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DESCRIPCION
Funcién de puntuacion de afinidad de enlace que incluye un término de penalizacion
Campo técnico

La invenciéon se encuentra en el campo general de los procedimientos informaticos para estimar la afinidad de
enlace entre un ligando y una molécula receptora, que es una proteina.

Antecedentes

Muchos farmacos funcionan enlazandose quimicamente a receptores moleculares especificos. Los receptores
moleculares son tipicamente proteinas especificas (un término que incluye glicoproteinas y lipoproteinas) en un
animal tal como un ser humano, y el disefio y seleccién de farmacos se puede facilitar estimando de manera precisa
la afinidad de enlace de un farmaco a una proteina o, mas generalmente, estimando la afinidad de enlace de un
ligando a un receptor, donde el término receptor se utiliza para referirse a cualquier porcién que se enlace
especificamente al ligando.

Una forma de determinar la afinidad de enlace receptor-ligando utiliza la estructura molecular que resulta cuando el
ligando se enlaza al receptor ("el complejo ligando-receptor"). Dichas estructuras se pueden estudiar mediante
cristalografia de rayos X. El Banco de Datos de Proteinas (PDB) accesible al publico contiene actualmente mas de
70.000 estructuras cristalinas de rayos X, y las empresas farmacéuticas y biotecnolégicas tienen un orden de
magnitud de mas estructuras propias. Muchas de estas estructuras han sido cristalizadas junto con moléculas
pequerias enlazadas a las mismas. El examen de dichas estructuras y el aprovechamiento de los conocimientos asi
obtenidos para disefar nuevos inhibidores mas potentes y mas especificos, se denomina disefio de farmacos
basado en estructura.

El modelado computacional facilita el disefio de farmacos basado en estructura. Un aspecto del modelado detallado
a continuacién implica funciones de puntuacion que utilizan técnicas de simulacion, tales como dinamica molecular,
Monte Carlo o célculos electrostaticos continuos. Las funciones de puntuacion pueden ser problematicas cuando se
requiere calcular una diferencia muy pequefa (la afinidad de enlace) entre dos nimeros muy grandes (las energias
libres del complejo y de la proteina y ligando separados). Un enfoque alternativo es desarrollar una funcion de
puntuacion empirica, basada en la geometria del complejo, que evalie directamente la cantidad deseada. Este
enfoque tiene la ventaja de ser extremadamente rapido, asi como apto para adaptarse a los datos experimentales,
donde una gran cantidad de los cuales esta ahora a disposicion del publico. El documento US 2007/0061118 A1, de
propiedad comun, describe dichas funciones de puntuacién.

Es deseable aumentar la precisién y robustez de las funciones de puntuacion mediante mejoras materiales en la
forma funcional que reflejen mejor la realidad fisica. La solicitud PCT W0/2008/141260, de propiedad comdin,
describe mejoras destinadas a mejorar el orden de clasificacion de las afinidades de enlace de una serie de ligandos
enlazados a un receptor especifico.

Un segundo problema importante con las funciones de puntuacion es que pueden asignar mejores puntuaciones
(mas negativas) de afinidad de enlace a compuestos inactivos (es decir, compuestos que no se determinaria que se
enlazan al receptor en un protocolo de cribado experimental tipico) que a compuestos activos. Si un gran nimero de
compuestos inactivos se clasifican por delante de compuestos activos, una funcién principal de acoplamiento, que es
descubrir nuevos compuestos activos contra un receptor especifico de una libreria de compuestos muy grande (a
menudo de millones de compuestos), se vuelve dificil de llevar a cabo de manera eficaz. Por lo tanto, reducir
sustancialmente el nimero de "falsos positivos" (clasificacion de compuestos inactivos como activos) mejoraria
considerablemente el rendimiento de la funcién de puntuacion.

Krammer A et al. describen en Journal of Molecular Graphics and Modelling, vol. 23, en las péaginas 395-
407, funciones empiricas de puntuacion que consisten en tres términos distintos que describen la interaccién de van
der Waals, la atraccién polar entre el ligando y la proteina, y la penalizacion de desolvatacion atribuida al enlace de
los 4tomos del ligando polar a la proteina, y viceversa.

Young T et al. describen en PNAS, vol. 104, n.® 3, 16 de enero de 2017, en las paginas 808-813, motivos para el
reconocimiento molecular aprovechando la envoltura hidrofébica en el enlace proteina-ligando.

Schnecke, V. et al. (2000), Perspectives in Drug Discovery and Design, vol. 20, paginas 171-190, describe un
procedimiento para puntuar la afinidad de enlace de una molécula de ligando propuesta para una molécula receptora
usando un ordenador y bases de datos informaticas.

Resumen

La presente invencién se define mediante la reivindicacién 1 independiente. Las reivindicaciones dependientes
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ilustran otras formas de realizacién de la invencion.

Los inventores han descubierto un procedimiento para puntuar la afinidad de enlace de una molécula de ligando
propuesta para una molécula receptora utilizando un ordenador y bases de datos informaticas, que tiene en cuenta
el aumento de energia necesaria cuando el acoplamiento separa moléculas de agua que estan localizadas en los
sitios de hidratacion de un ligando. El procedimiento utiliza datos almacenados por ordenador que representan una
estructura de ligando-receptor predicha (preferentemente una que estd validada). El analisis de puntuacion
informatizado incluye determinar si el receptor incluye uno o mas sitios de hidratacion ocupados por agua localizada
y, de ser asi, evaluar una penalizacién si el acoplamiento del ligando en el receptor da como resultado una
interaccion desfavorable del ligando con una molécula de agua localizada que permanece en el sitio de hidratacion
del receptor (es decir, después del acoplamiento). La evaluacion de la penalizacién para un caso dado se realiza a
través de un andlisis empirico, donde las penalizaciones especificas asignadas a un conjunto particular de
interacciones del ligando con moléculas de agua localizadas que permanecen en los sitios de hidratacion del
receptor se computan previamente y vuelven a aplicarse de manera eficaz. Ademas, dicha evaluacion de
penalizacién solo requiere una Unica configuracién del complejo receptor-ligando, y es significativamente mas rapida
(< 2 hora) que los enfoques alternativos basados en fisica pura, que intentan describir completamente toda la gama
de la fisica manifestada por el ensamblaje del complejo ligando-receptor.

