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Modelowanie molekularne jako etap poszukiwania
nowych substancji o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym

Molecular modeling as a stage of searching for new substances
with potential therapeutic significance
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STRESZCZENIE

Praca stanowi przeglad literatury dotyczacej modelowania molekularnego, ze szczegdlnym uwzglednieniem uzycia no-
woczesnych metod in silico we wczesnych etapach projektowania nowych substancji leczniczych. Jej celem jest omo-
wienie znaczenia oraz uzasadnienie shusznosci zastosowania oprogramowania komputerowego w procesie tworzenia
nowych lekéw. Przedstawiono etapy, przez ktore przechodzi zwiazek, aby mégt by¢ uznany za dobrego kandydata na
lek, oraz omowiono kolejne fazy postgpowania podczas poszukiwania substancji metodami modelowania molekular-
nego. Wykazano, ze modelowanie molekularne moze by¢ narzedziem przydatnym w procesie projektowania substancji
leczniczych; jest to rowniez istotny czynnik redukujacy koszty oraz skracajacy czas poswigcony na badania nad nowym
lekiem. W zwigzku ze znaczng efektywnos$ciag metod komputerowych powinno si¢ prowadzi¢ prace w zakresie ich dal-
SZego roZwoju.
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ABSTRACT

The paper is a review of the literature on molecular modeling, with particular emphasis on the use of modern in silico
methods in the early stages of designing new medical substances. Its purpose is to discuss the significance and justifica-
tion of using computer software in the process of creating new drugs. Therefore, the stages through which a compound
must pass so that it can be considered as a good drug candidate were presented, and the subsequent stages in the process
of searching for substances using molecular modeling methods were discussed. It has been demonstrated that molecular
modeling can be a useful tool in the process of designing medicinal substances, as well as an important factor reducing
the costs and shortening the time spent researching a new drug. Due to the considerable effectiveness of computer
methods, work should be carried out in their further development.
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WSTEP

Wraz z uptywem czasu poszukiwanie nowych zwiaz-
kéw o charakterze leczniczym stanowi coraz wigksza
trudnos¢. Jest to zwigzane z rosnacymi kosztami badan,
oczekiwaniami finansowymi wykwalifikowanej kadry
pracowniczej oraz zaostrzeniami w procedurach ekspe-
rymentalnych. Nie bez znaczenia pozostaje rowniez
fakt, ze znaczna ilo§¢ zasobow naturalnych oraz istnie-
jacych zwiazkow syntetycznych zostata juz wykorzy-
stana [1]. W tej sytuacji pomocne sa nowoczesne me-
tody obliczeniowe, ktore umozliwiajg przeprowadzenie
duzej czesci poczatkowych badan w formie in silico.
Zbiodr tych metod mozna okresli¢ pojeciem modelowa-
nia.

Modelowanie molekularne to metoda, ktora pozwala na
projektowanie uktadow czasteczek in silico za pomoca
komputera [2,3,4]. Bazuje na podstawach mechaniki
kwantowej, chemii kwantowej i mechaniki klasycznej,
a takze na obliczeniach, dzigki ktorym mozliwe jest
modelowanie oraz symulacja oddzialywan molekut
w okreslonych warunkach. Tworzenie i badanie ukta-
dow odbywa si¢ na poziomie atomu, co pozwala na do-
ktadne odtworzenie struktury i oddziatywan czasteczek
rzeczywistych, poniewaz generowane s3a konformacja
oraz dynamika molekut. Uktady modelowe czasteczek
nie sg traktowane tylko teoretycznie, gdyz podczas pro-
jektowania wprowadza si¢ szereg wartosci pochodza-
cych z badan doswiadczalnych lub obliczen na pozio-
mie chemii kwantowe;.

Projektowanie molekularne znalazto szerokie zastoso-
wanie w takich dziedzinach jak farmakologia, bioche-
mia czy biologia strukturalna (m.in. w badaniach mate-
riatowych, nanotechnologii oraz poznawaniu struktur,
o ktorych funkcji wiemy niewiele, ale znane sg ich
sekwencje), ma rowniez szczegblne znaczenie w mo-
delowaniu nowych lekow. Jednak gldwnag zaletag meto-
dy jest jej koszt, podczas gdy klasyczne projektowanie
nowego leku wiaze si¢ z duzymi naktadami pieni¢zny-
mi oraz dlugotrwatymi etapami. Nowoczesne metody
komputerowe znalazly zastosowanie w modelowaniu
takich lekow jak inhibitory proteaz, stosowanych w le-
czeniu zakazen ludzkim wirusem niedoboru odporno-
Sci. Ponadto metody modelowania molekularnego sa
pomocne w tworzeniu nowych lekéw skutecznych w le-
czeniu opornych zakazen bakteryjnych oraz wspoma-
gaja badania nad kolejnymi lekami przeciwnowotwo-
rowymi [5].

