C — OD KOFEINU K NAVRHU LECIV

MIROSLAV BRUMOVSKY, STANISLAV GEIDL

Od vrbové kiiry k pFistrojim za miliony

Zag¢neme malym vyletem do historie. Uvidime, Ze metody objevovani 1é¢iv se v prubéhu déjin
znacné rozvijely a ménily. Cesta k sou¢asnému postupu hledani 1é¢iv bude dlouhd, ale nesmirné
zajimava.

V minulosti byla fada 1é¢iv objevena ndhodou, obvykle pozorovanim u¢inka ruznych pii-
rodnich latek na organismus. Vytazky z rostlin byly ¢asto pouzivany k vyrobé lektvariu nebo
obkladi. Takto byly naptiklad objeveny u¢inky morfinu, kyseliny salicylové nebo chininu.

Obrazek 1 Extrakt z vrbové kiry, kterd obsahuje kyselinu salicylovou, pouZivali jiZ ddvni Eqyptané
k tlument bolesti a horecky. Zdaznamy o pouZiti tohoto extraktu jsou rovnéz i ze starovékého Recka.

Dé&vni mudrci byli pii pfipravé novych 1é¢iv do zna¢né miry ovlivnéni nabozenstvim nebo ruznymi
tajemnymi naukami a k védeckému piistupu to méli dosti daleko. Urcité jste jiz slySeli o alchymis-
tech a o roztodivnych pokusech, které (bohuzel netspésné) provadéli. Dulezitou vyjimkou v obdobi
alchymie byl Paracelsus, ktery hlasal, ze poslanim alchymie neni transmutace ruznych latek ve zlato,
nybrz hleddn{ novych léku proti nemocem. Svym ucenim polozil zéklady iatrochemie (Fecky iatros =
1ékar), predchudkyné farmaceutické chemie. Zékladn{ ideou iatrochemie byla pfedstava, Ze pFi¢inou Spatné
funkce organismu jsou zmény v jeho chemickém slozeni. Ukolem 16kait pak bylo uzdravit nemocného
s vyuzitim chemickych prostiedku. Iatrochemici zavedli do 1é¢ebné praxe pouzivani anorganickych latek
(oxidu, sulfidu, soli).

...pFiddme dva dily

kyseliny solné, kdyz

neméme kyselinu,
déme tamsl...

Obrazek 2 Alchymie, kterd doznala velkého rozkvétu v obdobi renesance, neméla obvykle s védou mnoho
spoleéného. Presto umoznila rozvoj experimentdlniho zkoumadnt, objevila celou Tadu novych ldtek a che-
mickijch postupi.



Vyvoj separacnich metod umoznil v 19. stolet{ izolaci ti¢innych litek z pFirodnich extraktu a s vyuzitim
organické syntézy byly pripraveny derivaty téchto latek za dcelem dosazeni vyssi Géinnosti (napiiklad
heroin).
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Obrazek 3 Vievo: lahvicka synteticky vyrobené kyseliny acetylsalicylové (Bayer, 1899); vpravo: dobovy
letak firmy Bayer z prelomu 19. a 20. stoleti propagugjici kromé Aspirinu i dal$i acetylovanou ldtku
prirodniho puvodu — heroin. Heroin byl proddvan jako nendvykovy analog morfinu pro lé¢bu kasle. Pozdéji
se vSak ukdzalo, Ze heroin se v téle rychle metabolizuje na morfin.

Védecky pokrok ve 20. stoleti vnesl do celé oblasti vyvoje lé¢iv raciondlni pohled. Védci prisli
s myslenkou, Ze molekuly 1é¢iva se v bunkach vazi na biologické receptoryEl a ovliviuji jejich funkciEl
Pochopeni mechanismu, jak 1é¢ivo v téle funguje, hraje zasadni roli pii hledani novych 1é¢iv. Tento princip,
oznacovany také jako mechanismus zdmku a klice, zustal jakymsi ”centralnim dogmatem”farmakochemie
celd desetileti a poslouzil pii vyvoji celé fady latek. Na zacatek nam tento model sice postaci, ale pozdéji
si povime, Ze neni iplné spravny, protoZze jak receptor (nejcastéji protein), tak 1é¢ivo, jsou pohyblivé
molekuly a mohou pfi interakci ménit svou konformaci, coz muze vést ke zméné vazebnych vlastnosti.

