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How do I make sense out of 
my screening results?
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High Throughput Screening

What did you screen?

Small molecules?

Natural products?
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High Throughput Screening

What did you screen?

I screened small molecules.
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High Throughput Screening

What is the origin of your screening set?

In a typical big pharma sample collection:

‐Compounds mostly have drug‐like MW’s (about 500)

‐Huge libraries are available, with generally good coverage of structure space

‐Any target with a pocket will usually produce at least a few tractable hits

‐Hits generally have low micromolar activities
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High Throughput Screening

What is the origin of your screening set?

Libraries for hire.  Screening services:

‐There are lots of them:  just Google it

‐Libraries are usually smaller, but some purportedly trained to specific target types

‐Results seem to be all over the place

‐General tendency toward as quickly and cheaply as possible
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High Throughput Screening

General Caveats

Number of compounds is often 
a poor index 

of chemical diversity

Almost all libraries have some significant deficit
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High Throughput Screening

‐not present at the nominal concentration
‐not pure 

and
some samples are:

In almost any library
most samples are:

‐misidentified
‐completely decomposed
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High Throughput Screening

‐False positives often constitute the bulk of the 
hits and are not always easily identified

‐Real positives will almost never be properly 
ranked in terms of potency (or anything else)

Data from an HTS is a fuzzy picture at best
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High Throughput Screening

‐Try to guess which hits are the good ones 
‐computational methods can assist, but . . .
‐ . . . you really need a medicinal chemist here:  

hire a consultant! 

‐Cast as wide a net as resources will allow

‐Retest your picks with titration

‐Resynthesize as many hits as possible and retest

What to do?
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High Throughput Screening

‐Try to guess which hits are the good ones 
‐computational methods can assist, but . . .
‐ . . . you really need a medicinal chemist here:  

hire a consultant! 

‐Cast as wide a net as resources will allow

‐Retest your picks with titration

‐Resynthesize as many hits as possible and retest

What to do?

nota bene: 
every medicinal chemist is an 
organic chemist, 
but not every organic chemist is a 
medicinal chemist.  
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High Throughput Screening

‐Try to guess which hits are the good ones 
‐computational methods can assist, but . . .
‐ . . . you really need a medicinal chemist here:  

hire a consultant! 

‐Cast as wide a net as resources will allow

‐Retest your picks with titration

‐Resynthesize as many hits as possible and retest

Tractability in Lead Opt is the ultimate validation of a hit

What to do?
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High Throughput Screening

‐Don’t write a patent around your 3 uM hit

‐Don’t expect to raise a lot of money based on your 3 uM hit

What not to do.
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A Word About PAINS

PAINS

Naivety about promiscuous, assay‐duping molecules is polluting the literature 
and wasting resources, warn Jonathan Baell and Michael A. Walters.
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A Word About PAINS

PAINS

Naivety about promiscuous, assay‐duping molecules is polluting the literature 
and wasting resources, warn Jonathan Baell and Michael A. Walters.
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A Word About PAINS

Pan Assay INterference CompoundS

Compounds that turn up as hits in lots of assays
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A Word About PAINS

Pan Assay INterference CompoundS
All PAINS are not the same

PAINS variously
‐interfere with assay readout (fluoresce, say)
‐aggregate
‐covalently bind
‐redox cycle
‐are true promiscuous hits
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A Word About PAINS

Pan Assay INterference CompoundS
All PAINS are not the same

PAINS variously
‐interfere with assay readout (fluoresce, say)
‐aggregate
‐covalently bind
‐redox cycle
‐ Bright Chemical Matter
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A Word About PAINS

Rhodanines
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A Word About PAINS

Curcumin
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A Word About PAINS

Curcumin
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A Word About PAINS

Pan Assay INterference CompoundS
Computational Filters save the day!
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A Word About PAINS

Pan Assay INterference CompoundS
Computational Filters are worse than useless!
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Tractability

Tractability in Lead Opt 
is the 

Ultimate Validation 
of a Hit
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Tractability

Tractable Leads
have

a coherent SAR
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Tractability

Tractable Leads
have

a coherent SAR

Some structures are easier to analog than others, 
but essentially any hit you get 

can be a starting point for an SAR
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Tractability

