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Resumen del articulo:

“Structure-Based Discovery of Novel Non-nucleosidic DNA Alkyltransferase Inhibitors: Virtual
Screening and in Vitro and in Vivo Activities”

En la actualidad se puede decir que todas las compafiias farmacéuticas emplean métodos de quimica computacional o in-
silico durante las etapas de busqueda y desarrollo de farmacos de forma rutinaria. Los métodos in-silico, se clasifican como
“basados en la estructura” si la estructura molecular de la proteina diana ha sido resuelta. Una de estas metodologias es el
denominado “virtual screening” (VS). EL VS consiste en aplicar de forma iterativa métodos de mecanica molecular (MM)
simplificados, también denominados “docking molecular”, sobre librerias digitales de sustancias. Los métodos de docking
molecular (DM) permiten establecer un ranking basado en la energia de interaccion proteina-ligando. Adicionalmente, el
output de DM contiene las posibles orientaciones e interacciones con los residuos del sitio activo del sustrato. Conocida la
orientacion aproximada del ligando en el sitio activo, es posible mediante dinamica molecular (DM) estimar la
contribucion de la desolvatacion a la energia libre de reaccidn, asi como la contribucién entropica debida a los cambios
conformacionales y asi estimar la constante de equilibrio en disolucion. Los métodos DM son una extensién del modelo
MM vy suponen la integracion de las ecuaciones de movimiento en un espacio de tiempo definido. A diferencia de los
métodos de MM, el coste computacional es muy exigente (desde horas, hasta dias), y su aplicacion esta hoy en dia reducida
a comparar grupos de sustancias y depurar energias de interaccion de ligandos de la misma familia.

Una aplicacion combinada de las técnicas de MM y DM la encontramos en el trabajo de Ruiz et. al descubrir el primer
inhibidor no nocleosidico de la DNA alquiltransfera (MGMT). EI MGMT es una proteina de enorme importancia
biomédica, que actla reparando las alquilaciones del ADN producidas tanto por agentes naturales como por los
tratamientos de quimioterapia, diminuyendo la eficacia de estos.

En la bdsqueda de un inhibidor de MGMT se parte de una libreria de 2.3; de sustancias obtenida de ZINC previamente
filtrada mediante la regla de Lipinski. La estructura de MGMT se prepara a partir de la cadena A de la estructura 1739
obtenida de PDB. El sitio activo de la proteina se estima a partir del ligando cocristalizado E1X, seleccionando los residuos
en un radio de 5 A. Mediante GAGA se obtiene una imagen en negativo del sitio activo. El espacio de busqueda es
construido con CGRID. La libreria de 2.3; es procesada con DOCK. Las sustancias que geométricamente no entran en la
imagen del sitio activo son desestimadas, y la energia de interaccion de cada sustancia de las resultantes es rankeada
mediante su zScore. Se desechan las sustancias con zScore>=5, resultado un conjunto de 1664. El conjunto de sustancias
obtenido es re-rankeado con CDOCK. En el calculo de re-rankeado se permite girar a los rotameros de los ligandos y de los
residuos. Igualmente, se estima y corrige con DelPhi la energia de desolvatacién en funcidn del area accesible a solvente.
Entre los 1664 compuestos se seleccionan 17 para ensayos in-vitro, teniendo en cuenta sus propiedades fisico-quimicas y su
energia de interaccion con MGMT obtenida con CDOCK.

Los ensayos in-vitro de los 17 compuestos seleccionados muestran que Unicamente 4 tienen actividad (IC50) del orden de
MM (los denominamos 1, 2, 3 y 4 ). La actividad in-vivo de los cuatro compuestos es testeada en cultivos de células
tumorales HTB-38. Para tres compuestos 1,3 y 4, se confirma una actividad biolégica del orden de 10 uM, el compuesto 2
se queda en 50 uM (segun los autores por la posibilidad de que no pueda difundirse al interior de la célula).

La energia de interaccion y las poses de los ligandos activos (1, 2, 3 y 4) es depurada mediante DM con el método
MMGBSA. Se encuentra que los valores de energia obtenidos mediante DM estan correlacionados con el 1C50 obtenido in-
vitro. Igualmente, la energia de interaccion y las orientaciones respecto del sitio activo (en especial los residuos TYR114,
ARG128, ARG135 y TYR158) concuerdan con los datos experimentales existentes acerca del mecanismo de accion del
MGMT.