Protein Ligand Komplex

Vazebné misto

Obrazek 4 Pisobent léciva v téle si muzZeme predstavit ndsledovné: v téle se nachdzi receptor (nejéastéji
enzym), do jehoZ vazebného mista se léc¢ivo vdZe, a téim ovlivnd jeho funkci (napriklad zabrdni vstupu
prirozenych substrdti do enzymu, ¢imz zpomali enzymatickou reakci).

'Receptory v tomto kontextu myslime viechny biomolekuly, na které se mohou vazat molekuly 1é¢iva (pro-
teinové receptory na povrchu bunék, enzymy, nukleové kyseliny, membrény).
27sklady tohoto konceptu vytvoiili E. Fischer, P. Ehrlich a J. N. Langley.



Rozvoj strukturnich metod (hlavné rentgenové krystalografie) v prvni poloviné 20. stolet{ umoznil
ur¢it molekularni strukturu latek. I kdyz se struktury nékterych 1é¢iv podatilo diive odvodit, az v této
dobé bylo mozné je experimentalné ziskat.

Obrazek 5 Vzorce nékterych léciv, zleva: kyselina salicylovd, kyselina acetylsalicylovd, morfin, heroin.

Zmalost molekularni struktury latek je klicova pro systematicky pfistup k objevovani novych 1éciv.
Predstavme si prvni raciondlni metodu, kterou k tomuto tcelu muzeme pouzit. Na zdkladé struktury
znamé 1atky, kterda vykazuje biologicky tc¢inek, muzeme hledat latku s podobnou strukturou a zkouset,
zda bude 1c¢inngjsi. Anglicky se tomuto piistupu fiké ligand-based drug design. Prvnim vyuzitim
tohoto pristupu byla vlastné piiprava derivatia u¢innych latek, ktera probihala jiz v 19. stoleti. Existuji
v8ak i dalsf (a lepsi) moznosti. Kdyz vyjdeme z pfedstavy, ze 1é¢ivo (ligand) se véze na biologicky receptor
pomoci slabych interakei (vodikové mustky, van der Waalsovy sily), muzeme hledat takové latky, které
maji v molekule podobné rozmisténé vodikové donory, akceptory a naboje jako puvodni litka. Soubor
téchto vlastnosti véetné vzajemné vzdalenosti jednotlivych atomu ¢ jejich skupin se oznacuje jako tzv.
farmakofor [

Obrazek 6 Farmakofor viru hepatitidy C: A) Popis farmakoforu, modie — hydrofobni oblast, fialové —
donor vodikové vazby, zelené — akceptor vodikové vazby, éisla uddvaji vzddlenosti v angstrémech. B) —
D) rizné ldtky, které se vdzi na receptor. Povsimnéte si, Ze struktura ligandi se lisi, ale vSechny splriugi
uvedeny farmakofor.

Orisek v celém ndpadu predstavuje skutecnost, ze je nejdiive nutné zjistit, které jsou ony atomy (¢i
jejich skupiny), které hraji klicovou roli pfi vazbé 1éc¢iva k receptoru. A tu nastupuje testovdni. Dosti
brutalni.

37aklad konceptu pochézi jiz z pocatku 20. stoleti, kvantitativniho zpracovani a praktické pouzitelnosti dosahl
farmakofor az pozdéji zdsluhou M. Kiera, P. Gunda a dalsich).



