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RESUMEN

RESUMEN

Se realiz6é el modelado de panoramas de actividad de un conjunto de compuestos
inhibidores de Bromodominio de la familia BET (BRD2, BRD3 y BRD4). El estudio se
hizo mediante la representacion grafica de mapas de similitud estructura-actividad
(SAS maps) con el objetivo de identificar en forma sistematica acantilados de
actividad (activity cliffs). Los compuestos fueron obtenidos de una base de datos
publica (ChEMBL). Para automatizar el analisis se desarrollé e implementd un script
en Python 3.5.2. Se analiz6 y cuantificé el tipo de nucleos base presentes en el
grupo de datos, el tipo de SAR global y las diferentes regiones del SAS map. De las
diferentes regiones del SAS map se realizd énfasis en el analisis de la region de
activity cliffs (AC), debido a que dicha zona contiene pares de compuestos con alta
similitud estructural y gran diferencia entre las actividades. Con la identificacion de
los AC se determiné la frecuencia de los generadores de AC (ACG) los cuales
pueden ser utilizados en la optimizacion de modelos QSAR. Los pares de
compuestos identificados como AC fueron clasificados en dos categorias, medianas
y pronunciadas (shallow y deep AC), de acuerdo a las diferencias de actividad.
Ademas, se realizd otra clasificacion, basada en la concentracion de los inhibidores
para identificar a los compuestos como: inactivos, de actividad intermedia e inactivos.
Para aquellos AC con modificaciones en la actividad muy pronunciadas (deep AC) y
en doénde al menos un compuesto era activo, se analizaron los cambios
subestructurales asociados a los de actividad. Finalmente se realizd un breve analisis
con dos y tres dianas simultdneamente, con la finalidad de encontrar compuestos
selectivos a una de ellas. Esta tesis es una aportacion a la Epi-informatica,
especialmente para analizar cuantitativamente relaciones estructura actividad-

epigenética.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios las herramientas informaticas han tomado gran valor en la
ciencia ya que dan soporte a la investigacion cientifica y disminuyen tiempo y
costos. Una de las primeras etapas en el descubrimiento de nuevos farmacos es
la de seleccionar aquellos compuestos, entre cientos o miles, que cuenten con las
caracteristicas quimico-farmacéuticas deseadas (e.g., buena eficacia, potencia,
afinidad, especificidad, etc.) hacia algun receptor relacionado con uno o varios
problemas de salud. Con ayuda de programas computacionales y datos
experimentales es posible discriminar y optimizar aquellas estructuras de utilidad

terapéutica, y que con ello puedan pasar a las siguientes fases de desarrollo [1].

El presente trabajo tiene como objeto de estudio a los receptores bromodominios
(BRDs) BRD2, BRD3 y BRD4; dichas proteinas estan constituidas por
aproximadamente 110 aminoacidos y se caracterizan por ser “lectores”
epignéticos ya que identifican modificaciones post-traduccionales,
especificamente la acetilacion en los residuos de lisina en las colas de las
histonas. Estas modificaciones alteran el estado de condensacion de la
cromatina y por lo tanto la expresién de genes [2]. La importancia terapéutica de
los bromodominios mencionados anteriormente radica en que su inhibicion
permite la generaciéon de nuevos tratamientos contra ciertos tipos de cancer,

enfermedades cardiacas e incluso en el proceso inflamatorio [3].

La busqueda de compuestos que permiten inhibir a estos receptores ha
aumentado en los ultimos afios, al igual que la cantidad de estructuras
sintetizadas e informaciéon de pruebas biolégicas. En este trabajo, a partir de
informacion previamente publicada en bases de datos, se realizaron estudios de
relacion estructura-actividad cuantitativos y se identificaron subestructuras que
permitan la optimizacion de los iBRD (isoformas 2,3 y 4). Para este fin también
se desarrollé un procedimiento quimioinformatico automatizado de relaciones

estructura-actividad utilizando el concepto de panoramas de actividad.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Quimioinformética

La Quimioinformatica es una disciplina que surgio recientemente y se basa en la
trasformacion de un gran numero de datos en informacion y dicha informacion
en conocimiento, esto con la intencion de tomar mejores y rapidas decisiones
en el area de optimizacién e identificacion de farmacos [4]. Para poder llevar a
cabo lo anterior los quimicos realizan una serie de experimentos, los analizan, y
buscan patrones comunes; esto con el objetivo de desarrollar modelos y colocar
dichas observaciones en un esquema sistematico que permita llevar a cabo
predicciones y corroborar los resultados de nuevos experimentos [5]. Una
aplicacién que tienen las herramientas quimioinformaticas es en el analisis

automatizado de las relaciones-estructura actividad.
2.1.1 Estudio de las relaciones estructura-actividad

El estudio de las relaciones estructura-actividad o también conocida por sus
siglas en inglés SAR (Structure-activity relationship), se basa en el analisis de la
relacion entre la estructura quimica y la actividad biolégica. Para llevar a cabo la
exploracion y obtener informacion del “SAR” se pueden utilizar diferentes
modelos que se basan en el ligando, tales como: QSAR (Quantitative structure-
activity relationship), modelo del farmacoforo o bien modelado de panoramas de

actividad (activity landscape modeling).

El analisis cuantitativo de las relaciones estructura-actividad (QSAR) se enfoca
en encontrar un modelo estadistico que proporcione una ecuacion matematica
la cual permita correlacionar las propiedades biolégicas (descriptores) con una
estructura dentro de una familia de compuestos; la finalidad es predecir

propiedades como bioactividad, logP, toxicidad, entre otras [6].

Respecto al farmacoforo, en 1998, la IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) lo defini6 como: “El conjunto de caracteristicas electrénicas
y estéricas que son necesarias para asegurar la interaccion supramolecular
Optima con una diana especifica y desatar (o bloquear) la respuesta biologica”.
El modelo es una herramienta que extrae informacion de las interacciones que
tienen las conformaciones de las moléculas, mas predichas, del ligando con el

receptor.
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La tercera herramienta que nos permite obtener informacion del SAR es el
modelo de panoramas de actividad, el cual se caracteriza por ser cualquier
representacion grafica que integre el analisis de la similitud estructural y la
diferencia de actividad entre compuestos que comparten el mismo efecto

bioldgico [7].
2.1.2 Modelado de panoramas de actividad (activity landscape modeling)

El primer tipo de representacion grafica generado para el modelado de los
panoramas de actividad fueron los mapas de Similitud Estructura-Actividad
(Structure-activity similarity, SAS maps), que son graficos en dos dimensiones
(2D) de los cuales se hablara en la seccién 2.1.3. El segundo tipo esta basado
en panoramas en tres dimensiones (3D), el cual integra un descriptor molecular
como un nuevo grado de libertad. A partir de estos modelos es posible identificar
distintos tipos de SAR. Los principales tipos son (Figura 1): 1) SAR discontinuo,
pequenos cambios estructurales en los compuestos que producen alteraciones
dramaticas en la actividad (regiones con acantilados y muy irregulares). 2) SAR
continuo, cambios estructurales en los compuestos que generan modificaciones
moderadas en las actividades (regiones continuas y sin grandes alteraciones) y
3) Heterogéneo, que representa tanto al SAR continuo como discontinuo. Otra
representacion grafica esta basada en redes que se forman entre moléculas, los
nodos (intersecciones) representan compuestos individuales y las aristas son
relaciones de similitud, una aplicacién de esto son los NSG (Network-like
similarity graphs). En los cuales se coloca como limite de similitud estructural
80% u 85% (Figura 1) [8].
A) B) 0
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Figura 1. Modelado de panoramas de actividad. (A) Representacion grafica 3D del SAR continuo.
(B) Grafico en 3D del SAR discontinuo de un conjunto de inhibidores de acetilcolinesterasa y (C)
representacion de los graficos NSG de una base de datos de inhibidores de tirosincinasa (los
nodos indican compuestos y las uniones relaciones de similitud estructural). Tomado de Bajorath,
J. Expert Opin. Drug Discov. 2012, 7:463-73.
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2.1.3 Mapas de Similitud Estructura-Actividad (structure-activity similiarity

maps)

En 2001, Shanmugasundaram y Maggiora introdujeron un nuevo concepto para
la representacion grafica de los panoramas de actividad, al que denominaron
mapa de relacion estructura-actividad [9], el cual compara la similitud estructural
y de actividad que existe entre pares de compuestos (Figura 2). El mapa se
puede dividir en cuatro regiones principales: 1) Scaffold o R-hopping, en donde
predominan pares de compuestos tanto con baja similitud estructural como baja
diferencia entre actividades. Il) SAR continuo, que son pares con alta similitud
estructural y baja diferencia entre sus actividades. Ill) Acantilados de actividad
(activity cliffs), comparaciones de compuestos con alta similitud estructural y alta
diferencia entre actividades. La region IV) No descriptiva, la cual contiene
compuestos con baja similitud estructural pero grandes diferencias de actividad
[10].

. : . _!
| Region IV | | Region I :
| H H
| No descriptiva | i Activity cliffs |

@ ; i !

e} N - N -

o

=2

=

©

©

Q

o

© S — . S .

Q | . ‘- f . !

S i Region | ; i Region Il !

9 ! Scaffold o i ! . !

= : R-hopping | | SAR continuo i
I i ! i

Similitud molecular

Figura 2. Representacion grafica general del mapa de similitud estructura-actividad y las
regiones de las que esta formado. Modificado de Medina-Franco, J.L. J. Chem. Inf. Model. 2012,
52:2485-2493.

Para medir la similitud estructural y de actividad se pueden utilizar varios
meétodos. De la manera en la que las similitudes son calculadas, depende el valor

de los limites para definir las diferentes regiones del SAS map.
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2.1.3.1 Similitud estructural y de actividades

La similitud estructural puede ser obtenida a partir de la representacion de la
estructura (en 2D o 3D) con ayuda de huellas digitales moleculares (fingerprints),
descriptores obtenidos de modelos farmacoféricos o de propiedades
fisicoquimicas. Las huellas digitales se pueden calcular de dos maneras: 1)
Basadas en diccionario y 2) Basadas en topologia. Las basadas en diccionario
utilizan colecciones de fragmentos estructurales o caracteristicas de los mismos
y mediante un codigo binario indican “1” presencia o “0” ausencia; un ejemplo de
ello son los diccionarios (de 166 o 322 caracteristicas) de MACCS (Molecular
ACCess System) keys [11]. En las basadas en topologia se identifican los
fragmentos de acuerdo a la distancia de enlace elegida (Figura 3), un ejemplo
de esto son los ECFP (Extended Connectivity FingerPrints), que de manera
similar a los basados en diccionario es producido un vector con valores binarios
[12].

A
12
A§$A A A
A A
ECFP digmetro=0 ECFP didmetro=2 ECFP didmetro=4

Figura 3. Representacion grafica de la distancia de enlace entre atomos calculada por ECFP.
Un diametro de dos indica que el radio elegido es uno y por lo tanto se contabiliza un atomo a
partir del atomo central. Lo mismo sucede con un diametro de cuatro, se considera un radio de
dos y por lo tanto dos atomos a partir del atomo central. Modificado de Rogers, D. and M. Hahn.
J. Chem. Inf. Model. 2010, 50: 742-754.

Para cuantificar la similitud que existe entre dos estructuras se utilizan los valores
generados de las huellas digitales, frecuentemente es usado el coeficiente de
Tanimoto (Ct, también llamado de Jaccard), que de manera general es calculado

con la siguiente ecuacién [13].

Cc

Tc(a,b) =

a+b—c
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Donde a y b corresponden al numero de fragmentos unicos presentes (bits =1)
de i-ésimo y j-ésimo compuesto, respectivamente, mientras que c representa el

numero de fragmentos en comun.

