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DESCRIPCION
Funcién de puntuacion predictiva para estimar la afinidad de union
Antecedentes de la invencion
La invencion se refiere a una funcién de puntuacion predictiva para estimar la afinidad de unién.

Una gran mayoria de compuestos farmacéuticamente activos se derivan de la eficacia de unidon a receptores
especificos que a menudo son proteinas (un término que incluye glucoproteinas y lipoproteinas). Hace
aproximadamente 50 afos, la primera estructura de alta resolucién de una proteina se determiné a través de
cristalografia de rayos x. El banco de datos de proteinas de acceso publico (PDB) contiene actualmente mas de
10.000 de dichas estructuras, y las compafias farmacéuticas y de biotecnologia tienen un orden de magnitud mas
de estructuras de propiedad. Muchas de estas estructuras se han cocristalizado con pequefias moléculas unidas a
ellas. El examen de dichas estructuras, y el despliegue del conocimiento adquirido de este modo para disefar
inhibidores nuevos, mas potentes, y mas especificos, hacen referencia al disefo de farmacos basado en la
estructura.

El modelado informatico facilita el disefio de farmacos basado en la estructura. Dada una estructura de proteina de
alta resolucion, el software informatico se usa para "acoplar" un ligando de molécula pequeiia en la posicién correcta
y orientarlo en la cavidad del sitio activo de la proteina, y calcular una afinidad de unién del ligando dada esta
estructura. Programas de software para ordenador que realizan esta tarea se denominan programas de
"acoplamiento".

Un programa de acoplamiento por lo general realiza dos tareas distintas para modelar la unién proteina-ligando. En
primer lugar, se predice una estructura de un complejo de proteina-ligando. En el acoplamiento de alto rendimiento,
normalmente se supone que un receptor (por ejemplo, proteina) es rigido. Cuando esta suposicion falla, se necesita
el uso de una estructura diferente del receptor como un punto de partida. El problema de la construccion de
estructuras de receptores alternativos que se modifican para aceptar ligandos que requieren un cambio sustancial en
la conformacién del receptor ("ajuste inducido") es muy importante. Aqui nos centramos en casos en los que el
acoplamiento del ligando en un receptor rigido produce una estructura con una concordancia razonable con los
datos experimentales. Este sera el caso en el que, en la estructura acoplada, el ligando en la estructura acoplada
hace fundamentales los enlaces de hidrégeno y los contactos hidrofébicos con la proteina en buena concordancia
con los datos experimentales.

Una segunda tarea del programa de acoplamiento es calcular la afinidad de unién de proteina-ligando, dada como
una entrada de la estructura acoplada. Una funcién matematica usada para calcular la afinidad de unién se
denomina "funcion de puntuacion." A pesar del esfuerzo intensivo durante muchas décadas, en muchas situaciones,
las funciones de puntuaciéon disponibles actualmente no son satisfactorias con respecto a la precisién y robustez
deseadas.

M Stahl y col: "Detailed Analysis of Scoring Functions for Virtual Screening", Journal of Medicinal Chemistry, vol 44,
n® 7, paginas 1035-1042 describe funciones de puntuacion rapida para el acoplamiento de biblioteca. Se evaltan
cuatro funciones de puntuacion en siete proteinas diana cuyos sitios de unién representan una amplia gama de
tamario, forma y polaridad, para dar una idea de las fuerzas y debilidades de las funciones de puntuacién actuales. R
Friesner y col: "Glide: A new Approach for Rapid, Accurate Docking and Scoring. 1. Method and Assessment of
Docking Accuracy"”, Journal of Medicinal Chemistry, vol 47, n® 7, paginas 1739-1749 describe un método que
aproxima una busqueda sistematica completa del espacio conformacional, orientacional y de posicional del ligando
acoplado.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un método que se aplica por ordenador para caracterizar la interaccion de un
ligando propuesto con un receptor especificado de acuerdo con la reivindicacion 1. Hay dos aspectos de la
divulgacion, los cuales presentan un método que se aplica por ordenador para calcular un valor representativo de la
interaccion (VRI) y un ligando propuesto con un receptor especificado.

Indicado por lo general, en el primer aspecto, las interacciones hidrofébicas entre uno o mas atomos de ligando y
uno o mas atomos del receptor se puntian mediante un método que otorga una asignaciéon por la presencia de
envoltura hidrofébica de uno mas atomos del ligando por el receptor, y la asignacién da como resultado un VRI
indicativo de una mayor afinidad de unién ligando/receptor.

En realizaciones preferentes del primer aspecto de la divulgacion, el calculo de VRI incluye al menos un término
representativo de energia libre, entalpia o entropia, o una combinacién de los mismos. Las interacciones
hidrofébicas de puntuacion pueden incluir el calculo de un componente de puntuacién del area superficial (SASC)
que varia como una funcion del area superficial de contacto hidrofébico-hidrofébico entre atomos del ligando y
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atomos del receptor, y la asignacion por la presencia de envoltura hidrofébica da como resultado un aumento de VRI
con respecto a un VRI hipotético que se obtendria usando el SASC pero no la asignacién. La puntuacion también
puede incluir el calculo de un término de energia del par atomo-atomo, de modo que la asignacién por la presencia
de envoltura hidrofobica da como resultado un aumento de VRI con respecto a un VRI hipotético que se obtendria
usando la suma del término de energia del par &tomo-atomo pero no de la asignacion.

Las interacciones hidrofébicas de puntuacion pueden incluir adicionalmente el calculo de un término de energia del
par atomo-atomo, y la asignacion por la presencia de envoltura hidrofébica da como resultado un aumento de VRI
con respecto a un VRI hipotético que se obtendria usando la suma del término de energia del par atomo-atomo mas
el término de SASC, pero no la asignacion.

El valor calculado de VRI se puede usar de diversas maneras, por ejemplo, mediante un programa informatico en un
método para simular el acoplamiento del ligando en el receptor para producir la estructura del complejo receptor-
ligando, por ejemplo, para ayudar en la asignacién de una estructura al complejo receptor-ligando o para evaluar
afinidad de unién del ligando a una estructura del complejo proteina-ligando producida por el programa de
acoplamiento.

Como alternativa, el valor VRI se puede calcular en un método que asigna un valor representativo de la interaccion
receptor-ligando en una estructura predeterminada de receptor-ligando, por ejemplo, una estructura predeterminada
de receptor-ligando obtenida a partir de un programa de acoplamiento, a partir de simulaciones dindmicas
moleculares o de minimizaciones usando un modelo de solvatacién continua.

Preferentemente, una representacion grafica de las caracteristicas estructurales del complejo receptor-ligando que
contribuyen a un mayor VRI debido a la envoltura hidrofébica se genera cuando la puntuacion indica la presencia de
envoltura hidrofébica, y atomos del receptor que contribuyen a la envoltura hidrofébica de uno o mas atomos del
ligando se pueden resaltar graficamente para proporcionar una imagen fisica de la envoltura. Las superficies del
receptor que estan implicadas en la envoltura hidrofébica del ligando también se pueden resaltar en la pantalla.

El primer aspecto de la divulgacién se puede usar para seleccionar compuestos para someterlos a ensayo
experimentalmente.

Realizaciones preferentes del primer aspecto de la divulgacion pueden incluir una o mas de las siguientes etapas en
cualquier orden (excepto la etapa g) que se realiza al final): a) calcular un término que representa envoltura
hidrofébica; b) calcular un término que representa refuerzos electrostaticos; c) calcular un término que potencia VRI
para enlaces de hidrégeno (H) en regiones hidrofobicas; d) calcular un término que representa pares de enlaces de
H; e) calcular términos que representan cationes m y apilamiento m; f) calcular un término que representa un par
lipofilico convencional; y g) calcular la puntuaciéon a partir de una suma de términos. La presencia de envoltura
hidrofébica se puede determinar realizando al menos las siguientes etapas: a) localizar atomos de receptores
lipofilicos que estan dentro de una distancia especificada del punto de corte de un atomo hidrofébico del ligando; b)
determinar la distribucién espacial y angular de atomos del receptor lipofilico alrededor del atomo del ligando
hidrofébico; c) adjudicacion de la asignacién basandose en la distribucién espacial y angular de los atomos del
receptor lipofilico alrededor del atomo del ligando hidrofébico. La presencia y la magnitud de la envoltura hidrofébica
se pueden determinar realizando al menos las siguientes etapas: a) dividir atomos lipofilicos del ligando en grupos
de atomos que estan conectados por enlaces covalentes; y b) asignar una puntuaciéon de envoltura hidrofébica a
cada grupo, y establecer la puntuacién de envoltura a cero si el tamafio del grupo esta por debajo de un valor umbral
especificado previamente (por ejemplo, mediante la determinacién de una puntuacién de envoltura hidrofébica para
cada atomo del ligando en el grupo, y a continuacion afadir los valores para cada atomo del ligando para obtener la
puntuacion del grupo); c) calcular la asignacién total a adjudicar a la envoltura hidrofébica como una suma de
puntuaciones de envoltura hidrofébica de los grupos conectados. El valor de la puntuaciéon de la envoltura
hidrofébica para un atomo del ligando en un grupo conectado adecuado se puede determinar realizando al menos
las siguientes etapas: a) calcular la distancia entre el atomo del ligando y los atomos lipofilicos del receptor; b) usar
una férmula matematica para evaluar el grado de envoltura del atomo cuando la féormula tiene en cuenta la
dispersién angular de los atomos del receptor lipofilico y su distancia desde el atomo del ligando. Una dispersion
angular mayor de los atomos del receptor que estan dentro de la distancia del punto de corte especificada del &tomo
del ligando daran como resultado una mayor puntuacion de envoltura usando dicha férmula, el atomo del ligando
que esta envuelto por atomos de receptores lipofilicos a distancias adecuadamente cortas producira una puntuacion
de envoltura distinta de cero usando dicha féormula. Ademas, la puntuacién de envoltura hidrofébica de cada atomo
del ligando en el grupo se determina mediante un método que incluye las siguientes etapas: a) designar un atomo de
anclaje que es el atomo del receptor lipofilico que estda mas cerca al atomo de ligando; b) construir un vector de
referencia entre el &tomo del ligando y el &tomo de anclaje; ¢) construir vectores entre el atomo del ligando y atomo
del receptor lipofilicos restantes dentro de una distancia especificada del punto de corte; d) calcular el angulo
formado entre cada uno de los vectores definidos en c) y el vector de referencia; y e) determinar la contribucion del
atomo del receptor lipofilico que genera el vector en c) a la puntuacion de envoltura mediante la distancia del atomo
receptor al atomo de ligando, y por el angulo definido en d), usando una funcion en la que la contribucion aumenta
con la disminucién de la distancia y con el aumento del angulo. La contribucién a la envoltura para cada atomo del
receptor lipofilico es un producto de la puntuacién angular y de la puntuacién de distancia. La puntuacion angular se
establece como cero si el angulo es menor que un angulo predeterminado, que puede, pero no necesita, variar como
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una funcién de la distancia creciente entre el atomo del ligando y el 4&tomo de anclaje. Atomos de ligando se pueden
asignar a un grupo lipofilico que incluye un conjunto de atomos de carbono conectados sin interrumpir mediante
conexiones de atomos polares, omitiendo atomos de carbono conectados a atomos polares. Los grupos pueden
contener un nimero minimo de atomos (por ejemplo, al menos tres atomos). Se puede establecer una condicion de
que los atomos de receptores lipofilicos que reciben una puntuacion de envoltura distinta de cero deben estar dentro
de una distancia que es la suma de una constante (por ejemplo, aproximadamente 3 A + 0,1 A) mas la suma de los
radios de van der Waals del ligando y del receptor. La divisién de atomos en grupos conectados de atomos del
ligando pueden implicar una operacién matematica que es una funcién de la conectividad del enlace y una identidad
quimica de cada atomo y sus vecinos.

En una realizacién preferente, el ligando incluye grupos de atomos neutros y el método incluye: identificar uno o mas
enlaces de hidrégeno entre los atomos neutros del ligando y el receptor mediante el uso de criterios de distancia y
angular; determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrogeno; asignar una
asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de los atomos del ligando
implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los grupos de enlace de hidrégeno, y
ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de la envoltura en la que (i) los atomos del
ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su complemento total de enlaces de hidrégeno sin la
envoltura. Se detecta un enlace sencillo de hidrégeno del ligando con el receptor, y se adjudica una asignacion al
enlace de hidrégeno sencillo especial si ese enlace de hidrégeno y su entorno satisfacen una o mas (mas
preferentemente todas) las siguientes condiciones: (a) un atomo dador o aceptor de enlaces de hidrogeno del
ligando es: i) nitrégeno; ii) en un anillo o iii) ambos (i) y (ii); (b) un atomo del ligando forma parte de un grupo de
atomos dadores de enlaces de hidrogeno y todos los dadores del grupo estan unidos por hidrogeno al receptor; (c) el
receptor es una proteina y atomo del receptor que participan en el enlace de hidrogeno son parte de la estructura
principal de la proteina; (d) el atomo dador o aceptor del receptor apropiado en la estructura de apoproteina (es
decir, la estructura del receptor sin ningun ligando presente) esta poco solvatado (por ejemplo, usando un programa
de adicion de agua basado en la reticula para evaluar la solvatacion del atomo dador o aceptor en una estructura de
apoproteina del receptor; (e) se calcula la suma de los factores angulares en los términos de envoltura para el &tomo
pesado del ligando implicado en el enlace de hidrégeno y se calcula cualquiera de los atomos de carbono unidos a
este atomo, y la suma es necesaria para superar un umbral especificado (por ejemplo, provocando una pequefa
perturbacién del ligando y evaluando si la perturbacion mejora la puntuacién de envoltura para superar el umbral).
Por ejemplo, se puede asignar una asignacioén al enlace de hidroégeno sencillo especial de aproximadamente -1,5 £
0,3 kcal/mol cuando se satisfacen todos los criterios (a)-(e) anteriores. El criterio (e) se puede imponer tal como se
ha descrito anteriormente o por si mismo. Se pueden necesitar atomos para que tengan menos de tres moléculas de
agua en contacto para que cumpla los requisitos para la asignacién de enlace de hidrogeno especial. Otros criterios
posibles para adjudicar la asignacién de enlace de hidrégeno de par especial incluyen uno o méas de los siguientes:
(a) pares de enlaces de hidrégeno mdltiples no cumplen con los requisitos para la asignacién de enlace de
hidrégeno de par especial cuando los atomos de union estan separados por mas de un enlace de rotacién, en los
que grupos OH cuentan como de no rotacién en este calculo; y/o (b) uno o mas de los siguientes tipos de pares de
enlaces de hidrégeno del receptor de ligando no cumplen con los requisitos para la asignacién de enlace de
hidrégeno de par especial:

1) enlaces de H de poca calidad (< 0,05 para la puntuacion del par HB);

2) pares que implican el mismo atomo de proteina neutra;

3) pares implicados en un puente salino si el potencial electrostatico en cada atomo del ligando no esta por debajo
de un punto de corte;

4) pares del puente salino si el atomo receptor esta implicado en un puente salino proteina-proteina;

5) pares dador/dador del ligando que vienen de grupos NH_x x > = 2 en los que N no forma parte de un anillo y
tiene carga formal cero;

6) atomos de proteina cargados formalmente con mas de 8 moléculas de agua de envoltura secundaria en el
estado de no union;

7) enlaces de H con carga neutra en los que el atomo de proteina no esta en un puente salino ;

8) pares de diferentes atomos aceptores neutros en el ligando;

9) Pares de enlaces de H neutros que no cumplen individualmente con los requisitos para un refuerzo de enlace de
hidrogeno sencillo, por ejemplo, no satisfacen los controles del atomo del anillo y entorno de fobicidad; y

10) el ligando OH se une al receptor H si el atomo del receptor tiene carga formal cero.