En vista de los resultados, los cuatro ligandos pueden ser considerados como los primeros inhibidores de MGMT no
nucleosidicos referenciados. Hay que afadir que pertenecen a dos familias de sustancias: quinolinonas (1,2 ) vy
triazopirimidinas (3,4). De esta forma se abre la puerta a futuros estudios de optimizacion de estos compuestos con vistas a
su posible aplicacion farmacoldgica.

Célculos de docking realizados personalmente con estos cuatro compuestos empleando AutoDock y Molegro, muestran
comportamientos similares (en cuanto a distribucion de energia de interaccion y modos de docking, ver informacion
suplementaria) a los determinados mediante DM en este articulo.

Todos estos datos demuestran que actualmente que los métodos de la quimica computacional son facilmente aplicables en
investigacién rutinaria en biomedicina y ofrecen informacién valiosa sobre el mecanismo de interaccion de las dianas
moleculares.
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Comparacion de valores de energia entre diversos métodos.
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Compuestos similares a Comp_3 testeados
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Docking calculations were carried out using DockingServer (http://www.dockingserver.com). The MMFF94 force field
(Halgren, 1998) was used for energy minimization of ligand molecule using DockingServer. Gasteiger partial charges were
added to the ligand atoms. Non-polar hydrogen atoms were merged, and rotatable bonds were defined.

Docking calculations were carried out on MGMT protein model. Essential hydrogen atoms, Kollman united atom type
charges, and solvation parameters were added with the aid of AutoDock tools (Morris, Goodsell et al., 1998). Affinity (grid)
maps of 25x25x25 A grid points and 0.375 A spacing were generated using the Autogrid program (Morris, Goodsell et al.,
1998). AutoDock parameter set- and distance-dependent dielectric functions were used in the calculation of the van der
Waals and the electrostatic terms, respectively.

Docking simulations were performed using the Lamarckian genetic algorithm (LGA) and the Solis & Wets local search
method (Solis and Wets, 1981). Initial position, orientation, and torsions of the ligand molecules were set randomly. Each
docking experiment was derived from 100 different runs that were set to terminate after a maximum of 2500000 energy
evaluations. The population size was set to 150. During the search, a translational step of 0.2 A, and quaternion and torsion
steps of 5 were applied.
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Reproduccion de las interacciones del compuesto 3 con MGMT realizada con Molegro.
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El problema biomédico
Analisis del titulo

J. Chem. Inf. Model. 2008, 48, 844-854

Structure-Based Discovery of Novel Non-nucleosidic DNA Alkyltransferase Inhibitors:

Virtual Screening and in Vitro and in Vivo Activities

Federico M. Ruiz," Rubén Gil-Redondo,” Antonio Morreale,” Angel R. Ortiz,*
Carmen Fibrega.*' and Jer6nimo Bravo*'

m ¢Descubrimiento de un inhibidor basandose en la estructura
de una proteina?

m ¢inhibidor no nucleosidico del DNA alquiltranferasa?

m ¢Virtual screening? ..... ¢ magia negra?

m ¢/Quétiene que ver el la actividad in-vitro/in-vivo con el
virtual screening?




El problema biomédico
DNA-repair O6-alkylguanine DNA alkyltransferase (MGMT or hAGT)

m Es unaproteina que se encarga de reparar los dafios al ADN producidos por los agentes alquilantes del
entorno.

= Juegaun importante papel en la resistencia de los tumores a los tratamientos de quimioterapia ya que

= El mecanismo de accion de los agentes alquilantes citotoxicos empleados en la quimioterapia
(streptozotocin, procarbazine, or dacarbazine) es atacar a la guanina del ADN en diversas posiciones.

= Las células tumorales expresan niveles altos de DNA alquiltransferasa.

" La DNA alquiltransferasa genera resistencia a los agentes alquilantes disminuyendo la efectividad de la
guimioterapia.

= Se hacomprobado que la metilacion del promotor de MGMT esta asociado con una mayor supervivencia
de los pacientes tratados con quimioterapia.

