Studio di modelli farmacoforici attraverso 1'uso del codice
PyPharm, confrontati con modelli ottenuti mediante 1"uso del
software commerciale LigandScout.
Applicazione a serie di inibitori della proteina chinasi TYK2

SAPIENZA

UNIVERSITA DI ROMA

Facolta di Farmacia e Medicina
Corso di Laurea in Biotecnologie Farmaceutiche
Tesi Sperimentale in Chimica Farmaceutica
A.A. 2021/2022

CANDIDATO: RELATORE:
Francesco Ciano (Matr. 1527501) Prof. Rino Ragno



FARMACOFORO

Figura geometrica virtuale ai cui vertici sono posizionate diverse caratteristiche
tarmacoforiche, legate mediante regole geometriche.

PRINCIPALI CARATTERISTICHE
FARMACOFORICHE
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FARMACOFORO

LIGAND-BASED ' STRUCTURE-BASED
PHARMACOPHORE PHARMACOPHORE
MODELING MODELING
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FARMACOFORO

Oltre alla divisione in structure based e ligand based, dal punto di vista
della condivisione dei punti farmacoforici e possibile distinguere:

SHARED
RGED PHARMACOPHORE
MERG MACOPHO PHARMA COPHORE

3
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PROCEDIMENTO

I

o ey o et di molecole
. Creazione di un datas N
.
« Analisi conformazionale
-
* Alineamento molecolare J
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TARGET BIOLO

GICO: TYK2

Le JAK attivate vanno a fosforilare specifici residui di tirosina presenti sul recettore
associato, che agiscono da sito di reclutamento delle proteine STAT.

Regione C-terminale 4

(v

, PR

ri

(

l/\
’ > //' )
4 g %
FC

A
(X .
) g _,.é/ 2

Regione N-terminale

7%

N\

-

FAMIGLIA: TIROSIN-PROTEIN
CHINASICA NON RECETTORIALE
SOTTOFAMIGLIA: JAK

ISOFORMA: TYK2

PRINCIPALE LOCALIZZAZIONE: CELLULE
EMATOPOIETICHE
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COPO DEL LAVORO

I modelli farmacoforici sono stati generati con due metodiche di lavoro differenti
al fine di individuare somiglianze ed eventuali differenze nelle procedure
operative. I modelli ottenuti sono stati poi utilizzati in analisi di VS.

-

\

Ciano Francesco
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SUDDIVISIONE MOLECOLE DATASET

ID MOLECOLA SMILES
C1CN(CCI[NH2+]1)clcccc(nl)-
C—35 cIn[nH]c2nccecl?2 0’ 75
B 20 CC(O)[C@@](C)(0)[Ce@H]1CN(CC[NH2+ 1,69
11)c1cecc(Cle(n1)-cIn[nH]c2nccec12
CC(O)[C@a](C)(O)[C@@H]1CN(CCINH2+
D—26 11)cInc(-c2n[nH]c3nccec23)c(F)ec1O 325
o‘o... B . L % * =
) . .
. .. - 3 Nx
S_ 1 §_ 0 :. - ..|
g 0 .g - . * ’ g e i“,.\
1 "'.?1.-. ’* . .#
"4 oa® .,
°© & b
2 -rﬂ-_.

PC1 (Exp. Var. 21.96 %)

SUDDIVISIONE
MOLECOLE IN BASE
\ ALLA LORO POTENZA
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CREAZIONE DEI DATASET

Le molecole classificate come attive sono state suddivise in due sotto dataset, dove
ogni dataset conteneva molecole che tra di loro risultavano strutturalmente simili:
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MOLECOLE NON
RAPPRESENTATIVE DI OGNI
CLUSTER

MOLECOLE RAPPRESENTATIVE
DI OGNI CLUSTER
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SETUP:PACKAGES AND ARGUMENTS B s

Prima di avviare la costruzione di un modello farmacoforico sara opera
dell’utente settare alcuni paramenti di lavoro

## Arguments, set them up for your system
workdir = "" # Full path better
project = 'pharma2’ #Name of project
smiles = 'data/molecole piu rappresentative di_ogni_cluster.smi' #Comma seperated List of smile, numerical ID
conft = '2080° #Max number of conformations per molecule
ref_select_method = "Max points' #Manual, Max Points
ref = "' #if ref select method is manual, Max points is usually best unless activity is known
#al so supports other common formats (SDF, Mol2)
align it =_"/home/Jjepolitsch/. conda/envs/build/bin/alion it" #Path to exectable

