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DESCRIPCION
Métodos para muestrear soluto organico de entornos acuosos y heterogéneos
Declaracion respecto a la investigacion y el desarrollo con patrocinio federal

Esta invencion se realizé en parte con el respaldo del gobierno con la subvencién nimero CA107331 otorgada por los
Institutos Nacionales de Salud. El gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos en la invencion.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a métodos asistidos por ordenador para usar solutos organicos para
muestrear entornos acuosos y heterogéneos. Mas especificamente, se refiere a métodos asistidos por ordenador para
determinar las distribuciones espaciales y la termodinamica de moléculas pequefias en entornos acuosos y entornos
heterogéneos, incluyendo entornos heterogéneos que contienen una proteina que tiene sitios de unién profundos u
ocluidos. Los métodos proporcionados en el presente documento pueden usarse para estudios termodinamicos de
sistemas acuosos complejos y para el disefio de farmacos asistido por ordenador.

Antecedentes

El potencial quimico (u) describe el movimiento de equilibrio de las particulas entre dos fases o estados. La fuerza
impulsora detras de este movimiento procede de 1) un gradiente de concentracion, es decir, las particulas tienden a
moverse desde una region de mayor concentracion hasta una region de menor concentracion para ganar entropia de
mezcla; y 2) la afinidad quimica: las particulas se atraen a regiones de alta afinidad quimica (véase Dill KA & Bromberg
S (2003), Chemistry and Biology).

El exceso de potencial quimico (uex) es el trabajo cuasiestatico para llevar una particula (por ejemplo, una molécula
de soluto) desde la fase gaseosa hasta el disolvente; pex= p- pig, donde p y pig son el potencial quimico y el potencial
quimico de gas ideal del soluto, respectivamente. En el contexto de la mecanica estadistica, el potencial quimico
permite que el estado termodinamico de un sistema se defina en términos de un conjunto marcocanénico (GC) (uVT)
que permite la variacidon en las concentraciones de especies a través de fases/estados. Los procedimientos de
simulacién han evolucionado durante mucho tiempo hacia la determinacion eficaz de la energia libre de hidratacion
de Gibbs (HFE), la afinidad quimica y otras propiedades termodinamicamente relevantes del agua y otras moléculas
de soluto pequefias a partir de conjuntos GC en lugar de los conjuntos isotérmicos, isobaricos (NPT), candnicos (NVT)
0 microcanodnicos mas convencionales donde se fija la concentracion de la especie. Hasta la fecha, muchas de las
estrategias del conjunto GC han empleado simulaciones de Montecarlo (MC) o bien para impulsar el muestreo de
moléculas de agua o moléculas pequefas individuales alrededor de proteinas o entornos cristalinos, o bien
alternativamente para mejorar la precision de los calculos relativos de HFE en los calculos de la perturbacion de
energia libre (FEP). Sin embargo, dado que las simulaciones de Montecarlo de conjunto macrocanénico (GCMC) de
sistemas que contienen disolventes explicitos para representar la fase en volumen adolecen de problemas de
convergencia debido a las bajas tasas de aceptacion encontradas para la insercion de solutos, las simulaciones en el
pasado se restringieron a la investigacion de las afinidades quimicas de solo el disolvente, las simulaciones que
investigan las afinidades quimicas para impulsar el muestreo de soluto individual en ausencia de disolvente explicito,
que determinan las propiedades termodinamicas en condiciones cristalinas, o simulaciones para investigar el uso de
estrategias de conjunto expandido.

Deng Y y Roux B (J Chem Phys. 21 de marzo de 2008; 128(11): 115103) describen una computacién de energia libre
de unién con dinamica molecular y simulaciones de Monte Carlo de conjunto macrocanoénico. Clark M et al. (J Chem
Inf Model. Abril de 2009; 49(4): 934-43) describen calculos de energia libre de conjunto macrocanénico de union de
proteina-ligando.

En el contexto de entornos proteicos y macromoleculares, se han empleado técnicas de simulacion de muestreo de
fragmentos quimicos para el descubrimiento o el disefio racional de moléculas que pueden unirse a dianas
macromoleculares con altas afinidades para lograr un resultado bioldgico deseado. El método de identificacion de sitio
por saturacién competitiva de ligando (SILCS) es una de tales técnicas que identifica la ubicacion y las afinidades
aproximadas de diferentes grupos funcionales en una superficie macromolecular diana mediante la realizacion de
simulaciones de dinamica molecular (MD) de la diana en una disoluciéon acuosa de moléculas de soluto que son
representativas de diferentes fragmentos quimicos. Sin embargo, estos conjuntos isotérmicos, isobaricos (NPT) de
MD adolecen de las escalas de tiempo de difusion prolongadas de los solutos a través de entornos de macromoléculas
y de disolvente explicitos, especialmente cuando los sitios de unién macromolecular estan profundamente escondidos
y son inaccesibles para el disolvente (es decir, ocluidos). Estas limitaciones implican que sélo pueden estudiarse los
sitios de unién en una proteina que son accesibles para el disolvente en volumen. Sin embargo, una gran cantidad de
proteinas biolégicamente importantes, como los receptores acoplados a proteinas G (GPCR), las proteinas de
receptores nucleares y otras macromoléculas, tienen cavidades de unién a ligandos profundas u ocluidas, y las
simulaciones para estudiar la afinidad de las moléculas pequefias por estas cavidades ocluidas generalmente
requieren mucho tiempo.
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Los métodos de la presente invencion superan estas limitaciones, produciendo distribuciones espaciales precisas para
solutos en entornos macromoleculares acuosos.

Sumario de la invencion
La presente invencion se define de la siguiente manera:

[1] Un método computacional para muestrear la distribucion espacial de uno o mas solutos y agua en una region del
espacio definida (sistema) que comprende:

1) asignar una concentracion objetivo, Nopj, de cada uno del uno o mas solutos y agua;

2) muestrear la distribucion espacial del uno o mas solutos y agua en una region del espacio definida
computacionalmente usando criterios de muestreo de Metropolis de Montecarlo de conjunto macrocandnico
(GCMC), en el que el exceso de potencial quimico (uex) asignado para cada uno del uno o mas solutos, si esta
presente, y agua se ajusta a 0, si esta presente;

3) actualizar pex de cada uno del uno o mas solutos y agua a partir de la diferencia en la concentracion actual en la
region del espacio definida (Nsis) y el objetivo (Nob;),

4) repetir las etapas 2) y 3) usando los valores actualizados de pex en la etapa 2) para obtener una distribucion
espacial del uno o mas solutos y agua;

en el que el sistema comprende ademas una o mas macromoléculas, en el que la distribucién espacial de uno o mas
solutos 0 agua se usa para identificar la afinidad preferente de cada uno de los solutos o agua por cada una de la una
0 mas macromoléculas, y en el que dicha una o mas macromoléculas se seleccionan de una proteina, ARN, ADN,
hidrato de carbono, lipido, compuesto quimico organico, compuesto quimico inorganico o una combinacion de los
mismos.

[2] EI método segun [1], en el que el sistema contiene agua y un soluto y en el que la concentracion objetivo del soluto
y agua se ajusta a 1 My 55 M, respectivamente, a partir de lo cual se obtiene la energia libre de hidratacion del soluto
a partir del valor de pex

[3] EI método segun [1], en el que el pex de uno o mas solutos y agua se aumenta y se disminuye alternativamente
durante las operaciones de GCMC a través de ciclos consecutivos que implican las etapas 2)-4), una vez que la
concentracion de los solutos y el agua alcanzan su valor objetivo.

[4] El método segun [1], en el que la proporcion de etapas de GCMC para cada uno del uno o mas solutos y agua se
asigna basandose en la concentracion objetivo de cada uno de los solutos y agua.

[5] EI método segun [1], en el que el sistema que contiene los solutos y/o agua esta englobado en un sistema mas
grande que contiene dichos solutos y/o agua.

[6] El método segun [5], en el que el sistema incluye adicionalmente una o mas macromoléculas.

[7] El método segun [1], en el que se muestrea la distribucion espacial que sigue a la etapa 2) con una simulacion de
dinamica molecular.

[8] EI método segun [1], en el que pex se aumenta o se disminuye igual a Nobj/Nsis.

[9] El método segun [1], en el que pex Se aumenta cuando Nsis s menor que Noy; ¥ se disminuye cuando Nsis €s mayor
que Noy;.

[10] El método segun [1], en el que dicha region definida computacionalmente comprende una region interior que
contiene el uno o mas solutos y agua, ubicada dentro de una regioén exterior mas grande que contiene agua adicional.

[11] El método segun [1], en el que se genera una salida de las distribuciones espaciales del uno o mas solutos y
agua.

Breve descripcion de dibujos

En el presente documento se describen realizaciones a modo de ejemplo no limitativas, con referencia a las siguientes
figuras:
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La figura 1 ilustra una configuracion de ejemplo para las simulaciones de GCMC-MD del estado convencional
(esquema 1) y la mezcla de soluto acuoso (esquema Il). Las moléculas de agua y soluto se intercambian entre sus
respectivos depositos y los sistemas de simulacion esféricos, A, indicados por el limite discontinuo, definido por el
radio ra. El sistema A esta sumergido en un sistema mas grande, B definido por el limite continuo, que incluia aguas
adicionales de radio rg ajustado a ra+ 5 A en el presente estudio para impedir que los solutos hidréfobos ocupen el
borde del sistema A (véase la figura 6). Alternativamente, el sistema mas grande en el que esta sumergido el sistema
A puede tratarse usando condiciones de contorno periédicas € incluir otras entidades quimicas ademas de agua (véase
la figura 10).

La figura 2 representa pex Y concentraciones de los solutos y el agua en funcion de las iteraciones de GCMC-MD. Se
varid pex para los solutos y el agua cada iteracion basandose en sus concentraciones respectivas en el sistema de
simulacién A. La concentracion objetivo de los solutos fue 1 My 0,25 M en el esquema | (linea continua) y en el
esquema I (linea discontinua) respectivamente, mientras que el agua se mantuvo a una concentracion en volumen
de 55 M en ambos sistemas. Los solutos son benceno (BENC), propano (PRPN), acetato (ACET), metilamonio
(MAMM), metanol (MEOH), formamida (FORM) y acetaldehido (AALD).

La figura 3 muestra: (A) Concentracion; (B) pex de acetaldehido; y las probabilidades promedio de insercion (C) +
delecion (Pins+der) Y (D) traslacion + rotacion (Pyas+rot) €n funcion del nimero de iteraciones de GCMC-MD a partir de
GCMC-MD de los esquemas | y Il de acetaldehido con e fijado en la HFE (cuadrados negros, linea discontinua) o
fluctuado por duex (linea continua, circulos en blanco) respectivamente. Obsérvese que el nimero de intercambios de
soluto con el depésito de fase gaseosa es mayor con la fluctuacion de pex mientras que la concentracion y pex promedio
son aproximadamente equivalentes.

La figura 4 ilustra FragMaps de GFE seleccionados en el sitio de union a ligando de la lisozima L99A de T4 a partir de
una simulacion de GCMC-MD de 10 x 50 ns y las conformaciones cristalinas minimizadas de los 9 ligandos (tal como
se describe a continuacion); se retiraron los atomos de proteina que ocluyen la vista de la cavidad de unién para una
visualizacion clara. Los FragMaps se visualizan con un punto de corte de -1,2 kcal/mol para BENC (carbonos
aromaticos de BENC) y PRPC (carbonos alifaticos de PRPN) y los FragMaps se visualizan con un punto de corte de
-0,5 kcal/mol para AALO, MEOO, FORO (oxigenos aceptores polares de AALD, MEOH y FORH, respectivamente) y
los grupos MEOH y FORH (hidrégenos donadores polares de MEOH y FORH, respectivamente).

La figura 5 muestra la correlacion de la afinidad de unién experimental AG (de Morton A, Baase WA y Matthews BW
(1995), Biochemistry 34 (27): 8564-8575) con las puntuaciones de LGFE para los nueve ligandos considerados (tal
como se describe a continuacion). Las puntuaciones de LGFE se obtienen de conjuntos conformacionales MD y MC
de los ligandos (LGFEMP, LGFEMC) y los FragMaps de GFE. Los mapas generales tienen una correlacion muy buena
(R? e indice predictivo, PI, altos).

La figura 6 muestra la distribucion de benceno en un sistema acuoso limite esférico. Cuando el soluto y las aguas
comparten el mismo limite esférico, los solutos hidréfobos se acumulan en el borde de la pared. B. Para evitar esto, el
sistema A se sumerge en un sistema B mas grande tal como se describe en el texto principal.

La figura 7 representa las funciones de distribucion radial (g(r)) para los atomos de soluto de las simulaciones de
GCMC-MD y PBC MD de los esquemas | y Il. Linea recta: MD con PBC que replican el esquema |, circulos en negro:
MD con PBC que replican el esquema I, linea discontinua: GCMC-MD esquema |, circulos en blanco: GCMC-MD
esquema Il. Para benceno (BENC), propano (PRPN), metilamonio (MAMM) y acetato (ACET), se mide g(r) a través
de las particulas sin masa (LP) que se afadieron a su centro de masas para impedir la agregacion. Para metanol
(MEOH), formamida (FORM) y acetaldehido (AALD), se mide g(r) entre los hidrégenos u oxigenos polares.

La figura 8 muestra la concentracion (M) y pex (kcal/mol), en funcién del numero de ciclos de GCMC-MD del esquema
I'y el esquema Il de los sistemas acuosos GCMC-MD con pex fijado en HFE (linea y circulos en negro) o fluctuado por
duex (cuadrados en negro y circulos en blanco) respectivamente.

La figura 9 representa pex (kcal/mol), probabilidades de insercion + delecion (Pins+del) Y traslacion + rotacion (Pias+rot)
en funcion del ndmero de ciclos de GCMC-MD del esquema | y GCMC-MD del esquema Il de sistemas acuosos con
uex fijado en HFE (linea continua y circulos en negro) o fluctuado por duex (cuadrados en blanco y triangulos en blanco)
respectivamente.