Respecto a la similitud entre actividades es posible utilizar la siguiente expresion:

|Acty—Actp]|

Slm(a'b) =1- max — min )

donde max es el valor mas grande entre las actividades y min el menor,

o bien la diferencia entre el cologaritmo de las actividades [10]:

|ApICso(T) g p| = PICs(T)q — pICs5o(T)y (3)

donde plCso es el cologaritmo de la concentracion inhibitoria 50 de cada uno de

los compuestos (ay b), y (T) hace referencia a un receptor molecular o target.
2.1.3.2 Acantilados de actividad (activity cliffs)

Las regiones del SAR discontinuo son generadas por los AC, los cuales estan
definidos como un par de compuestos estructuralmente similares o analogos que
tienen una diferencia grande entre sus actividades [14]. Algunos puntos para
considerar a los AC como tal son: 1) que cumplan con algun criterio de similitud
previamente establecido, 2) que un compuesto en el par tenga actividad en el
rango nM y 3) que exista por lo menos una diferencia en la actividad de dos
ordenes de magnitud entre ambos compuestos [15]. Partiendo de este término
han surgido diferentes clasificaciones. En la Tabla 1 se colocan algunos de los

tipos mas conocidos de AC:

Tabla 1. Tipos de activity cliffs

Término Explicacion Referencia
Consensus activity Activity cliffs en comun que se identifican con dos o mas [10]
cliffs metodologias distintas.
Shallow activity cliffs Pares de compuestos que muestran grandes, pero no [10]

extremas, diferencias entre sus actividades. [16]

Deep activity cliffs Pares de compuestos con alta similitud estructural y muy [10]

poca similitud entre actividades. (161
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Tabla 1 (continuacién)

Selectivity switch Cambios estructurales que invierten la selectividad de dos [10]
compuestos similares, regularmente se estudian en dos

dianas moleculares

Selectivity cliffs Activity cliffs especificos a un receptor (en ocasiones dos), 171
mientras que los multidianas (Multitarget activity cliifs) son

relacionados con una serie de receptores

Activity cliff Una molécula con alta probabilidad de formar activity cliffs [18]
generators y en donde todas las estructuras fueron estudiadas bajo

el mismo ensayo biolégico

Matched molecular Par de compuestos que sélo difieren en una subestructura [19]

pair ubicada en un sitio especifico

2.2 Epigenética

El término epigenética fue utilizado por primera vez en 1942 por Conrad
Waddington, quien intento describir las interacciones de los genes con su
ambiente [20]. Sin embargo, la definicion se ha ido transformando hasta referirse
al estudio de las caracteristicas fenotipicas heredables que resultan de las
modificaciones en el cromosoma, que no alteren la secuencia del cdédigo
genético. Una funcién primaria de la epigenética es el empaquetamiento del DNA
en las células, en este sentido, las histonas tienen un papel importante. Al
complejo que forman las histonas con el DNA para organizar el material genético
se conoce como cromatina y a la unidad fundamental de este como nucleosoma.
El nucleosoma esta formado por un octamero de histonas (proteinas tipo histona:
H1, H2A, H3 y H4). Por tal motivo la epigenética puede referirse al estudio de
todos los elementos que modifican la regulacion nucleosoma-cromatina y por la

tanto que afecten la expresion genética [21].
2.2.1 Tipos de modificaciones epigenéticas

Las modificaciones son llevadas a cabo por tres tipos de proteinas: 1) epigenetic
writers, 2) epigenetic readers y 3) epigenetic erasers. Los tres tipos de
modificadores son enzimas que en general colocan, modulan y eliminan,
respectivamente, las modificaciones quimicas en las histonas [22]. En la Tabla 2
son resumidos los tipos de modificador, el mecanismo que tienen y un ejemplo

de enzima que lleva a cabo la accion:
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Tabla 2. Modificaciones epigenéticas mas comunes. Modificado de Pande, V. J. Med.
Chem. 2016, 59:1299-1307.

Writers Accién Readers Maédulo al Erasers Accién
gue se unen

Ac(et)ilacion

Ac(et)il de lisinas, B Lisinas Deac(et)ilasas Deac(et)ilacion
; romo : ; C
transferasas treoninas y acetiladas de histona de lisinas
serinas
Metilacion de Lisinas Desmetilacién
Metil lisinas, PHD y nas y Desmetilasas L
- argininas ) de lisinas y
transferasas argininas y tudor . de histona L
- . metiladas argininas
citosinas
Metil citosinas TET Desmetilacién
en el DNA desmetilasas del DNA

2.2.2 Bromodominios (BRDs)

La acetilacion de las histonas esta generalmente asociada con el aumento en la
accesibilidad del DNA y también de los factores de transcripcion. La acetilaciéon
debilita las interacciones de la histona-DNA mediante la neutralizacion de la
carga positiva de los residuos de lisina (K) produciendo cambios sutiles en la
estructura de la histona. La acetilacién de la histona produce el reclutamiento de
factores de transcripcién y de remodelacién de la cromatina que generan un
aumento de la actividad transcripcional. El reclutamiento es llevado a cabo por
los BRDs, un lector epigenético (epigenetic reader) que reconoce

especificamente a los residuos de la lisina e-N-acetiladas (Kac) [23].

El nombre bromodominio proviene de la proteina Brahma de Drosophila sp. en
donde fue descubierto por primera vez [24]. Se caracteriza por presentar un
plegamiento globular y esta formado por cuatro a-hélices (nombradas Z, A, By
C) que son regiones conservadas en toda la familia (Figura 4). La cavidad
(pocket) en donde se une la Kac es hidrofébica y esta formada por dos bucles
(loops), uno largo aZ-aA (ZA loop) y otro corto aB-aC (BC /oop).

Existen dos residuos responsables del reconocimiento de la Kac: en la mayoria
de los casos uno es de tirosina (Y) en el bucle ZA, y otro de asparagina (N) en el
bucle BC [23].
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B)

Figura 4. Estructura general de los BRDs y modo de unién con la Kac. (A) Estructura del BRD
de PCAF obtenida por RMN (PDB ID: 1N72). Se muestran las cuatro hélices, asi como los
extremos terminales Ny C, y los loops ZA y BC. (B) Estructura cristalografica del BRD de GCN5
(azul) en union con el péptido acetilado H4K16ac (verde, PDB ID: 1E61), cinco moléculas de agua
conservadas en el sitio de unién se representan con esferas rojas. Se observa el puente de
hidrégeno entre la asparagina, N407, y la lisina acetilada. Tomada de Smith, S.G. and M.-M.
Zhou. ACS Chem. Biol. 2016, 11: 598-608.

El proteoma humano codifica 46 proteinas que contienen BRDs. En tales
proteinas se han observado 61 BRDs diferentes, los cuales estan clasificados en
ocho grandes familias (I-VIIl) de acuerdo a su secuencia y a su homologia
estructural [23]. El presente trabajo esta enfocado en el estudio de la familia Il,
conocida como familia BET (Bromodomain and Extra-Terminal), la cual contiene
BRDs formados por dos tandem de bromodominio (BD1 y BD2) y un C-terminal
Extra-Terminal (ET); BRD2, BRD3, BRD4 y BRDT forman parte de esta
subfamilia [25].

2.2.3 Inhibidores de bromodominios

En los ultimos afios los inhibidores de BRDs (iBRDs) han adquirido mayor
relevancia ya que potencialmente pueden ser usados como tratamiento para

varias enfermedades [23].

En cancer se ha encontrado que estructuras como JQ1 (iBRDs) inhiben al
complejo BRD4-NUT, una oncoproteina generada de la fusién entre BRD4 y NUT
(Nuclear protein in testis) que resulta de una translocacién en el NMC (NUT
Midline Carcinoma), un tipo de cancer muy agresivo. También ha sido probado
para el tratamiento de leucemia mieloide aguda, mieloma multiple y linfoma de

células B (tipos de cancer de indole hematoldgico); el mecanismo general es la
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inhibicién de BRD4. Como se mencion6 anteriormente los BRDs, en este caso
BRD4, al unirse a la Kac reclutan factores de elongacion hacia la cromatina; uno
de ellos P-TEFb (Positive Transcriptional Elongation Factor b) el cual es una
cinasa que fosforila varias regiones importantes para el control transcripcional.
Dicho factor de elongacién propicia la liberacion de RNA polimerasa Il (Pol Il) y
por lo tanto la transcripcion de genes. Al inhibir a BRD4 la transcripcion de

algunos genes (proto-oncogenes) es suprimida o disminuida [23].

En enfermedades inflamatorias (artritis reumatoide y osteoartritis) ha sido
demostrado que compuestos como I-BET762 (iBRDs) pueden suprimir o bien
disminuir la expresion de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL1B, IL6 e IL12A)
asi como de FTs (factores de transcripcion) involucrados en la modulacion de la
respuesta inflamatoria. Ademas, se sabe que la estimulacion de los macréfagos
por lipopolisacarido (LPS) activa al receptor TLR4 (Toll-like receptor) permitiendo
la expresion de FTs pro-inflamatorios especificos, los iBRDs como I-BET762 han
mostrado alta selectividad en la supresion de un conjunto de genes inducidos
por el LPS y por lo tanto la cadena de sefales para liberar citocinas se ve
afectada [23].

Se ha observado que en enfermedades como fallo cardiaco la transcripcion es
inducida por el estrés generado y es coactivada por BRD4. BRD4 activa FTs
como NF-kB que favorecen el progreso de la enfermedad. Algo distinto sucede
con otras cardiopatias como la ateroesclerosis, en donde su progresién es
reducida por el transporte del colesterol de la arteria al higado para su excrecién
por procesos como el transporte reverso de colesterol. Proteinas como ApoA1y
lipoproteinas de alta densidad (HDL, High-Density Lipoproteins) actuan como
aceptores y transportadores del colesterol. RVX-208, fue el primer iBRD probado
en ensayos clinicos, este inhibidor estimula la transcripcién de ApoA1 [23]. En la
Tabla 3 se resumen iBRDs y la fase de desarrollo clinico en donde se

encuentran.

10



MARCO TEORICO

Tabla 3. iBRDs de la familia BET en ensayos clinicos. Modificado de Ferri, E., C.
Petosa, and C.E. McKenna. Biochem. Pharm. 2016 ,106:1-18.

Inhibidor Patrocinador Fase Padecimiento Inicio Estado Ensayo clinico
RVX-208 Resverlogix Il AT, DPyEAC Oct 08 Completado NCT00768274
Il ATy EAC Dic 09 NCT01058018
IIb EAC Sep 11 “ NCTO01067820
IIb DPy EAC Ago 11 “ NCT01423188
Il DB Nov 12 “ NCTO01728467
Il DPy EAC May 13 Terminado NCT1863225
1] DMT2y EAC Oct 15  Reclutamiento NCT02586155
I-BET762 GSK I NMC Mar 12  Reclutamiento NCTO01587703
I Hematologico May 14 “ NCT01943851
OTX-015 Oncoethix I LMAy LDCB Dic 12  Reclutamiento NCT01713582
(Merck) Ib NMC y CPRC Oct 14 “ NCT02259114
lla Glioblastoma Oct 14 Activo NCT02296476
CPI-0610 Constellation I Linfoma Sep 13  Reclutamiento NCT01949883
Pharmaceuticals | Mieloma multiple Jul 14 “ NCT02157636
I LMA y SMD Jun 14 “ NCT02158858
TEN-010 Tensha I NMC Oct13  Reclutamiento NCT01987362
Therapeutics LMA 'y SMD Oct 14 ¢ NCT02308761
BAY 1238097 Bayer I Cancer avanzado  Mar 15  Reclutamiento NCT02369029
ABBV-075 AbbVie I Cancer de mama Abr 15  Reclutamiento NCT02391480
INCB 054329 Incyte I/l Céncer avanzado May 15  Reclutamiento NCT02431260
BMS-986158  Bristol-Myers IMA  Cancerdeovarioy Jun15 Reclutamiento NCT02419417
Squibb CPRC
FT-1101 Forma I LMA y SMD Sep 15 Reclutamiento NCT02543879
Therapeutics

AT=Aterosclerosis, CPRC= Cancer de Prostata Resistente a la Castracion, DB= Diabetes,
DMT2= Diabetes Mellitus Tipo 2, DP=Dislipidemia, EAC= Enfermedad Arterial Coronaria,
LDCB=Linfoma Difuso de Células B, LMA= Leucemia Mieloide Aguda, NMC= NUT Midline
Carcinoma y SMD= Sindrome Mielodisplasico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar relaciones estructura-actividad de una coleccion publica de
inhibidores de bromodominios (familia BET) mediante el desarrollo de un analisis

quimioinformatico automatizado de panoramas de actividad.
3.2 Objetivos particulares
e Desarrollar un programa (script) que permita la automatizacién del analisis de

panoramas de actividad incluyendo la deteccion de acantilados de actividad.

e Describir y caracterizar cuantitativamente el panorama de actividad de 88

iBRDs de la familia BET reportados en bases de datos publicas.