El término "agua localizada" incluye aguas que estan localizadas o casi localizadas, es decir, cualquier agua que
ocupa un sitio de hidratacién donde la densidad de ocupacién de agua local en el sitio de hidratacién es
sustancialmente mayor que la densidad numérica de fluido a granel. La presencia de dicha agua localizada en los
sitios de hidratacion se puede determinar realizando y analizando una trayectoria de dinamica molecular, o a partir
de datos experimentales tales como densidades de agua obtenidas a partir de experimentos cristalograficos de
rayos X. En contraste con estas penalizaciones basadas en agua localizada, las interacciones con moléculas de
agua que residen en regiones de densidad aparente no reciben una penalizacién significativa. Por ejemplo, en
formas de realizacion preferidas, se aplica una penalizacion a la puntuacion de afinidad de enlace del ligando solo si
se determina que la energia libre de desplazamiento de una molécula de agua desde el sitio del receptor hasta
aguas a granel es mas favorable que un valor de corte especifico (por ejemplo, 0 kcal/mol) de la energia obtenida al
desplazar el agua desde el sitio del receptor hasta el agua a granel. Debe observarse que se podrian utilizar otros
estados de referencia para determinar la energia libre (y, por lo tanto, también el valor particular del corte) del agua
en los sitios de hidratacion para clasificar el agua en los sitios de hidratacion. Por ejemplo, se podria utilizar la
transferencia del agua desde el sitio de hidratacion hasta la fase gaseosa, donde el corte especifico empleado se
variaria para incluir implicitamente la transferencia del agua desde la fase gaseosa hasta la fase liquida. En ese
caso, el valor de corte se ajustaria para reflejar esta variacion. Otros de dichos posibles estados de referencia
podrian incluir el uso del desplazamiento del agua desde el sitio de hidratacion hasta la fase cristalina, o el
desplazamiento del agua desde el sitio de hidratacion hasta cualquier otro entorno bien definido
termodinamicamente. De forma alternativa, la favorabilidad energética de la molécula de agua en el sitio localizado
se estima a partir de caracteristicas del sitio, tales como la hidrofobicidad del sitio, interacciones especificas con
grupos de receptor, la utilizacion de diversos tipos de célculos, que incluyen, pero sin limitarse a, simulaciones de
dinamica molecular, simulaciones Monte Carlo, enumeracién exhaustiva de geometrias de la molécula de agua
dentro del sitio y optimizaciéon (mediante, por ejemplo, minimizacién de energia) de la posicién de la molécula de
agua dentro del sitio. Los sitios de agua localizados se pueden identificar mediante analisis de solvatacion de sitios
activos, tal como el analisis WaterMap, para asignar energias libres de desplazamiento que se describen a
continuacion.

En formas de realizacion preferidas, los sitios de hidratacion de receptor se determinan mediante muestreo
informatizado de sitios para hidratacién, seguido de asignacién informatizada de ocupaciones de agua para los
diversos sitios muestreados. Esto incluye el caso especial en el que las ocupaciones se asignaron discretamente
como 0 o 1. Se evalia una penalizacién para compuestos cuando el agua localizada dentro de un sitio de
hidratacion interactia con un atomo de ligando hidrofobico o cuando el agua localizada dentro de un sitio de
hidratacién interactia con un atomo de ligando hidrofébico, por ejemplo, a una distancia de 5 A o menos. No se
evalla ninguna penalizacion para la interaccién con un atomo de ligando hidrofébico que tiene un atomo de ligando
positivo a 4 &tomos o mas cerca del mismo (en funcién de la conectividad de enlace de los a&tomos en el ligando). No
se evalla ninguna penalizacion: a) cuando el atomo de ligando hidrofébico es Cl o Br; b) cuando el atomo de ligando
hidrofébico no es parte de un grupo -CHs de ligando o no es un atomo de ligando a menos de 3 atomos de un grupo
-CHs, y si el agua localizada dentro de un sitio de hidratacién tiene acceso al agua circundante debido a que bordea
el borde de un bolsillo hidrofébico; ¢) cuando el agua localizada dentro de un sitio de hidratacion estd a menos de 5
A de un atomo de ligando con carga positiva independientemente de cualquier otra interaccion; d) cuando el agua
localizada dentro de un sitio de hidratacion tiene enlaces de hidrégeno con el ligando, independientemente de
cualquier otra interaccién. Preferentemente, se determina que los sitios de receptor con agua localizada son aguas
que se predice que tienen una ocupacion en el marco de referencia de la proteina significativamente (por ejemplo,
1,5X) por encima de la ocupacion de agua a granel. No se evalla ninguna penalizacion si el agua localizada dentro
de un sitio de hidratacién tiene enlaces de hidrégeno al ligando, independientemente de cualquier otra interaccion.
En este caso se considera que el enlace de hidrégeno incluye interacciones C-H----O cuando el C-H es un grupo C-
H aromatico, con geometrias adecuadas, como se analiza en esta solicitud posteriormente, asi como enlaces de
hidrégeno mas tradicionales. La puntuacion puede incluir estimar la favorabilidad energética de la molécula de agua
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en el sitio de hidratacion a partir de la hidrofobicidad del sitio o a partir de interacciones especificas con grupos de
receptor. La estimacion de favorabilidad energética puede incluir calculos tales como simulaciones de dinamica
molecular, simulaciones Monte Carlo, enumeracion exhaustiva de geometrias de la molécula de agua dentro del sitio
y optimizacién (mediante, por ejemplo, minimizacion de energia) de la posicién de la molécula de agua dentro del
sitio. Las energias libres de desplazamiento de una molécula de agua desde el sitio de receptor hasta el agua a
granel se pueden determinar mediante simulacién de dinamica molecular seguida de la aplicacion de solvatacion no
homogénea modificada para asignar energias libres de desplazamiento.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion son evidentes a partir de la siguiente descripcién y de las
reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos

El archivo de esta patente contiene al menos un dibujo a color. La Oficina de Patentes y Marcas proporcionara
copias de esta patente con dibujos a color previa solicitud y pago de la tarifa necesaria.

Figura 1. Aqui se ilustra un ligando activo 2iq0 que forma contactos desfavorables con moléculas de agua 16 y 18.
Este ligando sufre una penalizacion calculada de 1,0 kcal/mol, con lo que su afinidad de enlace estimada concuerda
mas estrechamente con el valor medido experimentalmente.

Figura 2. Aqui se ilustra un ligando activo 1r06 que forma contactos desfavorables con una molécula de agua 32.
Este ligando sufre una penalizacién calculada de 2,0 kcal/mol, con lo que su afinidad de enlace estimada concuerda
mas estrechamente con el valor medido experimentalmente.

Figura 3. Aqui se ilustra un ligando sefiuelo 790331 que forma contactos desfavorables con una molécula de agua
583. Este ligando sufre una penalizacién calculada de 2,0 kcal/mol, con lo que su afinidad de enlace estimada es de -
6,5 kcal/mol, que es méas coherente con las afinidades de enlace estadisticamente esperadas de dichas moléculas
sefiuelo en un cribado aleatorio.

Figura 4. La molécula activa 2063 que se ilustra aqui evita la penalizacion sufrida por el sefiuelo 790331 al orientar
un grupo hidroxilo para que interactie con una molécula de agua 53.

Descripcion detallada

La puesta en practica de la invencién comienza con una estructura de receptor (o "diana”, tipicamente una proteina)
que tiene resolucion suficiente para permitir el uso de software computacional para "acoplar”" un ligando de molécula
pequeiia en la posicion correcta y orientarlo en la cavidad del sitio activo de receptor y para calcular una afinidad de
enlace del ligando dada esta estructura. Los programas de software informatico que realizan esta tarea se
denominan programas de "acoplamiento".