La figura 10 ilustra una configuracion de ejemplo para el GCMC-MD del esquema | con el mutante T4-L99A. El GCMC-
MD esta restringido a la esfera activa de radio de 20 A (sistema A) con el centro en el sitio activo del mutante T4-L99A
definido por los residuos Ala 99 y Met 102. El sistema A esta englobado en el sistema B, que esta una caja de PBC
con paredes alejadas aproximadamente 12 A de la superficie de la proteina. El sistema B contiene tanto agua como
benceno a 55 M y 1 M, respectivamente. El agua y el benceno dentro de la esfera activa se indican mediante
representaciones de lineas discontinuas y bolas y varillas, respectivamente.

La figura 11 representa el coeficiente de solapamiento (OC) entre dos esferas de radio R, en funcién de la distancia
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de separacion entre ellas.

La figura 12 representa (A) FragMaps de GFE a partir de las simulaciones B2A (izquierda) y B2l (centro) solapadas
en los estados activo (PDB: 3P0G) e inactivo (PDB: 2RH1) de los B2AR con ligandos BI167107 y carazolol,
respectivamente; se retiraron los atomos receptores que ocluyen la vista de la cavidad de unién. Los mapas
diferenciales (derecha) resaltan las diferencias entre los dos estados. Los FragMaps de HBACC y HBDON se
establecen en un punto de corte de -0,5 kcal/mol, mientras que los FragMaps de APOLAR, NEG y PDON se establecen
en un punto de corte de -1,2 kcal/mol y el color para los FragMaps de compuesto no polar (APOLAR), donador neutro
(HBDON), aceptor neutro (HBACC), aceptor negativo (NEG) y donador positivo (POS) es verde, azul, rojo, naranja y
cian, respectivamente; (B) Las puntuaciones de LGFE se obtienen de conjuntos conformacionales de MC de agonistas,
agonistas parciales (numerados 1-10), antagonistas y agonistas inversos (numerados 11-21) conocidos en los
FragMaps tanto de B2A como B2I. LGFE y los valores experimentales de AGynisn S€ correlacionan bien para agonistas
y agonistas parciales con los FragMaps de B2A (1), y los antagonistas/agonistas inversos con los FragMaps de B2I
(4); (C) Respuesta de relajacion de anillos traqueales con los 7 primeros de los 15 ligandos seleccionados de los
estudios de examen virtual (VS). Se usa isoproterenol (Iso, azul) como control.

La figura 13 representa FragMaps solapados en las LBP del AR (PDB 2AM9) con los ligandos A) TES, B) EM-5744 y
C) S-1 en las orientaciones cristalograficas. D) FragMaps de la simulacion sélo de GCMC. Se retiraron los atomos
receptores que ocluyen la vista de la cavidad de unién para facilitar la visualizacion. El color para los FragMaps de
compuesto no polar (APOLAR), donador neutro (HBDON), aceptor neutro (HBACC), aceptor negativo (NEG) y donador
positivo (POS) es verde, azul, rojo, naranja y cian, respectivamente. Los FragMpas de APOLAR, HBACC y HBDON
se establecen en un punto de corte de -0,5 kcal/mol, mientras que los FragMaps de NEG y POS se establecen en -
1,2 kcal/mol. Las afinidades distintivas de FragMap que se solapan con los grupos funcionales de los ligandos se
indican mediante flechas de color igual que los FragMaps. D) La ausencia de flexibilidad proteica en las simulaciones
s6lo de GCMC conduce a una disminucion general en la extension espacial de los FragMaps y ala omision de FragMap
de APOLAR A2 que esta en las inmediaciones de las conformaciones cristalograficas de los segundos anillos de fenilo
de B) EM-5744 y C) S-1. El muestreo de MC de ligandos, EM-5744 y S-1 produce conformaciones (amarillas) distintas
del cristal (cian), en By C.

La figura 14 representa FragMaps de PPARYy solapados en las LBP de PPARy (PDB 3U9Q) con los ligandos A) acido
decanoico, B) rosiglitazona (PDB: 2PRG,) C) GW409544 (PDB: 1K74) y D) Cerco-A (PDB: 3B1M) en sus orientaciones
cristalograficas; se retiraron los atomos receptores que ocluyen la vista de la cavidad de unién para facilitar la
visualizacion. Los FragMaps de HBACC y HBDON se establecen en un punto de corte de -0,5 kcal/mol, mientras que
los FragMpas de APOLAR, NEG y PDON se establecen en un punto de corte de -1,2 kcal/mol. No se encontraron
FragMaps que se solaparan con la dibenzofurancaboxamida de Cerco-A (D).

La figura 15 representa que los FragMaps trazan el posible paso de entrada de un ligando en el PPARy. El ligando
GW40944 se muestra en las LBP.

La figura 16 representa FragMaps de GFE solapados en las LBP parcialmente ocluidas de mGIuR1 con los ligandos
A) FITM y B) MPEP. Se retiraron los atomos de proteina que ocluyen la vista de la cavidad para facilitar la visualizacion.
Todos los contornos de FragMap se muestran a -1,2 kcal/mol y el color para FragMaps de compuesto no polar
(APOLAR), donador neutro (HBDON), aceptor neutro (HBACC), aceptor negativo (NEG) y donador positivo (POS) es
verde, azul, rojo, naranja y cian, respectivamente.

La figura 17 compara FragMaps entre A) GCMC/MD frente a B) Simulaciones s6lo de GCMC para mGIluR. Todos los
contornos de FragMap se visualizan a -1,2 kcal/mol. C) LGFE calculadas usando los FragMaps a partir de GCMC/MD
correlacionados bien con AGynisn mientras que la correlacion se perdié cuando D) las LGFE se calcularon utilizando
los FragMaps a partir de simulaciones so6lo de GCMC.

La figura 18 representa el analisis estructural de B2A y B2I. A) Distribuciones de RMSD de cadenas laterales
seleccionadas identificadas como pertinentes para la unién del ligando a través de la simulacion de GCMC/MD de
10x50 ns de B2A (naranja) y B2l (verde). Los residuos polares son de color verde, los residuos hidréfobos son de color
morado y la Asp cargada de manera negativa es de color rojo. BI-167107 y el carazolol son de color naranja y verde
respectivamente. B) Las conformaciones inactiva (verde) y activa (naranja) de B2AR se mantienen a través de las
simulaciones como lo demuestra la distribucién del angulo entre las hélices TM H5 y H6 y la distancia entre los atomos
CE y CD a través de los residuos de formacion del puente salino R131-E268.

La figura 19 representa los modos de union de algunos agonistas y agonistas parciales en la conformacion activada
de B2A a partir del muestreo de MC de los ligandos en el campo de los FragMaps de B2A SILCS-GCMC/MD.

La figura 20 representa los modos de unién de algunos antagonistas y agonistas inversos en la conformacion
inactivada de B2AR a partir del muestreo de MC de los ligandos en el campo de los FragMaps de B2l SILCS-
GCMC/MD.
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La figura 21 representa las estructuras de los quince ligandos seleccionados para estudios de evaluacion funcional a
partir del examen virtual impulsado por las diferencias en FragMaps entre los estados activo e inactivo de 2AR.

La figura 22 representa las conformaciones acopladas de los ligandos preseleccionados L1, L3, L4 y L7 que se solapan
bien con los diferentes FragMaps a partir de simulaciones B2A, lo que lleva a buenas puntuaciones de LGFE.

Descripcion detallada

La invencion es tal como se define en las reivindicaciones adjuntas. Se proporcionan métodos asistidos por ordenador
para usar solutos organicos para muestrear entornos acuosos y heterogéneos. En la siguiente descripcion, con fines
explicativos, se exponen numerosos detalles especificos para proporcionar una comprensién completa de la presente
invencion. Sin embargo, resultara evidente para un experto en la técnica que la presente invencion puede ponerse en
practica sin estos detalles especificos. Todavia otros aspectos, caracteristicas y ventajas de la invencion son
facilmente evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, simplemente ilustrando varias realizaciones e
implementaciones particulares, incluyendo el mejor modo contemplado para llevar a cabo la invencion. La invencion
también es capaz de otras y diferentes realizaciones, y sus diversos detalles pueden modificarse en varios aspectos
obvios, siempre que sean segun las reivindicaciones adjuntas. Por consiguiente, los dibujos y la descripcién deben
considerarse de naturaleza ilustrativa y no restrictiva.

Los métodos de la presente invencion y los sistemas segun ellos permiten la investigacion del exceso de potencial
quimico (pex) de solutos en disolucion acuosa, incluyendo disoluciones que contienen multiples solutos. Fundamental
para el enfoque es el uso de un pex fluctuante a lo largo de las partes de GCMC de las simulaciones. Esto conduce a
la convergencia de pex para el/los soluto(s) dado(s) y el entorno, segun lo definido por el usuario, basandose en la
concentracion objetivo y en el mantenimiento del muestreo de soluto una vez que el sistema ha convergido con
respecto a pex 0 la concentracion objetivo. Ademas del examen de pex requerido para mantener los solutos a su
concentracion objetivo en ambientes acuosos, el GCMC-MD iterativo con enfoque de pex fluctuante también es util
para el muestreo eficaz de solutos.

Esta bien aceptado que dirigir ligandos a cavidades de uniéon de ligando (LBP) ocluidas en proteinas con accesibilidad
minima o nula al entorno circundante es un desafio. Como se sabe que las eficacias de los ligandos tanto de los GPCR
como de los receptores nucleares (NR) estan asociadas a pequefios cambios conformacionales en sus sitios de union,
el modelado preciso de estos sitios es critico para el desarrollo futuro de agentes terapéuticos para una amplia variedad
de enfermedades.

Puede usarse la metodologia de SILCS para mapear los patrones de afinidad de energia libre de grupos funcionales
en las superficies de proteinas, incluyendo las LBP. Este método explica la flexibilidad conformacional de las proteinas,
el espacio quimico de los ligandos y el disolvente explicito mediante la realizacién de la dinamica molecular (MD) de
la proteina objetivo en una disolucién acuosa de pequefias moléculas de soluto representativas de diferentes grupos
quimicos funcionales. En una realizacion, los patrones de afinidad de estos grupos funcionales se obtienen en forma
de probabilidad discretizada, o mapas de energia libre, lamados FragMaps. La inclusion de la flexibilidad de la proteina
y la representacion del disolvente explicito en el método de SILCS es particularmente importante dados los cambios
conformacionales conocidos dentro de la cavidad de unién tras la union del ligando y la competencia y el
desplazamiento del agua por los ligandos.

Tal como se describe a continuacion, el método de SILCS fue satisfactorio en el mapeo de los requisitos de grupos
funcionales de ligandos para una variedad de macromoléculas. Para examinar las LBP ocluidas, se combina SILCS
con una metodologia iterativa de Montecarlo de conjunto macrocandénico (GCMC) y MD. GCMC impulsa el muestreo
de solutos pequefios y disolventes explicitos en las LBP, mientras que MD permite el muestreo conformacional de las
macromoléculas en presencia de solutos y agua, lo cual es util para explorar cavidades cripticas ausentes en
estructuras apocristalinas que se sabe que sirven como sitios de union.

La presente invencion describe el uso de SILCS-GCMC/MD para mapear patrones de afinidad de grupos funcionales
de las cavidades ocluidas de las siguientes proteinas NR terapéuticamente importantes y GPCR. Macromoléculas
terapéuticamente importantes a modo de ejemplo son el receptor de androgenos (AR), el receptor y activado por
proliferador de peroxisomas (PPARYy), los receptores nucleares y los GPCR, tal como el receptor de glutamato
metabotrépico (mGIuR) y el receptor B.-adrenérgico (B2AR). El método se utilizé para predecir las afinidades de unién
relativas de ligandos usando un esquema de puntuacion de energia libre en la cuadricula de ligandos (LGFE) que se
describe adicionalmente a continuacion, e incorpora parametros de flexibilidad conformacional de proteinas. El método
también es capaz de distinguir entre los estados activo e inactivo del B2AR a través de diferencias en los patrones de
afinidad de ligandos en estos estados. Desde el punto de vista del descubrimiento de farmacos, tal informacion es util
para distinguir la funciéon de los ligandos. Validar esta capacidad permite utilizar las diferencias de FragMaps para
identificar nuevos agonistas de B2AR, compuestos que tienen el potencial de convertirse en agentes terapéuticos para
el tratamiento del asma y otras enfermedades pulmonares obstructivas.

En una realizacion, el método puede usarse para muestrear el espacio de configuracion de una cavidad ocluida en
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una macromolécula. Este muestreo puede realizarse en un solo soluto conjuntamente con agua, en el que la
concentracion del soluto in silico esta en un intervalo de aproximadamente 0,01 M a 1000 M para estimar la afinidad
de unién del soluto o una mezcla compleja de solutos por la cavidad ocluida de una macromolécula y para mapear la
preferencia funcional de los grupos por la cavidad ocluida (de unién) de la macromolécula. En determinados ejemplos,
la concentracién de soluto es de 1 M porque corresponde a la concentracion en el estado convencional, lo que
proporciona la energia de union libre experimental. Cuando esto se analiza en el contexto de la metodologia de SILCS,
se muestra que el enfoque reproduce cualitativamente la orientacién de unién de ligandos conocidos, asi como
clasifica cuantitativamente el orden de las afinidades de unién de ligandos. Dicha informacién sobre la funcionalidad y
la orientacién de unién de los ligandos ayuda con los métodos de disefio de farmacos asistidos por ordenador que se
dirigen a la identificacién de ligandos de alta afinidad para macromoléculas con cavidades de unién profundas u
ocluidas, tales como factores nucleares proteicos y GPCR.

La presente invencion incluye, por tanto, métodos para el muestreo de solutos en sistemas acuosos de disolvente
explicito y entornos de proteinas solvatadas usando simulaciones de GCMC iterativas. El método de la presente
invencion es un método computacional tal como se define en la reivindicacion 1.

En determinadas realizaciones, los métodos de la presente invencidon pueden generar ademas una salida de las
distribuciones espaciales del uno o mas solutos y agua. Entre otras cosas, el resultado puede usarse para ayudar con
el disefio de farmacos asistido por ordenador.