Ve 20. stoleti se v hojné mife za¢inaji vyuzivat
zviteci modely pro testovani jak té¢innosti, tak toxi-
city zkoumanych lzitekEl Vysledky testt na zvitatech
mohou prokazat, které latky jsou u¢inné proti danému
onemocnénif] Pokud strukturni vzorce téchto ldtek
srovname vedle sebe a budeme si vsimat jejich
tvaru, velikosti, funkénich skupin a rozlozeni naboju,
muzeme odvodit farmakofor cilového receptoru. Na
jeho zékladé muzeme navrhovat struktury dalsich 1é¢iv
(af uz prostou tivahou, tak tfeba prochdzenim databdzi
molekul). Je na misté priznat, Ze tento teoreticky
piistup nemusi vzdy fungovat, a proto vyzkumnici
casto davali prednost testovani obrovské fady latek
na zvifatech (metoda hrubé sily). Velky rozmach
racionalniho navrhu 1é¢iv umoznil az rozvoj vypocetni
techniky v 70. letech 20. stolet. Obrazek 7 Pri testovani novijch léciv je dulezité

Nisleduje dobra zpriva pro milovniky zvifat. vybrat sprdvny zvireci model. Napriklad pro
Druhé polovina 20. stoleti piinesla do vyvoje lé¢iv vgzkum lepry je nutné pouZit pdsovce, protoZe
nékolik revoluénich zmén, a to zejména v oblastech béZnd laboratorni zvifata toto onemocnéni
molekularni a strukturni biologie, rychlého testovani nepostihuge.
obrovského mnozstvi ldtek (tzv. high-throughput
screening) a jiz zminéné vypocetn{ techniky.

Dalsi pokroky v rentgenové krystalografii umoznily ur¢ovani struktury biomolekul, a tim védcim
odhalily skutetnou podobu receptoru. Diky rozvoji genetiky a klonovéni bylo najednou mozné vyro-
bit v laboratofi velké mnozstvi receptorového proteinu. Porozuméni struktuie a funkci buiiky a jejich
jednotlivych ¢asti ddle umoznilo pochopeni molekularni podstaty celé fady onemocnéni. Dostupnost
préce s receptorem jak teoreticky (modelovéni interakce), tak prakticky (testovéni v laboratoii), otevtela
spoustu novych moznosti.

Jednou z nich je testovani novych latek
piimo na receptoru ¢i bunééné kultufe (tzv.
in vitro — ve skle). Dnes uz jsou prakticky
vSechna novéa léc¢iva testovana nejdiive na
roztoku receptoru a poté v zivych bunkach.
Pouze v pripadé, ze tyto testy prokazi
ucinnost latky a nepotvrdi bunéénou toxic-
itu, jsou latky déle testovany na zvitatech a
az nakonec na lidech.

A jdeme do findle. Pokroky druhé
poloviny 20. stoleti nabidly dvé hlavni
metody, jak dnes léciva hledémeEl Obé dvé
metody probereme v néasledujicich odstavcich.

High-throughput screening (do ces-
tiny mozno pfelozit jako ,,vysoce vykon-
ny skrining®, HTS), metoda hrubé sily, pii
které je obrovské mnozstvi latek testovano
in wvitro. Obvykle se pocet latek pohybuje
v deseti- az stotisicich. Aby bylo tolik testu
mozné uskuteénit v redlné dobé, jsou HTS
systémy vétsinou automatizovany do podoby ruznych roboti.

Obréazek 8 High-throughput screening dovoluje automat-
icky testovat obrovské mnoZstvi latek. Zarizeni pripomind
vyrobni linku a taky podle toho stoji.

4Testovani novych latek pFimo na lidech bylo nastést{ uz od pocatku 20. stoleti postupné zakazovano nebo aspoii
regulovdno. Pro mikrobialni onemocnéni bylo navic mozné provadét testy piimo na danych mikroorganismech
(napf. pii vyzkumu antibiotik).

®Coz bohuzel v praxi nemusi byt pravda kviili odlisnostem v metabolismu ¢lovéka a modelového zvifete, proto
je tfeba vybrat vhodny model pro testovéni.

5Predstavené pifstupy nejsou jediné, které se dnes pouzivaji k hledani novych 1éciv, dsle se vyuziva napiiklad
hledédni novych latek v pfirodé (v sinicich, Fasdch, kordlech apod.).