[# Directory List & Print

Ele Setup Help

[ virectory [ columns | Display & Fitter [ output L Action
Starting directory of the file st Refresh Path | |+

[ | Deskton

[ | _Actve Project

B ARK
DirectoryListPrintPortableh
Dorl

- ' " NUMERO DI
NOME PROGETTO FILE DIRECTORY CONFORMAZIONI
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SCELTA DEL REFERENCE

tor 1 1n mols:
mel = i.split(’,")
smile, id = mol[e:2]|
mel = Chem.MolFromSmiles(smile)

def ref_max_points(): mol = Chem.AddHs(mol)
max_points = @ AllChem.EmbedMolecule(mol, randomSeed=42)
- pharm = P()
ma}':_m':'l = None pharm.load_from_mol({mol)
mols = CIp-EI'I{SrTIi].ES, 'r'-+'}_r-eadline5|:l‘] features = pharm.get features count()

tot feat = (sum(list{features.values(313i})

SCELTQE;&%%EEEENDCIEPIITI\?{}SE AL CICLO FOR APPLICATO A TUTTE
LE MOLECOLE

FARMACOFORICI

ref = select_ref()
ref3D = gen3D(ref,str(project_path+"_ref.sdf"), '1', 10e8)
training3D = gen3D(smiles, str((project_path + " _gen3D.sdf")), '1e', 1eee)

Molecule d 22 selected as reference with 23 pharg@cophore points

MOLECOLE d 22 ‘ ! IDENTIFICAZIONE REFERENCE

10
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Per ogni molecola viene scelta la conformazione migliore, a questa vengono
associati tutta una serie di parametri che I'utente puo visualizzare e confrontare
con la molecola reference

(Ref_ID Vol_Ref \Probe_ID Max_Vol_Probe Max_Overlap Exclu_Spheres Adj_Max_Vol Num_Shared_Feats TANIMOTO TVERSKY_Ref TVERSKY_Probe
0| d 220 228958 d_186 228958 209.584 0 209.584 11 0.8440 0.9154 0.9154
1| d_22.0 228958 d 220 228.958 228,958 0 228,958 1 1.0000 1.0000 1.0000
2| d 220 228958 d_312 213.208 205.699 0 205.699 10 0.8699 0.8984 0.9648 ]
3| d 220 228958 d_12.0 213.208 211.034 0 211.034 1 10 0.9130 0.9217 0.9898
4| d 220 228958 d_336 213.208 208.496 0 208.496 10 0.8923 0.9106 0.9779
5| d 220 228958 d_233 228.958 190.240 0 190.240 10 0.7107 0.8309 0.8309
6| d 220 228958 d_199 228958 199.747 0 199.747 10 07737 0.8724 0.8724
7| d 220 228958 £ 433 213.208 175.905 0 175.905 9 0.6606 0.7683 0.8250
8| d 220 228958 d_292 255850 153.213 0 153.213 9 0.4620 0.6692 0.5988
9| d 220 228958 d_261 228958 171.069 0 171.069 9 0.5964 0.7472 07472
10| d 220 228958 d_241 228958 184.453 0 184.453 9 06745 0.8056 0.8056
M| d 220 228958 d_308 213.208 176.911 0 176.911 9 0.6670 07727 0.8298
12| d 220 228958 c 336 224 350 173.512 0 173.512 9 0.6201 0.7578 07734
13| d_220 228958 c_305 224350 168.067 0 168.067 9 0.5892 0.7341 0.7491
~ 200N 274 2EA 124 A7E ) 1G4 4TE o nEEAT A 7AAN N 7404
VALORI DI RIFERIMENTO VALORI DI CONFRONTO

REFERENCE

Ciano Francesco
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, ; FA]LFJLJ DEL NUMERO DI PUNTI FARMACOFO PEFIE

UTILIZZANDO LA DISTANZA EUCLIDEA

Per ogni molecola viene calcolato, tramite la distanza euclidea, quanti punti
farmacoforici condivide con il reference (treshold customizable).
Da questo tipo di dataframe e facilmente ottenibile un farmacoforo shared che
"utente puo selezionare sia richiedendo unicamente i punti condivisi oltre un certo
treshold sia richiedendo un farmacoforo con un numero di punti definito.

