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DESCRIPCION
Estimacion de cierres de ciclos de afinidades de unidn relativas y errores
REIVINDICACION DE PRIORIDAD

La presente solicitud reivindica prioridad a la solicitud de patente de EE. UU. N° de serie 13/840.039, presentada el 15
de marzo de 2013.

CAMPO TECNICO

La presente invencion esta en el campo general de la bioinformatica, mas especificamente la estimacion o el calculo
informatico de afinidades de unién relativas de receptor/ligando y sus errores.

ANTECEDENTES

Los procesos biolégicos dependen frecuentemente de eventos de unién proteina-ligando (por ejemplo, la unién de un
ligando a su receptor), y asi el célculo preciso de la energética asociada es un objetivo fundamental del disefio
informético de farmacos basado en la estructura.'3

Se ha desarrollado una variedad de enfoques diferentes para calcular las energias libres de unién proteina-ligando
con diferentes compensaciones entre la velocidad y la exactitud, que incluyen los métodos de punto final rapido tales
como las funciones de puntuacién empirica en el cribado virtual y la mecanica molecular/area superficial de nacimiento
generalizado (MM/GBSA) o los modelos de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA), el método de WM/MM que considera
mas explicitamente la contribucion de la desolvatacion de proteinas que los métodos de GB, y los métodos de
perturbacioén de energia libre (FEP) e integracién termodinamica (Tl) disefiados para considerar una descripcion
energética completa o esencialmente completa de la unién dentro de los limites de exactitud del campo de fuerza
subyacente y muestreo completo. 2410

Entre los diversos métodos para calcular las afinidades de unién proteina-ligando, los calculos de energia libre, tales
como TI, FEP, dinamica lambda, OSRW alquimicos, etc., proporcionan generalmente una descripcién
termodinamicamente completa del evento de unién y, al menos en teoria, predicciones precisas del rendimiento dentro
de los limites del campo de fuerza usado y muestreo completo del espacio de fase. Sin embargo, la aplicacién practica
de los calculos de energia libre en contextos industriales se puede limitar por el gran recurso informatico requerido,
particularmente cuando el muestreo de conformaciones multiples, las escalas de tiempo necesarias para afectar los
proyectos de vida y la necesidad de un enfoque robusto y significativo para determinar el error de muestreo asociado
a dichos calculos de energia libre. 4 1. 12

El documento de patente US 2010/0241411 describe una técnica para enumerar exhaustivamente las propiedades
termodinamicas de las moléculas de agua que solvatan el sitio activo de una proteina en su estado apo y calcular las
afinidades de unidn relativas de compuestos congéneres que se unen a esta proteina.

Wang et al. (PNAS 109:6) describen la aplicacién de la perturbacién de energia libre y la perturbacion de energia
libre/intercambio de réplicas con atemperado de solutos a dos modificaciones de complejos proteina-ligando que
conducen a cambios conformacionales significativos.

Cozzini et al. (Curr. Med. Chem. 11:10) describen diversos métodos de evaluacion de la contribucion de las moléculas
de agua a la energia libre de ligando que se une a proteinas.

Beveridge et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 18:1) revisan calculos de energia libre por simulaciones moleculares.
SUMARIO

Los presentes inventores han descubierto un método generalizable implementado por ordenador para mejorar los
célculos de energia libre de afinidades de union relativas de receptor-ligando, particularmente para estimar las
afinidades de union relativas de conjuntos congéneres de ligandos y determinar los errores de muestreo asociados a
esas estimaciones.

Un aspecto de la invencion caracteriza, en general, un método implementado por ordenador de determinacion de la
intensidad relativa de la unién entre un receptor y miembros individuales de un conjunto de ligandos para formar
complejos entre miembros individuales del conjunto de ligandos y el receptor. El método incluye una determinacion
implementada por ordenador de multiples diferencias de energia libre de unién relativas para un conjunto de pares de
ligandos que forman al menos un ciclo cerrado, y una determinacién implementada por ordenador de la magnitud de
la histéresis alrededor de cada ciclo termodinamico cerrado. En general, el método incluye,

a. una determinacion probabilistica implementada por ordenador de las diferencias de energia libre y
distribuciones de error alrededor de las diferencias de energia libre a lo largo de cada una de las ramas del ciclo
termodinamico cerrado que conducen probabilisticamente al valor de histéresis observado para los ciclos
termodinamicos cerrados;
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b. una determinacién implementada por ordenador de la diferencia de energia libre méas probable para cada rama
en el ciclo termodinamico cerrado incluida en el modelo probabilistico determinado en a;

c. una determinacion implementada por ordenador del error mas probable asociado a la diferencia de energia
libre de unién mas probable para cada par de ligandos a lo largo de cada rama en el ciclo termodinamico cerrado
de la determinacién probabilistica en b.;

d. una salida implementada por ordenador de valores que representan las energias libres de union relativas y
errores en c. a un usuario del ordenador.

En realizaciones preferidas, la etapa de estimar el error comprende el analisis implementado por ordenador de
diferencias de energia libre de unién entre ligandos a lo largo de las ramas de mas de un ciclo termodinamico cerrado,
y la determinacion implementada por ordenador de la magnitud de la histéresis alrededor de cada uno de los ciclos
termodinamicos cerrados. También en realizaciones preferidas, las etapas c y d incluyen determinar un conjunto de
valores de energia libre para cada rama que minimiza la funcién

> (E-F)
~ 207
con la limitacion:

YE=0

donde Ei es diferencia de energia libre calculada para una rama i dada;
Fi es la diferencia de energia libre tedrica para una rama i dada;

y oies la desviacién estandar de las diferencias de energia libre calculadas para la rama i, y donde la suma de
las diferencias de energia libre tedricas para todos los ciclos cerrados es 0.

En otras realizaciones preferidas: el receptor es una proteina; los ligandos son congéneres; se supone una distribucion
gaussiana en la construccion del modelo probabilistico de la histéresis observada en la etapa a.; se supone que la
distribucion del error asociada a las simulaciones de energia libre en la etapa a. es uniforme; se supone que la
distribucion de error se suma al error de Bennett en la etapa a. La conectividad de los ciclos termodinamicos cerrados
se representa como un grafico o como una matriz. La determinacién probabilistica se puede hacer por diversos
métodos, que incluyen, sin limitacion, métodos tedricos graficos, métodos algebraicos matriciales, métodos
bayesianos, métodos de maxima verosimilitud.

Otros aspectos de la invencién caracterizan un medio legible por ordenador que comprende instrucciones no
transitorias tangibles para realizar los métodos anteriormente descritos, y una unidad de procesamiento grafica de uso
general con instrucciones no transitorias legibles por ordenador para realizar los métodos.

Mas adelante, los presentes inventores ejemplifican la invencién de la estimacion de la afinidad del ciclo de cierre y la
maquinaria de analisis de error para FEP/REST (perturbacion de energia libre/intercambio de réplicas con atemperado
de solutos),>'® para FEP/MD vy para célculos de energia libre de afinidad de unién relativa de Tl, pero la invencién se
puede usar con varias otras plataformas de calculo de energia libre de union relativa, que incluyen dinamica lambda,
metadinamica alquimica, OSRW alquimico u otros. La invencién también se puede emplear independientemente de
si se implementa la plataforma de célculo de energia libre relativa particular empleando algoritmos de muestreo
basados en dinamica molecular, monte carlo, monte carlo gran canénico, dinamica molecular con intercambio de
réplicas, dinamica molecular acelerada, o cualquier otro protocolo de muestreo.

En particular, los presentes inventores ejemplifican la invencién investigando un subconjunto de una serie de ligandos
congéneres que se unen al receptor de cinasa dependiente de ciclina CDK2-ciclina A.'® CDK2 es un miembro de la
familia de CDK que realiza diversas funciones en la regulacion de la proliferacion celular y los ciclos de transcripcion
de ARN polimerasa Il. CDK2 también se ha identificado como una diana importante de farmacos para las estrategias
terapéuticas selectivas de tumor.'”8

A pesar de los sistemas especificos que presentan los presentes inventores para ejemplificar la invencion, los expertos
en la técnica entenderan que la invencion se puede usar como una herramienta general para la investigacion de union
a ligando. Para ilustrar este punto, los presentes inventores también han aplicado la invencién al calculo de las
afinidades de union relativas de ligandos que se unen a JNK cinasa y BACE, que también son dianas de proteina de
interés médico significativo.

Los detalles de una 0 mas realizaciones de la invencién se exponen en los dibujos adjuntos y en la descripcion que
sigue. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y los dibujos,
y de las reivindicaciones.
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DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

El archivo de patente o de solicitud contiene al menos un dibujo realizado en color. Las copias de esta publicacién de
patente o de solicitud con dibujo(s) a color se proporcionaran por la oficina previa solicitud y pago de la tasa necesaria.

Figura 1: Un modelo simple que ilustra el problema de la comprobacién de la coherencia y la fiabilidad en los célculos
de FEP. Para un conjunto de tres ligandos L1, L2 y L3, se realizaron tres céalculos de FEP con diferencias de energia
libre estimadas E21, E32 y E13, respectivamente. ;Como lograr las mejores estimaciones de las energias libres
relativas (F21, F32 y F13) a partir de los tres céalculos de FEP, y como determinar si los calculos son fiables?

Figura 2: Una ruta mas complicada con dos ciclos que comparten la misma arista usada en el célculo de la afinidad
de unién de los inhibidores de CDK2.

Figura 3: Ejemplo grafico de los célculos de energia libre relativa en aplicaciones generales. Cada vértice en el grafico
representa un ligando. Cada arista en el grafico representa calculos de energia libre relativa, la flecha de la arista
indica la direccién de célculo de la energia libre de unién relativa y el valor en cada arista es la diferencia de energia
libre calculada del calculo de energia libre para ese par particular de ligandos.

Figura 4: Descomposicion del grafico completo en la Figura 3 en 3 subgraficos independientes. Los subgraficos
pueden compartir el mismo vértice, pero no compartiran la misma arista.

Figura 5: Las estructuras de 6 ligandos de CDK2 con estructuras cristalinas y las rutas usadas para los calculos de
FEP/REST y FEP/MD. Las tres flechas rojas representan las rutas de célculo de la energia libre de unién relativa que
completan tres ciclos distintos para evaluar la coherencia y la fiabilidad de los célculos. Se usoé el ligando 1h1q para
los 5 célculos de energia libre de unién relativa azules puesto que los otros compuestos se pueden generar todos
simplemente afiadiendo diferentes sustituyentes en el anillo de benceno del ligando 1h1q.

Figura 6: Los resultados predichos por FEP/MD y FEP/REST frente a los datos de afinidad de unién experimentales
para el conjunto de inhibidores de CDK2 con estructuras cristalinas. Las afinidades de unién predichas por FEP/MD
no varian significativamente, que hace que sea imposible ordenar de forma fiable los ligandos 1h1r, 1h1s, 1oiu, 10i9
y 1oiy usando estos valores. Por el contrario, los resultados predichos por FEP/REST tienen una correlacién muy alta
con los datos experimentales (R2=0,91), y la desviacion es inferior a 0,8 kcal/mol para todos los pares. Las barras de
error para las predicciones de FEP/REST informadas en esta figura se calculan a modo de las realizaciones de la
invencion usando andlisis de cierre de ciclos.

Figura 7: La conformacion inicial correspondiente a la estructura cristalina para la simulaciéon de FEP/REST para el
ligando 1h1r (izquierda), el modo de unién alternativo, con el anillo de fenilo sustituido con cloro dado la vuelta,
observado en la ruta de REST/REST (centro) y la densidad electrdnica del ligando 1h1r en la cristalografia de rayos X
(derecha). Las proteinas se representan por cintas coloreadas para el esqueleto y la representacion de varillas para
las cadenas laterales, mientras que los ligandos se representan en representacion en tubo, y la densidad electronica
se presenta como una superficie amarilla sélida. El corte sigma usado para la visualizacién de la densidad es 1,0. Para
el ligando 1h1r, la densidad electrénica tiene dos picos para el anillo de benceno sustituido con cloro, que indica que
el ligando tiene dos modos de unidn, de acuerdo con las simulaciones de FEP/REST.