Los detalles de la distribucion espacial dependeran del nimero de repeticiones de las etapas 2) y 3), definiendo el
usuario cuando se obtiene una distribucion espacial satisfactoria. Normalmente, un usuario deja de repetir las etapas
2) y 3) cuando los detalles de la distribucion espacial del uno o mas solutos y agua ya no experimentan un cambio
significativo con cada repeticion adicional segun lo definido por el usuario. Esta situacion puede denominarse una
distribucion espacial convergente. En una disolucién acuosa, por ejemplo, una distribucién espacial convergente sera
homogénea (es decir, la misma en todas partes para el agua y todos los solutos). Alternativamente, cuando el sistema
es heterogéneo (es decir, contiene una macromolécula tal como se define en las reivindicaciones adjuntas) la
distribucion espacial de solutos y agua también sera heterogénea. Sin embargo, la distribucion espacial puede
definirse como convergente si no experimenta cambios significativos con mas repeticiones, donde el usuario define lo
que es significativo.

En el contexto de la presente invencion, el pex oscilante permite la determinacion de la distribucion espacial de los
solutos y el agua y el término “convergencia” se refiere al numero de etapas de GCMC en las que la distribucion
espacial del agua y los solutos ya no cambia. Mientras que pex todavia puede oscilar para cada muestreo de la
distribucion espacial, el valor de pex promedio, sin embargo, no puede cambiar una vez que se obtiene la convergencia.
En una realizacion, la convergencia de distribuciones espaciales se identifica usando coeficientes de solapamiento.
En una realizacion, las distribuciones espaciales se consideran convergentes cuando el coeficiente de solapamiento
es mayor de 0,4. En una realizacion alternativa, la convergencia se identifica cuando la desviacion de la concentracion
de un soluto en el sistema sometido a muestreo de la distribucidn espacial es sistematicamente menor del 10% con
respecto a la concentracion objetivo durante al menos los ultimos 20 ciclos de muestreo.

El sistema puede incluir solo agua, uno o mas solutos o una combinacién de agua y el uno o mas solutos. La
concentracion objetivo puede ajustarse a cualquier nivel deseado. Sin embargo, en una realizacion particular que tiene
solo agua y un soluto, la concentracién objetivo del soluto se ajusta a 1 M y la concentracién objetivo del agua se
ajusta a 55 M.

El numero de operaciones de GCMC en la etapa 2) puede ser mayor que uno para cada ciclo. En determinadas
realizaciones la operacién de GCMC se realiza desde aproximadamente 100 hasta 100.000 veces. Sin embargo, si es
necesario pueden realizarse menos de 100 o mas de 100.000 operaciones de GCMC. Las operaciones de GCMC
pueden dividirse de cualquier modo entre el uno o mas solutos y agua. En determinadas realizaciones, las operaciones
de GCMC pueden dividirse por igual entre el uno o mas solutos y agua. La proporcion de operaciones de GCMC para
cada uno del uno o mas solutos también puede asignarse en cualquier razén deseada. Sin embargo, en determinadas
realizaciones, la proporcion de operaciones de GCMC se asigna basandose en la concentracion objetivo de cada uno
de los solutos y agua. En determinadas realizaciones, el pex del uno o mas solutos y agua se aumenta y se disminuye
alternativamente durante las operaciones de GCMC a través de ciclos consecutivos que implican las etapas 2) y 3).
El proceso alternativo de aumentar o disminuir el pex del uno o mas solutos y agua se repite hasta que la distribucion
espacial general ya no cambia ni alcanza un nivel de cambio aceptable.

Las macromoléculas también estan presentes en los sistemas segun la presente invencion. Se seleccionan de una
proteina, ARN, ADN, hidrato de carbono, lipido, compuesto quimico organico, compuesto quimico inorganico, o
cualquier combinacién de los mismos. Dichas macromoléculas generalmente son mayores de 1000 Dalton, y menores
de 10.000.000 Dalton. Generalmente, las macromoléculas estan en un intervalo de 5.000 a 500.000 Dalton. En
determinados sistemas que comprenden una macromolécula, el método de muestreo de la presente invencion incluye
ademas una etapa en la que el pex del uno o mas solutos y agua se aumenta y se disminuye alternativamente durante
las operaciones de GCMC a través de ciclos consecutivos que implican las etapas 2) a 3) una vez que la concentracion
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del uno o mas solutos y agua alcanza sus valores objetivo. En realizaciones que comprenden una o mas
macromoléculas, la distribucién espacial del uno o mas solutos puede usarse para identificar la afinidad preferente de
cada uno de los solutos por la macromolécula. Esto puede lograrse determinando la probabilidad relativa de que el
uno o mas solutos se ubiquen espacialmente adyacentes o en una de las macromoléculas frente a la otra o al resto
del sistema. Lo mismo vale para multiples sitios en una sola macromolécula. La afinidad de unién puede estimarse
basandose en la probabilidad de que los solutos se encuentren en un sitio en relacién con el resto del sistema o en
relacion con otro sitio en la propia macromolécula o frente a la otra macromolécula.

Aun en otras realizaciones, se muestrea la distribucion espacial que sigue a la etapa 2) usando simulaciones de
dinamica molecular (MD). Una simulacion de MD después del GCMC permite tanto el muestreo conformacional de los
solutos como el muestreo configuracional del sistema acuoso y la macromolécula. Para lograr una convergencia
satisfactoria segun lo definido por el usuario, se repite el proceso de GCMC-MD a través de multiples iteraciones,
oscilando de manera sistémica el pex de las especies estudiadas sobre las iteraciones para impulsar el intercambio de
solutos y agua. Muchos de los ejemplos proporcionados en el presente documento se describen usando GCMC-MD,
pero la simulaciéon de MD puede no usarse en todas las realizaciones de la presente invencion.

En determinadas realizaciones, el sistema usado en los métodos descritos en el presente documento es un sistema
esférico finito. La diferencia entre los radios de los sistemas puede ser de 0,1 A a 1000 A. En determinadas
realizaciones, la diferencia entre los radios es o es aproximadamente de 5 A. Aunque los ejemplos especificos
proporcionados en el presente documento se ensefian con un sistema esférico, puede usarse cualquier region definida
del espacio.

A continuacion se describe la teoria del GCMC. Hay cuatro posibles movimientos de GCMC en una molécula, M (es
decir, soluto o agua): Insercion: lleva M al sistema A desde el deposito; delecion: retira M del sistema A y lo mueve de
nuevo al depdsito; traslacion y rotacion: M se traslada/rota dentro de un subvolumen que rodea la ubicacion original
de M en el sistema A. Las probabilidades de estos movimientos que se rijan segun los criterios de Metropolis son:

P. . =min

insertar

l, /;1 e B-BAE
n+l1

Pellmlnar= min 1, - e_B_/}AE

n—1
Prasrt = m 11’1 {1 ,€ ~AAE }

donde B=fu, +Inn y n=pv (1)

Lex €s el exceso de potencial quimico, N es el niUmero esperado de moléculas, P es la densidad, V es el volumen del
sistema A, f, es el volumen fraccional del subespacio donde se realizan los intentos de insercion, AE es el cambio de
energia debido a un movimiento, B es 1/ksT, ks es la constante de Boltzmann y T es la temperatura (300 K en el
presente estudio). A través de la simulacion de GCMC, el volumen del sistema de simulacion A, la energia total y el
numero total de particulas entre el sistema A y su depdsito normalmente son fijos. Sin embargo, en determinadas
realizaciones, la energia total y el numero total de particulas entre el sistema A y su depdsito pueden variar.

Como se observa en la ecuacion 1, el nimero esperado de moléculas de cada soluto “n” se calcula a partir de la
concentracion objetivo de cada soluto (Nobj), y €l volumen del sistema A. Por tanto, las interacciones de cada soluto
con las otras moléculas en el sistema de simulacién A (AE) y el pex suministrado determina las poblaciones de soluto
de las simulaciones de GCMC. Puesto que las probabilidades de movimiento de las aguas o los solutos individuales
se impulsan por sus valores de T y pex, cuando el pex de un soluto es menor que el trabajo necesario para mover una
molécula desde el deposito de fase gaseosa hasta el sistema A, se producira una disminucion en la concentracion del
soluto del sistema A. Del mismo modo, cuando el pex suministrado es mas que el trabajo necesario, se producira un
aumento en la concentracion de soluto en el sistema A. En consecuencia, el valor de pex suministrado a la simulacion
de GCMC puede variar segun el nimero de particulas en el sistema de simulacion y el nimero esperado de moléculas
de cada soluto 1.

Con 1 usado como objetivo para cada soluto para el calculo de GCMC, se define que el sistema de simulacion A
contiene agua en concentraciones de fase en volumen de 55 M. A través de las simulaciones de GCMC-MD iterativas,
se usa el numero de solutos y el agua en el sistema A frente a su nimero ( ) esperado como guia para variar sus
respectivos e a través de cada iteracion posterior de GCMC. Las simulaciones comienzan con el valor de pex para
solutos y agua ajustados a 0 en la primera iteracion. En cada iteracion posterior o subconjunto de iteraciones, se varia
el valor de pex para solutos y agua en una magnitud que se rige por la desviacion de los solutos y el agua en el sistema
A con respecto a su numero objetivo respectivo n. A medida que las concentraciones de los solutos y las aguas
alcanzan su numero objetivo, disminuye la anchura de la variacion de cada pex y esto define el inicio de la
convergencia. Por tanto, en las simulaciones de estado convencional con un solo tipo de soluto a una concentracion
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de 1 M en agua, puede calcularse la energia libre de hidratacion (HFE) a partir del valor de pex €n convergencia. La
oscilacion de los valores de pex para agua y solutos continia después de la convergencia para facilitar el muestreo
espacial de solutos en condiciones de equilibrio.

El esquema 1 de la figura 1 ilustra una simulaciéon de estado convencional en la que el sistema A comprende un solo
tipo de soluto a una concentracion de 1 M. El esquema Il ilustrado en la figura 1, sin embargo, representa una
simulacion en la que el sistema comprende una mezcla acuosa de multiples solutos. Tal como se ilustra en la figura
1, el sistema A, es una region esférica de radio, ra, en el que se realizan movimientos de GCMC. Tal como se ilustra
adicionalmente en esta figura, depodsitos separados de solutos y agua estan acoplados al sistema A. El sistema A
también estd sumergido en un sistema B mas grande, que incluye agua adicional. Para los sistemas acuosos en
volumen, el sistema B es una esfera mas grande de radio rg = ra + dr. En una realizacién, dr =5 A. El sistema B mas
grande limita los efectos de borde, tal como los que surgen de los solutos hidréfobos que ocupan el borde del sistema
A (figura 6). Alternativamente, el sistema B puede tratarse usando condiciones de contorno periddicas (PBC) y/o incluir
otras entidades quimicas ademas del agua. La figura 10 ilustra un sistema T4-L99A a modo de ejemplo para
simulaciones de GCMC-MD. En esta figura, un sistema periodico B esta sumergido en un sistema esférico A.

El proceso de GCMC-MD iterativo se realiza de la siguiente manera:

1) Realizar i etapas de GCMC para intercambiar solutos y aguas entre sus respectivos depdsitos y el sistema de
simulacién A. Las i etapas se dividieron entre cada uno de los M solutos y agua. En el presente estudio se intentaron

l i

movimientos de 2 y M+1 geme (insercion/delecion/traslacion/rotacion) para los solutos (F+, F1, Fa,...Fn) y €l
agua, en el esquema | y el esquema I, respectivamente. Sin embargo, no es necesario que el nimero de movimientos
de GCMC para los diferentes solutos y agua sea igual. Se aleatoriza el orden en el que se intentan los cuatro
movimientos GCMC posibles y la molécula (solutos o agua) en la que se realiza el movimiento. En la primera iteracion,
el valor de pex para solutos y agua se ajustd a 0. Los radios de la(s) esfera(s) de agua y soluto sometida(s) a
movimientos de GCMC se ajustaron a ra a través del proceso de GCMC, aunque las interacciones energéticas
asociadas con los movimientos también incluyen contribuciones de cualquier molécula de agua u otras entidades
quimicas, fuera de la esfera de GCMC que se define como el sistema B.

2) Después de GCMC, se realizaron j etapas de MD en los sistemas combinados A y B. Para los sistemas esféricos
finitos, los solutos se mantuvieron dentro de las dimensiones esféricas del sistema A, (ra) utilizando varios métodos
conocidos. En una realizacion a modo de ejemplo, esto se realizdé mediante el uso de restricciones esféricas armoénicas
de fondo plano tal como se describe por Caleman C, et al., (2011), Proc Natl Acad Sci USA 108 (17): 6838-6842.
Ademas, el agua y cualquier otra molécula en el sistema B que engloba el sistema A se sometieron a i) restricciones
esféricas armonicas de fondo plano con rg = ra + dr cuando el sistema B es esférico o ii) condiciones de contorno
periddicas.

3) En la etapa 3, el valor de pex para soluto y agua, (ue (P = F1, Fo, ..., Fu solutos o W, agua) se vario en dup. Este
nuevo valor de 4 se uso en la siguiente iteracion de GCMC. La magnitud de due se determiné por la desviacion del
numero actual de solutos/agua, Np (P = F4, F2, ..., Fm, 0 W) en el sistema A a partir del nimero esperado derivado de

Nobjetivo
la concentracion objetivo de solutos/agua ( P ) derivado del nimero esperado de solutos/agua.

Hp = My +dp,

donde

du, = du, x5, cuandoN , = 0; para el ciclol, |d,uE,| =05

objetivo
N ]

d;up 'Y P , N o< U,.?N ;::bjetivo
N,
du, = aleat ((du, —0.5), (du, +05)) , U.TNEb_]E'tNO{NP < _stbjelivo
o =
N bjeti
~dptp X b N, > 2N St
P

(2)

Con la variacién de dup dependiendo del sistema, pueden generarse diversos esquemas (estado convencional, mezcla
acuosa, sistemas heterogéneos) usando la ecuacion 2. Cabe sefialar que pueden aplicarse diferentes esquemas para
variar dup.
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4) Se uso6 entonces nuevo valor de pex procedente de la etapa 3 de la iteracion actual para realizar k iteraciones (etapas
1-3), de una simulacién de GCMC-MD.