Un programa de acoplamiento tipicamente lleva a cabo dos tareas distintas para modelar el enlace receptor-ligando.
En primer lugar, se predice una estructura de un complejo receptor-ligando acoplando el ligando en la estructura de
receptor. Cuando este protocolo no produce una estructura precisa del complejo proteina-ligando, se requiere el uso
de una estructura diferente del receptor como punto de partida. El problema de construir estructuras receptoras
alternativas que se modifican para aceptar ligandos que requieren un cambio sustancial en la conformacion del
receptor ("ajuste inducido") es muy importante.

Diversos programas de prediccion de estructuras adecuadas receptor-ligando son bien conocidos y se pueden
utilizar como punto de partida, y los expertos en la técnica entenderan que ninguna metodologia particular es critica.
Ejemplos de dichas funciones que estan facilmente disponibles incluyen: Glide, GOLD, FRED, FlexX o AutoDock,
entre muchas otras. Una vez en posesién de una estructura de receptor en razonable coherencia con los datos
experimentales, la segunda tarea del programa de acoplamiento es calcular una afinidad de enlace receptor-ligando,
dada como entrada la estructura acoplada. Una funcién matematica empleada para calcular la afinidad de enlace (o
una contribucién a la misma) se denomina "funcién de puntuacién”. Las mejoras de dichas funciones de puntuacion
para calcular la afinidad de enlace receptor-ligado son el objeto de esta invencion.

Las estimaciones de afinidades de enlace receptor-ligando descritas a continuacion son aplicables cuando la
estructura del complejo receptor-ligando estd representada por un modelo estructural adecuado. Existen varias
formas de caracterizar la calidad de los modelos estructurales de los complejos receptor-ligando, siempre y cuando
el modelo concuerde adecuadamente con los datos experimentales. Podrian utilizarse medidas de concordancia
estructural tales como RMSD, DME o puntuacion SIFt, entre otras. Las puntuaciones exactas se obtienen
tipicamente, pero no exclusivamente, usando: i) una pequefia desviacion cuadratica media raiz (RMSD) con
respecto a la estructura experimental (tipicamente menos de 2 Angstroms, aunque el valor requerido variara
dependiendo de los detalles del complejo), ii) el reconocimiento de la formaciéon de sustancialmente todos los
enlaces de hidrégeno vistos en el complejo experimental, iii) la colocacion adecuada de sustancialmente todos los
grupos hidrofébicos en las cavidades receptoras correctas, y iv) la ausencia de choques estructurales o
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electrostaticos incorrectos que podrian dar lugar a la asignacion de términos de penalizacion sustancialmente
incorrectos. Dado que se esta considerando la afinidad de enlace relativa de ligandos a un receptor dado, un
desfase constante, generado en muchos casos por la energia de reorganizacion del sitio activo del receptor para
acomodar el ligando, no tiene ningln efecto en las aplicaciones practicas.

En muchos casos (aunque no en todos), el receptor puede adoptar mas de una conformacién fundamentalmente
diferente en respuesta a una clase de ligandos (por ejemplo, ligantes DFG-iny DFG-out a p38 MAP quinasa); para
comparar las energias libres de enlace en tales casos, se pueden requerir diferentes parametros de reorganizacion
de nucleo para las diferentes conformaciones de receptor. Cuando el célculo de estos parametros no resulta practico
de acuerdo con principios fundamentales, se tratan como parametros ajustables especificos de receptor. Sin
embargo, otros parametros estan contenidos en un modelo global que no es especifico del receptor o incluso
especifico para una clase particular de receptores.

La presente invencion se centra en mejorar la capacidad de la funciéon de puntuacién para discriminar compuestos
inactivos y activos con respecto a un receptor dado. Si bien los compuestos activos para una amplia gama de
receptores se encuentran facilmente en el Banco de Datos de Proteinas (PDB), los siguientes datos, obtenidos por
los inventores, que validan la invencion también requerian compuestos inactivos conocidos evaluados o un modelo
aproximado, pero suficientemente preciso, para una libreria de dichos compuestos. El acceso a compuestos
inactivos conocidos a partir de datos disponibles publicamente es un reto. Por lo tanto, los inventores han ideado un
protocolo alternativo para representar un modelo aproximado, pero suficientemente preciso, de una libreria de
compuestos inactivos que se basa en el uso de una libreria aleatoria de 1000 compuestos similares a farmacos.
Estos compuestos se acoplan en una conformacion del receptor y se obtienen afinidades de enlace predichas para
cada compuesto usando varias mejoras propuestas en la funciéon de puntuacion.

La funcién de puntuacion de los inventores se calibra para que los compuestos activos consigan puntuaciones que
tipicamente se acerquen a las afinidades de enlace experimentales, con una desviacion tipica de aproximadamente
1 unidad logaritmica de afinidad de enlace (~1,5 kcal/mol). Generalmente se considera que un "acierto" experimental
en un cribado aleatorio en la industria farmacéutica tiene una afinidad de enlace de ~7,0 kcal/mol o mas
(concentracién de ~ 10 um). Dadas las fluctuaciones intrinsecas en la funciéon de puntuacién de 1,5 - 2,0 kcal/mol, se
establece el umbral computacional para estimar aciertos en una puntuacion de -9,0 kcal/mol; por lo tanto, se predice
que cualquier compuesto en la libreria aleatoria de 1000 compuestos que puntie -9,0 0 menos sera un acierto. Otros
compuestos en el intervalo de -7,0 a - 9,0 también se predicen como posibles aciertos, pero tales puntuaciones
también pueden deberse al ruido en la funcién de puntuacion que no pueden reducirse adicionalmente en la
actualidad (en parte debido a las limitaciones en los datos experimentales disponibles al publico). Por lo tanto, los
esfuerzos se dirigen en desarrollar mejoras para garantizar que el numero de compuestos aleatorios con una
puntuacion mas negativa que -9,0 sea compatible con las tasas de aciertos experimentales para librerias aleatorias
de compuestos similares a farmacos.

La tasa de aciertos para cribados experimentales variard dependiendo del receptor, pero una tasa de aciertos
"promedio” ilustrativa es del 0,5%, o 5 compuestos de 1000. Por lo tanto, si sustancialmente méas de 5 compuestos
consiguen una puntuacién de -9,0 kcal/mol, se asume que los compuestos inactivos estan recibiendo puntuaciones
que son demasiado favorables. En general, la reducciéon del nimero de compuestos de libreria aleatoria con una
puntuacion mas negativa que -9,0 se toma como una mejora de la funcién de puntuacién, ya que en ausencia de
fluctuaciones, cabria esperar incluso menos (0-2) compuestos en este intervalo.