¢ |dentificar subestructuras quimicas que generen cambios muy pronunciados

en la actividad de los iBRDs.
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4.  METODOLOGIA

La metodologia se divide en cuatro partes principales: a) Preparacion o curado
de bases de datos. 2) Estrategia general del modelado de panoramas de
actividad. 3) Relaciones de estructura-actividad de iBRDs. 4) El desarrollo de un
script para automatizar parte del analisis de las relaciones estructura actividad

utilizando el concepto de panoramas de actividad.
4.1 Curado de la base de datos

Las estructuras quimicas y los valores de ICso de los diferentes iBRDs (hacia las
isoformas BRD2, BRD3 y BRD4) fueron obtenidos de un trabajo previamente
publicado por Prieto-Martinez et al., 2016. Los autores obtuvieron la informacion
y las estructuras de ChEMBL versidon 20 (European Molecular Biology
Laboratory): una gran base de datos estructurales de libre acceso. Las moléculas
fueron descargadas como SMILES (Simplified Molecular Input Line Entries) y
después convertidas a estructuras en 3D utilizando MOE (Molecular Operating
Enviroment), version 2013. Para curar la base de datos se utilizo el médulo Wash
implementado en MOE. Con dicho médulo se estandarizaron las estructuras de
la siguiente forma: se removieron sales metalicas y componentes minoritarios
(moléculas de solventes y contraiones) y se recalcularon los estados de
protonacion (desprotonando acidos fuertes y/o protonando bases fuertes). Se
utilizé la estereoquimica codificada en la notacion SMILES [26]. De las 207
estructuras encontradas soélo 88 fueron utilizadas debido a que las demas
presentaban actividad para otras familias de BRDs. Para clasificar las
actividades como: inactivas, de actividad media y activas se utilizaron como
criterios de I1Cso: inactivo = 10.0 uM, actividad media entre 1.0-9.99 uM y activo
< 1.0 Mm [26]. Los valores de ICso para los tres receptores se resumen en el
Apéndice A.2, al igual que el identificador interno (ID) utilizado y el asignado por
ChEMBL.

4.2 Modelado de los panoramas de actividad (SAS maps)

Para representar la estructura molecular se utiliz6 como huella digital ECFP de
diametro cuatro. Para este fin se usé el script desarrollado por MayaChem Tools,
ExtendedConnectivityFingerprints.pl [11]. Dicho script generd un vector binario

para cada compuesto. Una vez obtenidos todos los vectores, se obtuvo la matriz
13
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de similitud empleando el Ct. Tanto la matriz de similitud como el coeficiente

fueron obtenidos con el script de MayaChem Tools
SimilarityMatricesFingerprints.pl. Es importante notar que tanto el calculo de
similitud estructural como el del Ct se obtiene por comparaciones pareadas. El

calculo del Ct fue obtenido de la siguiente manera:

SUM (Xai*Xbi)
(SUM (Xai?)+SUM (Xbi2)—SUM (Xai*Xbi))

(4)

En donde, SUM (Xai * Xbi) es la suma de los bits que comparten ambos
compuestos. Los términos Xai? y Xbi? en el denominador tiene el objetivo de

normalizar los valores de 0 a 1 [11].

Para el tratamiento de las actividades, se uso el valor absoluto de las diferencias
entre los cologaritmos de los ICso0 (Ecuacion 3), en vez de la similitud de
actividades. Es importante notar que todos los valores de |Cso fueron tratados en

molar (M).

Para poder definir los limites que generan las diferentes regiones del SAS map
fue importante tomar en cuenta la informacion de la base de datos y la manera
en la que ésta se generd. No existe un criterio unico ni absoluto para definirlos,
sin embargo, los mas utilizados estan establecidos por una o dos unidades
logaritmicas de |4ApIC50(T)a,b|, en el presente trabajo se utiliza una unidad

logaritmica. En el caso de la similitud estructural se utilizé la mediana [10].
4.3 Analisis de las relaciones estructura-actividad de iBRDs

Para poder analizar las relaciones estructura-actividad de los diferentes iBRDs
se identificaron los nucleos base de los compuestos, se cuantifico el valor del
SAR en general y se analizaron los AC de mayor importancia y la informacién
que de ellos se puede obtener (el valor de SALI, actividades, selectividad hacia

algun receptor, subestructuras de mayor importancia, etc.).
4.3.1 Scaffolds moleculares

Los nucleos base o scaffolds moleculares fueron generados con DataWarrior,
version 4.4.3, un programa quimioinformatico para la visualizacién y analisis de
informacion quimica [27]. Se utilizaron los modulos de Analyse Scaffolds y

Murcko Scaffols. El analisis por Murcko localizé todos los sistemas ciclicos de
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las moléculas, manteniendo los atomos y enlaces que se encontraban

directamente conectados a los diferentes anillos.
4.3.2 Analisis del SAR global

El indice SARI (Structure-Activity Relationship Index) esta disenado para
cuantificar las caracteristicas del SAR de un conjunto de compuestos activos con
actividad hacia una diana especifica [28]. Esta constituido por dos tipos de
funcién de puntuacion que evaluan la continuidad (scorecont) y la discontinuidad
(scoreuisc). El valor total de la continuidad (rawcont) mide la actividad ponderada
mientras que el de la discontinua (rawdsc) determina el promedio de las

diferencias de actividad de pares de compuestos similares.

_ Ycompuesto i#jWi,j Sim (i.j)

Zcompuesto izj Wi j

TAWeone = 1

(5)

El valor ponderado para cada par de compuestos (i, j) esta definido como:

- pICsq (i) x pICso(J)
LI 14|pICso (i) — pICso(j)]

(6)

El calculo de la discontinuidad se realizé utilizando la siguiente ecuacion:

Zi,j |sim (i,j)>mediana i#j [pIC50(i) — PIC50(J)| x sim (i.))
# de compuestos que cumplen con: i,j |sim (i,j)>mediana i+j

(7)

raWgisc =

Los valores de rawcont y rawaisc fueron normalizados en una escala de 0 a 1 con
una base de referencia (Apéndice A.2) para poder obtener el scorecont y el
Scoredisc. Estos datos fueron sustituidos en la siguiente expresion, para conocer
el indice del SAR [28]:

SARI = % (score on: + (1 — scoreyis.)) (8)

4.3.3 Andlisis de activity cliffs

Con los AC de mayor relevancia se realizé el estudio de los cambios
subestructurales de mayor importancia. También, se realizé la comparacién de

aquellos AC seleccionados, hacia dos y tres receptores simultaneamente.
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4.3.3.1 Analisis individuales, hacia un solo BRD: BRD2, BRD3y BRD4

Los compuestos clasificados como AC fueron aquellos que presentaron un valor
de |4ApIC50(T)a, b| mayor a una unidad logaritmica y en donde la similitud fue
mayor a la mediana de todos los valores del Ct. Una métrica utilizada para la
identificacion de AC fue el indice de los Panoramas de Estructura-Actividad (en
inglés SALI: Structure-Activity Landscape Index), el cual permitié identificar y
cuantificar los AC. Para el calculo de SALI se empled la siguiente ecuacion [29]:

|Ai—Aj|
1-sim(i,j)

En donde Aiy Aj son las actividades de la i-ésima y del j-ésima molécula, y sim(i,
j) es el Ct.

Con los pares catalogados como AC se realizé la identificacion de los activity cliff
generators (ACG). Es importante notar que a pesar de que no todas las
actividades fueron obtenidas bajo el mismo ensayo bioldgico, es posible utilizar
el término. Para la identificacion de los ACG se consideraron todas aquellas
moléculas que presentaron una frecuencia superior al valor promedio mas dos
desviaciones estandar del numero de pares de la region lll. Esto permitid
asegurar de forma estadistica que las moléculas identificadas presentaban una

frecuencia mayor al valor esperado [18], [30].

Una vez conocidos todos los AC se procedié a clasificarlos en dos categorias de
acuerdo a los criterios de la Tabla 4, el valor de ICso es de al menos un compuesto
[15].

Tabla 4. Criterios de clasificacion de los activity cliffs.

Categoria Criterios
Deep AC |ApIC50(T)a, b|> 2.0 Ct> Mediana ICs0< 1.0 uM
Shallow AC 1.0 < |4pIC50(T)a,b| <2.0 Ct>Mediana 1Cs0< 1.0 uyM

Para los deep AC identificados se realizd el analisis SAR, con el objetivo
identificar las subestructuras a las cuales se les atribuyeron las grandes

diferencias en plCso.
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4.3.3.2 Analisis pareado: BRD2-BRD3, BRD2-BRD4 y BRD3-BRD4

Se realizaron mapas de tipo DAD (Dual-activity difference maps) con el objetivo
de identificar cambios estructurales que favorecen la actividad hacia un receptor,
para ello se seleccionaron compuestos que presentaron actividad hacia ambas
dianas. Con las actividades se calculo la diferencia de plCso(T)ij, de cada par de
compuestos, el criterio de division utilizado fue un intervalo de una unidad
logaritmica [31]. Respecto a la similitud estructural, los pares de compuesto se
filtraron seleccionando s6lo aquellos AC con una similitud molecular mayor a la
mediana de la base de datos. De las diferentes regiones del DAD map se
estudiaron aquellos pares localizados en Z2, esto con el objetivo de identificar
cambios estructurales que invirtieran la selectividad de dos compuestos similares
(selectivity switch). En la regién Z1 los cambios estructurales favorecen las
actividades en un solo sentido y las regiones Z3 y Z4 corresponden a pares de
compuestos con actividades similares hacia un receptor; la region Z5 contiene

pares con actividades similares hacia ambos receptores [10].

Figura 5. DAD map y las zonas que lo constituyen. En las zonas Z1, cambios grandes o pequefios en las
estructuras generan un impacto similar hacia ambos receptores. En Z2, los cambios estructurales afectan de
manera opuesta a las actividades. Z3 y Z4 representan zonas en donde las actividades son similares para un
blanco, pero distintas para el otro y en Z5 se encuentran los pares que presentan actividades similares para
ambos receptores. Modificado de Medina-Franco, JL. J. Chem. Inf. Model., 2012, 52:2485-2493
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4.3.3.3 Anadlisis simultdneo hacia los tres receptores: BRD2-BRD3-BRD4

Se llevo a cabo el analisis de los graficos TAD (Triple activity-difference) (Figura
6) que son una extension de los DAD maps. Se interpretaron los TAD maps
agrupando los DAD maps generados de la combinacién de dos receptores:
BRD2-BRD3, BRD2-BRD4 y BRD3-BRD4 [31].

A Actividad (receptor 3)

A Actividad

A Actividad (receptor 1)

(receptor 2)

Figura 6. TAD map y las zonas que lo constituyen. Tomado de Medina-Franco, J.L., et al. J.
Chem. Inf. Model. 2011, 51:2427-243

4.4 Elaboracion del script para la automatizacion del analisis SAR

Con el objetivo de automatizar una parte del analisis de los panoramas de
actividad se elabord un script en el lenguaje Python 3.5.2. El cual genera a partir
de archivos con extension .sdf (estructuras) y .csv (actividades) las matrices de
similitud molecular mediante el calculo del Ct y el del valor |ApIC50(T)a,b]|.
Ademas, permite la seleccion del fingerprint (ECFP de radio 2, 3 0 4 y MACCS
keys). Cuantifica la cantidad de pares en cada region del SAS map y genera la
representacion grafica del mismo. Por ultimo, exporta todos los datos en un
archivo .csv, el cual contiene la siguiente informacion: ID de cada compuesto en
el par, su valor de Ct, el valor de |4pIC50(T)a, b| y la region a la que pertenece
el par de compuestos. En la Figura 7 se muestra el flujo general de tareas que
se llevan a cabo. El script completo se encuentra en el Apéndice A.3.
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Archivo _sdf

Y

[ Seleccion del fingerprint ]

! l

Ingresar archivos
con extension:

Archivo .csv

sdf (estructuras)

-Csv r.lcrn'.\)

Y

[ Transformar ICso de nM a M ]

Y

MACCS keys
ECFP diametro=4,6y 8

Consenso
MACCS/ECFP4

[ Obtener el co-logaritmo (plCso) ]

I |
’

de Tanimoto

|

[ Obtener la mediana de

[ Calculo del coeficiente

la Similitud molecular

|

Establecer la mediana
como division en el eje de
las abscisas

I

r

Matriz de [
similitud
molecular

Calcular |ApIC50(T)a, b| ]

Y

Establecer una unidad
logaritmica. Division en el
eje de |as ordenadas

Realizar el grafico
Similitud molecular vs
Diferencia de
actividades

f———

l—» [ Grafico interactivo on pick

Cuantificacion de puntos
y porcentajes de cada

regién

Exportacion de
archivos .csv

Figura 7. Diagrama de flujo de la automatizacién parcial del analisis SAR. Se colocan las

principales tareas que lleva a cabo el script.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Base de datos

En la mayoria de los casos las actividades de los inhibidores hacia los diferentes
BRDs fue distinta. Aquellos compuestos cuyo ICso no fue reportado se eliminaron
del estudio, segun el receptor del que se tratara. La Tabla 5 resume el numero

de compuestos estudiados y la distribucion de la actividad biolégica.