Las simulaciones de GCMC se realizaron usando un cédigo interno de C++ que implementé el esquema GCMC
basado en cuadricula con el algoritmo de sesgo de cavidad para impulsar los intercambios de soluto y agua entre sus
depdsitos y el sistema acuoso A. Se obtuvieron los parametros empiricos de campo de fuerza del soluto a partir de
CGenFF, el campo de fuerza general en CHARMM y TIP3P, un modelo para agua usado en simulaciones de GCMC
y MD. Las moléculas de soluto elegidas para el presente estudio representan diferentes funcionalidades quimicas,
incluyendo moléculas apolares tales como benceno y propano, moléculas polares neutras tales como acetaldehido,
metanol y formamida, y moléculas cargadas de manera negativa y positiva tales como acetato y metilamonio,
respectivamente.

Para impedir la agregacion de solutos hidrofobos y cargados, y promover una convergencia mas rapida, se introdujo
un término de energia repulsiva solo entre los pares moleculares de benceno:benceno, benceno:propano,
propano:propano, acetato:acetato, acetato:metilamonio y metilamonio:metilamonio. Esto se logré afadiendo una
particula sin masa al centro de masas del benceno y al carbono central del propano, el acetato y el metilamonio. Cada
una de esas particulas no interacciona con ningun otro atomo en el sistema, sino sélo con otras particulas en las
moléculas hidréfobas o cargadas a través del término de campo de fuerza de Lennard-Jones (LJ) usando los siguientes
parametros: ¢ = 0,01 kcal/mol; y Rmin = 12,0 A. Todos los términos de campo de fuerza de LJ y las interacciones
culombimétricas se calcularon durante GCMC (es decir, no hubo truncamiento de interacciones no unidas), incluyendo
las interacciones con el sistema B. Las simulaciones se inician con un sistema vacio A. El proceso de GCMC
aleatorizado con los solutos y las aguas se realizaron inicialmente en multiplos de 50.000 movimientos hasta que las
moléculas de agua en el sistema alcanzan una concentracion en volumen de 55 M. En cada punto de este proceso
iterativo de 50.000 movimientos de GCMC, el pex de los solutos y el agua se aumentoé en 1 kcal/mol para acelerar la
acumulacion de agua y soluto en el sistema A. Durante este proceso, la concentracion de los solutos puede aumentar
mas alla de sus valores objetivo. Después de alcanzar la concentracion de agua en volumen de 55 M, se realizé el
procedimiento GCMC-MD tal como se describié anteriormente en las etapas 1-4 después de reajustar el pex de los
fragmentos respectivos y el agua a 0. Mas de 50 iteraciones del GCMC-MD en las que se variaron los valores de ey,
las concentraciones de solutos se acercan a sus respectivos valores objetivo. Para cada iteracion, se realizaron 50.000
y 100.000 movimientos de GCMC para el esquema | y el esquema ll, respectivamente.

Se uso el paquete GROMACS (version 5.0) para todas las simulaciones de MD. Para los sistemas acuosos, para cada
iteracion, se simularon los sistemas combinados A y B, incluyendo todos los solutos y las aguas, durante 500 ps
usando un integrador de salto de rana (integrador GROMACS “md”), que tiene un lapso de tiempo de 2 fs, a 300 K a
través de un termostato Nose-Hoover. Se uso el algoritmo LINCS para restringir las geometrias del agua y todos los
enlaces covalentes que implican un atomo de hidrégeno, mientras que las interacciones de van der Waals (vdW) y
electrostaticas se desconectaron suavemente en un intervalo de 8-10 A. Los solutos y las moléculas de agua se
mantuvieron dentro de las dimensiones esféricas de los sistemas A o B mediante la aplicacién de restricciones
armonicas de fondo plano con una constante de fuerza de 1,2 kcal/mol/A? en los siguientes atomos de soluto o agua:
la particula sin masa en el centro geométrico de benceno, propano, acetato y metilamonio, los atomos de carbono de
acetaldehido, metanol y formamida y el atomo de oxigeno del agua. Para los sistemas acuosos en volumen, el radio,
re de las restricciones arménicas de fondo plano usado para definir el sistema B se aplicé solo al agua y fue 5 A mayor
que el radio ra = 20 A definiendo la restriccion aplicada a los solutos en el sistema A.

Para el sistema T4-L99A, se usaron las coordenadas 181L de PDB con el ligando de benceno después de la delecion
del ligando. Brevemente, se insertd la estructura de T4-L99A en cajas que replican los sistemas del esquema | y del
esquema |l que contienen 1 M de benceno y 0,25 M de cada uno de los diferentes fragmentos (benceno, propano,
acetaldehido, metanol, formamida, acetato y metilamonio), respectivamente. De manera similar a los sistemas
acuosos, se construyeron 10 de tales cajas para el esquema | con benceno 1 M y el esquema Il con los multiples
solutos, insertandose los solutos aleatoriamente en cada una de las cajas. Estos sistemas se minimizaron en mas de
1000 etapas iterativas usando el algoritmo de descenso mas pronunciado en presencia de condiciones de contorno
periddicas (PBC). Entonces se equilibraron los sistemas equilibraron durante 250 ps mediante la reasignacion
periodica de velocidades. Se usod la version de salto de rana del integrador Verlet con un lapso de tiempo de 2 fs para
calentamiento y equilibrio. Las interacciones electrostaticas de largo alcance se manejaron utilizando el método Ewald
de malla de particulas con un punto de corte de espacio real de 12 A. Se aplicé una funcién de conmutacion a las
interacciones de Lennard-Jones a 12 A, y se aplico una correccion isotropica de largo alcance al componente de
presion para las interacciones de Lennard-Jones mas alla de la longitud de punto corte de 12 A. Durante la
minimizacion y el equilibrio, se aplicaron restricciones armoénicas de posicion con una constante de fuerza de 2,4
kcal/mol/A? a proteinas sin atomos de hidrégeno. Para las simulaciones de MD en el protocolo iterativo, se eliminaron
las restricciones de posicion y se reemplazaron por restricciones débiles aplicadas solo a los atomos de carbono C-
alfa de la estructura principal de la proteina con una constante de fuerza (k en 1/2 kox?) de 0,12 kcal/mol/A2. Esto se
hizo para impedir la rotacion de la proteina en la caja de simulacion y para impedir la desnaturalizacion potencial de
la proteina debido a la presencia de una disolucién de fragmentos altamente concentrada (17).

Se repiten las iteraciones de GCMC-MD hasta que se obtenga la convergencia segun lo definido por el usuario.
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Normalmente, se necesitan aproximadamente 200 iteraciones de GCMC-MD para los sistemas acuosos, produciendo
100 ns de simulaciones de MD y 10 y 20 millones de etapas de MC para el esquema | y el esquema I, respectivamente.
Ademas, para garantizar un muestreo y una convergencia suficientes, se realizaron 10 simulaciones de GCMC-MD
independientes para el esquema |l y para cada soluto en el esquema |, dando como resultado 1 ps (10 x 100 ns)
acumulativo de MD para el esquema Il y cada soluto en el esquema |. Las ejecuciones difieren a través de un origen
generado aleatoriamente tanto para GCMC como para las operaciones de integrador de MD de salto de rana en cada
iteracion. Los GCMC-MD de los sistemas de proteinas se repiten en mas de 100 iteraciones, produciendo 500 ns
acumulativos de MD a lo largo de las 10 simulaciones independientes de los sistemas tanto del esquema | como del
esquema Il. En el contexto del esquema |, las simulaciones de GCMC-MD permitirian el calculo de la HFE
correspondiente a un sistema acuoso de estado convencional de 1 M y la afinidad de unién de solutos a la proteina.
Con la mezcla de solutos en el esquema I, el enfoque permitiria determinar el pex requerido para impulsar el muestreo
de la distribucién de moléculas de soluto en un sistema acuoso heterogéneo y determinar los patrones de afinidad de
soluto alrededor del sitio de proteina.

En los calculos iniciales, cuando el soluto y el disolvente en los sistemas esféricos finitos compartian el mismo limite
esférico, las moléculas no polares solo muestreaban la superficie del sistema esférico (figura 6). Esto se debe a las
interacciones favorables de los solutos no polares con el entorno de vacio no polar fuera del sistema de simulacién
esférico. Para superar esto, el radio del sistema de simulacion para el agua se aumenté en 5 A, de modo que se evita
el “aplanamiento” de las moléculas no polares ya que permanecen completamente hidratadas. El uso de un sistema
extendido de este tipo puede aliviar otros posibles efectos de borde que pueden encontrar otros solutos. En un aspecto
de la invencion, el sistema B mas grande puede extenderse a cualquier distancia mas alla de las restricciones de
solutos que definen el sistema A. El sistema B mas grande también puede modelarse usando las condiciones de
contorno periédicas (PBC), que se describen en los calculos para el sistema T4-L99A.

Se consideraron dos tipos de sistemas acuosos: 1) un sistema que contiene solo un tipo de soluto en agua a una
concentracion de 1 M, replicando de ese modo el estado convencional del soluto y 2) una mezcla acuosa diluida que
contiene muchos tipos de solutos cada uno a una concentracion de 0,25 M. Los resultados que usan ambos esquemas
| y Il se presentan para sistemas acuosos solo, seguidos de una descripcion para los calculos del esquema | y del
esquema Il en un sistema que contiene la lisozima T4-L99A. Este mutante de lisozima se selecciond como sistema
modelo, ya que se ha usado ampliamente en estudios experimentales y computacionales de union de ligandos, asi
como en estudios que evaltian el impacto de las mutaciones en la estructura y estabilidad de la proteina. La mutacion
L99A en el dominio C-terminal de T4 crea una cavidad hidréfoba completamente enterrada de ~ 150 A3 que, aunque
inaccesible en estructuras estaticas, une pequefios ligandos hidréfobos de manera rapida y reversible. Una cavidad
ocluida de este tipo ofrece una prueba rigurosa de la eficacia de muestreo de la metodologia GCMC-MD presentada,
incluyendo una evaluacion cuantitativa del enfoque.

Brevemente, la metodologia GCMC-MD puede explicarse de la siguiente manera. Se realiz6 GCMC en agua y en cada
uno de los diferentes solutos en el sistema. Se usaron variaciones en el valor de pex para agua y solutos para las
iteraciones de GCMC-MD para mejorar las probabilidades de intercambio de solutos y permitir simultaneamente la
determinacion del pex requerido para mantener una concentracion definida de los solutos y las moléculas de agua en
los sistemas acuosos. Este enfoque, por tanto, permite determinar la HFE de los solutos usando sus valores de pex
cuando la concentracion objetivo de soluto en los sistemas acuosos es de 1 M. En presencia de la proteina, se usé la
estrategia de GCMC-MD para determinar las afinidades de unién de los solutos a la proteina, asi como para muestrear
eficazmente la distribucion espacial de los solutos en y alrededor de la proteina. La identificacion de sitios mediante la
metodologia de saturacion competitiva de ligandos (SILCS) es un método de muestreo basado en fragmentos que
mapea patrones de afinidad de energia libre de grupos funcionales en las superficies de proteinas, incluyendo las
cavidades ocluidas de union a ligando de las proteinas. El método de SILCS, por tanto, permite la determinacion de
los patrones de afinidad de multiples solutos a la proteina y puede usarse para el disefio racional de farmacos.

Métodos

I. Detalles de la simulacion para el esquema | y el esquema |l de sistemas acuosos: dinamica molecular con
condiciones de contorno periédicas

Los parametros de campo de fuerza empiricos para las proteinas son CHARMMS36, las moléculas de ligando se
trataron usando CGenFF y el agua se trat6 usando el modelo TIP3P. Las simulaciones se realizaron usando el
programa de simulacion molecular CHARMM. Para replicar el esquema |, el nimero de moléculas requeridas para
alcanzar una concentracion de 1M de un soluto especifico se colocaron aleatoriamente en una caja cubica cuyos lados
tenian 50 A cada uno. De manera similar, para replicar el esquema Il, el nimero de moléculas requeridas para alcanzar
una concentracion de 0,25 M de cada tipo de soluto, se colocaron aleatoriamente en una caja cubica de agua en
volumen cuyos lados tenian 50 A cada uno. Las mezclas acuosas se minimizaron usando el algoritmo de descenso
mas pronunciado en 5000 etapas y se minimizaron adicionalmente en otras 5000 etapas usando el algoritmo de
gradiente conjugado en presencia de condiciones de contorno periddicas. Entonces se calentaron los sistemas hasta
300 K a una velocidad de 5 K/ps mediante reasignacion periddica de velocidades. Después de esto, el sistema se
equilibré durante 200 ps usando la reasignacion de velocidad. Se us6 la version de salto de rana del integrador Verlet
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con un lapso de tiempo de 1 fs para calentamiento y equilibrio. Las geometrias de agua y los enlaces covalentes que
implicaban atomos de hidrégeno se restringieron utilizando el algoritmo SHAKE. Las interacciones electrostaticas de
largo alcance se manejaron con el método Ewald de malla de particulas con punto de un corte de espacio real de 12
A. Se aplicé una funcién de conmutacién a las interacciones de Lennard-Jones a 10 A, y se aplico una correccion
isotrépica de largo alcance al parametro de presion para las interacciones de Lennard-Jones mas alla de la longitud
de corte de 12 A. Después del equilibrio, las cajas de mezcla acuosa se simularon durante 15 ns con un lapso de
tiempo de 2 fs, a 300 Ky a 1 atm de presion usando un termostato Nose-Hoover y el barostato de piston de Langevin.

Il. Generacion de FragMaps

Las distribuciones de probabilidad 3D para atomos seleccionados de solutos a partir de las simulaciones de GCMC/MD
y GCMC solo se denominan “FragMaps”. Para la presente invencion, se construyeron FragMaps para carbonos de
benceno, carbonos de propano, hidrogeno polar de metanol, oxigeno de metanol, hidrégenos polares de formamida,
oxigeno de formamida, nitrégeno no protonado de imidazol, hidrogeno de imidazol, oxigeno de acetaldehido,
hidrégenos polares de metilamonio y oxigenos de acetato. Brevemente, los atomos de soluto de instantaneas de 10 ps
de los sistemas de mezcla acuosa del esquema Il en ausencia y en presencia de la simulaciéon de GCMC-MD del
mutante T4-L99A se agruparon en elementos de volumen cubico (voxeles) 1 A x 1 A x 1 A de una cuadricula que
abarca todo el sistema y se calculd la ocupacion de voxel para cada tipo de atomo de FragMap.