Pierwszym krokiem w modelowaniu molekularnym
jest znalezienie struktury wiodacej. W poczatkowych
poszukiwaniach inspiracja sa surowce naturalne, me-
dycyna ludowa, a takze zwiazki syntetyczne, istnieja-
ce juz leki, fizjologiczne ligandy i modulatory. Mozna
si¢ rowniez postuzy¢ synteza kombinatoryczng lub
projektowaé za pomocg spektroskopii magnetyczne-
go rezonansu jadrowego (nuclear magnetic resonance
— NMR). Proces zaczyna si¢ wiec od analizy budo-
wy okoto 50 tysigcy do nawet 5 milionéw zwigzkoéw
(ryc. 1). Wstepne badania laboratoryjne obejmujg 5—
—10 tysigcy substancji. Szacuje sig, ze tylko jeden zwia-
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zek na tysiac substancji przebadanych w pierwszym
etapie uzyskuje pozytywne wyniki w testach i moze
zosta¢ wprowadzony do badan klinicznych. Wigkszo$¢
lekow zostaje zdyskwalifikowana, poniewaz dziala nie-
selektywnie, czgste s rowniez problemy ze sposobem
podania leku, jego odpowiednim stezeniem, dziatania-
mi niepozadanymi oraz interakcjami, jakie wywotuje
stosowanie z innymi lekami lub z Zywnoscig. Metody
informatyczne, takie jak modelowanie molekularne,
pozwalaja na znaczne zawgzenie liczby zwigzkow juz
na samym poczatku projektu, co wptywa na duza
oszczednos$¢ czasu oraz zdecydowang redukcje kosz-
tow [1].

4-5 LAT

W »

2-3 LATA

1 ZWIAZEK

Ryc. 1. Schemat obrazujacy liczbe zwigzkéw branych pod uwage podczas
kolejnych etapow badan nad lekiem.
Fig. 1. Diagram showing number of compounds taken into account during
subsequent stages of drug research.

Komputerowe wspomaganie projektowania lekéw
(computer-aided drug design — CADD) staje si¢ coraz
wydajniejszym i czg$ciej stosowanym narzedziem [3,4].
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Metody komputerowe nie pozwalaja na przewidywanie
ostatecznych struktur dziatajacych lekow, ale umoz-
liwiajg wybor sposrdd olbrzymiej liczby zwigzkow
podejrzanych o potencjalne dziatanie terapeutyczne,
ktore beda najskuteczniej oddzialywac z receptorem.
W pracy zostaly przedstawione najwazniejsze etapy, ja-
kie obejmuje proces modelowania molekularnego.

Droga wprowadzania leku na rynek

Poszukiwanie nowych rozwiazan, a takze systema-
tyczne badania nad rozwijaniem obszarow wiedzy juz
poznanej okresla si¢ mianem ,,badan i rozwoju” (Rese-
arch & Development — R&D). W przypadku substan-
cji leczniczych jest to dziedzina pochtaniajaca znaczne
naktady finansowe §wiatowych firm farmaceutycznych.
Nalezy pamigtaé, iz caty proces badawczy obarczony
jest ogromnym ryzykiem niepowodzenia. Szacuje sig,
ze tylko jedna sposrdd dziesieciu czastek dopuszczo-
nych do badan klinicznych zostaje po testach dopusz-
czona do obrotu [4,6]. Stale rosnace koszty zwigzane sg
z wigksza wymagana liczbg uczestnikow badan klinicz-
nych, wigksza liczba procedur badawczych oraz duzy-
mi naktadami przeznaczanymi na proces rekrutacyjny,
administracj¢ oraz wynagrodzenia. Nie bez znaczenia
pozostaje rdwniez konkurencja, poniewaz koszty po-
niesione przez producentow lekow generycznych przy
wprowadzeniu takiego leku mieszcza si¢ w granicach
okoto 40% kosztow leku oryginalnego. Etapy wprowa-
dzania leku na rynek ilustruje rycina 2. Identyfikacja
choroby obejmuje zdefiniowanie aktualnych potrzeb
medycyny. Nastepnie dokonuje si¢ rozpoznania poten-
cjalnego punktu uchwytu dla leku. Dobry zwigzek cha-
rakteryzuje si¢ specyficzno$cia dziatania, wobec czego
punkt ten powinien zapewnia¢ maksymalny efekt tera-
peutyczny przy jednoczesnym minimalnym wplywie
na reszte ustroju. Oméwiony proces zajmuje okoto 2
do 5 lat [7].

Kolejng faza jest wykrycie substancji aktywnej, na co
sktada si¢ identyfikacja czasteczek wiodacych, a spo-
$rod nich kandydata na lek. Inaczej etap ten okresla si¢
jako badania podstawowe lub laboratoryjne. Tradycyj-
nie polega on na syntezie nowego zwigzku, modyfika-
cji juz istniejacego lub wyizolowaniu substancji natu-
ralnych z surowcow roslinnych. Wtasnie ta faza moze
by¢ przyspieszona przez zastosowanie komputerowych
metod modelowania molekularnego. Standardowo etap
projektowania substancji aktywnej zajmuje, podobnie
jak pierwszy etap, $rednio od 2 do 5 lat [8].

1. IDENTYFIKACJA CHOROBY
| WYKRYCIE CELU
DLALEKU 2. IDENTYFIKACJA
SUBSTANCJI

AKTYWNEJ

4. BADANIA
KLINICZNE

3. BADANIA
PRZEDKLINICZNE

5.PROCES .
REJESTRACJI |'7

6. WPROWADZENIE LEKU
DO OBROTU
Ryc. 2. Schemat przebiegu badari nad nowym lekiem, przed wprowadze-
niem na rynek.
Fig. 2. Diagram of course of research on new drug, before launching on
market.

