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Streszczenie: Szybki rozwdj komputeréw oraz oprogramowania sprawif, ze metody informatyczne in silico stafy
sie integralng czescig procesu poszukiwania i projektowania nowych lekow, intensywnie wspierang przez przemyst
farmaceutyczny. Za pomoca dostepnego obecnie oprogramowania do modelowania molekularnego mozliwa jest
analiza i poréwnywanie struktur, projektowanie zwiazkdw wiodgcych, identyfikowanie konformacji aktywnej liganda
i farmakoforu, analizowanie sposobu faczenia sie liganda z receptorem oraz wiele innych. Zastosowanie metod
i narzedzi obliczeniowych w procesie projektowania lekdw jest interesujgcg alternatywg, ktdra pozwala na znaczna
redukcje czasu i kosztéw zwigzanych z wprowadzeniem na rynek nowego leku.

Key words: molecular modelling, computer aided drug design, in silico methods.

Abstract: Rapid development of computers and software caused, that informatical methods in silico have become
an integral part of drug design process. It's possible to analyse and comparison many compounds, design of lead
compounds, identification of active conformation for ligand and pharmakophore and analyzing which interactions
are the most improtant in binding receptor with the ligand. The incorporation of molecular modelling methods in
drug design process is an interesting alternative that helps in reduction of cost and time, which are associated with
the launch of new drugs.

wypuscita na rynek 10 nowych lekéw. Szacuje

Proces i koszt wprowadzenia leku
na rynek

Opracowanie nowego leku oraz wprowadzenie
g0 na rynek jest procesem bardzo czasochton-
nym — trwa od kilku do kilkunastu lat. Ponadto
cena takiego projektu jest niebagatelna, gdyz
moze wynies¢ nawet kilka miliardéw dolaréw.
Co wiecej, nigdy nie ma sie pewnosci, ze to
ogromne przedsiewziecie zakonczy sie sukce-
sem, tj. pojawieniem sie nowego leku na ap-
tecznej pdtce. W ostatnim 10-leciu firma Pfizer
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sie, ze realizacja tego przedsiewziecia pochto-
nefa 7786 min dolaréw, co w przeliczeniu na
jeden lek daje ogromng kwote ok. 7.788 mid
dolaréw [1]. Olbrzymi koszt wdrozenia no-
wego leku wynika z wieloetapowosci takiego
procesu — poczawszy od prac laboratoryjnych,
gdzie nowy terapeutyk powstaje, przez bada-
nia przedkliniczne i kliniczne, az po rejestracje
i dopuszczenie leku do sprzedazy [2,3].

O tym, jak trudny to jest proces, mogag
SwiadczyC ponizsze liczby. Zwykle wstepnie
badanych laboratoryjnie jest od 5000 do
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10 000 zwigzkéw o potencjalnym dziataniu
leczniczym, z czego ok. 250 poddawanych
jest badaniom przedklinicznym. Gdy zakoncza
sie one sukcesem, tzn. gdy zostaje uznane, ze
potencjalny lek jest wystarczajgco bezpieczny,
co stwierdza sie zaledwie w przypadku kilku
substancji (ok. 5), przeprowadza sie badania
kliniczne. Ogdlnie szacuje sie, ze na 1000
przebadanych w pierwszej fazie substancji
tylko jedna uzyskuje pozytywny wynik testu
i przechodzi do etapu badan klinicznych.
Ponadto jedna na pie¢ z tych, ktére dotrg do
badan klinicznych jest rejestrowana i trafia na
apteczna potke [4].

Duza liczba lekow, ktére odpadaja na
etapie badan klinicznych wynika z faktu, ze
wiekszos$¢ z nich dziata nieselektywnie. Poza
tym niejednokrotnie pojawiajq sie trudnosci ze
sposobem podawania, stezeniem, interakcja-
mi oraz skutkami ubocznymi, tzn. nie uzyskuje
sie zamierzonej specyficznosci i selektywnosci
dziatania.

Rola modelowania molekularnego
w badaniach nad lekiem

W ostatnim dziesiecioleciu nastgpit gwattowny
wzrost mocy obliczeniowe] komputerdw oraz
silny rozwdj specjalistycznego oprogramowania,
dlatego tez mozliwe stafo sie wtaczenie technik
komputerowych (in silico) do badan nad nowy-
mi substancjami chemicznymi o potencjalnym
znaczeniu terapeutycznym [5-8]. Wykorzysta-
nie technik komputerowych (in silico) pozwala
na obnizenie kosztow ponoszonych w procesie
poszukiwania nowych, aktywnych biologicznie
substancji oraz skrécenie czasu okre$lenia pod-
stawowych parametréw fizykochemicznych,
budowy przestrzennej, konformacji oraz grup
wigzacych [9-12]. Oszczednos¢ czasu i reduk-
cja kosztéw wynika z radykalnej zmiany cha-
rakteru prowadzonych badan.