Design 1é¢iv vyuzivajici vypocetnich metod (CADD — Computer assisted drug design),
umoznény rozmachem vypocetni techniky a strukturni biologie. Vypocetni metody zahrnuji zejména tzv.
dokovéni (angl. docking), pfi kterém specializovany program predpovidd vazebnou energii ligandu s re-
ceptorem. Dokovani se pouzivéd pii tzv. virtudlnim skriningu, ktery funguje obdobné jako HTS, ovSem
probihd pouze na pocitaci (in silico). Program piedpovi vazebné energie celé knihovny molekul s recep-
torem a ty, které se na receptor vazi silné, vyhodnoti jako potencidlni lé¢iva. Piistup pracujici s receptorem
se anglicky oznacuje jako structure-based drug design.

Dalsi metody z oblasti CADD zahrnuji napiiklad modelovdni metabolismu latek, pfedpovéd jejich
toxicity nebo jiz diive zminény ligand-based drug design. Tento pfistup je stale vyuzivan tam, kde neni
znam dostatek informaci o biologickém receptoru. Nejcastéji pouzivané metody v rdamci tohoto ptistupu
jsou farmakoforové modely a tzv. QSAR modely. S farmakofory jsme se setkali jiz diive, nyni si jesté
objasnime druhy pojem. QSAR (angl. Quantitative Structure-Activity relationship, ¢esky "kvantitativn{
vztah mezi strukturou a aktivitou”) predpovidd aktivitu testovanych litek na zdkladé matematického
vztahu mezi ruznymi parametry charakterizujici dané latky (napf. molekulovd hmotnost, polarita, pocet
ur¢itych funkénich skupin, aj.).

Dokovani

$ @ @

Testy in vitro

Obrazek 9 Schéma virtudlniho skriningu. Simulace na pocitaci pomoci molekulového dokovani umozriuje
predpovédét, jak dobre se ruzné ldtky budou vdzat do vazebného mista receptoru. Obvykle je pomoct této
metody vybrana mensi skupina ldtek, které jsou poté testovdny in vitro.

Oba dva pfedstavené pristupy jsou v soucasné dobé bézné vyuzivany pii navrhu novych 1é¢iv v aka-
demické sféte i ve farmaceutickych firmach. Vzhledem k tomu, ze virtualni skrining i HT'S maji své klady
i zépory, je vysledny postup pii vyzkumu obvykle kompromisem mezi obéma metodami. Casto je pomoci
virtudlniho skriningu vybrdna podskupina latek (stovky, tisice), které jsou poté testovany in vitro na
HTS. Zvysujici se presnost vypoctu spolu s rostoucimi naklady na objevovani novych 1é¢iv ¢ini vypocetni
metody stale vice atraktivni. Pro ilustraci se muzete podivat, kolik orienta¢né stoji ruzné experimenty
pii objevovéni 1é¢iv (celkovd cena vyzkumu jednoho 1é¢iva je dnes v pruméru 25 miliard K¢).

Tabulka 1 Orienta¢ni ceny ruznych experimentu

’ Experiment \ Typicka cena pro 1 latku ‘
pocitacové modelovani 200 K¢
biochemicka analyza 7 000 K¢
testovani na bunééné kulture 75 000 Ke¢
stanoveni akutni toxicity na mysich 250 000 K¢
stanoveni struktury proteinu krystalizaci 2 000 000 Ke¢
ovéfeni U¢innosti na zvitatech 5 500 000 Ké&
stanoveni chronické toxicity (potkan) 14 000 000 K¢
klinické zkousky na lidech 10 000 000 000 Ké&




Vyvoj léciv v sou€asnosti

Cilem historické exkurze do objevovani 1é¢iv v predchozi kapitole bylo nastinit slozitost celého procesu
a predstavit zdkladni pojmy a metody, které jsou dulezité pii sou¢asném vyzkumu léciv. Typicky trend
dnes predstavuje raciondlni pohled na problematiku, kdy je kladen duraz na pochopeni mechanismu
ucinku a vztaht mezi ldtkami na molekularni drovni. Tento postup, hlavné v kombinaci s velkou vypocetni
kapacitou modernich poéitact, umozinuje minimalizovat ¢asové i finanéni nédklady na hledani novych 1é¢iv.
Schéma postupu pii objevovani 1é¢iv je uvedeno na nésledujicim obrézkum
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Obrazek 10 Postup pri objevovdni léciv. Uvedeni nového léku na trh trvd 10 aZ 15 let, takZe vyzkum
léc¢iv, kterd jsou registrovdna v tomto roce, zapocal pravdépodobné na konci 90. let minulého stoleti.