Tabla 5. Resumen general de las actividades en las bases de datos.

iBRD Compuestos % inactivo % actividad % activo Valor Valor Media*
intermedia minimo* maximo*

iBRD2 84 23.81 63.10 13.10 0.0299 100 7.41

iBRD3 79 12.66 59.49 27.85 0.0284 100 4.96

iBRD4 86 18.60 65.12 16.28 0.0008 51.2 6.07

* Los valores representan a la ICsoen uM.

Es notorio que uno de los compuestos (Cmpd_87) de la base de iBRD4 tuvo el
valor mas pequeino de actividad reportada entre todas las bases de datos (ICso
= 0.0008 pM). Lo anterior influyo en el valor de |ApIC50(T)a, b| y por lo tanto en
la regién del SAR en donde se localizé el par de compuestos que contenia a
Cmpd_87. Los compuestos mas abundantes fueron los de actividad media con
un porcentaje de aproximadamente el 60%. Ademas, los iBRD2 e iBRD4
presentaron un porcentaje de compuestos activos menor a los inactivos, algo
que no sucedié con los iIBRD3. Lo anterior posiblemente se atribuye a la afinidad
de los compuestos para ese receptor y al tipo de compuestos depositados a la
fecha en ChEMBL.

5.2 Modelado de los panoramas de actividad (SAS maps)

Del modelado de los panoramas de actividad se obtuvieron tres SAS maps
(Figura 8), uno para cada isoforma de BRD estudiada. Dado que la cantidad y
tipo de compuestos analizados en cada SAS map fue distinto (84, 79 y 86, para
BRD2, BRD3 y BRD4, respectivamente) el valor de la mediana de similitud
estructural cambi6 (0.23, 0.21 y 0.23, respectivamente). Graficamente es posible
observar que las regiones en donde se encuentra el mayor numero de pares de
compuestos son las regiones | y Il (Scaffold hops y Smooth SAR,
respectivamente) con porcentajes entre 33.79 y 42.08%, indicando que entre
20
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ambas zonas del SAR se encuentra del 73.6% al 80.18% del total de las

combinaciones. Este resultado se obtuvo con los tres mapas en la Figura 8.
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Figura 8. SAS maps de los iBRDs (BRD2, BRD3 y BRD4).
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RESULTADOS Y DISCUSION
La region Il (activity cliffs) es la que tuvo el menor numero de compuestos con

un porcentaje promedio de 8.02 + 1.34%. En la Tabla 6 se resumen los valores

obtenidos para cada region, asi como el numero de combinaciones generadas.

Tabla 6. Porcentajes de las combinaciones en las diferentes regiones del SAS map.
Para los iBRDs (BRD2, BRD3 y BRD4).

BRD2 BRD3 BRD4
N= 58
n utilizada: 84 n utilizada: 79 n utilizada: 86
n despreciada: 4 n despreciada: 9 n despreciada: 2
Valor mediana: 0.23 Valor mediana: 0.1 Valor mediana: 0.23
Total de combinaciones: 3486 100.0% Total de combinaciones: 3081  100.0% Total de combinaciones: 3655 100.0%
Reqiones del SAS map Repiones del SAS map Repiones del SAS map Media
Activity cliffs: 226 G48%  Activity cliffs: 274 BR9%  Activity cliffs: M8 870% 802 £1.34%
Scaffold hops: 1328 38.10%  Scaffold hops: 1115 36.19%  Scaffold hops: 1235 3379%  3003:216%
SAR continuo: 1467 4208 % SAR confinuo: 1210 3927% SAR confinuo: 1455 30831% 4039:149%
No descripfiva: 386 11.07 % Mo descripfiva; 393 1276% No descriptiva: B0 1532%  13.05+x214%
Indeterminados: 79 227% Indeterminados: 89 2.89%  Indeferminados: 7 238 % 251£033 %

N= Total de compuestos en la base de datos, n= compuestos utilizados.

Una regién antes no descrita, la de los indeterminados, fue introducida en la
clasificacion ya que en ella se encuentran pares que se localizan sobre alguno
de los ejes. Si bien, depende de la seleccidn de los limites, la cantidad y tipo de
combinaciones “indeterminadas” debe ser tomada en cuenta ya que per se no
forma parte de ninguna region y por lo tanto esta fuera del analisis. La regién IV
o no descriptiva no fue considerada en el analisis debido a que presenta
compuestos con grandes diferencias de plCsoy poca similitud estructural, estas
combinaciones no proporcionan informacién de relevancia en el analisis

estructura-actividad.

En general, se observa que en la representacion grafica para BRD4 existen
pares de compuestos cuyo valor de |4ApIC50(T)a,b| sobrepasa las cuatro
unidades logaritmicas, esto debido a la presencia de un compuesto con la
actividad mas baja en toda la base de datos (Cmpd_87). En el panorama de
actividad de BRD3 dos pares de compuestos presentaron una similitud cercana
a 1.0, uno de los cuales esta en region Il (Cmpd_2 y Cmpd_3). Ademas, debido
a que es el SAS map en donde se eliminaron mas compuestos con el mismo
nucleo base (scaffold) se observa la separacion en dos grupos. Respecto al
modelado para iBRD2, la region Il presentd la menor cantidad de combinaciones

de todas las representaciones graficas.
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RESULTADOS Y DISCUSION
5.3 Andlisis de las relaciones estructura-actividad de iBRDs

En esta seccion se describen los analisis generales realizados (tales como:
scaffolds moleculares y SAR global), asi como el relacionado con los AC
encontrados.

5.3.1 Scaffolds moleculares

El analisis de los scaffolds moleculares permitié conocer la diversidad de la base
de datos respecto a los sistemas ciclicos de los compuestos. En este analisis se
encontré que el nucleo base mas frecuente fue el 4-fenil-1,2-oxazol con una
proporcién de 13/88 (14.77 %). En contra parte se observé que la proporcién
mas grande (20.45 %, fraccidon en color morado) estaba constituida por
compuestos con scaffold unico (18 nucleos base distintos). En la Figura 9 se
observa una fraccion color azul turquesa que indica el porcentaje (15.92%) de
estructuras que comparten el scaffold con otra, es decir, dos compuestos con el
mismo scaffold. Una situacion similar ocurre con la fraccion color rosa (17.05%),
que indica que cinco compuestos comparten un mismo scaffold (de los cuales
se encontraron tres nucleos diferentes, 15 compuestos). Las fracciones
restantes (11.36%-azul claro y 13.64%-amarilla) representan a 12 y 10
compuestos respectivamente, que comparten el mismo scaffold cada una. De
los 33 scaffolds localizados en toda la base de datos 30 (60.24%) estan

representados por mas de un compuesto.
/O\t\ 4-fenil-1,2-oxazol
©/ 13 compuestos
r’/\\

-(1,2-oxazol-4-il) -N-fenilbencen-1-
sulfanamrda
12 compuestos

Un compuesto (1.14%) con un scaffold en comdn,
18 scaffolds.

Bencil [6-fenil-4H- [1,2,4] triazolo [4,3-a]
[1.4] benzodiacepin-4-yl] carbamato
10 compuestos

“ ]
G’QT‘ d%f
(¢

H
i
- -~ \5
) 3'&l % S

*] =
@ Tres compuestos (3.41 %) con un scaffold en comun, dos
scaffolds.

Dos compuestos (2.27%) con un scaffold en comun,
siete scaffolds.

Cinco compuestos (5.68 %) con un scaffold en
comun, tres scaffolds.

Figura 9. Frecuencia de scaffolds moleculares de los 88 iBRDs.
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5.3.2 Andlisis del SAR global

Para poder cuantificar el SAR de las bases de iBRDS se utilizo el indice SARI.
Este indice toma en cuenta la distribucion de la diversidad estructural y las
diferencias en las actividades [28]. En la Tabla 7 se indican los scores y el valor

de SARI obtenido para cada isoforma.

Tabla 7. Valores de SARI obtenidos para cada conjunto de compuestos iBRDs

iBRD Scorecon Scoregisc SARI
iBRD2 0.52 0.37 0.57
iBRD3 0.48 0.31 0.58
iBRD4 0.48 0.54 0.47

De acuerdo con Peltason L. y Bajorath J. (2007) entre mayor es el valor de SARI
mayor es el caracter de continuidad; dicho de otra manera, las diferencias
estructurales entre los compuestos no generan cambios abruptos en la actividad
de los mismos. Respecto a los resultados obtenidos (Tabla 7), los inhibidores de
BRD2 y BRD3 fueron catalogados como SAR continuo. Indicando que el cambio
en las actividades entre pares de compuestos es gradual al cambio de sus
estructuras, lo cual es consistente con el principio de “compuestos semejantes
tiene propiedades semejantes” [28]. Sin embargo, el calculo del score de
continuidad pondera el impacto de las actividades sobre el de la similitud, por lo
que pares de compuestos con diferencias estructurales significativas son
tomados en cuenta siempre y cuando exista similitud entre las actividades. Esto
facilita la identificacion de subestructuras, también conocidas como bioisdsteros,
que permiten mantener la actividad con una disminucion de toxicidad o
incremento de la afinidad.

En cuanto a los iBRD4 el valor de SARI fue de 0.47 lo que es representativo de
un SAR heterogéneo. En otras palabras, las relaciones estructura-actividad entre
estos compuestos presentan una influencia de ambos tipos de SAR (continuo y
discontinuo). A diferencia de los dos casos anteriores, los iBRD4 tienen el valor
de scoredisc mas alto, lo cual hace referencia a que las diferencias de actividades
son considerablemente mayores a los de las otras bases. Esto se observa en el
SAS map de este receptor debido a que es el unico que presenta valores de

|ApIC50(T)a, b| mayores a tres unidades logaritmicas.
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5.3.3 Andlisis de activity cliffs

En esta seccién se analizan los AC para cada receptor, asi como las
representaciones graficas de DAD y TAD.

5.3.3.1 Andlisis individuales, hacia un solo BRD: BRD2, BRD3 y BRD4

La cantidad de AC encontrados para BRD2, BRD3 y BRD4 fue de 226, 274 y
318, respectivamente. La Tabla 8 resume el numero de compuestos y la
clasificacion a la que pertenecen segun el tipo de AC, al igual que el valor minimo
y maximo de SALI.

Tabla 8. Cantidad de activity cliffs y categoria a la que pertenecen.

BRDs Ct > Mediana y SALI
|ApIC50(T)a, b| Actividad Cantidad de
(AbsAct) compuestos | Min. Max.
BRD2 226 AbsAct > 2.0 11 | Inact-Act 8 Deep | 2.99 16.00
Inter-Act 3 AC 5.32 8.42
1.0 <AbsAct<2.0 | 215 | Inact-Act 75 | Shallow | 1.49 5.51
Inter-Act 22 AC 1.34 12.29
Act-Act 2 1.96 4.9
Inact-Inter 116 1.32 8.42
BRD3 274 AbsAct > 2.0 18 | Inact-Act 8 Deep 2.66 | 2.3x10™
Inter-Act 6 AC 2.85 7.76
Inact-Inter 4 4.88 7.41
1.0 < AbsAct <2.0 | 256 | Inact-Act 81 | Shallow | 1.59 6.09
Inter-Act 111 AC 1.29 11.07
Act-Act 6 1.54 5.68
Inact-Inter 48 1.45 10.00
BRD4 318 AbsAct > 2.0 75 | Inact-Act 17 Deep 2.91 9.16
Inter-Act 55 AC 2.83 8.84
Act-Act 3 3.29 4.31
1.0 < AbsAct < 2.0 | 243 | Inact-Act 32 | Shallow | 1.84 6.73
Inter-Act 69 AC 1.35 13.64
Inact-Inter 142 1.36 9.44

Inact= Inactivo, Inter= Actividad Intermedia y Act=Activo.