Para las simulaciones so6lo de GCMC, se obtuvieron ocupaciones de voxel para cada tipo de atomo de FragMap cada
1000 etapas de GCMC en cada ciclo. Estos se normalizaron entonces por las ocupaciones de voxel de los fragmentos
en un sistema de fase en volumen desprovisto de la proteina. Las ocupaciones de fase en volumen fueron iguales en
las simulaciones de GCMC/MD y solo de GCMC. Las ocupaciones de voxel de los once tipos de atomos se fusionaron
para crear los siguientes cinco tipos genéricos de FragMap: (1) compuestos no polares genéricos, APOLAR (carbonos
de benceno y propano); (2) donador de enlace de hidrégeno neutro genérico, HBDON (hidrogenos polares de metanol,
formamida e imidazol); (3) aceptor de enlace de hidrogeno neutro genérico, HBACC (oxigeno de metanol, formamida
y acetaldehido y nitrégeno no protonado de imidazol) (4) donador positivo, POS (hidrogenos polares de metilamonio);
y (5) aceptor negativo, NEG (oxigenos de acetato).

Se normalizaron las distribuciones de probabilidad para cada tipo de atomo en ausencia de proteina y luego se
convirtieron en energias libres a través de una transformada basada en Boltzmann de la probabilidad normalizada de
producir una energia libre en la cuadricula (GFE) para cada tipo de fragmento “f’ para las coordenadas x, y, z,
denominados FragMaps de GFE. Todos los valores de GFE se limitaron a 3 kcal/mol. Los FragMaps se visualizaron
como superficies de iso-contorno a un valor de GFE de -1,2 kcal/mol, a menos que se indique de otro modo.

[ll. Puntuacion de energia libre en la cuadricula de ligandos (LGFE)

La LGFE cuantifica la solapamiento de atomos en ligandos en la cavidad de uniéon de ligando (LBP) con los
correspondientes FragMaps de GFE. Los atomos de ligando se clasificaron en tipos de FragMap, segun un mapa de
asignacion. Brevemente, a cada atomo clasificado de un ligando con coordenadas (x;, yi, zi) se le asigné una puntuacion

¢
igual al valor de GFE del tipo de FragMap correspondiente (f), GFE xiyizi» del voxel que ocupa. La LGFE es entonces
la suma de cada uno de estos valores de GFE para todos los atomos de ligando clasificados. La LGFE se calculo
como el promedio ponderado de Boltzmann sobre un conjunto de conformaciones obtenidas por muestreo de MC del
ligando en la LBP, en el campo de FragMaps.

IV. Conjunto conformacional de MD (para LGFEMP):

Las conformaciones iniciales del ligando se extrajeron a partir de los correspondientes archivos PDB de coordenadas
co-cristalinas y se utilizd el algoritmo de parametrizaciéon CGenFF automatizado para obtener la topologia y los
parametros en el contexto de CGenFF. Se extrajo la conformacion de ligando a partir de la estructura co-cristalina y
se alined con la conformacion de proteina usada en las simulaciones de SILCS. La alineacién se realizdé basandose
en la alineacion 6ptima de los atomos Cq de la estructura principal en las dos estructuras de proteinas. El complejo se
minimizo6 usando el algoritmo SD para 50 etapas. Esta conformacion minimizada se sometié a una simulacion de MD
de 10 ps, con instantaneas emitidas cada 0,2 ps. Durante la dinamica, se restringieron todos los atomos de proteinas
mas alla de 8 A alrededor de cualquier atomo de ligando usando una constante de fuerza de 1 kcal/mol/A2. Este
proceso se repitié en 40 conformaciones de proteinas obtenidas a partir de las simulaciones de GCMC-MD SILCS,
espaciadas por igual en el tiempo (ciclo 10, 20, 30, ...), produciendo un total de 1000 conformaciones de ligandos para
la estimacion de la LGFE ponderada de Boltzmann.

Conjunto conformacional de MC (para LGFEMC):
El muestreo del ligando también se realiz6 en el “campo” de los Fragmaps de GFE usando las etapas de Metropolis -
Monte Carlo (MC). Se us6 un conjunto interno de programas para configurar y realizar las simulaciones de MC. El

ligando tenia grados de libertad rotacionales, traslacionales e intramoleculares. El ligando no tenia restricciones
rotacionales, pero su centro de masa (CoM) estaba restringido a encontrarse dentro de 2,5 A del CoM de la
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conformacion cristalina del ligando usando una restriccién de fondo plano. Los grados de libertad intramoleculares
consistieron en enlaces rotativos, que se detectaron automaticamente basandose en la topologia molecular de
CGenFF. Todos los enlaces no terminales aciclicos se consideraron rotativos, con la excepcién de los enlaces que
terminan en grupos metilo o NH3s* Los términos de campo de fuerza correspondientes a los grados de libertad
intramoleculares comprendian los términos diédrico, van der Waals (vdW) y electrostatico. Debido a la ausencia de
proteinas y disolventes durante estas simulaciones, se us6 un dieléctrico dependiente de la distancia (= 4]|r|) para
evaluar las contribuciones electrostaticas intramoleculares para evitar su sobreestimacion. La energia calculada
durante Metropolis — MC puede escribirse de la siguiente manera.

+E +E,

dihe, intra

E=E + LGFE

vdw, intra elec, intra

Para cada ligando, se realizaron 20 simulaciones de MC diferentes (cada una de ellas para 10.000.000 etapas;
instantaneas registradas cada 10.000 etapas), donde para cada una de ellas el ligando se coloca inicialmente de
manera aleatoria cerca del sitio activo de la proteina. Primero se calcula una LGFE promedio sobre cada una de estas
20 simulaciones de MC. La LGFEMC es entonces el promedio ponderado de Boltzmann sobre estos valores de LGFE
obtenidos a través de las 20 simulaciones de MC.

V. Determinacion de la capacidad de oclusion de la cavidad de union de ligando

El grado en que los sitios de unién estan ocluidos se denomina capacidad de oclusion, y se calcula como la razén del
area superficial accesible al disolvente (SASA) de los ligandos solos con respecto al SASA cuando se une a la proteina
usando estructuras de rayos X del complejo ligando-proteina. Tal como se muestra en la tabla 1, estas razones varian
desde 0, para la testosterona unida a AR hasta 0,13, tanto para la rosiglitazona unida a PPARy como para el carazalol
unido a B2AR. Estos datos sugieren un alto nivel de inaccesibilidad de las LBP para estas dianas de farmaco
terapéuticamente importantes.

Tabla 1
Receptor Ligando SASA en volumen SASA de LBP Razon
AR Testosterona 402,1 0 0
PPARy Rosiglitazona 506,8 68,6 0,13
Acido decanoico 341,1 28,8 0,08
mGIuR FITM 576,8 43,8 0,07
B,AR BI-167107 534,8 36,32 0,07
2 Carazalol 4786 62,8 0,13

VI. GCMC-MD para mapear patrones de energia libre de grupos funcionales en LBP ocluidas

Durante el GCMC, los fragmentos y el agua se intercambian entre sus depdsitos de fase gaseosa y una region cubica
de radio 20 A (25 A para PPARy y AR) que engloba la cavidad de unién de ligando de la proteina. El exceso de
potencial quimico (uex) suministrado para impulsar los intercambios de fragmentos fluctia periédicamente, por ejemplo,
cada 3 ciclos, de manera que el pex promedio durante los 100 ciclos esta cerca de los valores mostrados en la tabla
2. Estos valores son la magnitud de pex requerida mantener 0,25 M de un soluto en una mezcla acuosa en volumen
desprovista de cualquier proteina, y son aproximadamente iguales a la energia libre de hidratacion.

Tabla 2
Fragmento HFE™P 3! (kcal/mol) Lex (kcal/mol)
Benceno -0,71 -0,79
Propano 1,60 1,96
Acetaldehido -4,43 -3,23
Metanol -6,16 -5,62
Formamida -10,71 -10,92
Imidazol -12,55 -14,18
Acetato -96,5 -97,31
Metilamonio -52,0 -68,49
Agua - -5,6

Se realizaron diez simulaciones de GCMC-MD para cada sistema de proteinas. Cada una de estas 10 simulaciones
constituia 100 ciclos de GCMC y MD (200 en el caso de AR), implicando cada ciclo 100.000 etapas de GCMC y 0,5 ns
de MD, produciendo un total de 100 millones de etapas de GCMC y 500 ns de MD para cada sistema de proteinas
(200 millones de etapas de GCMC y 1 us de MD para AR). A través de los 100.000 etapas de GCMC, tanto las
moléculas de soluto (fragmentos) como el agua se intercambian entre sus depositos de fase gaseosa y un subvolumen
que encapsula las LBP de la proteina. La configuracion al final del GCMC se usa como configuracion de partida en la
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MD.

Antes de comenzar la MD, se realiza una minimizacion de descenso pronunciado (SD) de 500 etapas y un equilibrio
de 100 ps. El exceso de potencial quimico (uex) suministrado para impulsar los intercambios de soluto y agua durante
el GCMC se hacen fluctuar periddicamente durante cada 3 ciclos, de manera que el pex promedio a lo durante los 100
ciclos esta cerca de los valores de la tabla 2. Estos valores son la magnitud de pex requerida para mantener 0,25 M de
un soluto en una mezcla acuosa en volumen desprovista de cualquier proteina, y son aproximadamente iguales a la
energia libre de hidratacion. Puesto que pex se hace fluctuar periédicamente, a lo largo de todo el GCMC, el sistema
no es un conjunto formal de GC. Sin embargo, al mantener el pex promedio constante a lo largo de la duracion de la
simulacion, el grado de desviacion fue minimo. Para todas las proteinas ejemplificadas en este método, se monitorizé
la convergencia de los FragMaps calculando coeficientes de solapamiento (OC).

Las diez trayectorias se dividieron en dos grupos (grupo 1, trayectorias 1-5; grupo 2, trayectorias 6-10), y los FragMaps
de cada grupo se calcularon por separado. El OC relaciona el solapamiento entre FragMaps de dos grupos (grupo 1,
trayectorias 1-5 y grupo 2; trayectorias 6-10) con un numero entre 0 y 1, reflejando 1 mapas completamente idénticos.
El OC se calcula usando la ecuacién (3).

i 2
Oczﬁ:rm'n NQi ;NQi
"3 Se
7= = (3)

En la ecuacion 3, N es el niumero de voxeles en los FragMaps y Qi' y Qi? son ocupaciones para el voxel iésimo a partir
de los FragMaps generados de los grupos 1y 2, respectivamente. Las razones entre paréntesis se calculan para
normalizar la ocupacion de cada voxel dividido entre la suma de las ocupaciones de todos los voxeles en el FragMap
correspondiente. Para cada voxel, los valores mas pequefios (la parte conservada) de los grupos 1y 2 se suman en
todos los véxeles para obtener el OC. Cabe seinalar que el indice de OC no se comporta linealmente, de manera que
una diferencia relativamente pequefia en las dos distribuciones conduce a una disminucién desde 1 hasta
aproximadamente 0,8, y los valores > 0,5 indican un alto grado de similitud (figura 11). Tal como se muestra en la tabla
3, se registran coeficientes de solapamiento razonables para FragMaps de todos los sistemas sometidos a prueba.

Tabla 3
Receptor APOLAR POS NEG HBDON HBACC
AR 0,68 0,65 0,63 0,41 0,47
PPARy 0,78 0,66 0,75 0,58 0,63
mGIuR 0,75 0,52 0,55 0,55 0,49
B2A 0,73 0,79 0,49 0,53 0,51
B2l 0,77 0,73 0,62 0,49 0,62

VII. simulaciones sélo de GCMC

Para examinar el papel de la flexibilidad de la proteina en la modulacién de FragMaps en las LBP, se realiz6 un
segundo conjunto de simulaciones s6lo de GCMC para todos los sistemas de proteinas. Al igual que la simulacién de
GCMC/MD, se configuraron 10 ejecuciones independientes. A través de los 100 ciclos, no se realizé6 MD al final de
100.000 etapas de GCMC. Sin embargo, la ultima configuracion al final de los 100.000 etapas de GCMC se us6 como
la configuracion de entrada para el siguiente ciclo. Aligual que con el GCMC-MD, el pex se hace fluctuar periddicamente
durante cada 3 ciclos alrededor de los valores que mostrados en la tabla 2, anteriormente.

VIII. Preparacion de proteinas
AR y PPARy:

Se usaron las coordenadas de PDB de 2AM9 (resolucion 1,64 A) y 3U9Q (resolucion 1,52 A) con los ligandos
testosterona (TES) y acido decanoico (DA), respectivamente, para los métodos basados en ordenador de la presente
invencion. Después de la delecion de los ligandos, los residuos faltantes 262-275 en 3U9Q de PDB se construyeron
usando el programa MODELLER. Se generaron y clasificaron un total de 100 modelos usando el método de energia
de proteina optimizada discreta (DOPE) y se us6 el modelo de clasificacion mas alta como estructura de partida. Se
retuvieron las moléculas de agua cristalina, al igual que cualquier ion estructuralmente importante. Un conjunto de
instrucciones de preparacion interna utilizé las utilidades GROMACS para generar el sistema de simulacion que implica
proteinas, agua y moléculas pequefias, con el tamafio del sistema para tener la extremidad de la proteina separada
del borde en 12 A en todos los lados. La carga neta del sistema hizo neutra reemplazando moléculas de agua
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aleatorias por el numero apropiado de iones de sodio o cloruro. Las proteinas se minimizaron durante 500 etapas con
el algoritmo de descenso mas pronunciado (SD) en presencia de condiciones de contorno periddicas (PBC). A esto le
siguié un equilibrio de 100 ps durante el cual la temperatura se ajusté mediante un cambio de escala de velocidad.
Durante la minimizacion y el equilibrio, se aplicaron restricciones armonicas de posicion con una constante de fuerza
de 2,4 kcal mol™ A2 a proteinas sin atomos de hidrégeno. Las coordenadas finales al final del equilibrio se utilizan
como las conformaciones de partida para la simulacion de GCMC/MD.

