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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Pracovisté: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Diplomant: Jitka Vavrova

Vedouci prace: PharmDr. Marta Kucerova, Ph.D.

Nazev prace: Tvorba virtualni knihovny syntetickych latek pro praktické vyuziti

v molekulové modelovaci studii

Navrh avyvoj 1€civé latky je proces vyzadujici analyzu velkého mnozstvi dat.
Vytvoieni virtudlni knihovny syntetickych latek poskytuje ptistup k primarnim tidajim ohledné
struktury sloucenin, vysledkli studii biologické aktivity a molekulovym deskriptorim
nezbytnym pro predikci podobnosti lé¢ivym latkdm. Chemické databaze nachazeji své
uplatnéni ve virtualnim screeningu, ktery predstavuje moderni strategii pocitaCem asistované¢ho
navrhu léc¢iv (z angl. Computer Assisted Drug Design, CADD). Molekulové dokovani je jednou
z moznych metod.

Databaze byla vytvorena v programu Microsoft Excel a zahrnuje rizné strukturni typy
sloucenin, napt. derivaty pyrazinu, rhodaninu, thiazolidin-2,4-dionu a 1,2,4-oxadiazolu, které¢
byly pfipraveny v ramci vyzkumné skupiny Néavrh a vyvoj novych antimikrobialnich 1éciv.
Molekuly jsou dostupné v fadkovém zapisu vhodném pro molekulové dokovani.

Pro ukazku konkrétniho vyuziti této databaze byla provedena molekulové modelovaci
studie v programu Molecular Operating Environment (MOE). Bylo provedeno molekulové
dokovani se tfemi potencidlnimi cilovymi molekulami pro Ilé€ivé latky (lidskou
aldosareduktasou, mykobakteridlnimi enzymy p-hydroxyacyl-ACP  dehydratasou a
tyrosinfostat-fosfatasou B). Cilem studie bylo zkoumani interakci a skore jednotlivych malych
molekul. Vysledky ukédzaly na nékteré slouceniny, kterym by v nasledném vyzkumu mohla byt
vénovana vétsi pozornost.

Byla vytvofena virtudlni knihovna obsahujici celkem 317 sloucenin. Jeji vyhodou je
mozné nasledné vyuziti pro akademické a védecké ucely, napt. pro budouci molekulové

modelovaci studii nebo jiné ptistupy CADD.



Abstract

Charles University, Pharmaceutical Faculty in Hradec Kralové
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Title of Diploma Thesis: Creation of a virtual library of synthetic compounds for

practical use in a molecular modelling study

Drug development is a process requiring the analysis of a large amount of data. Creating
a virtual library of synthesized compounds provides access to primary data concerning
structure, results of biological activity studies, and molecular descriptors necessary for drug-
like prediction. Chemical databases are usually used in virtual screening, which is a modern
strategy of Computer Assisted Drug Design (CADD). Molecular docking is one of the methods.

Microsoft Excel was used to create the database, which includes different structural
types, e.g., pyrazine, rhodanine, thiazolidin-2,4-dione, and 1,2,4-oxadiazole derivatives
prepared in the research group Design and Development of New Antimicrobial Agents.
Molecules are available in a spreadsheet containing all compounds in a line-notation ready-to-
dock format.

To demonstrate this database's actual usage, a molecular modelling study was
performed using the software Molecular Operating Environment (MOE). This study included
molecular docking with three selected potential drug targets (human aldose reductase,
mycobacterial B-hydroxyacyl-ACP dehydratase and mycobacterial phosphotyrosine
phosphatase B). The aim of the study was to examine interactions and score of individual small
molecules. Results emphasized compounds that could be of interest to upcoming real screening.

The virtual library of total 317 compounds was created and can be used for academical

and scientific use, e.g., for a future molecular modelling study or for other CADD approaches.
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2 Uvod a cil prace

Navrh a vyvoj léCivych latek je dlouhodoby proces, béhem kterého dochazi zpravidla
k nashromazdéni velkého mnozstvi dat. Tvorba virtualni knihovny latek je jednim
z chemoinformatickych piistupt, ktery umoziuje tato data roztidit, ulozit, vyhledavat v nich
asdilet je mezi pracovnimi skupinami. Jednou z praktickych moznosti uplatnéni virtualni
knihovny latek je jeji vyuziti pro virtualni screening. Hlavni metodou pro tento piistup je tzv.
molekulové dokovani.
Cilem teoretické casti prace bylo shrnout poznamky o tvorbé chemickych databazi
a ziskat pfehled o jejich nasledném wvyuziti. Byla provedena stru¢nd reSerSe o metodé
molekulového modelovani. Cilem experimentalni €asti bylo navrhnout a vytvofit funkéni
knihovnu chemickych molekul zaloZenou na latkach realn€ dostupnych v ramci vyzkumné
skupiny Navrh a vyvoj novych antimikrobialnich 1é¢iv. Cast latek byla timto zptisobem
zpracovéna jiz v predchozi praci Legae G. B. Kebakuile.!
Prace obsahuje i ukazku vyuziti této knihovny prostiednictvim molekulové modelovaci
studie vybranych slou€enin z databaze. Cilové molekuly pro virtualni screening byly navrzeny

na zaklad¢ predchozich zkuSenosti a literarni reserse.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Chemoinformatika

Navrh avyvoj 1é¢ivych latek je dlouhodobym procesem, ktery vyzaduje zpracovani
velkého mnozstvi dat.? Touto problematikou se bliZe zabyva chemoinformatika, véda spojujici
pristupy chemie a vypocetni techniky. Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii (IUPAC) ji
definuje jako védu o zachézeni, tfidéni, ukladani, vyhleddvani a vyhodnocovani informaci
o chemickych latkach; tyto informace jsou nasledné¢ vyuzivany k analyze, ziskavani

a extrahovani dat nebo ke strojovému uéeni.?