Enla Tabla 8 se observan los AC que fueron subclasificados (de acuerdo al nivel
de actividad de ambos compuestos en cada par) como: Inact-Act, Inter-Act, Act-
Act e Inact-inter. Lo anterior se realizd con el objetivo de discriminar entre
aquellos pares que no presentaron por lo menos un compuesto activo. Aquellos
pares que cumplieron con los criterios para deep AC o AC profundos estan
indicados con color gris.

Respecto a los valores de SALI, en BRD3 se encuentra el par con el valor mas
alto de todas las bases (2.3 x10"3), el cual sera discutido mas adelante. Si bien

un valor alto de SALI es indicativo de la presencia de un AC, no siempre es el de
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mayor relevancia. En los inhibidores de BRD2 tenemos que para la

subclasificacion de los deep AC en donde los pares tienen un compuesto de
actividad intermedia y el otro con actividad (Inter-Act), tres compuestos donde el
valor mas alto de SALI es de 8.42. Para el mismo receptor y subclasificacion
(Inter-Act), pero respecto a los shallow AC, hay 22 compuestos en donde el valor
mas alto de SALI es de 12.29. Con lo anterior se ejemplifica que un valor de SALI
alto no necesariamente hace referencia a un AC de mayor relevancia. Ademas,
es posible tener valores de SALI similares en las diferentes regiones del SAS
map, por lo cual SALI sélo es utilizado como un orientador en la identificacion de
AC mas no como un criterio unico.

Con los pares de compuestos catalogados como AC (sin distinguir entre los deep
y shallow) se identificaron aquellas estructuras ACG. Estas moléculas y su

frecuencia se resumen en la Figura 10.

Frecuencia de activity cliffs (ACG) para iBRD2
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Frecuencia de activity cliffs (ACG) para iBRD4
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Figura 10. Frecuencia de los activity cliffs generators (ACG) (continuacion)

Para los iBRD2 se identificaron como ACG a los compuestos Cmpd 17,
Cmpd_37, Cmpd_38 y Cmpd_87, con frecuencias de 26, 18, 22 y 27,
respectivamente. De los cuatro ACG, Cmpd_38 y Cmpd_87 presentan la misma
subestructura (3,5-dimetil-4-fenil-1,2-oxazol); Cmpd_37 es el unico de los ACG
con un nucleo triazolobenzodiacepinico y Cmpd_17 comparte la subestructura
5-(3,5-dimetil-1,2-oxazol-4-il)-2-metoxi-N-R-benceno sulfonamida con otros
ACG, en donde R es un sustituyente distinto.

Para los iBRD3 los ACG fueron los compuestos Cmpd_ 15, Cmpd 17,
Cmpd_19, Cmpd_60 y Cmpd_63, con frecuencias de 19, 30, 19, 23 y 22,
respectivamente. Los cinco ACG presentaron la misma estructura que
Cmpd_27. Para los iBRD4 los ACG son los compuestos Cmpd_38, Cmpd_50
y Cmpd_87 con frecuencias de 28, 27 y 56, respectivamente. Los tres
compuestos tienen la misma subestructura (3,5- dimetil-4-fenil-1,2-oxazol).

La generacion de los ACG es consecuencia de compuestos con actividades muy
distintas en comparacion con el otro compuesto con el que forman el par. Es
probable que esta diferencia interfiera con la ecuacion matematica que
correlaciona las propiedades de los compuestos en modelos QSAR [14]. Por tal
motivo el estudio SAR previo a la realizacion de estos modelos es una
herramienta util que permite eliminar aquellos compuestos que impidan una

adecuada correlacion de la informacion.

27



RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los criterios de clasificacion se consideraron a los deep AC como

aquellos AC de mayor importancia dada la diferencia entre las actividades de los
pares de compuestos (dos o0 mas unidades logaritmicas de plCso). Para BRD2,
BRD3 y BRD4 se obtuvieron 11, 14 y 75 deep AC, respectivamente. En BRD3
se descartaron cuatro pares con un valor de |4pIC50(T)a,b| superior a dos
unidades logaritmicas ya que no cumplian con el criterio de que por lo menos
uno de los compuestos fuera activo. En BRD4 se observo la subclasificacion Act-
Act para tres pares siendo el unico caso que se presenta, esto debido a que el
conjunto de compuestos contiene la actividad mas pequefia de todas las bases
de datos, permitiendo que existan grandes diferencias incluso entre compuestos
catalogados como activos.

La Figura 11 muestra las estructuras de los 11 deep AC para BRD2. En general
se aprecia que cualquier cambio en la estructura de Cmpd_37 genera un
aumento en la ICso lo que provoca que disminuya su actividad al requerir una
mayor concentracion del inhibidor. En cada comparacion se observaron cambios
tanto en las subestructuras como en la estereoquimica. La modificacion mas
representativa es generada al cambiar el bencilo de Cmpd_37 (considerado
ACG) por un metilo en Cmpd_2, lo que produce que el segundo compuesto
alcance una concentracion inhibitoria de 100 uM (generando el valor mas alto de
SALI para los AC de este receptor, 16.0). Los compuestos Cmpd_13, Cmpd_71,
Cmpd_73 y Cmpd_79 se caracterizaron por tener sustituciones en los bencenos
del nucleo triazolobenzodiacepinico, lo cual afectd el valor de ICso llevando la
clasificacion de las actividades de los compuestos hasta intermedia e inactiva.
Las comparaciones de Cmpd_37 con Cmpd_1, Cmpd_80y Cmpd_86 muestran
que posiblemente el carbamato y las modificaciones en la estructura de
carbamato tienen un rol importante en la actividad de estos inhibidores. Como lo
muestra la Figura 11, la modificacion en el carbamato de Cmpd_37 modificé la
concentracion requerida para inhibir al receptor, alcanzando concentraciones
inhibitorias por encima de 25 uM. De todos los deep AC so6lo aquellos formados
con Cmpd_37 generaron Matched Molecular Pairs (MMP), que son pares de
compuestos que solo difieren en una subestructura ubicada en un sitio especifico
[18]. Estos compuestos son de mucho interés debido a que pueden dirigir y
facilitar la optimizacion de los compuestos en estudio.

Respecto a los pares Cmpd_77 y Cmpd_82 que hacen AC con Cmpd_2 es

notorio que el cambio de carbamato por etilacetamida mejora la actividad al igual
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que el bencilo en el carbamato (como se habia observado anteriormente).
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Figura 11. Deep AC de los iBRD2.

La Figura 12 muestra los 18 deep AC encontrados para BRD3. De manera similar
a BRD2, Cmpd_37 formé parte de la mayoria de los pares. Sin embargo, este
compuesto no es considerado como ACG ya que su frecuencia se encuentra por
debajo de la media + 20. Los inhibidores con los que formoé los deep AC fueron
los mismos que con BRD2, manteniendo un comportamiento similar de las
actividades. El par Cmpd_2 con Cmpd_3 generd el valor mas alto de SALI
calculado entre todas las bases de datos (2.3 x10'3). Dicho valor fue producido
por la alta similitud estructural, siendo la estereoquimica entre los compuestos la
unica diferencia (Cmpd_2 con la forma enantiomérica (S) y Cmpd_3 (R)). Esta
disconformidad genero que se requiera una menor concentracion (0.501 uM) del
enantiomero (R) en relacién con la del estereoisémero (S) que fue de 100 uM.
Otros compuestos como Cmpd_65, Cmpd 77 y Cmpd_82 mejoraron su
actividad en relacion con Cmpd_2 al cambiar la orientacion del enlace entre el
carbamato y el nucleo triazolobenzodiacepinico, cambiando de actividades
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consideradas inactivas a activas. De las comparaciones realizadas con

Cmpd_82 es notorio que resulto favorable la sustitucién del carbamato, presente
en practicamente todos los compuestos, por etilacetamida. Lo anterior se
observa en el hecho de que en semejanza con Cmpd_13, Cmpd_1y Cmpd_86,
mostré una actividad en el rango de los activos. El ultimo de los deep AC
encontrados para este receptor fue el constituido por Cmpd_17 (un ACG) y
Cmpd_66, los cuales conservaron la estructura 3,5-dimetil-4-fenil-1,2-oxazol. La
unica diferencia entre este par de inhibidores se debidé al cambio de la
imidazoquinolinona (Cmpd_66) por una piperidinil bencenosulfonamida
(Cmpd_17), aumentando la actividad de 0.20 a 21.0 uM.
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Figura 12. Deep AC de los iBRD3
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En la Figura 13 se muestran ejemplos de deep AC generados con Cmpd_87 (el
compuesto que mas AC generd para esta base de datos). En 56 de los 75 pares,
Cmpd_87 formé parte, incluyendo al par con el mayor valor de SALI (9.16,
Cmpd_87 y Cmpd_84). En las 56 comparaciones se conservo la estructura 3,5-
dimetil-4-fenil-1,2-oxazol y cualquier modificacion en ésta generdé un aumento de
ICs0. Ademas, debido a el valor tan pequefio de concentracion inhibitoria 50
(0.008 uM) fue posible encontrar valores de |ApIC50(T)a, b| mayores a las cuatro
unidades logaritmicas. Una caracteristica particular para este receptor fue que
se encontraron pares de compuestos cuyas actividades se mantuvieron en la
clasificacion de activas. Esto se llevd a cabo entre Cmpd_87 y Cmpd_6,
Cmpd_50y Cmpd_66 (Figura 13); los valores de actividad de estos compuestos
cambiaron de 0.008 hasta 0.398 uM permitiendo tener valores de |ApIC50(T)a, b|

mayores a las dos unidades logaritmicas.
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Figura 13. Deep AC de los iBRD4 con Cmpd_87.
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Se encontré que Cmpd_37 estaba presente en ocho de los 75 pares (Figura 14).
De estos pares cabe destacar que adiciones sobre los bencenos del nucleo
triazolobenzodiacepinico y cambios del carbamato por otros grupos aumentan el
ICs0 de los inhibidores. En los pares restantes, Cmpd_81, Cmpd_82y Cmpd_38
generaron deep AC con frecuencias respectivas de cinco, cinco y uno. Cabe
destacar que todos los pares comparados con tales compuestos tuvieron un
valor de |4pIC50(T)a,b| menor a las tres unidades logaritmicas y cambios

subestructurales en mas de un sitio.
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Figura 14. Deep AC de los iBRD4 con Cmpd_37.

N

5.3.3.2 Anélisis pareado: BRD2-BRD3, BRD2-BRD4 y BRD3-BRD4

Como se observa en los tres DAD maps de la Figura 15 la mayoria de los pares
(cerca del 80 %) se localizaron en la region Z5 (region central de los mapas).
Esto indica que son compuestos con actividades similares hacia ambas dianas
moleculares y por lo tanto tiene un impacto nulo o muy pequefio en la actividad
hacia un receptor en especifico. Las regiones Z4 y Z3 correspondieron a pares
de inhibidores con actividades similares entre si hacia un receptor, pero

diferentes hacia el otro. Debido a las caracteristicas de similitud estructural y
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RESULTADOS Y DISCUSION
diferencias de actividades seleccionadas, los pares localizados en esta region

son considerados AC especificos hacia una diana molecular. En la regién Z1 los
cambios estructurales entre los compuestos afectan en el mismo sentido la
actividad, ya se aumentandola o disminuyéndola, por lo que se afirma que los
pares comparten el mismo SAR [10]. Respecto a la regién Z2 unicamente el DAD
map generado por BRD2-BRD4 contuvo pares de compuestos. De los 27 pares,
todos incluyeron a Cmpd_87 (selectivity switch). Esto indica que los cambios
estructurales que son realizados en Cmpd_87 aumentan la selectividad hacia

BRD2, pero la disminuyen para BRD4.
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Figura 15. Dual-Activity Difference maps (DAD maps).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 15 también se representan dos ejemplos de estos pares: Cmpd_33-
Cmpd_87 y Cmpd_66-Cmpd_87. En ellos se observa que los cambios
estructurales en Cmpd_87 favorecen la inhibicion de BRD2 y la perjudican para
BRD4, debido a que las concentraciones de ICso disminuyen y aumentan,

respectivamente.