Figura 8: La conformacion inicial correspondiente a la estructura cristalina para la simulaciéon de FEP/REST para el
ligando 1h1s (izquierda) y el modo de unién alternativo observado en la ruta de REST/REST (derecha). Las proteinas
se representan por cintas coloreadas para el esqueleto y la representacién de varillas para las cadenas laterales,
mientras que los ligandos se representan en representacién en tubo. En comparacién con la conformacién inicial, el
grupo sulfonamida gira aproximadamente 120° alrededor del enlace C-S, y los restos que rodean el sitio de union,
especialmente GIn85 y Asp86, se reordenan en consecuencia. Se forman dos enlaces de hidrégeno entre el grupo
sulfonamida y los restos de proteina.

Figura 9: Las rutas de calculo de la energia libre de unién relativa usadas para los célculos de FEP/REST para los
ligando sin estructura cristalina que se unen al receptor de CDK2.

Figura 10: Los resultados predichos de FEP/REST frente a los datos de afinidad de unién experimentales para el
conjunto completo de inhibidores de CDK2 que incluyen tanto los 6 ligandos con estructuras cristalinas como los 10
ligandos sin estructuras cristalinas. Los 6 ligandos con estructuras cristalinas (presentados en la Figura 6) estan
coloreados de rojo en la figura y los 10 ligandos sin estructuras cristalinas estan coloreados de negro. Las barras de
error para las predicciones de FEP/REST informadas en esta figura se calculan basandose en el método detallado en
el Apéndice A usando cierres de ciclo.

Figura 11: Rutas de célculo de la energia libre de unién relativa para los 7 ligandos que se unen a los receptores de
Jnk1 con 2 cierres de ciclo independientes.

Figura 12: Rutas de célculo de la energia libre de union relativa para los 6 ligandos que se unen a BACE con dos
cierres de ciclo independientes.
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Figura 13: Rutas de calculo de la energia libre de union relativa para los 3 que se unen a escitalona deshidratasa con
y sin agua unida en el sitio activo. Las simulaciones con agua unida en el sitio activo se indican por '(H20)'. Se
construyen 4 cierres de ciclo independientes en las rutas de calculo de la energia libre de unién relativa.

Figura 14: Ciclos termodinamicos que conectan afinidades de unién metano-placa y las energias libres de cargar las
placas en agua. Las particulas grises representan los dtomos de Lennard Jones que forman el recinto hidrofobo
modelo, las particulas rojas representan iones negativamente cargados, las particulas azules representan iones
positivamente cargados y las particulas verdes representan metano del &tomo unido, que se une a los recintos.

Figura 15: Un diagrama de bloques de un sistema informatico que realiza el método.
Figura 16: Un diagrama de flujo de las etapas en el método.
DESCRIPCION DETALLADA

Las afinidades de unién relativas calculadas con la invencion usando cierre de ciclo se correlacionan mucho con los
datos experimentales, y se produce una barra de error significativa que indica la convergencia de los calculos.

Esto es especialmente evidente cuando se emplea la invenciéon para evaluar los calculos de energia libre de
FEP/REST, que proporciona un muestreo exhaustivo de las diferentes conformaciones del ligando en el sitio activo
del receptor. Aunque no se desea quedar ligado a teoria particular, los presentes inventores identificaron que para dos
de los ligandos existen multiples modos de unién y que el muestreo de aquellos modos es importante para la correcta
prediccién de las afinidades de unién. Aunque FEP/REST puede muestrear las importantes conformaciones en un
tiempo de simulacién relativamente corto, los ligandos se atraparon en las conformaciones iniciales usando FEP/MD.
El método ilustra esta caracteristica, que indica un alto error asociado a los calculos de energia libre de FEP/MD, y un
bajo error con los calculos de FEP/REST. Asi, la invencion puede mejorar las técnicas de calculo de energia libre
relativa proporcionando una estimacién razonable de los errores asociados en el célculo y la fiabilidad de las
predicciones.®

Inicialmente, el método construye cierres de ciclo en calculos de energia libre relativa como se ha hecho por varios
otros grupos, %2021 entonces desde esta entrada, el método determina la coherencia y la fiabilidad de los célculos de
energia libre relativa evaluando cuando se desvia la suma de los cambios de energia libre calculada para cada ciclo
termodinamico cerrado del valor teérico de 0. En la seccion que sigue, los presentes inventores describen el método
con detalle, de forma que un experto en la técnica puede ver inmediatamente como el método da predicciones fiables
de las energias libres relativas de las miltiples estimaciones de energia libre obtenidas a modo de los célculos de
energia libre relativa del cierre de ciclo, asi como los limites de error esperados asociados a los calculos, asi como el
mecanismo para marcar calculos de energia libre relativa que tienen errores sistematicos.

Especificacion detallada de la invencion de coherencia de energia libre relativa de cierre de ciclo

|. Validacion de coherencia y el mejor estimador de energia libre usando cierre de ciclo en rutas de calculo de energia
libre de unidn relativa

El siguiente modelo simple ilustra los métodos y los conceptos del método. Considérese un conjunto de tres ligandos,
L1, L2y Ls. Sup6ngase que las diferencias de energia libre de unidn relativa experimentalmente medidas entre los tres

. eXp__ FrERp exp . o ’ CRP__ 9] CX] ex[) €X] ox
ligandos son Fo'=F" —E, FR=F®_F®y FIP=FY-FF donde A™, F; y F™ son las
. 3 2 -~ A h 3
energias libres de unién experimentalmente medidas para los ligandos L1, L2 y L3, respectivamente. La energia libre
. . CxpP X eXP__ L .
es una propiedad termodinamica, por tanto FBl +F32P+ Ful— 0 (véase la Figura 1). Se supone que se hacen tres

calculos de energia libre de union relativa, de L1a L2, L2a Ls y Lsa L1, y las diferencias de energia libre calculadas
para las tres rutas de calculo de energia libre de union relativa son Ez1, Es2 y Eis, respectivamente. Si las simulaciones

convergen perfectamente y el campo de fuerza es perfecto, entonces idealmente £, =F37°, E, =F,

E13 = F]:‘“p, y E13 + E21 + E32 = 0. En la préctica, sin embargo, existen errores asociados a las energias libres relativas
CXP .

calculadas y, en general, E,, # F3F, E., #F7F, Es# Fizy Eis+ Es2 + E21 = A # 0. Los presentes inventores o

llaman A, la histéresis del calculo de energia libre asociada a este cierre de ciclo. Estos errores incluyen los errores

estadisticos no sesgados debido a las fluctuaciones al azar y los errores sesgados debido al muestreo incompleto del

espacio de fase (la proteina y/o el ligando estan atrapados en un minimo local en el espacio de conformacion) y el

error en el campo de fuerza. El método evalla la coherencia y la fiabilidad de estos calculos.

Los errores en los calculos de energia libre relativa en comparacion con los valores experimentales se pueden separar
en dos categorias: el error sistematico procedente de la diferencia del campo de fuerza usado en la simulacién en
comparacioén con la verdadera superficie de energia potencial del sistema, y el error procedente de la no convergencia,
ya sea debido a muestreo aleatoriamente o sistematicamente incompleto del espacio de fase, o del estimador de
energia libre en si, por ejemplo, Tl frente a FEP, etc. F21 indica la diferencia de energia libre tedrica entre dos estados

5
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termodinamicos (es decir, de ligando L1 a ligando L1) para el campo de fuerza subyacente de una simulacién no
sesgada larga infinita y estimador de energia libre relativa no sesgada. Si no existe error sistematico en el campo de

fuerza, entonces F,, = I5". Enlos calculos de energia libre relativa practicos, por ejemplo para el calculo de L1 a Lo,

la simulacion se realiza con una cantidad finita de tiempo de muestreo y el muestreo puede tener cierto sesgo, asi la
energia libre calculada E21 se podria desviar de su valor tedrico F21, de forma que dependa de la configuracion inicial
de la simulacion.

Repitiendo el mismo calculo de energia libre relativa un nimero infinito de veces a partir de diferentes configuraciones
iniciales y diferentes semillas aleatorias para las velocidades, las energias libres calculadas tienen una distribucion.
Sin pérdida de generalidad, para el célculo de la energia libre de union relativa de ligando L;a ligando L;con diferencia
de energia libre tedrica entre ellos Fj, P(Eji| Fj) indica la distribucién de la energia libre calculada Eji. P(E;i| Fj) puede
ser en principio cualquier tipo de distribucion, tales como la distribucion gaussiana, la distribucién de Lorentz, la
distribucion uniforme, la distribucioén delta, etc.

O(E,—F,) distribucion &

1
22 cuando £, €[F); —a,F, + a]distribucién uniforme
a J
P(E Ji ‘F;z) = 2
1 (Eji B Fﬂ) N ., .
—=—¢exp(——"—"—) distribucién gaussiana
N27mo 20

otras distribuciones

Este método predice la diferencia de energia libre del ligando L; al ligando L;y el error asociado para la prediccién
basada en la distribucion P(Eji | Fj) con cierres de ciclo construidos en las rutas de célculo de energia libre de union
relativa, es decir:

P(Ejz' | F;z) |ciclos cerrados en las rutas { Ji? ]1 }
donde E;jiindica la diferencia de energia libre predicha entre el ligando Liy el ligando L;, y ejiindica el error asociado a
la prediccion.

La prediccion se puede hacer usando muchos métodos diferentes, por ejemplo, el método de maxima verosimilitud,
que maximiza la probabilidad de la observacién; el método estadistico bayesiano, que optimiza los parametros
basados en las energias libres calculadas, etc.

Aqui, los presentes inventores ejemplifican la inversién mediante un ejemplo especifico, que usa el método de maxima
verosimilitud y que supone distribucién gaussiana para las energias libres calculadas. Los expertos en la técnica
entenderan que la invencién se puede usar como una herramienta general para otros tipos de métodos de analisis
estadistico y otros tipos de distribuciones. Al final de esta seccion también se da una derivacion de ejemplo usando
estadistica bayesiana.

Se supone que las energias libres calculadas estan distribuidas de forma gaussiana con F21 promedio (sin sesgo
sistematico) y desviacion estandar o21. Entonces la densidad de probabilidad de que un unico calculo de energia libre
relativa proporcione un valor de Ez1 para esta ruta es:

_ 1 (EJL _Fn)z
le)_\/Z_Tazlexp( ngl)

Similarmente, para las rutas L2a L3, y L3a L1, la densidad de probabilidad de que los célculos de energia libre relativa
proporcionen valores de Es2 y E13 es respectivamente:

(£

1 (EmfFQ)2

. E_! F‘p = X 7"—_\‘-

P By [ Fy) \/50_32 p( 207, )
(£; - F3)

PalEs | Fa) = \/_0'1: expl(— ‘713 )

Para un conjunto dado de diferencias de energia libre teéricas F21, Fs2 y Fis, la verosimilitud global, L, de que los tres
célculos de energia libre relativa proporcionen valores de Ez1, Es2 y Ei3 es:
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L(E E E13 |F‘219F

212732 329

E -F)
Ey)= CXP(—Z(Zz—ZZ)) donde i €(21,32,13)
0}'

3
2 :
27Y?0,04,0; i
Segln el método de maxima verosimilitud, los valores mas probables de Fz1, F32 y Fi3 son el conjunto de valores que

maximizan la verosimilitud anterior. Haciendo el logaritmo de la expresién anterior, el conjunto de valores que maximiza
la verosimilitud es el conjunto de valores que minimizan la siguiente funcién:

2
z@ donde i €(21,32,13)
i 20—1’
con la limitacion:

E +F,+ =0

Usando multiplicadores de Lagrange, el conjunto de valores que maximiza la verosimilitud es:

- o oo o]
Fy=E,—— ;1 (B +Ep+Ey) =——— = Ty T ;l T(En+E5)
0, t0y, T0y a,+ 0,y G, +0, 0y,
- o oL+ O o,
Fo=E,—— ! (B +Ey + Ey) = — = B . TEn T 9 (& + L)
O, + 05 + 0y O, + 0,10, O, 10,10
. ;. g, + 0 o’
Fl; = EU -3 2 7 (E_w +E32 +Em) - - 3 A EH - I;’ 3 (Eaz +E:-1)
O, t0;, 0 O, t0,+07 03 + 05 07

Los estimadores anteriores no tienen sesgo sistematico, y no habra discrepancia sustancial entre las predicciones de
energia libre de las diferentes rutas. El método interpreta los estimadores anteriores como el promedio ponderado de
dos rutas. Por ejemplo, se puede estimar la diferencia de energia libre entre el ligando L1y L2, F21, de Ez1, 0 de -(Ea2
+ E13), y el mejor estimador es un promedio ponderado de las dos predicciones. Cuanto mas pequefa sea la desviacion
estandar para la diferencia de energia libre calculada a lo largo de la ruta, mas grande es el peso para el mejor
estimador, y viceversa.

