la siguiente generaEiGesto de soluciones se reemplaza por
las mejores soluciones de la generacion filial.

Estas tres funciones estan disponibles para Isddrmatos ¢herry pickingcon enterosgherry
pickingcon bits yfull array con bits).

El proceso iterativo termina tras un numero definitk generaciones o si el valor 6ptimo

obtenido para la funcion objetivo no mejora tras niimero especificado de pasos. La
informacién del mismo queda recogida en el fichmimtsbittxt, donde se incluyen los valores
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de la funcion objetivo para la suma de individuedalgeneracion, el promedio de la misma, el
mejor y el peor de los individuos en cada una sétémaciones.

Tanto las seleccioneherry pickingcomofull array se programan considerando que el usuario
pueda fijar en la solucion final unos determinagosductos o reactivos, que evidentemente
afectaran a la medida de diversidad/similitud @naigar.

Ademas, las seleccionédl array se programan con el concepto de grupo, conceptbiéa
disponible en otros métodos de optimizacion. Egiecepto puede aplicarse en aquellas
gquimiotecas en las que dos o mas puntos de dieersidtepscomparten listas de reactivos
candidatos, imponiéndose a la selecéidharray una nueva restriccién por la que los reactivos
seleccionados para estispssean iguales o estén incluidos en la lista dedteccionados para
aquelstepcon un mayor numero de reactivos requeridos. Séenespecifica esta opcion de
grupo, cada uno de lagepsde la quimioteca compone un grupo independierdgeautllidad de
esta imposicion adicional al criterfall array es que permite disminuir ain mas el numero de
reactivos totales necesarios para sintetizar laigtca seleccionada, a la par que se maximiza
el criterio de diversidad o similitud impuesto. Lgsmiotecas peptidicas constituyen un buen
ejemplo donde aplicar este concepto.

8.1.1. Instrucciones de calculo en PRALINS con algoritmogenéticos

Esta descripcion, asi como las que prosiguen, rseacexclusivamente en las funcionalidades
introducidas en este trabajo, entendiendo ques& e opciones para ejecutar el programa en
modo texto se encuentran recopiladas en la refere303]. Asi, debe consultarse esta

referencia para encontrar la informacion necegaaia preparar el fichero de entrada ASCII

correspondiente (indicacion del fichesd-file de entrada, caracteristicas de la quimioteca,
tamafio y método de seleccion, métrica, descriptommsiderar, reactivos de partida, reactivos
y productos fijados, definicion del concepto depgrul.).

PRALINS utiliza un cédigo numérico para cada uno lde métodos de optimizacion
disponibles, incluido en la linea de identificacidael método de seleccion (véase referencia
[303]). Para las selecciones con GA codificado i dste codigo corresponde a 9, mientras
gue la codificacién en enteros (exclusivactierry picking utiliza un 8. En la linea siguiente
deben especificarse los siguientes pardmetrosrseusa el calculo, separados por espacios y en
el orden:

GA_POPULATI ON GA_| TERATI ON GA_CROSSOVER GA_MJTATI ON GA_| DDLE
GA_METH_ELI TI SM GA_ELI TI SM GA_SELECTI ON GA_CROSSMETH

donde:

GA_POPULATI ON Tamario de la poblacién (niUmero entero par)

GA_| TERATI ON Numero maximo de iteraciones de la optimizacion.

GA_CROSSOVER Tasa derossover(entre Oy 1).

GA_MJUTATI ON Tasa de mutacion (entre 0y 1).

GA | DDLE NUumero maximo de iteraciones seguidas permitidogsie el
valor éptimo obtenido para la funcion objetivo nejare tras
un numero especificado de pasos.

GA METH _ELI TI SM Reemplazo condicional/incondicional/elitismo:

none Reemplazo incondicional
elitism Elitismo

el i condi Reemplazo condicional

el i condi repe Reemplazo condicional sin

repeticion de genomas
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GA ELI TI SM En caso de elitismo, este entero indica el nardermdividuos
de la generacion parental que pasan incondiciomaéme la
generacion siguiente.

GA_SELECTI ON Métodos de seleccion (Tabla 8.1).

GA_CROSSMETH Métodos derossover(Tabla 8.2).

Tabla 8.1. Cadigos para los métodos de seleccion.

Roulette Wheel selectigprevio escalado de la funcion fiteess
Stochastic Remainder Selection Without Replace(pegrio escalado de la funcion fitmess
Roulette Wheel selectigoon ordenacion de los valoresfiress

wWN -

Tabla 8.2. Cadigos para los métodos d®ssovely mutacion

Codificaciéon en bits

1 single-point crossoveron mutacion aplicable a un Gnico alelo
2 two-point crossoveton mutacion aplicable a un Gnico alelo
3 uniform crossovecon mutacion aplicable a un Unico alelo

Codificacién en enteros

single-point crossoveron mutacién aplicable a todos los alelos
two-point crossovecon mutacion aplicable a todos los alelos
uniform crossovecon mutacion aplicable a todos los alelos
single-point crossoveron mutacion aplicable a un Gnico alelo
two-point crossoveton mutacion aplicable a un Gnico alelo
uniform crossovecon mutacion aplicable a un Unico alelo

O wWNE

En la Figura 8.2 se muestra un ejemplo para ueaaéhfull array por diversidad{SuBDI SI )
con el algoritmo d®ptimum BinningBI N), optimizando el recubrimiento de espaaipd)

$SUBDI SI BIN 9 spc
30 20000 0.8 0.6 2000 elitism3 3 1

Figura 8.2. Especificacién de célculo de un algoritmo genético
8.2. Disefo de quimiotecas focalizadas

Tal y como se expone en el apartado 1.10.3, lagon@s comun de expresar la similitud de un
conjunto den compuestos en un espacio de descriptores multidiimeal a un conjunto de
leads corresponde a la ecuacion [1.114], definida cormoiliBud Minima. Junto a esta, se
incorporan en PRALINS las definiciones:

e Similitud Minima Minimum Similarity. Suma de distancias minimad;)( de cadai

compuesto en el conjunto a dead mas cercano, normalizada por el nimero de
compuestos (ecuacion [8.1] o [1.114]):

n.F
S(©)= > min(d,) 8.1]

*  Similitud Promedio Average Similarity. Para cadacompuesto en &rray, se calcula la
suma normalizada sobre todas las distancias ehtyet@édos losleads El indice de
similitud corresponde al promedio para todas lakoubas en el conjunto (ecuacion [8.2]):

281



Capitulo 8. PRALINS

1818
S(C)== 72 d. 8.2
( ) ni= sz:j_ ! 8.2

e Similitud Maxima Maximum Similarity. Como la similitud minima, pero calculando la
distancia de cada compuesto desdmas distante (ecuacion [8.3]):

S(©) = -y maxd,) 8.3
i=1

*  Similitud Centrada en un punt@éntered point similarify Definida como el promedio de
las distanciasd ) entre cada compuesto y lead virtual localizado en el centro de
todos lodeadsen el espacio multidimensional (ecuacion [8.4]):

S(C) = iz Ao 8.4]

Las distanciaslj, d;aer €ntre compuestos pueden calcularse con cualogéetas coeficientes
implementados previamente en PRALINS (distancialiieéa, Manhattan, Tanimoto, coseno,
Dice).

Estas cuatro definiciones de similitud estdn diggea tanto para la seleccion en formato
cherry pickingcomo en formatdull array. Ademas, para el caso de selecciatesry picking
se introducen otras cuatro alternativas posiblessamsideradas en el formédtdl array por su
mayor requerimiento computacional respecto a l&sid@nes anteriores.

*  Similitud distribuida en compuestos: El nimero ltdeacompuestos se distribuye de forma
que para cadkead se escogen el mismo numero de compuestos masiesraaada uno
de ellos. El resto de compuestos hasta completéainghiio de seleccién requerido se
escogen con i) el criterio de Similitud Promedia) @l criterio de Similitud Centrada en
un punto.

e Se ordenan los compuestos de la quimioteca endiumia su similitud centrada a lead
virtual y para caddad se escoge el mismo nimero de compuestos mas réxicada
uno de ellos, en el orden calculado, hasta compdétamarnio de seleccidon requerido.

e Se ordenan los compuestos de la quimioteca endiurE su similitud promedio a todos
los leadsy para cadéead se escoge el mismo nimero de compuestos mas préxaada
uno de ellos, en el orden calculado, hasta commétamaro de seleccion requerido.

En una selecciércherry pickingsimplemente se ordenan los compuestos en funadsud
similitud mediante el algoritmbeapsorii®®, escogiéndose aquellos en las primeras posiciones
delheap

Como se ha introducido, para las seleccidnésarray, el nimero de posibles selecciones de
tamafon en un conjuntdN viene dado por la ecuacion [8.5], dondmrresponde al niUmero de
stepsde la quimioteca combinatorialy, n; corresponden al nimero total de reactivos y de
reactivos a seleccionar para el paso

ILJT:? J [8.5]
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Para escoger aquel conjunto que maximice la sudijlise implementan en PRALINS los
métodos de optimizacion listados a continuaciéneggntados de manera general en el apartado
1.9. Los tres primeros de ellos son simplementetiamslacion de su version original orientada
a optimizar diversidad, aunque para facilitar kziipretacién de los resultados mostrados en el
apartado 8.2.2, se comentan sus especificaciomdsupares, sobre todo en lo referente a los
criterios de convergencia.

 Complete. Busqueda completavalia de manera sistemdtica la similitud de doda
subquimiotecas posibles, por lo que solamente disbese en quimiotecas de tamaifio
reducido.

* Monte Carlo(MTC). Comenzando con una seleccioifi array inicial, aleatoria o fijada
por el usuario, en cada iteracién se genera uneamns@ucion cambiando aleatoriamente
un reactivo de un punto de sustitucion tambiéntalea Si el indice de similitud mejora,
la nueva solucion reemplaza a la previa. De loregiot la nueva solucién se acepta con
una probabilidad determinada por el criterio derbjmilis (apartado 1.9.1). La constante
de Boltzmann se calcula a partir de la diferenotanedio del valor de la funcién objetivo
(4f) en aquellas transiciones de las 100 primerasasnque la funcion empeora. Se
establece por convenio que a una temperatura d& 3@@robabilidad de aceptacion sea
del 20% (ecuacion [8.6]). El algoritmo termina trae serie de iteraciones definidas por el
usuario.

Af

Ky = ——— [8.6]
30Cn0.2

e  Simulated annealingSA). Implementacién analoga a la anterior, aunque & @S0 la
temperatura del criterio de aceptaciéon no esdijg@ que disminuye desde un maximo que
implica una fraccion de aceptacion de 0.9. Para estximo se calcula la constahte
mediante la expresion [8. Kz disminuye con una rampa de 0.99 por ciclo en gurieva
solucion empeora y el algoritmo termina cuandadadion de aceptacion es inferior a 0.3.

Af

Ky =——— [8.7]
30Cn0.9

e Algoritmos genéticofGA). Siguiendo la implementacion expuesta en el apa@all Para
el estudio que prosigue, tras varias pruebas erapjrse utilizan los siguientes parametros:
30 individuos de tamafio de poblacién, 20000 iterses hasta convergencia (20ddle),
el métodoone-pointcrossovercon un tasa derossoverde 0.8 y una tasa de mutacion de
0.6. Como método de seleccion se escodeoelette Wheel selectiaron ordenacion de
los valores dditness Para facilitar la convergencia, se aplica eliisoon una tasa del
10% de la poblacién (3 individuos).

e Algoritmo Greedy(GREEDY) Se adopta como método de referencia el algoritmo
propuesto por Agrafiotis y colaboradofésEl algoritmo comienza a partir de dull
array nyxnyx...xn; seleccionado aleatoriamente a partir de una quaecedt; XN, x...xN..
Entonces, secuencialmente recorre todos los pud®ssustitucion RyxR,x... xR,
seleccionando los; reactivos para ustepparticularj que maximizan la funcion objetivo
de similitud, mientras que se mantienen fijos staale reactivos fijados para el resto de
puntos de diversidad. Por ejemplo, pgrh, losn; reactivos se seleccionan generando un
total deN; arrays con configuracion &n, x...xn; resultantes de la combinacién de cada uno
de losN; candidatos disponibles para el punto de sustituBidy el resto de listas de
reactivos ya seleccionados para los otros puntatveesidad R....R). Tras ordenar estos
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N; arrays en orden de similitud decreciente, se seleccidoarmejoresn; arrays que
proporcionan los; reactivos parg=l.

Una vez que el proceso se ha repetido para todostdps se termina un ciclo y se
compara la similitud defull array resultante con la de la solucion anterior. Siitailgud
mejora el algoritmo continua, de lo contrario teramiSe han implementado dos versiones
gue simulan el esquema de reemplazo de los algmwitgenéticos. En el primero,
denominaddGREEDY-steady-stat§&SREEDY-SS), tan pronto como se procesa un punto
de variabilidad, los reactivos seleccionados reapgpl a aquellos ya presentes en la lista.
En el denominado GREEDYenerational (GREEDY-GE) los reactivos seleccionados
para cada punto de sustitucion se insertan al diglaticlo.

Método Direct(DIRECT). Se propone este nuevo método basandose en lagdpseden
las quimiotecas combinatorias puede asumirse gsectonpuestos que presentan un
building blockcomun (reactivo) tendran mas probabilidad de sex siméilares entre ellas
qgue compuestos que no compartan dibldding block Este método procede en tres
etapas:

«  Seleccion del compuesto méas proximo deaml o conjunto ddéeads

«  Deconvolucién del compuesto seleccionado en sudivea constituyentes o
building blocks que son afiadidos a la lista de reactivos seleads

«  Si el tamafio obtenido de seleccién para cada plentiversidad no alcanza el
tamanfo requerido, el algoritmo vuelve al primertpun

En realidad, el algoritmo procede seleccionanddahmente un ndamero suficiente de los
compuestos mas similareslahd o conjunto ddeads Esto coincide con una seleccion
cherry picking por lo que se contempla la posibilidad de querigério de similitud
empleado en este punto corresponda a una de losatiehnativas descritas anteriormente.
Dado que éstas utilizan el algoritnh@apsortpara ordenar la matriz de distancias, la
implementacién se realiza eficientemente, evitand@a ordenaciéon de todos los
compuestos de la base de datos y limitando el tamegultante deheapde forma que
asegure que la deconvolucién de productos provelaramero requerido de reactivos en
cada punto de diversidad. En la Figura 8.3 se esafia el diagrama de flujo de dicho
algoritmo.

Rank compounds based
on their similarity

A

Select Next Closest
compound to focus

A

+ Analyze Similarity
(enrichment when
possible)

y

Extract its fragments
(aby.cy)

X1 XX

YES
Are

fragments in
list?

Construct Full-Array

y

NO
Desired Size YES
and

configuration?

Add fragments to

Figura 8.3. Diagrama de flujo del algoritmo Direct.
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En todos los métodos se contempla la posibilidafijatelos productos/reactivos requeridos. El

concepto de grupo esté disponible en todos losdusétexcepto el método Direct. De nuevo, en
todos ellos es posible iniciar la optimizacién dipae una quimioteca propuesta por el usuario,
exceptuando el método Direct (por su propia naaealdeterminista). Excepto la evaluacion
exhaustiva y el método Direct, el resto de métamsno deterministas.

8.2.1. Instrucciones de calculo en PRALINS del médulo demilitud

Las busquedas de similitud se activan mediantealabpa clavesFOCUS. A continuacién se
indica si se requiere o no la inclusion del comm(s¥leads) en la seleccion finalyES/ NON)

asi como el indice de los compuestos de la quinaatensideraddeadsseparados por comas.
Para las seleccionasherry pickingse introduce la palabra clas®ETHFOCUS seguida del
cadigo numérico del criterio de similitud que seeakeestablecer, cuya correspondencia se lista
en la Tabla 8.3.

Tabla 8.3. Correspondencia del valor i BETHFOCUS con las definiciones de similitud.

Cabdigo numérico Definicion de Similitud utilizada e seleccionesherry picking

Focalizacion sobre un Unitead*

Similitud Centrada en un puntGéntered point similarify

Similitud PromedioAverage Similarity

Similitud Minima Minimum Similarity

Similitud Maxima Maximum Similarity

Similitud Centrada a ueadvirtual + distribucién en compuestos

Similitud Promedio + distribucién en compuestos

Similitud distribuida en compuestos+criterio daitud Centrada en un punto
Similitud distribuida en compuestos+criterio daitud Promedio

* esta opcion se encuentra programada de maneepéndiente, ya que en el caso mas comun de facalina
Unicoleadtodas las definiciones de similitud coinciden.

OCoOoO~NOOOTDS,WNPE

Para las selecciondsll array se introduce la linea con la palabra cl$&BVETHFOCUS
seguida del indicativo del tipo de definicion denifitud (Tabla 8.4) y del método de
optimizaciéon a considerar (Tabla 8.5). Analogameaaiten6dulo de diversidad, en el caso de
escoger MTC se debe indicar en la linea siguieatéeinperatura y el nimero de ciclos
(ejemplo:T 300 MXC 1000). En el caso de escoger GA, los parametros seandin la linea
siguiente tal y como se ha expuesto en el apaBada. En el caso del método Direct, debe
introducirse también la linea de especificacRWVETHFOCUS que indique la definicion de
similitud a utilizarse en la selecciéherry pickinginicial (Tabla 8.3).

Tabla 8.4. Palabras clave para definicién de similitud decgonedull array.

Palabra clave Definicion de Similitud utilizada enseleccionesull array

M NFOCUS Similitud minima Minimum Similarity

AVGFOCUS Similitud promedio Average Similarity

MAXFOCUS Similitud Maxima Maximum Similarity

PTOFOCUS Similitud centrada en un punt@éntered point similarify
Tabla 8.5. Algoritmos de optimizacién y codigo numérico aexficar en el fichero de entrada.

Cédigo numérico Método de optimizacion

1 Complete

3 MTC

4 SA

6 GREEDY-SS

7 GREEDY-GE

8 DIRECT

9 GA
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En la Figura 8.4 se ejemplifican las especificaggopara la seleccién focalizada en disefio
cherry picking(Figura 8.4.a) yfull array con el método Direct (Figura 8.4.b) y el método
GREEDY-SS (Figura 8.4.c).

$FOCUS YES 8, 14 $FOCUS NON 13 $FOCUS YES 9, 32
$METHFOCUS 4 $SUBMETHFOCUS 8 $SUBMETHFOCUS AVGFOCUS 6
$METHFOCUS M NFOCUS 1

a b c

Figura 8.4. Especificaciones para el célculo de varias sedees focalizadas.

8.2.2. Analisis de los métodos de seleccién de qigtecasfull array focalizadas

La principal motivacion de este analisis surgealadcesidad de testar el comportamiento del
método Direct propuesto para la seleccion quimastecombinatorias focalizadas, asi como
comparar los diversos métodos de optimizacion implgados. Para ello, se escogen tres
quimiotecas, cada una representativa de diferaratetinalidades. El estudio se lleva a cabo
mediantescriptsprogramadas en perl.

8.2.2.1. Enumeracién y descripcién de las quimiotas de estudio

e Quimioteca I. El primer caso de estudio es una quimioteca caadiia compuesta
por 600 oxazoles que ha sido previamente utilizadia validacion de las metodologias de
seleccioén por diversidad de PRALIN®.Desde un punto de vista combinatorio consta de
tres puntos de variabilidad resultantes de la coadidn de 5 carboxilatos, 4 halofenoles y
30 4-hidroximetilisoxazoles (Figura 8.5.a). Preadatventaja de que la actividad de los
600 compuestos como agonistas de FXR (receptor rRedaide) ha sido testada,
encontrandose que 36 compuestos muestran actiegiadalente a CDCA 3M.** En su
caracterizacion se emplearon un total de 100 gqeeoes del médulo Descriptor+ del
programa Cerius2: fisicoquimicos, de forma, inditgsoquimicos, indices topoldgicos
basados en la teoria de la informacion, indicesestpucturales y contadores de subgrafos.
La dimensionalidad de los datos se redujo mediamédisis de componentes principales a
7 componentes responsables del 90% de la varianza.

¢ Quimiotecall. Corresponde a la quimioteca BIB_Amino de 35640 poestos
derivados de la reaccion multicomponente de Vicexpuesta en el capitulo 3 (Figura
8.5.h). En este estudio, se amplia el nUmero daigeses a un total de 84, calculados con
MOE, que incluyen descriptores fisicoquimicos, deditopoldgicos basados en la teoria
de la informacién, indices topoldgicos y descrigsoespaciales. De nuevo, se aplica PCA
para normalizar y decorrelacionar los datos, rasdlt en un espacio de 9 dimensiones que
explican el 90% de la varianza total de los desurgs originales.

e« Quimioteca lll. El dltimo caso de estudio corresponde a una qtérgobasada en la
reaccion de Ugi (Figura 8.5.c). Dicha quimiotecalsgva de la combinacion de 27 acidos
(RY, 27 aminas (B, 27 aldehidos (B y 27 isonitrilos (R). Como se disefia con fines
comparativos, estos reactivos se extraen aleatenigamdel catédlogo Maybridge. La
guimioteca final, compuesta por 531441 compuestes,enumera con Cerius2 y se
optimiza con MOE usando é&brce field MMFF94 con un gradiente de convergencia de
0.01 kcal/mol. Para su caracterizacion se empleamismos 84 descriptores usados para
la quimioteca Il. El espacio de propiedades finsgdp definido por 12 PCs que capturan
el 90% de la varianza de los datos.
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Figura 8.5. (I) Quimioteca | de oxazoles. (II) Quimioteca B g@irido[2,3d]pirimidinas sustituidas

BIB_Amino. (Ill) Quimioteca Il derivada de la re@6n de Ugi.

Se desea destacar que debido a la naturaleza tha atk los descriptores empleados, puede
asumirse que los resultados mostrados a continuagéda el método Direct no estan
restringidos al uso de descriptores aditivos o stitivos.

8.2.2.2.Quimiotecas combinatorias focalizadas entorno a uanico lead

En primer lugar, se examina el comportamiento dealgoritmos de optimizacion DIRECT,
SA, GA, GREEDY-GE y GREEDY-SS en el disefio de qatetdas focalizadas entorno a un
Unicolead

Para cada quimioteca, se considdemtsde manera independiente un determinado nimero de
compuestos escogidos aleatoriamente. Asi, paraitaiajeca | se realizan selecciones frente a
60 compuestos aleatorios (10% de la quimiotecantras que para las quimiotecas Il y Il se
consideran 20 hipotéticdsads

Para cada par particular quimiotdead se testa una amplia gama de tamarfios de seleccion y
configuracionegull array. Para la quimioteca I, el tamafio de seleccion méxse establece en
600 compuestos, es decir, se permite seleccionataglde la quimioteca. Para las otras dos
gquimiotecas se fija un valor maximo de 1000 (quieta II) y 10000 (quimioteca III)
compuestos. Estos dos ultimos valores de corteranip valor de referencia, cominmente
aceptado para una seleccion representativa deitaiofeica total, de la raiz cuadrada del

namero total de compuestos de la quimiotecé@56402189 y +/531441=7209,
respectivamente para cada quimioteca.

Respecto a las configuraciones requeridas, por lisidgd se opta por aquellos disefios
nyxnyx...xn; directamente derivados de deconvolucionar repetdée una seleccidéoherry
picking compuesta pax miembros. Es decir, para lead especifico de una de las quimiotecas,
se ordenan sus compuestos mas cercanos en orden decrecientendidudi y se comienza
deconvolucionando el primer compuesto de la liStaviamente, esto rinde wray 1x1...x1.