(c) para pares en los que los atomos de ligando del par tienen individualmente carga formal neta cero, a los atomos
de hidrégeno se les adjudica una asignacion para dicha envoltura hidrofébica en la que la puntuacién de dicha
interaccion hidrofébica esta optimiza para pares de enlaces de hidrégeno. Las siguientes condiciones se usan en la
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etapa de realizacion (c) anterior para determinar si el par del enlace de hidrégeno tiene una puntuacion de envoltura
hidrofébica por encima de una puntuacién del punto de corte para recibir la asignacion del par de enlace de
hidrégeno: a) atomos del ligando en el par deben formar parte del mismo anillo o, para atomos del ligando que no
estan en el anillo, los atomos del ligando deben estar conectados directamente con el mismo anillo; y b) se detecta
hidrofobicidad de una regién del enlace de hidrogeno y se afiaden factores angulares en términos de envoltura y la
suma supera un punto de corte especificado que usa el par de atomos del ligando de unién a hidrégeno y los atomos
del ligando en el anillo conectados directamente a los atomos de ligando que participan en el enlace de hidrégeno; y
¢) si un atomo del ligando del par no es un atomo del anillo pero esta conectado con un anillo, la suma anterior
incluye atomos del anillo que son vecinos cercanos al atomo del ligando que no esta en el anillo. El recuento doble
de enlaces de hidrégeno especiales de pares e individuales se puede evitar primero buscando pares y excluyendo
cualquier enlace de hidrogeno reforzado encontrado en la lista de pares a partir de la lista de refuerzo del enlace de
H sencillo. Criterios adicionales son: d) atomos de ligando en el par deben ser parte del mismo anillo o, para atomos
del ligando que no estan en el anillo, los atomos del ligando deben estar conectados directamente al mismo anillo; y
e) se detecta hidrofobicidad de una regién de enlace de hidrégeno y la suma de los factores angulares en términos
de envoltura para el atomo pesado del ligando implicado en el enlace de hidrogeno y los atomos del ligando en el
anillo conectados directamente con los atomos del ligando que participan en el enlace de hidrégeno, en el que la
suma es necesaria para superar un umbral especificado; f) si un atomo del ligando del par no es un atomo del anillo
pero esta conectado a un anillo, la suma incluye atomos del anillo que son vecinos cercanos al atomo del ligando
que no esta en el anillo; y g) la asignacién adjudicada al par del enlace de hidrégeno es aproximadamente -3
kcal/mol.

Las etapas para evaluar la magnitud de la asignacion para la envoltura hidrofébica son: determinar la presencia de
singletes de enlaces de hidrogeno, pares correlacionados de enlaces de hidrégeno y tripletes de enlaces de
hidrégeno, y asignar diferentes valores por enlace a singlete, pares, y tripletes de enlaces de hidrogeno. Un valor
para enlaces de hidrégeno entre grupos de atomos neutros de un ligando y un receptor se pueden asignar mediante
un método que comprende, evaluar el grado de solvatacion del receptor, y adjudicar un refuerzo de asignacién
dependiendo del grado de solvatacion del receptor. Dos pares de enlaces de hidrogeno que comparten un atomo en
comun pueden satisfacer los criterios para la adjudicacion de un asignacion, y la asignacion para el segundo par se
puede establecer especificamente, por ejemplo, en aproximadamente -2 kcal/mol. La asignacién asignada al par de
enlaces de hidrogeno (mencionados en adelante como "refuerzo de base ") se puede reducir de acuerdo con la
siguiente formula:

. reducir el refuerzo de base usando una funcién angular:
S(8) = (8 — 8.)/( Og - Bn), Si B<B<B,

en la que 6y es el angulo maximo y 6, es el angulo minimo permitidos en la parametrizacién, S(8) = 1,0, si 6
=00y S(0) =0,0,si0<6n

. asignar a cada enlace del par un factor de escala angular S1, S2; y

. aplicar el producto (Enp_espec) del factor de escala angular para cada enlace S1 *S2 del par al refuerzo de
base (Epase), de acuerdo con la formula Enp_espec = S1*S2*Epase-

Por ejemplo, 89 se puede establecer en 135° + 5° y 6, se puede establecer en 120° + 5° La solvatacion de los
compaferos de unién a hidrogeno de la proteina en un enlace de hidrégeno neutro-neutro se puede evaluar
aplicando un algoritmo basado en la reticula para afadir moléculas de agua explicitas, y hacer el recuento del
numero de dichas moléculas de agua en la primera y segunda envoltura alrededor del grupo de proteina en cuestion.

Se puede generar una representacion del complejo generada por ordenador en la que enlaces de hidrégeno que
reciben una asignacion especial debido a la envoltura hidrofébica estan resaltados en una visualizacion grafica. La
envoltura de enlaces de hidrégeno que reciben una asignacién especial debido a la envoltura hidrofébica también se
puede resaltar en la visualizacién grafica generada por ordenador, por ejemplo, los atomos del receptor que
participan en la envoltura hidrofébica de enlaces de hidrégeno que reciben una asignacién estan resaltados en una
visualizacién grafica. Los atomos del receptor que participan en la envoltura hidrofébica de enlaces de hidrégeno que
reciben una asignacion también pueden estar resaltados a través de una visualizacion de superficies hidrofébicas del
receptor. Los atomos del ligando conectados a enlaces de o enlaces de hidrégeno que reciben una asignacion
especial debido a la envoltura hidrofébica también pueden estar resaltados en una visualizacion grafica.

Las regiones del receptor capaces de proporcionar envoltura hidrofébica a grupos de ligando adecuados se pueden
detectar realizando simulaciones dinamicas moleculares, e identificando regiones en las que las moléculas de agua
tienen potenciales quimicos poco favorables.

Las regiones del receptor capaces de proporcionar envoltura hidrofébica a grupos de ligando adecuados se pueden
detectar colocando moléculas de agua rodeando al receptor y detectando entornos envueltos de estas moléculas de
agua.
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En el segundo aspecto de la divulgacion, los enlaces de hidrégeno carga-carga entre un ligando y un receptor estan
puntuados por: establecimiento de un valor por defecto para un enlace de hidrégeno carga-carga, y adjudicacion de
una asignacion por encima del valor por defecto cuando se satisface uno o mas criterios de enlace de hidrégeno
carga-carga predeterminado especializado. Los criterios de enlace de hidrégeno carga-carga incluyen uno o mas de
los siguientes: determinar si un ligando tiene una carga neta o es un zwitterion al determinar si adjudicar la
asignacion, al determinar el valor de la asignacion, o ambos, determinar la distancia entre grupos cargados
opuestamente el ligando es un zwitteridn, determinar el grado de solvatacién del grupo receptor implicado en el
enlace de hidrégeno, determinar la geometria detallada del enlace de hidrogeno cargado-cargado, y determinar la
energia electrostatica del enlace de hidrégeno carga-carga. Por ejemplo, a un zwitterion se le puede asignar una
asignacion carga-carga adicional si tanto los grupos positivo como negativo del zwitterion forman enlaces de
hidrégeno carga-carga, y si la distancia entre los grupos no supera una distancia predeterminada. Las asignaciones
pueden aumentar a medida que aumenta la interaccion electrostatica de los enlaces de hidrogeno carga-carga
formados por el zwitterion con el receptor. La asignacion también puede aumentar (por ejemplo, de 3,0 + 0,5
kcal/mol a 4,7 £ 0,5 kcal/mol) a medida que aumenta la magnitud de las interacciones electrostaticas.

La solvatacion del receptor se puede evaluar y se puede asignar un refuerzo de enlace de hidrogeno cargado-
cargado si la solvatacion del receptor es inferior a un valor predeterminado, por ejemplo, aproximadamente 9
moléculas de agua de envoltura secundarias, tal como se determina mediante un cédigo de adicién de agua basado
en la reticula, alrededor del atomo del receptor cargado implicado en el enlace de hidrégeno cargado-cargado.
Ademas, se puede asignar un refuerzo de enlace de hidrégeno cargado-cargado adicional si la energia electrostatica
de receptor y ligando supera un umbral especificado.

Preferentemente, el segundo aspecto de la divulgacion incluye determinar si la interaccién de grupos cargados
positivamente y negativamente en el enlace de hidrégeno cargado-cargado es bidentada o monodentada, y asignar
un refuerzo de enlace de hidrégeno cargado-cargado adicional para enlaces bidentados. Por lo tanto, se hace una
determinacion si grupos con carga multiple del receptor estan implicados en la estructura, y se asigna una
asignacion especial si grupos con carga multiple estan implicados en la estructura. Si el grupo del ligando es un
grupo carboxilato, la asignacion asignada para la interaccion con grupos del receptor con carga mdltiple positiva
puede ser 1,0 + 0,3 kcal/mol.

El refuerzo cargado-cargado del zwitterién se determina mediante: determinacién del nimero de moléculas de agua
que rodean el componente receptor de los atomos cargados que se unen por puente al receptor y al ligando y
eliminacion o reduccién de refuerzos cargado-cargado en los que las cargas estan totalmente hidratadas; y clasificar
los enlaces de hidrogeno como: a) monodentado; b) bidentado dentro de un grupo del ligando; o c) bidentado que
une por puente de un grupo de ligando a dos grupos de proteinas diferentes y ajustar el refuerzo cargado-cargado
basandose en esa clasificacion, para reconocer que los enlaces de hidrégeno monodentados tienen un valor inferior
que los enlaces de hidrogeno bidentados internos, que a su vez tienen un valor inferior al de los enlaces de
hidrégeno bidentados unidos por puente.

Preferentemente, el método incluye el uso de un codigo de adiciéon de agua basado en la reticula para evaluar la
solvatacion del compariero del receptor del enlace de hidrégeno cargado-cargado en ausencia de ligando.

Ademas preferentemente, se da una asignacién especial a un atomo cargado en un entorno electrostatico que tiene
un valor que supera un punto de corte especificado, por ejemplo, 1,5 kcal/mol £ 0,3 kcal/mol.

En otras realizaciones preferentes, un componente de VRI representa enlaces o interacciones de hidrogeno
cargado-cargado y ese componente se afiade a otros componentes de puntuacién para calcular la energia libre total
del ligando unido al receptor.

Finalmente, los enlaces de hidrégeno cargado-cargado que reciben la asignacién especial pueden estar resaltados
en la visualizacion gréfica.

Al evaluar los enlaces de hidrégeno en el segundo aspecto de la divulgacion, puede ser importante evaluar cargas
sobre los atomos del ligando. Para cualquier ligando dado, se puede en asignar "cargas particulares" a cada atomo
basandose en el campo de fuerza que se esta usando para el calculo del modelado molecular. Un campo de fuerza
adecuado es el Potencial Optimizado para el Estado Liquido (OPLS). OPLS y otros campos de fuerza generalmente
tienen algoritmos bien definidos para asignar cargas parciales a los atomos.

Las cargas parciales se pueden expresar como alternativa como "incrementos de carga del enlace" y "cargas netas".
Los incrementos de carga del enlace son iguales y las cargas opuestas se distribuyen a través de un enlace
especifico. Los incrementos de carga del enlace, que estan compuestos de cargas iguales y opuestas, son neutros
por definicién. Una vez que los incrementos de carga del enlace se definen (en OPLS, estos incrementos se usan de
hecho para construir las cargas parciales), se pueden sumar para dar cargas parciales sobre cada atomo que son
las cargas que se obtendrian si no hubiera cargas netas. Las cargas netas entonces son la diferencia entre la carga
obtenida al sumar los incrementos de carga del enlace, y las cargas parciales reales.
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Un enlace de hidrégeno neutro-neutro es aquél en el que ninguno de los atomos compaferos tiene carga neta
definida tal como se ha definido anteriormente. Un enlace de hidrégeno cargado-cargado es uno en el que ambos
atomos del ligando y del receptor implicados en el enlace de hidrégeno tienen cargas netas (de signo opuesto).

La invencion se puede aplicar para realizar una o mas de las siguientes ventajas.

Los términos mejorados de una funcion de puntuaciéon se proporcionan al suponer que la unién en un complejo
proteina-ligando esta condicionada predominantemente por la busqueda de moléculas de agua que estan mal
colocadas en la proteina y su reemplazo con un ligando de una manera adecuada.

Los métodos que se describen en el presente documento permiten clasificar semicuantitativamente la capacidad de
los ligandos candidatos para unirse a una conformacién especificada del receptor de la proteina. El error de la raiz
cuadrada del valor medio (RMS) en el célculo de afinidades de unién de ~120 complejos del PDB de la funcion de
puntuacion que usan los nuevos términos es 1,8 kcal/mol, a diferencia de 3,3 kcal/mol para una funcién de
puntuacion alternativa cuyo rendimiento es tipico para los de la bibliografia. Esta mejora de casi un factor de los en
la prediccién de la afinidad de unién absoluta se traduce en una capacidad cualitativamente mejor para clasificar
compuestos del orden.

Los métodos que se describen en el presente documento permiten realizar calculos virtuales de identificacion
sistematica en grandes bibliotecas de compuestos (miles de millones de compuestos) y basicamente enriquecer la
fraccion de compuestos activos en el componente de la puntuacién superior de la biblioteca, permitiendo de este
modo que los compuestos se seleccionen para evaluacion experimental, y evitando la evaluacién experimental de
compuestos peor clasificados que es mucho menos probable que sean compuestos activos. Los factores de
enriquecimiento obtenidos con la nueva funcién de puntuacién a menudo son ~10 veces superiores a los que se han
obtenido sin los métodos que se describen en el presente documento.

Los métodos que se describen en el presente documento permiten realizar la optimizacion dirigida de un compuesto
activo, mediante la prediccion de la afinidad de unién a perder o ganar por la sustitucion de un grupo funcional del
compuesto con una alternativa quimicamente accesible. La exactitud mejorada en la prediccion de la afinidad de
unién obtenida es critica para liderar los esfuerzos de optimizacion. Si los errores son demasiado grandes, la
probabilidad de tener una molécula mejorada basandose en una funcién de puntuacion se convierte en grande de
forma insuficiente para justificar su uso en un contexto practico.

Los métodos que se describen en el presente documento permiten una evaluacion de la selectividad de union de
una molécula frente a los dianas de proteina diferentes. La molécula puede estar acoplada en ambas dianas, y las
puntuaciones se pueden comparar para estimar si el ligando se une preferentemente a una diana o a la otra.

Los métodos que se describen en el presente documento permiten la visualizacién de caracteristicas fundamentales
del ligando, y del sitio activo de la proteina, y sus interacciones, al proporcionar una interfaz grafica de usuario (GUI).
Las regiones de la envoltura hidrofébica, y enlaces de hidrogeno neutro-neutro y cargado-cargado especiales, se
pueden resaltar usando color, textura, superficies moleculares, y otras caracteristicas disponibles en la GUI. La
visualizacion de estas regiones y motivos estructurales, que son responsables de mayor afinidad de union, facilita el
disefio de compuestos nuevos, mejorados, ambos con respecto a la mejora de la afinidad de unién, y ademas con
respecto a la retencion de la afinidad de unién mientras que se optimizan otras caracteristicas de la molécula.

Los métodos que se describen en el presente documento permiten una aproximaciéon coherente, Unica, en la que
algoritmos de muestreo y funcién de puntuacién se optimizan en conjunto.

Una aplicacién de la invencién proporciona todas las ventajas que se ha mencionado anteriormente.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién son evidentes a partir de la siguiente descripcion, y a partir de las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 es un diagrama de bloques.
La Figura 2 es un diagrama de un grupo ligando que interactia con dos entornos hidrofobicos distintos.
La Figura 3 es un diagrama de flujo.

La Figura 4 ilustra el ligando BIRB796 activo de Boehringer que se une a la conformacién externa de DFG de
p38 MAP quinasa (pdb 1kv2).

La Figura 5 representa la unién de SB220025 a p38 MAP quinasa.
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La Figura 6 ilustra que el inhibidor de Estaurosporina de CDK-2 (pdb 1aq1) se une mediante un par especial de
enlace de H rodeado hidrofébicamente a la estructura principal (refuerzo de XP de 3 kc/m) asi como el relleno
del bolsillo hidrofébico con el anillo condensado (refuerzo de 4,5 kc/m).

La Figura 7 ilustra cgp6047 inhibidor de CDK-2 acoplado por reticulacion en la entrada del pdb de 1aqg1.

La Figura 8 ilustra Estreptavidina en biotina (pdb 1stp). Tanto los enlaces de hidrégenos especiales en este
complejo, como la envoltura hidrofébica de la region de unidn del hidrégeno, se muestran.

La Figura 9 ilustra el bolsillo HIV-RT (pdb 1rt1) unido con inhibidor mediante enlace de H rodeado
hidrofébicamente a la estructura principal (refuerzo de 1,5 kc/m) y empaquetamiento hidrofébico del anillo
aromatico del ligando (refuerzo de 4,5 kc/m).

La Figura 10 ilustra un inhibidor de Trombina (pdb 1ett) unido mediante un puente salino a ASP_189 de rebaje.
La Figura 11 ilustra un ligando unido a la proteina neuramididasa (pdb 1bji).
Al igual que los numeros de referencia y designaciones, en los diversos dibujos se indican elementos similares.
Descripcion detallada

Tal como se muestra en la Figura 1, un diagrama de bloque de una geometria de interacciéon molecular a modo de
ejemplo incluye una primera entidad molecular 20 y una segunda entidad molecular 22. En algunos casos, la primera
entidad molecular 20 puede ser una molécula de farmaco candidata (es decir, ligando), y la segunda entidad
molecular 22 puede ser una proteina. La primera entidad molecular 20 incluye los atomos 24, 28, 30 y 32, con sus
cargas electrostaticas respectivas (o0 cargas parciales) de positiva, positiva, positiva, y negativa. La segunda entidad
molecular 22 incluye los atomos 34, 36 y 38, con sus cargas electrostaticas respectivas (o cargas parciales) de
positiva, negativa, y negativa. Se considera que la entidad 20 esta acoplada con la entidad 22. Una afinidad de unién
proteina 22 - ligando 20, dada como una aportacién de la estructura acoplada que se muestra en la Figura 1, se
puede calcular usando una funcion de puntuacion. Una funcién de puntuacion proporciona una forma de calcular la
afinidad de unién de un ligando receptor de proteinas, proporcionando una estructura lo suficientemente precisa del
complejo. Las afinidades calculadas también se pueden usar para clasificar ligandos de orden.