Jak to tedy celé probiha? Vyzkum lé¢iv zacind tim, ze se objevi nové onemocnéni. Dalsim krokem,
ktery zabere obvykle nékolik let, je vyzkum nemoci na molekularni trovni a hledéni cilové biomolekuly
(obvykle enzymu), kterou by bylo mozné ovlivnit 1é¢ivem. Lé¢ivo po navdzani na enzym muze ovliviiovat
jeho funkci dvéma zpusoby — bud’ ji zpomali (navéze se do vazebného mista a blokuje jej, tzv. antagonista),
nebo naopak zrychli (funguje jako pfirozeny substrét, tzv. agonista).

Po identifikaci cilového enzymu zacind samotny proces hledani 1é¢iva, pii kterém se vyuzivajl dvé
hlavni metody — high-throughput screening a virtualni skrining. V prvém pfipadé je nutno pfipravit
cilovy enzym laboratorné a izolovat jej pro testy in wvitro, ve druhém piipadé je (obvykle) nutno znét
strukturu enzymu (nejcastéji z rentgenové krystalografie). Jak jsme se jiz zminili diive, ¢asto se v tomto
kroku pouziva kombinace obou metod, kdy pomoci virtudlniho skriningu je vybran zlomek molekul, které
jsou poté testovany pomoci HTS. Vysledkem je nalezeni latek, které se vazi na receptor, v hantyrce se
jim 7ikd | hits®.

Ne vsechny latky, které se vazi na receptor, ale mohou byt dobrymi lé¢ivy. Latky mohou byt toxické
nebo se v buitkdch mohou rozlozit diive, nez se dostanou k mistu ﬁéinkuﬂ Proto v dalsi fazi vyvoje lé¢iv
probihd testovani na bunéénych kulturach. Paralelné s timto testovanim probiha také optimalizace 1é¢iv
pomoci vypocetnich metod. Vysledkem této faze je nalezeni latek, které maji potencial k 1é¢bé nemoci,
jsou oznacované jako ,leads”.

Dalsim krokem je preklinické testovéni na zviratech (in wivo). Cilem preklinickych testi je oveérit
Gcinnost latky k 1éébé daného onemocnéni a odhaleni toxickych G¢inku na systémové drovni. Nejbéznéjsim
zvifecim modelem pro testovani je mys, protoze je nejlevnéjsi, ovsem vzdy je potieba davat pozor na to,
aby onemocnén{ mélo u modelového zvifete co nejpodobnéjsi prubéh jako u ¢lovéka (vzpomeite na pifklad
pdsovce k vyzkumu lepry).

Z preklinickych studii je také mozné zjistit, jaky je farmakokineticky profil lé¢iva v téle (jak se
vstiebavd, distribuuje po téle, metabolizuje a vylucuje z téla ven). S vyuzitim téchto znalosti je poté
mozné vytvorit vhodnou lékovou formu. Velkou snahou farmaceutickych firem je vyrdabét lé¢iva ve formé
prasku a tabletek, které se daji polknout. I kdyz se vétSsinou nejednd o nejlepsi zpusob podani 1éciva,

"Zamé&Fime se pii tom na “klasickd”1é¢iva, tedy na malé organické molekuly.
8Cel4 fada latek se navic do buiiky z okoli vitbec nedostane.



je mezi pacienty nejpopularnéjsi. Findlni lékova forma je jesté upravena béhem klinického testovani na
lidech, aby vykazovala co nejvyssi terapeuticky tc¢inek a zaroven minimalni nezadouci ic¢inky.