En la siguiente iteracién, se aplica el mismo pdoo&nto al segundo mejor compuesto,
identificandose una nueva configuracidml...x2, ..., 21..x1, 2x2...x1,...,0 2x2...X2. De
aqui en adelante, los siguiente compuestos deamignhdos pueden afiadir un nuevo reactivo
o building block a las listas de reactivos, proponiendo una cord@an incrementada, o
pueden estar formados por reactivos previameneeaehados. Este proceso se repite hasta
que el tamafio de la configuracion obtenida excédeler de corte impuesto (600, 1000 o
10000 compuestos). Notese que de este modo losntosjde configuraciones a optimizar
pueden diferir entre los distinttesadsdentro de una misma quimioteca. Aproximadamenmte, u
total de 30-4Gull arrays son optimizados para catsd hipotético de la quimioteca I, 90-100
para los de la quimioteca Il y 20-30 para los dguiaioteca III.
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A pesar del procedimiento impuesto, se remarcaPdRELINS puede optimizar cualquier tipo
de configuracién requerido, tomando tantos compsgede¢ la lista como sean necesarios para
alcanzar los tamafios de seleccion deseados parpeatb de variacion de la quimioteca.

Estas selecciones se realizan también en foroteay pickingpara los mismos tamafios de
seleccién que las quimiotecas combinatorias.

El espacio de propiedades se define a través dgirto ortogonal de componentes principales
de cada quimioteca. Para todos los algoritmosyraién objetivo a optimizar corresponde a la
definicion de Similitud Minima (ecuacion [8.1]), rque evidentemente en este caBoel|
cualquiera de las definiciones es equivalente. Cor@ica se escoge la distancia Euclidea para
medir las distancias entre compuestos, por lo queenor valor del indice corresponde a una
mayor similitud.

Para los algoritmos no deterministas (GA, SA, GREEEE y GREEDY-SS) cada seleccion se
repite 50 veces, cada vez comenzando coffullirarray aleatorio diferente. Unicamente el
método Direct y el diseficherry pickingson totalmente deterministas.

Por una cuestion de espacio no se ilustran todosifefios focalizados entorno a céshd,
sino que se muestra un unico ejemplo para cadaia@eita para su inspeccidon detallada y a
continuacion se presentaran valores estadistiaizando las tendencias a lo largo del total de
leadsde cada quimioteca.

En la Figura 8.6 se ilustra el valor de similituel donjunto deull arrays optimizados por los
cinco métodos en torno a tead hipotético de la quimioteca I. El tamafio de seatet¢eje de
abcisas) se muestra en escala logaritmica parbtdiada visualizacion de los puntos. La
selecciércherry picking(puntosmarrone$ constituye el limite superior alcanzable de stodl
(limite inferior en las figuras), ya que la restiim combinatoria incrementa el recubrimiento en
las selecciones combinatorias focalizadas, por ue gupone una pérdida de similitud
comparado con la selecciéherry picking Para los métodos no deterministas cada uno de los
puntos mostrados corresponde al promedio de lasgsdiciones.

12
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Figura 8.6. Similitud aun compuestolead para una serie de selecciones combinatorias facks

con tamafios de seleccion diferentes dguemioteca |I. En el eje de abcisas se representa en escala
logaritmica el tamafio de seleccion frente al velosimilitud promedio de todas las repeticiones par
tamafio de seleccién concreto.

Para esta pequefia quimiote®&§00), se observa como las selecciofudisarray apenas se
distancian de las selecciord®erry picking a pesar de la restriccion combinatoria. Parauaval
la importancia de estas diferencias, se considenaodimite inferior el valor de similitud
obtenido para una serie de selecciones combingtalgatorias (RANDOM).
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Por claridad, estos puntosrces azulgsse representan exclusivamente para el caso de la
quimioteca | (Figura 8.6). Cada punto aleatoricespnta el promedio de 50 repeticiones. Asi,
al comparar las soluciones aleatorias no focalizdda diferencias entre las coleccioaksrry
picking y full array no son muy significativas. La tendencia relativateeconstante de la
seleccion aleatoria no deberia confundir. Parasestdecciones, los puntos se encuentran
uniformemente distribuidos en el espacio quimiap,lp que la adicion de nuevos compuestos
apenas varia el valor promedio de similitud td®alr otra parte, para las selecciones focalizadas
(cherry pickingy full array), el valor de la funcion de similitud (distanc&s incrementa con el
tamafo de seleccion, ya que los nuevos compueltoidas estan mas distantes léald que

los seleccionados previamente.

Para establecer y comparar la efectividad de laritinos de optimizacién, para cada tamafio
de seleccion se calcula la diferencia entre elrvaéo similitud del correspondiente conjunto
combinatorio identificado por un algoritmo concretcel valor de similitud de la seleccion
cherry picking del mismo tamafio de seleccion. A continuaciona pesda algoritmo en
particular se calcula el promedio de estas diféasna lo largo del conjunto de tamafios de
seleccidn, Vicormvo (ecuacién [8.8]). Cuanto mas se aproxime ester\valaero, mayor
acuerdo existe entre las selecciones combinatpiberry picking

i =tamafioseleccion

VALGORITMO = z S(C) Full array ALGORITMO - S(C)CherryPicking [88]

i=1

Sin embargo, debe considerarse el hecho de queorleerencia de los algoritmos no
deterministas varia con el tamafio de seleccién.pssa tamafos de seleccion superiores a 10
compuestos, los cuatro métodos (GA, SA, GREEDY-GEREEDY-SS) convergen
practicamente en la misma solucion. Por debajostie eorte de 10 compuestos, mientras que
las soluciones GA presentan una desviacion estédipara las 50 repeticiones, SA converge
ligeramente peor, particularmente en el caso aeaehar un Unico compuesto. Por lo tanto, el
promedio de las diferencias en similitud entresigcciones combinatoriaschierry pickingse
calcula separadamente para las selecciones isrigr superiores a 10 compuestos,
observandose dos tendencias opuestas. Para lasi@@ds inferiores a 10 compuestos, los
valores promedio para cada algoritmau@britvo), ordenados por efectividad decreciente son:
0.181 (GA) = 0.181 (Direct) > 0.728 (GREEDY-SS) ¥6B (GREEDY-GE) > 0.947 (SA).
Asi, GA y el método Direct son los 6ptimos. Porieracde este tamarfio de seleccion, todos los
algoritmos promedian igual (0.397), excepto el métDirect que ligeramente excede este valor
(0.447).

Tocante a la quimioteca Il, en la Figura 8.7 sstiin los resultados obtenidos al muestrear
diferentes tamafos de seleccion pardead particular. De nuevo, todos los algoritmos rinden
selecciones combinatorias muy proximas a las deleescherry picking Los conjuntogull
array focalizados se encuentran significativamente miragh de la marca de similitud de las
selecciones aleatorias, con un valor de 4711053 a lo largo de los diferentes tamafios de
seleccién (por claridad no incluidas en la Figuig.8
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Figura 8.7. Similitud aun compuestolead para una serie de selecciones combinatorias fackls

con tamafios de seleccién diferentes dguimioteca Il. En el eje de abcisas se representa en escala
logaritmica el tamafio de seleccion frente al vesimilitud promedio de todas las repeticiones par
tamafio de seleccidn concreto.

A partir de la convergencia de los algoritmos, iseld el rango de tamarfios de seleccion en tres
regiones. En la Figura 8.7 se observa cdmo paraftesnpequefios tamafios de seleccion (<20),
los algoritmos GREEDY-GE, GREEDY-SS y SA quedarmaddos en un minimo local,
mientras que GA los sobrepasa. Para tamafios digelénferiores a 50, el promedio de las
desviaciones estandar para las 50 repeticioneaddeprinto son: 0.155 (GA), 0.279 (SA), 0.399
(GREEDY-GE) y 0.356 (GREEDY-SS). Por encima de %®nguestos, GREEDY-GE vy
GREEDY-SS conducen siempre a la mima solucién (de®n estandar nula), mientras que la
desviacion estandar correspondiente para GA y Silsfegor que para tamafos de seleccion
menores (0.00025 y 0.010, respectivamente). Ersestédo, GA se comporta mejor que SA.

Los valores de Mcortmo COrrespondientes a cada una de estas tres regienlegan en la
Tabla 8.6. Para tamafios de seleccion pequefiogtetmDirect supera al resto de algoritmos,
basicamente debido al problema de los minimos decgFigura 8.7). Para colecciones
comprendidas entre 21-50 compuestos, GA es el mfgoritmo, seguido de cerca por SA. A
medida que el tamafio de seleccion se incremestapkaaproximaciones Greedy y GA rinden
resultados idénticos (0.330), siendo SA menos igtecPara estos tamafios de seleccién, el
método Direct rinde soluciones proximas a la 6ptooa un valor promedio de 0.495 (Tabla
8.6). Este valor es considerablemente inferior \dgkoritvo Obtenido para las selecciones
aleatorias referidas a las selecciotiesrry pickingde 2.810 (no mostrado en la Tabla 8.6).

Tabla 8.6. Valores Vuacorimvmo de las selecciones combinatorias focalizadas audesr en la
Figura 8.7 para la quimioteca Il. Estos promed@salculan para tres rangos de tamafios de seleccién

Rango de tamafios de

., GA SA GREEDY-SS GREEDY-GE Direct
seleccion
n [0-20] 0.149 0.428 0.673 0.782 0.074
n [21-50] 0.242 0.252 0.288 0.248 0.475
n [51-1000] 0.330 0.344 0.330 0.330 0.495

Finalmente, en la Figura 8.8 se representan lolgsede similitud obtenidos al focalizar
entorno a urlead de la quimioteca lll. Las correspondientes setsus aleatorias alcanzan un
valor absoluto de 4.44% 0.335 a lo largo del margen de tamafios de sele¢pir claridad no
mostradas en la Figura 8.8).
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Figura 8.8. Similitud aun compuestolead para una serie de selecciones combinatorias fackls

con tamafios de seleccion diferentes dguianioteca Ill. En el eje de abcisas se representa en escala
logaritmica el tamafio de seleccion frente al velosimilitud promedio de todas las repeticiones par
tamafio de seleccidn concreto.

Para esta quimioteca, se escoge una cardinalid2®@eompuestos para dividir el rango de
tamafnos de seleccion y calculat doritvo. Para elead especifico mostrado en la Figura 8.8,
por debajo de 200 compuestos, el ranking de losraehtes algoritmos de mejor a peor
(VaLcorimmo) corresponde a: 0.608 (GA) > 0.763 (Direct) > @.8GREEDY-SS) > 1.063 (SA)

> 1.498 (GREEDY-GE).

Paran > 200, este ranking cambia: 0.525 (GA) > 0.542 (GRE-SS) > 0.613 (SA) > 0.711
(GREEDY-GE) > 0.739 (Direct). Las correspondiergekecciones aleatorias presentan valores
de VALGORITMO de 3317m < 200) Yy 2502|’( > 200)

Tras inspeccionar un Unidead para cada una de las tres quimiotecas, en la TabBlase
muestran las estadisticas a lo largo del conjuntopteto deleads de cada quimioteca. Se
combinan los resultados, expresados como la dderemtre el valor de similitud del conjunto
combinatorio y la selecciarherry pickingde todos los calculos (nUmeroldadsx nimero de
configuraciones analizadas para chedal particular) para cada quimioteca. Estos promeskos
calculan separadamente para cada uno de los ralggéamarnos de seleccion distinguidos
anteriormente en cada caso.

Tabla 8.7. Valores promedio, expresados como la diferenciasid@litud entre un conjunto
combinatorio y una selecciécherry pickingde todos los célculos (nUmero teads x nimero de
configuraciones analizadas paralead particular) realizados para una quimioteca padicu

Quimioteca | Quimioteca Quimioteca Ill
n<=10 n>10 n<=20 21<=n<50 n > 50 n <=20t >200
GA 0.122 0.332 0.107 0.146 0.256 0.474 0.584
SA 1.022 0.332 0.305 0.155 0.266 1.017 0.688
GREEDY-SS 0.585 0.332 0.399 0.230 0.259 0.741 20.59
GREEDY-GE 0.656 0.332 0.626 0.271 0.278 1.718 D.74
DIRECT 0.130 0.381 0.027 0.216 0.387 0.559 0.814

Respecto al ranking de los algoritmos en orderfetgieidad decreciente se extraen las mismas
conclusiones que las descritas para las Figura8.8.6°ara los tamafios de seleccion pequefios
el método Direct identificdull arrays focalizados 6ptimos y a medida que el tamafio de
seleccidn se incrementa, su comportamiento esratgws favorable, aunque sigue generando
soluciones préximas a la 6ptima.
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El comportamiento contrario se observa para losfolmeatos del algoritmo GREEDY y SA,
que conducen a selecciones mas focalizadas a meglidecrementa el tamafio de seleccién,
comparables a las obtenidas con GA. Particularm&@REEDY-SS tiende a sobrepasar a SA 'y
GREEDY-GE. El algoritmo genético es el que mejor ceenporta en todos los casos,
independientemente del tamafio de seleccién, y angerel problema de los minimos locales
encontrado para los otros algoritmos no deternaisist

Considerando la eficiencia de los algoritmos, efdhla 8.8 se muestra una lista comparativa
del tiempo de calculo requerido (uso de CPU en rebag) para realizar las diferentes
selecciones para cada una de las tres quimiof€odss los calculos se ejecutan en un Pentium
IV a 2.4 GHz en entorno Linux. El coste computaalassociado al método Direct es mucho
mas reducido, comparado con GA, y comparable mltiede las aproximaciones Greedy.

Tabla 8.8. Tiempo computacional requerido (uso de CPU en rubgg) para la seleccion de
diferentes colecciones para cada uno de los algusitle optimizacion descritos.

Quimioteca | Quimioteca Il Quimioteca lll

n=24 n=192 n=182 n=988 n=810 n=4235

4x2x3 4x4x12 13x14 26x38 5x9x3x6 7x11x5x11
GA 1.18 5.89 9.32 44,13 32.98 193.31
SA 0.11 0.47 2.33 5.49 8.48 21.08
GREEDY-SS 0.05 0.05 1.83 1.84 6.16 6.39
GREEDY-GE 0.05 0.05 1.81 1.87 6.23 6.25
Direct 0.05 0.05 1.82 1.82 6.42 6.70

8.2.2.3. Quimiotecas combinatorias focalizadas emtw a variosleads

Se examina la efectividad de los algoritmos dengpticibn en el contexto del disefio de
quimiotecas focalizadas entorno a varios compuésaolsF>1 en las ecuaciones [8.1]-[8.4].

En este caso, las cuatro definiciones de similiejdn de ser equivalentes. Por lo tanto, primero
se analiza su comportamiento diferencial mediamtpeccion visual de la distribucién de los
compuestos en los conjuntos combinatorios optinoigadilizando las cuatro definiciones de
similitud correspondientes. Para facilitar la reprgacion, se escoge la quimiotecal+§00),

con dos compuestos comeads Se seleccionarfull arrays de configuracion 22x10,
optimizadas con GA. Como referencia, se toma ulezaén de 40 compuestoberry picking
ordenados segun la ecuacion [8.1]. Para simplifecémterpretacion, la dimensionalidad de los
7 PCs se reduce de nuevo aplicando escalado mgtidional a la matriz de similitud entre
pares de compuestos, donde las distancias se e\aliartir de los 7 PCs (apartado 1.8). En la
Figura 8.9 se ilustran los cinco disefios resultammyectados en dos dimensiones, que
explican el 67% de la varianza de la matriz deadiggs. Se observa como los cuatro conjuntos
combinatorios t(iangulos azulesen las Figuras 8.9.b-8.9.e) cubren un area mayer lg
seleccidncherry picking (triangulos azulesen la Figura 8.9.a). En todas estas figuras, los
cuadrados rosas corresponden a lodehm$shipotéticos.
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Figura 8.9. Distribucion de los 40 compuestofigngulos azules en los diferentes disefios

focalizados a doteadshipotéticos ¢uadrados rosas (a) selecciércherry pickingde los 40 primeros
compuestos del ranking seguin ecuacion [8.1]. (lBcs®n %2x10 optimizada con GA para Similitud
Minima ([8.1]). (c) seleccién»2x10 optimizada con GA para Similitud Promedio ([8.2§l) seleccién

2x2x10 optimizada con GA para Similitud Maxima ([8.3p) seleccion 22x10 optimizada con GA para
Similitud Centrada en un punto ([8.4]).

El disefio basado en la Similitud Maxima (ecuaci®d]), que podria denominarse MiniMax,
identifica colecciones distanciadas de los ldasls Para esta configuraciérx2x10, Similitud
promedio Average Similarity y Similitud centrada en un punt€éntered point similarify
proponen disefios similares.

Tras inspeccionar las definiciones de similitudyesslizan selecciones frente a deadspara
cada una de las quimiotecas. Para cada pbradis el conjunto de configuraciones y tamafos
de seleccién a ser examinados se elige siguienpimedso descrito en el apartado anterior. Por
simplicidad, unicamente se muestran los resultadenidos para la quimioteca Il con los
algoritmos GA, GREEDY-SS, GREEDY-GE y DIRECT (Figu8.10). Como definicion de
similitud se utiliza el concepto de Similitud Mirdamsobre el espacio de componentes
principales y con métrica Euclidea. Estos resutasmfirman el comportamiento apropiado de
los métodos de focalizacion frente a seleccioneata@lias, que alcanzan unos valores de
similitud de 3.473 0.048 (no mostrados en la Figura 8.10).
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Figura 8.10. Similitud a dos compuestoslead para una serie de selecciones combinatorias
focalizadas con tamafios de seleccién diferentés gigimioteca Il. En el eje de abcisas se representa en
escala logaritmica el tamafio de seleccion frentalar de similitud promedio de todas las repetie®
para un tamafio de seleccion concreto, calculadecoacion [8.1].

Para tamafios de seleccion inferiores a 50 commjedtoanking de los métodos en orden de
efectividad decreciente es: 0.176 (Direct) > 0.2&R) > 0.252 (GREEDY-SS) > 1.056
(GREEDY-GE) > 3.166 (Aleatoria). Por encima de distéte el ranking pasa a ser: 0.370 (GA)
> 0.370 (GREEDY-SS) > 0.556 (GREEDY-GE) > 0.600rébt) > 2.466 (Aleatoria). Todos
estos valores corresponden @ dbrirmo, €S decir, el promedio de las diferencias entre la
similitud de lodull arraysy la similitud de la seleccidcherry pickinga lo largo de los distintos
tamafos de seleccion para un algoritmo determinado.

8.2.2.4. Capacidad para identificar compuestos agbs

En este punto se examina si la disminucion en kdidas de similitud que conlleva el disefio
combinatorio implica 0 no una disminucién en el péonde compuestos activos identificados
por este disefio, comparada frente al caso de uUeecim cherry picking Esto puede ser
especialmente importante en el caso del métodocDis@ que a tamafos de seleccion
moderados alcanza selecciones proximas a la Opfiaday como establece el Principio de
Similitud, aquellas selecciones mas focalizadaserdab idealmente alcanzar factores de
enriquecimiento superiores. Sin embargo, esta geedepende fuertemente de la capacidad del
conjunto de descriptores utilizados para discrimieatre compuestos activos e inactivos.
Ademads, incluso para descriptores que presentarbugm comportamiento de vecindad
(neighborhood behavioyr el hecho de que un compuesto posea un altoeirdiicsimilitud
frente a un compuesto activo no siempre aseguraspeecompuesto sera activo. Por ejemplo,
Martin y colaboradoré$ encontraron que para un valor de Tanimoto de @®&3 los
fingerprints Daylight, Unicamente el 30% de los compuestoslaigs a un activo son ellos
mismos activos.

La quimioteca I, compuesta por 600 oxazoles, eScparmente apropiada para un analisis
retrospectivo de este tipo ya que i) ha sido tatabe testada frente a FXR, por lo que a
diferencia de lo que se viene realizando en ehjcalen este caso no es necesario presuponer la
inactividad depool de inactivos vy ii) su naturaleza combinatoria.
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Los building blockscontenidos en los 36 compuestos activos inclugsrblcarboxilatos, los 4
halofenoles y 8 de los 30 4-hidroximetilisoxazolési, como minimo seria necesaria una
guimioteca combinatoria de 160 compuestostB) para incluir los 36 compuestos activos.
Previament®®, se demostré que los 7 componentes principalesigseriben esta quimioteca
muestran un satisfactorio, aunque no perfecto, odiamiento de vecindad.

En este estudio, cada uno de los 36 oxazoles acigoconsidera separadamente como un
compuestdead para conducir busquedas de similitud a tamafiosetiecion de 6, 30 y 60
compuestos, que representan el 1%, 5% y 10% @eldetla quimioteca. Dichas selecciones se
realizan en la forma deparse arrayqcherry picking y full arrays, estos ultimos optimizados
tanto por GA como por DIRECT. Para cada par pdeideadtamafio de seleccion, se testan
todas las posibles configuraciorfedl array y aquella méas focalizada (la de mayor indice de
similitud) se elige para ser optimizada por GA YRBCT. Como métrica se emplea la distancia
Euclidea en el espacio descrito por los 7PCs dig/alel set de 100 descriptores (apartado
8.2.2.1).

En la Tabla 8.9 se muestran los promedios de ldisds de similitud obtenidos para los 36
compuestos activos a los tres porcentajes de lgadatds cribada, asi como el promedio de los
factores de enriquecimientef( encontrados.

Tabla 8.9. Promedio de los indices de similitud S(C) y lastéres de enriquecimiento para las
busquedas de similitud focalizadas separadamemdéenena cada uno de los 36 compuestos activos a
diferentes tamafios de seleccid): (1%, 5%, 10% de la quimioteca |. El espacio quémse define
usando los 7 PCs derivados del set de 100 desa¥ptha distancia Euclidea define las disimilitudes
entre compuestos, por lo que un menor valor S(@yéuna mayor similitud.

n =6 (1%) n = 30 (5%) n = 60 (10%)
Chery GA  DIRECT Cherry GA  DIRECT Chery GA  DIRECT
gzocr)“ed'o 225 270 2.77 403 472 4.89 507 5.71 5.81
Efromed'o 564  5.08 5.94 339  3.09 3.13 278 259 2.54

Se observa como la restriccibn combinatoria no aedsignificativamente la tasa de
identificacion de compuestos activos. Incluso existasos en los que una seleccion menos
focalizada (por ejemplo con el método Direct epréher 1% de base de datos) ligeramente
supera los factores de enriquecimiento de seleesiomas similares (el caso de GAherry
pickingen este 1%).