Ademas, segln el modelo anterior, la histéresis del cierre de ciclo, E21 + E3z2 + E13 = A, también se distribuye de forma

. . L - 2 2 2 . . .
gaussiana con promedio de 0 y desviacién estandar de § =+/&, + &3, + &, . Sila suma de las tres energias libres

calculadas se desvia mas de 2s desde 0, es casi cierto (P = 0,95) que los calculos no convergen y los resultados no
son fiables; si la suma de las tres energias libres calculadas se desvia mas de s desde 0, es muy probable (P = 0,68)
que el calculo no converja y los resultados no pueden ser fiables. Asi, el método determina si las predicciones son
fiables.

En los calculos de energia libre relativa practicos, debido al alto coste informatico, normalmente solo se realiza un
célculo dado una vez, y la desviacion estandar no se puede estimar para cada prediccion. En este caso, el método
supone que la desviacion estandar para cada calculo es la misma, por ejemplo 0,8 kcal/mol para cada ruta. Entonces,
si la discrepancia de los resultados de la energia libre de dos rutas es mayor que 1,4 kcal/mol, indica que el calculo
no converge y probablemente no es fiable. En este supuesto, el mejor estimador de energia libre tiene la siguiente
expresion:

- 1 2 1
F21 ZEEI _E(Ell +E32 +E13)=§E31 _S(En +E13)

- 1 2 1
F,=£t, _E(Eﬂ +Ey, +E13):§E32 _E(Em +E)

1
13 5
Ademas, en el supuesto de que la desviacion estandar para cada célculo sea la misma, la histéresis del cierre de ciclo

en si proporciona una estimacioén del error asociado a cada prediccion de energia libre. Como se trata anteriormente,
la histéresis A del cierre de ciclo se distribuye de forma gaussiana con promedio de 0 y desviacién estandar de

- 1 2
E32E137§(E21+E32+E13):§E (E32+E21)

§= -\/Eg, Asi, la probabilidad de que un célculo dado genere una histéresis con valor A para el cierre de ciclo es:
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P ;Cxp(___ﬁ)
V2736’ 6c°

El valor de sigma que maximiza la probabilidad anterior da la méxima estimacion de probabilidad de la desviacion
estandar asociada a cada célculo de energia libre:

&=

e

Obsérvese que en la derivacién anterior, las energias libres y los errores asociados que el método estima son las
estimaciones 6ptimas que se basan en toda la informacién obtenida de los calculos de energia libre relativa. Si el
campo de fuerza subyacente en los célculos tiene sesgo sistematico, los resultados del célculo de energia libre relativa
perfectamente convergente se pueden desviar aun de los valores medidos experimentales, que es algo que no se
puede corregir basandose en el andlisis anterior.

El método que describen anteriormente los presentes inventores se aplica a casos mas complicados con mas
miembros en el cierre de ciclo y varios ciclos que comparten la misma arista. Aqui, los presentes inventores ilustran el
método de obtencion de los mejores estimadores de energia libre para las rutas usadas en los calculos de FEP/MD y
FEP/REST para los 6 ligandos de CDK2 con estructuras cristalinas (Figura 2). El algoritmo mas general para cualquier
tipo de ruta de calculo de la energia libre de union relativa se da en la siguiente seccion.

. 1 ] |
FEL :EEZL _Z(E 2 +E14)_Z(E32 +E13)

A 5 3 2 1
F;] ==K —g(EB +§Eﬂ —E(EM +E42))

g Fo
F, =%E42 —%(EM +%E2, —%(EH +E,)
E. =%EB %(Eﬁ +%ij 7%(5,4 +E,))
E, = %EM —%(542 +%E21 —%(EB +E,))

A | ]
F43 :E(EIS _E14)+5(E43 _E32)

Mejores estimadores de energia libre usando estadistica bayesiana

Para un célculo de FEP que muta de ligando L; a ligando L;j con la diferencia de energia libre tedrica Fj, supdngase
que la energia libre calculada E;ji se distribuye de forma promedio con Fjipromedio y desviacion estandar gji (el mismo
modelo que se usa para el método de maxima verosimilitud). Entonces, la densidad de probabilidad de que la energia
libre calculada a partir de un céalculo de FEP proporcione un valor de Ejies

(8, 1F,) =~ exp- L)
AT e P 26°

Muchos valores diferentes de Fj pueden conducir a la misma energia libre calculada Ej con diferente posibilidad.
Segun la estadistica bayesiana, antes de realizar el calculo de FEP, el método tiene una estimacion de la distribucién
(la distribucion previa) de la diferencia de energia libre entre los dos ligandos, Pprevio(Fji), y después de realizar el
calculo de FEP ajusta la distribucion basandose en el resultado calculado de FEP (la distribucién posterior Ppost(Fiji |
Ej).

Antes de realizar el célculo de FEP, si no se conoce informacion sobre el célculo de energia libre de unién relativa,
una suposicion razonable sobre la distribucion previa de Fjiseria que Fjise distribuye uniformemente entre -co y +0, es
decir

P,.{F,)=1para F, e[~ +x]

a

Obsérvese que la distribucién previa no esta normalizada.
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Si el célculo de FEP da un valor de Ej, entonces segun estadistica bayesiana, la distribucion posterior de Fji seria:

1 exp (Eji 7E‘fr')2
[y 2 1 —FY¥
Rzm.s‘r (E/# | Eif) =T zjro. 20— 2 = exp ( - 2ﬂ )
1 (E,—F,) N2ro 2o

Para el caso descrito anteriormente, usando tres ligandos L1, L2 y L3, el método realiza célculos de FEP que forman
un ciclo cerrado, con la diferencia de energia libre calculada Ez1, Es2 y E1s. Entonces segun la estadistica bayesiana,
la distribucion posterior de (Fz1,Faz,F13) es:

{ (FH Fﬂ.l)z _ (Esz _F_u)l _(En _F\_:)z)
bl 2 bl 2 bl 2
Py P oy | B B B )= o5 N = = =

L’a'&’ ) o 2
jdﬁ:]de de (J_ % explEa ) _(tﬂj;ﬂ) _(.al,-qafu))

,)mi (

(En FH) (EA:_F}.E) (EH FH

F R By | By By By oc expl(- )

Ppmi (

20° 2o 20t

con la limitacion
P+ By +E,=0
El pico de la distribucidn posterior se encuentra en

1 2 1

F, = 3(E +E13):§E3175(E32+E13)

21

ﬁj%z :Eai _%(Ell +E32 +E13):%E33 _%(EQL +E13)

- 1 2 1
E3 = E13 7§(E21 +E32 +E13): EEB 7§(E32 + EEl)

Esto confirma los resultados obtenidos del método de méaxima verosimilitud presentado anteriormente.

Il. Programacion de una implementacion general de la invencién de estimacién de energia libre derivada del cierre de
ciclo y de estimacion de error

Para un conjunto de ligandos L, el método realiza N célculos de energia libre relativa que conectan todos los ligandos
con cierre(s) de ciclo. La realizacion particular de la invencion descrita en esta seccion da las mejores predicciones de
las energias libres relativas entre los ligandos y las barras de error asociadas a las predicciones. La entrada es las N
diferencias de energia libre calculadas entre los N pares de ligando con simulaciones de energia libre relativa
realizadas, y la salida es las N diferencias de energia libre relativa predichas y las barras de error asociadas entre los
N pares de ligandos para los que se realizaron las simulaciones de energia libre relativa, y también las diferencias de
energia libre relativa entre cualquier par de ligandos en el conjunto y sus barras de error asociadas. Las energias libres
relativas predichas no tienen histéresis, que significa que la diferencia de energia libre relativa predicha entre
cualesquiera dos ligandos es independiente de las rutas que los conectan, y asi son internamente coherentes.

En las rutas de ejemplo representadas en la Figura 3, existen 11 calculos de energia libre relativa para un conjunto de
8 ligandos que conectan los 8 ligandos con varios cierres de ciclo. La entrada del programa es los 11 resultados de
célculos de energia libre relativa para los 11 pares de ligandos, y la salida es las diferencias de energia libre relativa
predicha para los 11 pares del ligandos, sus barras de error asociadas y también las diferencias de energia libre
relativa entre cualquier par arbitrario de 8 ligandos en el conjunto y sus barras de error asociadas.

Entrada:

{Ei;Lj — L« donde i € {1,2,3,...N}
Salida:

{Fi,e;;Lj — L} donde i € {1,2,3,...N}
y {Fi, ej} donde i, j € {1,2...L}
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Algoritmo

Etapa 1: Listar las energias libres calculadas para todos los calculos de energia libre de unidn relativa realizados, y
sus ligandos inicial y final correspondientes.

Lo que se consigue de esta etapa es una lista:
{Ei;Lj — L¢ donde i € {1,2,3,...N}

Aqui Ejes la energia libre calculada de la simulacién de energia libre relativa para el i-nésimo calculo de energia libre
de unidn relativa. El ligando inicial y final para este calculo de energia libre de union relativa es Ljy L. Esto es la
entrada del programa.

Etapa 2: Listar todos los ciclos cerrados en las rutas de calculo de energia libre de unién relativa y construir la matriz
de conectividad del cierre de ciclo (C3M) para todo el grafico.

En esta etapa, el método busca en todos los pares de ligandos y encuentra todos los pares que forman un ciclo cerrado
y convierte esta informacién en la matriz de conectividad.

Por ejemplo, en las rutas de pares de ligandos mostradas anteriormente, los pares 1, 2 y 5 forman un ciclo cerrado.
Puesto que la energia libre es una funcion del estado, la suma de la energia libre a lo largo de dicho ciclo cerrado
debe ser 0. En otras palabras

F+F,-F,=0
En el caso general, la limitacion de que la energia libre a lo largo de un ciclo cerrado se pueda escribir en la siguiente
funcién de limitacion general:

iMﬁ =0

i=1

donde F; es la diferencia de energia libre entre los dos ligandos en los dos vértices de la arista a lo largo del ciclo
cerrado, y Mies 1 si la arista esta en la misma direccién que el ciclo cerrado, -1 si la arista esta en la direccién opuesta
del ciclo cerrado, y 0 si la arista no esta en el ciclo cerrado.

En esta etapa, el método lista todos los ciclos cerrados en las rutas de pares de ligandos, y todas las limitaciones. En
el ejemplo mostrado anteriormente, los presentes inventores tienen las siguientes limitaciones para los ciclos cerrados:

F+F~F =0
F+F,~F,=0
F,-F~F,=0

F+F~F~F=0
F~F,~F,~F=0
F+F~F~F~F=0
F+F,~F,=0

En el caso general, suponiendo que existe un numero total de M ciclos cerrados en las rutas de pares de ligandos,
entonces los presentes inventores tienen M ecuaciones de limitacion:

N
> M F,=0 donde j €{1,2..M}

i=1

Miji = Mg es una matriz de M x Ny cada fila de la matriz representa una ecuacion de limitacion para un ciclo cerrado.
Los presentes inventores usan Mg para indicar la matriz de conectividad de cierre de ciclo (C3M) de todo el gréfico.

10
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En el ejemplo mostrado anteriormente,

11 columnas

11 -1
11 -1
1 -1 -1
M,= 1 1 -1 -1
-1 1 -1 -1
11 -1 -1 -1
1 -1 1

Etapa 3: Descomponer todo el grafico en subgraficos independientes.