Klinické testovani probihd ve tfech fazich a k zahédjeni kazdé z nich musi vydat souhlas piislusny statni
regula¢ni orgénﬂ Nejprve je nové 1é¢ivo podavano zdravym lidem, aby se zjistily vazné nezddouci ucinky.
Asi polovina latek postoupi do faze II, ve které je jiz podavano lidem trpicim onemocnénim, na jehoz
lécbu je 16¢ivo uréeno. V této fdzi se ovéfuje ucinnost léciva ve srovnani s placebem (a starsimi 16¢ivy)
a optimalizuje se 1ékova forma a davkovani. Studie probiha zaslepené, pacient nevi, kterou latku dostal.
Asi tretina latek postoupi z fédze II do faze III. Treti faze spocivd v testovani lé¢iva na Siroké skupiné
pacientu (stovky az tisice) a je dvojité zaslepend, tzn. pacient ani lékai nevi, jakou ldtku podédvaji. Cilem
treti faze testovani je vyloucit efekt placeba a podchytit vSechny nezadouci ucinky.

Fézi III projde asi ¢tvrtina 1é¢iv. Po uspésném testovani poda vyrobce zadost o registraci 1éciva
piislusnému statnimu regulaé¢nimu orgdnu. Po udéleni registrace muze byt lé¢ivo uvedeno na trh. Nut-
nou podminkou k udéleni registrace je zajisténi tzv. postmarketingového monitorovani, které spociva ve
sledovan{ u¢inku 1é¢iva u pacientii (¢asto oznacovano jako faze IV klinického testovéni).

Virtualni skrining

V prvni lekci jsme se vénovali historii vyvoje 1é¢iv a dospéli jsme az k postupum, které se pouzivaji
v souCasné dobé. Zjistili jsme, ze vymyslet nové 1é¢ivo neni vubec jednoduché ani levné. V druhém
studijnim textu se podrobnéji zaméiime na jednu z metod hledani potencidlniho 1é¢iva, a to virtualni
skrining (¢esky muzeme pielozit tieba jako ”virtudlni prohleddvani”).
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LATKY VYKAZUJICI AKTIVITU

Obrazek 1 Uloha skriningu pri vgzkumu léciv. Cilem skriningu je identifikovat soubor ldatek (v Tddu
stovek), které vykazuji aktivitu na daném biologickém receptoru. Pro skrining je pouZito nékolik set tisic
aZ milionu ldatek. Smér shora doli na obrdzku zndzoriiuje postup pri hleddni potencidlniho lé¢iva, vodorovné
jsou uvedeny rizné metody skriningu.

Finanéni i ¢asovd narocnost je pro experimentalni pristup, pti kterém bychom otestovali vSechny latky
v laboratofi (napi. pomoci HTS), velkou piekdzkou. Je totiz nutné izolovat pozadovany biologicky recep-
tor (target) v dostacujicim mnozstvi a koupit ¢i syntetizovat vSechny latky, které by meély byt testovény.
7Z tohoto duavodu se ve farmaceutickém prumyslu rozvinulo pouzivani pocitacovych simulaci a vypoctu,
které umoznuji vybrat uzsi soubor latek, které budou s vyssi pravdépodobnosti vykazovat aktivitu. Dalsi
vyhodou je, ze nam pocitace dovoluji pouziti velké miry automatizace a zpracovani ohromného mnozstvi
molekul, jak malych molekul (potencidlnich 1éku), tak velkych biomolekul. Vznikl tak cely védni obor

9T nés je to Statni stav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL), ve Spojenych statech potom Food and Drug Administra-
tion (FDA).



chemoinformatika. V poslednich letech se rozvinula do dynamické a lukrativni technologie pro ziskavani
novych ,hitu“, potencialné novych i¢innych latek.

Piipomenme si, ze vypocetni metody pro design lé¢iv muzeme délit do dvou skupin. Ze znalosti
bioaktivniho konformeru molekuly ziskaného pomoci strukturnich metod (rentgenovd krystalografie —
X-rayEl a nuklearni magneticka rezonance — NMRH muZzeme hledat potencidlni novy ligand pomoci
3D podobnostniho hledénﬂ farmakoforového vzoru (obrdzek 6A z minulé lekce) nebo QSAR modelu.
Tento pifistup pak nazyvame ligand-based virtualni skrining, protoze vychézi ze struktury znamého
ligandu.