Zwiazek o potencjalnej skutecznosci wchodzi nastep-
nie w fazg badan przedklinicznych. To pierwszy etap
badan zwiazany bezpos$rednio z wilasciwa substancja.
Poczatkowo przeprowadza si¢ badania in vitro i in vivo,
a jezeli wyniki sg satysfakcjonujace, dokonuje si¢ ba-
dan na zwierzgtach laboratoryjnych. Badania przedkli-
niczne zajmujg $rednio do 3 lat.

Ostatnim etapem prac badawczych sa badania klinicz-
ne, ktore maja na celu potwierdzenie dziatania farmako-
logicznego, wlasciwosci klinicznych oraz farmakoki-
netycznych leku. Dazy si¢ réwniez do poznania dziatan
niepozadanych i stale monitoruje bezpieczenstwo oraz
skutecznos¢. Schemat przebiegu badan klinicznych ilu-
struje rycina 3.

Faza I badan klinicznych stuzy wstgpnej ocenie bezpie-
czenstwa po pierwszym kontakcie potencjalnego leku
z organizmem ludzkim. W badaniu bierze udzial nie-
wielka grupa zdrowych ochotnikow, liczaca zwykle od
10 do 100 oso6b. Jest to faza stosunkowo krotka, lecz
obarczona najwigkszym ryzykiem. Podczas doswiad-
czenia uczestnicy sg stale obserwowani i poddawani
doktadnym badaniom. Pozwala to wysnu¢ wnioski na
temat wchianiania, wydalania, toksyczno$ci oraz pod-
stawowych interakcji. Na podstawie tych danych ustala
si¢ dawkowanie preparatu w dalszych fazach. Szacuje
si¢, ze na 100 zwigzkow przebadanych w fazie I zale-
dwie 70 przechodzi do kolejnej fazy badan.

W badaniach fazy II biorg udziat chorzy ochotnicy, za-
zwyczaj w liczbie od 50 do 500. Wprowadza si¢ wow-
czas analiz¢ porownawczg dzialania kandydata na lek
oraz placebo. Doswiadczenie prowadzi si¢ zwykle na
podstawie podwojnie §lepej proby, czyli takiej, w kto-

WNIOSEK
FAZAI FAZAIl FAZAII
MAA/NDA FAZAIV
1,5 ROKU > 2LATA > 3LATA > 1,5 ROKU > >

Ryc. 3. Schemat przebiegu badar Klinicznych z uwzglednieniem $redniego czasu trwania etapu; MAA (Marketing Authorisation Application) — wniosek
0 uzyskanie pozwolenia na dopuszczenie leku do obrotu na terenie Unii Europejskiej; NDA (New Drug Application) — wniosek dotyczacy nowego leku po

[l fazie badan, obowigzujacy na terenie Stanéw Zjednoczonych.

Fig. 3. Diagram of course of clinical trials taking into account average duration of each stage. MMA (Marketing Authorisation Application) in European Union;
NDA (New Drug Application) after Il phase of testing, in force in the United States.
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rej ani lekarz, ani pacjent, ani personel medyczny nie
wiedza, jaki zwiazek jest podawany. Wspotczesnie, ze
wzgleddw etycznych, grupie kontrolnej, ktéra powinna
otrzymywac placebo, podaje si¢ leki bedace standardo-
wym leczeniem danej jednostki chorobowej. W bada-
niach II fazy ocenia si¢ skutecznos¢ leku w konkretnej
grupie chorych oraz jego bezpieczenstwo, jak réwniez
parametry farmakokinetyczne, korelujac je z ptcig oraz
wiekiem pacjenta. Definiowane sg rowniez zalezno$é
pomiedzy dawka a efektem terapeutycznym oraz daw-
kowanie substancji czynnej w kolejnych etapach badan.
Faza III badan klinicznych jest prowadzona w grupie
chorych ze wskazaniem do farmakoterapii, kwalifiko-
wanych do uczestnictwa w do§wiadczeniu na podstawie
konkretnych kryteriow. Sa one tak dobrane, by popula-
cja badana odzwierciedlata faktyczng populacj¢ cho-
rych z dang jednostka chorobowa. Liczba chorych wy-
nosi od 1000 do 3000 lub wigcej i uwarunkowana jest
wymaganiami Europejskej Agencji Lekow (European
Medicines Agency — EMA) lub Agencji Zywnosci i Le-
kéw (Food and Drug Administration — FDA). Faza 111
powinna ostatecznie dowies¢ skutecznosci zwiazku
oraz bezpieczenstwa jego stosowania w terapii dtugo-
i krotkotrwatej. Po jej zakonczeniu lek moze zostaé
zarejestrowany i wprowadzony do obrotu za pomoca
wniosku MAA (Marketing Authorisation Application —
wniosek o uzyskanie pozwolenia na dopuszczenie leku
do obrotu) na terenie Unii Europejskiej lub NDA (New
Drug Application — wniosek dotyczacy nowego leku po
III fazie badan) na terenie Stanow Zjednoczonych. Sza-
cuje sie¢, ze koncowy etap badan klinicznych pochtania
az 70% catkowitego budzetu przeznaczonego na wpro-
wadzenie nowego leku.

