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Projektowanie wspomagane komputerowo

» Projektowanie lekow oparte na strukturze czesto
wykorzystuje metody komputerowe, aby:

Przeanalizowa¢ duza liczbe struktur
Oceni¢ energie wiazania liganda

Zaprojektowaé nowe zwiazki




Strategie poszukiwania ligandow
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Podejscie wspomagane komputerowo
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Bazy danych zwiazkow

» Bazy publiczne, darmowe:
Baza NCI (National Cancer Institute), ok. 400 000 struktur

Baza ZINC (Uniwersytet Kalifornijski, San Francisco), ok. 35
000 000 struktur zwigzkow, ktére mozna kupic

» Bazy danych zwiazkéw w firmach farmaceutycznych
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Baza ZINC

v

Suma katalogow (295) firm dostarczajacych zwiazki chemiczne
» Podzielona na bazy czesciowe

v

Opisuje rozne stany uprotonowania

v

Format przygotowany do dokowania

A. Histidine B. Folate (tautomers) C. Sulfonamide (high pH)
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Baza ZINC
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Programy do dokowania

» Zatozenia dla dokowania:
Rozpuszczalnik pomijany
Biatko w ustalonej konformacji (sztywne)
Ligand moze przyjmowac rozne konformacje

» Typy algorytmow:
Przeszukiwanie systematyczne
Stochastyczne (Monte Carlo i genetyczne)
Dynamika molekularna

Funkcje oceniajace

» Funkcja oceniajaca (scoring function) — algorytm oceny
statej wigzania liganda do biatka dla danego kompleksu
ligand-biatko

f0
ocena

aktywnosci




Funkcje oceniajace

» Funkcja oceniajaca (scoring function) — algorytm oceny
statej wiazania liganda do biatka dla danego kompleksu
ligand-biatko

f
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Funkcje oceniajace

» Typy funkcji oceniajacych:

Bazujace na energii oddziatywania (force field-based) -
obliczonej na podstawie rownan opisujacych mechanike
molekularna (z zastosowaniem pola sitowego).

Empiryczne (empirical) — rownia opisujace poszczegolne
oddziatywania opracowane na podstawie znanych kompleksow
ligand-biatko

Bazujace na wiedzy (knowledge-based) — rownania korelujace
znane aktywnosci inhibitorowe z strukturami komplekséw na
podstawie odlegtosci poszczegdlnych par atomow.

Konsensusowe (consensus scoring) — potaczenie kilku funkcji
oceniajacych.




Programy do dokowania

GOLD
FT-DOCK
GRAMM

DockVision

LigandFit

DOCK-IT
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Virtual screening vs HTS

» Poszukiwanie inhibitorow fosfatazy tyrozyn biatkowych
(protein tyrosine phosphatase , PTP |B)

wielkoskalowe testy przesiewowe (HTS)
400 000 zwiazkow,
300 zwiazkow o aktywnosci < 300 pM,
85 przetestowanych zwiazkow IC;; < 100 uM,
Wspétezynnik sukcesu (hit rate) = 0.021 %
virtual screening (program DOCK v. 3.5)
235 000 zwiazkow,
365 struktur z wysokimi ocenami,
127 przetestowanych zwigzkow 1Cg, < 100 pM,
Wspétczynnik sukcesu (hit rate) = 34.8 %




Ligandy receptora dopaminowego D,

» Virtual screening
250 251 zwigzkow (baza NCI)
Dopasowanie do farmakoforu

Aromatic

Protonated
nitrojge

£H

:{)\rtsz

b. Pharmacophore model

6 727 zwiazkdw pasujacych do farmakoforu

Ligandy receptora dopaminowego D,

» Dokowanie do 4 konformacji receptora

cytoplasmic side

» Wybrano 20 zwiazkow, ktére reprezentowaty nowe chemotypy i
miaty wysoka ocene dla dokowan dla co najmniej 2 konformacji
receptora




Ligandy receptora dopaminowego D,

» 8 zwiazkéw wykazywato
aktywnos¢ < 0.5 uM

» Najbardziej aktywny zwiazek miat
K.=11nM
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rank at each D3 conformer