IX. Examen virtual (VS)

Se us6 una base de datos in silico de aproximadamente 1,8 millones de compuestos que contenia todos los tautémeros
accesibles y estados de protonaciéon de cada compuesto a partir de las bases de datos CHEMBRIDGE y MAYBRIDGE
para el examen. 1) Distintas afinidades de FragMap de B21 (A1, A2, Pl, P2, HBD1 y HBD2 en la figura 12) se
convirtieron en caracteristicas de farmacéforo (SILCS-Pharm) usando un método que es una extension del trabajo
recientemente publicado. PHARMER se us6 para anotar cada uno de los ligandos a partir de la base de datos con las
caracteristicas de SILCS-PHARM y luego combinarlas con las caracteristicas de los FragMaps basados en la RMSD
de una alineacién de las caracteristicas coincidentes. Un punto de corte de RMSD < 1,6 A produjo 11.119 ligandos.
Estos ligandos se acoplaron a las estructuras tanto activa (PDB: 3P0G) como inactiva (PDB: 2RH1) de B2AR usando
Autodock Vina, y las diferencias en las puntuaciones de las conformaciones mejor clasificadas se calcularon como:

act inact
AE acop — ‘E acop | — ‘E acop

act inact

donde anp y —acop son puntuaciones de las posiciones mejor clasificadas en las estructuras activa e inactiva,
respectivamente. Un segundo criterio de seleccion de AEacoplamiento > 0, produjo 906 ligandos. Las LGFE de estos 906
ligandos se calcularon como promedios de Boltzmann a lo largo de mas de 1000 etapas de muestreo de MC en
campos de FragMaps tanto activos (LGFE®*) como inactivos (LGFEM*). Las diferencias en estas puntuaciones de
LGFE se calcularon como ALGFE = |LGFE?®"| - |LGFE™|, y se seleccionaron 109 ligandos con ALGFE > 0. Se us6
un analisis de agrupamiento basado en huella quimica para seleccionar 15 ligandos quimicamente diversos con los
que se realizaron estudios de evaluacién funcional.

Fisiologia de vias respiratorias intactas ex vivo:

Todos los estudios en ratones se aprobaron por el Comité para Cuidado y Uso de Animales de UMB. Se cortaron
secciones de 5 mm de traquea de ratones FVB/N y se estudiaron en un sistema de midgrafo isométrico
(ADInstruments) tal como se describe en la bibliografia. Se aplicd una tension pasiva de 0,5 g para cada anillo para
un nivel inicial. Los anillos se contrajeron con acetilcolina 1 uM, seguido de la adicion de 100 uM de isoproterenol (iso)
y los ligandos seleccionados de los estudios de VS. Se midi6 el porcentaje de relajacion en presencia de un ligando
como un cambio en la tensién desde la contraccidén maxima estimulada por acetilcolina. Los anillos se lavaron para su
reutilizacioén. La relajacion se calculé como un promedio de mas de 9 series con isoproterenol y 4 series con cada uno
de los ligandos seleccionados.

Ejemplos
|. Sistemas de disolucién acuosa

Para el esquema | y la mezcla acuosa del esquema Il, la concentracion objetivo se obtiene variando pex a través de
las iteraciones de GCMC-MD. Para comenzar, el valor de pex tanto para el soluto como para el agua se ajusta
inicialmente a 0. En ambos casos, €l valor de pex promedio tanto para solutos como para el agua convergié cerca de
su HFE. La tabla 4 enumera tanto la HFE calculada como la experimental (HFE®®) de los solutos. Se obtuvieron los
pex promedio de soluto y agua para las simulaciones de GCMC-MD del esquema | y el esquema |l con un sistema
esférico de radio 25 A a partir de los ciclos 150-200. Los promedios y las desviaciones estandar se basaron en las 10
simulaciones individuales de cada sistema.

Tabla 4

Fragmento HFE®*® HFEfep Esquema | Esquema Il

(kcal/mol) (kcal/mol) uex (kcal/mol) | Conc (M) uex kcal/mol) Conc (M)
Benceno -0,83 -0,86 -0,71+0,37 1,4040,11 -0,94+0,13 0,32+0,19
Propano 1,96 1,89 1,3540,12 1,37+0,26 1,34+0,52 0,36+0,11
Acetaldehido | -3,5 -2,87 -3,1+0,54 1,01+0,11 -2,86+0,16 0,24+0,12
Metanol -5,1 -4,83 -5,79+0,23 1,3+£0,49 -4,92+0,14 0,22+0,08
Formamida -14 -9,12 -14,242,10 1,11+0,14 -12,33+2,20 0,20+0,09
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Acetato -79,1 -97,43 -48,1+0,54 0,82+0,21 -52,1+0,49 0,24+0,03
Metilamonio | -71,3 -60,02 -58,1+0,34 0,71+0,23 -56,1+0,52 0,22+0,13
Agua -5,6 - -5,2+0,09 53,7+1,3 -4,9+0,14 55,140,32

Las HFE también se calcularon usando un método de perturbaciones de energia rapidas (FEP), tal como se describio
anteriormente (véase Baker CM, et al., (2010), J Chem Theory Comput 6 (4): 1181-1198), para tener en cuenta las
posibles limitaciones en el campo de fuerza que producirian una HFE en desacuerdo con los datos experimentales.
La figura 2 traza la progresion tanto de la concentracion como de pex a través de las iteraciones de GCMC-MD, a
bjetivo
medida que pex Se variaba basandose en P en el sistema A tanto para el esquema | como para el esquema Il
Tanto la concentracion como el pex en cada iteracion de GCMC-MD en la figura 2 se presentan como el promedio de
mas de 10 simulaciones independientes. Tanto en el esquema | como en el esquema Il, los solutos y el disolvente del
bjetivo

sistema A alcanzan sus valores objetivo P correspondientes a una concentracion de 1 My 0,25 M de soluto en
los esquemas | y Il, respectivamente, y una concentracion de 55 M para el agua. Para la mayoria de los sistemas, se
produjo convergencia dentro de 50 iteraciones. Sin embargo, para los fragmentos cargados, las tasas de aceptacion
para las inserciones de particulas fueron bajas, debido a las interacciones electrostaticas desfavorables. Debido a que
la convergencia tardd mas en estos casos, se necesitaron aproximadamente 200 iteraciones de la simulacion para
lograr la convergencia.

La tabla 4 enumera el valor de pex promedio y la concentracion para cada soluto para 10 simulaciones, a partir de las
50 iteraciones finales. Dado que el valor de pex promedio y la concentracion para los solutos a lo largo de las Ultimas
50 iteraciones son muy similares a los valores de pex y concentracion medidos a través de las iteraciones 50-200 (tabla
5) de la simulacion, estos resultados concuerdan con el inicio de la convergencia a partir de la iteracion 50.

Tabla 5

Fragmento Esquema | Esquema ll

uex (kcal/mol) Conc (M) uex (kcal/mol) Conc (M)
Benceno -0,62+0,47 1,21+0,21 -0,94+0,23 0,32+0,21
Propano 1,39+0,23 1,32+0,13 1,31+0,21 0,37+0,13
Acetaldehido -3,1£0,71 1,1£0,81 -2,92+0,43 0,24+0,12
Metanol -5,73+0,31 1,1£0,34 -4,92+0,21 0,25+0,11
Formamida -14,2+1,22 1,03+0,43 -11,514+1,31 0,2240,12
Acetato -50,2+0,71 0,83+0,31 -52,1+0,62 0,24+0,04
Metilamonio -58,1+0,42 0,71+0,32 -56,1+0,74 0,22+0,17
Agua -5,2+0,12 54,4411 -5,0+0,13 55,1+0,41

Para moléculas hidréfobas y polares, los valores de pex promedio se comparan ben con la HFE™P. La desviacion mas
grande se produce con formamida con los valores que se encuentran entre los valores de HFE®® y HFE™P. La
desviacion de pex Y HFE™P con respecto a la HFE®® para fragmentos cargados, acetato y metilamonio, se debe al
hecho de que no esta teniéndose en cuenta el potencial de superficie de contacto de vacio-disolvente en los presentes
calculos. Para aniones/cationes monovalentes, se calculé que esta contribucién era de aproximadamente +/-12,5
kcal/mol, respectivamente, usando el modelo de agua de TIP3P. Ademas, dado que los métodos de GCMC con solutos
cargados estan limitados por bajas tasas de aceptacion para inserciones de particulas, las presentes estimaciones de
Hex para sistemas cargados estan dentro de limites aceptables. En conjunto, estos resultados establecen que la
metodologia de GCMC-MD iterativa presentada es util frente a estimar la HFE de solutos organicos gracias a su pex
en sistemas acuosos en estado convencional. Ademas, el enfoque es adecuado para mezclas acuosas mas complejas
tal como se demuestra por el hecho de que los valores de pex obtenidos a partir del esquema Il concuerdan de manera
satisfactoria con los valores experimentales y de HFE™P.

Aunque el protocolo de simulacion de GCMC-MD logré la concentracion y pex correctos en el sistema, se investigo el
método para determinar su capacidad para obtener el muestreo espacial correcto de solutos en sistemas esféricos
finitos, por ejemplo, sistemas heterogéneos. Se investigdé el muestreo espacial mediante el analisis de funciones de
distribucion radial (RDF). Se calcularon las RDF de atomos de soluto seleccionados y oxigenos de agua a partir del
muestreo de MD acumulativo de simulaciones de GCMC-MD tanto del esquema | como del esquema II.

Se compararon estas RDF con las RDF obtenidas a partir de simulaciones de PBC-MD de 15 ns de agua explicita.
Las simulaciones de PBC-MD tal como se describié anteriormente mantienen concentraciones de solutos y agua
segun los parametros expuestos para el esquema | y el esquema Il en una caja cubica cuyos lados tienen 50 A cada
uno. Estas simulaciones también incluyen un tratamiento explicito para interacciones no de union de largo alcance
mediante métodos de correccion de LJ isotrépica y de Ewald de malla de particulas.
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Las RDF a partir de muestreo de GCMC-MD de sistemas esféricos finitos y las simulaciones de PBC-MD de agua
explicita coinciden muy bien. Estos resultados indican que el uso de valores de pex 0scilantes para impulsar el muestreo
de GCMC y que el tratamiento de las interacciones no de unién de largo alcance en el protocolo de GCMD-MD
presentado no tienen un impacto significativo sobre el muestreo espacial de los sistemas acuosos. Se observan
algunas fluctuaciones en la RDF a partir de las PBC de esquema I, que se deben a cuestiones de muestreo, por
ejemplo, las simulaciones sélo de MD se realizaron durante 15 ns frente a un total de 100 ns de simulaciones de MD
en el protocolo de GCMC-MD. Por tanto, la presente metodologia logra un muestreo espacial compatible con el
observado en simulaciones de MD PBC sin sesgo. Se observa que el valor de pex se establecio cerca de los valores
de HFE en una simulacion de esquema | de acetaldehido y metanol sin MD al final de cada iteracion. Sin embargo,
dado que las moléculas son rigidas durante GCMC, es probable que se necesiten simulaciones de MD para conservar
el muestreo conformacional y espacial correcto de los solutos en estos entornos en fase en volumen.

Calculos posteriores se centraron en determinar si el enfoque de GCMC-MD puede obtener el muestreo de soluto en
equilibrio con valores de pex fijados conocidos. Por consiguiente, se realizé un conjunto de simulaciones de GCMC-
MD, en las que en vez de empezar la simulacidon asignando pex para que sea 0, el método mantiene el valor de piex
fijado a la HFE a lo largo de todas las iteraciones. En la figura 3 se muestran la concentracion y pex para el sistema de
acetaldehido en funcién de las iteraciones de GCMC-MD. En estas simulaciones, se encontré que, a medida que
aumentaba el nimero de iteraciones y las aguas alcanzaban concentraciones en volumen, el nimero de intercambios
de soluto disminuia de manera considerable. Se observaron tendencias similares para los demas solutos (figuras 8 y
9). Sin limitarse a una teoria especifica, se cree que la disminucion del nimero de intercambios de soluto es lo mas
probablemente el resultado de la busqueda con sesgo de cavidad usada durante movimientos de GCMC. Cuando se
realizan los movimientos para una molécula, las demas moléculas (tanto solutos como aguas) son estacionarias y s6lo
participan en interacciones no de unioén con la molécula actual que esta sometiéndose a intercambio, impidiendo por
tanto movimientos solapantes de moléculas en ubicaciones ya ocupadas. Por tanto, a la concentracion de agua en
fase de volumen de 55 M, resulta mas facil que las moléculas de agua mas pequefias rellenen cavidades en el sistema
A que los solutos mas grandes, conduciendo a una disminucién drastica de las probabilidades de intercambio de
GCMC para los solutos (figura 3, C y D). Dado que los intercambios de GCMC continuos de fragmentos mediante
inserciones, deleciones y relajacion local mediante traslaciones y rotaciones son importantes para mantener el
equilibrio quimico entre el sistema A y los depdsitos de fragmentos en fase de gas acoplados, se considerd que la
disminucién del nimero de intercambios de soluto era problematica.

Para superar esto, se hizo fluctuar de manera ciclica el pex tanto de los solutos como del agua alrededor de sus HFE

respectivas. Se afiadié y se resté de manera alternativa dlp = a up (P=F1, F2, ..., Fu, W) a lo largo de cada

)
Ngb]etlvo
tres iteraciones de GCMC. Tales variaciones de pex conducen a mejoras en el muestreo a lo largo del transcurso de
las iteraciones de GCMC-MD, tal como se demuestra tanto por el cambio del nimero de las moléculas de soluto como
por el aumento de las probabilidades de movimiento de GCMC (Pins+del Y Pras+rot para inserciones, deleciones,
traslaciones y movimientos de rotacién, respectivamente), tal como se muestra en la figura 3. Se observaron
tendencias similares para los solutos apolares y los demas solutos polares (figura 8 y figura 9). Por tanto, junto con
GCMC, tanto del disolvente como del soluto, es importante continuar haciendo fluctuar el pex suministrado a estas
moléculas una vez que se alcanza la concentracion objetivo, tal como se describe en la ecuacion 2, para mantener un
muestreo eficaz de los solutos en el sistema de simulacion A.