Tractable Leads
can be 

Optimized
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Tractability

Tractable Leads
can be 

Optimized

Thus, Lead Opt.
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Tractability

PAINS
cannot be 
Optimized
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Tractability

Tractable Leads
can be 

Optimized
‐potency can almost always be increased, 

dramatically and immediately, 
but usually at a cost in lipophilicity
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Tractability

Tractable Leads
can be 

Optimized
‐potency can almost always be increased, 

dramatically and immediately, 
but usually at a cost in lipophilicity

and at the same time

‐PK usually must be improved
‐off‐target and tox issues must be addressed
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Tractability

Tractable Leads
can be 

Optimized
‐Lead Optimization can usefully be considered 

as an exercise 
in property management
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The Godfather of Properties
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Lipinkski’s Rules of 5

For Good Properties:
MW < 500
logP < 5

< 5 H‐bond Donors
< 10 (i.e. 2 X 5) H‐bond Acceptors
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Lipinkski’s Rules of 5

For Good Properties:
MW < 500
logP < 5

< 5 H‐bond Donors
< 10 (i.e. 2 X 5) H‐bond Acceptors

“Drug Like”
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“Lead Like” vs “Drug Like“

In the process of optimizing 
binding to target,

Lead Opt often increases: 
MW

Lipophilicity
Rotatable Bonds

H bond donors/acceptors
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“Lead Like”:  Gross Properties

Oprea’s Rule of 3

Seeks to leave a little room 
for Lead Opt to maneuver 

before you hit 

Lipinski’s Rule of 5
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“Lead Like”:  Gross Properties

Oprea’s Rule of 3

MW < 300
logP < 3

< 3 H‐bond Donors
< 3 H‐bond Acceptors
<3 rotatable bonds

<60 A2 PSA
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A Tractable Hit from an Old Merck Program

Excellent
Excellent
Excellent
Excellent

selectivity
in vitro

in vivo
PK

Excellent
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Excellent
Poor

Excellent
Poor
Good

Good

Fair
PoorFair

Excellent

Hit Lead

Developed LeadPCC
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High Throughput Screening

What did you screen?

Small molecules?

Natural products?
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Natural Product Screening

What did you screen?

I screened natural products.
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Natural Product Screening

Then you probably found 
every natural product 
ever found before 

that works in your assay.
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Natural Product Screening

Then you probably found 
every natural product 
ever found before 

that works in your assay.

And very likely nothing else.
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Natural Product Screening

But if you did find something else:

‐is it good enough to be a development candidate 
on its own?

‐can you produce it on large enough scale to do 
lead opt work by semi‐synthesis?
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

“Drug Like”
tries to predict oral bioavailability
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

“Drug Like”
tries to predict oral bioavailability

Compounds with good oral bioavailability

must be able to cross a membrane in the gut
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

“Drug Like”
tries to predict oral bioavailability

Compounds with good oral bioavailability

must be able to cross a membrane in the gut

Gut membrane and Gram positive membrane are 
grossly similar
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

“Drug Like”
tries to predict oral bioavailability

Compounds with good oral bioavailability

can often penetrate gram positive organisms
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

“Drug Like”

is approximately

“Gram Positive Antibacterial Like”
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

Linezolid is in Lipinski Space
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

“Drug Like”

is almost never

“Gram Negative Antibacterial Like”

On the other hand . . .
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

In fact, what

“Gram Negative Antibacterial Like”

even means
is a bit of a mystery
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

Orthogonal Membranes and Pumps

Excludes 
hydrophobic

Excludes 
hydrophilic

Pumps out 
what does 
get in
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

Target Screening for Gram Negative agents will find tractable Drug Like hits

that will kill E. Coli with impaired LPS synthesis and knocked out pumps
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

Target Screening for Gram Negative agents will find tractable Drug Like hits

that will kill E. Coli with impaired LPS synthesis and knocked out pumps

but can never be optimized to kill WT 
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

But there do exist small molecules that 
get in and don’t get pumped out
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

We’ve just had a hard time drawing a 
concise and useful set of predictive rules 

by considering them
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

What Would Lipinski Say?
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

Prof. Hergenrother 
Explains It All For You
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“Drug Like” vs “Antibacterial Like“

Hergenrother’s Rules 

1) Primary amine
2) High lipophilic moment
3) Rigid
4) Low globularity
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