En el grafico de calculo de energia libre relativa, si no existe ciclo cerrado que conecte dos subgraficos, entonces las
energias libres relativas predichas entre un subconjunto de ligandos son independientes de las energias libres relativas
predichas entre el otro subconjunto de ligandos. En el ejemplo mostrado anteriormente, las energias libres relativas
predichas entre el conjunto de ligandos [1,2,3,4,5] son independiente de las energias libres relativas entre el conjunto
de ligandos [6,7,8] debido a que no existe ciclo cerrado que conecte los dos subgraficos. En esta etapa, el grafico
completo se descompone en cada subgrafico independiente, y entonces cada subgrafico independiente se resuelve
uno detras del otro.

Etapa 3a: Revisar cada fila de Mg, registrar el numero de columna de los elementos distintos de cero en cada fila y
poner el nimero de columna en una lista

Lj={n;Mpnj# 0} donde j € {1,2...M}

En esta etapa, el método produce M listas. Cada lista contiene el nimero de columna de los elementos distintos de
cero de cada fila de la matriz C3M. Para dejarlo claro para la siguiente descripcién, el conjunto que contiene las M
listas generadas en esta etapa, la lista en bruto se denomina el conjunto S..

En el ejemplo mostrado anteriormente, esta etapa del método produce un conjunto de listas en bruto que contiene 7
listas

Ly ={1,2,5)
L2 = {3,4,5)

L3 ={4,67)
Ls={12734)
Ls ={3,5,6,7)
L ={1,2,3,6,7}
L7={9,10,11}

Etapa 3b: lterar a través de la segunda lista hasta la Gltima lista en el conjunto de listas en bruto Sy, y comparar los
elementos contenidos en Ljdonde j € {2, 3,...m} con los elementos en la primera lista Li. Si contienen un elemento
comun (o algunos elementos), entonces fusionar todos los elementos en Ljen la primera lista L1, y borrar Ljdel conjunto
de listas en bruto; si no tiene ningun elemento comun, mantener la lista Lj en el conjunto de listas en bruto.

En el ejemplo mostrado anteriormente, Lz, L4, Ls, Ls contienen elemento(s) comun (comunes) con L1, por lo que las
listas se borran en esta etapa, y sus elementos se fusionan en Li. Lo que queda en el conjunto de listas en bruto de
esta etapa es

L1={1,2,3,4,56,7)
Ls={4,6,7)
L7 ={9,10,11}

Etapa 3c: Repetir la etapa 3b para las listas que no se han borrado en la etapa 3b y fusionar los elementos en L; si
contienen elementos comunes con Li. Repetir esta etapa hasta que no se puedan borrar més listas.

11
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En el ejemplo mostrado anteriormente, lo que queda en el conjunto de listas en bruto Srde esta etapa es
L1 ={1,2,3,4,5,6,7}
L7=1{9,10,11}

Etapa 3d: Mover la primera lista L1 en el conjunto de listas en bruto Sren el conjunto de listas final Sr= {L:...} y borrarlo
del conjunto de listas en bruto.

En el ejemplo mostrado anteriormente, después de esta etapa en el conjunto de listas final S
Sr={L1={1,2,3,4,5,6,7}},

y queda una lista en el conjunto de listas en bruto
Sr={L7={9,10,11}}

Etapa 3e: Después de la etapa 3d, si queda mas de una lista en el conjunto de listas en bruto, repetir la etapa 3b a
etapa 3d hasta que solo quede una lista.

En el ejemplo mostrado anteriormente, no se necesita realizar ninguna accién en esta etapa, puesto que solo queda
una lista en el conjunto de listas en bruto después de la etapa 3d.

Etapa 3f: Mover la ultima lista en el conjunto de listas en bruto Sr en el conjunto de listas final Sr. Después de esta
etapa, quedan varias listas en el conjunto de listas final, y no queda lista en el conjunto de listas en bruto. Las listas
en los conjuntos de listas finales no contienen elementos comunes.

En el ejemplo mostrado anteriormente, en el conjunto de listas final los presentes inventores tienen
Sr={L1={1,2,3,4,5,6,7},[2 ={9,10,11}}

Etapa 3g: lterar a través del numero de columna 1 a N. Si el nimero de columna esta en cualquier lista en el conjunto
de listas final, saltarlo, de otro modo, afiadir una lista que solo contenga ese nimero de columna en el conjunto de
listas final.

Esta es la etapa final en este proceso. Después de esta etapa, el conjunto de listas final contiene varias listas, y no
existe elemento comun entre ninguna de las listas. El nimero de columna 1 a N esta en solo una de las listas en el
conjunto de listas final.

En el ejemplo mostrado anteriormente, después de esta etapa:
Sr={L1={1,2,3,45,6,7},L2 ={9,10,11},L5 = {8}}

Después de este proceso, todo el grafico se descompone en cada subgrafico independiente individual. Cada
subgrafico independiente contiene las aristas con los nimeros de aristas listados en cada lista del conjunto de listas
final Sr. Estos subgraficos independientes no tienen una arista compartida, pero pueden tener vértices compartidos.

En el ejemplo mostrado anteriormente, todo el grafico se descompone en 3 subgraficos independientes. El primer
subgrafico contiene 7 rutas de célculo de energia libre de unién [E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7], el segundo subgrafico
contiene 3 rutas de célculo de energia libre de unién relativa [E9, E10, E11] y el tercer subgrafico contiene 1 ruta de
célculo de energia libre de unién relativa [E8]. Estos subgraficos se muestran en la Figura 4.

Etapa 4: Conseguir la C3M para cada subgrafico independiente Ms.

De la etapa 3, todo el gréafico de conectividad ya estd descompuesto en subgraficos independientes, y los nimeros de
arista de cada subgrafico se almacenan en la lista en el conjunto de listas final. En esta etapa, se logra conseguir C3M
para cada subgrafico independiente.

Coger cada lista L del conjunto de listas final Sy, se supone que existen N; elementos en la lista. Buscar en todas las
filas de C3M de todo el grafico, M. Para cada fila de Mg, buscar todos los n elementos cuyos nimeros de columna
estén en la lista Lj, y si alguno de ellos no es cero, poner los n elementos de columna de esta fila dentro de IW;,, la
C3M para el subgrafico correspondiente a la lista Li. Hacer esto para todas las filas de Mc y para todas las listas en el
conjunto de listas final Sr.

A partir de esta etapa, C3M de todo el grupo, Mg, una matriz M x N, se descompone en cada C3M independiente,
AM;,, una matriz Mi = N, cada una correspondiente a un subgrafico independiente. La dimensionalidad de estas

matrices cumple las siguientes propiedades:

12
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DM =M
DN =N

i

Después de esta etapa, todo el grafico se descompone en subgraficos independientes, y la C3M de todo el grafico,
Mg, también se descompone en C3M para cada subgrafico independiente, W!

Obsérvese que cada fila en Mr; representa un ciclo cerrado en la ruta, y la matriz de conectividad ﬂvj; para algunos

subgraficos independientes puede contener cero elementos, que significa que no existe ciclo cerrado en ese
subgrafico.

En el ejemplo anterior, las C3M para los tres subgraficos independientes son:

Mi=[ 1 11

M=
Obsérvese que Ms para el tercer subgrafico esta vacio.
Etapa 5: Reducir C3M para cada subgrafico Ms en la matriz independiente Msr

En la C3M generada a partir de la etapa 4 para cada subgréfico, algunas filas no son independientes entre si, que
significa que los ciclos cerrados listados en Ms no son independientes. Por ejemplo, en el ejemplo mostrado
anteriormente, para el subgréfico 1, existen tres ciclos independientes, pero los seis ciclos cerrados se enumeran en

, - 1 .
la matriz de conectividad A ¢. Tres de ellos no son necesarios.

En esta etapa, la C3M de cada subgréfico, M"’;., se reduce en la matriz que solo contiene vectores de fila
independientes. Los presentes inventores lo llaman la matriz reducida que solo contiene vectores de fila
independientes, RC3M (la matriz de conectividad de cierre de ciclo reducida), y lo indican como M&R.

Existen muchas formas de reducir la matriz A{ ¢ en M;R. Aqui, se lista una forma simple.

Etapa 5a: Poner las primeras dos filas de AM‘; para formar una nueva matriz M de 2 x N

Etapa 5b: Calcular el determinante |MM'|. Si el determinante no es cero, entonces las dos filas son
independientes; si el determinante es cero, entonces las dos filas son dependientes, y borrar la segunda fila.

Etapa 5c: Poner la tercera fila de f\/["s', en M, y repetir la etapa 5b.

Etapa 5d: Repetir la etapa 5c¢ para todas las filas restantes en AJ;,

Después de esta etapa, se obtiene M ., para cada subgrafico. 3{* solo contiene vectores de filas independientes,
SR SR
que significa que solo se enumeran ciclos cerrados independientes en la matriz.

13
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En el ejemplo anterior, Msr para el primer subgrafico es:

11 -1
1M;R = ] 1 _l

Obsérvese que, dependiendo del orden de las filas en C3M y el algoritmo para reducir la matriz, Msgr para cada
subgrafico no es Unico, pero el numero de filas en Msr es independiente del orden de filas y del algoritmo para hacer
la reduccion.

Después de esta etapa, se obtiene la matriz de conectividad de cierre de ciclo reducida Msr para cada subgrafico
independiente. Msr solo contiene ciclos independientes en cada subgrafico. A continuacién, se resolvera la ecuacion
de cierre de ciclo para cada subgrafico independiente.

Etapa 6: Resolver la ecuacion de cierre de ciclo para cada subgrafico independiente.

Esta etapa produce, para cada subgrafico, un conjunto de estimaciones 6ptimas de energias libres para los pares N;
de ligandos sin histéresis, y también maximiza la probabilidad.

Existen dos casos diferentes.

Caso a: No existe ciclo cerrado en el subgrafico. Entonces la solucion a este caso es:
Fi=E;
ei=0

En el ejemplo mostrado anteriormente, el tercer subgrafico no tiene ningln ciclo cerrado. Asi la solucién para el tercer
subgrafico es

Fs = Es
es=0
Caso b: Existen m ciclos cerrados independientes en el subgrafico.

En este caso, para el subgrafico correspondiente a las listas Ls en el conjunto de listas final Sz, con n elementos y la
RC3M correspondiente, M = Msg(matriz m x n), se minimiza la siguiente funcion:

D> (F,-E,) dondeiel,

con las limitaciones:

Y M,F =0 donde je{l,2..m},ieL,
Usando el multiplicador de Lagrange, los presentes inventores pueden necesitar minimizar la siguiente funcién:
L= F-E) =22C, M F)
i i i

con las limitaciones

ZMﬁF; =0 donde j e{l,2..m},yi€eL,
donde C;j son los coeficientes de los multiplicadores de Lagrange.

Resolviendo la ecuacién

oL
OF,

=AF-E)-Y20M, =0
i
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el método establece:

F=E +iCjMﬂ
i

=E + Z M,C,
K
=E+) MC,
i
Aqui M j, es la transpuesta de M.
Escrito en la formulacion de matriz, donde
El JL—l Cl
E, K C,
E- CF= . C=
EF F;i Cﬂ’l
5
y
’Mn M12 ‘Mln
*le
1""4 -
M, M, . . . M,
da los siguientes dos conjuntos de ecuaciones:
():F=E+M'C

Introduciendo la ecuacion (1) en la ecuacion (2), se consigue la siguiente ecuacion:
(3):MM'C=-ME

Tanto la matriz M RC3M como el vector E son conocidos, por lo que la ecuacion se puede resolver para lograr los
vector de coeficientes C. Después de que se resuelvan los coeficientes, la ecuacion (1) da los mejores estimadores
15 de energia libre para los n pares de simulaciones.

Etapa 7: Lograr los estimados de error para cada ruta de calculo de energia libre de unién relativa posible
Segun la hipétesis introducida anteriormente, la suma de los calculos de energia libre relativa a lo largo de un ciclo

cerrado se distribuye de forma promedio con la desviacion estandar /75 donde n es el nimero de miembros en el

A
ciclo cerrado. El error para cada diferencia calculada entre un par de ligandos en este ciclo cerrado es [ donde A

20 es la histéresis del ciclo cerrado.