Il. El sistema de mutante de lisozima L99A de T4

Se selecciond T4-L99A, que contiene un sitio de union ocluido modificado por ingenieria para benceno, como sistema
de modelo. El método de muestreo de GCMC-MD fue idéntico a los sistemas acuosos anteriores, excepto porque el
sistema B se traté como periddico con el soluto que estaba estudiandose incluido en el sistema B a la concentracion
objetivo usada para impulsar el muestreo de GCMC. El sistema A era una esfera de 20 A centrada en el sitio de unién
de T4-L99A definido por los residuos Ala 99 y Met 102 (figura 10).

Los célculos del esquema | en T4 implicaron benceno como Unico soluto a una concentracion de 1 M junto con agua
a una concentracion en volumen de 55 M. Estas restricciones paramétricas permitieron la validacion del método,
concretamente para impulsar el muestreo de benceno en la cavidad de unién ocluida de la proteina asi como producir
una estimacién cuantitativa de unién a ligando. A lo largo de una simulacién de GCMC-MD de 10x37,5 ns con
conformaciones guardadas cada 10 ps, el método mostré que el benceno se unia al sitio de union de T4-L99A durante
un total de 372 ns, estando la cavidad vacia durante tan sélo 3 ns. La concentraciéon de benceno promedio en el
sistema de simulacién A fue de 1,5+0,2 M. Estos resultados indican que el método de GCMC-MD puede muestrear la
cavidad ocluida asi como alcanzar la concentracion definida en todo el sistema que impulsa el muestreo de GCMC.

El muestreo de cavidad también permitio la estimacion de la afinidad de unién de un ligando AG®, usando la siguiente
ecuacion:
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AG® =-RT 111@ +RTIn[L]V,,
[P] )

En la ecuacion (4), R es la constante de los gases (kcal/mol/K), T (K) es la temperatura, [PL] es la concentracion del
ligando unido, [L] es la concentracion total del ligando, [P] es la concentracion de la proteina, Ve €s el volumen de
referencia en unidades de concentracion (~1660 A3 por una molécula de ligando para 1 M de ligando). Dado que las
simulaciones se mantienen en equilibrio, las concentraciones de ligando unido frente a no unido pueden
correlacionarse con la fraccién de tiempo de ligando unido frente a no unido en el sitio de unién a lo largo de toda la
simulacién. Dado que la cavidad de T4-L99A esta completamente ocluida, la presencia o ausencia de un atomo de
soluto en el sitio activo sélo se impulsa por los movimientos de insercién/delecion de GCMC. A lo largo de la simulacion
de GCMC-MD de 10x37,5 ns que implica un total de 18,75 millones de intentos de insercién/delecion de GCMC para
el benceno, con [L] ~ 1,5 M y una razén de [PL)/[P] de 99,4/0,6, AG®, calculada usando la ecuacién 2, es de
aproximadamente -3,25 kcal/mol. Aunque hay alguna diferencia con respecto a la afinidad de unién experimental de -
5,1940,16 kcal/mol, debe observarse que un aumento de 10* etapas de un total de 1,9 x107 etapas con benceno en la
cavidad, se traduce en una diferencia de casi 1 kcal/mol de la AG° calculada. Esto no significa una falta de equilibrio
en el sistema, sino que enfatiza la dificultad de hacer converger el calculo de una constante de unién en un unico sitio
en una proteina, aunque los efectos de campo de fuerza también pueden tener un impacto sobre la AG° obtenida.

Los calculos del esquema Il incluyeron siete solutos junto con agua. Como con el sistema acuoso, la concentracion
objetivo para las disoluciones de cada soluto fue de 0,25 M. Esta simulacion se realizé durante un total de 10x50 ns.
Para facilitar el analisis de los resultados, se calcularon patrones de afinidad de atomos seleccionados a partir de
diferentes solutos en la cavidad de unién ocluida, denominados “FragMaps de energia libre en la cuadricula (GFE)”.

Los Fragmaps de GFE son distribuciones de probabilidad sometidas a transformacion de Boltzmann para los atomos
de soluto que se normalizan usando las distribuciones de moléculas de soluto en una disolucién acuosa que no
contiene la macromolécula. Esta normalizacion explica la penalizacion de energia libre debido a desolvatacion de
soluto cuando se calculan las GFE. Entonces pueden visualizarse estos mapas para evaluar cualitativamente la
capacidad del método de muestreo de GCMC-MD para reproducir las posiciones de diferentes ligandos que se sabe
que se unen a T4-L99A que se han sometido a analisis experimental. Se consideraron nueve ligandos: 1) benceno, 2)
o-xileno, 3) p-xileno, 4) etilbenceno, 5) benzofurano, 6) indeno, 7) indol, 8) isobutilbenceno y 9) n-butilbenceno.

La figura 4 muestra los mapas de compuestos aromaticos (BENC), compuestos alifaticos (PRPC), donadores (MEOH,
FORH) y aceptores (MEOO, FORO, AALO) de enlaces de hidrégeno polares junto con las orientaciones
cristalograficas de los ligandos. El benceno ocupa el FragMap de compuestos aromaticos mientras que los restos
alifaticos de los demas ligandos ocupan la region de FragMap de compuestos alifaticos que sobresale alejandose de
la molécula de benceno. Ademas, los mapas de donadores y aceptores de enlaces de H polares estan en la cavidad
de union y estan en las inmediaciones de los grupos funcionales correspondientes en benzofurano e indol. De manera
importante, aunque se usa la estructura de proteina a partir del complejo de T4-L99A-benceno (PDB 181L) como
conformacién de partida, las simulaciones de GCMC-MD identifican correctamente la capacidad de la cavidad para
alterar su conformacién para permitir una interaccién favorable con los restos alifaticos asi como su capacidad para
adaptarse a funcionalidad polar. La capacidad del método de la invencién para adaptarse a flexibilidad de proteina se
debe a la aplicacion de MD, que explica alteraciones en la conformacion de proteina (flexibilidad de proteina) durante
la union.

El uso de Fragmaps de GFE también tiene otras ventajas. Por ejemplo, los Fragmaps de GFE permiten la evaluacion
cuantitativa de la afinidad relativa de ligandos, basandose en puntuaciones de GFE de ligando (LGFE), tal como se
describio anteriormente.

Las puntuaciones de LGFE cuantifican el solapamiento de atomos en el ligando con los Fragmaps de GFE
correspondientes. Las puntuaciones de LGFE se calcularon como promedios ponderados de Boltzmann a partir de
conjuntos de orientaciones de ligando-proteina generadas usando i) muestreo de MD de los ligandos unidos a la
proteina y ii) muestreo de MC de los ligandos en el campo de FragMaps. Tal como se muestra en la figura 5, tanto
LGFEMP como LGFEMC se correlacionan muy bien con las energias libres de union experimentales (alto R? e indice
de prediccion (Pl)). De manera importante, las LGFE pueden distinguir entre la actividad de unidon de ambas series
congenéricas y diversas clases de ligandos. El intervalo de afinidades de union experimentales es de -2,1 kcal/mol
mientras que las puntuaciones de LGFE a partir del conjunto de MD de proteina+tligando y el muestreo de MC se
extienden a lo largo de intervalos mas amplios de -4,42 y -6,1 kcal/mol, respectivamente. Esto no resulta inesperado,
ya que las puntuaciones de LGFE no son energias libres de union auténticas ya que se omiten numerosos términos
que contribuyen a la unién (por ejemplo, la entropia de configuracion de los ligandos).

Ill. Mapeo de patrones de energia libre de grupos funcionales en sitios ocluidos de proteinas

Se eligieron ocho solutos representativos con diferentes funcionalidades quimicas: benceno, propano, acetaldehido,
metanol, formamida, imidazol, acetato y metilamonio, para examinar las LBP. El benceno y el propano sirven como
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sondas para funcionalidades no polares, mientras que el metanol, la formamida, el imidazol y el acetaldehido son
moléculas neutras que participan en la formacion de enlaces de hidrégeno. Las moléculas de metilamonio cargada de
manera positiva y de acetato cargada de manera negativa sirven como sondas para grupos donadores y aceptores
cargados, respectivamente. Después se usaron las distribuciones de probabilidad normalizada para atomos
seleccionados en estos solutos a partir de las simulaciones de SILCS-GCMC/MD para crear FragMaps de afinidad de
grupos funcionales en las LBP respectivas tal como se describe a continuacion.

a. Receptor de andrégenos

Para crear FragMaps, se realizé una SILCS-GCMC/MD con la estructura cristalina de testosterona-AR (PDB 2AM9)
después de la retirada de testosterona. Aunque se iniciaron las simulaciones con la conformacion unida a esteroide
de AR, los FragMaps a partir de las simulaciones de GCMC/MD de 10x100 ns resumen las ubicaciones de diferentes
grupos funcionales para ligandos cristalograficos tanto esteroideos como no esteroideos (figura 13). Por tanto, se
muestra que los anillos de cicloalcano de los ligandos esteroideos que ocupan la cavidad en gran medida hidréfoba
del AR tienen un buen solapamiento con los FragMaps de compuestos apolares (APOLAR) (A1 en la figura 13A). Por
consiguiente, los grupos cetona de TES y dihidrotestosterona (DHT) que forman enlaces de hidrogeno con R752 se
solapan con los FragMaps de compuestos cargados de manera negativa (NEG) (N1 en la figura 13A). De manera
similar, los FragMaps de donadores de enlaces de hidrégeno (HBDON) y de compuestos cargados de manera positiva
(POS) cerca de N705 se solapan con los grupos 178 de los esteroides.

De manera notable, la cavidad apolar entre W741, L873 y T877 que se ocupa por algunos ligandos tales como EM-
5744 esteroideo y S-1 no esteroideo, un analogo de R-bicalutamida, es inaccesible en la conformacion de partida. Sin
embargo, tras la simulacion de la estructura, las cadenas laterales de W741 y T877 experimentan cambios
conformacionales que conducen a la formacién de una cavidad sin afectar significativamente a la conformacion global
del receptor de andrégenos. Por ejemplo, la desviacion de media cuadratica (RMSD) en la estructura principal de
proteinas es de ~1,2 A, por consiguiente, se encontraron FragMaps de APOLAR en esta cavidad (A2, figura 13A). Tal
como se ilustra en la figura 13D, no se encontraron densidades de FragMaps de APOLAR en una simulacion solo de
GCMC en la que la proteina era rigida. Esta comparacion valida que la flexibilidad de proteina mediante la inclusion
de MD es importante dado que permite que los solutos muestreen regiones de la proteina que no estaban disponibles
en la conformacion de partida. Una evidencia adicional de la importancia de incluir flexibilidad de proteina fue el notable
aumento en la zona muestreada mediante FragMaps de APOLAR en el sitio A1 en la simulaciéon de GCMC/MD frente
a solo GCMC (figuras 13A frente a 13D). Los inventores creen que este aumento del muestreo esta impulsado por las
flexibilidades de las cadenas laterales de residuos que forman la cavidad. Tomados en conjunto, estos resultados
apuntan a la capacidad cualitativa del enfoque de SILCS-GCMC/MD para mapear los requisitos de grupos funcionales
de una LBP completamente ocluida, incluyendo la capacidad del método de SILCS para identificar regiones accesibles
para solutos significativamente mas alla de las presentes en la estructura cristalina.

b. PPARy:

Para mapear los patrones de energia libre de grupos funcionales en las LBP de PPARY se inici6 un SILCS-GCMC/MD
10x50 ns usando la estructura 3U9Q de PDB después de la retirada del acido decanoico de la estructura cristalina.
Tal como se ilustra en la figura 14A, los FragMaps muestrean la cavidad del acido decanoico (marcada LBP1 en la
figura 14A), y una segunda cavidad que esta flanqueada entre las hélices H3, H4 y las laminas § B2 y B3 (LBP2).
Entre las dos cavidades, la cavidad LBP1 esta mas ocluida que la cavidad LBP2 (véase la tabla 6) y, por tanto, se
produce cierto muestreo de LBP2 incluso con la conformacion rigida de proteinas en las simulaciones so6lo de GCMC.
Sin embargo, hay un aumento en el grado del muestreo de FragMaps cuando la flexibilidad de la proteina se incluye
a través de MD.

Tabla 6. Capacidad de oclusion de una cavidad de union de ligando (LBP) medida como una razén del area superficial
accesible al disolvente (SASA) de un ligando en volumen frente a la LBP.

Receptor Ligando SASA en volumen SASA de LBP Razon
AR Testosterona 402,1 0 0
Rosiglitazona 506,8 68,6 0,13
PPARy Acido decanoico 341,1 28,8 0,08
mGIuR FITM 576,8 43,8 0,07
(AR BI-167107 534,8 36,32 0,07
2 Carazalol 4786 62,8 0,13

Ademas, tal como se muestra en la figura 15, los FragMaps trazan una trayectoria desde la superficie de la proteina
hasta las LBP, lo que indica una posible trayectoria para la union del ligando.

La validacion adicional del método se proporciona por un mayor grado de solapamiento entre la cadena de alquilo

terminal del acido decanoico y las densidades de FragMap de APOLAR, asi como el solapamiento entre el acido
carboxilico del acido decanoico y las densidades de FragMap de NEG (A1, N1, respectivamente) en la LBP1 (figura
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14A). También se encontré que los diferentes grupos funcionales de rosiglitazona, un farmaco antidiabético conocido
que se une a PPARy en la cavidad de LBP2, se solapan bien con los FragMaps (figura 14). Por ejemplo, el resto de
tiazolidindiona se solapa con los FragMaps de NEG en las proximidades de H323 y H449 (N1 en la figura 14B),
mientras que el resto de piridina se solapa con los FragMaps de APOLAR (A3) en las proximidades de M364 y V339
y el grupo de union de etoxilo entre el la tiazolidindiona y la piridina se solapan con los FragMaps de HBACC (HBA1).