En tal situacion, la funcién de puntuacién puede mejorarse afiadiendo términos de "penalizacién" positivos que
reducen la magnitud de la afinidad de enlace predicha. Dichos términos representan procesos fisicos que hacen que
el enlace sea menos favorable. Un ejemplo de un proceso de este tipo seria una desolvatacion en la que un grupo
polar de la proteina o ligando estad bloqueado por grupos no polares del ligando y pierde acceso al agua. Esto da
como resultado una gran pérdida de energia libre, haciendo que el compuesto esté inactivo. Si la pérdida de energia
libre es suficientemente grande, entonces tales penalizaciones so6lo se observaran rara vez (si es que se observan)
en complejos con compuestos activos. Esto significa que los nuevos términos deben obtenerse examinando las
estructuras producidas cuando la libreria aleatoria esta acoplada en el receptor.

La invencién descrita en la esta solicitud utiliza una descripcion de estructura de agua localizada (como se describid
anteriormente) en el sitio activo de receptor. Una forma, pero no la Unica, de hacerlo es utilizar la tecnologia
denominada "WaterMap" (documento US 7.756.674). WaterMap utiliza simulaciones de dindmica molecular para
introducir agua en varias ubicaciones en el sitio activo y asigna entalpias y entropias estimadas que se obtendrian si
el agua se desplazara hacia un solvente a granel por el ligando. Las entalpias y entropias se estiman a través de
una version modificada de la teoria de la solvatacion no homogénea. Se podrian utilizar otras técnicas para
introducir aguas localizadas y estimar sus entropias y entalpias. La invencion se puede aplicar siempre que se
especifiquen las ubicaciones de las aguas localizadas. Las energias libres de desplazamiento pueden dar lugar a
una mejor precision, pero se puede obtener un beneficio significativo de la invencién siempre que se puedan
enumerar posiciones de agua localizada. Dichas posiciones se pueden obtener no solo a partir de procedimientos
computacionales, sino también a partir de datos experimentales, tales como cristalografia de rayos X. La
cristalografia determina algunas posiciones de agua localizada, pero no otras (tipicamente dependiendo del grado
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de localizacion). Se pretende que esta invencion se aplique independientemente de como se determine la
distribucion de agua localizada. Otras formas de establecer la existencia de agua localizada incluyen: andlisis
apropiado de simulaciones Monte Carlo explicitamente solvatadas, aplicaciones de teorias tipo RISM o
experimentos de NMR, entre otras técnicas.

El componente novedoso de la invencion es el desarrollo de un algoritmo matematico especifico que detecta en qué
condiciones se debe aplicar un término de penalizacién. Los inventores han desarrollado este algoritmo basandose
en una combinacién de los principios basicos de quimica fisica, expuestos anteriormente, y en una optimizacion
empirica en la que el algoritmo se ha disefiado para evitar penalizar inapropiadamente (es decir, aplicar una
penalizacién que haria que la puntuacién del compuesto coincidiera menos con los datos experimentales de afinidad
de enlace que si no se aplicara la penalizacién) complejos conocidos de compuestos activos, tomados del Banco de
Datos de Proteinas (PDB), mientras que al mismo tiempo se maximiza el niumero de compuestos de base de datos
aleatoria de puntuacion favorable que se penalizan. Los detalles del protocolo de optimizacion se describen a
continuacion, después de una descripcién del algoritmo en si.

La siguiente descripcidn detallada de la invencién se utiliza para evaluar la asignacion de un término de penalizacion
a cada agua inestable generado por un calculo de WaterMap en el sitio activo de receptor en ausencia de cualquier
ligando. Un agua "inestable" de WaterMap se define en las mejores practicas actuales de los inventores como un
agua localizada dentro de un sitio de hidratacién (o un "conglomerado de agua") con una energia libre estimada
mayor (mas positiva, por lo tanto mas inestable en el sitio activo de proteina de lo que seria en el fluido a granel) que
1,0 kcal/mol. Podrian utilizarse otros limites y definiciones de lo que constituye un agua inestable.

La idea fisica basica de la invencién es que un conglomerado de agua inestable de WaterMap se volvera ain mas
inestable si ese agua hace contacto hidrofébico con uno o0 mas atomos de ligando. Las definiciones estandar de lo
que constituye un atomo hidrofébico se utilizan en las mejores practicas actuales de los inventores (véase el anexo
1); también podrian utilizarse otras definiciones. Una molécula de agua no puede formar enlaces de hidrégeno con
un atomo de ligando hidrofébico. Agua en una solucién a granel tipicamente sera capaz de alterar su distribucion de
geometrias para evadir el atomo o atomos hidrofébicos del ligando y crear enlaces de hidrogeno con otras aguas a
granel, a expensas de un cierto grado de entropia. Sin embargo, un agua considerada inestable por un calculo de
WaterMap estd, por definicion, localizada hasta cierto punto en un sitio activo confinado, y ya esta siendo forzada a
evadir las caracteristicas de la proteina (que es lo que esta causando que sea inestable). Por lo tanto, los contactos
de esta agua con atomos de ligando hidrofébicos causaran un mayor aumento desfavorable de energia libre que un
contacto similar en solucion a granel, y este diferencial es lo que se esta modelando aproximadamente mediante la
adicion de un término de penalizacién a la afinidad de enlace.

La cantidad de penalizacién para cualquier molécula de agua dada dependera de una serie de factores; la distancia
especifica del atomo de ligando hidrofébico (mas alla de cierta distancia no hay contacto efectivo y no se aplica
ninguna penalizacion), la cantidad de contactos, si el ligando crea un enlace de hidrégeno con el agua asi como un
contacto hidrofébico (en cuyo caso el agua ha compensado eficazmente el contacto hidrofébico y no es necesario
aplicar ninguna penalizacion) y otros factores detallados a continuacién. Otra pregunta importante es qué cuenta
como un enlace de hidrégeno. Un estudio empirico de la estructura ligando-agua en complejos activos indica
concluyentemente que un enlace de hidrégeno C-H----O no debe recibir penalizaciones; sin embargo, tal interaccion
no es suficiente para quitar la penalizacion si hay otros contactos hidrofobicos desfavorables. Por ultimo, ademas de
un posible término de penalizacion para cada agua inestable de WaterMap, se define un término de penalizacion
general para el ligando en funcién de la evaluacion de los contactos agua-ligando para todo el ligando. La idea
subyacente a este término es que a medida que aumenta el nimero total de contactos, la perturbacion de la
estructura general del agua en el sitio activo también aumenta, y se alcanza un umbral cuando hay consecuencias
desfavorables que van mas alla de aguas individuales. Los detalles especificos de este término se describen a
continuacion y, nuevamente, se han desarrollado probando el término contra todo el conjunto de complejos del PDB
con ligandos activos.