= Losinhibidores de MGMT encontrados hasta el momento son derivados nucleosidicos que actian
inactivando el residuo CYS145. Tienen limitaciones terapéuticas por su baja solubilidad. Ejemplo:
Lomeguatrib




El problema biomédico
Mecanismo de accion de MGMT

m El mecanismo se pude inferir a través de la estructura (estructura-funcion)

m Las estructuras por RX de MGMT asociadas a fragmentos de ADN con guaninas metiladas
en O-6 (Daniels et al., 2004; Duguid et al., 2005) muestran un posible mecanismo de

reaccion:
o[ a mutacion del residuo CYS145 inactiva ala MGMT

*E| residuo ARG128 se introduce en el interior de la
doble hélice.

eLa base dafiada se coloca en un hueco hidrofobico
formada por los residuos sitio activo VAL155 - GLY160
y la cadena lateral de MET134.

*Los grupos carbonilo de SER145y VAL 148 pueden
aceptar enlaces de hidrogeno del grupo amino de la
base dafada.

eLos residuos TYR114y SER159 pueden donar
puentes de hidrogeno a la base dafiada

*El residuo TYR114 parece facilitar el posicionamiento
de la base dafiada en el hueco activo de la proteina.

DNA base repair-recognition and initiation of catalysis

* Jon K. Laerdahl’ il H. Backe"*? & Magnar Bjoras™*?
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Como afrontar el problema desde el punto de vista in-silico

El problema se puede tratar mediante muchos puntos de vista.

Dependiendo de

1. ¢, Qué informacion queremos obtener? ¢cabeza de serie? ...

2. ¢Qué informacion disponemos? ...

British Journal of Pharmacology (2007) 152, 21-37

In silico pharmacology for drug discovery: appllcatlons to targets and beyond

S Ekins'*, | Mestres® and B Testa®

Comprehensive ("alobal") in silico predictive methods

Methods applicable to versatile biological systems
(i.e., many enzymes and many reactions)

A) docking, 3D-QSAR, MO, and

rmes and other functional proteins

™
=2 nature Df major and minor metabolites, adduct-

forming metabolites, metabeolic trees, induction,
inhibition, transport, etc,

» Databases (Metabolite, Biotransformations)
= nature of major and minor metabolites,
reactive/adduct-forming metabolites, ...

« Expert systems (and their databases)
(Meta, MetabolExpert, Meteor)
= nature of major and minor metabolites, metabalic
trees, reactivefadduct-forming metabolites,

SAlgun ligando? ....

¢estructura? ... gmecanismo?

ic ("local") in sifico predictive methods
thods applicable to simple biological systems
{e.g., a single enzyme) or to a single reaction.

+ QSAR (linear, multilinear, multivariate, ...)
= affinities, relative rates, ...
depending on the physicochemical properties considered

+ 3D-QSAR (CoMFA, Catalyst, GRID/GOLFPE, )
-» substrate behaviour, relative rates, inhibitor behaviour, ...

+ Molecular modelling and docking:
= ligand yes or no (substrate? inhibiter?), regicselectivity, ...

+ Quantum mechanical (MQ) metheds (ab initio, semi-empirical):
2 regicselectivity, mechanisms, relative rates, ...

+ Expert systems combining docking, MO and 3D-QSAR
(Metasite, ...)

¢ Sitio activo? ..... optimizar ligando?



Como afrontar el problema desde el punto de vista in-silico

Eleccion de la estrategia — vision general

El proceso de descubrimiento de dianas
moleculares es una combinacién de métodos in-
silico y experimentales.

La estrategia depende de los datos disponibles
sobre el problema.

Siempre hace falta un punto de partida ... ligando
.... Proteina .... Mecanismo ...

Al final siempre hay que comprobar
experimentalmente la actividad del ligando....

Datos que disponemos:

1, Existen estructuras de RX de la
proteina en interaccion con el DNA.
2 El mecanismo esta definido

Existen ligandos inhibidores

Current Protein and Peptide Science, 2007, 8, 381-411
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In silico Drug Discovery ....
¢Qué queda fuera del alcance de un método de screening?

m Al final siempre hay que comprobar experimentalmente la actividad del

ligando.... Y otras cosas ..