HYBL1 HYBL2 HYBL3 HDON1 HDON2 HDON3 HYBH1 HACC1 HACC2 HYBL4 HYBLS
c_239 1 1 ] 1 1 1 0 1 1] 1] 1
d_12.0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
b_30.6 1 1 1] 1 1 1 0 1 0 0 1
c_18.8 1 1 0 1 1 1 0 1 1] 1] 1
d_31.2 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
c_40.8 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1
b_29.8 1 1 ] 1 1 1 0 1 ] ] 1
c_21.9 1 1 ] 1 1 1 0 1 0 0 1
d_19.9 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1
c_43.3 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1] 1 :
d_23.3 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 COORDINATE SPAZIALI DEI
.
DEI PUNTI FARMACOFORICI I HYBL1 HYBL2 HYBL3 HDON1 HDON2 HDON3 HYBH1 HACC1 HACC2 HYBL4 HYBL5
N [3.99764,  [-0.793338, [3.34791, [5.35145, [1.19043, [1.49494, [-0.793338,
c_23.9 -0382187, 222491, NaN  -0645711, 00911031,  -0.0717423, NaN -1.37683, NaN NaN 222491,
1.00448] -1.21993] 4.638486] -1.3849] 1.13562] 3.49246] -1.21993]
[3.97623 [-0.704342, [-5.0548, [3.31997, [5.4951 [1.17458, [1.28795, [7.65248, [7.74371 [-0.704342,
d_12.0 -0472332 2.35511, 0.637589, -1.11468, -0.199035 -0.120902, NaN -0.804885,  -0.582659, 1.00664 2.35511,
1.151786] -1.26787] -0.87937] 4 65862] -1.1445] 1.02754] 362939]  -0.340106] -3.14863] -1.26787]
[391688,  [-0.928535, [3.32202, [65.21613, [1.09062, [171814, [-0.928535,
b_30.6  -0.380797, 2.03911, NaN -1.11537, -0.490234, -0.0903116, NaN 0.349387, NaN NaN 2.03911,
1.07124] -1.32916] 4.65096] -1.36205] 129172 3.89153] -1.32916]
[3.98416 [-0.740701, [3.39916, [5.27403 [1.15648, [1.54202, [-0.740701,
c_18.8  -0308232 2 16294, NaN -1.33777, -0.156555 -0.196078, NaN -0.231291, NaN NaN 216294,
1.00548] -1.24673] 4.52082] -1.46365] 1.10357] 3.75777] -1.24673]
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GENERAZIONE FARMACOFORO

4 | "\ |+ INTERAZIONI LIPOFILICHE SU ANELLI
AROMATICI ( )

- DONATORI DI LEGAMI IDROGENO DA
PARTE DELL'AZOTO (VERDI)

. ACCETTORI DI LEGAMI IDROGENO DA
PARTE DELL'OSSIGENO (ROSSO)

"\ |+ INTERAZIONI LIPOFILICHE SU ANELLI
AROMATICI ( )

- DONATORI DI LEGAMI IDROGENO DA
PARTE DELL'AZOTO (VERDI)

- ACCETTORI DI LEGAMI IDROGENO DA
PARTE DELL'OSSIGENO (ROSSO)
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PYPHARM

PYPHARM VS LIGANDSCOUT

LIGANDSCOUT

3 INTERAZIONI 1
LIPOFILICHE/AROMATICO
( )/(AZZURRO)
3 DONATORI DI LEGAMI 2
IDROGENO (VERDE)
1 ACCETTORI DI LEGAMI 3

IDROGENO (ROSSO)

Ciano Francesco




PYPHARM VS LIGANDSCOUT

LIGANDSCOUT

PYPHARM

&

oy

INTERAZIONI 2
LIPOFILICHE/AROMATICO
( )/(AZZURRO)
3 DONATORI DI LEGAMI 2
IDROGENO (VERDE)
1 ACCETTORI DI LEGAMI 4

IDROGENO (ROSSO)
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VIRTUAL SCREENING Ph4_A