Los detalles especificos de la invencién son los siguientes:

1) para cada agua de WaterMap calcular la cantidad de contactos de esta agua con atomos de ligando
hidrofébicos a menos de 5 angstroms del atomo de agua.
Omitir atomos de ligando que

a) estén a menos de una distancia 1-4 de un atomo de ligando positivo

b) sean Cl o Br

¢) sean grupos Ch3 de ligando y atomos de ligando a menos de una distancia 1-3 de un grupo ch3 si
el agua de WaterMap esta en el borde del bolsillo cerca de la solucion. La solvatacién del agua se
determina usando el algoritmo de envasado de agua de Glide (no de WaterMap). .
d) Si el agua tiene 1 contacto de ligando usando las reglas anteriores y esta agua esta a menos de 5 A
de un atomo de ligando con carga positiva, establecer el contacto de ligando a cero (negar el 1
contacto).
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2) para cada agua de WaterMap calcular la cantidad de contactos de esta agua con atomos de proteina
fébica a menos de 5 angstroms del agua.

a) calcular la cantidad de contactos que el agua hace con atomos de proteina polares (O de C=0 o N
de NH) que no estan unidos por hidrégeno a la proteina y estan orientados hacia el agua. La
orientacion debe ser tal que el angulo realizado por la terna C=0 - agua o NH-agua sea mayor de 108
grados.

3) para cada agua de WaterMap calcular un numero fraccionado que representa la medida en que el agua se
desplaza mediante contactos con atomos pesados de ligando (que no son de hidrdégeno). La fracciéon de
desplazamiento se calcula de la siguiente manera:

a) para cada atomo de ligando i calcular la distancia d al agua de WaterMap.

b) calcular la suma r del radio Vdw de ligando r_i y un radio fijo Vdw de agua de 2,2A, r=R_i + 2,2.

c) Si d < r entonces la contribucion vac_i que el atomo de ligando i hace a la evacuacion de agua i es
vac i=1,0-d/rr<=d,vac_i=0,0r>d.

d) la fraccién total en que el agua i se elimina es la suma sobre tal v_i con la suma limitada a un
maximo de 1,0.

4) calcular la cantidad de enlaces de hidrégeno que cada agua de WaterMap crea con el ligando. Los atomos
de ligando unidos mediante H a aguas son atomos donantes y aceptores, ademas de los atomos F, Cl, Br, |
de ligando. La distancia (d) a &tomos de ligando de agua debe satisfacer:

a) atomos distintos de Cl d <= 3,8 A.

b) atomos Cl d <= 5.2A.

Para atomos donantes de ligando o aceptores con una conexion (X-H), el angulo de X-H con respecto
al agua debe ser mayor que 130,0 grados para atomos no halégenos y 100 grados para atomos
halégenos.

Para atomos aceptores de ligando con dos conexiones se suman los dos vectores formados por los
dos atomos conectados al aceptor, y el angulo entre este vector de suma y el vector que conecta el
aceptor y la molécula de agua debe ser mayor de 65 grados.

5) Asignar una penalizacién a cada agua de WaterMap que cumpla con los siguientes criterios:

a) tiene 1 0 mas contactos de ligando,

b) es inestable en 1 kcal/mol o mas,

¢) no tiene enlaces de hidrégeno al ligando.

d) tiene una fraccion de desplazamiento (véase 3) inferior al 60%.

e) NO cumple ninguna de las siguientes condiciones

e1) si el agua tiene 3 o menos contactos de ligando y dicha agua tiene 2 0 mas contactos (a menos de
4,5 A) con aguas vecinas que satisfacen lo siguiente:

ela) el vecino debe ser inestable en 0,5 kcal 0 més (comprobar esto, podria ser estable)

e1b) el vecino debe ser evacuado en menos del 10% por contactos de ligando

elc) el vecino tiene 2 o0 menos contactos de ligando y menos de 5 contactos de proteina

eld) el vecino tiene menos de 4 enlaces de hidrégeno al ligando.

e2) si el agua tiene 3 0 menos contactos de ligando y dicha agua esta a menos de 5 A de un atomo de
anillo de ligando que contiene una carga positiva en el anillo.

e3) si el agua tiene 1 0 mas contactos inferiores a 1,5 A con atomos de proteina pesados.

e4) tiene 10 o mas contactos inferiores a 4 A con atomos de proteina pesados (véase 2) y tiene 1 o
mas enlaces de hidrégeno con el ligando y 4 o méas contactos con atomos de proteina polares (véase
2a).

e5) tiene 2 0 mas contactos con la proteina a menos de 3 A'y un contacto de ligando.

€6) tiene entre 3 o mas contactos a menos de 4 A de atomos de proteina pesados y satisface estas
condiciones:

e6a) tiene menos de 10 contactos de proteina fobica (2) y menos de 2 contactos de proteina polares
(2a).

e6b) si hay 1 contacto de proteina polar: debe tener menos de 8 contactos de proteina fobica.

e6c) tiene menos de 3 contactos de atomos pesado a menos de 3,5 A.

e7) tiene un enlace de hidrégeno aromatico con el ligando definido por: un atomo de anillo aromatico
de ligando (C o N) a menos de 4,7 A del agua y con el angulo entre el vector de a&tomo de ligando
aromatico de agua y el vector de "par solitario en plano" del atomo de ligando es menor que 70
grados.

e8) el agua esta a menos de 3,7 A de un atomo de proteina con carga.

€9) el agua esta a menos de 5 A de un atomo de proteina con carga y a menos de 5,5 A de un atomo
de ligando polar (O N).

si el agua cumple con las condiciones (a-e€9), asignar una penalizacion wpen al agua utilizando el
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siguiente programa.

Si hay 1 contacto de ligando fobico y 3 o méas contactos de proteina fébica y una fraccion de
eliminacion inferior a 0,1, wpen=1,0 kcal/m.

Si hay 2 contactos de ligando fébicos, wpen = 2,0 kcal/m.

Si hay 3 contactos de ligando fébicos, wpen = 3,0 kcal/m.

Si hay 4 contactos de ligando fébicos, wpen = 4,0 kcal/m.

6) Asignar una penalizacion wpen2 en funciéon del nimero total de contactos de agua_waterwmap_ligando-
fébico 'ilpc = sum_i ilp(i), donde ilp(i) es el nimero de contactos de ligando fobicos para el agua i. Si el agua i
cumple cualquiera de los siguientes criterios 6a-6d, entonces su contribucién al total de ilpc en esta suma se
ignora (i se elimina de sum_i).

a) el agua i tiene un contacto de ligando fobico y 2 0 mas contactos de atomos de proteina pesados a
menos de 3,5 A. .

b) el agua i no entra en contacto con ninguna otra agua a menos de 3, 5 A que tenga una fraccién de
eliminacion (3) superior al 70%.

c) el agua i tiene una penalizacion distinta de cero desde la etapa 5.

d) el agua i estd a menos de 4 A de un atomo de proteina con carga.