3.1.1 Historie tvorby knihoven latek

Pocatky chemoinformatiky jsou €asto spojovany s vyuZzitim kombinatoridlni chemie pro
navrh a vyvoj lécivych latek. Principem je syntéza velkého mnozstvi sloucenin tvoficich
kombinatorialni knihovnu latek. Nasledn€¢ dochazi k testovani aktivity velkého mnozstvi
sloucenin vuci cilové molekule, predevsim metodou tzv. screeningu s vysokou propustnosti
(High-Throughput Screening; HTS).*

Pivodné listinné databaze chemickych sloucenin Casto vznikaly jako vystupy po
provedeni syntézy a publikaci vysledkd. Nejznaméjsim ptikladem je referatovy casopis
Chemical Abstracts, ktery je nyni dostupny v ramci platformy SciFinder. Virtualni kolekce
chemickych latek zacaly vznikat na podporu kombinatoridlni syntézy, jako podklady pro HTS
a pfipadnou opétovnou syntézu né€kterého z produkti. Postupné zacal navrh in silico
databazovych systémi hrat dilezitou ulohu jiz ve fazi pred zahajenim syntézy latek. Mezi
vyhody tohoto postupu patii snizeni nakladti spojenych se syntézou latek a vyuziti databazi pro
metody pocitatové chemie. Nékteré databaze si kladou za cil charakterizaci tzv. chemického

prostoru. Stru¢ny vyvoj byl shrnut na Obr. 3-1.4°

PO SYNTEZE PRED SYNTEZOU

¢ UloZeni dat ¢ Podplrna funkce ¢ Virtualni kolekce
* Prakticky dostupné * Vhodné pro naro¢néjsi * Velké mnoistvi dat
slouceniny postupy ¢ Pocitadova chemie
¢ Experimentalni data ¢ Priklad: (molekulové
e Pfiklad e Virtualni knihovny dokovani)
¢ Chemical Abstracts latek pro * Pfiklad:
Service kombinatorialni ¢ Databaze ZINC
syntézu a HTS * GDB-17

Obrazek 3-1 Postupny vyvoj vytvareni knihoven chemickych sloucenin



3.1.2 Databazové zdroje v chemii

Databaze ptedstavuji organizované kolekce dat. Zakladem je obvykle jejich zpracovani
do tabulky. Informace o konkrétni latce jsou uklddany ve formé zaznamu (predstavuji fadky
tabulky), ke kterym nalezi definovana sada poli (pfedstavuji sloupce). Kazdému zaznamu je
pfifazen tzv. primarni kli¢, ktery zdznam jednoznacné identifikuje, napt. identifikacni ¢islo
nebo kdd. Podle tohoto primérniho klice 1ze zaznam vyhledat nebo na néj jednoduse odkazovat.
V oblasti védeckych ¢lankt je obecné pouzivany tzv. DOI (Digital Object Identifier), slouzici
k jednoznac¢né identifikaci umisténi dokumentu na webu.®

Databazové zdroje je mozné rozdélit napi. na plnotextové, bibliografické a
faktografické. Plnotextové (fulltextové) databédze predstavuji sadu dokumenti, jenz je mozné
diky indexaci jednoduse prohledavat. Databaze jsou provozovany nejcastéji vydavatelstvimi,
patentovymi Ufady, pfipadné vefejnymi institucemi. Obsahuji primarni zdroje informaci, tedy
nejcastéji Clanky referdtovych casopist, védecké patenty, kvalifikacni prace, atd. Piistup
k plnym textim pak muze byt omezen pfedplatnym nebo piislusnosti k védecké nebo
vzdélavaci instituci.® Jedna se napf. o Wiley Online Library nebo SpringerLink.”®

Bibliografické (citani) zdroje poskytuji seznam informaci o publikacich. Kazdy
konkrétni ¢lanek charakterizuji bibliografickymi udaji — jménem autora, ndzvem casopisu,
rokem vydani, ro¢nikem a Cislem casopisu, poctem stranek apod. Bibliografické databéaze
vetSinou neposkytuji plné znéni publikace, ale Casto jsou propojeny odkazem na plnotextovou
databazi. Bibliografické databaze predstavuji napi. Web Of Science a Scopus.”!°

Faktografické databaze extrahuji konkrétni fakta ze sekundarnich a primérnich zdrojt.
Ve farmaceutické chemii to mohou byt naptf. informace o chemickych slou€eninach, jejich
vzorce, molekulové deskriptory, fyzikalni a spektralni data, navrhy syntézy, ptipadné udaje
o biologické aktivit¢ a farmakologickych vlastnostech. Faktografické databaze patfi mezi
terciarni zdroje informaci.® Piiklady ptedstavuji PubChem a SciFinder.!!!?

V soucasnosti se jednotlivé druhy databazi prekryvaji a poskytovatelé¢ databazovych
servertl v oblasti chemie se snazi nabizet co nejvétsi mnozstvi informaci a rozmanité nastroje

pro vyhledavani, analyzu i export dat.%!3

3.1.2.1 Priklady databazi zaméfenych na slouceniny

Nasledujici ptehled byl zvolen vzhledem k tématu a vyuziti v diplomové praci, databazi
je samoziejmé mnoho a podrobnosti o nich lze dohledat v jiz zpracovanych piehledovych

¢lancich. 1% U kazdé databaze je uvedena jeji internetova doména, poskytovatel a udaj o poctu
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sloucenin, ve kterém jsou zahrnuty organické aanorganické, pfipadné organokovové
slouceniny. Nejsou uvedeny pocty sekvenci DNA.

Tabulka 3-1 Dostupné databaze slou¢enin

Komer¢ni
Databaze, doména Poskytovatel Pocet sloucenin
SciFinder ' . . -
. American Chemical Society 178 miliond!?
scifinder.cas.org
Reaxys . o
Elsevier > 148 milionf'
reaxys.org
Volné dostupné
Databaze, doména Poskytovatel Pocet sloucenin
PubChem National Center for .
‘ ‘ ‘ _ 109,8 miliond'’
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov Biotechnology Information
European Molecular Biology
CHEMBL »
' Laboratory — European 2 miliony'®
ebi.ac.uk/chembl/ o _ ‘
Bioinformatics Institute
ZINC University of California, San 230 milionta (3D)
zinc.docking.org Francisco, USA 750 miliont (2D)"°
GDB-17 University of Berne,
‘ ‘ 166,4 miliard®®
gdb.unibe.ch/downloads/ Switzerland

Z dalSich databazi vyuZivanych ve farmaceutické chemii a zaméfujicich se predevsim
na malé molekuly 1ze uvést napt. Enamine, Cambridge Structural Database nebo ChemSpider.
VSechny udaje pottebné pro navrh 1é¢iv vétSinou nelze najit v jedné databazi, a proto je
vyhodné prohleddvat vice zdrojii azaroven informace (napf. o chemické struktufe,

stereochemii, tautomerii) ovéfovat a kriticky posuzovat.'*

3.1.3 Zobrazeni sloucenin

Pro zépis sloucenin do virtudlnich databazi se obvykle pouziva 2D a 3D format. Déle
byly vyvinuty tzv. linedrni zépisy, které se zabyvaji pievedenim sloucenin do jednoduchych

radkovych zapist (1D).
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3.1.3.1 2D zobrazeni slouéenin