Para comprobar si esta inesperada tendencia esdeaper el set de descriptores utilizados, se
repiten las busquedas de similitud usando otralseatescriptores bien establecido y validado,
los descriptores MACCS.Esto permite también el examen de la efectividatéaminos de los
valores de similitud encontrados con el métododibajo otros descriptores. Los 600 oxazoles
se codifican con la versibn empaquetada en bitBrdgdrprint MACC, implementada en MOE.
Se define la similitud segun la ecuacién [8.1],naEael coeficiente de Tanimoto para medir la
similitud entre pares de compuestos. En la Taldl@ 8e listan los correspondientes promedios
para los 36 activos de los indices de similitudsyfactores de enriquecimiento.
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Tabla 8.10. Promedio de los indices de similitud S(C) y lostdees de enriquecimiento para las
busquedas de similitud focalizadas separadamemtenena cada uno de los 36 compuestos activos a
diferentes tamafios de seleccid): (1%, 5%, 10% de la quimioteca |. El espacio quémse define
usando las MACC%eys El coeficiente de Tanimoto define las disimiliésdentre compuestos, por lo
que un mayor valor S(C) indica una mayor similitud.

n=6 (1% n = 30 (5%) n = 60 (10%)
Chery GA  DIRECT Chery GA  DIRECT Chery GA  DIRECT
gzocr;‘ed'o 0.994 0992  0.992 0.958 0.944  0.944 0.936  0.927 .9260
Efromed'o 6.02  6.79 5.71 440 412 3.83 3.07  3.04 3.16

De nuevo, el método Direct rinde valores de siadliproximos a los obtenidos con GA para la
optimizacién de conjuntos combinatorios. A la vidgi los factores de enriquecimiento, se
observa como los descriptores MACCS se comportgorngeie los 100 descriptores usados
anteriormente. Respecto a la influencia de laioegin combinatoria, se alcanzan las mismas
conclusiones que en el caso anterior (Tabla 8@)ldPtanto, las diferencias en las medidas de
similitud entre las seleccionaherry pickingy full array no son tan relevantes cuando se
analizan desde el punto de vista de factores dgquemimiento, al menos para este caso de
estudio.

A la vista de todos los resultados expuestos etrégsapartados anteriores, se puede concluir
que la estrategia propuesta del método Direct,doasa una idea muy intuitiva, supone una
aproximacién valida para el disefio de quimiotecaslizadas combinatorias en uno y varios
leads Tal y como seria esperable, a pequefios tamaficeldecion el algoritmo rindéull
arrays optimos. A tamanos de selecciébn mayores, rindecsieines proximas a la optima. Su
comportamiento ha sido evaluado en diferentes cmndis: focalizacion frente a uno o varios
leads diversos tipos de representacion quimica (vasfalskales yfingerprinty asi como
meétricas de similitud (coeficiente de Tanimoto staincia Euclidea). Desde un punto de vista de
su capacidad para discriminar compuestos activasagdgéivos, el método Direct esta a la par de
otros métodos como GA.

Dentro de los métodos de optimizacion aplicadbdlarrays, GA es el que mejor opera tanto
desde un punto de vista de su capacidad para nzaxibai similitud como por su convergencia.
Los otros métodos no deterministas muestran una gewvergencia a pequefios tamafios de
seleccién, aunque se alcanzan buenos resultad@snafias mayores. Respecto al coste
computacional, GA es también el método mas exigeataque para los tamafios de
quimiotecas analizados, la velocidad computacioaas realmente importante.

Asi, para aquellas quimiotecas para las que la eragi®n no suponga un paso limitante, el uso
del algoritmo Direct representa un buen compronestre la habilidad para focalizar, la
velocidad y su facilidad de implementacion.
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8.3. Criterios para evaluar la diversidad

En el estudio aqui realizado la diversidad de @hecsion se evalla desde el punto de vista de
su representatividad, es decir, el grado en queadseleccion se extiende en el rango de
propiedades ofrecidas por la quimioteca total. Eerde los criterios desarrollados para
cuantificar esta diversidad destacan dos aplicaddcionalmente: los métodos de particion o
cell-based(apartado 1.10.2.3) y diversity integralcriterion (apartado 1.10.4). El primero de
ellos se encuentra disponible en la version origilta PRALINS y ha sido aplicado en el
capitulo 3, el segundo ha sido incorporado enedegte trabajo dentro de PRALINS.

Uno de los principales problemas asociados a laedoé de particion es la existencia de
efectos fronteragdge effec)so artefactos del clustéf:**®°***%En |a Figura 8.11 se ejemplifica
una situacion hipotética de un artefacto delster Se muestra una quimioteca virtual
representada por los circulos pequefios en un esp@inensional, donde se seleccionan dos
subconjuntosA (cuadrado} y B (donuty de tres compuestos. Aunque visualmente el
subconjuntoB (donutd esta menos disperso que el subconjukt@uadradoy, al dividir el
espacio quimico en tres celdas, la medida de riecigmto de los subconjunt@sy B con la
métricacell-based Fractior{ecuacién [1.103]) es de 1/3 y 2/3, respectivamdnor lo tanto, el
subconjuntd seria cuantificado errbneamente como mas diversé.q

Una alternativa para superar este problema sedatifioar distancias en lugar de evaluar
recubrimiento en celdas. Si se colocan puntos destrep en el centro de cada celdhir
(triangulosen la Figura 8.11) y se evalla la suma de lasmdista minimas de cada uno de los
puntos a uno de los compuestos de cada subcongintalor obtenido para el subconjuto
(al+a2+a3) es inferior que el correspondiente pheaubconjuntd (b1+b2+b3). Con ello, se
consideraria correctamente que el subconjAntaiestrea mas espacio quimico gue

Figura 8.11. Caso hipotético que representa la posibilidadrdartefacto detluster Subconjunto#\
(cuadrado}y B (donut3 y puntos de muestreo colocados en el centro dizhda (triangulos.

Este fendmeno del artefacto ahlisteres particularmente importante en los disdiidsarray,

ya que la restriccibn combinatoria previene un beotiento completo del espacio y favorece
una distribucién de los compuestos en el espactosmsceptible de sufrir estos artefactos.
Ademas, es susceptible de ocurrir también en lauaei@n de recubrimiento con los métodos
declustering ya que no existe ninguna garantia de que lasculak® pertenecientes a un mismo
clusterse encuentren mas proximas entre ellas que cag wioléculas de otradusters tal y
como Patterson y colaboradores han apuntado prexiaii

Basandose en la idea expuesta, se propone un oririp al que se ha bautizado coowall-
integral-diversity criterion abreviado C.1.D. Este supone un compromiso dosrenétodos de
particion y eldiversity integral criterion(en adelante referido como D.I). Como éste Ultis®o,
basa en la medida de distancias entre puntos dstr®ogsondas) y compuestos en el espacio
de descriptores, pero a diferencia de D.l, estadasono se posicionan aleatoriamente, sino que
se colocan en el centro de las celdabimms (Figura 8.11) ocupadas por las quimiotecas
obtenidos por una técnica de particion como elrdaigo deOptimum Binning
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Asi, para comparar dos quimiotecas que compartemnissho espacio de descriptores, una vez
particionado, la diversidad de cada quimiotecausetifica a partir de la suma de las distancias
para cada uno de los puntos y su molécula masmadxhquella quimioteca con un menor
valor, serd mas diversa.

C.1.D permite también solventar ciertas desventagiadas con el caracter aleatorio de los
puntos utilizados por D.l, como son la reprodudbili y el requerimiento de usar un elevado
namero de puntos.

Aunqgue estos criterios C.I1.D y D.l son muy simitaes esencia, se debe tener en cuenta que el
espacio real muestreado por ambos no es el mismonEespacio multidimensional definido
por i propiedadesx{...x) los puntos aleatorios de D.l se posicionan emiparcubo definido

por las coordenadaXimin. .- Ximay - - -[ Ximin--- Xmaxl. POr lo tanto, puede existir, y hormalmente es
asi, espacio quimico no accesible a ninguno dedogpuestos que esta cubierto por los puntos
de D.l, mientras que C.l.D unicamente tiene en tuelas regiones hipercubicas
correspondientes al espacio quimico ocupado. Est&cia tiene su importancia ya que en D.I
los compuestos en los extremos del espacio de ipkeses tendrds mas importancia,
favoreciendo el denominado efeetdge desighi. En C.1.D no se favorece dicho efecto.

Este comportamiento se ilustra con el ejemplo dEidmra 8.12 para la evaluacion de dos
colecciones de 6 compuestds y B (puntos rojos en las Figuras 8.12.a y 8.12.b,
respectivamente) seleccionados de una quimioogds azulésen un espacio bidimensional.
La colecciorA, inmersa en el espacio de la quimioteca, es clmggmas representativa que la
coleccionB, que difiere deA Uunicamente en dos compuestos situados en la neeréde los
datos. Al particionar corOptimum Binningel espacio quimico, el espacio real accesible
comprende 6 de las 9 celdas totales, por lo queesido el procedimiento C.1.D se colocan 6
puntos en el centro de ellasuédrados negrgs Respecto a D.I, se colocan un total de 27
puntos aleatorioscfuces negrgsuniformemente distribuidos en el espacio de mugdes, de
manera que ocupan tres celdas sin compuestoslcitada.l.D y D.l para cada coleccién de
miembros referido a la quimioteca totd) (con la ecuacion [8.9], donde corresponde al
numero total de sondasBy, Dy son las distancias Euclideas entre una sonda gnghuesto
mas cercano de la coleccian) § la quimiotecaly), respectivamente.

p p

ernin D, —Z minD,

i=1 izt kON [89]
P

D.I,C.I.D=

En este ejemplo, se obtienen unos valores de @G&® coleccionA), 0.527 (C.I1.D coleccion
B), 0.683 (D.I colecciém) y 0.544 (D.I colecciom). Asi, segun C.I.D, la coleccith es més
diversa qudB, mientras que una tendencia opuesta se encuemntiic
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Figura 8.12. Influencia del espacio real muestreado podieérsity integral criterion(D.l) y cell-

integral-diversity criterion(C.1.D). Se muestran dos subconjuntos selecciagumtos rojo¥ de una
quimioteca puntos azulds (a) subconjuntoA, uniformemente distribuido y (b) subconjunBo con
compuestos en la periferia de los datos. Los cdadraegros representan las sondas de C.1.D ydas<r
negras los puntos aleatorios de D.I.

En general, esta preferencia por los compuestdeseaxtremos del espacio de propiedades
dependera de la distribucién particular de los amsfos en la quimioteca total, es decir, de la
relacion entre el espacio real accesible y el bigay definido para D.I.

8.3.1. Analisis de la eficacia y consistencia desimétodos de evaluacién de diversidad

Como casos de estudio se consideran las tres daca®presentadas en el apartado 8.2.2.1. La
Unica diferencia respecto a lo alli expuesto espguia la quimioteca Il basada en la reaccion
de Ugi, en lugar de considerar los 12 primeros aymaptes principales (90% de la varianza) se
utilizan unicamente 7 (82% de la varianza) parandeél espacio quimico, dado que es mas
conveniente usar los métodos de particion en espale dimensionalidad reducida (apartado
1.10.2.3).

Se compara el comportamiento de los tres critgdel-based FractionD.l y C.1.D) en la
evaluacion de diversidad de i) una serie de cadees de diferente cardinalidad seleccionadas
con el mismo método y ii) colecciones de la misrrdinalidad seleccionadas con métodos
diferentes. La primera aproximacion se aplica adasniotecas | y Il y la segunda, a la
quimioteca Ill. Para cada uno de los métodos déuasihn se analiza la influencia en su
eficacia de los parametros que usa (particion derenrecia o el nimero de puntos a ser
utilizados).

8.3.1.1.Tamaios de seleccién analizados

Para las quimiotecas | y Il se realizan un total2deseleccionedull array con tamafios
comprendidos en un rango centrado entorndQ, siendoN el total de compuestos de la
quimioteca: /600 = 25 (quimioteca ) y~/35640=189 (quimioteca Il). Para cada uno de
estos tamafios de seleccion, se escoge aleatoreamentonfiguracion délill array ya que el
objetivo de este trabajo no es determinar la ma&jafiguracion “absoluta”, sino establecer una

comparacion metodoldgica. En la Tabla 8.11 se mauestnimero de fragmentos a seleccionar
para cada uno de los puntos de variacion y el tardafseleccion total para cada quimioteca.
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Tabla 8.11. Configuracion de los 2full arrays seleccionados para cada tamarfio de seleccién en las
quimiotecas 1 y Il.

Quimioteca | Quimioteca Il
Tamarfo de selecciéon R1 R2 R3 Tamaro de Seleccién R1 R2
15 5 1 3 160 10 16
16 2 2 4 165 11 15
17 1 1 17 170 17 10
18 2 3 3 175 25 7
19 1 1 19 180 12 15
20 2 2 5 185 37 5
21 3 1 7 190 19 10
22 2 1 11 200 10 20
23 1 1 23 205 5 41
24 2 2 6 210 14 15
25 5 1 5 215 43 5
26 2 1 13 220 11 20
27 3 3 3 225 15 15
28 2 2 7 230 23 10
29 1 1 29 235 5 47
30 3 2 5 240 20 12
32 2 2 8 245 35 7
33 3 1 11 250 10 25
34 2 1 17 255 15 17
35 5 1 7 260 20 13
36 3 2 6 265 53 5

Para la quimioteca lll, se establece un tamaficetiE@on de 1296 compuestos, realizandose
selecciones en formatterry picking(sparsé y full array de configuracion €6x6x6.

8.3.1.2.Métodos de seleccion aplicados

Para las quimiotecas | y I, las 21 seleccionedad€abla 8.11 se optimizan bajo el criterio
MaxMin promediado (ecuacién [1.101]).

Para la quimioteca Ill, se aplican tres métodos xiMia promediado,cell-basedcon el
algoritmo deOptimum Binningy clustering con el algoritmoK-mean$ para identificar los
conjuntos de 1296 miembros tanto en forn@terry pickingcomofull array. Ademas de estas
seis colecciones, se lleva a cabo una seleccia@toale Para los dos métodos de clasificacion
(cell-basedy clustering se optimiza la fraccion de espacio cubierta (icettcell-based
Fraction, ecuacién [1.103]). En el caso de las seleccictesry picking se escoge un
compuesto aleatorio de caclastero bin.

Para las optimizaciones estocésticas (formatbgrray y la version promediada de MaxMin),
se utiliza el algoritmo genético presentando c@nnhismos parametros descritos en la seccion
8.2. En todos los casos, se utiliza la distancidi@iea para definir las distancias.

8.3.1.3.Condiciones de los métodos de evaluacién

Una vez realizadas las selecciones para cada datajose determina su diversidad mediante
los tres criteriosgell-based FractionD.l y C.1.D). En todos los casos, se define glae®
quimico a partir de los mismos PCs empleados egelaccién. Todas las selecciones y
evaluaciones se realizan en PRALINS, ammipts en perl adicionales para automatizar el
proceso.

. Método cell-based Aplicando el algoritmo d®©ptimum Binning el recubrimiento de

cada coleccion se determina en funcién de la fdacde celdas ocupadas. Asi, mayores valores
indican mayor recubrimiento y diversidad.
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De aqui en adelante, se referird a esta métrica &™C. Para demostrar el efecto del artefacto
del clustery estudiar el impacto de la particion de referemscogida en el comportamiento del
método, se realizan 6 particiones del espacio @taluncién del nimero de celdaiss que
ocupa la quimioteca total. En la Tabla 8.12 sa ldtnamero de celdas ocupadas por cada una
de las quimiotecas totales en cada uno de losu&psas aplicados.

Tabla 8.12. 6 particiones de referencia utilizadas para evdhdiversidad de las selecciones para
cada una de las 3 quimiotecas.

Particién Quimioteca | Quimioteca Il Quimioteca I
# Celdas ocupadas # Celdas ocupadas # Celdas asupad
P1 22 74 371
P2 40 76 459
P3 66 147 594
P4 112 213 646
P5 129 254 794
P6 200 442 833
. Cell-integral-diversity criterion(C.l.D). Para posicionar los puntos de muestreo se

utilizan las seis particiones de la Tabla 8.12,d#orl niumero de puntos totales equivale al
namero de celdas ocupadas. El valor obtenido padta seleccidén se refiere a la quimioteca
total, siguiendo la ecuacion [8.9]. A diferencia $8C, un menor valor de C.I.D indica una
mayor diversidad.

. Diversity integral criterion (D.l). Tradicionalmente este método se aplica an |

comparacion directa de dos selecciones de una afgicai virtual. En este estudio, para

comparar la diversidad de més de dos seleccionewez, el célculo se realiza refiriendo la

diversidad de cada una de las selecciones a laajaia total (ecuacion [8.9]). El nimero de

puntos aleatorios normalmente se ajusta a un \al@uficientemente grande como para

asegurar una buena distribucion de los mismosialmente se escogen 1000 puntos para la
guimioteca | y 10000 para las quimiotecas Il y Adlemds, para testar la influencia de este
parametro, se ejecutan seis célculos con el migmwero de puntos que en el caso de C.I.D
(Tabla 8.12). Debido a la naturaleza aleatoriantitbdo, cada célculo se repite 10 veces.

8.3.1.4.Medida de la consistencia de los métodos de evaligac

Para todos los experimentos de evaluacion (defnido un método concreto y sus pardmetros)
las tres series de selecciones correspondientadaaquimioteca se ordenan segun diversidad
decreciente. Entonces se calcula el coeficienteodelacion de Spearman,s(Rcuacion [7.2])
como una medida de la consistencia general emkingade las diferentes colecciones entre i)
un método de evaluacion bajo diferentes pardmgtipslos métodos de evaluacion diferentes.
Como se ha expuesto en el capitulo 7, este métedasa extensivamente en estudios de
prediccion de afinidad para correlacionar el ragkialculado con el ranking experimental de
las moléculas candidatas. En este estudio, nceaexistanking predecible de las selecciones que
deba reproducirse. Por ello, aqui este coeficientmeramente usado para analizar la influencia
de los diferentes pardmetros en un método de evdiuparticular (variacion interna) y para
establecer una comparacion de los métodos.

8.3.1.5.Resultados para las colecciones de diferente cardiidad (quimiotecas | y II)
En las Figuras 8.13 y 8.14 se muestran las evalneside diversidad de los tres métodos: SPC
(a), D.1 (b) y C.I1.D (c) para las quimiotecas llyrespectivamente. En los graficos SPCy C.I.D,

cada una de las lineas corresponde a cada une @ésdaemas deinning considerados como
particion de referencia (P1P6, Tabla 8.12).
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En el caso de D.l, las seis lineas P1-P6 corregmoadas seis evaluaciones con un numero de
puntos aleatorios equivalente al nUmero de celdapamas en las seis particiones. La séptima
linea adicional pertenece al caso de aplicar wah ¢kt 1000 (quimioteca 1) o 10000 (quimioteca
II) puntos. Estos valores de D.I son el promeditedel0 repeticiones, cuya desviacion estandar
se muestra en las Figuras 8.13.d y 8.14.d.

Como se ha mencionado, no existe un ranking opfirdecible para las 21 selecciones en
orden diversidad decreciente conocal@riori para ser considerado como referencia. Aunque
en principio se esperaria que el recubrimientonseeimente con el nimero de compuestos
seleccionados, esto es exclusivamente cierto epaes@s en que se comparan selecciones con
grandes diferencias de cardinalidad. En este ehpaso de variacion entre estas 21 selecciones
no es significativo: 1 y 5 compuestos para la goieta | y Il, respectivamente. Por ejemplo,
para la quimioteca | se observa un ejemplo en el lguseleccion de 29 compuestos cubre
menos espacio que la de 28, evaluada por cualqiedies tres criterios (Figuras 8.13.a, by c).
Sin embargo, en promedio puede observarse una neiadereciente de diversidad (al
trasladarse de 15 a 36 compuestos en la quimifteca
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Figura 8.13. Medidas de diversidad con los criterios (a) SBE,0.1 (valor promedio) y (¢) C.I.D
para cada una de las 21 selecciones de diferenténaiidad realizadas para fuimioteca . (d)
Desviacion estandar de las 10 repeticiones de D.I.

Se analiza en primer lugar la variacion interndademedidas de diversidad con el criterio SPC
(Figuras 8.13.a y 8.14.a) bajo diferentes partesoiConforme el numero thénsde la particion

de referencia se reduce, mas probable resultaupardeterminada seleccion alcanzar un mayor
recubrimiento.
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Por lo tanto, no sorprende que cada una de lasl@dcgones de las quimiotecas | y Il devuelva
mayor valor absoluto al ser evaluada bajo P1 giee P&. Sin embargo, el ranking de las 21
selecciones en orden de diversidad decrecientdengpe se conserva a lo largo de las seis
particiones. Por ejemplo, considerando la quimitee@n la Figura 8.13.a, la seleccion de 35
miembros se sitlla por encima de la de 34 miembresraevaluada frente a P1, mientras que
para el resto de particiones de referencia (PZSE@&ncuentra un orden opuesto. Una situacion
similar se observa para la quimioteca Il (Figu48&): bajo P1, la coleccién de 250 miembros
es mas diversa que la de 245, invirtiendose estén@g bajo P5. Para cuantificar el grado de
consistencia, se calcula Rara las 15 combinaciones posibles de pares tds lisdenadas de
las 21 selecciones establecidas por cada uno dé ksquemas dbinning (6*5/2). Estos
resultados se muestran en las Tablas 8.13 y 8r&lgs quimiotecas | y Il, respectivamente
(primera-quinta columna). Aunque existe una cociéla positiva, la particion de referencia
presenta un elevado impacto en el ranking de las@enes, con Rs comprendido entre 0.534 y
0.949 (quimioteca ) y entre 0.464 y 0.953 (quimaat I1).
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Figura 8.14. Medidas de diversidad con los criterios (a) SR,0.1 (valor promedio) y (c) C.I.D
para cada una de las 21 selecciones de diferenténalidad realizadas para fuimioteca II. (d)
Desviacion estandar de las 10 repeticiones de D.I.
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Tabla 8.13.

Coeficientes de correlacién de Spearman paranging de las 21 selecciones de la

guimioteca | por las seis medidas de diversidad con SPC ytetiorD.l con 1000 puntos.

D.l

SPC (P1) SPC (P2) SPC (P3) SPC (P4) SPC (Pp) (P=1000)
SPC (P1) 0.842
SPC (P2) 0.922 0.944
SPC (P3) 0.845 0.949 0.918
SPC (P4) 0.590 0.673 0.730 0.753
SPC (P5) 0.534 0.645 0.657 0.894 0.641
SPC (P6) 0.705 0.801 0.861 0.677 0.653 0.734

Tabla 8.14. Coeficientes de correlacion de Spearman paranging de las 21 selecciones de la

quimioteca Il por las seis medidas de diversidad con SPC ytetiorD.l con 10000 puntos.

D.l

SPC (P1) SPC (P2) SPC (P3) SPC (P4) SPC (F5) (p-10000)
SPC (P1) 0.731
SPC (P2) 0.887 0.877
SPC (P3) 0.722 0.887 0.882
SPC (P4) 0.539 0.791 0.927 0.861
SPC (P5) 0.477 0.743 0.844 0.947 0.795
SPC (P6) 0.464 0.739 0.809 0.894 0.953 0.775

Respecto a las medidas D.l, puede observarse efrigasas 8.13.b y 8.14.b que estas
evaluaciones son practicamente independientesinie¢no de puntos aleatorios aplicados. De
hecho, los valores desRle las 21 combinaciones de pares de las 7 ligt&2) promedian
0.967 (quimioteca I) y 0.969 (quimioteca IlI). Senegca que los valores mostrados en estas
figuras corresponden al promedio de 10 repeticioBese ejecuta una Unica evaluacion, se
pierde un cierto grado de acuerdo entre las sigt@s y R decrece. En el caso de la quimioteca
Il, el valor promedio de Rs para las 21 combinaesode ranking varia desde 0.969 (10
repeticiones) a 0.815 (1 repeticion). Evidentemeldemagnitud de la desviacion estandar
obtenida depende tanto del nimero de sondas (a mayero menor desviacion estandar)
como de la quimioteca particular bajo estudio (cérepse las Figuras 8.13.d y 8.14.d).