La funcién para wpen2 con respecto al total de contactos de ligando fdbicos ilpc es:

siilpc = 8 wpen2 = 0,5 kcal/m

siilpc = 9 wpen2 = 1,0 kcal/m

siilpc = 10 wpen2 = 1,5 kcal/m

siilpc = 11 wpen2 = 2,5 kcal/m

siilpc = 12 wpen2 = 3,5 kcal/m

siilpc >= 13 wpen2 = 4,0 kcal/m.

Finalmente, la penalizacion total para contactos hidrofébicos es wpen (etapa 5) + wpen2 (etapa 6).

La eficacia de la invencion anterior se demuestra de la siguiente manera. En primer lugar, se ha ensamblado un
conjunto de pruebas de 622 complejos proteina-ligando de compuestos activos. Como un control para evaluar el
procedimiento, los siguientes ejemplos implican estructuras cristalinas conocidas disponibles en el Banco de Datos
de Proteinas ("el PDB") accesible al publico de Research Collaborative for Structural Bioinformatics (investigacion
colaborativa de bioinformatica estructural). Para llevar a cabo la optimizacion se utilizan posiciones acopladas con
Glide XP, una funcién de puntuacion descrita, por ejemplo, en la patente n.? US 2007/0061118 A1, filtrando el (muy
pequefio) nimero de casos para los que el acoplamiento automatico produce estructuras inadecuadas. Mediante el
uso de estructuras acopladas, en lugar de las propias estructuras cristalinas, en el proceso de optimizacién de los
inventores, se aumenta el realismo del modelo, y también se permite que requiera el uso de Glide XP.

Las estructuras del PDB se pueden ver como un conjunto de entrenamiento grande y diverso para la funcién de
puntuacion. Las pruebas de la funcion de puntuacién en condiciones similares se pueden realizar mediante
acoplamiento para corregir pequefnos errores geométricos en las estructuras cristalinas (por ejemplo, en distancias
de enlace de hidrégeno) que pueden ser cruciales para asignar adecuadamente puntuaciones a estos términos. La
invencion no requiere el uso de ligandos para los cuales se conocen estructuras cristalinas, ni requiere el uso de
Glide XP.

Las estructuras del PDB se pueden ver como un conjunto de entrenamiento grande y diverso para la funcién de
puntuacion. Las empresas farmacéuticas y biotecnolégicas pueden realizar pruebas de la funciéon de puntuacién en
condiciones similares, utilizando conjuntos de datos propios en los que se disponga de estructuras cristalinas. Al
llevar a cabo estas pruebas, no es necesario publicar las estructuras o incluso divulgar el nombre del receptor;
simplemente se pueden realizar los célculos y notificar la capacidad de ordenar los compuestos como un coeficiente
de correlacion.

Estos complejos proporcionan estructuras razonablemente precisas cuando el ligando se vuelve a acoplar en su
receptor nativo (la RMSD maxima es de 3,5 A) y sus puntuaciones, utilizando la versién mas reciente de la funcion
de puntuaciéon Glide XP, estan en promedio dentro de ~ 1 kcal/mol de la afinidad de enlace experimental. Por lo
tanto, la funcion de puntuacion en ausencia del término que constituye la invencion funciona bien para complejos de
compuestos activos tomados del PDB.

Se ha afiadido el nuevo término a la funcién de puntuacion Glide XP™ y se han vuelto a ejecutar los calculos activos
con él en su lugar. En la Tabla 1 hay una lista de complejos de PDB que se ven afectados por este término, la
afinidad de enlace experimental de cada complejo y la afinidad de enlace calculada con y sin el nuevo término. Se
puede observar que hay muy pocos casos del total de 662 complejos en los que los complejos activos satisfagan las
condiciones anteriores. En muchos de estos casos, el término de penalizacién mejora la concordancia de la afinidad
de enlace predicha del complejo activo con el experimento. En un pequefo numero de casos, la concordancia
empeora pero, en general, el efecto del término de penalizacion promediado con respecto a los casos de prueba

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2788504 T3

presentados a continuacion es favorable (hay 9 casos favorables y s6lo 3 casos desfavorables). Estos resultados
demuestran que la invencion tal como se describe no es generalmente una caracteristica de complejos de
receptores con complejos activos, y cuando lo es, mejora la concordancia de la afinidad de enlace predicha con el
experimento muchas mas veces de las que la empeora. Ejemplos de la aplicacion del término de penalizacion
también se ilustran en las figuras 1 a 4.

El segundo criterio para la eficacia de la invencion es penalizar ligandos de base de datos aleatorios a los que se
asignan puntuaciones altamente favorables mediante la funciéon de puntuacion actual. En una base de datos
aleatoria de 1000 compuestos, es muy poco probable que experimentalmente se encuentre un compuesto con una
afinidad de enlace que sea mas estrecha que 500 nm, o -9 kcal/mol. Por lo tanto, un término de penalizacion mejora
el poder discriminatorio cuando elimina compuestos con afinidades de enlace tan buenas o mejores que -9 kcal/mol
sin penalizar inadecuadamente ningln compuesto activo. A pesar de las fluctuaciones intrinsecas en la funcion de
puntuacion de 1,5-2 kcal/mol, sefialadas anteriormente, cabe esperar, sin embargo, ver algunos compuestos puntuar
en el nivel de -9,0 kcal/mol (0o un poco mejor); estos representan compuestos activos que experimentalmente
tendrian afinidades de enlace en el intervalo de -7,0 a -9,0, pero que logran una mejor puntuaciéon debido a las
fluctuaciones en la funcion de puntuacion. Sin embargo, si la tasa de aciertos experimental para un cribado
micromolar de 10 esta en el orden del 0,5% (tipico para dianas interesantes desde el punto de vista farmacéutico,
aunque puede haber desviaciones significativas en cualquier direccion de este valor), entonces se esperaria que no
hubiese méas de 5 compuestos de la libreria aleatoria que puntien por debajo de -9,0 kcal/mol. Por lo tanto, el éxito
en reducir el niumero de dichos valores para el conjunto de receptores probados por debajo de 5 y, en general,
reducir el nimero tanto como sea posible, es una buena medida de la eficacia del término de penalizacion.

La Tabla 2 muestra la cantidad de ligandos de la libreria aleatoria estandar de 1000 compuestos, de los inventores,
de moléculas similares a farmacos cuyas puntuaciones son inferiores a -9 kcal/mol para varias funciones de
puntuacion diferentes y para 24 receptores de prueba. Esta comparacién especifica es significativa solo si las
puntuaciones para los compuestos activos son cercanas a las puntuaciones experimentales para estos compuestos,
por lo que en la primera columna de la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos con una version de Glide XP
que se ha optimizado para reproducir las puntuaciones de los complejos de PDB con un error promedio de ~ 1
kcal/mol. Los términos de penalizacion, tales como los utilizados en la presente invencién, deben afadirse a esta
funcién de puntuacion para mejorar el rendimiento en la distincion de compuestos activos de inactivos.