OOOOO
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Poszukiwanie substancji aktywnej wpty-
wajacej na proces chorobowy w tradycyjnym
podejsciu  obejmuje zaprojektowanie oraz
synteze szeregu struktur chemicznych, od kto6-
rych w kolejnych testach oczekuje sie pozy-
tywnej odpowiedzi receptora lub innego celu
terapeutycznego. Wykorzystanie modelowania
molekularnego utatwia opracowanie struktury
chemicznej zwiagzku dopasowujacego sie do
miejsca aktywnego receptora czy enzymu tzw.
struktury wiodacej, a nastepnie na jej modyfi-
kacje, aby w efekcie uzyskac jak najbardziej
idealne dopasowanie. Jest to istotne o tyle, ze
pozwala na zaprojektowanie leku dziatajacego
specyficznie (mniej dziafan niepozadanych)
oraz skutecznie [13].

Komputerowe wspomaganie
projektowania lekow

Wyréznia sie dwa gtéwne nurty projektowania
lekdw.

Pierwszy to tzw. receptor based desing
— stosowany w sytuacji, gdy doktadnie znana
jest struktura receptora. Receptory sg w wigk-
szosci biatkami, w ktérych niezwykle skompli-
kowanej topografii znajduje sie miejsce o spe-
cyficznym ksztatcie (miejsce wigzace).

Drugi nurt (ligand based design) sprowa-
dza sie do stworzenia tzw. farmakoforu, czyli
modelu opisujgcego relacje przestrzenne mieg-
dzy elementami wspdlnymi dla ligandéw od-
dziatujacych z danym receptorem [14].

W procesie projektowania nowego leku
kluczowe staje sie poznanie celu molekular-
nego, jego miejsca wigzacego, oddziatywan
i mechanizmdw, za pomocg ktdérych receptor
taczy sie z ligandem oraz zmian konformacyj-
nych, ktérym podlega w wyniku zwigzania sie
z substancjg aktywna. Uzyskanie struktury
przestrzennej receptora mozliwe jest za pomo-
cqg rentgenografii strukturalnej. Niestety, meto-
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da ta ma pewien minus w kontekscie projek-
towania lekéw, poniewaz nie daje informacji
0 budowie jego miejsca aktywnego. Znacznie
bardziej przydatna jest analiza rentgenostruk-
turalna kompleksu receptora z czasteczkg
leku. W ten sposéb mozna sie dowiedzie,
jakie grupy funkcyjne uczestniczag w wigzaniu
receptora z ligandem [15,16].

Znajomo$¢ topologii miejsca wigzgcego
umozliwia za pomocg odpowiedniego oprogra-
mowania sprawdzanie komplementarnosci li-
ganddéw (screening) dostepnych w bazach da-
nych do celu molekularnego, tzn. dokowanie
ligandu w miejscu aktywnym receptora, budo-
wanie nowych ligandéw w miejscu aktywnym
receptora oraz badanie dynamiki kompleksu
ligand-receptor [17,18]. Mozliwo$¢ wizuali-
zacji danego ukfadu za pomoca dostepnego
oprogramowania (GaussView, VMD) znacznie
utatwia ocene modelu ligand-receptor oraz po-
zwala na dowolne modyfikowanie pierwotnej
struktury poprzez dodawanie/usuwanie grup
funkcyjnych, wydtuzenie tancucha itd. w celu
uzyskania jak najwiekszego stopnia dopaso-
wania do miejsca wigzgcego, a tym samym,
zeby lek wykazywat najwieksza site dziatania.

Wyréznia sie trzy metody dokowania:
sztywne, gietkie oraz semi-gietkie, w zalezno-
$ci od konformacji receptora i liganda. Podczas
taczenia sie receptora z ligandem dochodzi do
zmian konformacyjnych zaréwno w obrebie
receptora, jak i liganda. Uwzglednienie tych
dwoch efektdéw jednoczesnie w metodzie do-
kowania jest utrudnione ze wzgledu na znacz-
ng czasochtonno$¢ obliczen. W przypadku
ligandéw zwykle dokonuje sie petnej analizy
konformacyjnej i w dalszym etapie procesowi
dokowania poddawane sg zwigzki w najnizej
energetycznej konformaciji.