5.3.3.3 Andlisis simultaneo hacia los tres receptores: BRD2-BRD3-BRD4

TAD map BRD2 - BRD3 - BRD4

A pICy, BRD4

1 D -

0
ApICy, BRDy ! 2

4 3

Figura 16. Triple-Activity Difference map (TAD map).

La Figura 16 es un TAD map en donde se analizan simultaneamente las tres
representaciones de los DAD maps mostradas en la seccidn anterior. La mayoria
de las comparaciones se encuentra dentro del SAR continuo, debido a que estan
en la zona Z5 de por lo menos uno de los ejes. La informacion de mayor
relevancia obtenida con los TAD maps es la identificacion de AC especificos
hacia los tres o bien un receptor [29]. De todos lo AC encontrados para cada
receptor (BRD2, BRD3 y BRD4), 91 fueron los compartidos entre las tres dianas
moleculares. Por otra parte, los AC especificos fueron 40, 86 y 107 para BRD2,
BRD3 y BRD4, respectivamente. El gran numero de AC para BRD4 es atribuido
a Cmpd_87, por las razones discutidas anteriormente. A pesar de que los TAD
maps generan informacién interesante, el uso de los DAD maps es preferido ya

que los primeros son mas dificiles de visualizar.
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6. CONCLUSIONES

Este trabajo contribuye al desarrollo del campo de investigacion emergente
de la epi-informatica [32]. En especial, el proyecto facilita la elucidacién de
las relaciones estructura-actividad epigenéticas que a la fecha han sido
estudiadas en forma limitada, pero que tienen cada vez mayor interés y
relevancia [33].

Mediante la programacion de un script en Python, se facilitd la
automatizacién del analisis e identificacidon de los pares de compuestos; asi
como los ID de los mismos, los valores de Cty |4pIC50(T)a, b| y la region
donde se localizan.

El empleo de los SAS maps como modelado de los panoramas de actividad
permitio la caracterizacion cuantitativa de los iBRDs reportados en una base
de datos publica de la familia BET.

Se identific6 que, en el grupo de compuestos estudiados, cualquier
modificacion a la estructura de Cmpd_37 esta asociada a cambios
importantes en la actividad del inhibidor, pasando de ser considerado como
un compuesto activo a inactivo o de actividad intermedia. Esto se cumple en
los tres BRDs.

La estereoquimica de los compuestos juega un papel importante en la
inhibiciéon del receptor, siendo el enantiémero (S) de Cmpd_2 (inactivo) el
caso mas representativo, esto en los iBRD3.

Se determind que los cambios estructurales en Cmpd_87 para los iBRD4
afectan notablemente la actividad del inhibidor, clasificado como activo.

Se encontré mediante el analisis dual de relaciones-estructura actividad con
dos dianas bioldgicas que modificaciones realizadas en Cmpd_87 favorecen

la actividad hacia BRD2, pero la desfavorecen hacia BRD3.
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7. PERSPECTIVAS

Con la informacion generada en este trabajo se realizaran estudios QSAR con
aquellos compuestos que se localicen en la region Il del SAS también conocida
como regidon Smooth SAR o del SAR continuo, caracterizada por tener
diferencias del valor de |ApIC50(T)a, b| no mayores a una unidad logaritmica y
similitudes estructurales mayores a la mediana de todos los datos. Ademas, se
pretende eliminar aquellos compuestos catalogados como generadores de

acantilados de actividad y ver el impacto que esto tiene en el estudio QSAR.

Otra perspectiva de este trabajo es plantear hipotesis a nivel estructural de los
acantilados de actividad. Para corroborar estas hipotesis se realizaran estudios
de acoplamiento molecular automatizado (docking) con estructuras de rayos X
de los BRDs utilizados (BRD2, BRD3 y BRD4) y reportados en la literatura. Con
la informacion obtenida se pretenden buscar las posibles interacciones
estructurales de aquellos compuestos que sean selectivos hacia alguno de los
BRDs.

El método de automatizacién del analisis de panoramas de actividad mediante
los SAS y DAD maps se usara para analizar otros grupos de datos epigenéticos
u otros conjuntos de moléculas con actividad reportada hacia otros blancos de

interés terapéutico.

Se pretende optimizar y generar una interface visual y ejecutable (EXE) del

script desarrollado, con el objetivo de facilitar su uso y aplicacion.
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Abstract

The relevance of epigenetic drug discovery has increased during the past few years as
revealed by the augmenting number of related publications and the amount of structure
epigenetic activity data in compound databases. This chapter discusses the current status
of epigenetic target-based therapies. It is also analyzed the progress of QSAR models
developed for compounds databases screened with epigenetic targets. A special emphasis
is made on compounds directed to inhibitors of DNA methyltransferases, one of the first
epigenetic target families associated with therapeutic potential. Novel approaches applied
to develop models for inhibitors of bromodomains, other epigenetic target families with
high relevance in modern drug discovery programs, are also discussed. The chapter
analyses epigenetic activity landscape modeling, activity cliffs, and activity cliff
generators and their relevance to develop QSAR models. Computational methods applied
to elucidate Quantitative Structure-Epigenetic Activity Relationships are in line with the
increasing and developing research area of Epi-informatics.

Keywords: Activity cliffs, Activity landscape, Bromodomains, DNA methyltransferase,

Epigenetics, Epi-informatics, HDAC, SEARS

List of abbreviations: ACG: activity cliffs generators, ALM: activity landscape
modeling, BRD: bromodomain, DNMT: DNA methyltransferase, ERCS: Epigenetic
Relevant Chemical Space, FDA: Food and Drug Administration, HDAC: histone lysine
deacetylase, ISMs: instances that should be misclassified, MMP: matched molecular
pairs, MODI: modelability index, NSG: Network-like similarity graphs, PLIF: protein-
ligand interaction fingerprint, PLM: property landscape modeling, QSAR: quantitative
structure-activity relationship, SALI: structure activity landscape index, SAR: structure-
activity relationship, SAS: structure-activity similarity, SEARS: structure-epigenetic
activity relationships, SARI: structure-activity relationship index, SmAR: structure-

multiple activity relationship, SVMs: support vector machines.
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A.2 Bases de datos (ICso para BRD2, BRD3 y BRD4) y referencia para SARI

Las concentraciones son reportadas en nanoMolar, N/A se aplica en aquellos

casos en donde no hay ICso reportada:

Coml"[;‘esm CHEMBL ID | BRD2 (ICs) | BRD3 (ICs0) | BRD4 (ICs0)
1 CHEMBL2430887| 31623 6310 6310
2 CHEMBL2430872| 100000 100000 N/A
3 CHEMBL2430873 N/A 501.19 398
4 CHEMBL2181819| 3162.28 1584.9 6309.6
5 CHEMBL2181818| 1584.89 631 1258.9
6 CHEMBL2017285|  501.19 251.2 398.1
7 CHEMBL2017277| 1995.26 501.2 1258.9
8 CHEMBL2017283|  501.19 398.1 501.2
9 CHEMBL2017281 1000 501.2 794.3
10 CHEMBL2017273|  501.19 316.2 631
11 CHEMBL2017264| 12589.25 3162.3 7943.3
12 CHEMBL2017282| 2511.8899 631 1259
13 CHEMBL2430893| 10000 5012 5012
14 CHEMBL2017269| 794.33002 501.2 1259
15 CHEMBL2181714| 9000 13000 17000
16 CHEMBL2181713| 11000 8400 10000
17 CHEMBL2181712| 31000 21000 22000
18 CHEMBL2181711| 19000 11000 15000
19 CHEMBL2181708| 16000 11000 17000
20 CHEMBL2181707| 14000 8200 12000

21 CHEMBL2181704 800 700 1300
22 CHEMBL2181703 800 700 1000
23 CHEMBL2181701 8100 8600 7400
24 CHEMBL2181741 5600 4200 6500
25 CHEMBL2181740| 12000 8600 13000
26 CHEMBL2181720 1900 1300 3000
27 CHEMBL2181717| 3600 2200 5200
28 CHEMBL2181716 1500 1400 2500
29 CHEMBL2181715| 3600 3000 3200
30 CHEMBL2181718 1500 1100 2600
31 CHEMBL1950956| 2000 2500 2000
32 CHEMBL1828985| 2300 N/A 7500
33 CHEMBL1828983| 3300 N/A 7700
34 CHEMBL1828982| 4200 N/A 9700
35 CHEMBL 1828981 7400 N/A 23200
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Las concentraciones son reportadas en nanoMolar, N/A se aplica en aquellos

casos en donde no hay ICso reportada:

(continuacion de A.2)

Coml"[;‘esm CHEMBL ID | BRD2 (ICs) | BRD3 (ICs0) | BRD4 (ICs0)
36 CHEMBL1828986 1600 N/A 4800
37 CHEMBL 1738926 29.9 28.4 15.5
38 CHEMBL1828984| 28200 N/A 51200
39 CHEMBL2181724 1100 1000 1800
40 CHEMBL2181730 1500 2100 2800
41 CHEMBL2181709| 4200 3200 4200
42 CHEMBL2181706 1100 800 1200
43 CHEMBL2181736| 4700 3800 6600
44 CHEMBL2181726 1800 2000 3000
45 CHEMBL2181702| 2200 1500 2400
46 CHEMBL2181738| 4400 3300 4400
47 CHEMBL2181719 1500 1000 1000
48 CHEMBL2181705 1700 1100 1800
49 CHEMBL2181739| 3900 3000 3300
50 CHEMBL2181721 N/A 500 500
51 CHEMBL2181723 900 700 1100
52 CHEMBL2181729| 3600 4000 4500
53 CHEMBL2181728| 2500 1900 3300
54 CHEMBL2181742| 2500 1800 2000
55 CHEMBL2181734| 6000 5900 5600
56 CHEMBL2181732| 2000 1900 2600
57 CHEMBL2181725| 2400 2200 5600
58 CHEMBL2181731 4900 5400 8200
59 CHEMBL2181710| 11000 6500 11000
60 CHEMBL2181737| 13000 14000 20000
61 CHEMBL2181727| 4300 4800 7600
62 CHEMBL2181722 1400 1000 1200
63 CHEMBL2181735| 14000 13000 16000
64 CHEMBL2181733| 5200 4700 6000
65 CHEMBL2430886| 1995.26 794 1260
66 CHEMBL2017288 | 398.10999 200 251.2
67 CHEMBL2181820| 1584.89 631 N/A
68 CHEMBL2430888 | 2511.8899 1995 6310
69 CHEMBL2430869| 1995.26 1000 501
70 CHEMBL2017286 N/A 501.19 1000
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Las concentraciones son reportadas en nanoMolar, N/A se aplica en aquellos

casos en donde no hay ICso reportada:

(continuacién A.2)

Coml"[;‘esm CHEMBL ID | BRD2 (ICs) | BRD3 (ICs0) | BRD4 (ICs0)
71 CHEMBL2430890| 3162.28 1585 1260
72 CHEMBL2430891| 2511.8899 1259 2511.9
73 CHEMBL2430894| 3162.28 1000 1000
74 CHEMBL2430896 1585 1000 1259
75 CHEMBL2430885| 15849 3162 3981
76 CHEMBL2430895| 1995.26 1000 1259
77 CHEMBL2430892 794 794 501
78 CHEMBL2430874| 2511.8899 1259 794
79 CHEMBL2430889| 12589 3162 3162
80 CHEMBL2430870| 3162.28 1260 1585
81 CHEMBL2017291 N/A 251.19 18
82 CHEMBL 1232461 810 42 36
83 CHEMBL2205766| 10000 10000 10000
84 CHEMBL1828980| 6000 N/A 24600
85 CHEMBL1828978| 3000 N/A 4800
86 CHEMBL2430884| 25119 12589 19953
87 CHEMBL1828979| 34300 N/A 0.8
88 CHEMBL1950957| 30000 30000 30000

Base de referencia para el calculo de SARI:

Actividad
ECFP4 (pIC50) Score
# Cmpds | Min.| Max. |Media|Min.| Max. |[Media| Cont | Disct
ECA 365 0.02| 1.00 | 0.22 [4.00| 10.53 | 6.88 | 0.77 | 0.61
AR 652 0.02| 1.00 | 0.15 |4.00| 9.88 6.45 | 0.84 | 0.39
HMG-CoA 199 0.02| 1.00 | 0.22 |4.12| 10.85 | 7.29 | 0.73 | 0.65
PGD2 98 0.08] 1.00 | 0.38 [4.00] 9.56 6.53 | 0.59 | 1.00
ASK-1 122 0.03| 0.90 | 0.18 |4.08| 8.22 6.17 | 0.79 | 0.33
OATL4 262 0.04| 0.82 | 0.29 |4.00 9.0 6.79 | 0.69 | 0.73

En orden de mencion: ECA= Enzima Convertidora de Angiotensina, AR=Aldosa Reductasa,
HMG-CoA= 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A, PGD2= Receptor Prostaglandina D2, ASK-1=
Cinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis y OATL4= Proteina transportadora 4 de aniones
organicos.
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A.3 Script elaborado en Python 3.5.2

import os

import csv

import itertools

import pandas as pd

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt
import math

import seaborn as sns

print("\n")

print(" S HHHE I HHHE )

print("##t##tAntes de usar obtener MayaChem Tools e incluirlo en variables de entorno HitHH")

print("####Script generado para trabajar con actividad en nM HitHH")

print("####Se requiere el formato de las actividades sin ceros, espacios en blanco y con ext.csv HiHH")
(

print("#HHHHHHH I )

# Cambiar wd a cwd:
cd=os.getcwd()
os.chdir('%s'%(cd))

# Calcular FP y SM con script de MayaChem Tools:

print("\n")

archivoSDF=input("Dame el nombre del archivo .sdf: ")

actividades=input("Dame el nombre del archivo .csv con la lista de actividades: ")

print("\n")

print(" Elige un FP para calcular el SAS map:\n")
print(" 1: MACCS key 166 bits")

print(" 2: ECFP d=4")

print(" 3: ECFP d=6")

print(" 4: ECFP d=8")

print(" 5: Consenso: MACCS key 166 & ECFP4")
FP=int(input(">"))

while FP <1 or FP>5:
print("\n")
print(" Elige un FP para calcular el SAS map:\n")
print(" 1: MACCS key 166 bits")
print(" 2: ECFP d=4")
print(" 3: ECFP d=6")
print(" 4: ECFP d=8")
print(" 5: Consenso: MACCS Key 166 & ECFP4 r=7")
FP=int(input(">"))

ifFP==1:
os.system ("MACCSKeysFingerprints.pl -r MACCSFP_%s -0 %s.sdf" %(archivoSDF,archivoSDF))
data=o0s.system ("SimilarityMatricesFingerprints.pl -o --InputDataMode LoadInMemory --
OutMatrixFormat RowsAndColumns --OutMatrixType LowerTriangularMatrix MACCSFP_%s.csv"
%(archivoSDF))
SMnombre="MACCSFP_%sTanimotoSimilarity"%(archivoSDF)
graf="MACCSFP_%sTanimotoSimilarity"%(archivoSDF)
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elif FP==2:

elif FP==3:

elif FP==

elif FP==

# Acomodar datos de la matriz de similitud en una lista [SM]:

if FP==5:

4:

os.system ("ExtendedConnectivityFingerprints.pl -r ECFPR4_%s -n 2 -0 %s.sdf" %(archivoSDF,archivoSDF))
data=o0s.system ("SimilarityMatricesFingerprints.pl -o --InputDataMode LoadInMemory --
OutMatrixFormat RowsAndColumns --OutMatrixType LowerTriangularMatrix ECFPR4_%s.csv"
%(archivoSDF))

SMnombre="ECFPR4_%sTanimotoSimilarityAlgebraicForm"%(archivoSDF)
graf="ECFPR4_%sTanimotoSimilarity"%(archivoSDF)

os.system ("ExtendedConnectivityFingerprints.pl -r ECFPR5_%s -n 3 -0 %s.sdf" %(archivoSDF,archivoSDF))
data=o0s.system ("SimilarityMatricesFingerprints.pl -o --InputDataMode LoadInMemory --
OutMatrixFormat RowsAndColumns --OutMatrixType LowerTriangularMatrix ECFPR5_%s.csv"
%(archivoSDF))

SMnombre="ECFPR5_%sTanimotoSimilarityAlgebraicForm"%(archivoSDF)
graf="ECFPR5_%sTanimotoSimilarity"%(archivoSDF)

os.system ("ExtendedConnectivityFingerprints.pl -r ECFPR6_%s -n 4 -0 %s.sdf" %(archivoSDF,archivoSDF))
data=o0s.system ("SimilarityMatricesFingerprints.pl -o --InputDataMode LoadInMemory --
OutMatrixFormat RowsAndColumns --OutMatrixType LowerTriangularMatrix ECFPR6_%s.csv"
%(archivoSDF))

SMnombre="ECFPR6_%sTanimotoSimilarityAlgebraicForm"%(archivoSDF)
graf="ECFPR6_%sTanimotoSimilarity"%(archivoSDF)

os.system ("MACCSKeysFingerprints.pl -r MACCSFP_%s -0 %s.sdf" %(archivoSDF,archivoSDF))
data=os.system ("SimilarityMatricesFingerprints.pl -o --InputDataMode LoadInMemory --
OutMatrixFormat RowsAndColumns --OutMatrixType LowerTriangularMatrix MACCSFP_%s.csv"
%(archivoSDF))

SMnombrel="MACCSFP_%sTanimotoSimilarity"%(archivoSDF)
graf1="MACCSFP_%sTanimotoSimilarity"%(archivoSDF)

os.system ("ExtendedConnectivityFingerprints.pl -r ECFPR4_%s -n 2 -0 %s.sdf" %(archivoSDF,archivoSDF))
data=o0s.system ("SimilarityMatricesFingerprints.pl -o --InputDataMode LoadInMemory --
OutMatrixFormat RowsAndColumns --OutMatrixType LowerTriangularMatrix ECFPR4_%s.csv"
%(archivoSDF))

SMnombre2="ECFPR4_%sTanimotoSimilarityAlgebraicForm"%(archivoSDF)
graf2="ECFPR4_%sTanimotoSimilarity"%(archivoSDF)

datal = pd.read_csv('%s.csv'%(SMnombrel),header=None)
datal.drop([0],axis=0,inplace=True)
datal.drop([0],axis=1,inplace=True)
datal.fillna(0,inplace=True)
np.fill_diagonal(datal.values, 0)
rl=datal.values.T.tolist()
merged1 = list(itertools.chain.from_iterable(rl))
s1 =[x for xin mergedl if x 1= 0]
#print(s1)
SM1=[]
foriinsl:

i = float(i)

SM1.append(i)
data2 = pd.read_csv('%s.csv'%(SMnombre2),header=None)
data2.drop([0],axis=0,inplace=True)
data2.drop([0],axis=1,inplace=True)
data2.fillna(0,inplace=True)
np.fill_diagonal(data2.values, 0)
r2=data2.values.T.tolist()
merged? = list(itertools.chain.from_iterable(r2))
s2 =[x for x in merged2 if x = 0]
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#print(s2)
SM2=[]
for hins2:
h = float(h)
SM2.append(h)
SMCons= [(sum(i)/2) for i in zip (SM1,5M2)]

else:

data = pd.read_csv('%s.csv'%(SMnombre),header=None)
data.drop([0],axis=0,inplace=True)
data.drop([0],axis=1,inplace=True)
data.fillna(0,inplace=True)
np.fill_diagonal(data.values, 0)
r=data.values.T.tolist()
merged = list(itertools.chain.from_iterable(r))
s =[x for x in merged if x != 0]
#print(s)
SM=[]
foriins:

i = float(i)

SM.append(i)

HHHH R R R R R R
# Calcular los pIC50 y sus diferencias en valor absoluto, guardalas en una lista [AbsAct] #it
HHHH

# Extraer los datos de actividad y generar una sola lista:
A = pd.read_csv('%s.csv'%(actividades),header=None)
Al=A.values.T.tolist()
Al = list(itertools.chain.from_iterable(A1))
# Convertir la actividad nM en M:
A2=(]
for fin Al:
f= (f/1000000000)
A2.append(f)
# Convertir la actividad M en -log():

A3=[]

forzin A2:
z= math.log10(z)
z *=-1

A3.append(z)
# Generar las combinaciones y calcular la diferencia de pIC50 de cada combinacién:
Ad=[]
for c in itertools.combinations(A3,2):
A4d.append(c)
AbsAct=[]
foriin itertools.starmap(lambda x,y: (abs(y-x)),A4):
AbsAct.append(i)

if FP==5:
# Calcular la Mediana de los valores de SM1:
F1=sorted(SM1)
if len(F1) % 2 == 0:
nl=len(F1)
medianaSM1 = (F1[n1//2-1]+ F1[n1//2] )/2
else:
medianaSM1 = (F1[len(F1)//2])
# Calcular la Mediana de los valores de SM2:
F2=sorted(SM2)
if len(F2) % 2 == 0:
n2 = len(F2)
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medianaSM2 = (F2[n2//2-1]+ F2[n2//2] )/2
else:
medianaSM2 = (F2[len(F2)//2])
FCons= sorted(SMCons)
#Calcular la Mediana de los valores de SMCons
if len(FCons) % 2 == 0:
n3 = len(FCons)
medianaSMCons = (FCons[n3//2-1]+ FCons[n3//2] )/2
else:
medianaSMCons = (FCons[len(FCons)//2])
else:
# Calcular la Mediana de los valores de SM:
F=sorted(SM)
if len(F) %2 ==0:
n =len(F)
medianaSM = (F[n//2-1]+ F[n//2])/2
else:
medianaSM = (F[len(F)//2])
#Plot maximo valor del eje y:
if max(AbsAct)<=1:
maxvalueAbsAct=1.15

else:
maxvalueAbsAct= max(AbsAct)*1.15
HHHHHHHHH R R ]
# Generar del gréfico: HitH#
HHHH
if FP==5:

# Convertir las listas en arrays:
x1= np.asarray(SM1)
y1=np.asarray(AbsAct)
# Definir el plt como fig:
fig, ax= plt.subplots()
# Generar el plot:
line,= plt.plot(x1,y1, "o", color="green", alpha=0.5, picker=5)
maxvalueSM1= max(SM1)
# Definir cuadrantes, adicién de eje x y eje y:
plt.plot([medianaSM1, medianaSM1], [-0.1,maxvalueAbsAct], '--', color="red")
plt.plot([0,maxvalueSM1*1.15], [1,1], "--",color="red")
# Definicdn de nombre de los ejes, margenes y cuadriculado:
plt.xlabel("%s"%(graf1))
plt.ylabel(" | Delta pIC50|")
plt.title("SAS map %s\n" %(archivoSDF))
plt.margins(y=0.05, x=0.05)
plt.grid(True)
# Generar la lista de etiquetas:
pl=len(A3)
gl=range(1,pl+1)
k1=(]
for c in itertools.combinations(q1,2):
k1.append(c)

HEHEHE
#En caso de querer las etiquetas sobre cada punto #
#habilitar los siguientes comandos: #
HAHHHH

#for h, txt in enumerate(k1):
# plt.annotate(txt, (x[h],y[h]))
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# Para al dar click mostrar el nimero de los compuestos:
rl=np.asarray(k1)
def onpickl(event):
thisline = event.artist
ndata = thisline.get_xdata()
zdata = thisline.get_ydata()
ind = event.ind
points = tuple(zip(ndata[ind], zdata[ind]))
# Para hacer aparecer las coordenas de cada punto:
print (‘onpick scatter MACCSKeys:', ri[ind], points)
# print (‘onpick scatter MACCSKeys:', ri[ind])
fig.canvas.mpl_connect('pick_event', onpick1)
# Para mostrar el gréfico:
# plt.show()
# Convertir las listas en arrays:
x2= np.asarray(SM2)
y2= np.asarray(AbsAct)
# Definir el plt como fig:
fig, ax= plt.subplots()
# Generar el plot:
line,= plt.plot(x2,y2, "o", color="blue", alpha=0.5, picker=5)
maxvalueSM2= max(SM2)
# Definir cuadrantes, adicién de eje x y eje y:
plt.plot([medianaSM2, medianaSM2], [-0.1,maxvalueAbsAct], '--', color="red")
plt.plot([0,maxvalueSM2*1.15], [1,1], "--",color="red")
# Definicdn de nombre de los ejes, margenes y cuadriculado:
plt.xlabel("%s"%(graf2))
plt.ylabel(" | Delta pIC50]|")
plt.title("SAS map %s\n" %(archivoSDF))
plt.margins(y=0.05, x=0.05)
plt.grid(True)
# Generar la lista de etiquetas:
p2=len(A3)
g2=range(1,p2+1)
k2=[]
for cin itertools.combinations(q2,2):
k2.append(c)
BHHHH R H R R T
#En caso de querer las etiquetas sobre cada punto #
#habilitar los siguientes comandos: #
BHHHH SRR R R R T