Current Protein and Peptide Science, 2007, §, 381-411

Fig. (2). ADME/tox: properties that make a compound “drug-
like™

For a compound to become a successful drug, it needs not only to
perform the right molecular interactions with its target, but also to
be processed correctly by the body. For most projects the ideal
compound is soluble, able to pass through the gut wall, not broken
down too quickly by liver enzymes and has a minimal affinity to
fatty tissues and blood proteins. Collectively these properties are
known as the ADME properties (for absomption, distribution, me-
tabolism and excretion). In addition, a compound should exist in the

body long enough to have a therapeutic effect, this is often referred
to as its pharmacokinetics properties.

N

Safe

*No toxic metabolites
*No drug-drug interactions
*No undesirable off-target effects
Efficacious
+Adequate potency
‘Desired pharmacological effect
Available to targets
*Cross appropriate biological barriers

Half-life
+Persists in the body long enough

Easy to handle

*Right solubility, rate of dissolution

\ and chemical stability




Métodos - Pero, ;Qué es el modelado molecular?

= El Modelado molecular es un término general que engloba métodos
teoricos y técnicas computacionales para modelar o imitar el
comportamiento de moléculas.

m Las tecnicas son utilizadas en los campos de
= |a Quimica computacional,
= Biologia computacional y Ciencia de materiales

= para el estudio de sistemas moleculares que abarcan desde
peguenos sistemas quimicos a grandes moleculas biologicas y
disposiciones materiales.

m Lacomplejidad de los calculos requiere el uso de computadores. La
caracteristica particular de las técnicas de modelado es la descripcion
a nivel atomico de los sistemas moleculares; el menor nivel de
informacion es por atomos individuales (o un pequefio grupo de
atomos).




:Que es el modelado molecular?

m Los métodos de modelado molecular son usados
rutinariamente en la actualidad para investigar la estructura,
dinamica y termodinamica de sistemas inorganicos, biolodgicos
y poliméricos.

m Los tipos de actividad biologica que han sido investigados
usando modelado molecular incluyen:

plegamiento proteico,
catalisis de enzimas,

estabilidad de proteinas, cambios conformacionales asociados
con la funcion biomolecular,

reconocimiento molecular de proteinas, ADN, y complejos de
membranas.




Modelado molecular
Complementariedad molecular

m Laforma “molecular” es una primera aproximacion al problema.

m Laenergiadeinteraccion depende de las restricciones estéricas.

Proteina Ljgando

[ ‘ ¢ Mejor inhibidor?

’ Interaccién débil -
complejo inestable

Interaccion fuerte - . - T
’ complejo estable —p Mejor inhibidor




Modelado molecular
Mecanica molecular-Dinamica molecular

Las moléculas se representan como un conjunto de particulas (atomos) a los
cuales se les asignan coordenadas en el espacio cartesiano o en Coordenadas
internas.

Las particulas tienen masa y una distribucion electrostatica ( carga, momento
dipolar, etc )

y también se les pueden asignar velocidades al realizar simulaciones
dinamicas.

Las velocidades atomicas estan relacionadas con la temperatura del sistemay
Su entropia.

La expresion matematica completa se conoce como una funcion potencial y
esta relacionada a la energia interna del sistema.

Los métodos que minimizan la energia potencial, son conocidos como
técnicas de minimizacion de energia

Mientras que los métodos que recrean el comportamiento del sistema con el
tiempo son conocidos como Dinamica molecular.




Modelado molecular-Mecanica molecular

m La Mecanica molecular es una parte del modelado >5,
molecular, ya que implica el uso de mecanica 0—9 %
\
| ’I

Bond stretching

clasica/mecanica newtoniana para describir las .
bases fisicas tras los modelos. I

Non-bonded interactions

= Los modelos moleculares describen normalmente P,
atomos como cargas puntuales con una masa
asociada.

= Las interacciones entre los atomos vecinos son

descritas por interacciones tipo oscilador pond etatonforson Nomaonded mteractions

armonico, “muelles”, que (representando enlaces

guimicos)

V{Rl'ln:lal = ""I'(R}inh'nul + "'"(R]eitema!

= Las fuerzar intermoleculares se representan como VR = > Kb = by)?