En lo tocante a los graficos de C.1.D, los perfilesdiversidad obtenidos son muy similares a
los obtenidos para el indice D.l. En las Tabla$ §.8.16 se listan los coeficientes para las

15 combinaciones de pares de rankings obtenidoa laar seis particiones de referencia
(primera-quinta columna), para las quimiotecasl]) sespectivamente. Para ambas quimiotecas,
las seis listas de selecciones ordenadas presenthnen acuerdo, consRomprendido entre
0.821 y 0.992 (quimioteca 1) y entre 0.812 y 0.9@4imioteca Il). Comparado con los valores
de R obtenidos para el métodoell-based la influencia de la particibn se reduce
considerablemente con C.1.D. Esta diferencia pwedeatribuida a la eliminacion del artefacto
del cluster (Figura 8.11) por parte de C.I.D, ya que el rafofactores como la distribucion
intrinseca de los compuestos enboss es equivalente en ambos casos.

Tabla 8.15. Coeficientes de correlacion de Spearman paranéing de las 21 selecciones de la
quimioteca | por las seis medidas de diversidad con C.l.Dgyitdrio D.l con 1000 puntos.

D.I
C.1.D (P1) C.1.D (P2) C.1.D (P3) C.1.D (P4) CID(PS) b 1000)
C.1.D (P1) 0.897
C.1.D (P2) 0.981 0.936
C.I.D (P3) 0.961 0.992 0.945
C.1.D (P4) 0.901 0.935 0.955 0.914
C.1.D (P5) 0.887 0.925 0.945 0.969 0.916
C.1.D (P6) 0.821 0.879 0.906 0.948 0.958 0.938
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Tabla 8.16.

Coeficientes de correlacién de Spearman paranging de las 21 selecciones de la

quimioteca Il por las seis medidas de diversidad con C.|.Dgyitdrio D.l con 10000 puntos.

D.I

C.I.D (P1) C.1.D (P2) C.1.D (P3) C.1.D (P4) CID(PS) b 10000)
C.1.D (P1) 0.926
C.1.D (P2) 0.903 0.923
C.1.D (P3) 0.899 0.927 0.868
C.1.D (P4) 0.892 0.917 0.983 0.869
C.1.D (P5) 0.847 0.812 0.818 0.855 0.904
C.1.D (P6) 0.873 0.843 0.826 0.862 0.984 0.935

Tras juzgar la variacion interna de cada métoddumeion de sus diferentes condiciones
intrinsecas de evaluacion (particiones de refeaeyaiimero de puntos), se compara el grado
de acuerdo entre los tres indices de diversidad.

Dada la coherencia mostrada a través de las 7ndatariones, se escoge el ranking de las 21
colecciones obtenidas por el indice D.I con 1000tgs (quimioteca 1) o 10000 puntos
(quimioteca Il) como referencia. En la ultima cohande las Tablas 8.13-8.16 (etiquetadas
“D.I"y se resumen los correspondientes coeficientes correlacion entre lofull arrays
ordenados por el criterio D.I (p=1000 o p=10000¢ada una de las seis determinaciones
realizadas con el criterio SPC (Tablas 8.13 y 8y1€)1.D (Tablas 8.15 y 8.16). Para las dos
quimiotecas, D.l correlaciona mejor con el rankiog C.I.D que con el de SPC. Para la
qguimioteca |, el promedio de Rs para los paresd.D y D.I-SPC es de 0.924 y 0.805,
respectivamente. Para la quimioteca I, estos galson 0.904 (D.I-C.I1.D) y 0.820 (D.I-SPC).
Asi, para las dos quimiotecas, el promedio de daficientes de correlacién de los pares D.I-
C.I.D es muy similar a los valores obtenidos parazdriacion interna del método D.I. Esta
pequeiia diferencia puede atribuirse a las difeasren el espacio quimico muestreado por uno
u otro método (Figura 8.12).

8.3.1.6.Resultados de colecciones seleccionadas con distintétodos (quimioteca 1)

En la Figura 8.15 se muestran los tres indicesivd@sidad para las siete selecciones diversas
de la quimioteca lll (apartado 8.3.1.2). El rankdeglos métodos bajo los criterios C.I.D y D.I
permanece constante cuando se alteran las corglcitm evaluacion, rindiendo por lo tanto
valores de R1. Respecto al criterio SPC, la variacion de ldigian de referencia identifica
dos ordenaciones de los métodos casi idénticas@oedifieren en la posicion en el ranking
entre la selecciofull array conK-meansy la seleccion aleatoria.

En la Tabla 8.17 se resumen los cuatro posibldangsde las siete selecciones encontradas
por los tres indices de similitud. Dentro de caidéa| los métodos aparecen en orden de
diversidad decreciente. La seleccigparsecon Optimum Binninges claramente identificada
como la méas diversa por los tres indices. La siélecfull array con K-meanses casi
indistinguible de la seleccién aleatoria por cusude los tres métodos (Figura 8.15.a-8.15-c),
por lo que su intercambio de rango dependienda @articion de referencia del criterio SPC no
supone una desventaja relevante. Asi, los trezdadtoinciden en los casos extremos de
maxima €herry pickingconOptimum Binninyjy minima {ull array conK-mean} diversidad.
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Figura 8.15. Medidas de diversidad con los criterios (a) SP¢,Ol (valor promedio) y (c) C.I.D

para cada una de las 7 selecciones realizadasaggranioteca Ill con diferentes métodos y disefios. (d)
Desviacion estandar de las 10 repeticiones deHD.kl eje de abcisas se presenta el indice quéfiden

a cada coleccion. 1: MaxMifull array; 2: MaxMin sparse array 3: Optimum Binning full array4:
Optimum Binning sparse arrag: K-means full array6: K-means sparse array': Aleatoria.

Tabla 8.17.

Ranking de las siete colecciones seleccionadasdif@rentes metodologias para la

quimioteca Ill en orden de diversidad decreciente calculadagsarés criterios: C.1.D, D.l y SPC.

gir\'/t:rrs'? dgg C.L.D D.I spc
Condiciongs de P1-P6 Todos los sets de P1-p2 P3-P6

evaluacién puntos
Rango 1 Binning Sparse Binning Sparse Binning Sparse BmSiparse
Rango 2 K-means Sparse MaxMin Full Binning Full Binning Full
Rango 3 MaxMirSparse MaxMin Sparse MaxMin Full MaxMin Full
Rango 4 Binning Full K-means Sparse MaxMin Sparse MaxMin Sparse
Rango 5 MaxMin Full Binning Full K-meansSparse K-means Sparse
Rango 6 K-means Full K-means Full Aleatoria K-means Full
Rango 7 Aleatoria Aleatoria K-means Full Aleatoria

Es remarcable que el métodmll-based prioriza aquellas selecciones realizadas con el
algoritmo deBinning ya que tanto el criterio de seleccion y evaluacidinciden. Los otros dos

criterios, que cuantifican distancias en lugar cigpacion de celdas, otorgan un menor valor de
diversidad a la seleccidnll array con Optimum Binnindgrente a otras selecciones basadas en
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distancia, incluyendo la selecciull array con MaxMin asi como las selecciones basadas en
clustering representadas porsdarse arrayidentificado corK-Means

Analizando las selecciones MaxMin, se observa dgenas compuestos situados en los
extremos del espacio de descriptores son los reapltws del valor de D.I calculado para estas
colecciones, siguiendo la idea ilustrada en la faigB.12. Por lo tanto, estas colecciones
aparecen en posiciones preferentes del rankindlesido por D.l. Sin embargo, deberia
considerarse que las evaluaciones D.I de la sélectierry pickingcon K-means sparsecon
MaxMin y el full array con MaxMin son muy similares, con desviacionesresta solapadas
(Figuras 8.15.b y 8.15.d). Lo mismo sucede corritdrio C.1.D (Figura 8.15.c). Sin embargo,
en este caso, es destacable que el método sitlselxcionescherry picking(spars¢ por
encima de los correspondientes disefiidisarray, una tendencia esperable ya que la restriccion
combinatoria implica una limitacién para conseduien recubrimiento, lo cual no se observa
con las otras métricas de evaluacion.

8.3.1.7.Cdll-integral-diversity criterion en el disefio de quimiotecas

Tras analizar la capacidad degll-integral-diversity criterionpara evaluar y establecer la
diversidad, se examina el uso de C.I.D como métuigeion a optimizar en el contexto del
disefio de quimiotecas. Particularmente, en el dabdisefidfull array puede ser muy util ya
que este formato agrupa a los compuestos en aiegfmmanera que los artefactos aabter
con los métodosell-basedson frecuentes.

De forma resumida, su esquema de trabajo paraelasc®nesfull array consiste en una
particion Optimum Binningdel espacio seguida de la colocacion de las scenas centro de
los bins ocupados y finalmente minimizacion de la funcidjetvo dada en la ecuacién [8.10]
por el algoritmo genético descrito.

_ = Jon
CDl =%—— [8.10]

dondep corresponde al numero de puntos situados en &locda cadabin (niUmero debins
ocupados).

Se realizan tres selecciones, una para cada urasdguimiotecas (I, 1l y lll), dirigidas a
identificar la mejor quimioteca combinatoria2x6, 19«10 y 6x6x6x6 utilizando la funcion
C.1.D (ecuacion [8.10]). Con fines comparativosppémizan las mismas selecciones usando la
funcion cell-based FractionSPC). Para la quimioteca |, el algoritmo de pani genera 22
celdas ocupadas, mientras que 147 y 109 ocupados se obtienen para las quimiotecas Il y
I, respectivamente.

En la Figura 8.16 se muestra la distribucién depmaestos para las selecciones SPC (8.16.a) y
C.1.D (8.16.b) de la quimioteca | en tres dimens&gue corresponden a los tres primeros PCs,
responsables del 69% de la varianza. Puede obsergeificamente que la seleccién SPC, que
cubre 21 de los 2Bins ocupados, contiene grupos de compuestos muy sisilntre ellos,
mientras que la seleccion C.1.D, que ocupa mentdase1l7), presenta moléculas mejor
espaciadas que uniformemente exploran el espacio.
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Figura 8.16. Seleccionedull array de laquimioteca | en el espacio definido por los tres primeros
componentes principales (69% de la varianza).glecsion ¥2x6 que maximiza la ocupacion de celdas
(SPC). (b) seleccion<@x6 que minimiza el critericell-integral-diversity

Las mismas conclusiones se alcanzan para las lgosis@es de la quimioteca Il, mostradas en
las Figuras 8.17.a (seleccion SPC) y 8.17.b (siélecC.l.D). Por claridad, se incluye la
representacion bidimensional de los dos primeras Rspresentando el 63% de la varianza. En
este caso, las selecciones SPC y C.I1.D ocupan 8@l total de 14Bins A pesar del menor
grado de recubrimiento de la seleccion C.1.D emitdws de celdas ocupadas, esta reduccion no
se observa visualmente en términos de distanciasioCen el caso de la quimioteca |, la
coleccion C.1.D estd mas homogéneamente distribiedéro de lodbins que la seleccion SPC,
donde los compuestos tienden a agruparse en taregntral. La seleccion SPC rinde un valor
de C.I.D de 3.816, mientras queselore C.I1.D de la quimioteca optimizada con C.I.D es de
3.507 (como referencia, el minimo valor de C.l.Deoido para la quimioteca |l total es de
3.107).
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Figura 8.17. Seleccionedull array de laquimioteca Il en el espacio definido por los dos primeros
componentes principales (63% de la varianza).gkecsion 1910 que maximiza la ocupacion de celdas
(SPC). (b) seleccién ¥A0 que minimiza el criterioell-integral-diversity

Finalmente, en las Figura 8.18.a (seleccion SP8)18.b (seleccion C.1.D) se muestran los
graficos 2-D basados en los dos primeros PCs (58%advarianza) para las selecciones
combinatorias 86x6x6 de la quimioteca lll. Aqui, la seleccion optimdaacon SPC recubre
423 de las 1209 celdas ocupadas por la quimiotgah ¥ la seleccion optimizada con C.1.D,
359 celdas. Los valores C.I.D para cada selecadr?2446 (seleccion SPC) y 2.325 (seleccion
C.1.D), comparadas con el valor total de 1.648 gar® de la quimioteca Il completa.

A partir de la inspeccién visual, la funcién C.ldonsigue identificar una quimioteca que
recubre mejor el espacio que la seleccién utilisdadnétrica SPC.
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Figura 8.18. Seleccionedull array de laquimioteca Il en el espacio definido por los dos primeros
componentes principales (52% de la varianza). €csion &6x6x6 que maximiza la ocupacion de
celdas (SPC). (b) selecciém@x6x6 que minimiza el criterigell-integral-diversity

8.3.1.8.Coste computacional

Una de las ventajas de C.1.D sobre D.l es su ardeterminista y menor coste computacional
al implicar menos puntos y no necesitar de repetas. En este sentido, se registra el esfuerzo
computacional para una serie de calculos en fund@rtamafno de la seleccién) (y de las
condiciones de la evaluacion. En la Tabla 8.18 sestna el uso de CPU en segundos. Todos
los calculos se ejecutan con un Pentium IV a 2.4 &Rl entorno Linux. El tiempo necesario
para realizar la seleccién no se incluye. Los t@esnpostrados para el método D.I corresponden
a una unica repeticion, por lo que estos valordseriien multiplicarse por el nimero de
repeticiones requerido. El coste computacionaliadoccon el algoritmo dBinning empleado
por el método C.I.D es despreciable comparadoamtidmpos del método D.l, incluso para la
quimioteca Ill con 531441 compuestos. Para unacéle concreta de cardinalidadel uso de
CPU de los métodos D.I y C.I.D correlaciona lineatite con el nimero de puntos. Por
ejemplo, para la seleccion de 1296 compuestos deimioteca Il evaluada con D.I usando
10000 y 833 puntos, la relacion entre el numergpuaetos (10000/833) y el uso de CPU
(1987.04/169.93) es 1.007.

Tabla 8.18 Tiempo computacional requerido (uso de CPU en simg)npara la evaluacion de
diversidad por los tres métodos de seleccionesstiatds cardinalidadesde las quimiotecas I, 1l y IlI.

- _ - _ Quimioteca llI
Quimioteca | (N=600) Quimioteca Il N=35640) (N=531441)
n=15 n=36 n=160 n=265 n=1296
SPC P1 (22bing <0.01 <0.01 P1 (78ing 0.06 0.07 P1 (37tins) 11.36
P6 (200bing) 0.01 0.01  P6 (44Riny 0.13 0.14 P6 (83Bing) 16.47
22 puntos 0.01 0.01 74 puntos 1.20 1.21 371 puntos  74.21
D.l 200 puntos 0.04 0.05 442 puntos 7.00 7.04 833 punto 169.93
1000 puntos 0.23 0.24 10000 puntos 158.62  168.1000APuntos 1987.04

CID P1 (22 puntos) 0.01 0.01 P1 (74 puntos) 1.24 1.27 1 (3P1 puntos) 83.14
T P6 (200 puntos) 0.04 0.05 P6 (442 puntos) 7.13 7.2P6 (833 puntos) 180.90
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Por otra parte, en la Tabla 8.19 se muestrandagpibs (uso de CPU) requeridos para optimizar
las seleccionefull array 19x10 y 6x6x6x6 de las quimiotecas Il y Ill. Se observa como las
optimizaciones con el criterio C.1.D son mas lergas las que utilizan el criterio SPC, ya que
las primeras requieren la determinacién del veaids proximo para cada punto situado en el
esquema dbinning

Tabla 8.19 Tiempo computacional requerido (uso de CPU en shmg)npara optimizar las
selecciones de las quimiotecas Il y Il usandcchiterios de SPC y C.I1.D con un algoritmo genético.

Quimioteca Il Quimioteca Il
n=190 n=1296
SPC 7.23 segundos (2400 iteraciones) 6.60 min (2188 iteraciones)
C.I.D 18.12 min (2775 iteraciones) 3.90 horas (2215 iteraciones)

En todos los casos se escoge una poblacién dedBAdimos, por lo que el nimero de evaluacionesadiihcion
corresponde al producto del nimero de individuekniimero de iteraciones.

8.3.2. Instrucciones para ejecutar en PRALINS evaluacionede diversidad

Se describen Unicamente los comandos para ejeCutér y D.l, ya que la evaluaciocell-
basedse detalla en la referencia [303].

Aungue metodoldgicamente idénticas, se distingymabilidad de comparar dos quimiotecas
procedentes de dos fichered-file (palabra clave$SI M) o de tratarse de una quimioteca
contenida en otra, compartiendo el missdefile (palabra clave&EVAL). Tras la palabra clave,
se introduce la clave que identifica a uno u otédano:DI VERSI TY (D.l) o DI VERSI TYCELL
(C.1.D). Con la opcior$SI M, se indica en la linea siguiente el nombre delisggsd-file a
compararse, seguido del niamero de puntos sonda.l&apcion $EVAL, tras el codigo
DI VERSI TY/ DI VERSI TYCELL se indica el nimero de puntos. En este caso,rémiiptos que
conforman la segunda quimioteca a compararse cquitaioteca total se indican mediante la
opcion $Fi xP, cuyo numero debe ser equivalente al nUmero dduptos a seleccionarse
($NSEL). Evidentemente, en las dos opciones las quinastéenen que venir definidas en el
mismo espacio quimico.

En la Figura 8.19 se muestran dos ejemplos pautejeambas evaluaciones con las dos
posibilidades%SI M 0 $EVAL).

a b

$SIM DI VERSI TYCELL $NSEL 3
/ homre/ obdul i a/ oxa. sdf 30 $EVAL DI VERSI TY 1000
$FixP 1, 35, 43

Figura 8.19. Especificaciones para la evaluacién de diversideda) quimiotecas procedentes de
diferentessd-filescon el criterio C.1.D y (b) quimiotecas contenidas el mismosd-file con el criterio
D.l.
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8.4. Optimizacion multiobjetivo con algoritmos genticos (MOGA)

La principal diferencia entre MOGA y GA radica dnneodo en que se evalta la funcién de
fitness Mientras que en GA se analiza un Unico valofithess en MOGA se consideran de
manera independiente multiples objetivos, evaludmgs el criterio de dominancia de Pareto
(apartado 1.9.3). En PRALINS, se considera quendividuo domina a otro si es equivalente o
superior en todos los criterios. Cada uno de ldwiithuos recibe un rango de acuerdo al nimero
de veces que es dominado por el resto de individeda poblacién. Aquellos no dominados
reciben un rango de 1. En la Figura 8.20 se ilustranétodo de ranking Pareto en la
optimizacién de dos criterios: minimizar el tamadie la quimioteca (eje de abcisas) y
maximizar diversidad (eje de ordenadas invertith@ra cada uno de los individuos, el rango
corresponde al nimero de individuos comprendidad é@rea limitada por el individuo mas una
unidad.

Min

Diversidad
[}

Min Tamafio Ma

Figura 8.20. Esquema de ranking Pareto para un quimioteca dsedeptimizan dos criterios:
maximizar diversidad y minimizar tamafio.

La aplicacion del criterio de Pareto rinde normaiteeun conjunto de soluciones éptimas,
conocido como conjunto de éptimos de ParBaréto Optimal s@f constituido por soluciones
no dominantes. La representacion de los valoréasieinciones objetivo para este conjunto de
soluciones se denomina frente de ParBtardto fron). La complejidad de la jerarquizacion de
Pareto e©(kM?)dondek es el nimero de funciones objetivdyes el tamafio de la poblacién.

Los posibles objetivogS) para un conjunt®den compuestos que contempla PRALINS son:

e  Criterio de diversidad. Por el momento implementagolusivamente para los métodos
basados en distancias.

*  Propiedades contenidas erséifile, donde se puede maximizar/minimizar:

- El valor minimo o maximo de la propiedad en ealjonto seleccionado.

- La suma de valores de la propiedad en el conjsekeccionado. Por ejemplo, puede
desearse minimizar el coste total de compra deiveaale sintesis de la quimioteca.

- El promedio de valores de la propieda@n el conjunto seleccionado. Por ejemplo, la
propiedad puede definirse como la actividad frentena diana terapedtica calculada
con un modelo QSAR daocking dirigiéndose el disefio hacia su maximizacion
(ecuacion [8.11])
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f(S) :izx [8.11]
i=1

- El confinamiento de la propiedagdentre unos valores minima.{,) y maximo &may
(ecuacion [8.12]). Si se desea que las propiedaldaacen un valor objetivo particular
x*, la ecuacién anterior se re-escribe como la eéoa@.13]. En ambos casos, se
obtienen quimiotecas restringidas minimizando esterio.

f(S) = izmaX(xmm = X0 % ™ Xax:0) [8.12]
i=1

£(S) = izn:abs(xi %) [8.13]
i=1

« Numero total de reactivos a utilizarse en un didefiarray. MOGA se programa por el
momento para el diseffall array. La codificacién de los cromosomas se realizaitn b
permitiéndose en este caso que el tamafio y laguwafiién defull array varien durante la
optimizacion. Para ello, el usuario indica el leninferior y superior de reactivos a
seleccionar para cada uno de los puntos de vamiatento en el momento de generar la
poblacion aleatoria inicial como tras los eventesmssovery mutacion, Unicamente se
permiten individuos que satisfagan los limites iegias (ambos inclusive). El resto son
obligados a mutar hasta satisfacer la restricciBara ejecutar MOGA con una
configuracién concreta, basta con igualar ambo#tdédnEn el momento en que estos
limites difieren, PRALINS analiza cualquier configaion contenida en ellos,
independientemente de si la opcion de minimizawietero total de reactivos esta activada
0 no. Es decir, en el caso de optimizar Unicamdiversidad, PRALINS explorara las
configuraciones contenidas en los limites, perocamente devolvera aquella que
maximice este Unico criterio. Si ademas se activaiterio de minimizar el nimero total
de reactivos, devolvera todas aquellas configun@sioque maximicen diversidad vy
minimicen el nimero total de reactivos necesarios.

Como métodos de seleccion, ya que la funcioritdessse calcula en rangos, se considera
Unicamente el operaddRoulette Wheel selectiocon una ordenacion de los valores de la
funcion objetivo proporcional al rango. Como métatcrossoverse aplica ekingle-point
crossover

Las técnicas de optimizacién multiobjetivo basaedasel criterio de Pareto requieren de un
método que permita mantener la diversidad en ltapiin. Para reducir la tendencia a la deriva
génica inducida por el operador de seleccion Seaaptécnicas daiching (apartado 1.9.2.5).
En este caso, se aplica la técniimess sharing? de manera analoga a como esta
implementada en el programa MOSELEE¥*En cada nueva generacion, se evalGa para los
individuos no dominados (rango 1) la proximidad aeas soluciones no dominantes. La
primera soluciébn no dominante constituye el cedigounniche Si la siguiente solucion no
dominante presenta el valor de las funciones ebjafientro de un radio del valor de las
funciones objetivo de soluciones que componen niche se penaliza dicha solucion
incrementandose su rango en una unidad. De loarantconstituye un nuewvoiche EIl valor

de este radio aiche radiusse calcula segin un porcentaje para cada uncsdealores de las
funciones objetivo que presenta la solucién deltroedel niche Dicho porcentaje es un
parametro definido por el usuario, que por defadipta un valor del 1%.

El reemplazo es condicional, de manera que trasaagpt el criterio de Paretonjiching al

conjunto de soluciones (poblacion parental y jiligh nueva generacion se compone de los
mejores individuos.
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Al no disponerse de un unico valor a ser evaluamtmocen el caso de GA, no es trivial
establecer un criterio de convergencia. Asi, se djmo criterio de terminacion el nimero
maximo de iteraciones permitido. En el fichero déda de PRALINS se recogen todas las
soluciones del conjunto 6ptimo de Pareto, estéteaaas o no en un misnmiche El proceso
de la optimizacion se recoge en el fichpointsmulti.txt en el que se imprimen los valores de
las funciones objetivo para cada uno de los indivédde la poblacién filial en cada iteracion.