Faza IV dotyczy lekow zarejestrowanych i dopuszczo-
nych do sprzedazy; stanowi kontrolg¢ zasadnos$ci wszyst-
kich wskazan oraz skierowania produktu leczniczego
do roznych grup chorych. Obejmuje réwniez weryfi-
kacje wczesniej nie ustalonych dziatan niepozgdanych
oraz dalsza oceng skutecznos$ci leku. Statystycznie oce-
nia sie, ze jedynie 1 na 5 lekéw poddawanych badaniom
klinicznym sprawdza si¢ we wszystkich fazach [9].

WYBOR,
ELEMENTOW
| ZAKODOWANIE
STRUKTURY
CZASTEK

PRZESZUKANIE
PRZE STRZENI
KONFORMACYJNEJ

PRZYGOTOWANIE
DANYCH

GENEROWANIE
FARMAKOFORU

Ryc. 4. Kolejno$¢ zadan podczas budowania farmakoforu.
Fig. 4. Order of tasks during pharmacophore building.
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Tworzenie farmakoforu

Farmakofor to model ilustrujgcy przestrzenne zalezno-
$ci miedzy elementami wspdlnymi dla ligandow, ktore
moga oddziatywac z danym receptorem. Generowanie
farmakoforu w procesie modelowania molekularnego
jest konieczne wowczas, gdy nie znamy struktury re-
ceptora, natomiast znana jest budowa kilku aktywnych
ligandow. Kolejne kroki podczas budowania farmako-
foru ilustruje rycina 4.

Pierwszym krokiem jest przygotowanie danych — ana-
liza struktury chemicznej maksymalnie aktywnej i r6z-
norodnej grupy zwigzkoéw chemicznych dla tego same-
g0 miegjsca wigzacego. Nalezy rowniez przypisac typy
i tadunki poszczegdlnym atomom oraz rozstrzygnac,
czy konkretna grupa funkcyjna bedzie akceptorem, czy
tez donorem protonu wigzania wodorowego.

Kolejnym etapem jest przeszukiwanie przestrzeni kon-
formacyjnej; dla potrzeb projektowania molekularnego
analiza zostaje dokonana zwykle tylko na poziomie
konformacji o najnizszych energiach potencjalnych.
Wynika to z faktu, ze wickszo$¢ czasteczek aktywnych
jest elastyczna i moze wystepowaé wlasciwie w nie-
skonczonej liczbie ksztaltdow. Poniewaz konformacja,
w jakiej ligand taczy si¢ z receptorem, jest zazwyczaj
nieznana, przestrzen konformacyjna rozwazanych mo-
lekut musi zosta¢ poddana analizie. Niektore programy
uwzgledniaja gietkos$¢ czasteczek w trakcie budowania
farmakoforu, inne za$ juz na poczatku tworza odmienne
konformacje i zapisuja je w celu wykorzystania w na-
stepnych krokach.

W dalszej kolejnosci dokonuje si¢ wyboru elementéw
i kodowania struktury molekut. Polega to na selekcji
z kazdej czasteczki takich elementdéw, ktére moga by¢
przydatne w tworzeniu farmakoforu. Nalezy pamig¢tac,
ze farmakofor buduja tylko elementy istotne dla od-
dziatywan miedzyczasteczkowych. Moga je stanowié
grupy o wyjatkowych funkcjach, takie jak grupy hydro-
fobowe, o charakterze kwasowym lub zasadowym, czy
tez akceptory i donory wigzan wodorowych. Moga to
by¢ réwniez pojedyncze atomy, jak np. atom siarki.
Ostatnim zadaniem jest wygenerowanie farmakoforu.
Jest on tworzony na podstawie analizy danych z po-
przednich etapéw 1 zestawieniu ich w taki sposob,
aby dla wszystkich czastek osiagna¢ farmakofor mak-
symalny. Interpretacji dokonuje si¢ za pomoca kil-
ku metod, przy czym wigkszo$¢ z nich opiera si¢ na
zatozeniu, ze jezeli grupa ligandow oddziatuje z tym
samym miejscem wigzania, to istnieje duze prawdo-
podobienstwo, ze beda one posiada¢ wspolny far-
makofor. Nie zawsze jest to jednak zalozenie zgodne
z prawda, poniewaz znane s3 ligandy o bardzo wyso-
kiej aktywnosci, ktoére moga nie zawiera¢ jednego z ele-
mentéw farmakoforu. Dlatego inng droga rozwiazania
tego problemu jest znalezienie najmniejszego zbioru
elementow i odleglos$ci pomigdzy nimi; nie jest zatem
konieczne, by kazda czasteczka zawierala wszystkie
cechy farmakoforyczne. Spos$réd metod generowania
farmakoforu wyrézniamy:
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— metodg¢ prostego przeszukiwania, oparta na analizie
realnych kombinacji wzajemnie pasujacych do sie-
bie cech; badanie rozpoczyna si¢ od tworzenia
farmakoforéw posiadajacych tylko po dwa wspolne
dla wszystkich ligandow elementy w konkretnej
odleglosci od siebie; w kolejnym etapie do zna-
lezionych dwuelementowych farmakoforow dodaje
si¢ trzecig ceche i schemat modelowania powtarza
si¢ az do momentu, w ktorym farmakofor posiada
maksymalng liczbe wspdlnych dla wszystkich
ligandow cech;