El uso eficaz de una funcién de puntuacién de alta precision requiere por lo general una metodologia de muestreo
mejorada o las estructuras acopladas resultantes son incapaces de evitar grandes penalizaciones por desolvatacion,
o localizar los motivos estructurales especificos que se han identificado como que contribuyen a una mayor afinidad
de unién. Aqui, suponemos que las estructuras de esta calidad se generan para aplicar de forma eficaz la funcién de
puntuacion.

Nuestra funcién de puntuacion clasificar semicuantitativamente una capacidad de ligandos candidatos para unirse a
una conformacion especificada de un receptor de proteina. No se puede esperar que los ligandos que no "se
ajustan” en el receptor, debido a choques estéricos significativos, consigan buenas puntuaciones, incluso si se unen
eficazmente a una conformacién alternativa del mismo receptor.

Las definiciones de "conformacion” del receptor y "ajuste” incluyen un componente heuristico. Se tiene que permitir
un cierto nivel de desviacion de una conformacién real inducida por el ligando desde el receptor rigido que se esta
blogueando mediante una funcién de energia potencial usada para acoplamiento; de otro modo, un modelo no seria
util para identificacion sistematica virtual. El algoritmo de acoplamiento usado para generar estructuras del complejo
proteina-ligando requiere aumentar los radios de van der Waals de los atomos de la proteina y/o ligando,
construyendo modestos efectos "de ajuste inducido". Existen muchos casos en los que un grado razonable de
aumento no permitird que el ligando se acople correctamente (por ejemplo, si una cadena lateral esta en un estado
rotamero que es muy diferente al del complejo nativo proteina-ligando y bloquea a los atomos del ligando frente a la
ocupacién de su ubicacion preferente en un bolsillo de unién). Siempre habra situaciones en el limite, pero en la
practica hemos encontrado que es posible asignar una gran mayoria de los casos de acoplamiento cruzado como
"ajuste" 0 "no ajuste.”

La descripcién en el presente documento se centra en complejos en los que en los que el ligando se ajusta
correctamente en el receptor, tal como se juzga mediante una capacidad para hacer fundamental la formacion de
enlaces de hidrégeno y contactos hidrofobicos, y conseguir una distancia de la raiz cuadrada del valor medio
(RMSD) razonable, en comparacién con el complejo nativo (o tal como se obtiene por analogia con el complejo
nativo o un ligando relacionado).

Factores potenciales a afinidad de union a proteina-ligando incluyen los siguientes cinco factores:

En primer lugar, un término que representa el desplazamiento de moléculas de agua por el ligando desde
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"regiones hidrofébicas" del sitio activo de la proteina es un factor potencial. La liberaciéon de estas moléculas de
agua en disolucion puede dar como resultado una disminuciéon de la energia libre global. Las moléculas de
agua en dichas regiones pueden no ser capaces de formar su complemento total de enlaces de hidrégeno que
estarian disponibles en disoluciéon. También puede haber consideraciones entrdpicas. Si una molécula de agua
tiene una movilidad restringida en una cavidad de proteina, la liberacion en el disolvente dard como resultado
una ganancia de entropia. Dado que un ligando libera muchas moléculas de agua, este término contribuira
favorablemente a la energia libre.

En segundo lugar, un término que representa la formacién de enlace de hidrégeno entre el ligando y la proteina
es un factor potencial. Si los enlaces de hidrégeno formados por el ligando y la proteina son "mejores" en algun
modo que los formados entre cada resto y agua, dara como resultado ganancia de energia libre. Una razén por
la que dicha sustitucién puede ser favorable es si la unién de agua con la proteina o ligando esta mal
posicionada de otro modo para formar enlaces de hidrogeno adicionales. Este término tiene cierta
superposicion con el término que representa el desplazamiento de las moléculas de agua por el ligando desde
las "regiones hidrofébicas" del sitio activo de la proteina. Sin embargo, las interacciones por formacion de
enlace de hidrégeno se tienen que tratar especificamente, al menos en una funcién de puntuacién empirica del
tipo que consideramos aqui.

En tercer lugar, un término que representa efectos de desolvatacion puede ser un factor o factores potenciales.
Los grupos en el ligando o proteina, expuestos anteriormente al agua, pueden quedar sin solvatar al ser
colocados cerca de grupos con los que no pueden formar enlace de hidrégeno. Dichos efectos so6lo pueden
servir para reducir la afinidad de unién, en contraste con los dos términos que se han descrito anteriormente.

En cuarto lugar, un término que representa efectos entrépicos debido a la restriccién después de la unién por el
movimiento de la proteina flexible o grupos de ligando puede ser un factor potencial. Tal como en el caso de
términos de desolvatacién, dichos efectos serviran exclusivamente para reducir la afinidad de union.

En quinto lugar, se necesitan términos especializados para describir la interaccion del ligando con iones
metélicos. Este término se puede afiadir a otros términos en la funcién de puntuacién si un &tomo metalico esta
presente en la proteina. Aqui no consideramos los atomos metalicos. Las realizaciones de la invencion se
aplican a proteinas que contienen metales, pero la funciébn de puntuaciéon completa, final se debe
complementar con un término especializado para metales tal como se ha descrito anteriormente.

Un gran numero de funciones empiricas de puntuacidon se han presentado anteriormente. Mientras que se
diferencian unas de otras en detalle, estas funciones de puntuacién anteriores tienen similitudes entre si. Una de
dichas funciones de puntuacién anteriores que usamos como un ejemplo para la comparacién de nuestra funcion de
puntuacion es ChemScore. La funcion de puntuacién ChemScore incluye interacciones entre atomos lipofilicos,
dadores y aceptores de enlace de hidrégeno, y aceptores y metales de enlace de hidrégeno, y una contribucion
adicional basandose en el nimero de enlaces de rotacion restringidos del ligando. Cuando se usa ChemScore, la
posicion de los hidrégenos implicados en la formacion de enlaces de hidrogeno se optimiza con respecto a la
energia del enlace de hidrégeno (esto se hace para los dadores tanto de proteina como de ligando).

ChemScore trata cada uno de los cuartos términos que se han presentado anteriormente (excluyendo el término
especifico de atomos metalicos) tal como sigue a continuacion.

ChemScore contiene un término de energia del par &tomo-atomo hidrofébico Epn de la forma:
i

en la que " y ’j se refieren a atomos de carbono (lipofilicos), y '/(rij)’ es una funcién lineal de la distancia
interatémica ’rij.” Para rij menores que la suma de los radios atémicos de Van der Waals (Vdw) mas 0,5 angstrom, f
es 1,0. Para distancias mayores f aumenta linealmente de cero a 3 A mas alla.

Este término Epn representa heuristicamente el desplazamiento de las moléculas de agua de las regiones
hidrofébicas, lo que se consigue més facilmente mediante atomos de ligandos lipofilicos. Numerosos contactos
fuertes entre ligandos lipofilicos y atomos de proteinas indican que las moléculas de agua poco solvatadas se
desplazan satisfactoriamente por atomos lipofilicos del ligando, que en si mismos se expusieron anteriormente al
agua. La segregacion resultante de atomos lipofilicos, y la liberacién simultanea de moléculas de agua de este sitio
activo a la mayor parte, disminuye la energia libre a través del efecto hidrofébico, que se captura aproximadamente
mediante la funcién de puntuacién anterior. Los términos que implican contacto entre superficies hidrofébicas de la
proteina y ligando, mientras que difieren en los detalles, intentan basicamente medir el mismo cambio de energia
libre a través de un tipo de aproximacién muy similar.
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ChemScore evalla la calidad del enlace de hidrégeno proteina-ligando basandose en criterios geométricos, pero no
distingue entre diferentes tipos de enlaces de hidrégeno, o entornos de proteinas diferentes.

ChemScore no trata efectos de desolvatacion.
ChemScore usa un término sencillo de enlace giratorio para tratar efectos de entropia conformacional en el ligando.

Nuestra funcién de puntuacion comienza a partir de los términos usados en ChemScore analizados anteriormente,
aunque su parametrizacion detallada especifica para nuestra funcién de puntuacién. Nuestra funcion de puntuacion
revisa cualitativamente el término hidrofébico y los términos de formacién de enlace de hidrégeno. También hemos
desarrollado términos de desolvatacion. Los términos de desolvatacién se deben incluir para calcular la afinidad de
unioén total.

Nuestra funcion de puntuacién incluye un modelo mejorado de interacciones hidrofébicas a las que hacemos
referencia como "envoltura hidrofébica." La funcion del par atomo-atomo "convencional" tal como se ilustra en
ChemScore, Epn, a partir de la que empezamos, asigna una puntuacion a un ligando lipofilicos basandose en la
distribucion de la distancia de atomos vecinos de proteinas lipofilicas. Esto captura claramente un componente
significativo de la fisica del componente hidrofébico de la unién del ligando. El desplazamiento de las moléculas de
agua de areas con muchos atomos de proteina lipofilica cercanos probablemente tiene mas valor en energia libre
que en desplazamiento de areas con menor nimero de dichos atomos. Como un ejemplo, es evidente que si un
ligando esta colocado en una cavidad del sitio activo, en oposicién a la superficie de la proteina, los atomos
lipofilicos del ligando son propensos a recibir mejores puntuaciones. Si estan ubicados en un "bolsillo hidrofébico" de
la proteina, las puntuaciones serian mejores que en una ubicacion rodeado principalmente por grupos polares o
cargados. Sin embargo, una funcién de puntuacién dependiente solamente de la distribucién de la distancia no es
sensible a los detalles de la geometria local de los atomos de proteinas con respecto al atomo lipofilico del ligando
en cuestion.

Como un ejemplo, considerar dos distribuciones del modelo que se muestran en la Figura 2. En un caso (A), un
atomo del ligando 50 esta colocado en una "pared" hidrofébica. Los atomos de proteina lipofilica 52 solo estan en un
"lado" del atomo hidrofébico. En el segundo caso (B), el atomos del ligando lipofilico 54 esta ubicado en un bolsillo
estrecho, con atomos de proteina lipofilica 56 en dos (o tres) "lados" del atomo del ligando 56. Ajustando los
parametros de distancia y los niUmeros de los atomos de proteina apropiados, es posible construir dos modelos que
proporcionan fluctuaciones idénticas para cada término del par atomo-atomo (independientemente de los
coeficientes) para las estructuras A y B. La cuestion es si la contribucion del atomo a la energia libre de unién en las
construcciones Ay B seria idéntica en las condiciones estipuladas.

La respuesta depende principalmente de la energia libre que se puede obtener mediante el desplazamiento de una
molécula de agua en una ubicacién dada en una cavidad de proteina, que depende del grado de satisfaccién con el
que el agua es capaz de satisfacer sus requisitos de formacion de enlace de hidrégeno en esa ubicacion. En un caso
extremo, en el que una sola molécula de agua se coloca en una cavidad de la proteina que puede alojar solamente
agua, y esta rodeada por todos los lados con atomos lipofilicos que no pueden formar enlaces de hidrégeno, la
energia libre de transferencia al volumen a través del desplazamiento por un grupo de ligando hidrofobico es
claramente favorable, y no esta claro que una molécula de agua ocuparia dicha cavidad con preferencia a dejar un
vacio, a pesar de los términos estadisticos que favorecen la ocupacién. Estos una situacion muy extrafia que no es
particularmente apropiada para formar enlaces con un ligando grande, hinchas que los ejemplos en la Figura 2 son
bastante habituales.

Hemos realizado un gran nimero de experimentos computacionales que implican modificaciones del término de
puntuacion hidrofébico (en nuestra funcién de puntuacion) disefiados para discriminar entre diferentes entornos de
proteinas geométricas. Un criterio para el éxito en estos experimentos es la capacidad de cualquier término de
puntuacion hidrofébico propuesto para ajustarse a un amplio intervalo de datos experimentales de energia libre sin
unién y proporcionar buenas predicciones para estudios de enriquecimiento. Nuestros resultados se describen a
continuacion en los parrafos siguientes.

Los atomos lipofilicos del ligando se deben considerar en grupos, en lugar de individualmente. La energia libre de las
culturas de agua en una cavidad de la proteina se ven afectadas adversamente mas alld de la norma principalmente
cuando se colocan en un microentorno hidrofébico extendido sobre la dimensién de varios atomos. Si hay contactos
hidrofébicos aislados individuales, el agua por lo general sera capaz de formar su complemento de enlaces de
hidrégeno de cualquier modo, evitando estos contactos y usando moléculas de agua vecinales como asociadas.
Hemos establecido en tres un tamafo de grupo minimo de atomos del ligando lipofilico conectados.

Cuando un grupo de atomos del ligando lipofilico esta incluido en dos lados (con un angulo de 180 grados) por
atomos proteina lipofilica, nuestro método hace la hipotesis de que este tipo de estructura contribuye a la energia
libre de unién mas alla de lo que esta codificado en el término del par d&tomo-atomo. Hacemos referencia a esta
situacion como "envoltura hidrofébica" del ligando. El término del par atomo-atomo se ajusta a un conjunto de datos
heterogéneo, enorme y estd dominado por atomos de ligando lipofilico individuales en un entorno "promedio”, es
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decir, no en un grupo que reside en una regién hidrofébica configurada especificamente de la proteina. Estos
términos de la funcién de puntuacion estan disefiados para capturar desviaciones favorables desde este promedio,
que representan motivos especificos de reconocimiento molecular. Es decir, la colocacion de un grupo del ligando
hidrofébico apropiados dentro de una regién de la proteina especificada conduce a aumentos sustanciales en la
potencia mas alla del promedio para dicho grupo, del tipo que por lo general son objetivos de programas de
optimizacién en quimica medicinal.

Tal como se muestra en la Figura 3, un proceso de puntuacién de empaqguetamiento hidrofébico 100 incluye dividir
(102) atomos lipofilicos en grupos conectados.

Para cada atomo en un grupo conectado, el proceso 100 enumera (104) atomos de proteinas lipofilicas a diversas
distancias. El proceso 100 selecciona (106) el atomo de proteina lipofilica mas cercano, y dibuja (108) un vector
entre él y el atomo del ligando. Este se denomina atomo de "anclaje".

Todos los otros atomos en la lista se toman, uno a la vez, y para cada atomo, el proceso 100 dibuja (110) un vector
para el atomo de ligando, y calcula (112) un angulo entre los lectores a los atomos de ligando y de anclaje, usando
un simple punto del algoritmo del producto. Con el fin de ser considerado en el "otro lado" del atomo de anclaje, el
angulo entre el vector debe exceder algun valor (que depende de la distancia - cuanto mas lejano, el angulo tiene
que estar mas cerca a 180 grados). Si el angulo es 0 grados, entonces los lectores son paralelos, y el atomo esta en
el "mismo sitio." Si el angulo es de 90 grados, los sectores estan en angulos rectos y el atomo esta "en angulos
rectos" con el anclaje. Si el angulo es de 180 grados, el atomo esta exactamente en el "otro lado" y éstos lo que
conduce a un entorno especialmente malo para las moléculas de agua. Esto estd apoyado por simulaciones
dinamicas moleculares de moléculas de agua en superficies hidrofébicas de curvatura variable, y también por los
argumentos geométricos del sentido comun.

El proceso 100 asigna a cada atomo una puntuacion basandose en el nimero de contactos lipofilicos totales (con un
punto de corte de distancia), denominado puntuacioén de contacto, y una ponderaciéon que depende del término del
angulo. Si, por ejemplo, ningln atomo esta a méas de 90 grados del anclaje, el término del angulo es cero y el atomo
contribuye al término "hidrofébico especial” del grupo. El proceso 100 afiade puntuaciones de todos los atomos en el
grupo, y el total es la puntuacion para ese grupo. Una descripcion matematica detallada del proceso 100 se
proporciona en el Apéndice I.

Si la puntuacion es superior a 4,5 kcal/mol, el proceso 100 limita el término a este valor. Esta es una determinacion
empirica basandose en el analisis de muchos casos diferentes de ensayo y a la comparacion de los resultados con
datos experimentales. Si una region de este tipo es muy grande, lo que lleva a una puntuaciéon superior a 4,5,
probablemente existe alguna capacidad de las moléculas de agua para compensar mediante la interaccion entre si -
regiones mas pequefas tienen mas dificultades hacer ésto, el término de limitacién compensa este efecto.