Para cada par de ligandos en el ciclo cerrado, el error para la diferencia de energia libre calculada entre el par de
ligandos en el ciclo cerrado se puede estimar por la histéresis de ese ciclo.
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Escrito en una forma mas reducida, para cada fila de C3M, Ms (obsérvese que aqui es la matriz de conectividad de
cierre de ciclo no reducida), se puede asignar la siguiente estimacién de error a cada miembro en el ciclo:

2.5

(4): €; =| Mji ‘ ~
; | fw;’i ‘
Después de hacer el célculo de error segun la ecuacion (4) para todos los ciclos cerrados, que es para todas las filas
en Ms, la estimacién de error final para la estimacion de energia libre de union relativa i se elige como el maximo de
las estimaciones de todas las filas. En otras palabras:
n
I
1z

(5):e =Maxie;j €{l,2.m}} = Max{| M ;| /——=,j €{l,2..m}}
VM|

Después de la etapa 6 y la etapa 7, se consiguen las mejores estimaciones de energia libre para las n energias libres
relativas y también sus barras de error asociadas para cada subgrafico independiente.

Etapa 8: Informar la estimacion de la diferencia de energia libre entre cualquier par de ligandos en el conjunto y sus
barras de error asociadas

En las etapas previas, el método ya ha proporcionado las mejores estimaciones de energia libre y sus barras de error
asociadas para los n pares de ligandos en cada subgrafico independiente. La fusién de estos datos de todos los
subgraficos independientes produce la salida:

K &
F, €
F, ey

Para cualquier par de ligandos que no estan listados en lo anterior, el método lista todas las posibles rutas en el grafico
que pueden conectar los dos ligandos, y entonces suman las energias libres en cada arista de las rutas y también los
errores. La energia libre es independiente de la ruta, pero los errores pueden depender de la ruta. EIl maximo de todos
los errores a informar se puede escribir en una férmula concreta:

F;-:Zhﬂ
k

r k 2
€; :Max{el.j = Zek}
k
donde

1; cuando Fresta en la misma direccion que la ruta
=
—1; cuando Fyesta en la direccion opuesta a la ruta

y se coge el maximo para todas las posibles rutas que conectan el ligando L;y el ligando L. Obsérvese que en esta
etapa, las estimaciones de energia libre y los errores solo se calculan para los pares de ligandos donde no se realizan
los célculos de energia libre (no directamente conectados en el grafico). Las estimaciones de energia libre y los errores
para los pares de ligandos donde se realizan los calculos de energia libre se calculan en etapas previas.

Para un experto en la técnica, debe ser evidente en lo anterior que se pueden adoptar muchos enfoques diferentes
para desarrollar una implementacién informatica de un modelo probabilistico de las probables diferencias de energia
libre y sus errores que dan lugar a la(s) histéresis observada(s) para ciclo(s) cerrado(s); y para hacer predicciones
optimas de las diferencias de energia libre y sus errores dado dicho modelo probabilistico. Por ejemplo, sin limitacion,
se pueden usar métodos de matrices o de graficos para crear la estructura de datos requerida, se pueden usar métodos
algebraicos matriciales o de teoria de graficos para construir el modelo probabilistico, y se pueden usar métodos de
maxima verosimilitud o bayesianos para parametrizar el modelo para que esté de acuerdo con la(s) histéresis. La
formulacion algebraica matricial en la seccién precedente es solo una realizacion particular de la invencion, y puede
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ser facilmente generalizada de varias formas, que incluye suponer que el error mas probable de las ramas de la via
se suma al error de Bennett, el error de muestreo con reposicion, o ambos. Asimismo, se podria generalizar para usar
otras distribuciones aparte de la distribucion gaussiana, tal como, sin limitacion, las distribuciones de Lorentz, Levy o
Raileigh, delta y uniformes.

Como tal, la variedad de enfoques que se podrian considerar para construir un modelo probabilistico particular de las
probables diferencias de energia libre y sus errores que dan lugar a la(s) histéresis observada(s) para ciclo(s)
cerrado(s); y para hacer predicciones 6ptimas de las diferencias de energia libre y sus errores dado dicho modelo
probabilistico serian realizaciones interesantes de la invencién descrita en el presente documento.

Ejemplos ilustrativos de aplicaciones de la invencion a diversos calculos de energia libre de union relativa particulares
a diversos receptores y ligandos particulares

Algoritmo de calculo de energia libre relativa de FEP/REST

La invencion mejora la exactitud y la fiabilidad de los calculos de energia libre relativa (por ejemplo, célculos explicitos
del modelo de disolvente). Dicha exactitud es particularmente dificil de lograr si los restos de proteina que rodean el
sitio de unién se mueven significativamente cuando se unen ligandos diferentes, o los dos ligandos adoptan diferentes
modos de unién o manifiestan uno o mas modos de unién degenerados.*'"'® En tales casos, el muestreo de todas
las conformaciones relevantes mejora la exactitud de las estimaciones de la diferencia de energia libre, incluso los
tiempos de transicién hasta el intercambio entre las diferentes conformaciones pueden ser demasiado grandes para
estar accesibles en la escala de tiempo de la mayoria de las longitudes de simulaciéon de FEP/MD.

Aqui, los presentes inventores presentan un conjunto particular de calculos de energia libre de unién relativa que
ilustra la utilidad del método usando un método de calculo de energia libre relativa recientemente desarrollado,
FEP/REST. FEP/REST, introducido por Wang et al.,® incorpora el método de muestreo mejorado, REST, en los
calculos de FEP mediante un eficiente protocolo de salto A, para muestrear transposiciones estructurales locales
relevantes en los calculos relativos de afinidad de union proteina-ligando dentro de tiempos de simulacion faciimente
accesibles. Los presentes inventores también presentan calculos de energia libre relativa de FEP/MD mas rutinarios,
para ilustrar similarmente la utilidad de la invencién, independiente de la metodologia de calculo de energia libre de
unién relativa elegida particular.

FEP implica calcular la diferencia de energia libre entre dos sistemas por transformacién alquimica entre los sistemas
en una serie de etapas discretas representadas por valores A, donde A varia desde 0 para el estado inicial hasta 1
para el estado final. FEP/REST modifica la energia potencial para una regioén localizada que rodea el sitio de unién
(que los presentes inventores llaman la region 'caliente') que puede incluir restos de proteina, asi como el ligando.
Para las ventanas intermedias de A, la energia potencial para la regién localizada se cambia de escala en un factor
inferior a 1. De esta forma, se reducen las barreras de energia, que permite el eficiente muestreo de las diferentes
conformaciones en estas ventanas A intermedias, y las diferentes conformaciones se propagan a los estados finales
mediante el método de intercambio de réplicas hamiltoniano.'52223 | os presentes inventores llaman region 'caliente’ a
la region donde se cambia de escala la energia potencial, puesto que las contribuciones locales a la energia potencial
han cambiado de escala hasta valores mas pequefios de forma que la temperatura eficaz de esa region sea mas alta,
aunque esta analogia no se traslada a las particulas que en realidad tienen energias cinéticas mas altas en la
simulacion. Los detalles sobre el algoritmo de FEP/REST se describen en el trabajo de FEP/REST por Wang et al.'2.

La regién 'caliente' para el muestreo mejorado por REST se configura aqui para incluir el grupo funcional del ligando
mutado en los estudios de SAR. Si el grupo funcional del ligando esta unido a un anillo aromatico, el anillo aromatico
también se incluye en la regién 'caliente’, que permite que el anillo se dé la vuelta mediante el muestreo mejorado de
REST. El perfil de temperatura eficaz para la region 'caliente’ de REST se calcula segun la ecuacion 9 de la referencia
2624, estableciendo la relacién de aceptacion esperada de intercambio de réplicas para que sea 0,3, un valor 6ptimo
que refleja las compensaciones entre el nimero de replicas necesarias y la eficiencia de intercambio. Se usa un total
de 12 ventanas A para tanto los céalculos de FEP normal como de FEP/REST. Se desactivaron las interacciones
electrostaticas que son Unicas para el estado inicial antes de las interacciones de Lennard-Jones (LJ), y se activaron
las interacciones de LJ que son Unicas para el estado final antes de las interacciones electrostaticas. Las interacciones
unidas se convirtieron suavemente desde el estado inicial hasta el estado final. Se suaviz6 el nicleo de las
interacciones LJ para evitar las singularidades e inestabilidades en las simulaciones.?® En nuestras presentes
simulaciones, el anillo de benceno en el que se variaron los sustituyentes en los estudios de SAR'® estan incluidos en
la regioén 'caliente’, y la temperatura eficaz més alta con un total de 12 ventanas A alcanzada es aproximadamente
900K (626,85 °C).

Detalles de los diversos célculos de energia libre relativa de FEP/REST y FEP/MD:

Se us6 el médulo de mutaciéon del grupo funcional de ligando implementado en Desmond?®27 para configurar los
célculos.?® Se us6 el campo de fuerza OPLS2005%%30 para las proteinas y los ligandos junto con el modelo de agua
de SPC?'. Las estructuras iniciales para las simulaciones se tomaron de las estructuras de PDB con ID 1h1ig, 1hir,
1h1s, 1oiu, 10i9 y 1oiy.'® Siempre que estuvieron presentes mdltiples conformaciones en PDB, los presentes
inventores seleccionaron la primera conformacién para su uso en las simulaciones. La proteina se prepar6 usando
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Wizard de preparacién de proteinas®?3 durante el que se asignaron los estados de protonacion suponiendo un pH de
7,0.34 Se retuvo la ciclina A con CDK2 y se traté como parte del receptor para todos los célculos. Se afadieron iones
Na* o CI- para mantener la neutralidad eléctrica. Se relajaron los sistemas y se equilibraron usando el protocolo de
relajacion de Desmond por defecto, que implica una serie de minimizaciones y simulaciones de dinamica molecular
corta. Se usaron un total de 12 ventanas A para tanto los céalculos de FEP normales como de FEP/REST. La etapa de
produccion duré 2 ns para las simulaciones complejas y 5 ns para las simulaciones de disolvente. Se intentaron
intercambios de réplicas entre ventanas lambda vecinas cada 1,2 ps. Las etapas de produccion se muestrearon
usando tanto FEP/MD como FEP/REST. Se us6 el método de relacién de aceptacion de Bennett (BAR)3 para calcular
la energia libre. Se estimaron los errores para cada célculo de energia libre usando tanto muestreo con reposicion?®-36
como la prediccion de errores analiticos de BAR, %3637 y se informé el mayor de dos errores.

Evaluacion de la coherencia y fiabilidad de las predicciones a modo de una aplicacion particular de la invencion

Se pueden ordenar jerarquicamente las afinidades de union relativas para todo el conjunto de ligandos en calculos de
afinidad de union relativa proteina-ligando por FEP, lo mas simple, realizando todas las simulaciones de FEP de un
ligando de referencia comun. Ademas, si se obtiene un resultado completamente convergente para cada calculo, las
predicciones finales son, teéricamente, independientes de las rutas elegidas para hacer los céalculos de energia libre
de unién relativa. Por ejemplo, para tres ligandos A, B y C, existen dos estrategias para obtener la afinidad de union
relativa entre el ligando A y el ligando C: (1) muestra la ruta directamente desde A hasta C; o (2) muestra la ruta en
dos etapas, desde A hasta B y B hasta C, y entonces suma las dos energias libres obtenidas. Tedricamente, la
estimacion de energia libre convergida final debe ser la misma a partir de los métodos anteriores En la practica, sin
embargo, debido a los errores en cada célculo, que incluyen los errores no sesgados debido a las fluctuaciones
aleatorias en el muestreo del espacio de fase que se puede caracterizar por el limite de error de Bennett, y el error
sesgado debido a un muestreo sistematicamente incompleto del espacio de fase que no se caracterizaria por el limite
de error de Bennett, tanto las varianzas como los valores promedio de las dos rutas anteriores son normalmente algo
diferentes.%® Dadas estas limitaciones, es importante evaluar la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Para conseguir informacion adicional sobre la coherencia y la fiabilidad de las predicciones, los presentes inventores
incluyen cierres de ciclo para todas las rutas. En el ejemplo dado anteriormente, si los resultados de las dos rutas
coinciden dentro de un umbral especificado, indica que las predicciones son coherentes, y probablemente fiables
dentro de los limites del campo de fuerza empleado. Sin embargo, si los resultados de las dos rutas se diferencian en
mas de cierto valor umbral, puede indicar que los resultados pueden no converger y las predicciones pueden no ser
fiables. El valor umbral depende del nimero de miembros en cada ciclo y el error que se espera por rama en el ciclo.
En esta realizacion particular de la invencion se evallan rigurosamente la fiabilidad de las predicciones y cémo asignar
adaptativamente un valor umbral apropiado para cada ciclo. Ademas, una vez los presentes inventores incluyen cierres
de ciclo en la ruta, existen multiples formas independientes de calcular la diferencia de energia libre entre dos estados.
En esta realizacion particular de la invencion, también se informan predicciones 6ptimas de las multiples estimaciones
de energia libre a lo largo de los ciclos cerrados. La invencién en esta realizacion también proporciona directamente
informacién sobre el error de convergencia asociado a los célculos de energia libre de la histéresis de cada ciclo.