— metod¢ algorytmow genetycznych, polegajaca na
utworzeniu struktur posiadajacych informacje na
temat polozenia elementow konkretnej czasteczki
w danej konformacji, tzw. ,,chromosomoéow”’; mole-
kuta o najmniejszej liczbie elementdw jest ozna-
czana jako wzorcowa; nastgpnie dzigki losowym
zmianom, takim jak rotacje i translacje, generowane
sa nowe ,,pokolenia chromosoméw”; jezeli nie
uwzgledniono zmiennosci konformacyjnej w po-
przednich etapach, mozna uzyskac¢, rowniez na dro-
dze zmiany konformacji, kolejne pokolenia; w za-
leznosci od stopnia doktadnosci dopasowania za-
wartych w ,.,chromosomach” elementéw do struk-
tury wzorcowej czasteczki moga one przezywaé
dtuzej lub krocej, wobec czego mozliwe jest otrzy-
manie grupy, ktora w procesie ,,ewolucji” otrzy-
mala najlepsze dopasowanie i na jej podstawie
generowany jest farmakofor;

— metod¢ znajdowania najwigkszego podgrafu — w ten
sposob dziata oprogramowanie zapisujace struktury
czasteczek jako grafy; kryteria, na podstawie kto-
rych z wygenerowanych wstgpnie pozycji wybiera
si¢ ostateczny model, to m.in. liczba elementéw
w proponowanych farmakoforach; preferowane sa
farmakofory o jak najwigkszej liczbie pasujacych
cech.

Wynikiem analizy jest zazwyczaj kilka propozycji

farmakoforéw i dopiero odpowiednia ocena koncowa

pozwala na dobranie wtasciwego. To niezwykle waz-
ny etap w procesie otrzymywania nowych substancji
leczniczych. W czesci sposrod wykorzystywanych me-
tod decydujaca w wyborze odpowiedniego farmako-
foru jest liczba czastek, dla ktorych stanowi on czegsé
wspolng. W takim wypadku moze si¢ okazaé, ze farma-
kofor czteroelementowy, reprezentatywny dla wszyst-
kich ligandow z wyjatkiem jednego, jest mniej poza-
dany niz farmakofor trojelementowy, ale wspdlny dla
wszystkich ligandow [10,11].

Analiza QSAR

Metoda QSAR (quantitative structure—activity rela-
tionship) pozwala na okre$lenie, ktore cechy ligandow
wywierajg najistotniejszy wplyw na ich aktywnos¢.
Jest nieocenionym narzgdziem podczas modelowania
molekularnego. Opiera si¢ na porownaniu zaleznoS$ci
miedzy biologiczna aktywnoscig zbioru ligandow da-
nego receptora a ich fizykochemicznymi parametrami.
Na tej podstawie wyprowadza si¢ rownanie QSAR,

ktdre jest matematycznym wymiarem analizowanej za-

leznos$ci [10,12].

Aby otrzymac rownanie, konieczne jest sprowadzenie

cech fizykochemicznych do formy liczbowej. W tym

celu nalezy postuzy¢ si¢ tzw. deskryptorami. Sa to
funkcje opisujace rézne wlasnosci czasteczek, np.:

— termodynamiczne: logP (wspotczynnik podziatu
miedzy wode i oktanol), refraktywnos$¢ molowa,
hydrofobowos¢ podstawnikow;

— pdl molekularnych: potencjat elektrostatyczny i van
der Waalsa na siatce;

— elektronowe: tadunek catkowity, moment dipolo-
wy, efekt rezonansowy, efekt indukcyjny, pola-
ryzowalno$é, energia HOMO i LUMO, tadunek
catkowity, stala Hammetta;

— strukturalne: pole powierzchni, objeto$¢, masa cza-
steczkowa, liczba pier§cieni aromatycznych, para-
metry sferyczne Tafta, liczba rotujacych wigzan,
wigzania wodorowe;

— konformacyjne: energie roznych konformacji i roz-
nice migdzy nimi;

— inne (np. oparte na teorii grafow).