Una ilustracién experimental en particular de la ganancia de la afinidad de union si un grupo hidrofébico grande
(anillos en ambos casos) esta colocado en un bolsillo en el que atomos de proteinas lipofilicas estan presentes en
ambos lados del bolsillo se muestra en la Figura 4. Se mostrd que el grupo naftilo 60 de este enlazador muy ajustado
mejora la unién con respecto a un grupo fenilo mediante un factor de 21. El grupo naftilo 60 se necesita para ocupar
totalmente el bolsillo fobico 62 representado en la Figura 4.

Tal como se ha descrito anteriormente, hacemos referencia a los alrededores de atomos o grupos lipofilicos del
ligando mediante atomos de proteinas lipofilicas como una "envoltura hidrofébica." El tratamiento apropiado de la
envoltura hidrofébica es fundamental para la discriminacion de motivos y compuestos de uniéon altamente y
débilmente potentes. La optimizacion detallada de los criterios numéricos para reconocer envolturas hidrofébicas, y
la asignacion de una contribucion especifica a la afinidad de unién para cada motivo, es importante si se desea
desarrollar métodos con capacidad predictiva, y hemos afinado los términos de nuestra funcién de puntuacion
usando un gran conjunto de datos experimentales.

Lo anterior describe un método en particular para detectar envolturas hidrofébicas, partiendo de una estructura
predicha de un complejo proteina-ligando. Se puede construir otros métodos para conseguir casi los mismos
resultados con respecto al calculo de la contribucién de la envoltura a la afinidad de unién.

El método que se ha descrito anteriormente para la deteccidon de envolturas hidrofobicas se basa en el uso del
complejo proteina-ligando acoplado como un punto de partida para el calculo de la envoltura. Otro enfoque es
comenzar con una estructura de apoproteina, es decir, la proteina en ausencia de cualquier ligando, y realizar una
simulacion de la proteina usando moléculas de agua explicitas como disolvente. Se puede detectar si existia
cualquier ubicacion en el sistema en el que las moléculas de agua tenian dificultades para formar su complemento
total de enlaces de hidrégeno debido a la presencia de envolturas hidrofébicas por la proteina, y marcar estas
regiones como favorables para la ocupacién con grupos de ligandos apropiados. Este enfoque usa caracteristicas de
la formacion de enlaces de hidrégeno de moléculas de agua en ubicaciones especificas para detectar la envoltura,
en oposicion a la inferencia de dichas caracteristicas a partir del complejo proteina-ligando acoplado. Basandose en
dichas simulaciones, se puede conocer términos de una funcién de puntuacién que refuercen la ocupacién de las
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regiones de proteinas adecuadas (por ejemplo, en un esquema basado en la reticula).

Nuestra funcion de puntuacién incluye un término que representa un modelo mejorado de formacién de enlaces de
hidrégeno de proteina-ligando. En el desarrollo de un modelo refinado de formacion de enlaces de hidrégeno,
dividimos los enlaces de hidrégeno en tres tipos: neutro-neutro; neutro-cargado; y cargado-cargado. El analisis de
cada tipo de enlace de hidrégeno es diferente, debido a problemas asociados con el intervalo largo de energia
desolvatacion (Energia de Born) de grupos cargados. Una etapa inicial es asignar diferentes valores por defecto
(suponiendo caracteristicas geométricas 6ptimas) para cada uno de estos diferentes tipos de enlaces de hidrogeno.
Los valores por defecto que asignamos son: neutro-neutro, 1 kcal/mol; neutro-cargado, 0,5 kcal/mol; y cargado-
cargado 0,0 kcal/mol. Estas asignaciones se basan en una combinacion de observaciones empiricas (mejor ajuste a
afinidades de unién indicadas de una amplia gama de complejos del Banco de Datos de Proteinas (PDB)) y
razonamiento fisico.

Una razén para reforzar enlaces de hidrogeno proteina-ligando en lo mas minimo es til porque cualquiera de dichos
enlaces de hidrégeno esta reemplazando enlaces de hidrogeno que la proteina y ligando estan formando con agua.
El nimero neto de enlaces totales de hidrogeno como promedio permanecera igual en el complejo unido en
comparacién con la solucion. Sin embargo, la liberacion de moléculas de agua al volumen da como resultado un
aumento de entropia, y la liberacion de moléculas de agua alrededor de un grupo polar requiere un enlace de
hidrégeno proteina-ligando. Este analisis es mas verosimil cuando ambos grupos son neutros. La formaciéon de un
puente salino entre proteina ligando implica tipos muy diferentes de enlaces de hidrogeno de lo que esta en solucién.
La termodinamica de formacién de puentes salinos se ha estudiado proteinas, y depende de muchos factores tales
como el grado de exposicion al disolvente. El valor por defecto de cero que asignamos se basa en la presencia de
muchos complejos proteina-ligando en el PDB con afinidades de enlace muy bajas en los que se forman puentes de
hidrégeno. Se necesitan caracteristicas especiales de un puente salino para que este tipo de estructura contribuya a
la afinidad de unién en nuestra funcién de puntuacién. Finalmente, el valor por defecto cargado-neutro representa
una interpolacién entre el valor neutro-neutro y cargado-cargado, que parece ser consistente con los datos
empiricos.

Las puntuaciones de los enlaces de hidrogeno disminuyen de sus valores por defecto a medida que la geometria se
desvia de una geometria ideal del enlace de hidrogeno, basandose en ambos angulos entre los atomos dador y
aceptor y la distancia. Una descripcion detallada se proporciona en el Apéndice Il. A continuacion describimos
estructuras especializadas en las que a los enlaces de hidrégeno se les asigna incrementos adicionales de afinidad
de unidon (denominados "refuerzos") que estan significativamente en exceso sobre los valores por defecto. Estas
situaciones pueden surgir para los enlaces de hidrégeno neutro-neutro, o cargado-cargado, pero no para los enlaces
de hidrégeno cargado-neutro. La exclusion de refuerzos especiales de enlace de hidrégeno cargado-neutro ha sido
impulsada por el fallo al identificar motivos de este tipo que puedan producir mejor concordancia con los datos
experimentales.

Ahora describimos tipos particulares de enlaces de hidrogeno neutro-neutro que se han identificado, basandose en
consideraciones tanto teéricas como empiricas, como contribuciones excepcionales a la afinidad de union. Dichos
enlaces de hidrogeno "especiales" representan motivos fundamentales de reconocimiento molecular, y se
encuentran en muchas, sino en la mayoria de las dianas farmacéuticas. La resolucién de dichos motivos es una
estrategia central en el aumento de la potencia y la especificidad de compuestos medicinales. El desarrollo de una
funcién de puntuacién automatizada capaz de asignar correctamente la afinidad de unién a estructuras de este tipo
(como oposicion posterior al hecho de la racionalizacién de enlaces de hidréogeno "importantes" en cada diana
individual) es un objetivo importante en el desarrollo de funciones de puntuacién empiricas funciones de puntuacién,
que permite una mejora espectacular en la capacidad de prediccion tanto cualitativa como cuantitativa.

Una idea fundamental con respecto a los enlaces de hidrégeno importantes es localizar posiciones en la cavidad de
la proteina en la que las moléculas de agua que forman un enlace de hidrégeno con un grupo polar tendrian una
dificultad particular al formar su complemento de enlaces de hidrégeno adicionales. La formacién de un enlace de
hidrégeno con un atomo de proteina impone restricciones geométricas no triviales sobre la molécula de agua. Esta
es la base para la puntuacién del enlace de hidrégeno por defecto. Pero dichas restricciones se hacen mas
problematicas cuando el entorno restante de la molécula de agua se estimula con respecto a formar enlaces de
hidrégeno.

Nuestro andlisis de interacciones hidrofébicas sugiere que el entorno se hara cualitativamente mas exigentes y la
molécula de agua tiene atomos de proteinas hidrofébicas en los dos lados (en lugar de solo uno) y también si hay
pocas moléculas de agua cercanas con la capacidad de reajustarse a si mismas a la geometria restringida del
enlace de hidrégeno proteina-ligando. Identificamos geometrias de este tipo mediante el uso de una variante del
método que se ha descrito anteriormente para detectar envolturas hidrofébicas. La sustitucién de dicha molécula de
agua por el ligando es particularmente favorable si el atomo dador o aceptor del ligando consigue su complemento
total de enlaces de hidrégeno formando el enlace de hidrégeno objetivo individual con el grupo de proteinas en
cuestion, de modo que la satisfaccién de enlaces de hidrogeno adicionales no sea un problema.
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Un ejemplo de un grupo adecuado es un nitrdgeno plano en un anillo aromatico, que se une por ejemplo a un grupo
de la cadena principal N-H de la proteina. Un ejemplo ilustrativo de una estructura este tipo, que se sepa que es
esencial para conseguir una alta potencia experimentalmente, se muestra en la Figura 5; el sistema representado es
SB220025 que se une a p38 MAP quinasa. Se sabe que el enlace de hidrégeno Met 109 es importante para la
potencia, ya que son enlaces de hidrogeno analogos en otras quinasas. El término de la funciéon de puntuaciéon que
se ha descrito anteriormente permite que dichos enlaces de hidrégeno se detecten automaticamente, y antes de la
medida experimental. De igual importancia, los falsos positivos, que comparten superficialmente algunas
caracteristicas del motivo estructural requerido pero que carecen de un componente fundamental, también pueden
ser rechazados automaticamente. El rechazo de falsos positivos se ha optimizado mediante la ejecucién de una
variante dada de la funcion de puntuacién, que identifica ligandos de bases de datos de alta puntuacion con enlaces
de hidrégeno especiales en ubicaciones no observadas en compuestos activos conocidos, examinando la estructura
resultante, y alterando parametros para eliminar el refuerzo para los casos de ensayo en particular en cuestién.

Un proceso 200 para detectar enlace de hidrégeno sencillo en un entorno hidrofébico incluye lo siguiente. El atomo
dador o aceptor debe estar en un anillo con la excepcién del nitrdgeno, que se permite que esté en un atomo que no
esta en el anillo. Si el atomo del ligando es un grupo dador, entonces todos los otros dadores del grupo (por ejemplo,
dos hidrégenos de NHy) pueden estar unidos por H a la proteina. Sélo los atomos de proteinas de la estructura
principal pueden participar en este tipo de enlace de H especial. El a&tomo dador o aceptor de proteina en cuestion
en la estructura de apoproteina (es decir, la estructura sin ligando presente) debe tener menos de 3 moléculas de
agua desolvatacion en la primera envoltura. El nimero de moléculas de agua en la primera envoltura se determina
usando un programa basado en la reticula para la adicion de moléculas de agua una estructura de proteina o
complejo proteina-ligando (cédigo de adicién de agua). Si estos criterios se cumplen, la suma del factor angular de la
puntuacion de empaquetado hidrofébico se hace sumando el atomo pesado unido a H del ligando y los atomos de
carbono unidos a este atomo del ligando. En término empaquetamiento hidrofébico especializado usado en esta
suma sélo contiene el peso angular de la puntuacion del empaquetamiento hidrofébico que se describe en el
proceso 100 y no el peso de contacto. Si la suma del empaquetamiento fébico absoluto esta por encima de un punto
de corte, se considera que el enlace de H esta en un entorno hidrofébicamente restringido y se aplica un refuerzo de
enlace de H especial de -1,5 kcal/m a este enlace de H. En algunos casos, se encuentra que una pequefa
perturbacién del ligando puede mover el término de empaquetamiento hidrofébico especializado por encima del
punto de corte. Por lo tanto, si el término esta inicialmente por debajo del punto de corte, pequefas perturbaciones
del cuerpo rigido del ligando se forman en una magnitud de 0,3 A. En cada geometria perturbada, el término se
vuelve a calcular y si en alguna geometria el término supera el punto de corte, se aplica un refuerzo. Esto ayuda a
evitar las discontinuidades inherentes en el uso de un punto de corte.

El proceso 200 identifica una estructura en la que se deberia asignar un refuerzo "especial" a un enlace de
hidrogeno sencillo. Una segunda situacion se produce cuando existen multiples enlaces de hidrégeno
correlacionados entre la proteina y el ligando. La organizacion de moléculas de agua para solvatar eficazmente una
estructura de este tipo en la geometria confinada del sitio activo puede ser incluso mas problematica que la situaciéon
que se ha descrito anteriormente. Esto se produce solamente si las moléculas de agua implicadas en dicha
solvatacion estan en un entorno hidrofébico exigente, con grupos hidrofébicos en los dos lados. El acoplamiento de
la identificacion del enlace de hidrogeno especial con el motivo de envoltura hidrofébica es critico si se van a
rechazar falsos positivos. Los enlaces de hidrogeno correlacionados se forman rutinariamente en el acoplamiento
por ejemplo con pares de la estructura principal muy expuestos al disolvente, pero no existe evidencia a partir de los
datos experimentales de que dichas estructuras contribuyan a una mayor potencia en cualquier serie conocida de
quimica medicinal. Detalles en cuanto a la asignacion de refuerzos especiales para sistemas con dos o tres enlaces
de hidrogeno correlacionados se describen en el Apéndice II.

Los enlaces de hidrogeno miltiple se definen con respecto al ligando como un par de atomos dador/aceptor,
dador/dador, o aceptor/aceptor (mencionado como ’par atémico del ligando’), que se separan por no mas de 1
enlace de rotacion (los grupos OH cuenta como de no rotacidén en este calculo). Varias restricciones sobre los tipos
de pares que se puede considerar se hacen tal como se muestra en la siguiente tabla.

1) Evitar enlaces de H de poca calidad (< 0,05 para la puntuacién del par HB)

2) No incluir pares que implican el mismo atomo de proteina neutra,

3) Evitar pares implicados en un puente salino si el potencial electrostatico en cada atomo del ligando no
esta por debajo de un punto de corte.

4) Evitar pares del puente salino si el atomo de proteina esta implicado en un puente salino proteina-
proteina.

5) Evitar pares dador/dador del ligando que vienen de NH_x x > = 2 grupos. N que no esté en el anillo y
con carga formal cero.

6) Evitar atomos de proteina cargados formalmente con mas de 8 moléculas de agua de envoltura
secundaria en el estado de no unién.
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7) Evitar enlaces de H cargado-neutro a menos que el atomo de la proteina esté en un puente salino.

8) Evitar pares de diferentes atomos aceptores neutros en el ligando.

9) Los pares de enlace de H neutros deben satisfacer comprobaciones del entorno del atomo del anillo y
de fobicidad.

10) Evitar que OH de ligandos se una a H de proteinas si el atomo de la proteina tiene carga formal
cero.

Si los atomos del ligando del par individualmente tienen carga formal neta cero, entonces deben satisfacer la
siguiente comprobacién de hidrofobicidad y criterios para conseguir un refuerzo de enlace de H especial. En primer
lugar, los atomos del ligando deben ser parte del mismo anillo o pueden ser atomos que no estan en el anillo sélo si
se conectan directamente con el mismo anillo. Suponiendo que el par satisface estas restricciones, la hidrofobicidad
de la region del enlace de H se detecta de una forma similar a la del enlace sencillo de H. Una suma de la
puntuacion de empaquetamiento hidrofébico que se ha descrito anteriormente se hace usando el par de atomos
pesados del ligando del enlace de H y los atomos en el anillo conectados directamente a los atomos del par del
ligando. Si un atomo del ligando del par no es un atomo del anillo pero esta conectado a un anillo, la suma incluye
atomos del anillo que son vecinos cercanos al atomo del ligando que no esta en el anillo. Si la suma fébica absoluta
descrita esta por encima de un punto de corte, se da un refuerzo especial de 3 kcal/m al par unido a H. El recuento
doble de enlaces de pares y de H especial sencillo se evita buscando pares primero y excluyendo cualquier enlace
de H reforzado encontrado en la lista de pares a partir de la lista de refuerzo del enlace de H sencillo.

Los refuerzos del enlace de H especial disminuyen linealmente con la calidad del enlace de H. La calidad del enlace
de H se mide en el sentido de la puntuacion del enlace del H del par usando la distancia dador/aceptor y el angulo
formado por el vector dador-atomo-pesado -H y el vector aceptor de H. Para atomos del aceptor del ligando en
anillos se hace una comprobacién para la extension a la que el vector del par libre de electrones del aceptor esta
alineado con el vector dador-atomo- pesado -H. Una descripcién detallada de como se consigue ésto
matematicamente se proporciona en el Apéndice 2.

Hemos identificado un nimero considerable de complejos proteina-ligando en los que estan presentes los motivos
que contienen dos o tres enlaces de hidrogeno correlacionados, que satisfacen los criterios anteriores (incluyendo el
requisito de envoltura hidrofébica). Un nimero de ejemplos se muestran a continuacion. El primero, que se muestra
en la Figura 6, representa estaurosporina unida a la CDK2. Este tipo de par correlacionado se encuentra también en
un numero de otras quinasas. Algunas de las CDK2 activas, tales como cgp60474, forman tres enlaces de hidrégeno
correlacionados; esta estructura se muestra en la Figura 7.