Dvojrozmérny zépis sloucenin Ize oznacit také jako topologicky, protoze vychazi ze
spojovani atomt piimkami, které znazorfiuji vazby, ¢imz je charakterizovana topologie
molekuly. Ptrikladem 2D zobrazeni muze byt kresleni struktur na papir, in silico jsou poté
vyuzivany sofistikované programy, jako napt. ACD/ChemSketch?! nabizejici voln& dostupnou
i komeréni verzi, komeréni ChemDraw Professional a ChemDoodle.?>?* Tyto programy
funguji na bazi algoritmt a nastrojii kresleni, umoziuji vytvofit systematicky nazev slouceniny

a vypoéitat nekteré deskriptory. 224

3.1.3.2 3D zobrazeni slou¢enin

Prvnimi 3D zpodobnénimi chemickych slouc¢enin byly pravdépodobné molekulové
modely vytvafené pomoci dratkl a koralki, dale pomoci chemickych stavebnic. Dnes mohou
byt generovany vypocetné, pii ¢emz jsou relativni pozice atomil vytvoreny pfifazenim hodnot
v kartézském systému soufadnic. 3D zobrazeni molekul je mozné ziskat experimentalné, jako
napt. metodou rentgenové krystalografie, NMR spektroskopie nebo 3D elektronové
mikroskopie. Teoreticky a experimentalni ptistup 1ze kombinovat, k sestaveni 3D obrazu lze
vyuzit knihovnu 3D fragmentl a jejich néaslednou kompilaci. DalSim zplisobem je metoda
homologniho modelovani na zdkladé podobnosti jiz popsané 3D struktufe enzymu.?>-°

3D obrazy struktur se dale vyuzivaji pro rizné metody pocitacového navrhu 1€€iv. Jejich

spravné sestaveni se poté odrazi na kvalité vysledkii molekulové-modelovacich studii.?’

3.1.3.3 Linearni zapisy sloucenin

S rozvojem chemoinformatickych pfistupti dochazelo ike snaze charakterizovat
molekuly jednoduchymi zépisy, které by umoznovaly vyhledavani struktur, ukladani do
databazi a pfenaSeni mezi jednotlivymi pocitaCovymi aplikacemi. Linearni zapisy vychazi
z tzv. spojovacich tabulek (z angl. connection tables), které umoznovaly zakodovat zéapis
molekuly do formy tabulky, ve které byly oznaceny jednotlivé atomy, jejich vazby a potadi
t&chto vazeb.?’

Cilem linearizace bylo zjednoduSené zapsat strukturni vlastnosti molekuly do jednoho
radku, ktery by umoznoval snadné ukladani a ptenos dat. Mezi ptiklady systémi pro linearni

zapis molekul patii SMILES, InChl, InChl Key a SMARTS.?’
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3.1.3.3.1 SMILES

Nézev SMILES je akronymem pro Simplified Molecular Input Line Entry Specification
a oznacuje systém vytvoreny v 80. letech 20. stoleti. Vychazi z béZzného zapisovani sloucenin
do tadku (napt. CH3-CH-CH»>-CH3), tento format vSak dale zjednodusSuje. Atomy se v kodu
oznacuji svymi symboly, je mozné je umistit do hranatych zavorek a specifikovat u nich pocet
vodikl, naboj a izotop, napt. [CH4] nebo [Zn++]. Prvky patfici do tzv. organické podmnoziny
je vsak dovoleno psat s vynechanim hranatych zavorek apoctu vodikl, pokud pocet
piipojenych vodikii nebo jinych atom odpovida jejich definované vaznosti. Atomy
v aromatickych slouceninach se piSou malymi pismeny. Vétveni atomu je znacené kulatymi
zavorkami. U cyklickych struktur se pro zapis pouziva jejich rozpojeni — chybéjici vazba je
vyznacena Cislici. Znazornéni typt vazeb je uvedeno v tabulce, jednoduché vazby je mozné
vynechavat. Systém umi zaznamenat iizomerii na dvojné vazbé pomoci symbolll / a\
a stereoizomerii v ptipadé sp® uhlik@i pomoci znaku @ vyjadiujiciho orientaci proti sméru
hodinovych ru¢iek a @@ po sméru hodinovych ruci¢ek, viz Tab. 3-2.278

Tabulka 3-2 Vyjadieni vazeb v systému SMILES

Typ vazby symbol
jednoducha -
dvojna =
trojna #
aromaticka

Nevyhodu systému je, Ze pro jednu slouc¢eninu mize existovat vice riznych typi zapist.
Napft. pro benzen lze ziskat celkem tfi typy zapisu — s pouZzitim malych pismen (clccececl), ve
form¢ Kekulého vzorce (kombinace jednoduchych a dvojnych vazeb CI=CC=CC=Cl)
a s vyuzitim znazornéni aromatické vazby pomoci dvojtecky (C:1:C:C:C:C:C1). Problém také
nastava pfi zapisu, pokud slou¢eninu ¢teme zleva doprava a nasledné obracené — dojdeme ke
dvéma rlznym zapisim, které jsou ale formalné spravné. Situaci zlepSilo vyuZiti tzv.
kanonického formatu SMILES, ktery nastavuje pravidla oc¢islovani atomt slouceniny, aby
doslo k ziskani pokazdé stejného zapisu pro jednu chemickou entitu.?’

Vyhodou je naopak jeho srozumitelnost a dostupnost. Pivodni verze sice nebyla
zamyslena k volnému uziti, ale aktualizovana forma OpenSMILES ano.? Daéle Ize SMILES
vyuZzivat pro pfesun zapisu slouceniny mezi aplikacemi. Editory grafické podoby struktur
umoziuji prevadéni mezi SMILES zapisem a nakresem slouceniny. Patfi sem programy jako

napf. ChemDraw, ale také grafické editory, které byvaji soucéasti programi pro molekulové
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modelovani. Piiklad kodu SMILES (Obr. 3-2) byl vytvofen pomoci programu ChemDraw
Professional, ktery preferuje zapis benzenovych jader ve formé Kekulého vzorce.

O
X | NN
N \/K’<
O=C(/C=C/C1=CC=CC=C1)C2=NC=C(C(C)(C)C)N=C2

(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-fenylprop-2-en-1-on.
Obrazek 3-2 Priklad konkrétniho zapisu SMILES z databaze: Slouc¢enina CH1b.