Los métodos tratados en el presente documento se realizan por un sistema informatico programado para realizar las
etapas. En la Figura 15, el sistema incluye ordenador(es) 110, almacenes de datos 120 y modulos de programa 130.
Las instrucciones del ordenador se almacenan en uno o mas medios legibles por ordenador no transitorios. La Figura
16 muestra las etapas en el método que incluyen un listado de energias libres calculadas para todas las rutas de
célculo de energia libre (302), listado de todos los ciclos cerrados y construccién de la matriz de conectividad de cierre
de ciclo (304) y descomposicién del grafico completo en subgraficos independientes (306).

A continuacion, los presentes inventores tratan ciertos ejemplos especificos y presentan tablas relacionadas del
siguiente modo:

Tabla 1: Las energias libres de union relativa predichas por FEP/MD y FEP/REST para los cinco ligandos con
estructuras cristalinas en comparacién con el ligando de referencia 1h1q.

Tabla 2: Las predicciones de energia libre final para los 6 ligandos con estructuras cristalinas de calculos de FEP/MD
y FEP/REST usando la férmula derivada por las realizaciones de la invencion.

Tabla 3: Las estructuras de inhibidores de CDK2 y su compuesto N° estudiado usando FEP/REST.

Tabla 4: Las energias libres de unién relativas predichas por FEP/REST para los 10 compuestos adicionales sin
estructuras cristalinas.

Tabla 5: Las predicciones de energia libre final para todo el conjunto de ligandos usando la férmula derivada por las
realizaciones de la invencién.

Tabla 6: Resultados de FEP/REST para las 8 rutas de calculo de energia libre de unién relativa de los ligandos jnk1.

Tabla 7: Las afinidades de unién predichas y sus errores asociados para los 7 ligandos que se unen a jnki.
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Tabla 8: Resultados de FEP/REST para las 7 rutas de célculo de energia libre de union relativa para los ligandos de
BACE.

Tabla 9: Las afinidades de unién predichas y sus errores asociados para los 6 ligandos que se unen a BACE.

Tabla 10: Resultados de MC/FEP para las 9 rutas de calculo de energia libre de unién relativa de ligandos de
escitalona deshidratasa.

Tabla 11: Las afinidades de unién predichas y sus errores asociados para los 3 ligandos que se unen a escitalona
deshidratasa.

Tabla 12: Las diferencias de energia libre predichas de cierre de ciclo entre los cuatro estados representados en la
Figura 14, y sus errores asociados.

Resultados y discusiones
Rendimiento sobre los ligandos con estructuras cristalinas

Se llevaron a cabo simulaciones de FEP/MD y FEP/REST para predecir las afinidades de union relativas para los seis
ligandos presentados en la Figura 5 que se unen al receptor de CDK2-ciclina A. Estos son solo seis ligandos con
estructuras cristalinas disponibles para cada holo-complejo, con ID de PDB 1h1q, 1hir, 1h1s, 10i9, 1oiu y 10iy,"® y los
datos de afinidad de unidén experimentales para estos ligandos proceden de la misma publicacién usando el mismo
método. Asi, los calculos informados aqui son esencialmente puramente un ejercicio de puntuacién, puesto que los
modos de union de ligandos se conocen de la cristalografia. En estas estructuras cristalinas, la conformacién del
receptor de CDK2 es esencialmente la misma, independientemente de qué ligando se una. Por tanto, los presentes
inventores no esperaron que los cambios conformacionales del muestreo de proteina limitaran significativamente la
convergencia de la simulacion. En los calculos, los presentes inventores eligieron usar la conformacién de proteina y
ligando de 1h1q como la estructura inicial para las cinco perturbaciones (dibujadas con flechas azules en la Figura 5),
puesto que todos los otros ligandos en el conjunto se generan afiadiendo diferentes sustituyentes en el anillo de
benceno del ligando 1h1q.

Comparacion entre resultados de FEP/IMD y FEP/IREST

Los resultados de FEP/MD y de FEP/REST para las rutas de calculo de energia libre de unién relativa entre el ligando
con estructuras cristalinas se dan en la Tabla 1. La correlacion de las predicciones con datos de afinidad de unidn
experimental se presenta en la Figura 6. A pesar del intervalo de ~3,5 kcal/mol de afinidades de union experimentales,
FEP/MD predice que los cinco compuestos (que excluyen el compuesto de referencia 1h1q) tienen casi las mismas
afinidades de unién, dando como resultado un valor de R? de 0,32. Por comparacion, los resultados de FEP/REST se
correlacionan altamente con los valores experimentales (R2=0,91), y las desviaciones de los resultados de FEP/REST
de los valores experimentales son inferiores a 0,8 kcal/mol para todos los pares de ligandos.

A partir de las comparaciones de los resultados de FEP/MD y de FEP/REST, parece que las predicciones para los
compuestos 10i9, 1oiu y 1ioy de los dos métodos son esencialmente las mismas, y que el principal motivo para la
correlacion mejorada con los resultados experimentales procede de las mejores estimaciones de la afinidad de unidn
para los ligandos 1h1s y 1Th1r usando FEP/REST. Méas adelante los presentes inventores trataran por qué FEP/REST
supera significativamente a FEP/MD para estos dos casos.

Una revision de las trayectorias de FEP/MD y de FEP/REST para el ligando 1h1r mostré que el anillo de benceno
sustituido con 2-cloro se da la vuelta varias veces en la trayectoria de FEP/REST, mientras que el anillo sigue estando
atrapado en la conformacion inicial en la trayectoria de FEP/MD. La conformacion inicial, correspondiente a una de las
conformaciones en la estructura cristalina, y la conformaciéon dada la vuelta alternativa, observada en el célculo de
FEP/REST, se presentan en la Figura 7. Es interesante sefnalar que, para el ligando 1h1r, la densidad electrénica en
la estructura cristalina de rayos X depositada también indicé la presencia de un modo de union a ligando alternativo
(Figura 7 panel derecho) que corresponde a la alternativa que se encontré en los calculos de FEP/REST.

Para 1h1s, ademas del modo de unién modelado en la estructura cristalina, se muestrea otra conformacion en la
trayectoria de FEP/REST, pero no en las simulaciones de FEP/MD. La Figura 8 muestra el modo de unién encontrado
en la estructura cristalina y el modo de unién alternativo muestreado en el calculo de FEP/REST. En la estructura
cristalina, el grupo sulfonamida forma dos enlaces de hidrégeno (HB) con Asp86: uno con el esqueleto y otro con la
cadena lateral. En el modo de unién alternativo muestreado en la simulacién de FEP/REST, el grupo sulfonamida gira
aproximadamente 120° alrededor del enlace CS con respecto a la estructura cristalina. Los restos de proteina que
rodean el sitio de unidn, particularmente GIn85 y Asp86, se reordenan en consecuencia y se forman dos enlaces de
hidrégeno entre el grupo sulfonamida y los restos de proteina: uno con la cadena lateral de Asp86 y el otro con la
cadena lateral de GIn85. Los factores B de estos pocos residuos que rodean el sitio de unién y el ligando en la
cristalografia de rayos X indican que estos grupos son bastantes moviles.'® Por tanto, es bastante posible que el
ligando pueda cambiar entre los dos modos de unién en disolucién. En la trayectoria de simulacion de FEP/REST, la
relacién de ocupacién entre el modo de unién observado cristalograficamente y el modo de unién alternativo es
aproximadamente 60:40, en favor del modo cristalograficamente determinado. Sin embargo, el muestreo de este modo
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de unién alternativo parece ser muy importante para la correcta prediccién de la afinidad de union, y es responsable
de la mayor eficacia de FEP/REST en calcular con exactitud la energia libre de union relativa de esta especie en
comparacién con FEP/MD. Es interesante sefialar que la invencion permite que esto se determine sin referencia a los
datos experimentales, puesto que los errores asociados calculados a FEP/MD calculados por esta realizacion
particular de la invencién son muy altos (1,01 kcal/mol para 1oiuy 1h1s, y ~0,7 kcal/mol para 10iy, 10i9y 1h1s), donde
se calcula por la invencion que los errores calculados asociados a FEP/REST son bajos (entre 0,2~0,4 kcal/mol para
todos los ligandos).

Evaluacion de la coherencia y la fiabilidad de los calculos de energia libre relativa con una realizacion particular de la
invencion

Para evaluar la coherencia y la fiabilidad de las predicciones de FEP/REST, los presentes inventores realizaron tres
simulaciones mas que forman tres cierres de ciclo en las rutas de calculo de energia libre de union relativa (Figura 5).
Los resultados de FEP/REST para las tres rutas que forman estos ciclos se dan en las ultimas tres filas de la Tabla 1.
Las predicciones finales para las afinidades de union de estos ligandos determinadas a modo de una realizacion
particular de la invenciéon se dan en la Tabla 2. Los ciclos se cierran por si mismos de forma consistente con
discrepancias inferiores a 0,8 kcal/mol de las diferentes rutas para los tres ciclos, que indica que la energia libre
converge bien y las predicciones son muy fiables dentro de los limites del campo de fuerza subyacente.

Sin embargo, atn cuando los ciclos estén bien cerrados y las energias libres calculadas a partir de las diferentes rutas
coinciden dentro de un valor umbral bastante ajustado, no son exactamente los mismos. Asi, para el mismo par de
ligandos, los presentes inventores tienen multiples estimaciones diferentes para las diferencias de energia libre que
dependen de como se atraviesan las rutas entre el ligando. Entonces se plantea la cuestion de como incorporar mejor
toda la informacién que se genera en los calculos para obtener las mejores estimaciones estadisticas de las energias
libres. Los presentes inventores usan una realizacion particular de la invencién para determinar las estimaciones
optimas de las energias libres y los errores asociados a estas predicciones. Aqui, todos los ciclos estan bien cerrados,
y las predicciones finales con cierres de ciclo coinciden bien con las predicciones anteriores sin cierres de ciclo,
validando aun mas la alta fiabilidad de estos calculos. La desviacion entre las predicciones finales y los resultados
experimentales son todas inferiores a 0,7 kcal/mol y tienen una correlacién muy alta con los datos experimentales
(R?=0,92).

A diferencia, cuando esta realizacién particular de la invencién se aplico a ciclos cerrados similares calculados con los
célculos de energia libre relativa de FEP/MD, las histéresis de los ciclos cerrados en los que participa el ligando 1h1r
y 1h1s son muy grandes (de hasta el 1,75 kcal/mol y 1,35 kcal/mol, respectivamente), que indica que los célculos de
FEP/MD no convergen. Usando las estimaciones de energia libre de cierre de ciclo a modo de esta realizacién
particular de la invencion, los errores para estos calculos de energia libre de FEP/MD son mucho mas grandes
(1,01 kcal/mol y 0,68 kcal/mol, respectivamente) que los resultados de FEP/REST (los errores de 0,35 kcal/mol y
0,25 kcal/mol, respectivamente).