La Figura 8 muestra un segundo ejemplo con estreptavidina unida a biotina. Aqui se producen tres enlaces de
hidrégeno correlacionados en una regién envuelta hidrofébicamente. Hasta el momento actual, ninguna funcion de
puntuacion empirica ha explicado la afinidad de unién excepcionalmente grande de la estreptavidina en biotina. Una
vez que se reconoce el motivo de enlace de hidrégeno envuelto, triple y se asigna una puntuacion apropiada, la
desviacién entre la afinidad de unién calculada y experimental, usando una estructura acoplada, es solamente 1,5
kcal/mol.

Un tercer ejemplo diferente, que se muestra en la Figura 9, es un inhibidor de fiderestat unido a la estructura lef3 de
la aldosa reductasa, que también presenta un enlace de hidrégeno correlacionado triple. La gran puntuacion
adicional asociada con este enlace de hidrogeno es necesaria para explicar por qué este compuesto destaca (baja
afinidad de unién nanomolar experimentalmente) de entre el gran nimero de ligandos que consiguen grandes
puntuaciones hidrofoébicas (en un experimento de identificacién sistematica virtual) en el bolsillo altamente
hidrofébico del complejo nativo lef3.

La combinacién de la envoltura hidrofébica con 1 a 3 enlaces de hidrégeno posicionados correctamente es
caracteristica de cada enlace de hidrégeno neutro-neutro "especial" que hemos identificado en nuestros estudios de
diversas dianas farmacéuticamente relevantes. Sin embargo, se requieren caracteristicas adicionales para eliminar
falsos positivos. En particular, si la pareja del enlace de hidrogeno en la proteina esta muy expuesta a disolvente,
entonces la formacion de una estructura capaz de solvatar la estructura en cuestién, mientras que aun se permite
que las moléculas de agua implicadas formen un nimero adecuado de enlaces de hidrogeno adicionales, se hace
mas facil. Por lo tanto, necesitamos que el grupo o grupos de la proteina implicados en el enlace o enlaces de
hidrégeno especiales tengan un nimero limitado de moléculas de agua en la primera o segunda envoltura. El
nimero de dichas moléculas de agua se determina usando el método de adicién de agua que se ha analizado
anteriormente.

La magnitud de los refuerzos asociados con los enlaces de hidrogeno especiales se ha determinado por

optimizacion frente a una gran base de datos experimentales, que contiene un nimero significativo de ejemplos de
cada tipo de estructura. Los valores se proporcionan en la tabla que sigue a continuacion.
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Resto de enlace de H Refuerzo

Enlace sencillo con el anillo en entornos fébicos | 1,5 ke/m

Par Neutro en entornos fébicos 3,0 ke/m

Hemos identificado las siguientes caracteristicas que mejoran la sefial de enlaces de hidrégeno cargado-cargado.

(1) Nimero de moléculas de agua que rodean al componente de proteina del puente salino. Es poco probable
que grupos cargados que estan totalmente expuestos al disolvente participen en el enlace de hidrogeno
cargado-cargado. El esfuerzo para desplazar el disolvente es demasiado grande.

(2) Numero de enlaces de hidrégeno cargado-cargado formados por el grupo del ligando cargado. Hemos
observado que existen tres tipos diferentes de estructuras formadas por puente salino:

(a) Monodentada (enlace de hidrogeno sencillo) entre el grupo del ligando y un grupo de proteina.

(b) Bidentado (dos enlaces de hidrégeno) entre el grupo del ligando y un grupo de proteina. Un ejemplo de
un puente salino bidentado en la trombina, entre un grupo amino cargado positivamente y un carboxilato
incrustado en el bolsillo de especificidad apropiada, se muestra en la Figura 10.

(c) Enlaces de hidrégeno de un grupo del ligando a dos grupos diferentes de proteinas. Esto requiere tener
dos grupos de proteinas de tipo cargado en proximidad cercana. Este tipo de estructura, que
supuestamente crea energia de deformacién en la proteina, se produce frecuentemente. Parece que es un
tipo especial de motivo de reconocimiento molecular que se desarrolla mediante la evolucion de la presion.

La Figura 11 ilustra un ejemplo que muestra el ligando Gr217029 que se une al término N9 de la versién del
virus de la gripe (pdb codigo 1bji) del receptor de neuramididasa. La distancia entre los oxigenos del carboxilato
es solamente 4,5 A en este caso. Tanto los datos empiricos como el razonamiento fisico quimico sugieren que
enlaces de hidrégeno del tipo (c), mencionado anteriormente, proporcionan mas energia de estabilizacion que
los de (b), que a su vez proporciona mas energia de estabilizacion que los de (a). A menos que la condicién (1)
se satisfaga apropiadamente, no es probable que ninguna de las tres estructuras sea favorable esta de energia
libre. Es la combinacién del acceso restringido de agua para el grupo de proteinas, una interaccion
electrostaticas excepcionalmente fuerte entre el ligando y el grupo de proteina, lo que crea un motivo de
reconocimiento molecular.

(3) Para zwitteriones, una razén principal por la que un valor por defecto para enlaces de hidrégeno cargado-
cargado se establezca en cero es que, en la formacién de un puente salino, tanto la proteina como el ligando
deben entregar contribuciones de largo alcance a la energia de Born (es decir, mas alld de la primera
envoltura). Hacer el complemento de la primera envoltura de enlaces de hidrogeno es bastante posible cuando
se forma un puente salino, pero el reemplazo del volumen de agua con la proteina, o moléculas de agua
unidas, reduce claramente la respuesta dialéctica posible al i6n. Para un iébn monovalente, el campo de
Coulomb disminuye aproximadamente a 1/r, mientras que los efectos de largo alcance (al menos hasta la
segunda envoltura) hacen una contribucién no trivial a la energia libre de solvatacién total. Sin embargo, para
un zwitterién, los campos de las cargas positivas y negativas cancelan hasta cierto punto la distancia larga (la
cantidad depende de la separacién de los dos grupos cargados), produciendo un campo dipolar para el que las
contribuciones de la segunda envoltura (y mas elevada) a la energia libre de solvatacion se reducen
significativamente. Por lo tanto, la formacién de dos puentes salinos por el zwitterion, particularmente si los dos
restos cargados estan préximos espacialmente, deberia ser mas favorable que en la unién a un solo ién. Un
ejemplo de una unién a zwitterion de este modo se muestra en la Figura 11.

(4) Distinguimos entre casos en los que el ligando esta cargado positivamente y la proteina cargada
negativamente, y viceversa.

(5) Fuerza del campo electrostatico en el ligando. Para recibir una mayor afinidad de unién por un puente
salino, el sitio en el que esta ubicada la carga del ligando debe ser electrostaticamente favorable. Sumamos el
campo electrostatico identificado sistematicamente en el sitio del ligando, e imponemos puntos de corte para
asignar refuerzos basandose en la optimizacién empirica sobre nuestra serie de casos de ensayo. Estos
puntos de corte ayudan a reducir el niumero de falsos positivos que reciben refuerzos de carga-carga
especiales.

En la siguiente tabla se enumeran los diversos refuerzos de carga-carga especiales, tanto con respecto a criterios
(basandose en las cinco categorias que se han analizado anteriormente) como valores numéricos asignados a los
refuerzos. Sus ultimos se han optimizado basandose en el ajuste de todo nuestra serie de ensayos.
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Interacciéon de Cargas Refuerzo

Atomo del ligando cargado en entornos de bajo potencial electrostatico. 1,5 keal/m

Configuracion del zwitterion, intervalo de refuerzos que aumentan con la atraccién electrostatica | 3,0 a 4,7 kcal/m

Grupo de ligando positivo que se une al grupo negativo de proteina débilmente solvatado. 0,5 kcal/m

Ligando co2- grupo H unido a multiples restos positivos de proteina positiva cercanos 1,0 kcal/m

Par del puente salino en entornos de baja solvatacion (menos de 9 moléculas de agua de|2,0 kcal/m
segunda envoltura sobre un atomo de la proteina con carga pre-ligada)

La siguiente tabla muestra las puntuaciones activas de la funciéon de puntuacién para una serie de receptores de
Glur2 en comparacién con las energias de unién experimentales.

Ligando  Nuestra puntuacion AG_(kc/m)
11tl 8,1 8,3
1pwr 10,5 13,0
11t 9,3 8,5
imm7 11,0 12,7
1mqi 12,0 11,9
1ftm 10,5 8,8
1n0t 7,0 5,7
11tl 8,1 8,3
1m5b 10,8 9,3
1m5c 9,5 9,3
1mbe 9,1 6,3

El receptor de Glu2 es un sistema, junto con la neuramididasa, por el que las interacciones electrostaticas son
particularmente importantes, y por lo tanto proporciona una importante contribucién al conjunto de entrenamiento
para estos tipos de interacciones.

Se ha observado empiricamente que los ligandos mas grandes tienden a ser favorecidos por la mayoria de los
algoritmos de puntuacion. Hemos aplicado dos tipos de términos basandose en estas observaciones:

(1) Se asigna un refuerzo a ligandos mas pequefos basandose en su masa. El término que usamos es lineal y
cubre el intervalo de masas de 300 a 450. Por debajo de 300, todos los ligandos reciben el refuerzo maximo (1
kcal/mol); por encima de 450, todos los ligandos reciben 0.

(2) Los términos que reconocen apilamiento aromatico, e interacciones de cation pi, de los que hemos
planteado hipotesis durante muchos afios sobre que desempefian un papel significativo en las afinidades de
unién proteina-ligando para complejos especificos que poseen uno o ambos de estos motivos. Hemos incluido
varios sistemas en esta categoria en nuestro conjunto de datos (por ejemplo, fxa, acetilcolinasterasa) y
desarrollado una descripcion geométrica de cada tipo de interaccion, optimizada para incluir compuestos
activos, y eliminar falsos positivos. Los valores para las diversas interacciones se asignaron en el curso de los
estudios de enriquecimiento y afinidad de union.

Otros dos términos de puntuacion se derivan de un 'mapa del sitio’ de una superficie fobica/polar de la proteina. En
primer término ‘fébico polar’ de atraccion refuerza atomos polares en regiones fébicas del mapa del sitio activo. Las
regiones fobicas se determinan en este método como puntos de una reticula con interacciones de vdW favorables y
campos eléctricos bajos de la proteina. Los atomos polares son atomos no aceptores no dadores que no son
carbono. Este término de atracciéon por lo general esta en orden de 0,5 kcal/m por lo que no contribuye
significativamente al promedio. Una puntuacion de ‘repulsion fébica’ del mapa del sitio de repulsion penaliza atomos
del ligando fébicos encontrados en regiones de la proteina con campos eléctricos elevados. Se supone que estas
regiones en este método estan ocupadas con agua. Se termind tan en contribuye al nivel de 0,3 kcal/m como
promedio y con menos frecuencia que el término fobico polar.
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La siguiente ecuacién incorpora todos los términos usados para calcular los componentes de nuestra funcién de
puntuacion que favorecen la unién. Hemos optimizado estos términos basandose en afinidades de unién
experimentales y estructuras cristalinas.

-Eum'érn= E fo_emp * Eelectrot EHB __espei:+ E HB prt E fo_pr

+ Epr

en la que Ex emp €S €l empaquetamiento fobico/término de envoltura; Eeecro cOntiene cualquiera de los refuerzos
electrostaticos; Eng espec CONtiene refuerzos para enlaces de H en regiones fobicas; Eng pr €s €l término del par de
enlace de H convencional; Ep contiene el cation pi y términos de apilamiento de pi; y finalmente Ez, ,r €s el término
del par lipofilico convencional. Tal como se ha indicado anteriormente, este término se debe complementar con
términos de desolvatacion y entropicos para calcular la puntuacion final para la afinidad de unién, que se indica a
continuacion. La eficacia de nuestro método se basa en el calculo de afinidades de unién para un conjunto de
complejos proteina-ligando en el PDB, usando férmulas acopladas (mostrando de este modo que se pueden obtener
buenos resultados para la prediccion de la afinidad de unién con férmulas acopladas en oposicién a las estructuras
experimentales). La tabla que sigue a continuacién presenta resultados para nuestra funciéon de puntuaciéon para las
RMSD estructurales a partir de afinidades de unién de los dichos complejos analizados en el presente documento,
en la que "Puntuacién XP" se refiere a resultados obtenidos a partir de nuestra funcion de puntuacion y la
"Puntuacién SP" representa puntuaciones que usan una funciéon de puntuacién mas antigua para la comparacion.
Las afinidades de unién experimentales se incluyen en la tabla cuando estén disponibles.

Entrada en PDB  Puntuaciéon XP AG_exp XP RMS  Puntuacion SP  AG_exp SP RMS

1aaq -11,1 -10,8 12,1* -12 -10,8 1,6
1abe -8,9 -9,2 0,3 -11,5 -9,2 0,4
1abf -6,1 -7,2 0,1 -11,8 -7,2 0,1
1acj -9,8 -10 2,8 -7,6 -10 4,6
1acm -13,7 -- 0,4 -15,4 -- 0,3
1aco -4,2 - 0,3 -9,7 -- 1

1add -11,1 -9,2 0,5 -9,3 -9,2 0,6
1adf 9,1 -6,2 4,5 -13,7 -6,2 2,9
1aha -8,6 -- 0,2 -7,9 -- 0,1
1ake -22 -- 1,3 -10,3 -- 2,8
1apb -7,8 -7,9 0,1 -11,6 -7,9 0,1
1apt -12,3 -12,8 0,9 -1 -12,8 0,6
1apu -9,8 -10,5 1,3 -8,8 -10,5 1

1apv -11,7 -11,3 0,7 -9,8 -11,3 0,4
1apw -11,2 -10,9 1 -9,6 -10,9 0,3
1atl -10,6 -- 0,9 -8,2 -- 2,4
1avd -17,2 -- 0,6 -10,2 -- 0,5
1azm -5,1 -- 1,9 -6,3 -- 1,5
1b6j -12,1 -- 2,8 -16 - 3,1
1b6k -14,6 -- 1,3 -13,9 -- 0,7
1b61 -10,5 -- 1,1 -11,2 -- 0,6
1b6m -14 -- 0,2 -12,7 -- 3,2
1baf -4,2 -- 1,2 -9,3 -- 1

1bap -8,9 -9,4 0,3 -11,6 -9,4 0,4
1bbp -15,2 -- 5,1 -13 -- 5.1
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1bkm 11,1 - 3,6 -15,4 - 2

1bma -6,2 - 0,6 7.9 - 2,1
1bra 5,4 25 2,3 7,2 25 0,3
1byb 14,6 - 0,5 -16,4 - 0,5
1c1b 15,5 - 0,9 -9.6 - 0,5
1c8i 12,7 - 0,6 117 - 0,4
1c5p 5,5 - 0,5 7.3 - 0,2
1c83 -8,5 - 0,3 -10 - 0,1
1c84 -10,9 - 0,3 -9.6 - 0,3
1c86 11,2 - 0,2 11,3 - 0,2
1c87 -10,5 - 0,4 11,7 - 0,3
1c88 -10,7 - 0,2 12,2 - 0,2
1c8k 7.3 - 3,6 7.5 - 5,5
1cbs 7.5 - 0,5 -6,6 - 0,4
1cbx -9,8 -8,6 0,3 13,4 -8,6 0,5
1cde -15,1 - 2,3 -10,6 - 2,1
1cdg -5,6 - 6,9 -5,7 - 6,5
1cil 5,6 - 3,7 -6,8 - 3,9
1enx -6,2 - 6,7 -9,2 - 6,6
1com -9,2 - 3,7 -8,6 - 3,7
1coy -8,8 - 0,4 -8,7 - 0,3
Tctr 7,8 -6,8 1 -6,4 -6,8 2,4
Tctt -6,3 -6,2 0,6 -6,5 -6,2 5

1d3d 157 - 2,1 10,7 - 2,6
1d3p 13,2 - 18 -10,8 - 2,1
1d7x 7,2 - 0,5 -9,7 - 0,4
1dsf 7.7 - 9,3 -9 - 4,8
1dbb 13,2 123 03 -9.4 123 04
1dbj 13,2 104 03 -8,6 104 03
1dbk 12,7 -11 0,9 -8,1 -11 0,4
1dbm 12,6 12,9 05 -9,1 12,9 2

1dd6 -14 - 8,1 -11 - 8,1
1dds -9,8 11,3 3,6 -8,1 11,3 24
1dhf -9.5 101 58 -9,3 -10,1 5,6
1did -47 - 3,7 -6,9 - 4,1
1die -5,9 -2,9 0,4 7.7 -2,9 0,8
1dih -9,5 7.8 2,4 -15,8 7.8 4