3.1.3.3.2 InChl

InChl (International Chemical Identifier) je formatem linearniho zapisu, ktery vznikl ve
spolupraci organizaci I[UPAC a NIST. Objevil se okolo roku 2005, ve snaze o vytvoreni
objektivniho identifikatoru slouceniny, ktery popisuje jeji strukturu a zaroven je unikatni pro
kazdou slouceninu. Dal$im rozdilem oproti SMILES je, ze byl od zacatku navrhovan jako volné
dostupny systém — zdrojovy kéd InChl software je volné ke stazeni.>

Jednd se o kanonicky systém, ktery strukturu popisuje do detailu aumoziuje
i porovnavani struktur. Cislovani atom@ postupuje podle sumérniho vzorce, pro uvedenou
slouceninu jsou ¢islovany uhliky 1-15, kysliky 16 a 17. Vodikim se ¢isla nepfitazuji.
Identifikator se déli do vrstev (layers), které se odd€luji lomitkem. InChl musi povinné
obsahovat vrstvy sumarniho vzorce, konektivity (c) a vodikii (h). Nepovinny je zapis vrstvy
stereochemie (mtze obsahovat podvrstvu t pro tetrahedricka centra, podvrstvu b pro izomerii
na dvojné vazbg), dale vrstvy naboje (q), protonace (p) a dali.>!

O

¢
OH

(E)-1-fenyl-3-(2-hydroxyfenyl)-prop-2-en-1-on
InChI=1S/C15H1202/c16-14-9-5-4-8-13(14)10-11-15(17)12-6-2-1-3-7-12/h1-11,16H/b11-10+

{ | !

sumarni vzorec ¢ — konektivita h — vodiky

oznaceni systému Standard InChl stereochemie

Obrazek 3-3 Priklad konkrétniho zapisu SMILES z databaze: Sloucenina AcOc.
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Vyhodou systému InChl je jeho unikatnost pro jednotlivé slouceniny, volna dostupnost,
charakterizace systému do detailu a jeho neustaly vyvoj. Samotni tviirci vSak priznavaji nékteré
limity — ne vSechny typy stereochemie a tautomerie lze v InChl zaznamenat, pro velké
molekuly jako napt. monoklonalni protilatky systém nefunguje zatim viibec. Konverze mezi
grafickym nékresem slouceniny, InChl a opétovnym vytvorenim grafického nakresu nebyla
puvodné¢ zamyslena, piesto ji lze provést; vysledky konverze vSak nemusi byt totozné. Oproti
SMILES je uzivatelsky mén¢ Citelny a obsahuje vétsi pocet znakli. HaSovanim InChl vznikl

identifikator InChl Key.?"-!

3.1.4 Molekulové deskriptory

Molekulové deskriptory popisuji vlastnosti molekuly pomoci matematickych hodnot,
které jsou vyjadieny zpravidla Ciselné. Podle definice [UPAC se jednd o parametry, které
charakterizuji specifické strukturni nebo fyzikalné-chemické aspekty sloucenin.’? Deskriptory
jsou dillezitym nastrojem chemoinformatiky a umoznuji kvantitativné hodnotit a porovnavat
vlastnosti molekul matematickymi a statickymi metodami.

Deskriptory molekul vychazi z matematické teorie grafii, ¢i z chemickych odvétvi
(fyzikalni, kvantova, organickd chemie). Vyuziti nachazeji predevsim ve farmaceutické chemii
k predikci farmakokinetickych parametrt 1é€iva v organismu. Pfi vyvoji 1€Civ je mozné vyuzit
deskriptory pro modelovani QSAR, tedy kvantitativnich vztah mezi aktivitou a strukturou
a obdobn¢ QSPR, kvantitativnich vztahi mezi vlastnosti a strukturou. Pfi obou metodach
dochazi k vyuziti statistiky a analyzy dat k vytvofeni predikénich modeld pro pfedpovidani
biologické aktivity a vlastnosti latek. Deskriptory také slouzi jako parametry vyhledavani

a filtrovéani v knihovnach chemickych latek.*

3.1.4.1 Rozdéleni

Molekulové deskriptory 1ze rozdélit do dvou zékladnich skupin — fyzikalné-chemické
deskriptory, které vychazeji z experimentalniho méfeni (napf. LogP, molarni refraktivita),
a teoretické deskriptory, které se odviji od zpisobu reprezentace molekuly. Teoretické
deskriptory lze dale klasifikovat podle poctu dimenzi dané reprezentace (napt. 0D, 1D, 2D, 3D,
4D deskriptory). Rozfazeni je nutno vnimat pouze orienta¢né, nebot nékteré fyzikalné-
chemické deskriptory mohou byt teoreticky predikovany, jako napt. cLogP.3**

Vypocet teoretickych deskriptor je vyhodny pro svoji rychlost, ¢asovou dostupnost
i relativné nizkou cenu, ktera se odviji od pouzitého nastroje (ru¢ni vypocet, kalkulator,

pocitaCovy program). Experimentalné ziskané deskriptory mohou pfinaset jedine¢né informace
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o molekule, ale mohou je doprovazet statistické odchylky v pfesnosti nebo ovlivnéni
podminkami experimentu. Molekulové deskriptory by mély spliiovat jist¢é pozadavky
— nezavislost na ¢islovani atomt (pfipadné by mély vyuzit kanonické ¢islovani), nezavislost na
pozici slouceniny v prostoru, jasna definice deskriptoru a jeho jednotek, nabyvani vhodné

&iselné hodnoty (mozna je Uprava napt. logaritmizaci).*?

3.1.4.2 Priklady molekulovych deskriptori

V praktické ¢asti této diplomové prace byly pouzity vypocty molekuldrnich deskriptort,
které byly ziskané v programech ChemDraw Professional a Molecular Operating Environment
(MOE).35:36

1. Relativni molekulova hmotnost

Patti do skupiny tzv. 0D deskriptorti, pro jejichz vypocet je pouzivan sumarni vzorec. Jedna
se o sumu relativnich atomovych hmotnosti v§ech atomt v molekule.

2. Pocet atomi

Vyjadiuje celkovy pocet atomil v molekule.

3. Pocet tézkych atomu

Vyjadiuje celkovy pocet atomil v molekule kromé atomi vodiku.

4. Molarni refraktivita
Mira celkové polarizovatelnosti 1 molu latky, je zavisla na refraktivnim indexu (n), hustoté
(p) a molekularni hmotnosti (MW). Molérni refraktivita souvisi s objemem molekuly, ale také
s Londonovymi disperznimi silami, které hraji roli v interakei 1é¢iv s biologickymi cili.**
n? — 1MW

MR = —
n>+2 p

5. Vypoétena molarni refraktivita
Jedna se o fyzikaln&-chemicky deskriptor odvozeny od molarni refraktivity.>* Pro potieby
virtualni knihovny byla vypoctena na zdklad€ linedrniho modelu vychdzejiciho z jedenacti

deskriptor(i navrzeného autorem programu MOE Labutem.?’