Fuerzas de van der Waals. (Potencial de Lennard- "

Jones ) + ) K@= 6807+ > K[l + cos(ny, — 0)]
= Las interacciones electrostaticas son calculadas Vel = S [

por la Ley de Coulomb.




Modelado molecular-Mecanica molecular

Energia del sistema
V{R}lcw! = "'I'{R}inl-:mnt + ""r{R}euem.ﬂ Torsion

V(R)injermt = T Ky(b — by )

bonds

—

hY ™,

+ ) Ke(® — 807+ > K[l + cos(ny — 0)]

dihedrils

V(R)external =

»

* Non-Bonded Interactions

La energia de interaccion entre un ligando (farmaco) y una proteina (receptor) se puede
estimar mediante este mismo procedimiento.

A mayor energia de interaccion (mas negativa) mas estabilidad.

Los valores de energia de interaccion permiten comparar las constantes de inhibicion
entre dos ligandos.

La energia de interaccion calculada de esta forma es una aproximacion ya que es estatica
y no tiene en cuenta la termodinamica del sistema.




Modelado molecular-Dinamica molecular

= Ladinamica molecular permite introducir la contribucion energética de la
entropia del sistema.

m La estructura de la proteina es flexible y cambiante durante la interaccién con
el ligando.

m Se obtiene una evaluacion mas realista de la energia de interaccion

Combining Docking and Molecular
Dynamic Simulations in
Drug Design
Soit Docking ligand "penetrates” protein

Single Protein
Conformation

Side Chain
| Flexibility

Protein
Flexibility

Average Grid: single docking grid
Multiple Protein
Conformations United description of the protein: rigid framework, flexible regions

Individual conformations: docking into sev

Fignre 3. Oitierent approaches that can beused during docking studies to incorporate protein fledbility, at lzast partialty,

El ligando y la proteina interactuan.




Modelado molecular-Dinamica molecular

= Ladinamica molecular permite introducir la contribucion energética de la
entropia del sistemay el efecto de la solvatacion.

m La estructura de la proteina es flexible y cambiante durante la interaccién con
el ligando.

m Se obtiene una evaluacion mas realista de la energia de interaccion

RECEPTOR-LIGAND COMPLEX

Multiple steps in the receptor - ligand
interaction:

* Approach

* Desolvation of the ligand and the
binding site of a protein

* Penetration into the protein cavity

* Change of the ligand orientation

+ Adoption of the correct “active”
conformation

* Establishing of new H-bonds,
electrostatic and hydrophobic
contacts

In general free energy function is formed
from several terms

o ﬂ.S--I Il E1 ) -.'u_l "
_"'*I(_‘ . IJ N | G-Free enency
N — £ l H - » & r

Gibbs-Helmholtz Equation



Modelado molecular-Dinamica molecular

" La dindmica molecular permite introducir la contribucion energética de la entropia del sistema y el efecto de la
solvatacion.

" La estructura de la proteina es flexible y cambiante durante la interaccion con el ligando.
m  Se obtiene una evaluacion mas realista de la energia de interaccion

Comparison of the protein—protein interfaces in the
p53-DNA crystal structures: Towards elucidation s LA
of the biological interface
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Modelado molecular

Docking — Importancia de la estructura de la proteina

Nos interesa que la estructura de la proteina de partida este en su posicion

activa.

Co-cristalizada con un ligando >>> alternativa .... Dinamica molecular

Thermodynamics and structural basis of a simple “molecular communication”

A “ligand”
An inactive i"'-? i;':'fsl molecule
B o Teceplo
receptor .
molecule molacule Has structural
complementarity
to aclive receptor

Spoentaneous
if
E2 = E1

+ Binding energy is used to induce a conformational change
* The conformational change “communicates” the molecular recognition




Modelado molecular
Docking y virtual screening

m El docking molecular es buscar la conformaciéon mas estable para un ligando dado y una proteina.

m  Se define un area de busqueda de la mejor conformacion en una zona de la proteina.
= Es un grid sobre el cual se va situando el ligando rotandolo y sucesivamente calculando su energia.

= Se obtiene un conjunto de poses (posiciones en el grid) o configuraciones valoradas por un
“score” basado en la complementariedad molecular y la energia de interaccion.