1dm2 12,2 - 0,7 -9.5 - 0,7
1dog -7 -5,5 3,7 -10,3 -5,5 3,7
1drl -47 557 0,3 7.8 557 15
1dwb 5,6 -4 0,6 -6,7 -4 0,3
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1dwc
1dwd
1e5
1eap
1ebg
lecv
1eed
1ejn
1ela
1elb
1elc
1eld
1ele
1epb
leta
1etr
lets
1ett
1ezq
1fOr
1f0s
10t
1fOu
1fen
1fh8
1th9
1fhd
1fjs
1fkg
1tki
1fg5
1fvt
1nco
1nis
1nnb
1nsc
1nsd
1odw
10kl
1pbd
1pgp

-10
137
-9,9
12,1
-13
-8,2
-10,2
-9,3
-8,1
22
7.3
-8,5
-8,1
-9,7
-3,8
11,5
13
127
-16,2
11
11,1
-10,4
-8,6
-10,8
-9.4
7,8

7.9
-10,4
-10,7
17,8
12,1

4,9
-5,4
5,8
7,2
11
7,8
11,3
-8,3

ES 2432753713

2,1
1,4
0,3
0,8
0,4
0,2
11.6
0,4

4,1
7,5
0,8
0,4
2,6
1,2
0,7
1,3
0,6

2,4
1,7
1,6
0,6
1,2
0,2
0,8
5,4

1,4
1,3
1,9
0,9
0,6
0,3
1,4
0,7
1,1
3,9
0,5
0,3
2,3
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10,5
11,5
-10,8
-10,2

9,8
10,7
-9,4
-5,7
7.6
6,3
4,7
6,8
-6,5
-4,1
9,5
11,8
-9,5
12,9
9,3
-8,5
-10
11,2
-6,5
12,5
-8,4
11,3
12,6
-8,2
7.6
-15,9
-8,7
11,6
1,4
9,3
12
-10
-8,7
5,9
-9.4
-10,3

0,8
1,4
0,2
2,4
0,3
0,2
10,8
0,3
10
52
7,8
6,7
0,3
2,3
1,7
0,7
1,4
0,5
0,2
0,8
0,3
0,3
1,6
0,4
0,2
6,5
0,4
2,4
1,6
1,3
2,4
0,9
0,4
0,5
0,3
0,2
0,3
1,5
2,7
0,3
2,2
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1pha -12,5 -- 0,7 -8,6 -- 0,5
1phd -7,6 -- 0,8 -6,2 -- 0,3
1phf -7,9 -6 1,8 -5,3 -6 1,1
1phg -11,2 -11,8 1,7 -7,7 -11,8 1,2
1poc -10,7 -- 2,5 -12,4 -- 1,5
1ppc -9,1 -8,8 1,5 -10,3 -8,8 1,1
1pph -8,6 -8,5 0,9 -9,9 -8,5 0,6
1ppi -15,9 -- 1 -13,9 -- 7,6
1ppk -8,5 -10,4 0,6 -11,2 -10,4 0,3
1ppl -9,7 -11,5 0,9 -12,2 -11,5 2,6
1ppm -9,3 -7,9 0,5 -12,9 -7.9 0,6
1pro -15,6 -15,4 1,4 -12,5 -15,4 1,9
1pso -12,2 -14,1 2,6 -9,8 -14,1 5,7
1sbg -11,1 -10,6 0,9 -10,8 -10,6 0.4
1slt -5,2 -- 0,7 -9,1 -- 0,6
1snc -9,8 -6,7 2,5 -11,2 -6,7 1,2
1sre -4,3 -5,4 0,3 -9,6 54 0,3
1sr1j -4,8 -- 0,4 -9,1 -- 0,4
1stp -18,5 -18,3 0,5 -11,2 -18,3 0,6
1tdb -8,1 -- 7.4 -6,9 -- 7,5
1thy -5,2 -- 2,3 -7,4 -- 2,5
1tka -11,2 -- 1,7 -15,2 -- 2,3
1tlp -11,5 -10,3 10,4 -13,3 -10,3 7,3
1tmn -10,2 -10 2,9 -12,7 -10 2,8
1tng -6,5 -4 0,2 -7,3 -4 0,2
1tnh -5,4 -4,6 0,6 -7,6 -4,6 0,3
1tni -3,6 -2,3 2 -5,9 -2,3 2

1tnj -4.1 -2,7 0,5 -6,5 -2,7 0,4
1tnk -3,7 -2 1,1 -6,2 -2 1

1tnl -4,1 -2,6 0,4 -6,2 -2,6 0,2
1tph -5,2 -- 0,2 -8,2 -- 0,2
1tpp -7 - 0,3 7,7 - 1,1
1trk -14,6 -- 0,9 -14,4 -- 2,1
1tyl -5,1 -- 5,2 -5,3 -- 1,1
1ukz -13,5 -- 0,5 -12,6 -- 0,4
1ulb -6,4 -7,2 0,3 -9 -7,2 0,4
1wap -8,1 -- 0,2 -9,9 -- 0,2
1xid -6,3 -- 4 -6,4 -- 4,3
1xie -5,3 -- 2,6 -6,7 -- 3,9
2ack -7,6 -- 1,1 -5,8 -- 0,9
2ada -8,8 -- 0,4 -10,4 -- 0,5
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2ak3 -9,7 -5,3 0,8 -8,5 -5,3 0,6
2cgr -11 -9,9 0,6 11,3 -9,9 0,5
2cht -9,9 - 0,4 -10,8 - 0,5
2cmd -8,6 - 0,8 -10 - 0,5
2cpp -8,5 -8,3 0,2 5,8 -8,3 3

2ctc 7.3 -5,3 15 10,7 -5,3 1,6
2dbl 12,2 11,8 2 -8,9 11,8 08
2 gbp -10,5 104 02 -12,9 10,4 0,1
2ifb -6,1 7.4 2,3 -3,5 7.4 1,9
2lgs -5,4 - 1 7.1 - 5,9
2mep -4 7.1 1,5 -5,4 7.1 1,3
2phh -10,1 -6,4 0,4 -8,6 -6,4 0,4
2pk4 -6,4 432 08 -6,2 432 09
2plv -11,9 - 1,6 -8,2 - 1,2
2r04 7.4 6,22 1,1 7.4 622 07
2r07 -8,7 - 1,5 7.4 - 0,7
2sim -7,6 - 0,9 -10,6 - 0,8
2tmn -11 -6,7 0,6 12,1 -6,7 0,6
2tpi -8,7 -5,9 0,4 -8,1 -5,9 1,2
2upj 11,2 142 31 11,3 142 27
2xis -6 -7.9 2,3 -8,1 -7.9 2,4
2yhx 43 - 1,9 -9,6 - 2,2
3cla -6,5 -494 85 4.8 494 6,1
3dfr -13,8 -14 0,7 -13 -14 0,8
3hvt -8,8 - 0,7 -8,1 - 0,8
3mth 5,4 - 1,2 -4.6 - 5,6
3ptb -6,1 -6,5 0,3 7.4 -6,5 0,2
3tpi 7.3 -5,9 0,6 -9,4 -5,9 0,5
4aah 11,3 - 0,3 -13,3 - 0,3
4cts 7,7 - 0,2 -8,6 - 0,2
Adfr 12,7 132 1,1 12,1 132 1

4fab -16,4 144 45 -8,8 -144 08
4fop 11,7 - 2 -13,9 - 0,5
4fxn 11,2 - 0,7 -16,6 - 1,2
4hmg -6,7 -3,5 0,7 -7 -35 0,7
4phv 14,2 125 08 -10,2 125 55
4tim -0,8 216 08 11,3 216 1,3
4t -5,7 -5,1 1,7 -9.8 -5,1 2,5
4tmn 12,2 139 1,1 14,4 13,9 1,2
4tpi -6,7 -4 0,7 -8,3 -4 0,6
4ts1 -8,6 7.6 0,9 75 7.6 0,8
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5abp
5cpp
5cts

5p2p
5tim

Rtln

5tmn
6abp
6cpa
6rnt

6tim

6tmn
7abp
7cpa
7cpp
7tim

8abp
8atc

8 gch
9abp
9hvp
1 045
1 046
1048
1 a4i
1 g4o0
1952
1953
1 954
1 ghb
1alp
1 gla
1asp
1hbv
1hdc
1hdy
1hef

1hfc

1hgg
1hgh
1hai

1hai

1hih

-8.1
-8,2
-0,2
-9,6
-1,5
1A

-10,9
-8,9
1.4
5,5
5,5
11,1
-6,2
-15,9
6,3
5,4
7.9
11,1
7.1

-10,8
-8,2
-8,2
-6.9
-6.9
-7.9
-8,6
-8,2
-6,5
-6,8
4,2
-8,2
7.5
10,2
9,9
3,7
-10,1
9,2
6,8
6,2
-6,4
4,8
12,5
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-15,7

-3,21
-6,9
-8,1
-19,1

0.1
0.1
0,2
1,9
0,9
24

2,6
0,3
4.8
0,6
0,6
2,4
0,2
3,9

0,2
0,2
0.3
0,5
0,1
1,4
7.9
8,1

5,3
7.9

7.9

0.3
0.8
1.2

10,5*
0,7
3,5
6,1
2,4
1,5
0.6
0,6
0.3
1,4

22

12,1
-5.9
-8,1
-9,2

121

-13,3
11,3
-14.9
-8,2
-8,8
-136
11,7
-15,2
-4.6
11
12,4
11,6
-9.6
12,7
-13,7
-6,8
-6,9
7.1

-6,6
-6,7
-6,4
7.1
-8,3
-10,8
1.7
-9,1
-9.9
7.8

11,4
-10,3
-8,7
-5,7
7.7
-6.4
11,4

-15.7

-3,21
-6,9
-8,1
-19,1

0.2
2,7
0,3
10,4
0,7
18R

2,8
0,4
4.2
0,6
0.4
2,3
0,2
4,1
3,2
0,2
0,2
1.4
0.3
0,2
1,6
4,2
4,5
3.8
3.5
4,3
4,3
4,5
5,1
0.3
0.3
0.3
2,8
3.2
0,5
1,7
6,8
2,3
1,4
23
0,2
0.4
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1hps
1hpv
1hpx
1hri
1hsg
1hsl
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La RMSD media de la puntuacién XP calculada para las afinidades de unién experimentales que usan nuestra
funcién de puntuacion es 1,8 kcal/mol, que representa una mejora de aproximadamente dos veces sobre la RMSD
de puntuacién SP de 3,3 kcal/mol para el mismo conjunto de datos. Indicamos que el calculo de la RMSD que se ha
analizado anteriormente incorpora estimaciones de la energia de tension del receptor, lo que conduce a una
pequena modificacion de los errores que se podrian calcular a partir de la tabla anterior para algunos. Hay muy
pocos casos que usan nuestra funcién de puntuacién con errores superiores a 3 kcal/mol, lo que implica que la
presente funcion de puntuacion tiene una capacidad excelente para distinguir enlazadores débiles (milimolar),
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moderados (micromolar), y fuertes (nanomolar) entre si, una tarea principal en la identificacion sistematica virtual,
una capacidad que sélo esta presente ligeramente en las funciones de puntuacién anteriores. Para la mejora mas
alla de este nivel con respecto a la precision, creemos que se debe introducir flexibilidad en el receptor, y se debe
incorporar un nivel adicional de detalle con respecto a las interacciones proteina-ligando.

La eficacia de nuestro método se basa también en el acoplamiento de un conjunto de compuestos activos conocidos
para un receptor en particular en ese receptor, y ademas en el acoplamiento de una base de datos de 1.000
moléculas de tipo farmaco elegidas aleatoriamente como un conjunto de comparacién. Calculamos el
"enriquecimiento" de compuestos activos de nuestra nueva funcion de puntuacién (que se define a continuacién) en
comparacién con ligandos de bases de datos, y comparamos los resultados con varias funciones de puntuacién
menos eficaces, mas antiguas.

Nuestro conjunto de ensayos solamente incluye ligandos que se ajustan en la versién particular del receptor en
estudio. Las formas del receptor se eligen de modo que estan relativamente "abiertas" para maximizar el nimero de
ligandos que se ajustan. Indicamos la fraccién de ligandos que hemos conservado de un conjunto de datos iniciales
que hemos investigado. Los ligandos se han descartado principalmente basandose en oposiciones estéricas que
bloquean el acceso a un bolsillo. Cualquier ligando que consigue un modo de unién razonable (evaluado mediante
comparacioén directa con una estructura experimental, o por analogia con una estructura conocida) se ha conservado
independientemente de la puntuacién que se le asigna.

En el calculo de la puntuacion de enriquecimiento solo se usan ligandos que tienen afinidades de union
experimentales superiores a 10 uM. Las afinidades y de union de algunos ligandos que se unen con menos fuerza
que ésto se calculan como una comprobacién de la capacidad de nuestra funciéon de puntuacién para discriminar
ligandos que se unen débilmente y fuertemente. El punto de corte en 10 uM se elige por que es lo que se usa por lo
general para definir compuestos "activos" en experimentos de identificacion sistematica de alto rendimiento. El
porcentaje de ligandos aleatorios de bases de datos de los que se espera que compitan en este intervalo de
actividad (suponiendo una evaluacién perfecta computacional y experimental de la afinidad de unién) por lo general
es del orden de un 0,1-1,0 % (aunque estos numeros pueden ser significativamente superiores o inferiores
dependiendo del receptor) o 1-10 compuestos en una base de datos de 1.000 compuestos elegidos aleatoriamente.
Por lo tanto, seria esperar que positivos ciertos en la base de datos aleatorios introdujeran relativamente poco ruido
en nuestros datos de enriquecimiento. La siguiente tabla ilustra compuestos activos totales con 10 uM o mejor
afinidad de unién en comparacién con el total que se ajusta y acopla en el receptor elegido para cada identificacién
sistematica.

Identificacion sistematica Cqmpuestos Total de pocillos acoplados
activos totales

Trombina 15 15
HIV-RT 32 24
COX-2 19 17
P38 1kv2 10 10
P38 b17 50 37
EGFR-tk 127 110
CDK-2 10 6
TK 7 6
Fxa 20 16
Estrogeno 10 8
LCK 169 121
Neuramida. 9 9

AchE 28 25

HIV-proteasa 15 14

Las definiciones convencionales de enriquecimiento encuentran problemas de encuentro cuando se usa un gran
numero de ligandos en un conjunto de ensayos con respecto a las bases de datos aleatorios. Usamos una definicion
que es independiente del nimero de compuestos activos en el conjunto del ensayo, ya que estd determinado
solamente por el nimero de ligandos aleatorios de la base de datos que puntlan mejor que cada activo (por lo tanto,
la clasificacién de compuestos activos de unos con respecto a otros elimina como un elemento).
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La siguiente tabla presenta un numero promedio de ligandos de la base de datos que supera al conjunto que
compuestos activos conocidos para los receptores que hemos estudiado, para tres funciones de puntuacién
diferentes; la nueva funcién de puntuacion, que contiene los términos habilitados mediante nuestros métodos que se
han descrito anteriormente; y dos de puntuacion mas antiguas, que se sabe que son competitivas con otros
enfoques en la bibliografia. Los compuestos activos tienen al menos una actividad de 10 uM. El promedio necesario
se calcula determinando el nimero de ligandos de la base de datos que destaca sobre cada activo, afiadiendo a
continuacién estos valores en conjunto y dividiendo por el nimero de compuestos activos. Por lo tanto, un valor de
cero introducido en la tabla que sigue a continuacion representa una puntuacion perfecta, en la que todos los
compuestos activos superan a los demas ligandos de la base de datos. Se puede observar que, con esta medida, la
funcién de puntuacioén actual es cualitativamente mejor que las funciones de puntuacion mas antiguas para muchos
(sino la mayoria de los receptores) a menudo por un factor de 10 0 mas.