Najczesciej stosowanymi programami do
dokowania molekularnego sg FlexX, Flexidock,
LigandFit, Gold, DOCK, Autodock, MOE-Dock,
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Glide, Prodock [19]. Programy te majg zaim-
plementowane rézne algorytmy obliczeniowe,
z ktérych w procesach dokowania najlepiej
sprawdzajg sie metody Monte Carlo (MC), me-
chaniki molekularnej (MM). Opisywane sg za
pomocg pol sifowych, z ktérych najbardziej po-
pularne to AMBER, GROMOS, CHARMM oraz
dynamiki molekularnej (MD) [19]. Symulacje
dynamiki molekularnej pozwalajg réwniez ba-
da¢ procesy zachodzace w ukfadach biologicz-
nych, takie jak: trwato$¢, zmiany konforma-
cyjne i folding biatek, reakcje enzymatyczne,
transport jondw przez membrany czy oddzia-
tywania peptyddw, biatek i innych zwigzkéw
chemicznych z dwuwarstwag lipidowa.

Przyktady lekéw zaprojektowanych
in silico

Mechanika i dynamika molekularna sg szcze-
golnie przydatne do okreslenia oddziatywan
wigzacych ligand z receptorem. Na podstawie
tych symulacji mozna wykluczy¢ na etapie
przeszukania potencjalnie aktywnych ligan-
dow te, dla ktorych sita oddziatywania jest
najmniejsza. Takie metody byty kluczowe dla
wyznaczenia powinowactwa dla inhibitoréw
proteazy wirusa HIV [20].

B-laktamazy sgq enzymami bakteryjnymi roz-
rywajacymi wigzanie B-laktamowe w czasteczce
antybiotyku, co powoduje opornos¢ produkuja-
cych je bakterii na dziatanie antybiotyku. Mo-
delowanie molekularne przyczynito sie do uzy-
skania trojwymiarowej struktury podjednostki
receptora VEB-1 B-laktamazy. Po zatwierdzeniu
wygenerowanego modelu receptora przeprowa-
dzono wirtualny screening metoda dokowania
ligandéw. Cztery czasteczki, dla ktérych oddzia-
tywanie z receptorem byto najsilniejsze, podda-
no analizie toksycznosci. W efekcie uzyskano
jeden potencjalny inhibitor VEB-1 B-laktamazy,
dla ktérego okreSlono podstawowe parametry
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fizykochemiczne oraz sposdb wigzania z recep-
torem. Te badania mogg by¢ punktem wyjscio-
wym do dalszych badan farmakokinetycznych
oraz farmakodynamicznych w celu uzyskania
kolejnego skutecznego leku, zapobiegajacego
tworzeniu sie oporno$ci na antybiotyki [21].

W podobny sposéb zidentyfikowano nowe
i selektywne zwigzki przeciw przenoszonemu
przez komary wirusowi Chikungunya (CHIKV),
wywotujgcemu epidemie wystepujace gtéwnie
na terenie potudniowej Azji i wschodniej Afry-
ki. Po raz pierwszy chorobe, ktérej przyczyna
byt ten wirus opisano w 1953 r. Od tej pory
nie opracowano szczepionki ani leku na wy-
wotywang przez tego wirusa chorobe [22].

Ponadto modelowanie molekularne jest
jedng z metod wspomagajacych w pracach
nad nowym, skutecznym lekiem przeciwno-
wotworowym [17].

Z kolei do farmaceutykéw obecnych na
aptecznej potece, ktdrych powstanie wspomo-
gly metody dokowania naleza: leki przeciwko
proteazie wirusa HIV (np. nelfinawir, indina-
wir, sakwinawir), przeciwgrypowe (zanamiwir,
oseltamiwir) czy obnizajace ciSnienie krwi
(kaptopryl) [23].

Podsumowanie

Modelowanie molekularne jest uzytecznym na-
rzedziem pozwalajgcym interpretowaé, wyja-
$niac i identyfikowa¢ molekularne wiasciwosci
potencjalnych substancji leczniczych, miejsc
aktywnych receptorédw, enzymaow, inhibitordw,
z wykorzystaniem struktur tréjwymiarowych.

Bioinformatyka farmaceutyczna I

Metody modelowania molekularne obec-
nie nie sg w stanie catkowicie zastgpi¢ eks-
perymentalnego poszukiwania nowego leku,
chocby ze wzgledu na fakt ignorowania far-
makokinetyki, ale mogg znacznie usprawnic¢
i wspomaoc ten proces oraz spowodowaé, ze
sukces prowadzonego projektu nie bedzie je-
dynie wynikiem szczescia i przypadku.
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