ChEMBL ID SMILES IC50(nM
)
CHEMBL4435170 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclccec (- 0.2
c2ncn(C)n2)c10C
CHEMBL4438202 CNC(=0)clenc(NC(=0)C2CC2)ccINclccceelS(C)(=0)=0 1.6
CHEMBL4440718 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(Nc2ccecen2)cciNcleceeclS(C) (= 0.53
0)=0
CHEMBL4542289 CCCC(=0)Nclcc(Nc2ccecc2S(C)(=0)=0)c(C(=0)NC)enl 2500
CHEMBL4444178  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclccceelS(C) 1.3
(=0)=0
CHEMBL4530719 CS(=0)(=0)c1cccccINclec(Ne2cec(F)en2)ncclC(N)=0 0.32
CHEMBL4542289 CCCC(=0)Nclcc(Nc2ccecc2S(C)(=0)=0)c(C(=0)NC)enl 2500
CHEMBL4561663 NC(=0)clcccccINclec(Nc2ccc(F)en2)ncclC(N)=0 0.46
CHEMBL4571117 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)clcnc(NC(=0)C2CC2)ccINclccec(- 13
c2ncn(C)n2)c10C
CHEMBL4583185 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(Nc2cec(F)ecn2)cclNclceccelS(C)( 0.58
=0)=0
CHEMBL4587924 CNC(=0)clcnc(Nc2cce(F)en2)cclNclcecc(C#N)c10C 570
CHEMBLA4776752  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclecee (- 1.4
c2ncec(0C)n2)c10C
CHEMBL4777175  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclecee (- 0.44
c2ncc(C(C)(O)C(F)(F)F)en2)c10C
CHEMBLA4777528 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclecee (- 0.25
c2cnc(C(=0)N(C)C)cn2)c10C
CHEMBLA4777648  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclccee (- 1.3
c2cenen2)c10C
CHEMBLA4780057  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclecee (- 45
c2ncec(C)n2)c10C
CHEMBLA4780233  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)clenc(NC(=0)C2CC2)ccINclceec(- 0.27
c2cnc(C)en2)c10C
\ . o CHEMBL4780315 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)clenc(NC(=0)C2CC2)ccINclceec(- 0.54
Il modello Ph4_A e stato in grado di c2enc(0C)en2)c10C
. o e 5 . CHEMBLA4782449 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclecee (- 0.5
identificare 24 inibitori secondo il c2cncen2)c10C
i . CHEMBLA4784391 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclccee (- 1.9
valore di treshold impostato c2ncc(Pen2)c10C
CHEMBLA4784838  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclec(F)ec(- 0.51
c2ncc(C(C)(C)0)cn2)c10C
CHEMBLA4785512  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclecee (- 0.25
c2ccc(C(=0)N(C)C)cn2)c10C
CHEMBLA4785957  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclecee (- 1.2
c2ncc(C)en2)c10C
CHEMBLA4788122  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)c1nnc(NC(=0)C2 CC2)ccINclecee (- 1.4
c2ccenn2)c10C
CHEMBLA4789015 [2H]C([2H])([2H])NC(=0)clenc(NC(=0)C2CC2)ccINclceee(- 0.25
c2nccen2)c10C
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VIRTUAL SCREENING Ph4_B

SMILES  IC50(
nM)

Il modello Ph4 B e stato

in grado di identificare 1

solo inibitore secondo il
valore di treshold

impostato
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Il modello Shared
A&B e stato in grado
di identificare 5
inibitori secondo il
valore di treshold
impostato

ChEMBL SMILES IC50(n
ID M)
CHEMBL45443 CNC(=0)clcnc(Nc2cecen2)ccdNelceccclS(C)(=0)=0 0.95
20

CHEMBL45376 CNC(=0)clcnc(Nc2cec(F)en2)ccINclecececlC(N)=0 0.3
78

CHEMBL44698 CNC(=0)clcnc(Nc2cec(F)en2)ccINclcececclSC 0.8
12

CHEMBL44654 CNC(=0)clcnc(Nc2cccen2)ccdNcelceccclC(N)=0 0.6
09

CHEMBL44441  [2H]C([2H])([2H])NC(=0)clcnc(Nc2ccc(F)cn2)cclNclceece 0.49
69 15(C)(=0)=0

Ciano Francesco
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CONCLUSIONI

Il codice PyPharm ha mostrato buone potenzialita per approcciarsi a
metodiche di modeling farmacoforico ligand-based.

Rispetto a LigandScout la scelta ponderata della molecola reference
potrebbe essere determinante nella realizzazione di modelli
farmacoforici validi.

La suddivisione preliminare delle molecole con annessa
clusterizzazione ha portato all’identificazione del modello Ph4_A che
mostrato buone capacita predittive.

L'implementazione di una funzionalita di screening in PyPharm

permetterebbe un ulteriore confronto con Ligand Scout.

Ciano Francesco
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