Sefuelos que Superan el Promedio
Identificacion Sistematica Funcién de puntuacion Puntuacion Actual Antigua 1 Antigua 2
Funcién de puntuacién Funcién de puntuacion
AchE 80 560 389
Neuramididasa 14 523 113
Factor XA 5 179 46
P38 1kv2 1 25 187
P38 1bl7 16 133 278
HIV-RT 15 46 110
COX-2 18 57 121
CDK-2 2 18 180
Trombina 1 76 17
HIV proteasa 22 124 60
Estrégeno 11 4 25
LCK quinasa 35 317 291
EGFR 32 407 452
Termolisina 5 N/D 0
Timidina Quinasa 0 0 13

Los métodos que se han descrito anteriormente se pueden usar de muchas formas. En un ejemplo en particular, tal
como se ha descrito, los métodos se pueden usar para calcular valores numéricos para contribuciones de diversos
términos a la afinidad de unién. En otro ejemplo en particular, los contribuyentes fundamentales para cada término
se pueden ilustrar visualmente en una interfaz grafica de usuario (GUI). La visualizacion de dichos términos es Util en
el disefio de nuevas moléculas, que podria aprovechar las caracteristicas fundamentales de la cavidad del sitio
activo de la proteina (tal como sitios en los que las moléculas de agua estan envueltas hidrofébicamente tal como se
ha descrito anteriormente). También se puede usar una visualizaciéon para determinar las regiones de un compuesto
activo que no son importantes para conseguir una unién fuerte a la proteina. Dichas regiones las puede modificar a
continuacioén los quimicos médicos para dar a la molécula otras propiedades que son necesarias para una eficacia
farmacéutica in vivo, por ejemplo, mejor absorcién a través del sistema digestivo, evitacién de toxicidad, mayor
solubilidad, y mejora de reacciones metabolicas no favorables.

La envoltura hidrofébica se puede visualizar identificando el grupo de atomos hidrofébicos en el ligando que estan
envueltos, identificando los atomos o restos de la proteina cuya participacion en la envoltura se detecta con el
algoritmo, y usando forma, color, y textura de la presentacién de los atomos del ligando y de la proteina en cuestion
para resaltar que estas regiones.

Esta visualizacion puede permitir que un quimico médico entienda qué partes del ligando deben permanecer
hidrofébicas (es decir, no se deberian modificar para incorporar un grupo hidrofilico), y que restos/atomos de la
proteina son responsables de la creacién de la envoltura. También es posible usar datos a partir de mdltiples
ligandos para crear un mapa completo de regiones de la proteina que son capaces de conducir a un término de
envoltura favorable. A continuacién se puede disefiar un nuevo ligando que aproveche tantas de estas regiones
como sea posible, y que aproveche cada region en la mayor medida.
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Los enlaces de hidrégeno neutro-neutro que obtienen refuerzos se pueden visualizar resaltando la proteina y los
grupos dadores y aceptores del ligando que forman los enlaces de hidrégeno en cuestion, asi como los grupos de
proteina que contribuyen a la envoltura hidrofébica requerida del enlace de hidrégeno. Dicha visualizacion indicaria
grupos fundamentales en el ligando que solo se deberian reemplazar con otros grupos capaces de conseguir los
mismos refuerzos especiales.

Los enlaces de hidrégeno cargado-cargado especiales se pueden visualizar resaltando la proteina y los grupos
dadores y aceptores del ligando que forman el enlace o enlaces de hidrégeno en cuestion.

Para ambos enlaces de hidrégeno neutro-neutro y cargado-cargado, existe un criterio para asignar el refuerzo que
implica evaluar el grado de solvatacién del grupo en cuestion en la proteina. Esto se puede visualizar mediante la
visualizacion de moléculas de agua explicitas que rodean los grupos en cuestion.

La visualizacién puede ser Util incluso si las contribuciones numéricas a la afinidad de unién no se calculan. La
visualizacion puede hacer una contribucion especifica al disefio de nuevos compuestos, y dar lugar a procesos de
optimizacion en los que los compuestos activos se modifican para mejorar una amplia gama de propiedades al
mismo tiempo que se conserva la potencia.

Las realizaciones de la invencion se pueden aplicar en circuitos electrénicos digitales (0 en hardware, firmware,
software del ordenador), 0 en combinaciones de los mismos. Las realizaciones de la invenciéon se pueden aplicar
como un producto para programa informatico, es decir, un programa informatico incorporado de forma tangible en un
soporte de informacién (por ejemplo, en un dispositivo de almacenamiento legible con maquina o en una sefal
propagada) para su ejecucion por, o para controlar el funcionamiento de, aparatos de procesamiento de datos (por
ejemplo, un procesador programable, un ordenador, o multiples ordenadores). Un programa informatico se puede
escribir con cualquier forma de lenguaje de programacion, que incluye los lenguajes compilado o interpretado, y que
se puede desplegar de cualquier forma, que incluye como un programa auténomo o como un modulo, componente,
subrutina, u otra unidad adecuada para su uso en un entorno informatico. Un programa informatico se puede
desplegar para su ejecucién en un ordenador o un mdultiples ordenadores en un sitio o distribuidos a través de
multiples sitios e interconectados mediante una red de comunicacién.

Las etapas del método de las realizaciones de la invencién se pueden realizar con uno o mas procesadores
programables que ejecutan un programa informatico para realizar funciones de la invencion funcionando sobre datos
de entrada y generando datos de salida. Las etapas del método también se pueden realizar con, y el aparato de la
invencién se puede aplicar como, circuitos l6gicos con fines especiales (por ejemplo, una FPGA (matriz de puertas
programables por campo) o un ASIC (circuito integrado de aplicacion especifica).

Los procesadores adecuados para la ejecucion de un programa informatico incluyen, a modo de ejemplo,
microprocesadores de fines tanto generales como especiales, y uno cualquiera o mas procesadores de cualquier
tipo de ordenador digital. Generalmente, un procesador recibira instrucciones y datos de una memoria de sélo
lectura 0 una memoria de acceso aleatorio o ambas. Los elementos esenciales de un ordenador son un procesador
para ejecutar instrucciones y uno o mas dispositivos de memoria para almacenar instrucciones y datos.
Generalmente, un ordenador también incluird, o estara acoplado operativamente para recibir datos de o transferir
datos a, 0 ambos, uno o mas dispositivos de almacenamiento masivo para almacenamiento de datos (por ejemplo,
discos magnéticos, discos magneto épticos, o discos Opticos). Los soportes de informacién adecuados para contener
instrucciones y datos del programa informatico incluyen todas las formas de memoria no volatil, que incluyen a modo
de ejemplo dispositivos de memoria de semiconductores (por ejemplo, EPROM, EEPROM, dispositivos de memoria
ultrarrapida; discos magnéticos (por ejemplo, discos duros internos o discos extraibles; discos magneto épticos; y
discos CD ROM DVD-ROM). El procesador en la memoria se puede complementar con, o incorporar en circuitos
I6gicos con fines especiales.

La invencién se puede aplicar en un sistema informatico que incluye un componente de respaldo (por ejemplo, como
un servidor de datos) o que incluye un componente middleware (por ejemplo, un servidor de aplicaciones) o que
incluye un componente frontal (por ejemplo, un ordenador cliente que tiene una interfaz grafica de usuario o un
navegador Web a través del cual un usuario puede interactuar con una aplicacion de la invencién) o cualquier
combinacion de dichos componentes de respaldo, middleware, o frontal. Los componentes del sistema pueden estar
interconectados mediante cualquier forma o medio interconectar de comunicacion de datos digitales (por ejemplo,
una red de comunicacion). Ejemplos redes de comunicacion incluyen una red de area local ("LAN") y una red de
area amplia ("WAN?") (por ejemplo, Internet).

El sistema informatico puede incluir clientes y servidores. Un cliente y un servidor generalmente estan alejados entre
si y por lo general interactlan a través de una red de comunicacion. La relacion entre cliente y servidor se presenta
en virtud de programas informaticos que se ejecutan en los respectivos ordenadores y que tienen una relaciéon
cliente-servidor entre si.

Se debe observar que la descripcidon anterior pretende ilustrar to y no limitar el alcance de la invencion, que se define
por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otras realizaciones estan dentro del alcance de las siguientes
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reivindicaciones.

Apéndice |

Puntuacién de Empaquetamiento Hidrofébico
1) Asignar los grupos hidrofébicos de ligandos:

Los atomos de ligandos se asignan a ‘grupos fébicos’ Ny cada uno con un conjunto de atomos {j}. Cada grupo fébico
se define por un conjunto de atomos de carbono conectados, sin interrumpir mediante conexiones atémicas polares.
Atomos de carbono conectados a atomos polares no estan incluidos en el grupo. Grupos de tamafio uno no
contribuyen a la puntuacion.

A partir de este punto para cada grupo se hace la puntuacion siendo el resultado neto la suma de las puntuaciones
de cada grupo. Lo siguiente (etapas 2 a través de 6) describe la puntuacién para cualquier grupo en particular.

2) Calcular los contactos con atomos de proteinas fobicas;

Para cada atomo del ligando j que esta en el grupo fébico, calcular el numero total de contactos, cont (j) con atomos
de proteinas fobicas que estan dentro de una distancia de 3,0 A mas la suma de los radios de vdw del atomo del
ligando (vdw_ j) y de la proteina (vdw_ k) (la suma total es aproximadamente 6 A para atomos tipicos de ligando y
proteina). Para cada par de contacto cix que corresponde a pares de atomos (j, k), almacenar la distancia del
contacto r_ (j, ci) y el vector v (j, ci) = r«- ri entre los atomos de ligando y proteina en contacto. Tal como se indicaba
anteriormente r_ jk <= 3,0 + vdw_ i + vdw__j. En este proceso, mantener el seguimiento del par de contacto jk_ min
con la distancia de contacto mas pequeia r_ jk. Marcar el vector del par de contacto mas pequefio vo. Este vector se
denomina ’'vector de referencia’.

3) Calcular los angulos con el vector de referencia.

Para cada atomo del ligando j en el grupo y todos sus contactos cik= (1, cont (j)), calcular el angulo, ang (j, ci) entre
el vector v (j, cik) y el de vector referencia vo.

4) Calcular la puntuacién de contacto radial.

Para un atomo dado j de un grupo, la puntuacion del contacto radial Sj(r) es una funciéon de rampa lineal entre 0 y 1
derivada como sigue a continuacion a partir de los contactos totales que hace el ligando, cont(j).

Sj(r) = 0,0 si cont(j) <= 20
Sir) = 1,0 si cont(j) >=32 (A1)
8j(r) = (cont(j) — EI},D]H_Z,{J si 20 < cont(j) < 32.

5) Calcular la funcion angular.

Para un dtomo dado j del grupo de cada contacto ci (cik = 1, cont (j)) que hace el &tomo, se calcula una puntuacién
angular, Si (a). Para calcular esta puntuacién primero es necesario validar la distancia de contacto r_ (j, ci) en
valores enteros m =1-6 por simple tratamiento de la distancia de valor real. La funcion angular es entonces una
funcién de rampa lineal del angulo ang (j, ci) con limites determinados por la validacion del contacto m;

Si(a) = 0,0 siang(j,c;) < amin(m)
Sk(a) = 1.0 51 ang(50) > améx(m) (A2)
Sik(a) = P (m)*(ang(j,cjk) — amin(m))/(amax(m) — amin(m)).

siendo amax (m) y amin (m) los angulos maximo y minimo por validacién m tal como sigue a continuacion (en
grados)

m = 1-3: amin = 120, améax = 140
m=4 amin = 120, amax = 140
m=5 amin = 140, amax = 180
m=6 amin = 150, amax = 180
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y p(m) es el factor de peso para cada intervalo angular:

m=1-4; p=1,0
m=5 p=0,7
m=6 p=0,6

La puntuacién angular total Sj(a) para el atomo j se calcula a continuacion simplemente como la suma de todos los
valores Sjk(a);

S5i(8) = Zicrcomgy  Si@ (A4

6) Calcular puntuacion total del grupo, puntuacién de empaquetamiento total.

La puntuacién del empaquetamiento total del grupo para el grupo ith de Sg(i) es simplemente la suma de las
puntuaciones angulares Sj(a) multiplicada por las puntuaciones del contacto Si(r);

Se(i)=Zj Si() * S; (a). (AS5)

La puntuacion del empaqguetamiento total hidrofobico Es-emp €S la suma negativa de las puntuaciones del grupo;

E’fo_emp: 'Ei" 1.Ng SE(I) (AG]'

Apéndice I
Escalado de refuerzos de enlaces de H especiales

Lo siguiente describe el escalado de la puntuacion del enlace de H especial (Eng espec) @ medida que la geometria
difiere de la idealidad.

Un enlace de H tipico se produce entre un 'dador’ de hidrégeno (enlace de NH por ejemplo), y un ’aceptor de
hidrégeno’ (atomo de O del carbonilo). La calidad del enlace de H se mide por el grado en el que el angulo 6 entre el
vector del enlace N-H y el vector H - O difiere de la colinealidad (un angulo de 180 grados es colineal). Ademas, la
distancia Ron entre los atomos de H y O esta idealmente en el intervalo de aproximadamente 1,8 A. La funcién de
puntuacion tipica del enlace de H usa funciones lineales de los parametros 8 y Ron para designar una calidad de Enp
del enlace de H como;

Ew=A*S@)*SO (A9)

en la que A es una constante y S(r) mide la desviacién de la distancia ‘6ptima’ ro;
S(I') =1,0, si Roy=<ro
S(r) = ( Ron—1o)/(fm — To) , si o<Row<rm  (A10)
S(r) = 0,0, siRok2 Iy

rm €s la distancia maxima permisible del enlace de H. La funcidén angular tiene una forma similar:
S®)=1,0,si 8 >0 0

S(0) = (0 —0m)/( Bg - Bm), si By<B<By (A11)

S(8)= 0,0, si © <8y
en la que 6 es el angulo maximo y 6m es el angulo minimo permitido en la parametrizacién.
Hasta que un enlace de H cumpla los requisitos como un par de enlace de H especial, debe tener un valor de Eny
superior a -0,05 tal como se parametriza en Glide. Una vez que se declara adicionalmente que el enlace de H

especial cumple todos los criterios descritos en la Sec. C, se asigna un refuerzo de base Egase de -3 0 -2 (-3 para un
par y -2 para el segundo par si existen dos pares que comparten el mismo atomo). Este refuerzo de base se reduce
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a escala a continuacién usando una funcioén angular de la forma de la Ec. (A11) con 6 como 1352y 8, de 120°. A
cada enlace del par se le asigna un factor de escala angular S1, S2. El producto del factor de escala angular para
cada enlace S1*S2 del par es el factor de escala neta aplicado al refuerzo de base,

Ehb_espec = Sl*Ez*Ebase {Alz)

Si el atomo del ligando esta cargado formalmente, no se aplica ningun factor de escala.

Una segunda clase de enlaces de H bonds implica &tomos aceptores en anillos (por lo general atomos de N) con un
atomo de H. En este caso la calidad del enlace de H es 6ptima cuando el eje del dador es paralelo a la direccion del
par libre de electrones del dador Unico. La direccion del par libre de electrones se aproxima como la suma de los
vectores que conectan los atomos R1 a A, y R2 a A, en la que R1 y R2 son los atomos del anillo conectados al
atomo A aceptor del anillo. Se calcula el angulo 6 entre el vector del par libre de electrones y el eje del dador N-H.
Un factor de escala Si, de la forma de la Ec. (A11) se calcula con 6p = 130° y 61, = 100°. En estos casos los factores
de escala S1 0 S2 se multiplican por S1p, es decir, dos porciones angulares escalan una escala del enlace de H dado
del par.
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REIVINDICACIONES

1. Un método implementado por ordenador para caracterizar la interaccion de un ligando propuesto (20) con un
receptor especificado (22) mediante el acceso a datos a partir de los que el ordenador calcula un valor
representativo de dicha interaccion, VRI, comprendiendo dicho método puntuacién por ordenador de interacciones
hidrofébicas entre uno o mas atomos del ligando (24-32, 50) y uno o mas atomos del receptor (34-38, 56),
comprendiendo dicha puntuacion por ordenador al menos siguientes etapas:

a) recibir datos representativos de atomos en el ligando acoplado con el receptor;

b) actuar sobre dichos datos para identificar grupos de al menos tres atomos del ligando lipofilico conectados
covalentemente que presentan interaccion hidrofébica con uno o méas atomos del receptor lipofilico e
interacciones hidrofébicas de puntuacion de dichos atomos del ligando con dichos atomos del receptor;

c) asignar una primera asignacién por la presencia de envoltura hidrofébica para cada uno de dichos grupos de
al menos tres atomos del ligando lipofilico conectados covalentemente que presentan interacciéon hidrofébica
con atomos del receptor en lados opuestos de dicho grupo, y no para cualquier grupo cuyo tamafo sea inferior
atres;y

d) calcular el VRI que incluye dicha primera asignacion determinada en la etapa (c).

2. El método de la reivindicacion 1 en el que el célculo de VRI incluye adicionalmente al menos un término
representativo de al menos uno de los siguientes: energia libre, entalpia y entropia.

3. El método de la reivindicacién 1 en el que las interacciones hidrofébicas de puntuacion incluyen el calculo de un
componente de puntuacion del area superficial, SASC, que varia como una funcién del area superficial del contacto
hidrofébico-hidrofobico entre atomos del ligando y atomos del receptor, y la primera asignacién por la presencia de
envoltura hidrofébica da como resultado un aumento del VRI con respecto a un VRI hipotético que se obtendria
usando el SASC pero no la primera asignacion.