6. Pocet akceptorii vodikové vazby — HBA (Hydrogen-bond acceptor)
Akceptorem vodikové vazby je volny elektronovy par na elektronegativnim atomu. Mezi
skupiny nesouci silné HBA patii karboxylatova skupina, mezi stfedné silné karboxyl, hydroxyl,

terciarni amin nebo keton, mezi slabé alkylsulfanylova skupina a dalsi.
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7. Pocet donori vodikové vazby — HBD (Hydrogen-bond donor)

Donorem vodikové vazby je atom nesouci parcialni kladny néboj, zpravidla vodik navazany
na elektronegativni atom. Ptiklady skupin nesoucich HBD jsou hydroxyskupiny, thiolové
skupiny, primarni, sekundarni a protonované aminoskupiny. Nékteré z nich (-OH, -NH> apod.)

mohou vystupovat jako HBA i HBD.?

8. Pocet volné otacivych vazeb — NRot (Number of rotatable bonds)

9. Polarni povrch — PSA (Polar surface area)

Polarni povrch molekuly je definovan jako suma ploch polarnich atomi. Jedna se napf.
o atomy kysliku, dusiku, siry aknim pfipojenych vodikl. Patfi mezi 3D deskriptory
a umoziuje predikci schopnosti pasivniho transportu lé¢iva pies bunééné membrany. Konkrétni
vyuziti nasel ve studiich intestinalni absorpce 1€¢iv nebo ptfechodu ptes hematoencefalickou
bariéru. 38

10. Topologicky polarni povrch — TPSA (Topological polar surface area)

Teoreticky deskriptor analogicky k polarnimu povrchu. K vypoctu vyuziva definované
ptispévky jednotlivych fragmenti molekul, jeho vypocet je oproti PSA méné naro¢ny na Cas.
Hodnoty ve virtualni knihovn& byly vypog&itiny v jednotkach A? podle postupu popsaného
v publikaci Ertla et al. 38

11. Rozdélovaci koeficient — P (Partition coefficient)
Fyzikalné-chemicky deskriptor slouzici k charakterizaci lipofility molekuly. PouZiva se ve
formé¢ LogP, tedy dekadického logaritmu rozd€lovaciho koeficientu slouceniny mezi

organickou f4zi a vodnou fazi.*

12. Vypocteny LogP (cLogP)
Deskriptor zalozeny na LogP. Pro ziskéni jeho hodnot byl pouzity vypocet ziskany
metodou QSPR podle rozsitené Hiickelovy teorie vyvinuty autorem programu MOE, Paulem

Labutem.’”*°
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13. Disociaéni konstanta Ka

Disocia¢ni konstanta se vyuziva k charakterizaci acidity a bazicity latek. Z divodu
neprakticky velkych Cisel se jako deskriptor pouziva jeji zaporny dekadicky logaritmus, tedy
pKa.

HAs HY 4+ A”
[H*] x [A7]

K, = -1
p a Og [HA]

Znalost pKa umoznuje vypocitat koncentraci ionizované a neionizované formy

konkrétni latky pti jakémkoliv pH. *° Program MOE pouziva vypodet pKa na zékladé rozsifené

1

Hiickelovy teorie definované Gerberem®*', ¢imz vypocitava teoreticky deskriptor h pK,. 3’
y yp y p _p

3.1.5 Pravidla pro predikci vlastnosti 1é¢ivych latek

Vyvoj novych léCivych latek je Casové a financné ndrocny proces. V souvislosti
s rozvojem kombinatoridlni chemie a HTS metod dochdzelo k syntéze a testovani mnoha
sloucenin, které vsSak cCasto mivaly zcela nevhodné fyzikalné-chemické vlastnosti, které
dala za cil posunout vyvoj smérem k vétsi pravdépodobnosti ziskani 1é¢ivé latky.*

Koncept ,,drug-likeness* 1ze voln€ popsat jako pravdépodobnost stat se léCivem na
zaklad€é podobnosti se stavajicimi léCivy. Existuji urcité vlastnosti sloucenin, které jsou
vnimany jako vyhodné a ptedurcuji 1€civo k budouci spésnosti v klinickych studiich. Hledana
je predev§im korelace mezi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi 1éCiva a naslednymi
farmakokinetickymi aspekty (priibéh absorpce, distribuce, metabolismu, eliminace).*

Nasledujici pravidla pfedstavuji doporuceni a nejsou ultimatni. Jedna se vSak o rychlé
nastroje, které jsou postavené na vypocitanych deskriptorech, coz snizuje finan¢ni a casovou
naroc¢nost na urceni zakladnich farmakokinetickych charakteristik. Pravidla mohou pomoci pfi
rozhodovani ohledné planovani syntézy latek, procesu vyberu kandidatii na zékladé HTS nebo
pfi pocitaovém navrhu 1é¢iv. Pravidla se wuplatiuji jako filtry latek =z velkych

chemoinformatickych databazi.*’

3.1.5.1 Lipinského pravidlo péti, Rule of Five (Ro5)

Zakladni pravidlo, také zndmé jako ,,Pfizer rule®, bylo popsédno v roce 1996 atyka se

peroraln€ podavanych lécivych latek. Zabyva se faktory pro jejich absorpci a permeabilitu,
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jelikoz se jednéd o prvni aspekty farmakokinetiky, se kterymi se 1é¢ivo musi vypotadat pro
dosazeni svého ucinku.

Pravidlo definuje charakteristické vlastnosti, jejichz Ciselnd rozmezi jsou spojena
s Cislovkou pét. V pavodnim znéni: ,, Vyssi pravdépodobnost vyskytu nizké absorpce
a permeace je u molekul, které nesou nasledujici znaky:

e relativni molekulova hmotnost > 500

e LogP > 5 (neb MLogP > 4,15)

e > 5 donoru vodikovych vazeb (vyjadrenych jako suma OH a NH skupin)

e > [0 akceptorii vodikovych vazeb (vyjadienych jako suma O a N)**?

Pravidla byla urcena na zdklad€¢ analyzy databdze obsahujicich 1écivé latky a pred
zvetejnénim byla n¢kolik let uplatiiovdna ve firmé Pfizer. Ve ptivodnim znéni nebyly zahrnuty
mezi donory vodikovych vazeb thiolové skupiny (—SH), obdobné mezi akceptory nebyla
zahrnuta suma S atomd.