Poszukiwanie miejsca wiazacego

Poniewaz nie zawsze znana jest struktura krystalogra-
ficzna kompleksu ligand-receptor, etap znajdowania
miejsca wigzacego jest jednym z istotniejszych kro-
kéw w projektowaniu skutecznego leku. Poszukiwanie
tego miejsca na receptorze jest konieczne, gdy znana
jest jedynie sekwencja aminokwasowa receptora, kry-
stalografia natywnej formy receptora lub gdy zachodzi
potrzeba znalezienia alternatywnego miejsca wigzania.
Czesto dochodzi do sytuacji, w ktorej na powierzch-
ni receptora znajduje si¢ kilka potencjalnych miejsc.
Wowczas przydatna jest analiza uzyskanych rozwigzan
kilkoma metodami lub wykonanie dokowania natural-
nymi ligandami i dopiero na podstawie otrzymanych
wynikdéw wybiera si¢ najodpowiedniejsze miejsca.
Metody stuzace do poszukiwania miejsca wigzacego
dzieli si¢ na homologiczne, solwatacyjne oraz dys-
kretne. Najczesciej wykorzystywane sa metody homo-
logiczne, ktore bazuja na poréwnywaniu sekwencji
aminokwasowej receptora z sekwencjami powigzanych
biatek. Metoda ta ma duze zastosowanie w momencie,
gdy poszukiwane jest miejsce, ktore wigze jego natural-
ny ligand. Wystepowanie fragmentu o matej zmienno-
$ci w obrebie struktury aminokwasowej receptora moze
swiadczy¢, ze wlasnie w tym obszarze bedzie wystepo-
wac miejsce wigzania. Mozliwe jest rowniez wykorzy-
stanie baz bialek podobnych strukturalnie, szczegolnie
w przypadku, gdy sekwencja receptora jest unikalna.
Metody solwatacyjne polegaja na znajdowaniu wgle-
bien w powierzchni receptora, ktore sa potencjalnymi
miejscami wigzania. W tym celu biatko receptorowe
zostaje oplaszczone sferami, o wielkosci odpowiadaja-
cej czasteczkom wody. Nastepnie sfery, w ktorych pro-
mieniu znajduje si¢ mniejsza niz zadana w symulacji
liczba atomdéw bialek, sg usuwane. Procesu tego doko-
nuje si¢ cyklicznie, tak dhugo, az liczba sfer odtozonych
na powierzchni biatka pozostaje stata.
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Ostatnig mozliwg $ciezka sa metody dyskretne, inaczej
oparte na siatkach, polegajace na otoczeniu powierzch-
ni receptora punktami w wezlach siatki sze$ciennej.
Kolejny krok stanowi eliminacja tych punktow, ktore
w szesciennym obszarze o zadanym boku nie zawie-
rajg zadnego atomu biatka. Dzigki temu uzyskuje si¢
tylko punkty lezace w poblizu powierzchni biatka re-
ceptorowego. Nastepnie usuwane sg punkty, w ktorych
sasiedztwie, o innym niz wczesniej rozmiarze, znajdu-
je si¢ mniej niz okreslona liczba atomoéw biatka. Po-
zostate punkty zostaja polaczone w grupy. Grupy za-
wierajace zbyt malg liczbe punktow sa eliminowane,
a pozostale, jesli zachodzi taka potrzeba, mozna scali¢
w wicksze zespoly. Wadg metody opartej na siatkach
jest zaleznos$¢ orientacji i potozenia struktury biatkowej
wzgledem siatki; duzo lepiej sprawdza si¢ ona w po-
szukiwaniu waskich i glebokich szczelin. Niestety, nie
zawsze prawidtowe zlokalizowanie miejsca wigzacego
jest gwarancja sukcesu. Dzieje si¢ tak, poniewaz czg-
sto dochodzi do sytuacji, w ktorej po zwigzaniu liganda
przez receptor struktura biatka receptorowego podlega
licznym zmianom konformacyjnym [13]. Dostepne
sa rozne programy ulatwiajace pracg w tym zakresie,
m.in. DALI, LigandFit, LigSite, PASS [14,15,16,17].

Przeszukiwanie baz danych

Dzigki molekularnym bazom danych mozliwe jest prze-
szukanie milionow zgromadzonych w nich czasteczek.
Pozwala to czesto unikna¢ kosztoéw, jakie generuja ko-
lejne etapy poszukiwan, np. dokowanie molekularne.
Najkorzystniejsza sytuacja jest wtedy, gdy znana jest
budowa receptora. Mozna wowczas skorzysta¢ z po-
szukiwania na podstawie okreslonej struktury miejsca
wigzania. Gdy nie jest jasne, jak wyglada farmakofor,
mozna stworzy¢ zapytanie ztozone ze zdefiniowanego
obszaru, w obrebie ktorego powinny istnie¢ elementy
liganda o konkretnych cechach [18,19]. Mozliwe jest
wtedy zastosowanie metody wyszukiwania dwuwymia-
rowego lub tréjwymiarowego.

Dokowanie molekularne

Dokowanie to metoda, ktéra pozwala na odnalezienie
sposobu ulozenia i konformacji liganda w obrebie miej-
sca wigzacego receptora. Umozliwia réwniez oceng
sily wigzania kompleksu. Jest to proces ztozony, ponie-
waz analizie poddaje si¢ bardzo duza liczbe ligandow
przypadajaca na jeden receptor (nawet do kilkunastu
tysigcy). Dlatego tez konieczne jest zastosowanie kom-
promisu mi¢dzy doktadno$cia dopasowania a szybko-
Scig oraz kosztem obliczeniowym, gdzie wazna jest
wielko$¢ przestrzeni konfiguracyjne;j.

Aby rozpoczaé proces dokowania, nalezy doktadnie
pozna¢ strukturg¢ receptora, w tym rowniez potozenie
miejsca aktywnego. Waznym elementem jest takze do-
step do bazy mozliwych ligandow.