NCI 1 11 hiik IV rank K +SD

no. @) % %  ® (%) (nM)#
27 143691 15 08 31 05 08 11.0+ 06
28 131405 86 391 174 100 100 835473
29 170979 303 638 160 594 303 432+ 16.7
30 300710 6.1 9.7 43 231 61 627+ 22.4
31 24116 711 157 120 107 120 442 + 62
32 147865 157 344 268 210 210 465 + 83
33 147980 19.0 410 181 221 180 297 + 90
34 167762 469 199 233 484 233 429 +42
35 402703 24.9 51 213 774 213 1381 + 466
36 349646 20 105 108 1.3 20 2412 + 233
37 186753 518 277 281 328 281 2615 + 358
38 13636 155 68 25 174 68 =10000
30 22808 67 95 91 61 67 >10000
40 201722 43 55 z1 218 43 =10000
41 202072 299 562 5652 206 299 =10000
42 246981 7.0 240 340 1.3 70 =10000
43 208248 16 07 28 39 16 =10000
44 300859 375 240 123 384 240 =10000
45 340645 25 101 24 81 25 =10000
46 330803 126 241 44 330 126 >1000°

Antagonisci receptora neurokininy 1

» Receptor neurokininy | jest GPCR

» Odpowiada za wiazanie neurotransmiteréw i przekazywanie bolu.

» Struktura krystaliczna nie jest znana

» Dla potrzeb virtual screening opracowano model na podstawie homologii




Antagonisci receptora neurokiniky 1

» Zastosowano 8 strukturalnych baz danych — 826 952 zwiazki
» Filtry: masa molowa i ilo§¢ wiazan rotowalnych — 419 747 zwiazkéw

» Filtry: cechy hydrofobowe i donor/akceptor wiazania wodorowego — |31
967 zwiazkow

» Dopasowanie do farmakoforu — 11 109 zwigzkow

ACD AMBINTER AEGC AEPC
no. of no. of no. of no. of
filter step compds? % compds® % compds? % compds? %
215212 100.00 115815 100.00 182485 100.00 44549 100.00
1. rotatable bonds'MW 135502 62.96 59877 51.70 91677 50.24 9417 21.14
2. requested no. of hydrophobic, donor, 30878 19.34 19764 17.07 36302 19.89 2740 6.15
and acceptor properties
3. pharmacophore hypothesis 8645 4.02 5353 4.62 10534 5.77 1018 2.29
4. excluded volumes 3084 1.43 1510 1.30 2998 1.64 334 0.75
ChemStar IBS LEADQUEST )
no. of no. of no. of no. of
filter step compds? % compds? % compds? % compds? %
57927 100.00 158942 100.00 52002 100.00 826952 100.00
1. rotatable bonds/MW 28712 49.57 76321 48.02 18231 35.04 419747 50.76
2. requested no. of hydrophobic, doner, 11229 19.38 24571 15.46 6483 12.47 131967 15.95
and acceptor properties
3. pharmacophore hypothesis 3547 6.12 5463 3.44 2144 4.12 36704 4.44
4. excluded volumes 1226 2.12 1362 0.86 595 114 11109 1.34

Antagonisci receptora neurokiniky 1

» Dokowanie do modelu receptora (program FlexX) i ocena (Drug Score)
» 1 000 zwiazkoéw o najwyzszej ocenie sprawdzonych recznie

» 7 zwiazkéw wybranych do testow

STOCK2S-74056 STOCK2S8-25832 STOCK2S-20468 ASN-2069935

ICy, = 250 nM

a
STOCK1S-23930 ASN-2069941
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Inhibitory kinazy Chk1

» 560 000 zwiazkdéw z bazy danych
AstraZeneca

» Zastosowanie filtrow:

masa molowa < 601
liczba wiazan rotowalnych < I

» 400 000 zwiazkow,

» Obecnosc¢ pary donor/akceptor
wiazania wodorowego (motyw
wiazacy)

» 199 000 zwiazkow

» Dokowanie do miejsca wiazania
ATP

Screening Cascade

FlexX-Pharm docking run
Rescore 100 poses

Examine the compounds in Vida

103 Compounds Tested

Filter: MW < 801; # Rot. Bonds < 11

Plurality search for required adenine
binding region motif — donorfacceptor pair

Inhibitory kinazy Chk1

» Ocena dokowania na podstawie funkcji konsensusowej

» Opracowanie funkgcji konsensusowej na podstawie oceny inhibitoréow
kinazy CDk2 (100 inhibitorow wsréd 8 000 zwiazkow)

» Sprawdzenie roznych kombinacji funkcji oceniajacych pozwolito wskazac ta,

ktora wskazywata najwiecej inhibitorow.

» Kombinacja funkgji ”
FlexX i PMF wskazywata
45% inhibitorow w 5%

FlexX & PMF
45%

najlepszych wynikow.

Percentage Hits Recovered

CScore
32%

Percentage Database Screened
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Inhibitory kinazy Chk1

» Na podstawie oceny funkcja Hisduency
konsensusowa wybrano 250 * &
zwiazkow .