Lipinského pravidlo stoji na silnych teoretickych zakladech — zvySenim molekulové
hmotnosti se snizuje intestindlni absorpce a prichod 1é¢iva pres hematoencefalickou bariéru.
Cim vétsi je molekula, tim vétsi solvatadni obal se okolo ni musi utvofit, a dochéazi tak ke
sniZzeni rozpustnosti ve vod¢. Podobné, vyssi LogP indikuje snizenou rozpustnost ve vodé
a miiZze také negativn€ ovlivnit pohyb 1é€iva v organismu. Vzhledem k rozdilnym zptsobim
vypocti LogP je pravidlo upraveno pro experimentalné zjisténé i vypoctené hodnoty (MlogP —
vypocet LogP podle Moriguchiho, ktery vyuzivad pocty lipofilnich a hydrofilnich atomi
a vypocet optimalizuje zohlednénim jedenacti korekénich faktort).*?

Pokud latka vytvaii hodné vodikovych vazeb, zlepSuje se jeji rozpustnost ve vodé, ale
zaroven tyto vazby musi byt preruseny, aby mohlo dojit k prichodu ptes biologické membrany.
Zaroven jsou tyto skupiny, donory a akceptory vodikovych vazeb, zpravidla potiebné pro
interakci s cilovymi molekulami 1é¢iva. Mezi vlastnostmi 1é¢iva je tedy vhodné nachazet
rovnovahu. Poruseni jedné zasady z Pravidla péti neznamena automaticky netspéch kandidatni
latky; ale pfimo Umérné poctu poruseni se zvysuje pravdépodobnost vyskytu problémil v oblasti

absorpce a permeace.’’

3.1.5.2 Veberova pravidla

V roce 2002 byla publikovana studie Vebera et al., kterd se zabyvala vlastnostmi
ovlivitujicimi biologickou dostupnost po peroralnim podani latek u potkant. Termin biologicka
dostupnost je dilezitym farmakokinetickym faktorem. Vyjadiuje procentualni pomér mnozstvi

latky, které se dostane do systémového obéhu, oproti podanému mnozstvi. Autofi polemizuji
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nad dulezitosti molekulové hmotnosti a zaméiuji se spise na flexibilitu molekuly souvisejici
s poctem volné otacivych vazeb, a dalsi parametry, jako je PSA nebo celkovy pocet donorti
a akceptort vodikovych vazeb.
Veberova pravidla pro latky s vhodnou biologickou dostupnost jsou nésledujici:
e Pocet volné otacivych vazeb < 10

e PSA <140 A% nebo celkovy pocet akceptorii a donorti vodiku < 12 4

Pocty volné otacivych vazeb nebo sumu akceptort a donorti vodiku je mozné spocitat
ruéné nebo pomoci software, pro vypocet PSA je vyuzitd metoda podle Ertla et al.®® Velky
polarni povrch molekuly byl spojovan s nizkou stfevni absorpci latek, vysoky pocet volné
otacivych vazeb se snizenim prichodu pies biologické membrany. Veberova pravidla jsou

vnimana jako dopltiujici k Lipinského pravidlu.*

3.1.6 Hit molekuly, lead-likeness, drug-likeness

Existuji rizné zptsoby hledani novych potencialnich 1éCiv, jako jsou HTS metody,
virtualni screening, vyhledavani mezi pfirodnimi lé¢ivy, reSerSe védecké literatury a dalsi.
Vystupem vétSiny téchto pfistupl jsou tzv. hit molekuly, které obecné splituji pozadované
naroky — nejéastéji vykazuji biologickou aktivitu.**

Optimalizace
lead-slouceniny

POTENCIALNI

. LEGIVA LATKA

. Hit-to-lead optimalizace

Hit molekul
® y

Vyhledavani slou¢enin (HTS, virtualni
screening, reSerse)
e

Vybér biologického cile a
zpusobu hodnoceni aktivity

Obrazek 3-4 ZjednoduSené schéma vyvoje nové 1é¢ivé latky, znazornéni pojmi
hit a lead

Z vyhledavani velkého mnozstvi sloucenin miize vzejit nespocet hit molekul.
Nasledujicim krokem muze byt tfidéni, pfi kterém dochazi k selekci typti molekul, které jsou
perspektivni k dal$imu testovani. Pomoci chemickych algoritmt 1ze latky rozfadit do skupin

podle jednotlivych strukturnich podtypi, ptipadné 1ze vyloucit n€které slouceniny, které casto
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zkresluji vysledky screeningu.** Hit molekuly jsou povazovany za zaklad pro vybér tzv. lead
molekuly, nékdy se pro tento proces Gipravy pouzivé termin hit-to-lead optimalizace.*
Koncept ,,lead-likeness* byl ustanoven po zavedeni terminu drug-likeness a Lipinského
pravidla péti. Lead molekula (z angl. lead = vedeni) piedstavuje vedouci strukturu, od kter¢ je
mozné odvodit potencidlni kandidaty na novou lé¢ivou latku. Pti odvozovani vSak dochazi
k pridavani dalSich funkénich skupin, uhlovodikovych fragmentl nebo cykll s cilem vylepsit
ucinnost a selektivitu. Tato dalsi, tzv. lead optimalizace, vede k nariistu velikosti molekuly
a dalsich souvisejicich parametri. Pokud byla pocatecni molekula na hranici parametri
Lipinského pravidla péti, po dal$i optimalizaci jiz tato pravidla nespliovala a pravdépodobné
se uni vyskytly problémy s absorpci nebo permeaci. Proto byla pro lead molekuly postupné

pfijata vlastni pravidla, nejzndméjsim je Pravidlo t¥i (Rule of three).*

Tabulka 3-3 Shrnuti vlastnosti lead-like a drug-like sloucenin, zpracovano podle

Di et al. ¥°
e Predlohové latky, od kterychje e Létky spliiujici vieobecné
odvozovana kandidatni latka uznavané charakteristiky jako jiz
s lep$imi vlastnostmi (G¢innost, zavedené léCivée latky
selektivita, farmakokinetika) e Vyssi pravdépodobnost splnéni
e Po optimalizaci stéle splituje pozadavkl pro absorpci a permeaci
pozadavky drug-likeness
Pravidlo tti (Rule of three) Pravidlo péti (Rule of five)
Podle praci autor(i: Oprea et al.**, Congreve  Podle praci autord: Lipinski et al.*?, Veber
et al.* et al.®
e MW <300 e MW <500
e ClogP<3 e ClogP<5
e NRot<3 e Pocet HBD <5
e Pocet HBD <3 e Pocet HBA <10
e Pocet HBA <3
e PSA <60 A? e NRot<10

e PSA<140A?
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3.2 Molekulové modelovani

Molekulové modelovani (z angl. molecular modelling) se zabyva teoretickymi
a pocitacovymi zpusoby, kterymi miizeme napodobovat chovani molekul a molekulovych
systémtl. Definice IUPAC popisuje molekulové modelovani jako zkoumani molekul a jejich
vlastnosti pomoci pocitacové chemie a grafickych vizualiza¢nich metod za ucelem ziskéani
piijatelného 3D znazornéni.*’
Molekulové modelovani pouziva pro své vypocetni operace algoritmy, které umoznuji

vypocitat vlastnosti konkrétni molekuly. Tyto algoritmy vyuzivaji metody ze dvou fyzikélnich

odvétvi — molekulové a kvantové mechaniky.?