Area de busqueda
Ligandos



Modelado molecular
Docking y virtual screening

Virtual screening es hacer docking sobre una libreria de ligandos o farmacos potenciales.

m  Obtendremos un listado ordenado de ligandos segun su energia
m  Dependiendo del modelo aplicado obtendremos mayor o menor precision
m A mayor complejidad del modelo mas tiempo de calculo (ligandos y residuos rotables)

PRATEIN - LIGaND DACKING
Rigid Dacking‘ - i Flexible Docking

IN BIOINFORMATICS. VOL 10 NO 5 579-591

publication May 1I, 2009 « Virtual HTS ' 5 * Single/few molecule
: Some small molecule databases reviewed in * Structural diversity ] ] : Coformational diversity

this article + Multi-site ranking | : .
of docking poses =

Single site ranking
Mame

PubChem
ACD
ZINC
LIGAND
DrugBank
ChemDB

enome.jp/ligand/
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Modelado molecular
Docking y virtual screening

Virtual screening es hacer docking sobre una libreria de ligandos o farmacos potenciales. Espacio de
busqueda de la mejor conformacion

No cabe por mucho que lo intentemos

Ligandos




Modelado molecular

Docking y virtual screening

Virtual screening es hacer docking sobre una libreria de ligandos o farmacos potenciales.




Modelado molecular
Docking y virtual screening

Por ejemplo ....
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Resolucion del problema
Estrategia de docking
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Figure 1. Flowchart of the virtual screening procedure applied in this work. See the main text for details.




Resolucion del problema
Libreria de compuestos - preparacion

m Se parte de una libreria de 2.6 millones de compuestos.
m Se procesa la libreria para convertir los ficheros de coordenadas de 2D a 3D.
m Se asignan las cargas a los atomos con MOPAC con un campo de fuerzas tipo AMBER

m Se establecen los enlaces que pueden girar (rotameros) y se eliminan los que no cumplen la
regla de Lipinsky ..... Quedan 2.3 millones

Shoichet

o i docking.org
Property SUbsetS A free database for virtual screening

UGS university of California, San Francisco | About UCSF | Search UCSF | UCSF Medical Center

is not commercial

ed
.Whereas you are free to share the resu en of molecules
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Resolucion del problema
Preparacion de la proteina y caracterizacion del sitio activo

m La proteina se descarga de PDB. Se elige una estructura enlazada a ADN entre las existentes
..... Hay mas de una.

m Preparacion de la proteina para docking
= |limpiar los ligandos, se trabaja solo con la cadena A.
= Adadir los hidrégenos ( los pdb no los llevan)
= Anfadir las cargas y los tipos de enlace segun el campo de fuerzas AMBER ff99.

BT . .cocv o0 e @PDB

An Informatlon Portal to Blologlcal Macro oleculal Structures
110 at 4 PM PST there are 62430 Structures B @ | PDB Statistics @

§ M\fl’\(!d seaﬂ:h
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Structure Weigh

Length: 13

Length: 188

_La estructura tiene
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Resolucion del problema
Caracterizacion del sitio activo

m El sitio activo esta formado por los residuos en las proximidades del ligando co-cristalizado E1X

= Mediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo del sitio de interaccion.
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Resolucion del problema
Caracterizacion del sitio activo

m El sitio activo esta formado por los residuos en las proximidades del ligando co-cristalizado E1X

= Mediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo del sitio de interaccion.




Resolucion del problema
Caracterizacion del sitio activo

= Mediante el Algoritmo GAGA se construye una imagen en negativo del sitio de interaccion.

El sitio activo esta formado por los residuos en las proximidades del ligando co-cristalizado E1X




Resolucion del problema
Filtrado de la librerfa con DOCK

m Lalibreria de 2.5 mill. Se filtra mediante DOCK (un programa de docking) empleando la
imagen del sitio activo.

The Official UCSF DOCK Web-site
What Is DOCK?

Why Use DOCK?

We and others have used DOCK for the following applications:

DOCK _University of California San Francisco.

AutoDock  Scripps Research Institute.

Molegro Virtual Docker  Molegro ApS, University of Aarhus, Denmark.
Hex Protein Docking. University of Aberdeen, UK.