Rendimiento sobre los ligandos sin estructura cristalina

Para validar ain méas el modelo de los presentes inventores, se realizaron célculos de FEP/REST adicionales para
otros 10 ligandos que se unen al mismo receptor sin estructura cristalina disponible para el holo-complejo. Estos 10
ligandos se seleccionaron aleatoriamente de la misma publicacién de Handcastle.'® Se midieron las afinidades de
unién usando el mismo método que para los ligandos anteriormente mencionados con estructuras cristalinas y
conservan el mismo nucleo. Las estructuras de los ligandos y sus nimeros de compuesto correspondientes como en
la publicacién original'® se dan en la Tabla 3. Las afinidades de unién relativas predichas por FEP/REST para estos
ligandos se informan en la Tabla 4 junto con los datos experimentales. Se construyen cierres de ciclo en las rutas para
estos ligandos (Figura 9), y las histéresis de los cierres de ciclo son todas inferiores a 1,0 kcal/mol, que indica que los
célculos son convergentes. Las afinidades de union relativas predichas finales a modo de esta realizacién particular
de la invencién se informan en la Tabla 5. Para ligandos con cierres de ciclo construidos en las rutas de célculo de
energia libre de unién relativa, los errores asociados a las predicciones de energia libre también se informan en la
Tabla 5. La correlacién entre las afinidades de union relativas predichas y los datos experimentales para todo el
conjunto de ligandos (6 ligandos con estructura cristalina y los 10 ligandos sin estructura cristalina) se presenta en la
Figura 10. Es evidente que esta realizacion particular de la invencion cuando se aplica a los datos de calculo de
energia libore de FEP/REST rinde bien para estos ligandos sin estructuras cristalinas, que demuestra ain mas la
transferabilidad del enfoque. La desviacién promedio entre las afinidades de unién predichas en comparacién con los
datos experimentales es 0,44 kcal/mol, y el valor de R? es 0,82.
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Conclusiones

Anteriormente, los presentes inventores han ilustrado que el método se puede aplicar en multiples realizaciones al
método FEP/REST de calculo de energia libre recientemente desarrollado, asi como al método de célculo de energia
libre FEP/MD mas rutinariamente usado para calcular las afinidades de union relativas entre una serie de ligandos
congéneres que se unen al receptor de CDK2-ciclina A. La invencién facilitd las comparaciones entre las predicciones
de calculo de energia libre de FEP/REST y FEP/MD. Mientras que el método FEP/MD mas rutinario no tuvo buen
rendimiento en el orden jerarquico de las afinidades de union relativas para los seis ligandos con estructura cristalina,
la invencion proporcioné un valor que indica que el error asociado a las predicciones de FEP/MD era alto. A diferencia,
las afinidades de union relativas calculadas por FEP/REST estuvieron en excelente concordancia con los datos
experimentales, y mostraron que convergieron por la aplicacion de la invencion. La aplicacion de la invencion a célculos
libres relativos realizados a modo de método de FEP/REST en un conjunto mas grande de datos que incluye 10
ligandos sin estructuras cristalinas verific6 aln mas la capacidad de invencién para ordenar jerarquicamente
correctamente las afinidades de union relativas de ligandos congéneres.

La invencion proporciona un medio de evaluacion de la coherencia y la fiabilidad de los célculos de energia libre
usando informacién derivada de calculos del cierre de ciclo asociados a cualquier tipo de procedimiento de calculo de
energia libre relativa. La presente invencién proporciona criterios claros por los que juzgar la coherencia y la fiabilidad
de las predicciones, asi como estimaciones Optimas de las energias libres con limites de error bien formados. La
aplicacién de la presente invencion a la serie de CDK2-ciclina A indica que las predicciones de los presentes inventores
usando los célculos de energia libre relativa de FEP/REST son muy fiables, que también se demuestra por la excelente
coincidencia de las predicciones con los datos experimentales. Asimismo, la invencion determind apropiadamente que
las predicciones de FEP/MD son menos fiables.

Los presentes inventores incluyen aplicaciones adicionales de diversas realizaciones de la invencién a otros sistemas
y otro calculo de energia libre de unién relativa en la generalidad y utilidad de la invencion.

Aplicaciones adicionales de diversas realizaciones de la invencion a una variedad de sistemas usando una variedad
de esquemas de calculo de energia libre de unién relativa

I. Aplicacién de una realizacion de la invencion a la cinasa JNK1

Se realizaron simulaciones de energia libre de union relativa de FEP/REST para un subconjunto de ligandos que se
unen al receptor de jnk1 con dos cierres de ciclo en las rutas de calculo de energia libre de unién relativa (Fig 11). Los
numeros de ligando para el subconjunto de ligandos son [2,6,7,9,10,12,13], y los 8 resultados de FEP/REST para las
8 rutas de calculo de energia libre de union relativa se enumeran en la tabla 6.

Usando los mejores estimadores de energia libre del cierre de ciclo y estimadores de error, las afinidades de union
para los 7 ligandos y sus barras de error asociadas se informan en la Tabla 7.

Obsérvese que las estimaciones de cierre de ciclo pueden no corregir los errores sistematicos en el campo de fuerza
de las simulaciones. Asi, las afinidades de union predichas para dos de los ligandos (ligando 12 y 13) se desvian en
mas de 1,5 kcal/mol en comparacién con los valores experimentales. Las desviaciones pueden ser o debidas al error
en el campo de fuerza o en las incertidumbres en las mediciones experimentales. Sin embargo, la correlacion global
entre los resultados predichos y los valores experimentales es muy buena.

Il. Aplicacion de una realizacion de la invencién a BACE

Se realizan simulaciones de FEP/REST para un subconjunto de ligandos que se unen al receptor de BACE con dos
cierres de ciclo independientes en las rutas de calculo de energia libre de unién relativa (mostrado en la Figura 12).
Los numeros de ligando para el subconjunto de ligandos son [4j, 40, 4p, 17d, 17g, 17h], y los resultados de 7
FEP/REST para las 7 rutas de calculo de energia libre de unién relativa se enumeran en la Tabla 8.

Usando los mejores estimadores de energia libre y estimadores de error del cierre de ciclo, las afinidades de union
para los 6 ligandos y sus barras de error asociadas se informan en la Tabla 9.

Obsérvese nuevamente que la afinidad de unién para el ligando 17h se predice por exceso en aproximadamente
2 kcal/mol, pero la correlacion global entre los resultados predichos y los valores experimentales es muy buena.

lll. Aplicacion de una realizacién de la invencion a calculos de energia libre de unién relativa de FEP/MC de ligandos
que se unen a escitalona deshidratasa

Las afinidades de union relativas entre 3 ligandos que se unen a escitalona deshidratasa con y sin agua unida en el
sitio activo se calculan usando FEP/MC.?® Las rutas de calculo de energia libre de unién relativa para estas
simulaciones con 4 cierres de ciclo independientes se presentan en la Fig 13. Las afinidades de unién calculadas para
los calculos de energia libre de unién relativa se informan en la Tabla 10.

La histéresis del ciclo [L1(H20), L2(H20), L3(H20)] es 4,3 kcal/mol, mucho mayor que 1,4 kcal/mol, que indica que
estos calculos no convergen, y las afinidades de unién calculadas dentro de este ciclo también tienen grandes
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desviaciones de los datos experimentales. Similarmente, para el ciclo [L3(H20), L3, L2, L2(H20)], la histéresis es
1,5 kcal/mol, mayor que 1,4 kcal/mol, que indica que estos calculos tampoco son fiables.

Por otra parte, las histéresis de los otros ciclos, [L1(H20), L1, L3, L3(H20)] y [L1, L2, L3], son muy pequefias
(0,2 kcal/mol y 0,5 kcal/mol, respectivamente), que indica que las calculadas son fiables. Las afinidades de unién
relativas predichas finales entre los tres ligandos con las estimaciones de cierre de ciclo descritos anteriormente se
informan en la Tabla 11.

IV. Aplicacion de una realizacion de la invencion para probar el muestreo de energia libre de unién relativa de insercion
de particulas para cierres modelo

Se calculan las energias libres de union relativas entre un metano del &tomo unido y los cierres modelo con y sin carga
usando el método de insercion de particulas de prueba.*? Las energias libres de carga del cierre modelo con y sin el
metano unido también se calculan usando el muestreo de FEP/MD. Las rutas de calculo de energia libre de unién
relativa forman un ciclo cerrado (Figura 14) y las energias libres asociadas para cada arista en el ciclo se informan alli.

Usando el analisis de cierre de ciclo descrito anteriormente, la diferencia de energia libre predicha entre los cuatro
estados representados en la Fig. 16 y sus errores asociados se informan en la Tabla 12.

TABLAS.

Tabla 1: Energias libres de union relativas predichas por FEP/MD y FEP/REST para los cinco ligandos con
estructuras cristalinas en comparacién con el ligando de referencia 1h1g. También se incluyen en la tabla los
resultados para las tres rutas de calculo de energia libre de unién relativa que forman 3 cierres de ciclo para los 6
ligandos con estructuras cristalinas. Los errores para las energias libres calculadas usando estimacion del error
analitico de BAR también se incluyen en la tabla. Los resultados predichos de FEP/MD tienen grandes desviaciones
a partir de los datos experimentales para los ligandos 1h1ry 1h1s (negrita en la tabla), mientras que los resultados
predichos por FEP/REST coinciden todos bien con los datos experimentales. Se informan las energias libres en
unidades de kcal/mol.

Ligando | AAG(EXP) | AAG(FEP/MD) | A(FEP/MD-EXP|) | AAG(FEP/REST) | A(FEP/REST-EXP))
Th1g—Mn1r 0,51 -1,2920,09 1,80 0,1420,11 0,37
Thig—1hts -3,07 1,6410,27 1,43 -2,72%0,28 0,35
1h1g—10i9 1,56 -1,8310,14 0,27 -1,7010,16 0,14
1hig—1oiu -0,91 -1,6810,25 0,77 1,7120,26 0,80
Thig—1oiy 1,61 -1,690,22 0,08 -1,9210,23 0,31
Thir—1oiu 1,41 1,3610,22 2,77 -1,2510,25 0,16
10i9—1h1s 1,51 0,1420,29 1,65 -0,8120,30 0,70
10i9—Toly -0,04 1,4410,24 1,48 0,49:0,24 0,53

Tabla 2: Predicciones de energia libre final para los 6 ligandos con estructuras cristalinas de calculos de FEP/MD y
FEP/REST usando la férmula derivada por las realizaciones de la invencion. También se incluyen en la tabla las
estimaciones de error usando la férmula derivada por realizaciones de la invencién para la predicciéon de energia
libre final usando cierre de ciclo. Se usa el ligando 1h1q como referencia, por lo que la desviacion para el ligando
1h1q es 0 por disefio. Obsérvese que no se informa de una barra de error de cierre de ciclo para el ligando 1h1q

puesto que es el ligando de referencia usado para este trabajo, y su energia libre de unién se establece
idénticamente igual a su valor experimental para fines de representacion. Las energias libres se informan en
unidades de kcal/mol.

AG(EXP) | AG(FEP/ | A(|FEP/ FEP/MD_ AG(FEP/ A(|FEP/R FEP/REST
MD) MD-EXP|) | Err(cierre_ciclo) REST) EST-EXP|) | _Err(cierre_ciclo)
1hiq -8,18 -8,18 -- -8,18 -- --
1hir -7,67 -10,05 2,38 1,01 -8,25 0,58 0,35
this | -11,25 -10,00 1,25 0,68 -10,91 0,34 0,25
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AG(EXP) | AG(FEP/ | A(|FEP/ FEP/MD_ AG(FEP/ A(|FEP/R FEP/REST
MD) MD-EXP|) | Err(cierre_ciclo) REST) EST-EXP|) | _Err(cierre_ciclo)
10i9 -9,74 -10,32 0,58 0,75 -10,11 0,37 0,41
1oiu -9,08 -9,85 0,77 1,01 -9,71 0,63 0,35
1oiy -9,79 -9,38 0,41 0,75 -9,86 0,07 0,41

Tabla 3: Las estructuras de inhibidores de CDK2 y su compuesto N estudiado usando FEP/REST.
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Tabla 4: Las energias libres de unién relativas predichas por FEP/REST para los 10 compuestos adicionales sin
estructuras cristalinas. También se informan en la tabla los errores para las energias libres calculadas usando
estimacion del error analitico de BAR. Las energias libres se informan en unidades de kcal/mol.