3.2.1 Molekulova mechanika

Molekulova mechanika vyuziva rovnice na zaklad¢ klasickych fyzikalnich zakon,
které aplikuje pouze na jadro, pfic¢emz elektrony povazuje za rovhomérné rozprostiené okolo
jadra. Vypocet na zakladé molekulové mechaniky je synonymem k vypoctu silového pole
(z angl. force field) a vychazi z ptedpokladu existence ptirozenych vazebnych délek a uhli, od
kterych se molekuly odchyluji. Podle toho si mizeme atomy v molekule piedstavit jako koule
spojené pruzinami. Silové pole znamena vypocet energie molekuly, kterd se sklada
z vazebnych ptispévkll — natahovani vazeb a uhli, neplanarnich a dihedréalnich torzi, ale také

z nevazebnych pfispévkl — van der Waalsovych a elektrostatickych interakci (Obr. 3-5).
a)

® ¢ /Q

natahovani vazeb \ N °Q¥ /o .Q.)
.“ natahovani uhlu

"05 b0 . ®

Elektrostatické interakce van der Waalsovy interakce

b)

dihedralni torze
Obrazek 3-5 Meziatomové interakce v molekulové mechanice, a) prispévky
vazeb, b) nevazebné prispévky, podle Davise et al.*?

3.2.2 Kvantova mechanika

Kvantovd mechanika vyuziva pro vypocty vlastnosti molekuly pfedpoklady kvantové
fyziky. Oproti molekulové mechanice jsou jadra povazovana za nehybna; pozornost je

vénovana elektronim pohybujicim se okolo né¢j, coZ umoziuje vypocitat energii elektronil
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oddélené. Existuji dvé skupiny metod kvantové mechaniky — prvni skupina metod, tzv. ab

[ 24

omezena piedevsim na malé molekuly. Druha skupina tzv. semiempirickych metod se zabyva
pouze valen¢nimi elektrony, proto mize byt rychlejsi a dostupna i pro velké molekuly, ale

zarovei méné piesna.’

3.2.3 Vyuziti metod

Ptiklady vyuziti obou ptistupti shrnuje Tab. 3-4.

Tabulka 3-4 VyuZziti metod, zpracovano podle Patricka et al.?
Molekulova mechanika Kvantova mechanika

e Energetickd minimalizace e Vypocet energie molekulovych
e Hledani stabilni konformace orbitalli
e Vypocet energiec pro konkrétni e Parciélni nédboje atomil
konformaci (napf. aktivni e Elektrostatické potencialy
konformaci 1é¢iva) (rozlozeni elektronti v molekule)
e Konformacni analyza e Dipolové momenty

e Studium pohybu molekuly

(molekulova dynamika)

3.2.4 Konformaéni analyza

Kazdy 3D obraz molekuly zkonstruovany v modelovacim programu by mél projit
energetickou minimalizaci, kdy dochdzi k upravé délek vazeb, vazebnych uhli, torznich thla
a nevazebnych interakci. Vzhledem k pouze mirnym Upravam molekuly v pfipad€ energetické
minimalizace obvykle dochazi k nalezeni nejblizS§iho energetické minima molekuly. Mize se
vSak jednat pouze o lokalni energetické minimum, pficemz existuje i globalni energetické
minimum slouceniny (Obr.3-6).

. Potateéni
- stav

Energie -

-

Lokalni
energetické P —_
minimurn == = Globalni energeticke
minimum
Variace

Obrazek 3-6 Lokalni a globalni energetické minimum, podle Patricka et al.?

23



Cilem konformacni analyzy je vyhleddni energeticky nejvyhodnéjSich konformaci
molekuly, pro néz je pravdépodobné, ze se v nich molekula vyskytuje i v redlném (in vivo)
prostiedi.? Proto je moZné generovat vice konformaci jedné molekuly a nasledné porovnavat
jejich energii. Pro konformacéni analyzu existuje nékolik piistupti, které 1ze nasledné uplatnit

i pti molekulovém dokovani.*’

3.2.4.1 Systematické vyhledavani

Otaceni jednotlivych vazeb vzdy o definovanou velikost uhlu je systematicky pfistup,
ktery umoznuje identifikovat vSechny konformace molekuly. Celkovy pocet konformaci se
odviji od poctu otocitelnych vazeb a velikosti thlu, proces je tedy ¢asove a vypocetné narocny,
je mozné ho zefektivnit vyfiltrovanim zakrytovych konformaci nebo konformaci s prekryvy
atomtl. Po zavére¢né energetické minimalizaci konformaci mohou byt vysledky ulozeny do

databaze.?

3.2.4.2 Stochastické pristupy — Monte Carlo, Metropolis, Genetické algoritmy

Stochastické pristupy vyuzivaji princip ndhodného generovani konformaci. V piipadné
zcela ndhodného otaceni je stejny vypocetni €as vénovany konformacim jak s vysokou
1 s nizkou energii. Monte Carlo je metoda, kterd po vytvotfeni kazdé ndhodné konformace
provede energetickou minimalizaci a vypocet energie konkrétni konformace. Energetické
hodnoty se porovnaji, stav molekuly snizSi energii se stava vychozi pro hledani dalsi
konformace. Tim umoziuje vénovat vice vypocetniho ¢asu konformacim v niZsi energetické
hladin€é. Nevyhodou je, Ze muze dojit k zaméfeni pouze na urcitou cast konformacniho
prostoru, ve kterém se nemusi globalni energetické minimum nachazet.>*

Metoda Metropolis (také znama jako Simulated annealing) byla vyvinuta s cilem
zvySeni pravdépodobnosti nalezeni globalniho minima. Soucasti metody je provedeni nékolika
cykll vyhleddvani pomoci algoritmu Monte Carlo. Dochazi k simulaci chovani molekuly
v riznych teplotnich rozmezich a postupnému zaméfovani metody na specifickou Cast
konformacéniho prostoru s predpokladanym vyskytem globalniho energetického minima. Pro
zvyseni presnosti této metody je idealni cyklus se zménou teploty nékolikrat opakovat.>*

Genetické algoritmy jsou odvozeny od Darwinovy evolu¢ni teorie. Na zacatku je
vytvofen set konformaci, jejichZ stabilita je nasledné ohodnocena pomoci metod molekulové
mechaniky. Stabiln&jsi konformace jsou vybrany jako ,rodicovské®, nasledné¢ dochazi ke
kifizeni, pticemz vazebné Uhly konformaci vystupuji obdobné jako geny v chromozomu.