GRAMM Protein docking software
Center for Bioinformatics, University of Kansas, USA.




Resolucion del problema
Filtrado de la libretia con DOCK
La libreria de 2.5 mill. Se filtra mediante DOCK empleando la imagen del sitio activo.

Se obtiene una clasificacion de los ligandos ordenados por un Score. La funcién de
contacto de DOCK. Se genera una distribucion entorno a la media y se separan los

ligandos por encima de 5 (zScore)

Million of Poses

Z-Score >=5.0

W Wy W O W ul W ] [
= ™ M = u w

N K Scores

m Pasan el filtro 1664 compuestos.




Resolucion del problema

Filtrado de la libreria con CDOCK

m Los 1664 compuestos se depuran con CDOCK:
= Antes se corrige la energia de interaccion con el disolvente mediante delPhi
= No se tiene en cuenta la entropia conformacional.
= Los enlaces pueden girar, los residuos pueden girar

m Las 17 mejores compuestos .... Los gue mayor interaccion presentan se seleccionan para
ser testeados experimentalmente.

NEW DNA AL TRANSFERASE INHIBITORS J. Chem. Inf.

Table 1. List of the 17 Top-Ranked Compounds Obtained in the Virtual Screening Computation®
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Resolucion del problema
Determinacion de IC50 in-vitro

De los 17 mejores compuestos .... Se determina su IC50

IC50 cantidad de compuesto necesaria para producir una disminucion del 50% de la actividad de
MGMT.

Cuatro compuestos muestran actividad de orden micromolar y son seleccionados para
ensayos in-vivo.

NEW DNA ALKYLTRANSFERASE INHIBITORS

Compound concentration (pM)

ion curve showing the inactivation of human

5
1d concentration
mpounds 1 (cy

ffect on M

e. Th

shown in bre

Se seleccionan para ensayo in-vivo los que tienen actividad en el orden de microMolar




Resolucion del problema
Determinacion de I1C50 in-vivo

m La actividad in-vivo se determina en colonias de HBT-38.
m El compuesto 2 parece que no es absorbido por la célula y no tiene actividad
El compuesto 3 parece gque es el mas activo

ATCC® Number: HTB-38™ Order this Item

Designations: HT-29

(%)

Depositors: 1 Fagh
Biosafety Level: 1

Shipped: frozen

Medium & Serum: See Propagation
Growth adherent

Properties:
Organism: Homo sapiens (human)

Number of colonies (%)

0 ’_x—‘ 0 P
|n qU|m-|D BCNU + = = - : : o Source: Gp:ﬂ'lju colon
Compuesto cﬂmp““ﬂl’] C(}ﬂcﬂntrﬂtiﬂﬂ [llM} Disease: colorectal adenocarcinoma

Morphology: epithelial
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Figure 5. Effect of compounds in HTB-38 cells survival, relative to untreated cells. White bars show samples with no BCNU added in the
sresence of different concentrations of each of the four compounds, and gray bars show the same experiment in the presence of BCNU at
30 M. BCNU alone reduce the cell number to an average of 68%: 10, 50, 10, and 100 uM are the concentrations required to produce 50%
cell killing of compounds 1, 2. 3, or 4, respectively.




Resolucion del problema
Depuracion de la energia con Dinamica molecular

Los 4 compuestos activos in-Vitro se recalculan con Dinamica Molecular.
s Campo de fuerzas AMBER 99
= Se tiene en cuenta la contribucion de la solvatacion (MM-GBSA)

La dinamica molecular confirma que los compuestos 3y 4 presentan mas actividad.