4. El método de la reivindicacién 1 en el que las interacciones hidrofébicas de puntuacion incluyen el calculo de un
término de energia del par atomo-atomo, y la primera asignacién por la presencia de envoltura hidrofébica da como
resultado un aumento del VRI con respecto a un VRI hipotético que se obtendria usando la suma del término de
energia del par atomo-atomo pero no la primera asignacion.

5. El método de la reivindicacién 3 en el que las interacciones hidrofébicas de puntuacién incluyen adicionalmente el
céalculo de un término de energia del par atomo-atomo, y la primera asignacion por la presencia de envoltura
hidrofébica da como resultado un aumento del VRI con respecto a un VRI hipotético se obtendria usando la suma
del término de energia del par &tomo-atomo mas el término SASC, pero no la primera asignacion.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en el que dicho valor de VRI se usa con un programa
informatico y el método se usa para simular el acoplamiento del ligando en el receptor para producir la estructura del
complejo receptor-ligando.

7. El método de la reivindicacién 6 en el que el método se usa para ayudar en la asignaciéon de una estructura al
complejo receptor-ligando.

8. El método de la reivindicacion 6 en el que el VRI se usa para evaluar la afinidad de unién del ligando a una
estructura del complejo proteina-ligando producida por el programa de acoplamiento.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4 en el que el célculo de dicho valor de VRI comprende
asignar un valor representativo de la interaccion receptor-ligando en una estructura predeterminada de receptor-
ligando.

10. El método de la reivindicacion 9 en el que dicha estructura predeterminada de receptor-ligando se obtiene a
partir de un programa de acoplamiento a partir de simulaciones dinamicas moleculares, o a partir de minimizaciones
que usan un modelo continuo de solvatacién.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 4 que comprende adicionalmente generar una
presentacién grafica de caracteristicas estructurales del complejo receptor-ligando que contribuyen a un mayor VRI
debido a envoltura hidrofébica.

12. El método de la reivindicacién 11 que comprende adicionalmente producir una presentacion grafica generada por
ordenador del complejo en el que los atomos del receptor que contribuyen a la envoltura hidrofébica de uno o mas
atomos del ligando estan resaltados graficamente para proporcionar una imagen fisica de la envoltura.

13. El método de la reivindicacion 11 en el que superficies del receptor que estan implicadas en la envoltura
hidrofébica del ligando estan resaltadas en la presentacion.
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14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en el que dicho método se usa para seleccionar compuestos
a ensayar experimentalmente.

15. El método de la reivindicacién 1 en donde el método comprende una o mas de las siguientes etapas en cualquier
orden siempre y cuando la etapa (g) se realice en ultimo lugar:

a) calcular un término que represente dicha primera asignacion de envoltura hidrofébica;

) calcular un término que represente refuerzos electrostaticos;

) calcular un término que aumente VRI para enlaces de hidrégeno (H) en regiones hidrofébicas;
) calcular un término que represente pares de enlaces de H;

) calcular términos que representen cationes nt y apilamientos T;

f) calcular un término que represente un par lipofilico convencional; y

g) calcular la puntuacién a partir de una suma de términos.

b
c
d
e

16. El método de la reivindicacion 1 en el que la presencia de envoltura hidrofobica se determina realizando al
menos las siguientes etapas:

a) localizar atomos del receptor lipofilico que estan dentro de una distancia especificada del punto de corte de
un atomo hidrofébico del ligando;

b) determinar la distribucién espacial y angular de atomos del receptor lipofilico alrededor del &tomo del ligando
hidrofébico;

c¢) adjudicar la primera asignacion basandose en la distribucion espacial y angular de los atomos del receptor
lipofilico alrededor del atomo del ligando hidrofébico.

17. El método de la reivindicacién 1 en el que un valor para la primera asignacion atribuible a dicho grupo conectado
de atomos del ligando se determina realizando al menos las siguientes etapas:

a) calcular la distancia entre un atomo del ligando lipofilico en el grupo y uno o mas atomos lipofilicos del
receptor;
b) evaluar el grado de envoltura del atomo del ligando lipofilico mediante una férmula que incluye términos que
representan la dispersion angular de los atomos del receptor lipofilico y su distancia desde el atomo del ligando
lipofilico, y asignar el valor para la primera asignacién que se esta basando en dicha evaluacién del grado de
envoltura.

18. El método de la reivindicacion 17 en el que una mayor dispersién angular de atomos del receptor que estan
dentro de una distancia especificada del punto de corte del atomo del ligando da como resultado un valor de VRI
mas elevado usando dicha férmula.

19. El método de la reivindicacion 1 en el que dicho grupo de atomos del ligando conectados incluye un conjunto de
atomos de carbono conectados sin interrumpir mediante conexiones de atomos polares.

20. El método de la reivindicacion 1 en el que el ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y el método
incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrégeno entre los atomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;

c) asignar una segunda asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrégeno sin la envoltura,

estando adicionalmente dicho método caracterizado por que se detecta un enlace sencillo de hidrégeno del ligando
con el receptor, y se adjudica una segunda asignaciéon de enlace de hidrégeno sencillo especial si ese enlace de
hidrégeno y su entorno satisfacen una o mas de las siguientes condiciones:

(a) un atomo dador o aceptor de enlaces de hidrégeno del ligando es: i) nitrégeno; ii) en un anillo o iii) ambos (i)
y (ii);

(b) un atomo del ligando forma parte de un grupo de atomos dadores de enlaces de hidrégeno y todos los
dadores del grupo estan unidos por hidrégeno al receptor;

(c) el receptor es una proteina y atomos del receptor que participan en el enlace de hidrégeno son parte de la
estructura principal de la proteina;

(d) el atomo dador o aceptor del receptor apropiado en la estructura de apoproteina esta poco solvatado;

(e) se calcula la suma de los factores angulares en términos de envoltura para el atomo pesado del ligando
implicado en el enlace de hidrégeno y cualquiera de los atomos de carbono unidos a este atomo, y se requiere
que la suma supere un umbral especificado y se adjudica una segunda asignaciéon de enlace de hidrégeno
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sencillo especial si ese enlace de hidrégeno y su entorno satisfacen la siguiente condicion: la suma de los
factores angulares en términos de envoltura para el atomo pesado del ligando implicado en el enlace de
hidrégeno y se calcula cualquiera de los atomos de carbono unidos a este atomo, y se requiere que la suma
supere un umbral especificado.

21. El método de la reivindicacion 1 en el que ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y el método
incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrogeno entre los atomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;

c) asignar una segunda asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrégeno sin la envoltura,

adicionalmente caracterizado por que
la etapa (d) comprende el uso de un programa de adicién de agua basado en la reticula para evaluar la solvatacién
del atomo dador o aceptor en una estructura de apoproteina del receptor.

22. El método de la reivindicacion 21 en el que se requieren atomos que tengan menos de 3 moléculas de agua en
contacto para cumplir con los requisitos para la segunda asignacion.

23. El método de la reivindicacién 1 en el que el ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y la
puntuacion de interacciones hidrofobicas incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrégeno entre los atomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;

c) asignar una segunda asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrégeno sin la envoltura, comprendiendo el método designar pares de
enlaces de hidrégeno ligando-receptor y adjudicando una segunda asignacién de enlace de hidrégeno del par
especial usando uno o mas de los siguientes criterios:

(i) pares de enlaces de hidrogeno multiples no cumplen con los requisitos para la segunda asignaciéon de
enlace de hidrégeno del par especial cuando los atomos de unioén estan separados por mas de un enlace
de rotacién, en el que los grupos OH cuentan como de no rotacién en este calculo;

(ii) uno o mas de los siguientes tipos de pares de enlaces de hidrégeno del receptor de ligando no cumplen
con los requisitos para la segunda asignacién de enlace de hidrégeno del par especial:

1) enlaces de H de poca calidad (< 0,05 para la puntuacién del par HB);

2) pares que implican el mismo atomo de proteina neutra;

3) pares implicados en un puente salino si el potencial electrostatico en el atomo de ligando no esta por
debajo de un punto de corte;

4) pares del puente salino si el &tomo del receptor esta implicado en un puente salino proteina-proteina;
5) pares dador/dador del ligando que vienen de grupos NH_x x >= 2 en los que N no forma parte de un
anillo y tiene carga formal cero;

6) atomos de proteina cargados formalmente con mas de 8 segundas envolturas de moléculas de agua
en el estado de no unién;

7) enlaces de H con carga neutra en donde el &tomo de proteina no esta en un puente salino;

8) pares de diferentes atomos aceptores neutros en el ligando;

9) Pares de enlaces de H neutros que no cumplen individualmente con los requisitos para refuerzos de
enlace de hidrégeno sencillo; y

10) el OH del ligando se une al H receptor si el atomo del receptor tiene carga formal cero

(iii) para pares en los que los atomos de ligando del par tienen individualmente carga formal neta cero, a los
enlaces de hidrogeno se les adjudica una segunda asignacién para dicha envoltura hidrofébica en la que la
puntuacion de dicha interaccién hidrofébica esta optimizada para pares de enlaces de hidrégeno.

24. El método de la reivindicacién 23, en el que se usan las siguientes condiciones en la realizacion de la etapa (c)
de la reivindicacién 23 para determinar si el par del enlace de hidrégeno tiene una puntuacion de envoltura
hidrofébica por encima de una puntuacién del punto de corte para recibir la segunda asignacién del par del enlace de
hidrégeno:
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a) atomos del ligando en el par deben formar parte del mismo anillo o, para atomos del ligando que no estan en
el anillo, los a&tomos del ligando deben estar conectados directamente al mismo anillo; y

b) se detecta hidrofobicidad en una regién del enlace de hidrégeno y se afaden factores angulares para
términos de envoltura y la suma supera dicho umbral especificado usando el par de atomos del ligando del
enlace de hidrégeno y los atomos del ligando en el anillo conectados directamente con los atomos del ligando
que participan en el enlace de hidrégeno; y

¢) si un atomo del ligando del par no es un atomo del anillo pero esta conectado a un anillo, la suma incluye
atomos del anillo que son vecinos cercanos al atomo del ligando que no esta en el anillo.

25. El método de la reivindicacion 23 en el que se evita el doble recuento de enlaces de hidrégeno especiales
sencillos buscando primero pares y excluyendo cualquier enlace de hidrégeno reforzado encontrado en la lista de
pares a partir de la lista de refuerzo de enlace de H sencillo.

26. El método de la reivindicacion 23 en el que se aplica cada uno de los siguientes criterios:

d) atomos del ligando en el par deben formar parte del mismo anillo o, para atomos del ligando que no estan en
el anillo, los atomos del ligando deben estar conectados directamente al mismo anillo;

e) se detecta hidrofobicidad en una region del enlace de hidrogeno y se afiaden factores angulares para
términos de envoltura tal como se describe en la reivindicacién 31, parte (e), usando el par de atomos del
ligando del enlace de hidrogeno y los atomos del ligando en el anillo conectados directamente con los dtomos
del ligando que participan en el enlace de hidrégeno;

f) si un atomo del ligando del par no es un atomo del anillo pero esta conectado a un anillo, la suma incluye
atomos del anillo que son vecinos cercanos al atomo del ligando que no esta en el anillo; y

g) la segunda asignacion adjudicada al par del enlace de hidrégeno es -3 kcal/mol.

27. El método de la reivindicacién 1 en el que el ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y la
puntuacion de interacciones hidrofobicas incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrégeno entre los d&tomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;

c) asignar una segunda asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrogeno sin la envoltura, y en el que la magnitud de la segunda asignacion
para envoltura hidrofébica esta evaluada con al menos las siguientes etapas:

determinar la presencia de singletes de enlaces de hidrégeno, pares correlacionados de enlaces de
hidrégeno vy tripletes de enlaces de hidrégeno, y
asignar diferentes valores por enlace a singlete, par y tripletes de enlaces de hidrégeno.

28. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que el ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y
la puntuacién de interacciones hidrofébicas incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrégeno entre los d&tomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;

c) asignar una segunda asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrégeno sin la envoltura, y en el que el método que asigna un valor para
enlaces de hidrégeno entre grupos de atomos neutros de un ligando y un receptor mediante un método que
comprende,

evaluar el grado de solvatacién del receptor, y

adjudicar un refuerzo de enlace de hidrégeno neutro-neutro dependiendo del grado de solvatacién del receptor.

29. El método de la reivindicacién 1 en el que el ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y la
puntuacion de interacciones hidrofébicas incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrégeno entre los atomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;

c) asignar una segunda asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrégeno sin la envoltura, y en el que dos pares de enlaces de hidrégeno
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satisfacen los criterios para adjudicar una segunda asignacion, los dos pares comparten un atomo en comun.
30. El método de la reivindicacién 29 en el que la segunda asignacién para el segundo par es de -2 kcal/mol.

31. El método de la reivindicacion 23 en el que la segunda asignacion asignada al par de los enlaces de hidrdégeno,
denominada en lo sucesivo "refuerzo de base", se reduce de acuerdo con la siguiente férmula:

» reducir el refuerzo de base usando una funcién angular:
S(8) = (8 — 8.)/( Og - Bn), Si B<B<B,

en la que 8§ es el angulo maximo y 6, es el &ngulo minimo permitidos en la parametrizacion, S(6) = 1,0,
sif =69y S(0) =0,0,si0<6n
« asignar a cada enlace del par un factor de escala angular S1, S2;y
« aplicar el producto Ens espec del factor de escala angular para cada enlace S1 *S2 del par al refuerzo de
base Epase, de acuerdo con la férmula Enp espec = S1*S2*Epase-

32. El método de la reivindicacion 31 en el que 6 es 135° + 5%y 6, es 120° + 5°.

33. El método de la reivindicacion 28 en el que la solvatacion de compareros del enlace de hidrégeno de la proteina
en un enlace de hidrogeno neutro-neutro se evalla aplicando un algoritmo basado en la reticula para afadir
moléculas de agua explicitas, y hacer el recuento del nimero de dichas moléculas de agua en la primera y la
segunda envolturas alrededor del grupo de proteina en cuestion

34. El método de la reivindicacién 1 en el que el ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y la
puntuacion de interacciones hidrofébicas incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrogeno entre los atomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;

¢) asignar una segunda asignacién a enlaces de hidrogeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrégeno sin la envoltura, y en el que el método comprende adicionalmente
producir una representacién generada por ordenador del complejo en la que los enlaces de hidrégeno que
reciben una segunda asignacién especial debido a la envoltura hidrofébica estan resaltados en una
presentacion gréfica.

35. El método de la reivindicacion 1 en el que el ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y el método
incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrégeno entre los d&tomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;

c) asignar una segunda asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrégeno sin la envoltura, y la envoltura de enlaces de hidrégeno que
reciben una segunda asignacion especial debido a la envoltura hidrofébica esta resaltada en una presentacion
grafica generada por ordenador.

36. El método de la reivindicacién 35 en el que atomos del receptor que participan en la envoltura hidrofébica de
enlaces de hidrégeno que reciben una segunda asignacion estan resaltados en una presentacion grafica.

37. El método de la reivindicacion 35 en el que atomos del receptor que participan en la envoltura hidrofébica de
enlaces de hidrégeno que reciben una segunda asignacion estan resaltados a través de una presentacion de
superficies hidrofébicas del receptor.

38. El método de la reivindicacién 1 en el que el ligando incluye grupos de atomos del ligando neutros y la
puntuacion de interacciones hidrofébicas incluye:

a) identificar uno 0 mas enlaces de hidrogeno entre los atomos neutros del ligando y el receptor;

b) determinar atomos del ligando conectados al grupo o grupos de enlace de hidrégeno;
¢) asignar una segunda asignacion a enlaces de hidrégeno basandose en (a) si existe envoltura hidrofébica de
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los atomos del ligando implicados en los enlaces de hidrégeno, y los atomos del ligando conectados a los
grupos de enlace de hidrégeno, y ademas en (b) si los atomos del ligando identificados en (a) se benefician de
envoltura en la que (i) los atomos del ligando son lipofilicos o (ii) los atomos del ligando han hecho su
complemento total de enlaces de hidrégeno sin la envoltura, y en el que el método comprende adicionalmente
producir una representacién generada por ordenador del complejo en la que los atomos del ligando conectados
a enlaces de hidrégeno que reciben una segunda asignacién especial debido a la envoltura hidrofébica estan
resaltados en una presentacion gréfica.

39. El método de la reivindicacién 1 en el que regiones del receptor capaces de proporcionar envoltura hidrofébica a
grupos adecuados del ligando se detectan realizando simulaciones dindmicas moleculares e identificando regiones
en las que las moléculas de agua tienen potenciales quimicos desfavorables.

40. El método de la reivindicaciéon 1 o en el que regiones del receptor capaces de proporcionar envoltura hidrofébica

a grupos adecuados del ligando se detectan colocando moléculas de agua rodeando al receptor y detectando
entornos envueltos con estas moléculas de agua.
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