En la segunda columna, se muestran los resultados obtenidos cuando todos los términos de penalizacién novedosos
desarrollados recientemente por los inventores, incluidos los utilizados en la presente invencién, se incluyen en la
funcion de puntuacién. Esto da como resultado una reduccion significativa en el nimero de sefuelos que puntian -9
o menos. Finalmente, para aislar el rendimiento especifico de la invencion descrita en el presente documento, la
columna tres muestra resultados de la adicion del término inventado a la funcién de puntuacién de la columna 1. El
término no afecta considerablemente a todos los receptores, pero hay un ndmero significativo de receptores que
demuestran una mejora medible y altamente relevante. Por Gltimo, en la columna 4 se muestran los resultados de no
aplicar la invencién en la funciéon de puntuacion general de mejores practicas presentada en la columna 3. Estos
datos demuestran que la invencion es un componente importante del procedimiento general de mejores practicas;
sin ella, el rendimiento se degrada en algunos receptores.

En conjunto, los datos anteriores demuestran inequivocamente que la invencion descrita en el presente documento
hace una contribucién sustancial a la distincion de compuestos activos e inactivos en la funcion de puntuacién
empirica Glide XP™. Se observaria una mejora similar en cualquier funcién de puntuacion que a su vez careciera de
un término de penalizacion comparable; que se sepa, las funciones de puntuacién publicadas existentes no
contienen tal término en la actualidad. La version completa de la nueva funcién de puntuacién, que incluye la
invencion descrita en el presente documento, produce receptores 23/24 receptores con 4 o menos ligandos de base
de datos aleatoria con una puntuacion inferior a -9,0. La cantidad total de ligandos de base de datos con una
puntuacion inferior a -9,0 que se eliminan mediante la invencién (columna 1 - columna 3), sumada a todos los
receptores, es 34, una fraccion no trivial de la cantidad total de ligandos que consiguen esta puntuacion en la funcion
XP original (columna 1).

Tabla 1. Dos ligandos pdb nativos afectados por los términos de contacto hidrofébicos. score_np es la puntuacién no
penalizada y score_p la puntuacion penalizada, dG es la energia libre experimental de enlace.

Pdb_system |Score_np |Score_p | dG

Alr2_2dv0  |-12,3 -11,3 -11,4
Alr2_2hvs  |-12,1 -11,1 -11,4
Alr2_2iq0 -7,9 -5,9 -5,7
Alr2_2isf -5,2 -4,7 -4,7
Chk1_2br1  |-7,6 -5,6 -7
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Pdb_system |Score_np |Score_p | dG

Hivrt_1eet |-12,7 -11,7 -11,3
Jnk_1pmu |-11,5 -10,5 -8,5
Pde4_1y2k |-9,1 -7.1 -10,4
Pde4_1ro6 |-11,3 -9,3 -8,7
Throm_1g32 |-10,8 -9,8 -8,3
Throm_1gj4 |-8,2 -7,2 -5,2
Upa_1gjc -8,7 -7,2 -11

Tabla 2. Numero de ligandos sefiuelo con puntuaciones inferiores a -9 kcal/m para una versiéon de XP sin términos

de penalizacion recientemente desarrollados (XP), XP con los términos de penalizacién més recientes (new XP) y

XP con la adicién del término de contacto con agua de esta patente (XP_wcon). La columna 4 tiene el término de
5 contacto con agua eliminado de newXP (newXP_nowcon).

Pdb_system | XP_  newXP | XP_wcon |newXP_nowcon
Abl 24 |15 20 18

Alr2 18
Jnk 7
Aur
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Otras formas de realizacion se encuentran dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones. Debe observarse
que los valores de penalizacion anteriores solo son representativos. Tipicamente en ligandos fisicamente
10 razonables, la penalizacion total evaluada en virtud de la presente invencién sera inferior a 5 kcal/mol.
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Anexo |

Los tipos de atomos hidrofébicos estan codificados como patrones SMARTS estandar de la industria. Todas las
porciones de ligando hidrofobico son aquellas seleccionadas con ptype=1. El cédigo de asignacion ptype depende
del orden, es decir, un grupo podria coincidir con multiples patrones, pero obtiene el ptype para el patrdon en la lista

que se captura por primera vez.

# El primer indice es el "ptype"

HOoH OB OB B O HF R

#

Matt

El segundo indice es la hibridacion 0 : atomo libre

: pesado hidrofébico

: hidrégeno donante

: heteroatomo aceptor

: polar general (enlace sin hidrogeno)
: catién metalico

o O~ W N =

: ninguna de las anteriores

1:sp
2 :sp2
3:sp3

# El tercer indice es el patrén SMARTS para correspondencias

# El cuarto indice es una etiqueta descriptiva

#

# El orden de los patrones es IMPORTANTE - patrones superiores en la lista para un

# elemento particular se emparejaran preferentemente en relacién con un patron inferior.

#

# Hidrogenos
21 [#1][#7]
21 [#1][S;X2]
21 [#1][O-]
21 [#1][O;X2]
0 1 [#1][c,n,0]

Hidrégeno en nitrégeno
Hidrégeno en tioles
Hidrégeno en ion hidréxido
Hidrégeno en alcoholes
Hidrogeno aromatico

01 [#1][C] Hidrégeno en carbono

01 [#1] Hidrégeno predeterminado
# Carbonos

11 C#C Carbono de alquino

41 C#N Carbono de nitrilo

1 1 [CH2](C#[N-])
4 2 [c](~[n])~[n]
12]c]

12C=C

4 3 [CX4](~[O,N,n])~[O,N, n]

12 [CX3](=[N])(INX3])[NX3]

Nitrilo de metilo
Amidina aromatica
Carbono aromatico
Carbono de alqueno

Carbono tetraedro con dos acoplamientos N/O

Carbono de guanidina

4 2 C(=0)[O] Carbono de carbonilo - acido

4 2 C(=[O,S])[N;X3] Carbono de carbonilo -amina/tioamina
4 2 C=[O,N,S] Carbono de carbonilo predeterminado
11[C;X2] Carbono sp predeterminado

12 [C;X3] Carbono sp2 predeterminado

1 3 [C;X4] Carbono sp3 predeterminado

1 3 [#6] Carbono predeterminado
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# Nitrogenos

31 [N#C

4 2 [n;X3]

32[n]

3 2 N(=N=N)

32 N(=N)=N

3 2 [N;X2]=C[N;X3]
4 2 [N;X3]["]=["]

4 2 [N;X3][c,n]~[c,n,0]
4 2 [NX3;+]

3 2 [NX2]

4 3 [NH3]

4 3 [NX4;+]

3 1 [N;X1]

3 2 [N;X2]

3 3 [N;X3]

3 3 [#7]

# Oxigeno

3 2 [O;X1]~[N;X3]~[O;X1]
3 2 [O;X1;-]C=[O;X1]
3 2 [O-][P,S]

33[0]

33[0]

32[0O;X1]

3 3[0;X2]

3 2 [#8]