Como en las seleccion&dl array bajo un unico criterio de diversidad, se permatéjacion de
una serie de reactivos para cada punto de diversiflaconcepto de grupo de reactivos
comunes en distintos puntos de diversidad no sedinte.

8.4.1. Optimizacién multiobjetivo de diversidad y timero de reactivos

Se investiga el comportamiento de MOGA en la idieattion de selecciones que maximicen el
criterio de diversidad MaxMin promediado (ecuacidn110]) y minimicen el nimero de
reactivos a seleccionarse.

El primer caso de estudio es la quimioteca | (apa8.2.2.1) de 600 oxazolex{x30). Como
referencia para MOGA, se realizan 600 selecciomelependientes con GA optimizando
unicamente el criterio MaxMin promediado, cada dedas cuales corresponde a una de las 600
posibles configuraciones de seleccidh array. Los parametros de GA utilizados son: tamafio
de poblacion de 30, 2000 iteraciones maximo (@), una tasa derossoverde 0.8 y de
mutacién de 0.6. Como método de seleccion se agllRaulette Wheel selectiooon escalado
de la funcion dditnessy como método derossoverel single-point crossoveiEl reemplazo es
condicional, sin repeticion de genomas.

Se repiten también estas 600 selecciones con SAcpanparar la eficiencia y eficacia de GA
frente a SA. De las 600 optimizaciones, en 27 7cselaes GA rinde selecciones con valores de
MaxMin promediado superiores a SA, en 278 caso®aralgoritmos son equivalentes y en 45
casos SA rinde valores superiores a GA. En la Ri@I21 se representa la relacion entre la
diferencia de valores MaxMin promediado obtenidms GA y SA y el valor maximo obtenido
con cualquiera de estos dos métodos para cada eidasdselecciones. El eje de abcisas
corresponde a la identidad de seleccion, ordenadtss siguiendo la secuenciax1%1,
1x1x2,..., Ix1x30, Ix2x1,..., 5x4x29, 5¢4x30.
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Figura 8.21. Porcentaje entre la diferencia de valores MaxMongediado obtenidas con GA y SA
relativo al valor maximo obtenido con cualquieralaie dos métodos. El eje de abcisas corresponde a |
identidad de seleccion, estando éstas ordenadagersip la secuenciax1xl, 1x1x2,..., 1x1x30,
1x2x1,..., 5x4x29, 54x30.

Respecto a la eficiencia, el tiempo total de us€B& para realizar las 600 selecciones es de
11939 segundos y 37691 segundos para SA y GA, adsmeente. Todos los célculos se
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ejecutan en un Pentium IV a 2.4 GHz en entorno)ifn la Figura 8.22 se muestra el tiempo
de CPU necesario para cada una de las seleccydesadas como se ha expuesto.

Se observa como a medida que se requieren cordignes mas proximas al nimero total de
reactivos disponibles para cada punto de variacgbntiempo se incrementa para ambos
algoritmos y especialmente para GA, debido a laapidih interna que obliga a alcanzar un
tamano de seleccidn fijado.

700 -
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Figura 8.22. Tiempo de CPU (s) requerido para cada una deddsé&lecciones con GA y SA.

Asi, para las condiciones de convergencia ajustadasada algoritmo, GA es en general mas
efectivo que SA, aunque menos eficiente, especidgbmgara las situaciones indicadas, donde
sera preferible utilizar SA.

Sobre estos 600 resultados se aplica el criteriBateto (minimizar el numero de reactivos y
maximizar diversidad) para identificar el conjum® Optimos de Pareto, separadamente para
GA y SA. En ambos casos, éste consta de 35 sabesciposibles, cuyo frente de Pareto se
muestra en la Figura 8.23. En el eje de abcisasusstra el criterio de nimero de reactivos a
minimizar y en el eje de ordenadas el criterio MaxMpromediado. Para facilitar su
interpretacion, se representan los valores referidgd valor maximo de MaxMin
(correspondiente a la seleccion de toda la quirtéoB4x30), con lo que el sentido de los dos
criterios se optimiza en el origen de coordenadas.

Por otro lado, se ejecuta un Unico calculo MOGA gpéimice ambos criterios, con unos
parametros de tamafio de poblacion de 100, 30@ibees, una tasa deossoverde 0.8, una
tasa de mutacion de 0.6 y siithing (MOGA-0). Dicho célculo se repite cariche radiusdel
1% (MOGA-1%). MOGA sinmniching identifica los 35 6ptimos de Pareto, considerarmino
referencia eketde 35 encontrado con los célculos individuale&ée+ aplicacion del criterio
de Pareto. Estos 35 Optimos se muestran en la &igut3 f{riangulos azules Asi la
optimizacién multiobjetivo funciona satisfactoriame desde el punto de vista de identificacion
de los posibles éptimos. MOGA con aithe radiusdel 1% (Figura 8.23cuadrados rojos
identifica 34 de los 35 Optimos, perdiendo un optaorrespondiente a la configuracioGms28
(corresponde a la de 37 reactivos en el eje dsabque falta en la Figura 8.23). La pérdida es
probablemente debida a la aplicacion del propibing, ya que excluye durante la optimizacion
soluciones préximas a las presentes (por ejemal@ohfiguracion §4x30 que requiere 39
reactivos). Es comun que la aplicacion de técnidasiching disminuya el nidmero de
soluciones optimas de Pareto, disminucion propoatialniche radiusaplicado.

Sin embargo, prescindiendo de la pérdida de unacisol Optima, se observa cémo la
introduccion deniching permite que el valor de diversidad de las solesose aproxime al
obtenido con GA y SA, comparativamente frente sitleacion de no introducitiching
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El tiempo de CPU requerido para ambas optimizasianeltiobjetivo es de 155 segundos
(MOGA-0) y 776 segundos (MOGA-1%). Considerando eficiencia computacional del
proceso, el tiempo total se reduce 77 veces (MO®BAnEhing y 15 veces (MOGA con
niching) respecto al calculo independiente con SA (efmgemun mayor si se compara con
GA).

Ao MOGA-0
= MOGA-1%

800 f - g

600 -

MaxMin promediado

400 4

200 -

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39

#Reactivos_quimoteca

Figura 8.23. Conjunto de 6ptimos de Pareto encontrados coref@iciones independientes de GA
(linea azu), 600 ejecuciones independientes de B#e& negra, una Unica ejecucién MOGA simiching
(triangulos azulesy una Unica ejecuciéon con MOGAnjche radiusdel 1% ¢uadrados rojos Los dos
objetivos son minimizar el nimero total de reactiyeje de abcisas) y maximizar la diversidad (eje d
ordenadas). El eje de ordenadas se encuentraitlovele manera que los valores se refieren al valor
maximo obtenido (quimioteca total). Asi, los dagecios se optimizan en el origen de coordenadas.

Como segundo caso de estudio se escoge la quimitteBIB_Amino de 35640 (16&16)
compuestos, descrita segun el apartado 8.2.2.ilpipghdose los dos mismos objetivos que en
el caso anterior. En este caso se generan de mamkpendiente con GA y SA las 36
quimiotecas con configuraciones comprendidas en n@sgenes ¥7 y 1212 (ambos
inclusive). Para GA, los parametros son similareEs ale la quimioteca anterior, excepto que el
numero maximo de iteraciones se fija en 5000 (@a&). Para SA, se prueban dos criterios de
parada, el tradicional, con fraccién de aceptadiderior a 0.3 (SA-03), y con fraccién de
aceptacion inferior a 0.1 (SA-01).

La optimizacion MOGA se realiza con los mismos paethos anteriores y en condiciones i) sin
niching (MOGA-0) ii) con radio danichingde 1% (MOGA-1%) y con iii) con radio deching

de 1% y extendiendo el nimero de iteraciones deh2@fa 1000 (MOGA-1%-1000). En la
Figura 8.24 se muestran el frente de Pareto olitesmidas seis situaciones, con un total de 11
soluciones Optimas identificadas en todos los caBeslo el elevado coste computacional
asociado al calculo MaxMin promediado para el tdtala quimioteca, se toma 450 como valor
de referencia maximo para invertir el eje de ordara
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Figura 8.24. Conjunto de 6ptimos de Pareto encontrados corjedfu@ones independientes de GA
(linea azu), 36 ejecuciones independientes de SAiA8& negra y SA-01 (inea verd® una Unica
ejecucién MOGA simiching (triangulos azule€s una Unica ejecucién con MOGAnjche radiusdel 1%

con 300 iteraciones@adrados rojosy una unica ejecucion con MOGAmjche radiusdel 1% con 1000
iteraciones funtos violetas Los dos objetivos son minimizar el nimero tadal reactivos (eje de
abcisas) y maximizar la diversidad (eje de ordesindal eje de ordenadas se encuentra invertido de
manera que los valores se refieren a un valor n@xXestablecido de 450). Asi, los dos criterios se
optimizan en el origen de coordenadas.

Se observa de nuevo cdmo la eficacia de GA frerid a&s superior, aun imponiéndose un
criterio de parada para SA mas estricto (fracciénadeptacion de 0.1). En este caso, es
necesario alargar MOGA hasta 1000 iteraciones phtaner soluciones lo mas proximas al
célculo independiente con GA/SA-01. En la Tablab&2 listan los tiempos totales de uso de
CPU para realizar las selecciones con cada unasdeelis situaciones. Se observa la mayor
eficiencia de SA-03 frente a GA. De nuevo, considdo la eficiencia y la eficacia, MOGA con
1000 iteraciones es muy rentable.

Tabla 8.20. Tiempo computacional requerido (uso de CPU en shmg)rpara realizar el total de 36
selecciones (GA, SA-01, SA-03) y una Unica ejequdfDGA en la quimioteca .

Método Tiempo CPU (s)
SA-01 339
SA-03 1001

GA 4706
MOGA-0 300 iteraciones 136
MOGA-1% 300 iteraciones 153
MOGA-1% 1000 iteraciones 531

8.4.2. Optimizacion multiobjetivo de varias propieéddes

En este apartado se ilustra el comportamiento d&sRM@n la optimizacion de mas de dos
objetivos: i) maximizar diversidad con el criteNaxMin promediado, ii) minimizar nimero de
reactivos a seleccionarse vy iii) el peso molecdi&rlos compuestos de la quimioteca debe
comprender valores entre 300 y 500 g/mol. El célcsg realiza sobre la quimioteca de
oxazoles, explorando Unicamente aquellas quimisteca configuraciones comprendidas entre
2x2x2 y 4x4x4 (ambos limites inclusive). EI nUmero de iteraemrse fija en 1000, con un
niche radiusdel 1% y manteniéndose el resto de parametros eonebapartado 8.4.1.
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Se obtienen 23 soluciones no dominantes, mostextées Figura 8.25. Las funciones objetivo
se muestran en el eje de abcisas y cada soluciénusstra como una linea continua. Los
valores de las funciones objetivo se escalan €ngré. Para el criterio MaxMin promediado, se
identifica como méximo de 1 el valor de la quimiatetotal, por lo que es normal que las
selecciones aqui representadas se encuentren digbagte valor sin alcanzar el maximo de 1.
El confinamiento de peso molecular se escala eéht(eodos los compuestos debidamente
confinados) y el valor maximo de la quimioteca ltgtpue presenta compuestos fuera de los
extremos), por lo que en este caso las quimiot&g@ias tenderdn a 0. El nUmero de reactivos
se escala entre el minimo posible en este ca»&-2) y el valor maximo de 12 (4+4+4), por
lo que también las quimiotecas Optimas tienden a 0.

MaxMin Promediado Peso Molecular

# Reactivos

Figura 8.25. Quimiotecas encontradas al optimizar simultaneagnéiversidad, nimero de reactivos
y confinamiento del peso molecular entre 300 y 500.

En la Tabla 8.21 se incluyen una serie de seleesioon valores de la funcion objetivo en los

extremos (mostrados en negrita), indicando que MQtAconvergido ya que explora los
limites. El calculo tarda 19 segundos de tiempG¥.

Tabla 8.21. Selecciones escogidas del conjunto de éptimosadetd®de la Figura 8.23.
Configuracion MaxMin promediado Confinamiento MW R#activos

2%x2x2 68.3 0 6

4x4x4 188.1 10.8 12

3x3x4 160.4 24.4 10

4x4x4 180.9 0 12

8.4.3. Instrucciones para ejecutar MOGA en PRALINS

La palabra clave e$MOGA seguida del numero de propiedades stkfile a optimizarse y
seguida de la opciOrES/ NON (por defecto) en caso de que se quiera minimizar el nUmero
total de reactivos de la quimioteca. El criteriodidersidad se encuentra siempre activado. En
la linea siguiente se especifican los parametrbalgeritmo genético:

GA_POPULATI ON GA_| TERATI ON GA_CROSSOVER GA_MJTATI ON GA_NI CHI NG

Donde GA_NI CHI NG corresponde al porcentaje de radionighing y el resto de pardmetros
coinciden con los expuestos en el apartado 8.1.1.
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En las lineas siguientes, se listan los nombrekmsi@ropiedades a optimizarse seguidas del
caracter ', y los cuatro codigos numéricos quéinga el tipo de optimizacién para esta
propiedad (Tabla 8.22): i) si es maximizacion/miiaigcion, ii) el tipo de definiciébn (méaximo,
minimo, suma, promedio, confinamiento a un valoenoun margen), iii) el limite inferior
permitido para esta propiedad y iv) el limite sigrepermitido. Aunque no se requiera
confinamiento, los valores de los limites debericende con ceros. Si se carece de alguna
especificacion, PRALINS devuelve error.

Tabla 8.22. Cddigos para la definicién de las funciones otbgeti

Cdbdigos para determinar el sentido de optimizaciode una propiedad
1 Minimizacién
2 Maximizacién

Cadigos para la definicion del criterio de una progedad

Minimo

Maximo

Suma

Promedio (ecuacion [8.11])

Confinamiento a un valor (ecuacion [8.13])

Valor confinado en un limite inferior y super{ecuacion [8.12])

OO WNBE

Finalmente, se deben fijar los limites inferiorupsrior del nimero de reactivos a seleccionar
para cada punto de variacion bajo las palabrag ¢IHSELLOWY $NSELUP, respectivamente.
Estas opciones invalidan la opci§NSEL usada en optimizaciones con un unico criterio. El
criterio de diversidad se establece segun la palatave $SUBDI SI, como en la version
original de PRALINS.

En la Figura 8.26.a se muestra el fichero de eatpada la optimizacion del criterio MaxMin,
de la maximizacion del valor promedio de la actdaalculadaACT_CAL), el ajuste a un valor
de 4.5 para el nimero de aceptoredbnd accept or) y el confinamiento del peso molecular
(MN entre 400 y 700. En la Figura 8.26.b se muesttareespondiente fichero de entrada para
maximizar el criterio MaxMin promediado y minimizalrnimero total de reactivos, explorando
todas las configuraciones comprendidas entfiex1 y 5x4x30.

a b
$SUBDI SI MXM N $SUBDI SI  MXVAV
$MOGA 3 NON $MOGA 0 YES
100 5000 0.8 0.5 0.01 100 300 0.8 0.6 0.01
ACT_CAL: 2 400
H bond acceptor: 1 5 4.5 $NSELLOW1: 1 1 1
MN 1 6 400 700 $NSELUP 600: 5 4 30
SNSELLOW 4: 2 1 2
$NSELUP 24: 3 2 4

Figura 8.26. Formato del fichero de texto para especificaPBALINS selecciones multiobjetivo.
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8.5.

Otras implementaciones

8.5.1. Ampliacion de los métodos delustering

Dentro de los métodos dsustering jerarquico aglomerativo se afiaden las variantesigsr
Averagey Ward, simplemente introduciendo las constanteesaias en la férmula de Lance-
Williams (ecuacién [1.113]). Las selecciones deediidad ¢herry pickingy full array) basadas
enclustering jerarquicose ejecutan a través de la palatiRa seguida del codigo que indica la
variante correspondiente. En la Tabla 8.23 se maredhs palabras clave necesarias en
PRALINS para cada tipo de método. Se afiade a @igde®n el nombre correspondiente usado
en programas comerciales como Cerius2 o el prog@sT GRAPHICS®, ya que existen
pequefas diferencias en la nomenclatura o en kdiurimplementada (caso del método de
Ward en Cerius2).

Tabla 8.23.

Cdédigos necesarios en PRALINS para cada variaet&élRC. Comparacion con la
nomenclatura utilizada en STATGRAPHICS y Cerius2.

a B 0 y PRALINS Cerius2 STAT
Complete
linkage Complete Furthest
(Furthest 05 05 0 05 complete linkage Neighbour
Neighbour)
Median linkage 0.5 0.5 -0.25 0 median NO Median
Single linkage .
(Nearest 0.5 0.5 0 -0.5 single Ii’?glz n’\é?ar:f)(s)tr
Neighbour) 9 9
: n n; —n I, i
Centroid I 3 0 average NO Centroid
n+n, n+n (n+n;)
Average linkage n n.
(weighted) or ﬁ ! 0 0 groupaverage '?i‘\rﬁ;a%e A%;C;:pe
Group Average IRRL n+n 9 9
n +n, n; +n N,
Ward n+n+n. n+ n; +n, n+n; +n, 0 ward Ward's* Ward’s

*en Cerius2, el método de Ward utiliza el cuadraddal distancia Euclidea, por lo que también selitmlgista
meétrica en PRALINS bajo la palabra cldgCD2. STAT STATGRAPHICS.

El método de Ward ofrece la ventaja de que perarite distribucion mas homogénea de los
datos en loslusters En la Figura 8.27 se muestran los dendrograntasspmndientes a las dos
variantes introducidas para @lsteringde los 600 oxazoles en el espacio definido por7los
componentes principales de la quimioteca I.
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Figura 8.27. Dendrogramas para los métodosctiestering(a) Ward, (b) Group Average, (c) Single
y (d) Complete.

Se afiaden también otros dos métodogldstering jerarquicos aglomerativos basados en la
densidad density linkage KNN y Uniformity Kernel. Ambos proceden basicarteegenerando
una nueva medida de disimilitud basada en estimaside densidad y adyacencias, en funcién
de la cual se caracterizan los métodos. A partiesta matriz de disimilitudes se realiza un
clustersiguiendo la férmula daiingle linkage'®®

« KNN (kth-Nearest neighbor MethhdLa matriz de distancias se calcula siguiendo el
siguiente procedimiento:

-Para un puntx calcula la distancia(Xx) desde este punto a ktth vecino mas préximo,
siendok un parametro introducido por el usuario. Se caraidina esfera centrada xen
con radior(x), de manera que la densidéx) estimada ex corresponde a la proporciéon
de observaciones dentro de la esfera dividido parlemen de la esfera (ecuacion [8.14]):

k
NV, (x)

f(x) = [8.14]

-Para un par de punta&gy x; se calcula la nueva interdistancia segun la e6ng8i15]:

1 1 1 _n
d*<x.x,)=l2{f(x)+f(x )] zck[\’(‘)*\’ ()] sid(x,%) < maxr (%), (x,)

sinosonvecinos
[8.15]
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»  Uniformity Kernel Procede de manera andloga al anterior, aungestercaso el usuario
determina un radio de kernelidéntico para todos los compuestos. Para un pxjnia@
densidad(x) corresponde a la proporcién de observacionesadgtla esfera dividido por
el volumen de la esfera de radioPara un par de puntosy X se calcula la nueva
interdistancia segun la ecuacion [8.16].

11 . 1 )_n |
d'(x,%) = Z(f(xff(xj)J_zmM(‘)*\’k(Xj)] sid(x,x) <

0 Si nosonvecino

[8.16]

Para ejecutar estos métodos en PRALINS debe usiéza palabra clave que indica el formato
de la seleccion de diversidadD( SI para cherry pickingo $SUBDI SI para quimiotecas
combinatorias), seguido del nombre del métolBIN o Uni Kernel ) y el pardmetro que
requiere cada uno de elldsd r, respectivamente). El resto de opciones son k@sdar para
los correspondientes métodos aastering (referencia [303]). En la Figura 8.28 se muestran
ejemplos para cada uno de ellos.

a b

$DI'SI KNN 4 RND $SUBDI SI Uni Kernel 0.9 3 pop 0.9

Figura 8.28. Comandos en modo texto para enviar calculos (a) KNIy Uniformity Kernel

8.5.2. Lectura defingerprints procedentes de MOE
Se incorpora la lectura dimgerprintsprocedentes del MOE en PRALINS:

«  Fingerprints farmacoféricos. Se habilita Gnicamente la métiieaimoto usada en MOE
para estos descriptores.

 La version empaquetada en bits degerprint MACC, calculados con la funcion
ph4_MACCS_Fingerprint. Se habilitan todas las masi

Tras el célculo de lofingerprintsen MOE, debe exportarse un fichero en formato AgGé
contenga Unicamente el campo de estos descripginesicluir titulos y sin comillas. Cada una
de las lineas corresponde a un compuesto, cuyoeesadelfingerprint deben ir separados por
comas.

Para su lectura en PRALINS, debe introducirse lmlpa clave$Bl NVAR seguida de la
abreviatura correspondiente a la métrica a emplgata linea siguiente se especifica el tipo de
fingerprint FGP_4phar MCE (fingerprint farmacoférico) oFGP_MACCSnoe (MACCS) y a
continuacion el nombre del fichero fiegerprintscon elpath completo.

8.5.3. Métricas en los métodos de clasificacion

Junto a la optimizacién de la fraccién de espacmollacion, se incorpora la posibilidad de
optimizar los criterioscell-based Chi2(ecuacién [1.105]) ycell-based Entropy(ecuacion
[1.106]) en los dos métodos de clasificacibmiingy clustering. Enbinning se habilita para
todos los métodos de optimizacion (Local SearchCMFA y GA), enclustering Gnicamente
para GA.
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Ademas, para los métodos liening se incorpora etell-integral-diversity criteriorpresentado
en el apartado 8.3.

Los correspondientes codigos para estas métridagaeen la Tabla 8.24.

Tabla 8.24. Cddigos para la definicién de las métricas en nadtatd clasificacion.

ent  cell-based Entropy
chi  cell-based Chi2
cid cell-integral-diversity criterion
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Capitulo 9.

Estudio de los co-receptores CXCR4 y CCR5.

En este capitulo se presenta un estudio de la iradiéin de los co-receptores CXCR4 y CCR5
y el modo de union de sus inhibidores. Dicho tralsg encuentra enmarcado en la linea de
investigacion del grupo en el campo de inhibidalegusién del virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV). En este proyecto, participan el dgpaento de Quimica Organica y Bioquimica
del Instituto Quimico de Sarrid y el laboratoriordeovirologia de la Fundacion IrsiCaixa en el
Hospital Germans Trias i Pujol.