Pokud zndme i strukturu cflového receptoru (target), muzeme vyuzit molekulové dokovéni, které se
pokusi dostupné latky umistit do vazebného mista receptoru a odhadne pfislusné vazebné energie. Na
zékladé srovnani vazebnych energii poté program vyhodnoti latky s nejvyssi aktivitou. Tento pfistup se
nazyva structure-based virtualni skrining. Déale v tomto textu budeme jako biomolekuly a makro-
molekuly uvazovat pouze enzymy, protoze jsou v drtivé vétsiné pripadu hlavnim cilem 1é¢iv.

Uvedené metody muzeme vhodné kombinovat tak, abychom nejdiive rychle vybrali mensi mnozstvi
latek, které dale upfesnime pomalejsi, ale zato presnéjsi metodou. Muzeme si to predstavit napiiklad
jako nékolik sit s klesajici velikosti dér, v kazdém kroku se ndm zmensuje pocet kaminku, které projdou
skrz, resp. potencidlnich ligandu. Energii a prostiedky, které musime vynalozit v kazdém nasledujicim
kroku, rostou, tzn. ze ty nejnaro¢néjsi a nejpresnéjsi metody provadime az na konec s nejmensim poctem
molekul.

21 miliont molekul v ZINC databazi*

16 miliont molekul

800 tisic molekul
5 tisic molekul

350 molekul

Obréazek 2 Hierarchicky postup virtudlniho skriningu. Na pocdtku stoji rychlé a nepresné metody, smérem
dolu vzrustd presnost pouZityjch metod, ale zdroven i ndrocnost vypocti.

*Databdze ZINC je databdze komercné dostupnych molekul pripravensgjch pro dokovdni, muZete ji najit
na adrese lhttp: // zinc. docking. org|

0Tato metoda méfi rozlozen{ atomti pomoci elektronové hustoty, kterou ziskdme rozptylem rentgenového zéfenf
na elektronech. Pro tuto metodu pouzivame krystaly latek, u kterych chceme znat strukturu.

"Tato metoda je zaloZena na méFeni frekvence spinu atomovych jader. V silném magnetickém poli vyladime
pristroj na urcity typ jadra a posildme ruzné radiové signily a jadra ruzné odpovidaji na zékladé ruzného rozlozeni
elektronu v jejich okoli.

12 Jedn4 se o metodu, kterd se snaz{ najit molekuly, které maji na urcitych mistech v prostoru stejné atomy.


http://zinc.docking.org

Structure-based virtualni skrining

Tento piistup byl poprvé publikovan v roce 1982 ve ¢lanku ” A geometric approach to macromolecule-
ligand interactions.” El kde se skupina profesora Ferrina pokusila identifikovat potencidlni misto, kam by
se mohl vazat ligand. Toto vazebné misto muze byt lokalizovano v kapse nebo kavité proteinu a obsahuje
s ruznou pravdépodobnosti donory ¢i akceptory vodikové vazby, hydrofobni mista a dalsi skupiny, kterd
mohou vytvéret slabé interakce s ligandem. Piikladem vazebného mista muze byt aktivni misto enzymu.

Obrazek 3 Struktura trombinu s navdzangm inhibitorem NAPAP (1-[N-(naftalen-2-ylsulfonyl)glycyl-
-4-karbamimidoyl-D-fenylalanyl[piperidin). Struktura byla ziskana experimentdlné za pomoci rentgenové

krystalogmﬁeﬂ

Structure-based virtualni skrining vyuzivd metody zvané dokovani. Predpokladem této metody je
znalost 3D struktury proteinu. Tu nejcastéji ziskdvame pomoci experimentalnich metod rentgenové
krystalografie nebo nuklearni magnetické rezonance ¢i za pouziti empirické metody homologniho mod-
elovémﬂ Existuji i experimentdlni struktury, které obsahuji i konkrétni ligand. Piikladem muze byt
predchozi obrézek, kde je ve struktufe trombinu navazana ldtka NAPAP.