AutoDock R o
Total Iite:jn:'ulec. CDOCK MMGBSA In.vitro In.vivo

Energy energy energy’ [Cso (M)”  ICsy (uM)*
lial to dnaprotein 8.4 lfrnal =457 -=3226(2.59)
lin2 to dnaprotein || - -31.9] =43.54 (3.35)
lig3 to dnaprotein | - -3242 -46.52 (3.26)
lin4 to dnaprotein | -3.18 kealimal ~32.31 —56.90(3.24)

l l Quedan ordenados
Aumenta la energia de intereaccion >>
;Donde esta la diferencia disminuye IC50
entre los ordenes de magnitud?
.. &.Solvatacion?
... ¢ Método de calculo? El que tiene mayor energia de
interaccion { mas megativa)




Resolucion del problema
Analisis de los modos de docking

m Es posible separar la energia de interaccion de cada residuo.
m Sirve para:

m Estudiar el mecanismo de reaccion
= Mejorar la eficacia del inhibidor >>> propuestas de modificacion de la estructura del farmaco

m Entender ensayos en animales. Proteinas homologas

Table 2. Interaction Enersy
ymputed from the M ar b ] Mecanismo propuesto
MMGBSA Approach, fo - i ]

*La mutacién del residuo CYS145 inactiva a la MGMT

EES I : *El residuo ARG128 se introduce en el interior de la doble hélice.
ARGIZE :

TYRIL14 ] | | ) . v :

ARGI135 5.57 T) ) | : | ( ' los residuos sitio active VAL155 - GLY160 y la cadena lateral de
TYRI158 A3 044 : ] 9 (0.24) MET134.

GL 1 k y

ASN157 3 60 (D.65) 334 { ) 1@ (] AT ' *Los grupos carbonilo de SER145 y VAL148 pueden aceptar

*La base dafada se coloca en un hueco hidrofébico formada por

MET134 311051 225034 SR ) enlaces de hidrageno del grupo amino de la base daiada.
ALALY - :J,IIJ 165 (0.35) " *Los residuos TYR114y SER159 pueden donar puentes de

hidrageno a la base daiada

1.21 (0.32) ; (0,47 *El residuo TYR114 parece facilitar el posicionamiento de la base
— L.l (WAL AT P
total —20.06 (0480 —24.60(0.54) —2519 (0.51) —35.83(0.48 daiiada en el hueco activo de la proteina.

T All values are in kilocalories per mole.




Resolucion del problema
Analisis de los modos de docking

Es posible separar la energia de interaccion de cada residuo. Sirve para:
m Comparacion con los datos experimentales

Hydrogens Hide Residuss
Ligand/pose: |[01] C4 ] [~ Hide ather liga

Ligand Targets ]Tu:-talEnerg_l,l ] Settings

Mecanismo propu

“La mutachén del resbdiso CYS14S Inactiva & la BGMT
=El realduc ARG 28 a6 Introduce e ol interior da |s doble hellcs.
*La bave daisd a w0 un hueco hidvolebico karmada por
los resdducs sitio o WAL 155 - GLY160 y la cadena Lateral de
MET1M.
*Loa grupos o bondlo de SERT4S y VAL14E pusden aceptar
enisces de hidragenc del grupo smino de la bass dsksda.
g [£ Gly

*Los residuos TYR1M y SER1SS pueden donar puenies de 1
hbdrégenc a ks base dadada ¥ M ek
Leu

E1 resldus TYR114 pares i anamisnls s

dadada on ol husto active de |a proseina 4 vy Pro
9 : ;

¥ d 3 [£ Hiz
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Resolucion del problema
Conclusiones

Los métodos de modelado molecular pueden proporcionar un punto de partida en la busqueda de
un farmaco

Siempre es necesaria una informacion de partida lo mas fidedigna posible. Ya sea
= un ligando activo,
= una estructura de partida, o estructuras homologas,
= datos de constantes de inhibicion,

Son métodos aproximados, sirven para comparar actividades entre compuestos

El coste computacional es exponencial con lo exquisito del sistema y puede variar desde unos
segundos a varios diasijjj

Los valores de energia de dos “métodos distintos” NO son comparables

Se puede establecer una relacion entre “Energia” y constante de equilibrio, pero hay que
calibrarla con datos experimentales

Los resultados de docking hay que analizarlos desde el punto de vista
= Fisico: ¢ Es correcto el modelo?, ¢ Es logico el resultado?...
= Quimico: ¢ El modelo de reaccion es correcto?, ¢ Es posible sintetizar el farmaco?...
= Bioldgico: ¢ Sera toxico?, ¢ Traspasara la membrana?, ¢ Afectara a otras dianas?....
= Biomédico: ¢Qué enfermedad queremos curar?, ¢ Tiene efecto terapeutico?
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