En los dUltimos afios, la quimioterapia del HIV se Hamigido hacia nuevas dianas
farmacoldgicas, mas alla de las tradicionales dani@nscriptasa reversa y la prote&8&ntre
ellas, destacan los farmacos que actuan inhibilndotrada del virus a la célula, que presentan
la evidente ventaja de impedir la infeccién, aghaaina accidén potencial contra la resistencia
del HIV, causar menos efectos secundarios y persuitadministracion en un régimen de dosis
mas simplé?®’

El HIV se fusiona con las células CD4 (aquellas quesentan esta glicoproteina,
principalmente) a través de la interaccionldep V3 de la glicoproteina gp120 de su envoltura
con CD4, union que provoca un cambio conformacienap120, exponiendo un sitio de unién
hacia los co-receptores CXCRUCCR5"® (mayoritariamente estos). El descubrimiento de la
participacion de estos receptores en el procedogién permitio explicar el tropismo de las
cepas de HIV, y desde entonces se han convertido@diana terapedtica prominefft&'*El
tropismo, preferencia por la infeccién de ciertakilas, resulta interesante desde el punto de
vista terapéutico. En las etapas iniciales de kestimliento de la enfermedad, el virus ataca
principalmente a monocitos y macrofagos (M-trépicgjendo CCR5 el co-receptor
fundamentalmente implicado (cepas R5). En la fagersatica en que la enfermedad progresa,
las cepas infectan preferentemente a los linfoditostilizando el co-receptor CXCR4 (cepas
X4 o T-tropicas). También pueden presentarse capales (R5X4). Asi, en principio, resulta
mas interesante bloquear CCR5, por su papel fungaimen la transmision. Ademas, a
diferencia de CCR5, la ausencia o bloqueo de CX6@&<4s tan bien tolerada debido a su
funcion en la hematopoye$is.

CXCR4 y CCR5 son receptores de quimiocinas pertenias a la familia de los receptores
acoplados a la proteina G (GPCRs). La caractexi$tincional comun a las GPCRs es su
mecanismo de transmision de sefiales a travésdiolziacion de las unidades de la proteina G.
Estructuralmente, se caracterizan por siete hélicegue atraviesan la membrana celular,
conectadas alternativamente dopps intra y extracelulares. ElI extremo N-terminal &en
localizacién extracelular y el C-terminal, citoptagica. Concretamente, los receptores de
quimiocinas pertenecen a la familia Rhodopsin-like de GPCRs, que presenta un elevado
grado de conservacion de ciertos residuos en lwgnitus transmembrana (TMj?
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9.1. Inhibidores antagonistas del co-receptor CXCR4

Dentro de los inhibidores mas comunes de CXCR4adast’®*"*

. Moléculas organicas pequefias

¢ Derivadosbiciclamos. Desarrollados por AnorMED, que se encuentran eayes
clinicos de fase I/IIf”**"® Estos compuestos fueron inicialmente descritosl efio
1992"® como inhibidores selectivos de la replicacion ¢V tipo | y Il.
Posteriormente, se describe su papel como antagerde CXCR4!’ El cabeza de
serie es el AMD310Qq99) (Figura 9.1). Esta serie se caracteriza por dokosni
macrociclicos (1,4,8,11-tetraazaciclotetradecanopectados por un fragmento
aromatico o alifatico. EI AMD3100 es un antagonisteo y especifico de la CXR4,
de elevada potencia. Sin embargo, su baja biodisiidad causada por su carga total
positiva a la par que ciertas anormalidades caadjdtan motivado el desarrollo de
una nueva serie de inhibidores administrables fzooral.

¢ Derivados monociclamoscomo AMD3463"® (100) o AMD34517° (101) (Figura
9.1). Todavia no son suficientemente biodisponjbfgero también son potentes
antagonistas de CXCR4 e incluso CCR5 (AMD3451).

¢ Derivados de azamacrociclo8® como los derivados de 1,10-fenantrolina,
2,2'bipiridilo o derivados de bis-piridil macrooid (L02) (Figura 9.1) cuyo tamafio de
anillo varia entre 12 y 16 miembros por anillo.

¢ Derivados detetrahidroquinolinamina ***° desarrollados por AnorMED, en los
cuales se reemplaza la estructura de ciclamo p@tH\benzimidazol-2-ilmetil)-
5,6,7,8-tetrahidro-8-quinolinamind@3 (Figura 9.1).

¢ Derivados de KRH1636*%*® (104), antagonista con una potencia similar a
AMD3100. (Figura 9.1).

_ [~ e
g Py QTR O

AMD3100 AMD3465 AMD3451
ECy = 4.21NM ICyo =58 NM ICqp = 1200 NM
99 100 101

5 QO e IO
N/—\N N/—@ " N\/@\ }QA g N\)LH O
I
701, I L
7 ’\\‘ N W R~

N N
2 \ NH
/\ /\ KRH1636
R R, H,N NH
EC,, = 523.8 ng/mL : ICs, = 60 NM
102 103 104
Figura 9.1. Estructuras de moléculas organicas pequefias angtapde CXCR4.
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«  Antagonistas peptidico€omo ellead T22** y sus derivados de menor peso molecular
T134"° y 14-mer T146" desarrollados a partir de un péptido antimicrolsiatural
(polifemusinas). Destaca también ALX40-4€.

* Agentes basados en quimiocindgnto quimiocinas naturales como modificaciornes,
ejemplo de SDF4, ligando natural de CXCRA4.

9.2. Inhibidores antagonistas del co-receptor CCR5

Dentro de los inhibidores mas comunes de CCR5 clsta

*  Moléculas orgénicas pequeri&sgura 9.2):

Derivados ddenilciclohexilamina®®*“%® (105

Derivados dalicetopiperazina®®>°*(106)

Derivados d&SCH-C****%(107)

Derivados d&AK 779°°7°%(108)

Derivados dé-oxopirrolidina-3-carboxamida®® (109
Derivados déJrea®™ (110

Derivados dd.,3,4-pirrolidina-piperidina trisustituida *'* (112)
Derivados danillos pentaciclicos 1,3,5 trisustituido¥? (112
Derivados del-fenil-1,3-propanodiamina Cuyo representante, el UK-427.857 se
encuentra en fase clinica’tf>**(113)

Derivados de-amino-piperidina o tropanc™'®°'%(114)
Derivados de-piperidina®'®>*°

¢ Derivados danilida N-6xido de piridina®*°

@ S & & O O o oo

* o

. Anticuerpos monoclonale€omo PRO 140, en fase clinica I.

e Quimiocinas modificada®erivados de RANTES, ligando natural de CCR5.

. Antagonistas peptidico€omo el MKK-1.

o B
seaeIIA @@@E

E917

ECy = 4.30M / ECyo = 160nM
105 106

Peae 3
LN /\“©\
g
SCH 351125 // SCH-C TAK-779
(0]

K, = 2.1nM ECyo = 1.4 NM

107 108
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109 110
N

IC4, = 0.06 "M

1 112

-/
N

11
FO F
oS ;NH 1/ o) o
A,

UK-427.857

ICs, = 0.7nM ICs = 1.1nM
113 114
Figura 9.2. Estructuras de moléculas organicas pequefias andtapde CCRS5.

9.3. Datos bioquimicos de la interaccion de AMD310tbn CXCR4

De todos los antagonistas de CXCR4 presentadokagpaeado 9.1, se estudia en profundidad
la interaccion de la familia de compuestos bicidasan dicho receptor, concretamente para el
AMD3100 (99), ya que es para el que existen mas datos expeadleeie mutagénesis dirigida
y receptores quimericos.

Dada la carga electrostatica del AMD3100 a pH lijgjiro (+2) y su capacidad quelante de

cationes como Zf o Cd? los experimentos de mutagénesis dirigida se leatrado en los

residuos acidos (Asp y Glu) y en las histidinasaglas en lobopsextracelulares y segmentos

TM. También se ha analizado la influencia de pesilinpedimentos estéricos, en los que Ala,

Gly o lle han sido mutados por Phe o Trp. En lauféag9.3 se muestra un diagrama

bidimensional y helicoidal de la estructura de CXMCRndicAndose aquellos residuos

identificados como importantes en la unién del AMD3 con CXCR4%°?*Destacan:

«  Asp' Situado en la TM4.

«  Asp™ Situado en la TM6.

«  GIu*™ Situado relativamente préximo a la superficieule| participa en la unién del
SDF-1n y se hipotetiza que puede interaccionar cdoa V3 de la glicoproteina gp120
del HIV.
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« Ala'™. Situado al inicio del segundoop extracelular ECL2, frente a la cavidad formada
por los residuos anteriores. La mutacion de'’Agoor Phe genera impedimento estérico.

«  Tyr®® Situado en la TM6.

«  His®™! Situada en el extremo de TM7, su mutacién por gidencia el efecto antiviral y
antagonista de AMD3100.

La sustitucion de los residuos ASp Asp®® y GIU® por Ala o Asn reduce tanto la actividad
antiviral del AMD3100 como su efecto antagonisenfe a SDF-d.°°** Ademas, Asp’y
Asp’® son también esenciales para la funcion de CXCRsbam-receptor del HIV?

a ISCCCTRN
0 CHO
CEERODEE,
G

a@@@@@ﬂﬁ)ﬁe

Figura 9.3. (a) Diagrama bidimensional y (b) Diagrama heliabide CXCR4. Los residuos en
negro indican residuos mutados. Se destaca laiposiel Asg’, Asp™®y GIu®. Extraido de [521].

Con estos resultados, se plantea un modo de int@nacelectrostatico entre el
AMD3100/AMD3100(Zn) y los residuos acidos, de manera que cada adélociclamo
interaccione a través de sus nitrdgenos con elogeapboxilato correspondiente. Basandose en
estudios computacionales, diferentes autores lapupsto diversas alternativas de union.

«  Modelo propuesto por Schwattzen el que cada ciclamo interacciona con'AspAsp™®,
respectivamente (Figura 9.4.a).

«  Modelo propuesto por Trefit (Figura 9.4.b) en el que cada ciclamo interacciooa
Aspr®?y GIU™®,
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«  Modelo propuesto por Schwattz(Figura 9.4.c) y SadI&’ (Figura 9.4.d). Ambos autores
coinciden en un modelo tipo “sandwich” en el queo we los anillos de ciclamo
interacciona con el ASfl y el otro conjuntamente con A8py GI*®. Este modelo se
propone para el compuesto AMD31004ZnEn el modelo propuesto por Sadler, la
configuracion del ciclamo que interacciona con e@r fAsg® y GIUr® es cisV,
estableciéndose un enlace Zn-CO@.27 A) con Asf? y un enlace por puente de
hidrégeno (COO---NH, 2.01A) con el &fu El otro ciclamo se encuentra en
configuraciortrans|, con una distancia entre el Zn y el grupo cailatxde 2.88 A.

&

Figura 9.4. (2) Modelo de interaccion propuesto por Schwaktraido de [524]. (b) Modelo de

interacciéon propuesto por Trent, extraido de [526)].Modelo tipo “sandwich” propuesto por Schwartz
para la union AMD3100(Z) extraido de [525]. (d) Modelo tipo “sandwich” preesto por Sadler para

AMD3100(Zn,), extraido de [527].
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9.4. Datos bioquimicos de la interaccion de TAK-77€n CCR5

TAK-779 es uno de los inhibidores de CCR5 del gas mformacion experimental del sitio de
unién, obtenida mediante mutagénesis dirigida,isgode. TAK-779 108 (Figura 9.2) es la
primera molécula no peptidica identificada quebieHa funcion del receptor CCR®.Presenta
la desventaja de requerir administracion intravanos

Los estudios indican que TAK-77@08), asi como SCH-Q107) (Figura 9.2), se unen
principalmente en una cavidad comun situada eomirdo transmembrana de CCRS5, a la par
que otros elementos de compuestos especificodesstatrontactos adicional&s>%

Las estructuras de TAK-779 y SCH-C presentan grugomaticos y regiones hidrofilicas,
como un atomo de nitrdgeno positivamente cargadentkhs que TAK-779 contiene un ién
amonio cuaternario, SCH-C presenta un nitrégenuigkridina, protonado a pH fisiolégico. En
principio, se podria suponer que las partes hithiods de TAK-779 y SCH-C interaccionan
con el dominio TM de CCR5, mientras que el atommiti®geno cargado positivamente, lo
haria con la region extracelular. Sin embargo, kgtétesis no es soportada por los resultados
experimentales de mutagénesis dirigida, que natap@videncia de interaccion con residuos
4cidos de la region extracelufdt.

Concretamente para TAK-779, se han identificadasiggientes residuos, localizados en TM1,
TM2, TM3 y TM7? (Figura 9.5).

+  GIU*® El grupo carboxilato actia de contraién para iglbgeno con carga positiva.
Ademas, no existen en CCR5 contraiones proximagteaagninoacido, lo que facilitaria la
interaccion idnica con los inhibidores. Su sustitngor alanina tiene un efecto intermedio
en la actividad antiviral de TAK-779.

. Residuos con un fuerte efecto inhibidor de la &t antiviral del TAK-779: Let,

Tyr®, Trp®, Tyr'® Thr'®

«  Residuos con un efecto inhibidor intermedio dectvilad antiviral del TAK-779: Ard,
Thr®?, lle*®,

«  Residuos con un efecto inhibidor minimo: Pheeu®.

Se han realizado estudios decking®* que confirman como residuos mas importantes en la
interaccion al GIEF® Tyr*’, Trp* y Tyr'® La participacion de otros residuos encontrados en
dockingcomo Tht*® o Lelf* no se confirma mediante mutagénesis dirigida.

Figura 9.5. Cavidad de unién de TAK-779 a CCR5.
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9.5. Modelos de CXCR4 y CCR5

En trabajos anteriores realizados en el gilige modelaron las estructuras de los co-receptores
CXCR4 y CCR5 por homologia a partir de la estrictier la rodopsina bovina, con el programa
MODELLER. Como se ha comentado en el apartado ,18abta la falta de patrones
estructurales para GPCRs, el uso del mapa de Magesla rodopsina bovina se ha impuesto en
el campo de la modelizacién de GPCRs. Concretamesiatilizo la entrada PDB 1HZ¥ con
resolucion de 2.80 A.

La modelizacion de los segmentos transmembrarnsatied completamente por homologia, sin
gapsy forzando el alineamiento de los motivgmtferng y residuos mas conservados. La
modelizacion de lofoopsse realizé abnitio con el programa MODELLER, exceptuando los
extremos N-terminal, C-terminal y kelop extracelular ECL2. Est®op, que conecta la TM4 y
TM5, presenta un motivo de estructura secund&hairpin que se considera conservado en
todas las GPCRs de la familia®®.Dado que en la modelizacié@b initio del loop ECL2 se
perdia esta estructura secundaria, se opt6é poemamnel segmento modelado por homologia a
partir del alineamiento con la rodopsina bovina.

CXCR4 presenta dos puentes disulfuro entre *&@ys® y entre Cy&-Cys™
Particularmente, resulta interesante el primer f@jezonservado en la rodopsina bovina, que
une a la Cy$° (situada en dbop ECL2) con la Cy¥® (situada en el extremo de TM3 y ECL1).
Tal y como se observa en la Figura 9.6, ést@ cierra la cavidad de union del AMD3100
descrita. En el trabajo anteriormente realizado, observd la dificultad de posicionar
manualmente el AMD3100 en la cavidad de unién esgcia ddbop ECL2 modelado con el
programa MODELLER, encontrdndose un elevado ndmeimad contactgFigura 9.6.a). Con

el fin de obtener una mayor apertura de dgtp, se realizaron una serie de dinamicas
moleculares a diferentes temperaturas, ningunaadeclales consiguié un gran cambio
conformacional debido a la presencia del puentdfdi® (Figura 9.6.b).

.
Segundo Loop E;mcem )

Asp171

Segundo loop
Extracelular

Figura 9.6. (a) Docking manual del AMD3100 en CXCR4. (b) Comparacion dedtauctura del
segunddoop extracelular de CXCR4, ECL2, en las sucesivasniicess moleculares realizad®3.

Uno de los primeros objetivos de este estudio dg @icrementar la apertura debp ECL2, a
fin de reproducir la entrada del AMD3100. Para ,ee utiliza el programa CONGEN
(CONformation GENeratdf®, que muestrea de manera exhaustiva los difergmseos de
libertad del loop: torsiones de la cadena principal y cadenas laterg sus extremos.
Concretamente, se aplica el procedimiento de bdsgdeecta direct search que es el que
permite modelaloopsde mayor longitud.
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A partir del modelo obtenido en trabajos anteriorésn adelante denominado
MODEL_MODELLER), se modelan consecutivamente losps comenzando por los de
mayor longitud y de méas externos a internos respesu posicion en la proteiffdDe todos
los conférmeros obtenidos paraloop, se escoge el que presente una mayor RMSD resgdecto
modelo inicial, siempre y cuando su energia seaocavaximo 10kcal/mol superior a la del
conférmero de minima energia, ya que posteriormaeteminimiza la estructura global
obtenida.

Los residuos de aminoacidos que comprendeiotyss se listan en la Tabla 9.1, considerando
la prediccion de GerlacH de segmentos TM basados en hélicesilizada en la modelizacion.
Se muestra también la RMSD de superposicion destdo® dtomos para cada segmento
modelado con CONGEN respecto a la estructura Inicia

Tabla 9.1. Residuos que comprenden lodo6ps extra e intracelulares en CXCR4 y su RMSD
respecto al modelo inicial.

ICL1 ECL1 ICL2 ECL2 ICL3 ECL3
Residuos 65-74 98-108 136-151 175-195 224-235 264-281
RMSD (A) 5.97 5.17 7.54 8.01 5.42 7.34

En la Figura 9.7 se muestra la superposicion da oad de losoops modeladosab initio con
CONGEN, en adelante denominado MODEL_CONGEbdjof), respecto a la conformacién
inicial MODEL_MODELLER {erdsg.

CONGEN no mantiene el puente disulfuro EY¥€ys'®, ni siquiera afiadiendo la restriccion
respectiva a este tipo de enlaces, restriccionigizamente consigue acercar ambos residuos
respecto a la situacién de no incluirla. Por eodecide editar manualmente el correspondiente
ficheropdbe imponer la conexion de ambos residuos, minindiaée eloop ECL2 con eforce

field Amber94 en el programa MOE. En la Figura 9.8 s&tria la superposicion dielop ECL2

de MODEL_MODELLER yerdg, con el modelo obtenido con CONGEN sin manterer e
puente disulfurogzul) y el modelo final de CONGEN imponiendo dicho pieefojo). Se
observa cémo se disminuye la distancia desde P4fsta 2.03 A al imponer la conexion de
dichas cisteinas y comolebp ECL2 se sitla mas alejado de la cavidad de urébAMD3100

si se compara con MODEL_MODELLER. Asi, pese a queisrde el motiv@-hairpin, dado

que se consigue esta apertura, se opta por inestér modelo en estudios decking del
AMD3100.

La generacién de Ideopscon CONGEN se realiza por el momento para CXCRB4jue es la

primera diana para la que se habian realizadoiambemte estudios ddockingy dinamica
molecular.
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Extracelular

Citoplasma
o
ICL3

Figura 9.7. Superposiciéon de los loops de MODEL_CONGEN 1pjo) frente a
MODEL_MODELLER (verdse.

Figura 9.8. Detalle de la superposicion di&lop ECL2 en MODEL_MODELLER verdg, el
modelo obtenido con MODEL_CONGEIMZu) en el que no se mantiene el puente disulfuromyaglelo
obtenido con MODEL_CONGENrgjo) al que se impone la conexién EY<Cys'® seguido de una
minimizacion.
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Previo a la realizacion de estudios decking para estos modelos, se valida la estructura
MODEL_CONGEN de CXCR4 y MODEL_MODELLER de CCR5 maalie el programa
PROCHECK>¥ (Tabla 9.2). Ambos modelos satisfacen los reqssistereoquimicos.

Tabla 9.2 Resumen de la validacion de los modelos de CXZREZR5 con PROCHECK.
MODEL_CONGEN MODEL_MODELLER
CXCR4 CCR5
Porcentaie de residuos con anaulo diedros 64.2% regiones favorables 71.2% regiones favorables
J > gux 29.3% regiones permitidas 26.3% regiones permitidas

de la cadena principal en las regiones del o itid o itid

diagrama de Ramachandran 5.0% poco permitidas 1.5% poco permitidas
1.6% no permitidas 0.9% no permitidas

Numero de residuos Gly / Pro en regiones
no favorables de los diagramas de 2 de 29 residuos 2 de 27 residuos
Ramachandran de estos amino&cidos

Numero de residuos en conformaciones no
favorables segin mapag-x, (Arg, Asn, 7 de 218 residuos 7 de 226 residuos
Asp, Cys, GIn, Glu, His, lle y Leu)

Factor G global indicador de Ia

estereoquimica  global del modelo.

Idealmente el valor debe estar comprendido
entre -0.5y -1.

Numero de impedimentos estéricos 0 0

Porcentaje de residuos con distancias de
enlace en la cadena principal en los limites 100% 100%
permitidos.

Porcentaje de residuos con angulos de
enlace en la cadena principal en los limites 74% 77.4%
permitidos

Porcentaje de residuos con grupos planares
en la cadena lateral en los limites 88.2% 77.5%
permitidos

9.6. Estudio del sitio y modo de uniéon del AMD3108n CXCR4

En este apartado se realiza la prediccion del rdedanién del AMD3100 en CXCR4 mediante
docking tanto orientado en la cavidad de union (aparéa8pcomo podockingciego.

Se considera un pH de trabajo de 7, manteniénasseesiduos acidos desprotonados y los
béasicos protonados. Las conclusiones de la mutaigédeigida de Hi€' sugieren que este
residuo presenta repulsion electrostatica con #lbate ciclamo (carga +2), por lo que se
decide protonar dicha histidina. El resto de histid, a falta de datos experimentales, se
mantienen neutras.

El anillo de ciclamo del AMD3100 presenta unas tam®gs de protonacion de los cuatro
nitrégenos de 10.92, 10.51, 2.65 y 1.62. Para les&bla secuencia de protonacion, se adopta
como referencia la secuencia de protonacion dergismdd™® (115), en la que en primer lugar
se protona el |\ seguido del I N, Ny y finalmente N (Figura 9.9). Con ello, las estructuras
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de biciclamos con las que se trabaja estan proasnad los nitrogenos 2, 4 y 2', 4’ del
AMD3100 (Figura 9.9).

Do ERT
[NH HNE\Q\/UAI fUd

N

AMD3100 Escorpiando
99 115
Figura 9.9. Estructura del escorpiando y secuencia de proiomael AMD3100.

Los diferentes estudios deckingrealizados con AUTODOCK son:

*  Prediccién del sitio de union del AMD3100 en CXCRwediantedocking ciego. El
objetivo es determinar si la modificacion ttwbp ECL2 realizada permite o no simular la
entrada del AMD3100 en la cavidad de union, porgle el ligando se posiciona
inicialmente fuera de dicha cavidad de union.

*  Prediccién del modo de union mediardecking en el que el AMD3100 se sitla
inicialmente en la cavidad de union descrita eapaltado 9.3.