Istotnym zabiegiem optymalizujagcym przebieg proce-
su jest odpowiednie przygotowanie uktadu, majace na
celu przede wszystkim uzdatnienie miejsca wigzania.
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Szczegbdlng uwage nalezy poswigci¢ takim zagadnie-

niom jak:

— dodanie atoméw wodoru do struktury krystalo-
graficznej oraz upewnienie si¢ co do ich kierunko-
wosci; bardzo istotne jest to dla atoméw wodoru,
ktére beda tworzy¢ wigzania wodorowe, czyli tych
potaczonych z silnie elektroujemnymi pierwiast-
kami;

— okreslenie stanow protonacyjnych lizyny, argini-
ny, histydyny, kwasu asparaginowego oraz kwa-
su glutaminowego, tzw. aminokwasdéw miareczko-
walnych;

— przypisanie tadunkéw do atomoéw liganda oraz
receptora.

Wigzanie si¢ liganda z receptorem prowadzi zwykle

do zmian konformacyjnych w obrgbie obu tych czaste-

czek. W zalezno$ci od tego, jak rozpatrujemy zmien-
no$¢ konformacyjna, wyrdznia si¢ trzy sposoby doko-
wania: sztywne, gietkie i semi-gigetkie. Dokowanie
sztywne utrzymuje, ze konformacja receptora i ligan-
da nie podlega zmianom podczas dokowania, jedynie
biatko receptorowe podlega rotacjom i translacjom. Do-
kowanie semi-gietkie wykorzystuje mozliwos¢, ze kon-
formacja receptora jest stala i niezmienna, a zmianom
konformacyjnym, rotacjom i translacjom podlega tylko
ligand. Polega ono na przeszukaniu przestrzeni konfor-
macyjnej i wyliczeniu konformerdéw o najwigkszej sta-
bilnosci, a nastgpnie ich sztywnym dokowaniu. Metoda
dokowania gigtkiego zaktada, ze zarowno receptor, jak
i ligand podlegaja zmianom konformacyjnym, dodat-
kowo ligand ulega rotacjom i translacjom. W rzeczy-
wistosci jednak dokowanie ogranicza si¢ zwykle do
tancuchow bocznych aminokwasow w obrgbie miejsca
wigzacego receptora. Do dokowania wykorzystuje si¢
najczesciej kilka konformacji receptora. Zwykle liczba
zmian konformacyjnych zaweza si¢ do tych, ktore wy-
stepuja w bibliotekach rotamerow. Moga by¢ one row-
niez wygenerowane z zastosowaniem metod dynamiki
lub mechaniki molekularnej, tak by byly to struktury

o réznych stanach wyjsciowych. Kazda z owych kon-

figuracji, uznawana za sztywna, zostaje poddana doko-

waniu liganda [20].

Projektowanie nowych ligandéw

Generowanie ligandow de novo to alternatywny spo-
sob poszukiwania nowych zwiazkéw, réznigey sie od
poprzednich metod tym, ze zamiast bazowac na istnie-
jacych juz molekutach, opiera si¢ na znanej budowie
receptora lub farmakoforu. Metoda ta w duzej mierze
oparta jest na mechanizmach losowych. Wigze si¢ to
z ogromng liczba zwigzkow, ktdére mozna zsyntetyzo-
wac, siegajacg nawet jednego googola (1-10'), Jesli
dodatkowo przyja¢ fakt, ze kazdy ze zwiazkow moze
wystepowaé w kilku konformacjach, liczba ta jest
w rzeczywistosci niemozliwa do przeszukania. Wobec
tego stosuje si¢ algorytmy polegajace na wprowadzaniu
przypadkowych zmian w obregbie budowy liganda oraz
jego potozenia, kolejno oceniajac dopasowanie po-
wstatej molekuty do miejsca wigzania lub farmakoforu.
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W taki sposdb realne jest znalezienie struktury cha-
rakteryzujacej si¢ najkorzystniejszymi wlasciwoscia-
mi.
Analiza miejsca wigzacego stanowi istotny, pierwszy
etap poszukiwan. Ma na celu znalezienie takich frag-
mentow, ktore beda stanowi¢ miejsce kluczowych
oddziatywan liganda z receptorem. Wtasciwosci bra-
ne pod uwage to m.in. oddzialywania hydrofobowe,
elektrostatyczne, a takze akceptory i donory wigzan
wodorowych. Dzigki takiej analizie mozliwe jest
utworzenie mapy przestrzennej, na ktorej zaznaczone
sa obszary korzystne. W zalezno$ci od rodzaju opro-
gramowania tworzenie mapy moze si¢ odbywaé na
podstawie rozpoznawania okreslonych fragmentdw,
np. definiujac pozycje, w ktorej powinno si¢ umies-
ci¢ donor wigzania wodorowego. Praca innych pro-
gramoéw polega na tworzeniu siatek przestrzennych,
ktérych wezty stanowia punkty wypetniajace miej-
sce wigzania w receptorze. Umieszcza si¢ w nich na
probe rozne molekuty, a nastepnie kazdej przypisuje
konkretng warto$¢ energii oddziatywania.
Gdy nie ma mozliwosci poznania struktury miejsca
wigzacego, stosuje si¢ farmakofor. Jest on utworzony
na podstawie zbioru znanych ligandow i stanowi baze
do konstrukcji mapy.
Konstruowanie ligandéw zachodzi z poziomu po-
jedynczych atomow lub czgsciej z wigkszych frag-
mentow, takich jak grupy funkcyjne czy pierscienie
aromatyczne. Dla fragmentow takich definiowane
sa wartosci r6znych deskryptoréw, miejsca taczenia
z innymi fragmentami. Nast¢pnie na podstawie do-
pasowania do konkretnych obszaréw miejsca wigza-
nia receptora wybierane sg te, ktore beda korzystne
dla wlasciwosci nowej czasteczki. Budowanie i opty-
malizacja zachodzg stopniowo z wykorzystaniem na-
stepujacych strategii:

— laczenie grup funkcyjnych, uprzednio dopasowa-
nych do komplementarnych obszarow miejsca
wigzacego;

— rozbudowa zarodka, czyli jednego fragmentu
umieszczonego w miejscu wigzania, przez dota-
czanie kolejnych czastek;

— chaotyczne mutacje, a wiec translacje, rotacje,
rozbudowa lub usuwanie w obrgbie dotgczonego
fragmentu, dokonywane losowo;

— laczenie weztow siatki, mozliwie jak najkrotsza
droga, a nastgpnie losowa optymalizacja powsta-
tego tworu.

Nierzadko metody te sg faczone lub stosowane jedna

po drugiej. Ocena nowo powstatych ligandow cze-

sto zachodzi na biezaco podczas tworzenia, niemniej
duza czg$¢ utworzonych czastek musi zosta¢ odrzu-
cona ze wzgledu na trudnosci w syntezie chemicznej,
czy tez niekorzystne wtasciwosci farmakokinetyczne.

Metoda projektowania nowych ligandow obejmuje

réwniez modyfikacje juz istniejacych molekut w kie-

runku zwigkszenia ich powinowactwa do biatka re-
ceptorowego [4,21,22,23].

Pomocna w rozwazaniu korzystnych wilasciwosci

nowego leku moze by¢ rowniez ,,zasada pieciu” Li-

pinskiego (rule of five — ROS) [24]. Pozwala ona na
oceng zwigzku chemicznego pod katem jego poten-
cjalnej aktywnosci jako leku doustnego. Reguta zo-
stata sformulowana na podstawie wniosku, ze wigk-
szo$¢ substancji leczniczych stosowanych dotychczas
droga oralng stanowia czasteczki wzglgdnie mate oraz
umiarkowanie lipofilowe. Nalezy jednak zaznaczyg¢,
ze metoda nie pozwala przewidzieé¢, czy dany zwigzek
bedzie aktywny farmakologicznie, a jedynie okres-
li¢ wlasciwos$ci wazne z punktu widzenia farmakoki-
netyki, takie jak wchtanianie, dystrybucja, metabolizm
oraz wydalanie. Regula dotyczy takich wlasciwosci fi-
zycznych, jak masa molowa, logP, liczba akceptoréw
wigzan wodorowych (hydrogen bond acceptor — HBA)
i donoréw wigzan wodorowych (hydrogen bond donor
— HBD) oraz ich konkretnych wartos$ci, ktore ilustruje
rycina 5. Poniewaz kazdy warunek jest wielokrotnoscia
liczby pig¢, regute nazywa si¢ ,,zasada pieciu”.

MASA
MOLOWA
<500

N~
HBD logP
= . ZASADA PIECIU . 395

N

HBA
<10

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy warunki, jakie musi spetni¢ zwigzek che-
miczny, aby byt zgodny z ,zasada pieciu” Lipinskiego.

Fig. 5. Diagram presenting conditions that chemical compound must meet to
comply with Lipinski’s rule of five.

PODSUMOWANIE

Metody modelowania molekularnego moga by¢ po-
mocne w projektowaniu substancji leczniczych, jednak
w procesach obliczeniowych nie wystarczy sama wie-
dza farmaceutyczna, konieczna jest biegltos¢ w obstu-
dze programéw komputerowych, znajomos¢ systemow
operacyjnych (np. Linux), czasami roéwniez umiejet-
nos¢ programowania. Wskazana jest ponadto bardzo
dobra znajomo$¢ chemii oraz mechanizméw proceséw
zachodzacych na powierzchni ligand—receptor. Pra-
ca zwigzana z modelowaniem molekularnym to praca
interdyscyplinarna i czg¢sto ten etap projektowania le-
kéw prowadzony jest przez zespoly naukowcow, spe-
cjalistbw z roznych dziedzin. Niejednokrotnie warto
jednak poswieci¢ czas na opanowanie wspomnianych
umiejetnosci.

W poréwnaniu z tradycyjnymi metodami projektowa-
nia nowych lekow, metody modelowania molekular-
nego umozliwiajg znaczne skrdcenie czasu podstawo-
wych badan nad lekiem. Ponadto pozwalaja na ograni-
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czenie kosztow procesu, poniewaz nie ma koniecznosci
przeprowadzania licznych eksperymentéw w warun-
kach laboratoryjnych [6].

Praca zostata wykonana w ramach utrzymywania po-
tencjatu badawczego (badania statutowe): KNW-1-119/
K/8/Z oraz KNW-1-162/N/9/Z.
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