» Przetestowani 103 zwiazkow o '3

Q 0_:

» 36 zwiazkdéw miato aktywnosc i’ &
w zakresie 0.1 do 68 puM. :

Benchmark -2

compounds é
Interesting Set -3

JOC, E%
P Q o0
: $

4uM

Inhibitory kinazy FGFR

» Kinaza FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor | Kinase) petni role w
rozwoju roéznych nowotworéw.

» Miejsce aktywne moze
przyjmowac¢ dwie konformacje

» Zastosowano baze ZINC z 2.2
min zwiazkow.

» Dokowanie przeprowadzono
do obu konformacji przy uzyciu
programu Glide.
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Inhibitory kinazy FGFR

» Wszystkie zwiazki (2.2 mln) z bazy ZINC zostaty zadokowane w
trybie standardowej precyzji do obu konformacji.

» 40 000 najlepiej ocenionych zwiazkow zadokowano ponownie w
trybie wysokiej precyzji do obu konformacg;ji.

» | 000 najlepiej ocenionych zwiazkéw zadokowano do innych kinaz
(EGFR, InsR,VEGFR?2, Src i MEK).

» 100 najlepiej ocenionych zwiazkow, ktodre nie byty dobrze ocenione
dla innych kinaz.

» Przetestowano 24 zwiazki.

» 2 zwiazki wykazywaty aktywnosc (1Cs, 23 i 50 pM).

Inhibitory kinazy FGFR

compd XP rank XP score SP rank ICq, (M )* E>,v oH Me
5 1 ~16.18 12 m N0 N-oMe 4{_,}
[ 7 ~14.84 11628 na BN 3 N 5 flo ;
7 16 -1429 33029 na Lo s AL {
8 19 -14.20 22167 na YT P p
9 25 ~13.98 550 ma Wi ™
10 38 -13.79 61627 23 e
Il 46 —-13.71 8409 na 5
12 51 ~13.66 13883 na Me,
13 52 —~13.64 6377 na !
14 4 ~13.49 36663 na ey
15 7 1348 396 na ]
16 84 ~13.45 20052 50 o
17 2 ~18.53 429 na q
18 0 -17.38 10443 na oj""”ijo " /\_
19 2 -17.01 12782 na Y s A
20 37 ~16.96 7676 na (] S|
21 41 ~16.93 14137 na
2 45 ~16.89 10473 na 4
3 55 ~16.84 9711 na Q " (A L)
U 56 ~16.84 15905 na A ) b ~
25 64 16.78 6525 na g \/) et
2 72 ~16.75 4238 na N A7 o N
27 93 ~16.62 27217 na n 1 2
28 97 —16.60 22133 na
s
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Oy p?
HN‘WNT/\I
O Ny,
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Inhibitory kinazy FGFR

» Pomimo zastosowania procedury zwigkszajacej selektywnosc
otrzymane zwiazki nie wykazywaty znaczacej selektywnosci.

VAL561 PN VALS6
LYS482 LEU528 LYS: LEU528
ALAS12 /1YSHL
}‘;—YB&@ As 4,:4,9 TYR56§ AL),512 514
S g VAL 92
/ 484 ?@ /‘/ A LEU4ss
&
ALAS64 44 / LEU644
/7 ALA640 ASP641 L ALA640 ASP641

)

LEU630 LEU630
ICs (M)
compd FGFR1 EGFR Src InsR
10 23 56 10 47
40 L9 2.4 1.9 na

Optymalizacja — podejscie klasyczne

Synteza analogéw

testy in vitro l

I biodostepnos¢ l

I Badania kliniczne l

| LEK | *




Optymalizacja wspomagana komputerowo

Struktura
kompleksu

l

‘ Analiza miejsca wiazania I

]

Optymalizacja struktury ‘

I synteza l

)

testy in vitro ‘

)

‘ biodostepnosc ‘

H testy kliniczne H LEK |*

Strategie optymalizacji

» taczenie fragmentow » Budowanie
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Strategie optymalizacji

» Przylaczanie atoméw
Zalety:
Duza réznorodnosc strukturalna zwiazkow
Efektywne wykorzystanie wszystkich mozliwych oddziatywan

Brak koniecznosci uzycia bazy danych fragmentow
Wady:
Zaprojektowane zwiazki moga by¢ trudne do syntezy lub niestabilne
» Przylaczanie fragmentow
Zalety:

Zwiazki sktadajg sie z fragmentow, ktore sa syntezowalne
Woady:

Réznorodnosé strukturalna zwiazkéw zalezy od wykorzystanej bazy

Programy do projektowania

» GENSTAR atomy rozbudowuje czasteczki na bazie
struktury enzymu

» GROUPBUILD fragmenty wzrost sekwencyjny

» GROW aminokwasy wzrost sekwencyjny

» GROWMOL fragmenty wzrost sekwencyjny
poszukiwanie stochastyczne

» HOOK fragmenty faczenie fragmentow

» LEGEND atomy poszukiwanie stochastyczne

» LUDI fragmenty poszukiwanie

kombinatoryczne

» MCSS fragmenty probkowanie stochastyczne

» PRO-LIGAND fragmenty wzrost sekwencyjny

» PRO-SELECT fragmenty podejscie szkielet-linker

» SKELGEN mate fragmenty  poszukiwanie Monte-Carlo

» SPROUT fragmenty wzrost sekwencyjny

poszukiwanie kombinatoryczne

16



Program LUDI

» Znajdowanie potencjalnych miejsc
oddziatywania:
Lipofilowe (zielone)
Donor wigzania wodorowego
(czerwone)
Akceptor wiazania wodorowego
(niebieskie)
» Naktadanie fragmentow na
miejsca oddziatywania
» Przylaczanie kolejnych
fragmentow (nakfadajacych sie z
czasteczka bazowa i miejscami
oddziatywania)

Inhibitory syntetazy glutaminy

o] o] o o o] o)

w %GS alls w %GS ik w
HO Y OH HO O\P,o’ HO NH,

NH, NH, %o NH,

o} o 0 0

JJ\/\/ P 4>GS ally /”\/\/P

?\ HO Y [
HO Y H

: OH d 0. .0
NH. NH, o




Inhibitory syntetazy glutaminy

(o} (‘)‘ o (H) o (H) o o
DA~ PPN _0){/\{7_\ -ojk/\gp_\
= NH o, o} o, o} o, o
NH, NH NH, OH NH;
IuM 0.6uM 1.6uM 25.M
O " o OH o ? o ?
NH; NH; NH, NH;
21uM 40uM 54uM 51uM
o o o
A .O)S A,
NH, NH, NH;
160uM 8oouM 1100uM
Inhibitory syntetazy glutaminy
» Ocena kompleksow inhibitor-enzym
1100 1100
1000 1000
& 900 900
O 800 I&J 800
700 8 700
600 @ 600
500
400 L 500
2,50 3,50 4,50 5,50 6,50 400 +
pKi 2,50 3,50 4,50 ki 5,50 6,50
e LUDL1 = LUDI 2 LUDL3 LUt « D2 LuoLs
250 350 450 POss0 650 250 350 450 PKis50 650
0 04

SCORE
[N

8 a

s &
/'
SCORE
PRI
3 3 q
3 338
/o

*D SCORE = PVF_SCORE  G_SCORE
CHEMSCORE X F_SCORE

Inhibitory

-300
#D_SCORE  ®PVF_SCORE  G_SCORE
CHEMSCORE ~ X F_SCORE

Fosforylowane inhibitory
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Inhibitory syntetazy glutaminy
» Miejsca oddziatywania (program LUDI)

N\ A

Inhibitory syntetazy glutaminy

» Struktury zaprojektowanych zwiazkow

o) o o o o o o o
1 1" H 1" 1
HOM?\ HOM? NW HOJK:/\/F\'\/NH2 HOMF‘,\/NHZ
H OH H OH \ i OH H OH
NH, NH, N NH, NH, )
1037 1271 1260 1248
N.___NH, o o o
o o\/EN o o X ? I
oo A > b \/Lj/ P
HO)KE/\/? H 2 HO)KE/\/? _— HO)K’/\/(_“,H\/\”)K
w, M w, M NH,
1243 1212 1205
N
o 0 ‘ X ° 0 ° o o "
P N
Ho . ZH\/\” ¥z HOJK:/\/F\’\/\)LN/ HO ; (SM ~
NHZ ;‘HZ OH A NHZ o
1186 1147 1145
o o OH o o
(o} o} H "
I P
Hok/\/?w HOM?\/\)\ HO)KE/V(\)H\/\/\NH2
OH NH o OH NH,
NH, NH, 2
1142 1118 1118
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Inhibitory syntetazy glutaminy

» Struktura kompleksu enzym-inhibitor

o] o K; [nM]

"o )KN?ZVZH ® E coli M. tuberculosis kukurydza
-CH, 0.6 ND .1
-CH,NH, 0.59 0.8 1.8
-CH,OH 2.1 5.7 8.5
-CH(CH;)NH, 33 34 21.6
-CH,CH,NH, 55 ND 320
-CH,CH,COOCH 970 ND ND

Podsumowanie

» Wspomagane komputerowo poszukiwanie nowych
czasteczek aktywnych jest znaczaco wydajniejsze niz
klasyczne techniki HTS.

» Projektowanie nowych czasteczek prowadzi do struktur
trudnych do otrzymania innymi metodami.
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