Ligando AAG(EXP) AAG(FEP/REST) A(FEP/REST-EXP))
Thig—17 1,14 0,1920,11 0,95
1h1g—20 -0,54 -0,5210,18 0,02
1hig—21 0,35 0,6420,15 0,29
1hq—22 0,42 0,44%0,15 0,02
1h1g—26 -0,25 1,39:0,14 1,14
1h1g—31 1,36 20,57%0,19 0,79
1h1s—28 0,14 0,1420,20 0,00
1h1s—30 1,44 1,530,15 0,09
1h1s—32 1,50 0,78%0,17 0,72
2829 1,23 1,05£0,18 0,18
Thir—>17 0,63 0,1320,11 0,50
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Ligando AAG(EXP) AAG(FEP/REST) A(FEP/REST-EXP))
21522 0,07 0,6210,24 0,55

1h1s—29 1,37 2,1920,19 0,82
3029 20,07 -0,27%0,19 0,20
Toiu—26 0,65 1,99£0,19 1,34

Tabla 5: Las predicciones de energia libre final para el conjunto completo de ligandos usando la férmula derivada
por realizaciones de la invencion. También estan incluidas en la tabla las estimaciones de error usando las
realizaciones de la invencion para la prediccion de energia final usando cierre de ciclo. Se usa el ligando 1h1g como
referencia, por lo que la desviacion para el ligando 1h1q es 0 por disefio. Obsérvese que una barra de error de cierre
de ciclo no se informa para el ligando 1h1q puesto que es el ligando de referencia usado para este trabajo, y su
energia libre de union se establece idénticamente igual a su valor experimental para fines de representacion.
Tampoco se informan las barrar de error de cierre de ciclo para los ligandos 20, 31 y 32, ya que aquellas especies
fueron técnicamente exigentes de conectar con otros ligandos distintos del ligando de referencia, como se requiere
para formar ciclos cerrados para el error. Las energias libres se informan en unidades de kcal/mol.

AG(EXP) AG(FEP/REST) A(FEP/REST-EXP]) Err(cierre_ciclo)
17 -7,04 -8,06 1,02 0,26
20 -8,72 -8,70 0,02 --
21 -7,83 -7,81 0,02 0,47
22 -7,76 -7,47 0,29 0,47
26 -8,43 -8,65 0,22 0,69
28 -11,11 -10,51 0,60 0,58
29 -9,88 -9,20 0,68 0,58
30 -9,81 -9,16 0,65 0,54
31 -9,54 -8,75 0,79 -
32 -9,75 -10,13 0,38 -
R2 0,82 - -

Tabla 6: Resultados de FEP/REST para las 8 rutas de célculo de energia libre de union relativa de los ligandos jnk1

Ruta dG_Exp dG_FEP/REST
Fep2—6 -0,21 0,72
Fep2—7 -0,18 20,32
Fep2—9 -0,92 2,47
Fep2— 10 -0,59 -0,46
Fep6—13 1,41 0,20
Fep7— 13 1,38 20,04
Fep9— 12 -0,58 20,88
Fep10—-12 -0,91 2,59
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Tabla 7: Las afinidades de unién predichas y sus errores asociados para los 7 ligandos que se unen a jnki.

Ligando dG_Exp dG_CC_pred Error CC
L2 -8,49 -8,49 0,0
L6 -8,70 -9,17 0,1
L7 -8,67 -8,85 0,1
L9 -9,41 -10,89 0,2
L10 -9,08 -9,03 0,2
L12 -9,99 -11,69 0,2
L13 -7,29 -8,93 0,1

Tabla 8: Resultados de FEP/REST para las 7 rutas de célculo de energia libre de unién relativa para los ligandos de

BACE.

Ruta dG_Exp dG_FEP/REST
Fep17d—4j 0,40 0,55
Fep17h—4p 0,25 1,15
Fep17g—40 0,36 0,63

Fep17d—17h -0,91 -2,50
Fep17d—17g -0,32 0,98
Fep4j—4p -1,06 -2,30
Fep4j—4o0 -0,36 -1,00

Tabla 9: Las afinidades de unién predichas y sus errores asociados para los 6 ligandos que se unen a BACE.

Ligando dG_Exp dG_CC_pred Error CC
4j -9,02 -9,02 0,0
4p -10,08 -11,22 0,2
40 -9,38 -10,02 0,2
17d -9,42 -9,67 0,2
17h -10,33 -12,27 0,2
179 -9,74 -10,65 0,2

Tabla 10: Resultados de MC/FEP para las 9 rutas de calculo de energia libre de unién relativa de ligandos de
escitalona deshidratasa.

Ruta dG_Exp dG_MC/FEP
L1(H20)—L1 - 55
L2(H20)—L2 - 9.8
L3(H20)—L3 = 0.4
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Ruta dG_Exp dG_MC/FEP
L1(H20)—L3(H20) 3,8 6,2
L1(H20)—L2(H20) 2,0 14,1
L3(H20)—L2(H20) 5.8 3,6
L1503 3,8 05
RN 2,0 6,3
L3512 5.8 73

Tabla 11: Las afinidades de unién predichas y sus errores asociados para los 3 ligandos que se unen a escitalona
deshidratasa. Aun cuando la afinidad de unién predicha para el ligando 3 tenga un gran error relativo, se filtran las
rutas de calculo de energia libre de unidn relativa con errores muy grandes y se predice el orden jerarquico correcto.

Ligando dG_Exp dG_CC_pred® Error CC
L1 0 0 0
L2 -1,14 -2,0 0,3
L3 5,82 3,8 0,3
*Nota: las afinidades de unién informadas en la tabla es la afinidad de unién relativa en
comparacion con el ligando 1.

5
Tabla 12: Las diferencias de energia libre predichas del cierre de ciclo entre los cuatro estados representados en la
Figura 14, y sus errores asociados. M indica el metano del a&tomo unido, P indica las placas hidr6fobas, CP indica las
placas cargadas, MP indica las placas hidréfobas unidas con el metano del &tomo unido y MCP indica las placas
cargadas unidas con el metano del &tomo unido.
Mutacién dG_CC_pred Error CC
M+P—MP -2,846 0,04
M+CP—MCP 16,540 0,04
P—CP -131,004 0,04
MP—MCP -111,618 0,04
10
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REIVINDICACIONES

1. Un método implementado por ordenador de determinacién de la intensidad relativa de la unién entre un receptor y
miembros individuales de un conjunto de ligandos para formar complejos entre miembros individuales del conjunto de
ligandos y el receptor, comprendiendo el método una determinaciéon implementada por ordenador de multiples
diferencias de energia libre de unién relativas para un conjunto de tres 0 mas pares de ligandos que forman al menos
un ciclo cerrado, y una determinacion implementada por ordenador de la magnitud de la histéresis alrededor de cada
ciclo termodinamico cerrado, que comprende:

a) una determinacién probabilistica implementada por ordenador de las diferencias de energia libre y
distribuciones de error alrededor de las diferencias de energia libre a lo largo de cada una de las ramas del ciclo
termodinamico cerrado que conducen probabilisticamente al valor de histéresis observado para los ciclos
termodinamicos cerrados;

b) una determinacion implementada por ordenador de la diferencia de energia libre mas probable para cada rama
en el ciclo termodindmico cerrado incluido en el modelo probabilistico determinado en la etapa a);

c¢) una determinacién implementada por ordenador del error mas probable asociado a la diferencia de energia
libre de unién mas probable para cada par de ligandos a lo largo de cada rama en el ciclo termodinamico cerrado
de la determinacién probabilistica en la etapa b);

d) una salida implementada por ordenador de valores que representan las energias libres de unién relativas y los
errores en la etapa c) a un usuario del ordenador.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa de estimacién del error comprende el analisis implementado por
ordenador de diferencias de energia libre de unién entre ligandos a lo largo de las ramas de mas de un ciclo
termodinamico cerrado, y la determinacién implementada por ordenador de la magnitud de la histéresis en cada uno
de los ciclos termodinamicos cerrados.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que las etapas c y d incluyen la determinacién de un conjunto de valores de
energia libre para cada rama que minimiza la funcién

q

(E-F)
Z 20;

i

con la limitacion:
D=0

donde E; es la diferencia de energia libre calculada para una rama i dada;
Fi es la diferencia de energia libre teérica para una rama i dada;

y oies la desviacion estandar de las diferencias de energia libre calculadas para la rama i, y donde la suma de
las diferencias de energia libre tedricas para todos los ciclos cerrados es 0.

4. El método de la reivindicacion 1, donde los ligandos son congéneres.

5. El método de la reivindicacion 1, donde se supone una distribucién gaussiana en la construccién del modelo
probabilistico de la histéresis observada en la etapa a).

6. El método de la reivindicacion 1, donde se supone que la distribucion de error asociada a las simulaciones de
energia libre es uniforme en la etapa a).

7. El método de la reivindicacion 1, donde se supone que la distribucion de error asociada a las simulaciones de
energia libre se suma al error de Bennett en la etapa a).

8. El método de la reivindicacién 1, donde la conectividad de los ciclos termodinamicos cerrados se representa como
un gréfico.

9. El método de la reivindicacién 1, donde la conectividad de los ciclos termodinamicos cerrados se representa como
una matriz.

10. El método de la reivindicacion 1, donde la determinacion probabilistica comprende realizar métodos teéricos
graficos.
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11. El método de la reivindicacion 1, donde la determinacion probabilistica comprende realizar métodos algebraicos
matriciales.

12. El método de la reivindicacion 1, donde la determinacién probabilistica comprende realizar métodos bayesianos.

13. El método de la reivindicacién 1, donde la determinacién probabilistica comprende realizar métodos de maxima
verosimilitud.

14. Un medio de almacenamiento legible por ordenador que comprende instrucciones tangibles no transitorias
guardadas en él que son ejecutables por un dispositivo de procesamiento, y con dicha ejecucién provocan que el
dispositivo de procesamiento realice operaciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

15. Un sistema informatico programado con instrucciones no transitorias legibles por ordenador para realizar
operaciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.

29



ES 2 853 348 T3

FIG. 2

30



ES 2 853 348 T3

31



ES 2 853 348 T3

Siul

N
ALK
N
nio| \ MU iy
o .
H H N\ N7 NN 8 i

32



A Gpred kealfmol

ES 2 853 348 T3

-? I | I I T I | T
- | © FEP{R2=032) |
s LB FEPIREST (R2=0,91) hig (g
[ Thir
el
- 10i8 1oiu o
o
10
i this _
Toly
A1
-12 I | | | ! | | | :
12 11 -10 -9 3

A Gexp kealmol

FIG. 6

33




ES 2 853 348 T3

.

34



ES 2 853 348 T3

35



NGpres kealimol

12

ES 2 853 348 T3

-0

1

0O R2=0,82

- L
- i
; o
- b
b i
o 8
‘{‘44
»
1

! ] ! I ! | !

|
-1 40 -8 -8
AGexr kealimol

FIG. 10

36




ES 2 853 348 T3

37



ES 2 853 348 T3

o O
C
\ Z“ FHMN _ /
OLT
) ~No 67
N O H N 9]
/\O \Z _ S~ g _ < /\
S ] O o
z“ Z1 N
NIZ y ZNI
Q/:\ _Z/. G/\
o
° //Z
MNEH
£ 97
r NN O
N €17 N Y
"HN H
O N N
= 0
2_“ ;

38



ES 2 853 348 T3

om_, el 'Ol (OzMI1

39



N

&

it

ES 2 853 348 T3

BB

—

AF;--130,985

BED

. Cm AF; - 18,558

—_—

FIG. 14

40

E;E% %AF‘ = “2,865 % %“E::: i ii

57

lAH --111,637




ES 2 853 348 T3

Almacenes de datos
Ordenadores

120

Q

110 Modulos de program

FIG. 15 130

302

Listar la energia libre calculada para todas las mutaciones |/

l 304

Listar todos los ciclos cerrados y construir la matriz de J
conectividad de cierre de ciclo (C3M)

l 306

Descomponer todo el grafico en /
subgraficos independientes 1

FIG. 16

41



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