# Segunda fila de elementos

4 3 [#15]

12]s]

4 2 [SX1]=["]

3 3 [S-;X1]

4 3 [SX2;H1]

12 [SX2]

4 3 S(=0)(=0)([C,N])(IC,N])
4 3 S(=0)([#6])([#6])
4 3 [SX4]

4 3 [#16]

# Halégenos
30[F]

30][CI]

40 [Br-]

407]]

41 [#9]

11[#17]

11 [#35]
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Nitrégeno en nitrilo

Nitr6geno aromatico con tres vecinos
Nitrégeno aromatico

Nitrégeno de azida

Atomo central de nitrégeno de azida
Nitrégeno de amidina neutro
Nitrégeno conjugado

Nitrégeno conjugado aromaticamente
Nitrégeno

Nitrégeno de imina

Nitrégeno de amoniaco

Nitrégeno protonado

Nitrégeno sp predeterminado
Nitrégeno sp2 predeterminado
Nitrégeno sp3 predeterminado
Nitrégeno predeterminado

Atomos de oxigeno nitroso
Acido carboxilico oxigeno
Fosfato/oxigeno sulfénico
Anién de oxigeno

Oxigeno aromatico

Oxigeno sp2 predeterminado
Oxigeno sp3 por defecto
Oxigeno predeterminado

Fosforo predeterminado
Azufre aromatico

Azufre de tiocarbonilo

Azufre de anién de tiolato
Azufre de tiol

Azufre disustituido

Azufre en sulfona/sulfonamida
Azufre en sulféxido

Azufre predeterminado

Azufre predeterminado

lon de fluor

lon de cloro

lon de bromo

lon de yodo

Fluor predeterminado
Cloro predeterminado
Bromo predeterminado
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11 [#53] Yodo predeterminado
# lones
50 [*;X0] lon metélico libre
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para puntuar la afinidad de enlace de una molécula de ligando propuesta para una molécula
receptora, que es una proteina, usando un ordenador y bases de datos informaticas, comprendiendo el
procedimiento,

a. obtener datos almacenados por ordenador que representan una estructura de ligando-receptor predicha,
b. puntuar la afinidad de enlace de ligando mediante operaciones informatizadas que incluyen:

- determinar si el receptor incluye uno o mas sitios de hidratacién ocupados por agua localizada y, de
ser asi,
- determinar

si después de acoplar un agua localizada interactda con un atomo de ligando hidrofébico, y

si el acoplamiento del ligando en el receptor da como resultado una interaccion desfavorable
del ligando con una molécula de agua localizada que ocupa un sitio de hidratacién de receptor
después del acoplamiento, donde la interacciéon desfavorable incluye un mayor aumento de
energia libre en comparacion con la interacciéon del ligando con una molécula de agua en un
fluido a granel,

- determinar si una o mas de las condiciones de excepcion i. - iv. esta presente:

i. el atomo de ligando hidrofébico tiene un atomo de ligando con una carga neta positiva a 4
atomos o mas cerca del mismo en funcién de la conectividad de enlace de los atomos en el
ligando;

ii. el &tomo de ligando hidrofébico no es parte de un grupo -CH3 de ligando o no es un atomo
de ligando a menos de 3 atomos de un grupo -CH3, donde el agua localizada bordea el borde
de un bolsillo hidrofébico que le da acceso al agua circundante; .

iii. el agua localizada dentro de un sitio de hidrataciéon estd a menos de 5 A de un atomo de
ligando con carga positiva;

iv. el agua localizada dentro de un sitio de hidratacion tiene enlaces de hidrégeno al ligando;

- aplicar una penalizacion a una funcién de puntuacién de afinidad de enlace si 1) el agua localizada
interactda con un atomo de ligando hidrofébico como se determina en la etapa b, y 2) ninguna de las
condiciones de excepcion i. - iv. esta presente.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que los sitios de hidratacion de receptor se determinan mediante
muestreo informatizado de sitios para hidratacién, seguido de asignacion informatizada de ocupaciones de agua
para los diversos sitios muestreados.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se evalla una penalizacion para compuestos cuando el agua
localizada dentro de un sitio de hidratacién interactia con un atomo de ligando hidrofébico.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el agua localizada dentro de un sitio de hidratacion interactda
con un atomo de ligando hidrofébico a una distancia de 5 A o menos.

5. El procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que el atomo de ligando hidrofébico no es Cl o Br.

6. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se determina que los sitios de receptor con un agua
localizada son aguas que se predice que tienen una ocupacion en el marco de referencia de la proteina de > 1,5X la
ocupacion de agua a granel.

7. El procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que se utilizan simulaciones de dinamica molecular para
determinar la ocupacion de agua.

8. El procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que se utiliza un analisis de solvatacion de sitio activo para
identificar sitios de agua localizada.

9. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se aplica una penalizacion a la puntuacion de afinidad de
enlace del ligando cuando se determina que la energia libre de desplazamiento de una molécula de agua desde el
sitio de receptor hasta aguas a granel es mas favorable que un valor de corte especificado.

10. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que se aplica una penalizacién a la puntuacién de afinidad de
enlace del ligando mediante un procedimiento que comprende estimar la favorabilidad energética de la molécula de
agua en el sitio de hidratacion a partir de la hidrofobicidad del sitio 0 a partir de interacciones especificas con grupos
de receptor.
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11. El procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que la estimacién de la favorabilidad energética del sitio de
hidratacién incluye calculos seleccionados del grupo que consiste en simulaciones de dinamica molecular,
simulaciones Monte Carlo, enumeracion exhaustiva de geometrias de la molécula de agua dentro del sitio y
optimizacién (mediante, por ejemplo, minimizacién de energia) de la posicién de la molécula de agua dentro del sitio.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el valor de corte es de al menos 0 kcal/mol.
13. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que las energias libres de desplazamiento de una molécula de
agua desde el sitio de receptor hasta el agua a granel se determinan mediante simulaciéon de dinamica molecular

seguida de la aplicacion de la teoria de solvatacion no homogénea modificada para asignar energias libres de
desplazamiento.

15



ES 2788504 T3

Mfmr(wmc{

&

R ;
% :
g e B

G ™

R
“R&);i\ “ ‘%\%\\ \\\\\\\‘\\%E ‘ ., Q&«:‘%@‘
&R o
‘\\\‘% - S e’

B

FIGURA 1

16



ES 2 788 504 T3

: N

\%\ I \
e ) & ‘ S .:.-‘ . QN\&‘”&{}" \\\\.\\\\\&%
Pt Q[ 0% \\\”\\Q\@‘%
p
35 "\\:\A\g";

FIGURA 2

17



\ @ O : ¢
%\\\\\ ! R \

Q

e

FIGURA 3

18



ES 2788504 T3

“o,

R,
",

.

“,

4
SIS
SN

£ ‘9«9,42}.\\@&

= 5 TION N \\\\\\\} o \\

TR

L

3

FIGURA 4

19



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