El procedimiento de trabajo con AUTODOCK es simdadescrito en el apartado 5.1.2 en lo
referente a la preparacion del ligando y la pratgien los pardmetros. Como tipos atébmicos se
considera el conjunto estandar. Ede@tkingciego el tamafio de la malla se fija a $881x181

y en el docking normal a 6%61x61. En cada ejecucion, se requieren un total de 100
confoérmeros dockingciego) o 10 conformerogigckingen la cavidad de union). Se realizan
sucesivas repeticiones para cada célculo. Como lowodde la CXCR4 se consideran:
MODEL_CONGEN, MODEL_MODELLER y el modelo slnops

En la prediccién del sitio de union se escoge paranalisis la conformacion mas proxima a la
cavidad y no aquella de menor energialdeking En las predicciones del modo de unién, se
analizan tanto la conformacion de minima energimoc@quella que mejor reproduce las
hipétesis propuestas (apartado 9.3). Estrictamehteriterio deberia ser Unicamente escoger
aquel de menor energia decking ya que es el Unico criterio disponible cuandsadienen
datos experimentales de la cavidad de union. Ntaotes en este caso, se hace uso de dicha
informacién. Para cada conformacion, se determanais$tancia de cada uno de los ocho
nitrégenos del AMD3100 a cada uno de los oxigemosaxilicos (O(s}) y O(sp)) de los tres
residuos Asp’ Asp® y GIu® Ademés, se analizan con el programa HBPTU®
identificacion de contactos por puente de hidrégeno

En la Tabla 9.3 se resumen las distancias encastrpdra los conférmeros mas préximos al
sitio de union, expresadas como promedio y deswiaestandar (en paréntesis) del total de
repeticiones de caddocking ciego. Se observa como en el modelo lsiops de las 6
repeticiones realizadas, en todos los casos elgiia aompuesto a la cavidad de union. Para
MODEL_CONGEN, en una de las primeras repeticiomesreuentra que un conférmero, que
ademas coincide con el de menor energidad&ing si que identifica la cavidad de union. Por
ello, se amplia el nUmero de repeticiones hastao 7encontrandose en ningln otro caso un
conférmero que entre en dicha cavidad. En MODEL_ MEQDLCER, ningun conférmero de
cinco repeticiones identifica la cavidad de unién.la Figura 9.10 se muestra la conformacion
final encontrada en etlocking ciego frente a MODEL_CONGEN. Se observa cémo el
AMD3100 tiene més tendencia a unirse a?®sft.4 A) y GIt®® (3.9 A), siguiendo el modelo
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de interaccion propuesto por Trent (apartado 9B)yque las distancias no corresponden
estrictamente a distancias de enlace por puertigdigeno.

Dentro de los conférmeros enddckingfrente a CXCR4 sioops uno de ellos presenta dos
nitrégenos del anillo de ciclamo a distancias denpaide hidrégeno con ASp(3.1y 2.7 A).

La mayor apertura ddbop ECL2 en MODEL_CONGEN frente a MODEL_MODELLER
(Figura 9.8) permite que en al menos en un casd/@3100 entre en la cavidad de union. De
hecho, otros autor&d han apuntado las dificultades de reproducir el ondé unién de
AMD3100(Zn,) en presencia de ldeops llegando incluso a sugerir qire vivo el proceso
deberia realizarse en condiciones reductoras qudtpa la apertura débop ECL2.

Tabla 9.3 Dockingciego de AMD3100 frente a los tres modelos de CXCR4 AUTODOCK.
En paréntesis se muestra la desviacion estandas dacesivas repeticiones.

Sin Loops MODEL_MODELLER MODEL_CONGEN

# Repeticiones 6 5 7

# Conformaciones en la cavidad de unién 6 0 1
O(sp)Aspt™* 6.4 (0.7) - 11.2
O(sp)Aspt* 5.5 (1.6) - 8.1
O(sp)Asp’®? 4.4 (1.1)* - 4.4
O(sp)Asp’®? 5.0 (1.2)* - 6.5
O(sp)Glu® 5.9 (1.6) - 4.6
O(sp)Glu® 6.3 (1.8) - 3.9

*para uno de los conférmeros se detectan puentdsddégeno con Asp’ mediante el programa HBPLUS, con
distancias de dos de sus nitrégenos de 3.1y 2.7 A.

Figura 9.10. Conformacion final del AMD3100 obtenida en alocking ciego frente a
MODEL_CONGEN en el que el conformero de menor eiaedgdockingidentifica la cavidad de union.
Se indican las distancias frente a los dos residain®s Asf* (4.4 A) y GIF® (3.9 A).

En la Tabla 9.4 se muestran los resultados obtergaola prediccion del modo de unién,
expresadas como la distancia promedio (desviactiméar en paréntesis) de las 5 repeticiones
de cadalocking En general, los conformeros de minima energidodkingno corresponden a
aquellos que mejor reproducen alguna de las hiiggtespuestas (que se sitdan en la segunda o
tercera conformacion de menor energiaaoleking.

Como en el caso anterior, frente a MODEL MODELLER AMD3100 no se orienta
adecuadamente en la cavidad de unién. Para MODENGEN, las conformaciones
resultantes tienden a acercarse mas &°AgGIL*%, presentando un conférmero a distancias de
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puente de hidrogeno de Gt (3.3 y 3.1 A) (Figura 9.11.a). En el modelo $imps los
conférmeros se acercan a los tres residuos adddokecho, se detecta un conférmero situado a
distancias de 3.3, 3.8 y 3.3A de los residuos*AspA\sp®® y GIu®, respectivamente,
correspondiendo al modelo “sdndwich” descrito empalrtado 9.3 (Figura 9.11.b).

Figura 9.11. (a) Dockingdel AMD3100 frente MODEL_CONGEN, donde el AMD3108tablece
puente de hidrégeno con Glu288. [mckingdel AMD3100 frente a CXCR4 sinops donde se orienta
adoptando la conformacién tipo “sandwich”.
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Tabla 9.4 Dockingde AMD3100 situado en la cavidad frente a los meslelos de CXCR4 con
AUTODOCK. Minima E corresponde a la conformacion de minima energiadatking. Mejor
reproduccién corresponde a la conformacion que mejor reprodurcenodelo de modo de uni6kn
paréntesis se muestra la desviacion estandar Sedgeticiones.

SinLoops MODEL_MODELLER MODEL_CONGEN
Minima E Mejor . Minima E Mejor . Minima E Mejor .
reproduccion reproduccion reproduccion
O(sp)Asp'’* 6.5(0.1) 6.4(0.6) 22.3(2.3) 23.1(3.6) 103¥) 10.8(1.5)
O(sp)Aspt’t 57(0.7) 3.9(0.8) 23.1(2.1) 22.4(2.8) 9.1(0.5) 9.3(2.0)
O(sp)Asp*®? 4.8(0.4) 5.5(0.8) 10.3(0.7) 7.2(2.9) 5.2f1. 4.7(1.4)
O(sp)Asp’® 51(0.4) 3.4(0.3) 9.0(0.7) 6.4(1.0) 6.3(1.3) 6.0(1.2)
O(sp)Glu*®e 6.8(0.6) 5.3(1.1) 16.0 (3.8) 18.3(3.2) Gl 5220
O(sp)Glu*®8 6.3(0.6) 5.8(3.0) 15.1 (4.2) 15.6 (4.4) 47(05) 4.4(0.4)

*para 2-3 de los conférmeros se detectan puentdsddégeno de estos residuos mediante el prograBRLHS.
Concretamente, para CXCR4 $imopsuno de los conférmeros se encuentra a distanei@3d 3.8 y 3.3 A de los
Aspt™t, Asp®?y GIUP® (Figura 9.11.b).

Considerando estos resultados, la modelizacion lagh ECL2 con CONGEN permite
identificar un modo de uniébn mas consistente candatos experimentales que el modelo
obtenido con MODELLER. Sin embargo, dado que ladadcias finales obtenidas con el
docking no se aproximan lo suficiente como para reprodpcientes de hidrégeno, esta
pendiente de realizarse en un futuro estudios d@éndca molecular a partir de las
conformaciones finales resultantes detkingque permitan muestrear la cavidad de unién con
un modelo mas refinado quedscking

La situacion sidoopses la que permite obtener unos resultados makgisia la hipotesis de
una interaccion tanto con ASpcomo con Asp™. El interés de incluir looopsen el modelo
reside en la aplicacion posterior del modelo deCMCR4 en el cribado virtual. Existen
estudiod” que apuntan a que un cribado virtual que inclogldops de los modelos de
GPCRs, particularmente ECL2, discrimina mejor emoenpuestos activos e inactivos. La
inspeccion visual de las orientaciones de los cesims en estos estudios muestra que la
eliminacién delloop ECL2 provoca que los compuestos inactivos masgbilex se orienten
artificialmente a la regién libre didop ECL2, resultando en mejoresorese incrementando el
namero de falsos positivos.

9.7. Estudio del sitio y modo de union del TAK-778n CCR5

Como en el caso de AMD3100 frente a CXCR4, seza&l mismo estudio del modo de union
de TAK-779 frente CCR5 (apartado 9.4).

Se considera un pH de trabajo de 7, manteniénasseesiduos acidos desprotonados y los
basicos protonados. Como en el caso de CXCR4 aigamcon AUTODOCK:

e Prediccion del sitio de union del TAK-779 en CCRédiantedockingciego.

*  Prediccién del modo de union mediandecking en el que el TAK-779 se sitda
inicialmente en la cavidad de union descrita eapaltado 9.4.

La preparacion del ligando/proteina y los paransetie trabajo corresponden a los descritos en
el apartado 9.6. En este caso se trabaja sobs¢rletera MODEL_MODELLER y la estructura
sin loops de CCR5. Para las conformaciones resultantesyad@aela distancia del nitrdgeno
cuaternario a cada uno de los oxigenos carboxilisGIF*® asi como las interacciones
hidrofobicas (HBPLUS) entre TAK-779 y los residuos®’, Trp®, Tyr'® Leu® Arg®, lle'®®y
Thr®’. Como en el caso anterior, erdeckingciego se selecciona la conformacion mas proxima
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a la cavidad de union y en la prediccion del modaudion, tanto la conformacion de minima
energia delockingcomo la que mejor se ajusta a los datos experafesnt

En la Tabla 9.5 se resumen las distancias encastrpara los conformeros mas préximos al
sitio de unién, expresadas como promedio y desviaestandar (en paréntesis) del total de
repeticiones de cadibckingciego. En negrita se indican aquellos residuos ouyiacion tiene
mas efecto en la actividad antiviral del TAK-778ntb a la desviacion estdndar, se muestra en
cursiva el numero de repeticion que identifica @htacto mostrado. Como en el caso de la
CXCR4, la inclusién de lomops modelados con MODELLER impide la entrada de TAK-77
en la cavidad de union. Para CCR5lsimps los conférmeros se sitdan en la cavidad de unién.
En particular, una de las 6 repeticiones identificaconférmero que establece la interaccion
TAK-779 con el GI&® (3.1 A) (Figura 9.12), el resto de repeticionegseuentran a distancias
comprendidas entre 3.9 y 5.2 A, Las interacciornidsofobicas con aquellos residuos méas
importantes (TyY, Trp®®, Tyr'%) se encuentran también para el conformero quélestala
interaccion con G (identificado com@ en la Tabla 9.5, mostrado en la Figura 9.12).

Tabla 9.5 Dockingciego de TAK-779 frente a los dos modelos de CC&bAUTODOCK. En
paréntesis se muestra la desviacion estandar dadasivas repeticiones.

Sin Loops MODEL_MODELLER
# Repeticiones 6 5

# Conformaciones en la cavidad de union 6 0
O(sp)Glu® 4.3(0.3) 11.4 (1.7)
O(sp)Glu® 4.0 (0.67(2) 12.8 (0.9)
Tyr¥’ 3.1(0.2)2,4,6

Trp®% 3.0(0.3) 1,25

Tyr 108 2.7 (0.1) 2,6)

Leu®® 3.0(0.1)1.24
Arg®! 3.1 (0.0)(6)

llet%® 2.8 (0.0)(3)

Thr®2
*para 1 conférmero se detecta interaccién corfGlirigura 9.12). Los nimeros enrsivaindican la identidad del
conférmero (numero de repeticion delcking para la que se encuentran las interaccionesitdssen la tabla.

Figura 9.12. Docking ciego del TAK-779 \erde frente CCR5 sinloops TAK-779 establece
interaccion con GRY (3.1 A) asi como con los residuos Tyfdistancia de interaccién hidrofébica de
3.2 A), Trg® (distancia de interaccién hidrofébica de 2.9 Aljyy'® (distancia de interaccién hidrofébica
de 2.6 A).
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En la Tabla 9.6 se muestran los resultados obtergsola prediccion del modo de unién,
expresadas como la distancia promedio (desviadtiméar en paréntesis) de las 5 repeticiones
de cadadockingen la cavidad de unién. Bbckingfrente a MODEL_MODELLER resulta de
nuevo fallido en la identificacién de la orientati@decuada. En el modelo diwops al
seleccionar aquellos conférmeros que mejor ideatifiel modelo propuesto, se obtienen en las
cinco repeticiones orientaciones con interaccidtreerl nitrégeno amoénico y Gfti (con
distancias comprendidas entre 3.0 y 3.9 A). També&detectan las interacciones hidrofébicas
citadas. Interesantemente, en caso de analizanfarmacion de menor energia diecking se
detectan en todos los casos interacciones por eoaenhidrogeno entre el nitrégeno peptidico
de TAK-779 y GIG® (con distancias comprendidas entre 2.6-3.4 A).

Tabla 9.6. Docking TAK-779 situado en la cavidad frente a los dos numlele CCR5 con
AUTODOCK. Minima E corresponde a la conformacién de minima energiadatking. Mejor

reproduccién corresponde a la conformacion que mejor reprodurcenodelo de modo de uni6Bn

paréntesis se muestra la desviacion estandar Sedgeticiones.

SinLoops MODEL_MODELLER
Minima E Mejor . Minima E Mejor .

reproduccion reproduccion
O(sp)GIu*®3* N aménico 9.9 (0.2) 4.4 (0.3) 14.4 (0.7) 10.3)0
O(spP)GIu*3 N aménico 8.2 (0.1) 3.5(0.3) 16.0 (0.9) 11.%)0
O(sp)GIu*3 N peptidico 5.3 (0.3) 7.7 (0.5) 13.7 (0.6)
O(sp)GIu*3 N peptidico 3.1(0.3) 8.3(0.8) 14.5 (1.6)
Tyr¥’ 2.9 (0.1) 3.2 (0.4)
Trp% 3.1(0) b)
Tyrto® 3.3(0.1) 3.1 (0.1)%4.5
Leu*® 3.55 (0) 1)
Arg®! 3.2(0.2)2,3.9 3.1(0.1)2,3,459
llel%® 3.3(0.2)
Thr®?

En la Figura 9.13 se muestra la conformacion rastdtdeldockingde TAK-779 {erdg frente
CCRS5 sinloops en la que se establece un puente de hidroger® edntitrogeno amoénico y el
GIu*®® a distancia de 3.1 A. Ademéas este conférmero dntéona con Tyf (distancia
hidrzfébica de 3.6 A), T (distancia hidrofébica de 3.1 A) y Tt (distancia hidrofébica de
3.2A).

\
N

e

Figura 9.13. Dockingdel TAK-779 gerdg frente CCR5 sifoops TAK-779 establece interaccién
con GIf® (3.1 A) asi como con los residuos ¥ydistancia de interaccién hidrofébica de 3.6 Ap*r
(distancia de interaccion hidrofébica de 3.1 A (distancia de interaccion hidrofébica de 3.2 A).
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Capitulo 9. Estudio de los co-receptores CXCR4 REC

Dado el impacto de lowops en los que MODEL_MODELLER no consigue reproduedir
modo de unién propuesto experimentalmente, se peopo re-modelizacion con CONGEN en
un futuro, con el fin de observar si se repiteoghportamiento observado para CXCRA4.

Los modelos de CXCR4 y CCR5 estan siendo utilizaosin estudio de cribado virtual. El
ensayo retrospectivo se realiza para una basetde dea aproximadamente 4700 compuestos,
de los cuales 248 y 354 son inhibidores de CXCRARRS, respectivamente, con quimiotipos
representativos de los antagonistas descritosseaplartados 9.1 y 9.2. Los primeros resultados
obtenidos con la funcién de AUTODOCK alcanzan feetale enriquecimiento del orden de 2-
3 en el primer 10% de base de datos cribada. Estoelos se estan utilizando también en la
evaluacion de una serie de 88 compuestos de esascamindinker-amina, amindinker-
aldehido, ciclamdinker-amina, sintetizados en el laboratorio de sin@sidQS*, uno de los
cuales ha mostrado actividad en el orden del AMD3M000Jug/mL). Dado que todos estos
estudios se encuentran en este momento en unai@aé no se discuten en la presente tesis,
siendo objeto de estudios futuros.
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Conclusiones

La presente tesis ha tratado de establecer y validgprotocolo de cribado virtual para la
identificacion de inhibidores de receptores destira quinasas, particularmente FGFR, EGFR y
PDGFR. Se recopilan algunas de las conclusione$ijagas en los capitulos respectivos,
principalmente en el contexto de la aplicaciénosgiectiva (validacion) ya que no se dispone
actualmente de datos de actividad para los compaiesttetizados que permitan evaluar de una
manera prospectiva las diferentes etapas.

* Se ha disefiado una quimioteca virtual de piridefp@&imidinas formada por 106920
compuestos sobre la que se han realizado selesctmrebinatorias independientes en
funcién de las distintas sustituciones INIDH, H) en la posicion del carbono cuatro.
Aparte de la finalidad sintética de la selecci@ha analizado el comportamiento de los
métodos de particion, encontrandose que la funmirbased Chi2 es la que presenta un
compromiso Optimo de recubrimiento en términos sfgaeio y poblacion, al menos para
dicha quimioteca. La pérdida de recubrimiento adgia por el tratamiento independiente
de cada una de las tres quimiotecas se superantediza optimizacion multiobjetivo que
retna todas las funciones en un Unico criteriotenigar.

e Los tres métodos de busqueda farmacoférica (CATSSQUID y el modelo
farmacoférico del MOE) permiten capturar un nanggnificativo de compuestos activos.
El mayor enriquecimiento se obtiene con el modefmado manualmente de MOE. Al
eliminar los puntos potenciales farmacoféricos cadtiple asignacion de tipos en el
modelo obtenido con MOE, SQUID es el método quenjierobtener mayores factores de
enriquecimiento. Ademas de determinar los factdeeenriquecimiento, se ha evaluado la
diversidad en la recuperacion gmffolds. Desde este punto de vista, tanto MOE como
SQUID permiten la identificacion de varios quimpm$ en los primeros porcentajes de
base de datos cribada, complementdndose ambos. 3DATSi bien opera
satisfactoriamente desde el punto de vista de wgimiento, no explora tan bien como
los anteriores la diversidad de lesaffolds. Asi, se aconseja el uso de los modelos
farmacoféricos de MOE y SQUID en la evaluacion pexsiva.

* Se ha modificado la implementacion original de SQUintroduciéndose la conexion
modelo farmacoforicdingerprint SQUID-SQUID not scaled que permite aumentar la
eficiencia al prescindir de una etapa de optim@&acie pesos asi como habilitar el uso de
las métricas tradicionalmente usadas en las buaqued similitud. En el caso de los
inhibidores de tirosina quinasa, esta conexion ateneonsiderablemente el factor de
enriguecimiento respecto a la conexibn SQUID-CATSa8lnque no se ha constatado el
mismo aumento para casos como el de los inhibiddbee€0OX-2, por lo que no puede
asegurarse que una conexion supere a otra en t&rageneficacia.

e La reproduccion del modo de unién de una serie ntiibidores de tirosina quinasa
mediantedocking es altamente dependiente de la eleccion de undgtunion apropiado,
afectando por ello a la recuperacion de quimiotigi@ersos en un cribado virtual. Tanto
GOLD como AUTODOCK son capaces de predecir el mibelanion de inhibidores co-
cristalizados con la estructura rigida utilizada etdrdocking, aunque la tasa de éxito
disminuye al realizar experimentos dmss-docking. Ademas, AUTODOCK permite la
identificacion del sitio y modo de unién de unaiesete inhibidores de FGFR, EGFR y
PDGFR mediantelocking ciego. El cribado virtual con AUTODOCK y GOLD pdten
discriminar entre activos e inactivos por encimaida seleccion aleatoria, particularmente
en el caso de FGFR. Para esta quinasa, la esaufgirco-cristalizada con PD173074 es
la m&s apropiada, tanto en términos de enriquectmi€omo de recuperacion de
guimiotipos diversos.
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En el caso de EGFR, unicamente AUTODOCK recupetavaac por encima de una
seleccién aleatoria. EI modelo por homologia de PR@s valido para realizar cribados
virtuales, corroborandose asi el uso de tales megwlra esta familia de proteina quinasas
en estudios dealocking. Junto con la influencia de la estructura, laaodtrccion de
restricciones de interaccidén o mdscoring resultan beneficiosas para el cribado virtual.
Ademds, el uso de estrategias abasensus scoring permite aprovechar la informacion
contenida en varias estructuras de una misma peotei

El cribado virtual retrospectivo con una aproxindacindirecta ljgand-based) y directa
(structure-based frente FGFR) alcanza enriquecimientos similares l@n primeros
porcentajes de base de datos cribada. Desde un ganvista de la diversidad de los
quimiotipos, existe una complementacion desealite embas aproximaciones.

Se ha disefiado ufingerprint de interaccion estructural basado en pares deo&tom
(IFbAP), cuya aplicacion en una busqueda de sirdiliermite recuperar compuestos con
factores de enriquecimiento superiores a una délecaleatoria. El uso del criterio
combinado de similitud con el criterio energétiadocking) permite incrementar la
recuperacion de activos, obviamente excepto sidpi@ funcién descoring se comporta
mal. Comparativamente frente a ofnagerprint estructural como CHIF, se ha encontrado
que en algunos casos CHIF supera a IFbAP (recdptestrégeno) y en otros casos IFbAp
opera mejor (transcriptasa reversa). Hsigerprint, asi como sus analogos, son facilmente
implementables, requiriendo un coste computaciongl bajo.

La aplicacion del método MM-PBSA/MM-GBSA para laegiccion de afinidad de un
total de 27 inhibidores de FGFR permite alcanzeiofas de correlacién d&’ Be 0.51 al
realizarse las dinamicas en condiciones de solverpdicito. Sin embargo, en otras
condiciones de dinamica, los coeficientes de caci@h decaen situdndose en valores
similares a los obtenidos con funcionessdaring. A nuestro entender, la diferencia de
coste computacional asociado no justifica totalmeritempleo de MM-PBSA, al menos
para el caso de estudio y las condiciones aplica@aaplicacion del método MM-GBSA
en cribado virtual ha resultado positiva, superaetloenriquecimiento obtenido con
AUTODOCK, aunque de nuevo, a un mayor coste corgjartal.

Se han habilitado en PRALINS diversos algoritmosapka seleccion focalizada de
quimiotecas combinatorias. El método Direct propuespresenta un buen compromiso
entre la habilidad para focalizar, la velocidadifeacilidad de implementacion.

Se ha definido una medida de diversided|-integral-diversity criterion, que permite
evaluar el recubrimiento de las selecciones conaltaaindependencia de la particion de
referencia utilizada, evitandose los artefactos digdter asociados a los métodasl|-
based. Ademas, disminuye la tendencia eglge design asociada a métodos basados en
distancia, como la evaluacidiversity integral criterion. Por otra parte, su aplicacion
como funcion objetivo para seleccion&ull arrays permite una distribucion mas
homogénea de los compuestos respecto a la obtida funcidrecell-based Fraction.

Se ha implementado la optimizacion multiobjetivo BRALINS, permitiéndose la
seleccion de compuestos que optimizan la diverselddmario y configuracion de lasl
arrays asi como otras propiedades. La comparacion frarite obtencion de soluciones
individuales mediante optimizaciones con algoritngesiéticos asimulated annealing
permite concluir que MOGA identifica conjuntos @ptis de Pareto a un mismo nivel de
eficacia, aunque con una considerable mayor efi@enPor otra parte, el uso de
algoritmos genéticos en PRALINS como técnica da@rapacion es en general mas eficaz
gue elsimulated annealing, aunque con un mayor requerimiento computacional.