Junto con estas observaciones cualitativas, se estimaron las afinidades de unién de los ligandos usando la puntuacion
de energia libre en la cuadricula de ligandos (LGFE) para 16 ligandos cuyos datos de actividad de unién al PPARy
humano estan disponibles, y se compararon con la afinidad de unién experimental, AGunisn. Se normalizaron las K|
obtenidas de las diferentes fuentes frente a la K| de rosiglitazona (K= 120 nM; la DB de union notifico un intervalo de
valores de entre 8-440 nM). A pesar de la diversidad en los ligandos y sus modos de union, existe una correlacion
razonable entre los valores de LGFE y AGunisn con un indice predictivo (Pl) de ~ 0,63 y R? -0,22. Por ejemplo, el
compuesto GW409544 que se une a las cavidades LBP1 y LBP2 (PDB: 1K74) tiene una solapamiento muy bueno con
los FragMaps de APOLAR A1, A2 y A3 (figura 14C), lo que lleva a una LGFE favorable que se correlaciona con su
alta afinidad de union en comparacion con el agonista parcial acido decanoico, o las tiazolidindionas tales como la
rosiglitazona. Por otro lado, se observan malas correlaciones para Cerco-A (figura 14D) debido a la falta de los
FragMaps de APOLAR en la cavidad hidrofoba entre L262 y F287, donde se une el grupo funcional
dibenzofurancaboxamida de Cerco-A. Los presentes inventores han planteado la hipotesis de que la escasa
correlacion se debe a la pérdida de la cavidad hidréfoba debido a 1) las altas flexibilidades de las cadenas laterales
de estos residuos durante las simulaciones y 2) la conformacion de las hélices de conexiéon de bucle H2 y H3,
modeladas utilizando el programa MODELLER, tal como se describi6 anteriormente. Aunque algunas de las cadenas
laterales son flexibles, sin embargo se conserva la conformacion general del receptor. De hecho, la LGFE de ligandos
calculada usando FragMaps a partir de las simulaciones sélo de GCMC se correlacionan pero con el AGynisn
experimental. Dado que los procedimientos de SBDD normalmente examinan ligandos basandose en una estimacion
de sus afinidades de union, este resultado valida adicionalmente la importancia de incorporar flexibilidad de proteinas
en tales estudios.

c. mGluR:

Para muestrear eficazmente la LBP parcialmente ocluida de mGIuR1, se realizé SILCS-GCMC/MD de 10x50 ns en un
monoémero de mGIuR obtenido de una estructura cristalina de la conformacion inactiva de la regién transmembrana
(TM) 7 dimérica del mGIuR1 de la familia C en complejo con FITM, un modulador alostérico negativo (NAM). Durante
este muestreo, el GCMC de solutos y agua se restringié a una region cubica de 20 A alrededor de las LBP. Los
FragMaps resumen correctamente los diferentes grupos funcionales del FITM (figura 16). La naturaleza en gran
medida hidréfoba de la cavidad se traza por las altas afinidades de los FragMaps de APOLAR. Dos densidades de
APOLAR distintas se solapan bien con la amina de pirimidina y los restos de p-fluorofenilo de FITM, que se encuentran
en las proximidades de V753, V664 y 1812 (A1 en la figura 16A) y F801, 1797, W798 y L757 (A2), respectivamente.
Los Fragmaps de HBDON en las proximidades de T815, que se ha observado que es importante para la union, se
solapan bien con la pirimidina de FITM. Aunque se encuentra que algunas de estas cadenas laterales son flexibles a
través de la simulacion de GCMC/MD, se conserva la conformacion general del receptor, con la cavidad de unién
estrecha.

Los estudios de mutaciones del mGIuR1 y la actividad de unién con otros moduladores alostéricos como la 2-metil-6-
(feniletinil)piridina (MPEP) (otro NAM conocido) revelaron que la cavidad de union identificada con FITM podria
compartirse con otros NAM. El muestreo de MC de MPEP en la cavidad y en presencia de FragMaps tal como se
describié anteriormente produce modos de union similares a los de FITM (figura 16). Las LGFE para FITM, MPEP y
otros analogos de FITM se correlacionaron bien con sus AGynisn (Sl figura 17C). Aunque algunos muestreos de la
cavidad se realizan a través de una simulacion sélo de GCMC (figura 17A frente a 17B), de manera similar a PPARy,
las correlaciones fueron malas cuando se calcularon las puntuaciones de LGFE usando FragMaps a partir de una
simulacién sélo de GCMCA de mGIuR (figura S17C frente a 17D).

d. BAR:

Estan disponibles las estructuras cristalinas de las conformaciones inactiva y activa de la familia A de GPCR y se
realizaron dos SILCS-GCMC/MD de 10x50 ns independientes con cada estructura. En el presente documento, B2I se
refiere a las simulaciones que comienzan con la conformacion inactiva (PDB: 2RH1) y B2A se refiere a las simulaciones
que comienzan con la conformacion activa (PDB: 3P0G).

Se obtuvieron buenos solapamientos entre los FragMaps y los ligandos cristalograficos tanto para B2I como para B2A.
Las afinidades de FragMap de APOLAR cerca de la region hidréfoba definida por F289, V117 y A200 se solapan bien
con los restos de benzoxazina y carbazol de BI161707 y con carazolol, respectivamente (A1 en la figura 12). Tanto
los FragMaps de POS como de HBDON adyacentes a D113 se solaparon con los grupos funcionales de amina en
ambos ligandos (DN2 y D2 en la figura 12A). Aunque los FragMaps resumen la ubicacion de los ligandos respectivos
para B2l y B2A, se encontraron diferencias claras entre los FragMaps para estas dos conformaciones.
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Se encontré una segunda densidad de APOLAR cerca de la segunda cavidad hidréfoba adyacente a W109, 1309 y
F193 solo en B2A (A2, figura 12A). La falta de esta cavidad hidréfoba en B2l se debe a la flexibilidad relativamente
alta de las cadenas laterales 1309 y F193 en B2l en comparacion con B2A (Sl figura 18A). A pesar de estas
flexibilidades de cadena lateral, se mantuvieron las conformaciones generales activa e inactiva de B2AR (Fig. S18B).
Los estudios mutacionales han demostrado que las interacciones agonistas con 1309 son importantes tanto para la
selectividad de B2AR como para la activacion del ligando. Los FragMaps de HBDON y HBACC resumieron
correctamente importantes interacciones entre el oxigeno del carbonilo, los grupos amina e hidroxilo de BI-167101
con S203, S204 y S207 en B2A, mientras que el nitrégeno polar solitario del heterociclo carbazol en carazolol se
resumio por mapas de HBDON mas estrechos en B2l (HBD1, figura 12A). Estas diferencias pueden atribuirse a las
mayores flexibilidades de las cadenas laterales S203 y S204 en B2l (Sl figura S18A). En consonancia con estos
FragMaps diferenciales, existen estudios mutacionales que han identificado que S203 y el S204 son importantes para
la unién del agonista y la activacion del receptor a través de sus hidroxilos de catecolaminas.

En particular, el enfoque de SILCS-GCMC/MD también es capaz de diferenciar cuantitativamente entre los dos estados
de B2AR. Se obtuvieron puntuaciones de LGFE a partir del muestreo de MC para una amplia variedad de agonistas,
agonistas parciales y antagonistas/agonistas inversos. Tal como se muestra en la tabla 7, se obtuvieron buenas
correlaciones entre las puntuaciones de LGFE y las afinidades de unién de los agonistas y los agonistas parciales con
B2A (R? ~ 0,46, Pl ~ 0,59, figura 12B-(1)) mientras que el mismo conjunto de ligandos produjo correlaciones
significativamente peores con los FragMaps de B2l (R? ~ 0,10, Pl ~ 0,31, figura 12B-(2)). De manera similar, las
afinidades de union de los antagonistas/agonistas inversos se correlacionaron bien con las LGFE puntuadas usando
FragMaps de B2l (R? ~ 0,45, PI ~ 0,67, figura 12B-(4)), mientras que se encontr6 una peor correlacion con las LGFE
calculadas usando los FragMaps de B2A (R? ~ 0,11, PI ~ 0,38, figura 12B-(3)). En consonancia con la calidad de las
correlaciones, el muestreo de MC de ligandos produjo modos de unién similares a las orientaciones cristalograficas
de BI167107 y carazolol (figuras 19 y 20).

Examen de ligandos guiado por FragMaps para (2AR:

Los B2AR se expresan en numerosos tipos de células, incluyendo el musculo liso de las vias respiratorias (ASM). La
activacion de B2AR en las ASM produce broncodilatacion y los beta-agonistas inhalados son la terapia principal para
el asma y otras enfermedades pulmonares obstructivas. Se usaron las diferencias en los FragMaps entre los dos
estados finales para guiar estudios de examen virtual (VS) para identificar nuevos agonistas para 2AR. Siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente, se seleccionaron 15 ligandos quimicamente diversos de mayor puntuacion
(figura 21) de una base de datos in silico que contiene aproximadamente 1,8 millones de compuestos. Se estudio el
efecto de los compuestos seleccionados a través de una respuesta de relajacion de los anillos traqueales de muestras
de pulmoén de ratones. Este método ex vivo es una estrategia de rendimiento relativamente alto y un factor de
prediccion mejor de la disposicion macromolecular in vivo que los estudios in vitro. Se us6 isoproterenol como control
positivo. Siete de estos ligandos efectuaron diversos grados de relajacion traqueal (figura 12C), lo que representa una
tasa de éxito del 46%. Las conformaciones acopladas de los ligandos seleccionados tuvieron buenos solapamientos
con los FragMaps de B2A lo que condujo a altas puntuaciones de LGFE (figura 22). Todos los ligandos ocuparon la
cavidad hidréfoba definida por los residuos 1309, W109 y F193 y mantuvieron interacciones con Asp 113. También se
observo que los ligandos que producian relajacion traqueal mantenian interacciones con S203 y S207 en la hélice H5
identificada como importante para la activacion del ligando y la selectividad de B2AR. Estos resultados apuntan a la
utilidad de la metodologia de SILCS-GCMC/MD en el disefio racional de ligandos, incluyendo la identificacion de
agonistas.

Tabla7
PDB Compuesto Funcion AGnion Referencia
1 Salbutamol -8,09 46
2 4L.DO Adrenalina (epinefrina) -8,60 47
3 Isoproterenol -9,63 47
4 4L.DL Hidroxibencil-isoproterenol -9,72 48
5 Indacaterol Agonista / agonista parcial -10,19 49
6 Formoterol -10,60 49
7 THRX-144877(AA1) -11,04 49
8 Picumeterol -12,23 49
9 Salmeterol -12,00 50
10 3P0G BI-167107 -13,69 21
11 Practolol -6,77 50
12 Atenolol -8,14 50
13 Acebutalol -8,26 50
14 Bisoprolol -9,10 50
15 Labetolol -10,91 50
16 Propranolol Antagonistas/agonista inverso 12,34 50
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17 Pindolol
18 ICI-118551
19 Carvedilol
20 3D4S Timolol
21 2RH1 Carazolol

-12,43 51
-12,58 50
-12,77 50
-13,15 50
-13,35 52
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REIVINDICACIONES

Método computacional para muestrear la distribucion espacial de uno o mas solutos y agua en una region del
espacio definida (sistema) que comprende:

1) asignar una concentracion objetivo, Nopj, de cada uno del uno o mas solutos y agua;

2) muestrear la distribucion espacial del uno o mas solutos y agua en una region del espacio definida
computacionalmente usando criterios de muestreo de Metropolis de Montecarlo de conjunto macrocandnico
(GCMC), en el que el exceso de potencial quimico (pex) asignado para cada uno del uno o mas solutos, si
esta presente, y agua se ajusta a 0, si esta presente;

3) actualizar pex de cada uno del uno o mas solutos y agua a partir de la diferencia en la concentracion actual
en la region del espacio definida (Nsis) y el objetivo (Nob;);

4) repetir las etapas 2) y 3) usando los valores actualizados de pex €n la etapa 2) para obtener una distribucion
espacial del uno o mas solutos y agua;

en el que el sistema comprende ademas una o mas macromoléculas, en el que la distribucién espacial de
uno o mas solutos o agua se usa para identificar la afinidad preferente de cada uno de los solutos o agua por
cada una de la una o mas macromoléculas, y en el que dicha una o mas macromoléculas se seleccionan de
una proteina, ARN, ADN, hidrato de carbono, lipido, compuesto quimico organico, compuesto quimico
inorganico o una combinacién de los mismos.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el sistema contiene agua y un soluto y en el que la concentracion
objetivo del soluto y agua se ajustaa 1 M y 55 M, respectivamente, a partir de lo cual se obtiene la energia
libre de hidratacion del soluto a partir del valor de piex

Método segun la reivindicacion 1, en el que el pex de uno o mas solutos y agua se aumenta y se disminuye
alternativamente durante las operaciones de GCMC a través de ciclos consecutivos que implican las etapas
2)-4), una vez que la concentracion de los solutos y el agua alcanzan su valor objetivo.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la proporcién de etapas de GCMC para cada uno del uno o mas
solutos y agua se asigna basandose en la concentracion objetivo de cada uno de los solutos y agua.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el sistema que contiene los solutos y/o agua esta englobado en
un sistema mas grande que contiene dichos solutos y/o agua.

Método segun la reivindicacion 5, en el que el sistema incluye adicionalmente una o mas macromoléculas.

Método segun la reivindicacion 1, en el que se muestrea la distribucion espacial que sigue a la etapa 2) con
una simulacion de dinamica molecular.

Método segun la reivindicacion 1, en el que pex sSe aumenta o se disminuye igual a Nopj/Nsis.

Método segun la reivindicacion 1, en el que pex se aumenta cuando Nsis €s menor que Nop; Yy se disminuye
cuando Ngis es mayor que Noy;.

Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha regién definida computacionalmente comprende una region
interior que contiene el uno o mas solutos y agua, ubicada dentro de una regiéon exterior mas grande que
contiene agua adicional.

Método segun la reivindicacion 1, en el que se genera una salida de las distribuciones espaciales del uno o
mas solutos y agua.
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