#for h, txt in enumerate(k2):
# plt.annotate(txt, (x[h],y[h]))
# Para al dar click mostrar el nimero de los compuestos:
r2=np.asarray(k2)
def onpick2(event):
thisline = event.artist
ndata = thisline.get_xdata()
zdata = thisline.get_ydata()
ind = event.ind
points = tuple(zip(ndata[ind], zdata[ind]))
# Para hacer aparecer las coordenas de cada punto:
print (‘onpick scatter ECPF4:', r2[ind], points)
# print (‘onpick scatter ECPF4:', r2[ind])
fig.canvas.mpl_connect('pick_event', onpick2)
# Para mostrar el gréfico:
# plt.show()
# Para generar el consensous map:
# Convertir las listas en arrays:
x3= np.asarray(SMCons)
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y3= np.asarray(AbsAct)
# Definir el plt como fig:
fig, ax= plt.subplots()
# Generar el plot:
line,= plt.plot(x3,y3, "o", color="grey", alpha=0.5, picker=5)
maxvalueSMCons= max(SMCons)
# Definir cuadrantes, adicion de eje xy eje y:
plt.plot([medianaSMCons, medianaSMCons], [-0.1,maxvalueAbsAct], '--', color="red")
plt.plot([0,maxvalueSMCons*1.15], [1,1], "--",color="red")
# Definicon de nombre de los ejes, margenes y cuadriculado:
plt.xlabel("MACCS & ECFP4 TanimotoSimilarity")
plt.ylabel(" | Delta pIC50]|")
plt.title("SAS map %s\n" %(archivoSDF))
plt.margins(y=0.05, x=0.05)
plt.grid(True)
# Generar la lista de etiquetas:
p3=len(A3)
g3=range(1,p3+1)
k3=(]
for cin itertools.combinations(qg3,2):

k3.append(c)

HHHHHHHH
#En caso de querer las etiquetas sobre cada punto #
#habilitar los siguientes comandos: #
HHHHHHHH

#for h, txt in enumerate(k3):
# plt.annotate(txt, (x[h],y[h]))
# Para al dar click mostrar el nUmero de los compuestos:
r3=np.asarray(k3)
def onpick3(event):
thisline = event.artist
ndata = thisline.get_xdata()
zdata = thisline.get_ydata()
ind = event.ind
points = tuple(zip(ndatalind], zdata[ind]))
# Para hacer aparecer las coordenas de cada punto:
print (‘onpick scatter MACCS\ECFP4:', r3[ind], points)
# print (‘onpick scatter MACCS\ECFP4:', r3[ind])
fig.canvas.mpl_connect('pick_event', onpick3)
# Para cauntificar el total de datos del Consensus SAS map:
longk=(len(k3))
ICuadrantel=[]
ICuadrantell=[]
ICuadrantelll=[]
ICuadrantelV=[]
ISobreloglmenormediana= []
ISobreloglmayormediana= []
ISobremedianamenorlogl=[]
ISobremedianamayorlogl= []
IPuntosenelcentro=[]
for x,y in zip(SMCons,AbsAct):
Cuadrantel= x<xmedianaSMCons and y<1
Cuadrantell= x>medianaSMCons and y<1
Cuadrantelll= x>medianaSMCons and y>1
CuadrantelV= x<medianaSMCons and y>1
Sobreloglmenormediana= x<medianaSMCons and y==1
Sobreloglmayormediana= x>medianaSMCons and y==1
Sobremedianamenorlogl= (x==medianaSMCons and y<1)
Sobremedianamayorlogl= (x==medianaSMCons and y>1)
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else:

Puntosenelcentro= x==medianaSMCons and y==1
ICuadrantel.append(Cuadrantel)
ICuadrantell.append(Cuadrantell)
ICuadrantelll.append(Cuadrantelll)
ICuadrantelV.append(CuadrantelV)
IPuntosenelcentro.append(Puntosenelcentro)
ISobreloglmenormediana.append(Sobreloglmenormediana)
ISobreloglmayormediana.append(Sobreloglmayormediana)
ISobremedianamenorlogl.append(Sobremedianamenorlogl)
ISobremedianamayorlogl.append(Sobremedianamayorlogl)
print ("VALORES DEL CONSENSUS SAS MAP")
print ("El total de puntos en el cuadrante | (scaffold or R-hopping):", ICuadrantel.count(True), "y su
porcentaje es:",(ICuadrantel.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos en el cuadrante Il (Smooth SAR):", ICuadrantell.count(True), "y su porcentaje
es:",(ICuadrantell.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos en el cuadrante Il (Activity cliffs):", ICuadrantelll.count(True), "y su porcentaje
es:",(ICuadrantelll.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos en el cuadrante IV (Nondescript):", ICuadrantelV.count(True), "y su porcentaje
es:",(ICuadrantelV.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos sobre log(1) y menor a la mediana:", ISobreloglmenormediana.count(True), "y
su porcentaje es:",(ISobreloglmenormediana.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos sobre log(1) y mayor a la mediana:", ISobreloglmayormediana.count(True), "y su
porcentaje es:",(ISobreloglmayormediana.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos sobre la mediana y menor a log(1) :", ISobremedianamenorlogl.count(True), "y
su porcentaje es:",(ISobremedianamenorlogl.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos sobre la mediana y mayor a log(1) :", ISobremedianamayorlogl.count(True), "y
su porcentaje es:",(ISobremedianamayorlogl.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos en el centro son:", IPuntosenelcentro.count(True), "y su porcentaje
es:",(IPuntosenelcentro.count(True)/longk)*100)
print ("Total de puntos a graficar:", longk)
# Para generar la lista en .csv:
k3.insert(0, ("Compuestol", "Compuesto2"))
SM1.insert(0,"TantMACCKeys")
SM2.insert(0,"TantECFP4")
AbsAct.insert(0,"DifAbsAct")
SMCons.insert(0,"PromMACCS_ECFP4")
blanco=[""]* (len(SMCons)+1)
listacompleta=[]
foriin zip(k3, SM1, SM2, AbsAct, SMCons, blanco):
i=i
listacompleta.append(i)
listacompletal=[listacompleta]
with open('Tabla_comparativa_de_datos_%s.csv' %(archivoSDF), "w") as mycsvfile:
thedatawriter = csv.writer(mycsvfile, delimiter="\n")
foriin listacompletal:
thedatawriter.writerow(i)
# Para mostrar el grafico:
plt.show()

# Convertir las listas en arrays:

X= np.asarray(SM)

y= np.asarray(AbsAct)

# Definir el plt como fig:

fig, ax= plt.subplots()

# Generar el plot:

line,= plt.plot(x,y, "o", color="green", alpha=0.5, picker=5)
maxvalueSM= max(SM)

# Definir cuadrantes, adicién de eje x y eje y:
plt.plot([medianaSM, medianaSM], [-0.1,maxvalueAbsAct], '--', color="red")
plt.plot([0,maxvalueSM*1.15], [1,1], "--",color="red")

# Definicdn de nombre de los ejes, margenes y cuadriculado:
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plt.xlabel("%s"%(graf))

plt.ylabel("| Delta pIC50]|")

plt.title("SAS map %s\n" %(archivoSDF))

plt.margins(y=0.05, x=0.05)

plt.grid(True)

# Generar la lista de etiquetas:

p=len(A3)

g=range(1,p+1)

k=[]

for cin itertools.combinations(q,2):
k.append(c)

HHHHHH
#En caso de querer las etiquetas sobre cada punto #
#habilitar los siguientes comandos: #
BHHHH SR R R R R

#for h, txt in enumerate(k):
# plt.annotate(txt, (x[h],y[h]))
# Para al dar click mostrar el nimero de los compuestos:
r=np.asarray(k)
def onpick(event):
thisline = event.artist
# ndata = thisline.get_xdata()
# zdata = thisline.get_ydata()
ind = event.ind
# points = tuple(zip(ndata[ind], zdatal[ind]))
# Para hacer aparecer las coordenas de cada punto:
# print (‘onpick3 scatter:', r[ind], points)
print (‘onpick scatter:', r[ind])
fig.canvas.mpl_connect('pick_event', onpick)
# Para cuantificar el total de datos del Consensus SAS map:
longk=(len(k))
ICuadrantel=]
ICuadrantell=[]
ICuadrantelll=[]
ICuadrantelV=[]
ISobreloglmenormediana= []
ISobreloglmayormediana= []
ISobremedianamenorlogl=[]
ISobremedianamayorlogl=[]
IPuntosenelcentro=[]
for x,y in zip(SM,AbsAct):
Cuadrantel= x<medianaSM and y<1
Cuadrantell= x>medianaSM and y<1
Cuadrantelll= x>medianaSM and y>1
CuadrantelV= x<medianaSM and y>1
Sobreloglmenormediana= x<medianaSM and y==1
Sobreloglmayormediana= x>medianaSM and y==1
Sobremedianamenorlogl= (x==medianaSM and y<1)
Sobremedianamayorlogl= (x==medianaSM and y>1)
Puntosenelcentro= x==medianaSM and y==1
ICuadrantel.append(Cuadrantel)
ICuadrantell.append(Cuadrantell)
ICuadrantelll.append(Cuadrantelll)
ICuadrantelV.append(CuadrantelV)
IPuntosenelcentro.append(Puntosenelcentro)
ISobreloglmenormediana.append(Sobreloglmenormediana)
ISobreloglmayormediana.append(Sobreloglmayormediana)
ISobremedianamenorlogl.append(Sobremedianamenorlogl)
ISobremedianamayorlogl.append(Sobremedianamayorlogl)
print ("VALORES DEL SAS MAP")
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print ("El total de puntos en el cuadrante | (scaffold or R-hopping):", ICuadrantel.count(True), "y su
porcentaje es:",(ICuadrantel.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos en el cuadrante Il (Smooth SAR):", ICuadrantell.count(True), "y su porcentaje
es:",(ICuadrantell.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos en el cuadrante Il (Activity cliffs):", ICuadrantelll.count(True), "y su porcentaje
es:",(ICuadrantelll.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos en el cuadrante IV (Nondescript):", ICuadrantelV.count(True), "y su porcentaje
es:",(ICuadrantelV.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos sobre log(1) y menor a la mediana:", ISobreloglmenormediana.count(True), "y
su porcentaje es:",(ISobreloglmenormediana.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos sobre log(1) y mayor a la mediana:", ISobreloglmayormediana.count(True), "y su
porcentaje es:",(ISobreloglmayormediana.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos sobre la mediana y menor a log(1) :", ISobremedianamenorlogl.count(True), "y
su porcentaje es:",(ISobremedianamenorlogl.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos sobre la mediana y mayor a log(1) :", ISobremedianamayorlogl.count(True), "y
su porcentaje es:",(ISobremedianamayorlogl.count(True)/longk)*100)
print ("El total de puntos en el centro son:", IPuntosenelcentro.count(True), "y su porcentaje
es:",(IPuntosenelcentro.count(True)/longk)*100)
print ("Total de puntos a graficar:", longk)
print ("El valor de la mediana de SM es:", medianaSM)
# Para generar la lista en .csv:
k.insert(0, ("Compuestol", "Compuesto2"))
SM.insert(0,"%s" %(graf))
AbsAct.insert(0,"DifAbsAct")
blanco=[""]* (len(SM)+1)
listacompleta=[]
foriin zip(k, SM, AbsAct, blanco):
listacompleta.append(i)
listacompletal=[listacompleta]
with open('Tabla_comparativa_de_datos_%s.csv' %(archivoSDF), "w") as mycsvfile:
thedatawriter = csv.writer(mycsvfile, delimiter="\n")
foriin listacompletal:
thedatawriter.writerow(i)
plt.show()
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