Conclusiones

Los modelos transmembrana de CXCR4 y CCR5 son stenges con las evidencias
experimentales, resultando Utiles para el estudiondodo de unién de dos de sus
antagonistas. La inclusién de lasps obtenidos con MODELLER deteriora los resultados
obtenidos con los modelos dioops, aunque el refinamiento de dichos segmentos para
CXCR4 mediante CONGEN ha permitido la descripciéhrdodo de union experimental

propuesto.
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Anexo 1. Listado de reactivos ésteresB-insaturados (f§ y guanidinas (B seleccionados
finalmente para ser sintetizadas en una quimiatea@inatoria 1810 (Capitulo 3). Ebdummy

atom X indica el punto de anclaje a la molécula.
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Anexo 2.Listado de moléculas inhibidoras de FGFR, EGFRDEPR que componen gbol
de activos en las respectivas validaciones retotisps.

Pirido[2,3-d]pirimidinas:

2
N Y R
PP
R N

N
RZ
ICso ICso ICso
N° R R? R® (uM) (uM) (uM)
PDGFR FGFR EGFR

1 NH2 2,6-diCIPhe Me 49 13 56

2 NHAC 2,6-diCIPhe Me 5.2 5.8 nt

3 NHMe 2,6-diCIPhe Me 6.2 2.5 75

4 NHEt 2,6-diCIPhe Me 40 0.96 45

5 NH-Pr 2,6-diCIPhe Me 3.2 0.70 >5

6 NH-n-Bu 2,6-diCIPhe Me 10.3 4.48 44

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 238 14.0 >50
10 NH(CH)aNEt 2,6-diCIPhe Me 8.9 13.9 1.4
11 NH(CH)sNmorfc? 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,)sNpip(Me)’ 2,6-diCIPhe Me 0.89 0.32 0.21
14 NH(CH)sNpip(Me)’ 2,6-diCIPhe Me 0.71 0.24 45
15 NHCH-2-piridil 2,6-diCIPhe Me 48 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
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ICso ICso ICso

Ne R R R’ (uM) (uM) (M)

PDGFR FGFR EGFR
18 NH(CH)sCOOH 2,6-diCIPhe Me 0.73 0.58 1.0
19 NHPh 2,6-diCIPhe Me 0.40 0.46 0.26
20 NHPh 2,6-diCIPhe Et 0.80 0.21 0.20
21 NH-3-piridil 2,6-diCIPhe Me 0.12 0.15 0.51
22 NH-3-piridil(6-OMe) 2,6-diCIPhe Me 0.40 as 1.3
23 NH-4-piridil 2,6-diCIPhe Me 0.10 0.19 0.91
24 NH-4-piridil 2,6-diCIPhe Et 0.10 0.11 0.49
25 NHPh(4-Cl) 2,6-diCIPhe Me 2.6 3.0 >5
26 NHPh(3-Br) 2,6-diCIPhe Me 3.1 2.4 0.67
27 NHPh(4-Me) 2,6-diCIPhe Me 1.2 0.91 0.48
28 NHPh(2-OMe) 2,6-diCIPhe Me 1.8 3.2 0.66
29 NHPh(3-OMe) 2,6-diCIPhe Me 0.53 0.37 0.03
30 NHPh(4-OMe) 2,6-diCIPhe Me 0.68 0.41 0.22
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
34 NHPh(3-Me,4-OMe) 2,6-diCIPhe Me 1.5 0.45 250
35 NHPh(3,5-(OMe) 2,6-diCIPhe Me 1.7 0.43 0.33
36 NHPh(3-COOEt) 2,6-diCIPhe Me 1.7 15 nt
37 NHPh(4-COOEt) 2,6-diCIPhe Me 21.4 33.6 >50
38 NHPh(4-(CH);COEt 2,6-diCIPhe Me 4.2 2.6 0.70
39 NHPh(4-O(CH),NH; 2,6-diCIPhe Me 0.074 0.055 nt
40 NHPh(4-O(ChH).NHEt 2,6-diCIPhe Me 0.19 0.066 nt
41 NHPh(4-O(CH).,NMe, 2,6-diCIPhe Me 0.096 0.034 nt
42 NHPh(4-O(CH)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
46 NHPh(4-O(Ck),N*(Me)Etl 2,6-diCIPhe Me 0.081 0.040 nt
47 NHPh(4-O(CH);N(O)Et 2,6-diCIPhe Me 0.12 0.046 nt
48 NHPh(4-O(CH).Npiper 2,6-diCIPhe Me 0.098 0.039 nt
49 NHPh(4-Npip(Me}) 2,6-diCIPhe Me 0.11 0.028 nt
50 NHPh(4-CHNpipMe)’ 2,6-diCIPhe Me 0.101 0.049 nt
51 NHPh(3-COOH) 2,6-diCIPhe Me 0.13 0.11 0.19
52 NHPh(4-CHCO;H) 2,6-diCIPhe Me 0.072 0.061 0.22
53 NHPh(4-(CH2CO2H) 2,6-diCIPhe Me 0.12 0.11 0.08
54 NH, 2,6-diCIPhe Et 0.98 0.54 nt
55 NH 2,6-diCIPhe n-Pr 1.2 0.51 nt
56 NH, 2,6-diCIPhe n-Bu 1.2 0.58 nt
57 NH, 2,6-diCIPhe i-Bu 1.6 0.50 nt
58 NH 2,6-diCIPhe ChCOOMe 5.0 1.7 nt
59 NH, 2,6-diCIPhe CHCOO+-Bu 7.2 1.7 nt
60 NH, 2,6-diCIPhe CHCOOH >50 7.9 nt
61 NH 2,6-diCIPhe CkPh 4.2 1.4 nt
62 NH, 2,6-diCIPhe Cht4piridinil 1.2 0.72 nt
63 NH, 2,6-diCIPhe (CRhsNMe, 1.8 0.88 nt
64 NH 2,6-diCIPhe (CB)30CH,Ph 6.8 3.2 nt
65 NH, 2,6-diCIPhe (Ch)30H 1.1 0.37 nt
66 NHPh Ph Me 0.29 5.0 nt
67 NHPh 3-tiofeno Me 0.80 >50 nt
68 NH-4-piridina Ph Me 0.32 4.7 nt
69 NH-4-piridina 3-tiofeno Me 0.48 22.6 nt
70 NH-Ph-4-O(CH),NEt, Ph Me 0.042 0.35 nt
71 NH-Ph-4-O(CH),NEt, 3-tiofeno Me 0.054 2.9 nt
72 NH2 3-tiofeno Me 24.4 >50 nt
73 NHPh 2-tiofeno Me 0.95 >50 nt
74 NHPh Ph Et 0.18 15 nt
75 NHPh 3-tiofeno Et 0.41 >50 nt
76 NH-4-piridina Ph Et 0.074 1.1 nt
77 NH-Ph-4-O(CH),NEt, Ph Et 0.031 0.088 nt
78 NHPh(morph) 2,6-diCIPhe Me 0.64 0.10 nt
79 NHPh(4-CONE) 2,6-diCIPhe Me 0.29 0.18 nt

3Morfo:morfolin-1-il.°pip:N-metilpiperazin-1-iFpiper:piperidin-1-il. nt: no testado.
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Naftiridin-2(1 H)-onas:

N‘ X N R
RN N o
RZ
ICs0 ICs0
N° R R? R’ (um) (um)
PDGFR FGFR
1 NH; 2,6-diCIPhe Me 3.6 0.38
2 NHMe 2,6-diCIPhe Me 8.0 0.21
3 NH(CH):NEt, 2,6-diCIPhe Me 4.6 0.15
4 NH(CH)JNEt 2,6-diCIPhe Me 2.4 0.080
5 NH(CH)sNEt, 2,6-diCIPhe Me 0.74 0.080
6 NH(CHy)s(4-Me-pipy 2,6-diCIPhe Me 2.8 0.17
7 NH(CHy)4(4-Me-pipy 2,6-diCIPhe Me 1.1 0.17
8 NH(CHp)s(4-Me-pip} 2,6-diCIPhe Me 9.9 0.11
9 NH(CH)s(morphf 2,6-diCIPhe Me 5.8 0.57
10 NH(CH)4(morphy 2,6-diCIPhe Me 3.1 0.23
11 NH(CH)s(1-imid)" 2,6-diCIPhe Me 3.2 0.21
12 MHPh 2,6-diCIPhe Me 1.4 2.2
13 NH(4-piridinil) 2,6-diCIPhe Me 6.9 35
14 NHPhOMe 2,6-diCIPhe Me 6.8 22
15 NHPhO(CH),NEt® 2,6-diCIPhe Me 0.10 0.13
16 NHPhO(CH),NEt, ® 2,6-diCIPhe Me 0.36 0.25
17 NHPhO(CH)(4-Me-pip), > 2,6-diCIPhe Me 0.26 0.21
18 NHPhO(CH)y(4-Me-pip), 2,6-diCIPhe Me 0.90 0.12
19 NHPh(4-Me-pip}© 2,6-diCIPhe Me 0.26 0.042
20 NHPh(morphj® 2,6-diCIPhe Me 2.8 8.7
21 NHPh(4-CONE) 2,6-diCIPhe Me 16 1.9
22 NH(CH).NEt, 2,6-diCIPhe H 1.1 0.17
23 NH(CH)s(4-Me-pip) 2,6-diCIPhe H 1.4 0.072
24 NHPhO(CH),NEt*® 2,6-diCIPhe H 0.79 0.44
P4-Metilpiperazin-1-il.°N-Morfolinil. 9Imidazolil. ®anillo fenilo para-sustituido.
7-alquilurea pirido[2,3-d]pirimidinas:
NT XY X R
1)‘\ I~ = 3
R N R
ICso ICs0 ICso
Ne R R? R? (um) (uM) (uM)
PDGFR FGFR EGFR
1 H Ph NHCONH¢{BuU) 4.67 371 5.53
2 H 2,6-(ChPh NHCONH¢-Bu) 1.11 0.13 0.45
3 H 2,6-(Me)Ph NHCONH¢-Bu) 0.34 0.4 0.61
4 H 2,3,5,6-(MePh NHCONH¢-Bu) >50 0.78 6.68
5 H 3,5-(OMeyPh NHCONH¢-Bu) >50 0.060 >50
6 H 2,6-(ChPh NHCONH(EY) 13 0.13 1.36
7 (CHy)3N(CH,CH,),NMe 2,6-(ClyPh NHCONH¢-Bu) 0.66 0.082 6.20
8 (CH)NEL, 2,6-(ClyPh NHCONH¢-Bu) 0.47 0.051 0.15
9 (CH).NEL, 2,6-(ClyPh NHCONH¢-Bu) 0.31 0.048 0.24
10 (CH)JNEL 2,6-(ClyPh NHCONH(EY) 0.19 0.033 1.26
11 (CH)sN(CHCH,).NMe 2,3,5,6-(MeyPh NHCONH¢-Bu) >50 0.14 7.0
12 H 2,3,6-(ChPh NHCONH¢-Bu) 2.96 0.11
13 H 2,6-(BrjPh NHCONH¢-Bu) 1.42 0.29
14 H 2-Br-6-CIPh NHCONH{BU) 0.62 0.18
15 H 2,6-(FPh NHCONH¢-Bu) 1.67 0.11
16 H 3,5-(RPh NHCONH¢-Bu) 8.97 1.10
17 H 2-MePh NHCONH{BU) 1.05 1.40
18 H 4-MePh NHCONH{BU) 6.31 1.67
19 H 2,3-(Me)Ph NHCONH¢-Bu) 6.05 0.34
20 H 3,5-(Me)Ph NHCONH¢-Bu) 52.90 1.13
21 H 2,4,6-(MePh NHCONH¢-Bu) 1.47 0.27
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ICso ICso

N° R R? R® (um) (uM)

PDGFR FGFR
22 H 2,3,4,5,6-(MgPh NHCONH({-Bu) >50 1.62
23 H 2,6-(Me).3- NHCONH(-Bu) 11.81 0.89

OCH,CH,NEt,Ph : :

24 H 2-EtPh NHCONH({Bu) 4.48 11.22
25 H 3,5-(Et)Ph NHCONH({-Bu) >50 7.76
26 H 2-OMePh NHCONH{BuU) 4.48 11.22
27 H 3-OMePh NHCONH{BuU) 22.93 0.36
28 H 4-OMePh NHCONH{BuU) 2.89 3.97
29 H 3,4-(OMeph NHCONH({-Bu) >50 20.25
30 H 3-OEt NHCONH¢BuU) 23.06 0.67
31 H 3,5-(OE®Ph NHCONH({-Bu) >50 1.65
32 H 3,5-(NMe).Ph NHCONH({-Bu) >50 16.00
33 NH 2,6-(ClpPh NH 16 3.0
34 NH(CH)sNEt, 2,6-(ClpPh NH 46 24
35 NH 2,6-(Me}Ph NH 29 13
36 NH(CH)sNEL, 2,6-(Me}Ph NH 25 18
37 NH(CH)sNEt, 2,6-(Me}Ph NHCONH({-Bu) 0.80 0.34
38 NH 2,6-(BrypPh NH >50 13
39 NH(CH)sNEL, 2,6-(BryPh NH >50 8.3
40 NH(CH)sNEt, 2,6-(BrypPh NHCONH({-Bu) 11 0.19
41 NH 3,5-(MeO)Ph NH >50 0.23
42 NH(CH)sNEL, 2,6-(Cl,Ph NHCONH(EY) 12 1.3
43 NH(CH)sNEt, 2,6-(ClpPh NHCONH({-Bu) 9.0 18
44 NH(CH)sNEt, 2,6-(ClpPh NHCONH(E?) 13 0.13
45 NH(CH)sNEL, 2,6-(Cl,Ph NHCONH({-Pr) 1.1 0.077
46 NH(CH)4NEt, 2,6-(ClpPh NHCONH(E?) 0.21 0.049
47 NH(CH)4NEt, 2,6-(ClpPh NHCONH({-Bu) 0.36 0.048
48 NH(CH)JNEL, 2,6-(Cl,Ph NHCONH(ciclohexil) 0.33 0.043
49 NH(CH)4NEt, 2,6-(ClpPh NHCONH(Ph) 0.45 0.11
50 NH(CH)sNMe; 2,6-(ClpPh NHCONH({-Bu) 0.68 0.075
51 NMe(CH):NMe, 2,6-(Cl,Ph NHCONH{-Bu) 16 2.0
52 NHCHCMe,CH,NMe, 2,6-(ClpPh NHCONH({-Bu) 3.2 0.21
53 NH(CH)s(morpholin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH({-Bu) 0.84 0.072
54 NH(CH)s(2-metilpiperidin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH¢-Bu) 0.73 0.060
55 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NH 9.6 0.45
56 NH(CH)4(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH({-Bu) 0.28 0.035
57 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH 24 0.14
58 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(E?) 0.42 0.053
59 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(alil) 0.76 0.035
60 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH({-Pr) 0.55 0.034
61 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(-octil) 6.2 0.42
62 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(bencil) 25 0.062
63 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(ciclohexil) 0.37 0.029
64 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(BOCNH(CH),) 4.2 0.067
65 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(MeN(CHy),) 24 0.075
66 NH(CH)3(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCON(ES) >50 55
67 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONHPh 0.57 0.084
68 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(4-CIPh) 18 0.12
69 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(4-BrPh) 15 0.11
70 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(4-CgPh) 5.5 0.51
71 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(3,4-(ChPh) 5.0 0.60
72 NH(CHy)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(4-MePh) 0.84 0.11
73 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(2-MeOPh) 0.66 0.067
74 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(3-MeOPh) 0.91 0.063
75 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(4-MeOPh) 0.68 0.074
76 NH(CHy)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH(1-naftil) 2.6 0.30
77 NH(CH)sNEt, 2,6-(ClpPh NHCOCH(t-Bu) >50 27
78 NH(CH)sNEL, 2,6-(Cl,Ph NHCHNMe >50 10
79 NH(CH)sNEL, 2,6-(Cl,Ph NHCSNHEt 5.0 0.26
80 NH(CH)sNEt, 2,6-(ClpPh NHNHCNHEt >50 2.7
81 NH(CH)JNEL, 2,6-(Cl,Ph NHCSNH(CH)smorfolin-1-il 1.1 0.13
82 NH(CH)3(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCOCHEt >50 3.7
83 NH(CH,)3(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCOCH(t-Bu) >50 6.8
84 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCONH¢{-Bu) 0.47 0.051
85 NH(CH)3(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCOCH(Ph) >50 6.8
86 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHSQ(Ph) 6.9 0.068
87 NH(CHy)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHNHCNHPh 37 2.8
88 NH(CH)3(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCN(-Pr)NH(-Pr) >50 25
89 NH(CH)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCSNH(-Bu) 19 0.10
90 NH(CHy)s(N-metilpiperazin-1-il) 2,6-(ChPh NHCSNHPh 2.2 0.32
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Anexo

Indolin-2-onas:

ICs0 ICso

N° R R? R® R (M) (M)
PDGFR FGFR

1 H CHCH,COOH Ch H 0.51 0.03
2 4-CH CH,CH,COOH CH H 211 0.03
3 5-Br CHCH,COOH CH H 0.62 0.08
4 6-(3-OCHjfenil) CH,CH,COOH ChH H 0.45 1.2
5 6-(3-OGHsfenil) CH,CH,COOH CH H 2.38 4.5
6 H CH CH,CH,COOH H 0.14 3.68
7 5-COOH CH CH,CH,COOH H 4.19 0.77
8 5-SQ-NH;, CHs CH,CH,COOH H 5.98 0.46
9 6-OCH CHs CH,CH,COOH H 0.14 3.89
10 6-fenil CH CH,CH,COOH H 0.16 1.05
11 6-(3-OCHfenil) CHs CH,CH,COOH H 0.17 0.36
12 6-(2-OCHjfenil) CHs CH,CH,COOH H 1.42 2.13
13 6-(4-OCHfenil) CHs CH,CH,COOH H 3.08 1.54
14 H ChH H Chs 10.50 7.08
15 H ChH CH,CH,COOH CH 0.06 3.04
16 5-Br CH CH,CH,COOH CH 0.06 2.05
17 5-COOH CH CH,CH,COOH CH 1.21 0.28
18 5-SQ-NH, CHs CH,CH,COOH CH 153 0.28
19 6-OCH CHs CH,CH,COOH CH 0.55 5.40
20 6-fenil CH CH,CH,COOH CH 0.01 2.29
21 6-(3-OCHfenil) CHs CH,CH,COOH CH 0.10 1.40
22 6-(2-OCHjfenil) CHs CH,CH,COOH CH 2.22 7.33
23 6-(4-OCHjfenil) CHs CH,CH,COOH CH 1.0 5.76

ICso ICso ICso
Ne R R? (HM) (BM) (M)

PDGFR FGFR EGFR

24 H H 0.24 0.27 >100
25 5-Br H 0.004 0.27 >100
26 5-COOH H <0.78 0.20 29.1
27 5-SG-NH, H 0.02 0.22 56.5
28 6-OCH H 19.3 1.08 >100
29 6-fenil H 0.04 1.27 >100

30 6-(3-OCHfenil) H 0.68 1.35 8.88
31 6-(2-OCHfenil) H 0.87 0.08 >100
32 6-(4-OCHjfenil) H 5.43 0.88 >100
33 H CHCH,COOH 5.46 10.5 >100
34 5-Br CHCH,COOH 0.92 13.3 >100
35 5-COOH ChHCH,COOH 11.5 0.22 >100
36 5-SQ-NH, CH,CH,COOH 1.03 0.31 >100
37 6-OCH CH,CH,COOH 3.46 20 >100
38 6-fenil CHCH,COOH 70.6 20 >100
39 6-(3-OCHfenil) CH,CH,COOH >100 17.5 >100
40 6-(2-OCHjfenil) CH,CH,COOH 13.9 17.7 >100
41 6-(4-OCHjfenil) CH,CH,COOH 94.01 20 >100
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Anexo

1-fenilbenzimidazoles:

350

6 N, —1—R!
Ly
5 N
4

ICso ICso

Ne R (uM) (uM)
PDGFR FGFR

1 5-OH 0.44 6.4
2 5-OMe 0.43 22
3 5-OEt 0.24 26
4 5-OnPr 0.25 35
5 5-OiPr 3.1 50

6 5-OnBu 1.3 50

7 5-OCHCH=CH, 0.61 35
8 5-O(CH),OH 0.45 25
9 5-OCH(oxiranil) 0.32 18
10 5-OCHCH(OH)CH.OH 0.31 15

11 5-O(CH),NH, 0.65 27

12 5-0O(CH).NMe, 15 45
13 5-O(CH)sNMe; 0.15 4.1
14 5-O(CH):NMe; 0.16 6.8
15 5-O(CH).Nmorph 0.73 28
16 5-O(CH)sNmorph 0.17 9.8
17 5-O(CH),Nmorph 0.27 12

18 5-OMe, 4’-NH 0.28 18
19 5-SMe 0.74 27
20 5-S(CH)sNmorph >50 24
21 4,5-diOH 25 1.9
22 5,6-diOMe 1.2 25
23 5,6-diOH 2.3 11

24 5,6-OCHO 2.2 27
25 5-OH, 6-COOH 4.3 22
26 5-OMe, 6,COOMe 0.87 50

27 5-OMe, 6-CHOH 0.37 11
28 5-OMe, 6-CHO 1.0 25




Anexo

4-anilinoquinazolinas:

3 R?
> F /‘ s
N X 8
&
MeO XN
—
R N)
ICso ICso
Ne R R? (um) (um)
FGFR EFGR
2 4 5 6’
1 F Br H H 1-(1,2,3-triazolil)-(CkLO >100 0.4
2 F Br H H MeN(CHCH,).CH-CH,O 3.0 0.5
3 F Cl H H MeO(CHh).0 27 0.1
4 F Cl H H 4-Me-piperazinil-(CHO 21 0.075
5 F Br H H 4-Me-piperazinil-(CHO 2.0 0.1
6 F Cl H H 4-Me-piperazinil-(CHO 8 0.2
7 F Cl H H 4-morfolinil-(CH)3;0 6.7 0.1
8 F Cl H H 4-morfolinil-(CH),O 19 0.4
9 F Cl H H 1-pirrolidinil-(CH);O 4.2 0.1
10 F Cl H H (CH)sN-CH,CH=CH-CHO 1.9 0.09
11 F Br H H (CH)N-CH,CH=CH-CHO 21 0.1
12 F CN H H (CR4N-CH,CH=CH-CHO 19 0.8
13 F cl H H 4-piridil-N(Me)-(Ck),0 1.6 0.3
14 F Cl H H MeN(CHCH,),CH-O 50 nt
15 F Cl H H MeN(ChCH,),CH-CHO 4.3 0.3
16 F Me H H MeN(CkCH,),CH-CH,O 13.5 1
17 F Cl OH H MeN(CkCH,),CH-CH,0O 0.9 0.1
18 F Me OH H MeN(CECH,).CH-CH,O 15 0.3
19 F Cl H F MeN(CkCH,),CH-CH,0O 1.7 0.45
20 F Br H F MeN(CkCH,),CH-CH,0O 15 0.3
21 F Cl H H HN(CHCH,)CH-CH,O 5.0 0.3
22 F Br H H HN(CHCH,)CH-CH,O 6 0.2
23 F Me H H HN(CKCH,)CH-CH,O 12.3 0.5
24 F Cl H F HN(CEKCH,)CH-CH,O 2.5 0.5
25 F Br H F HN(CEKCH,)CH-CH,O 1.9 0.45
26 F Cl H H MeN(CKCH,),CH-CH,CH,O 4.1 0.3
27 F Br H H MeN(ChkCH,),CH-CH,CH,O 2.1 0.2
28 F Br H H HN(CHCH,)CH-CH,CH;O 2.7 0.2
29 F Cl H H (R) MeN(CB)(CH,)sCH-CH,0O 1.8 0.1
30 F Br H H (R) MeN(CH)(CH,)sCH-CH,0 1.8 0.2
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