> '/K')/\ﬁ\ /'//

Obrazek 4 Ukdzka elektronové hustoty. Pri uréovand struktury pomoci rentgenové krystalografie zjistime
nejprve mapu elektronové hustoty, do které poté umistime jednotlivé ¢dsti makromolekuly.

3http://dx.doi.org/10.1016/0022-2836 (82)90153-X
1¥ice informaci na http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1dwd
15Tato metoda predikuje 3D strukturu na zakladé zndmé struktury podobného proteinu.


http://dx.doi.org/10.1016/0022-2836(82)90153-X
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1dwd

Tuto vzdjemnou interakci ligandu a receptoru muzeme vyjadiit dvéma zpusoby: disocia¢ni konstantou
komplexu enzym-inhibitor (K;) a inhibi¢ni konstantou (IC5g), coz je koncentrace inhibitoru, pii které se
rychlost enzymatické reakce zpomali na polovinu.

Molekulové dokovani je metoda, kterd se snazi predikovat vzajemnou konformaci a interakéni energii
dvou molekul. Pokud si to jednoduse ptredstavime na obrazku 3, kde je zachycena interakce trombinu
s NAPAP, pii dokovani se snazime dostat stejny ”obrézek”a disocia¢ni konstantu K; = 4 HNIE , kterd
odpovidé experimentdlnimu zjistén

Princip dokovani si muzete piedstavit jednoduSe takto: predstavte si deset ruznych kousku puzzle,
které se snazite napasovat do posledniho prazdného mista na obréazku. Nékteré puzzle vubec nepasuji
(museli bychom je upravit) a nékteré pasuji, ale do obrdzku tplné nesedi. Poté, co zkusite napasovat
vSechny kousky puzzle, zhodnotite, jak dobfe jeden po druhém zapadly na misto a sefadite je od nejlepsiho
po nejhorsi. A ted si to pfedstavte v trojrozmérném prostoru.

Dokovéni se skladd ze dvou zakladnich kroku:

e Umisténi kousku puzzle do obrazku, resp. prohledani konformaéniho prostoru ligandu vdzaného na
cilovou molekulu.

e Ohodnoceni jak dobfe tam pasuje, resp. ohodnoceni neboli skérovani vzniklé vazebné interakce.
K tomuto ucelu se pouzivaji tzv. skérovaci funkce.

Tyto dva body do sebe velice pékné zapadaji. Abychom mohli najit spravnou pozici ligandu, musime
dobie hodnotit jednotlivé usporadani ligandu a proteinu. Urcitym zpusobem hleddame vzdjemné polohy
a kazdou z nich ohodnotime a pokud je nova poloha horsi nez ta predchozi, zahodime ji, v opatném
pifipadé s ni pracujeme. Timto postupnym hledanim najdeme nejlepsi uspotradani ligandu a proteinu
podle skérovaci funkce.

7 chemického hlediska se ligand obvykle vaze do vazebného mista slabymi interakcemi, takze ne-
dochézi ke vzniku kovalentni vazby. Mluvime o interakci ligandu s receptorem. Tato interakce je zpros-
tfedkovana nésledujicimi silami a efekty:

e vodikové mustky

elektrostatické (van der Waalsovy sily, rozdélujeme coulombické, indukéni a disperzni)
e hydrofobni efekt
e solvatacni efekt

To, jak dobre se ligand vaze do vazebného mista receptoru, je pii molekulovém dokovani hodnoceno
podle vazebné energie komplexu ligand-receptor. Vazebnd energie je odhanuta pomoci skérovaci funkce
a zahrnuje prispévky ruznych sil a efektt uvedenych vyse.

Tady nase povidani ukoncime. V ramci dvou studijnich textu, které jsme pro vds pripravili, jste méli
moznost nahlédnout do minulosti i soucasnosti objevovdni lé¢iv. Doufame, Ze vam tyto informace prisly
zajimavé a studium vds bavilo.

M = mol 17!
"http://dx.doi.org/10.1021/jm00049a008
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