U vznikajici generace ,potomkl“ dochazi k rekombinaci genli abodovym mutacim.
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Vyhodnégjsi konformace nasledné mohou slouZit jako dalsi ,,rodiCovska* generace, proces miize

byt opét opakovan pro dosazeni co nejstabilngjsi konformace.>*

3.2.4.3 Molekulova dynamika

Molekulova dynamika se zaméfuje na simulaci pohybu atomil v rdmci molekuly. Stejné
jako v molekulové mechanice jsou atomy vnimany jako koule, se kterymi program provadi
simulaci jejich pohybu ve velmi kratkém definovaném casovém useku (napft. 1 femtosekunda).
Nasledné je proces zastaven aje zhodnoceno zrychleni atomll a vypocteny délky vazeb,
vazebné wihly, nevazebné interakce, apod. Casovy ramec mize byt riizny podle konkrétnich

z4mérh experimentu, ktery je opét mozné opakovat.>*
3.2.5 Pocitacem asistovany navrh léciv

3.2.5.1 Definice a vyuziti

Pocitacem asistovany navrh 1éciv (Computer Assisted Drug Design, CADD) je
disciplinou pouzivajici vSechny pocitacové techniky k objevu, navrhu a optimalizaci
biologicky aktivnich sloucenin s jejich moznym vyuzitim v podobé 1é¢ivych latek.*’

Moznosti CADD lze vyuzit v riiznych stadiich vyvoje 1é€ivé latky. Mezi piiklady patii
pfedevsim virtualni screening — z velkého mnozstvi slou€enin (napft. virtudlni knihovny latek)
se snazime ziskat podmnoZinu pravdépodobné aktivnich latek (hit molekul), které je mozné
poté experimentalné otestovat. Vyuziva konkrétni metody jako napt. podobnostni vyhleddvani,
farmakoforové modelovéani, QSAR studie, molekulové dokovani. Mezi dalsi zpiisoby pouziti
vypocetni techniky pfi ndvrhu a vyvoji 1é¢iv patii optimalizace lead slouceniny nebo de novo

design %

3.2.5.2 Zakladni rozdéleni

Pocitacem asistovany navrh lé¢iv mizeme rozdélit do dvou zakladnich skupin:

1) Navrh lé¢iv zaloZeny na struktui‘e (Structure Based Drug Design) — strategie vyvoje
zabyvajici se 3D strukturou cilové molekuly. Hlavni pouZivanou metodou SBDD je
molekulové dokovani.

2) Navrh lé¢iv zaloZeny na ligandu (Ligand Based Drug Design) — zabyva se ligandy —
tedy slouceninami, kterd interaguji s cilovou molekulou (napf. inhibitory daného
enzymu), hlavni pouZivané piistupy jsou farmakoforové modelovani, studie
kvantitativnich vztahti mezi strukturou a aktivitou (QSAR), hleddni na zaklad¢

podobnosti.
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Pro tyto skupiny se také objevuje termin strukturni aligandovy piistup v CADD.?*
Rozdéleni vSak neni striktni a existuji 1 jiné navrhy rozdéleni pocitac¢ového navrhu 1é€iv. Napf.
Solomon ve své publikaci®® oznacuje metody jako pFimé a nepiimé podle toho, zda je znama
struktura cilové molekuly nebo ne. Dale navrhuje nésledujici Ctyfi ptipady, které mohou
v pocitacovém navrhu 1é¢iv nastat (viz Tab. 3-5):

Tabulka 3-5 P¥iklady metod CADD a jejich rozdé&leni podle Solomona®’

Cilovéa molekula (enzym, receptor)

neznama zZnama

Hledani na zakladé

neznameé podobnosti De novo design
Slouceniny S, .
Racionalni screening
(ligandy)
Navrh lé¢iv zaloZeny na Navrh lé¢iv zaloZeny na
zZnameé
ligandu strukture

Ve virtudlnim screeningu lze uvedené metody navzidjem kombinovat, pro dosaZeni
optimalnich vysledkl 1ze méné narocné metody uplatnit na zacatku, viz Obr. 3-7. Podobnostni
vyhledavani a QSAR studie pfedstavuji ligandové piistupy, dokovani je typickym zastupcem
SBDD. Farmakoforové modelovani mize byt pouzito obéma zplisoby — jako ligandova

i strukturni metoda.?*

( Chemicka knihovna (105-10° molekul) 1
® )
® ® o % o
e o ) o
(] o

e © ® o o
Podobnostni vyhledavani

Filtry

Farmakoforové
modelovani

QSAR

Dokovani

o0 [ Hit list potencidlné ]

[ ) aktivnich latek (10*-102)

Obriazek 3-7 Piiklad uspofadani virtualniho screeningu, Svozil?*
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Virtudlni screening piedstavuje komplementarni metodu ke zjiStovani biologické
aktivity. Umoziluje relativné rychle a s mensi finan¢ni narocnosti oproti HTS poskytnout hit
molekuly, které mohou byt ndsledné prioritné testovany in vitro a in vivo, ¢imz se zefektiviiuje

hledani novych 1é¢ivych latek.>**

3.3 Molekulové dokovani

Molekulové dokovani patii mezi zptisob névrhu 1éCiv na zékladé struktury. Termin
molekulové dokovani oznacuje proces pocitacové simulace interakce dvou latek vystupujicich
jako ligand a receptor, pi1 némz dochazi k predikci konformace rovnovazného stavu a castecné
i k predikci zmény volné vazebné energie.”!

Proces je zalozen na vyuziti algoritmt a vypocti molekulové mechaniky, kvantové
mechaniky, konformacni analyzy a dalSich. Pro molekulové modelovani je dostupny nespocet
programil, volné dostupnych (AutoDock 4, AutoDock Vina®>>?), pro akademické pouziti
(DOCK)**, komerénich (Glide, GOLD, MOE?3¢%%%), Zakladni terminy molekulového dokovani
jsou popsany v Tab. 3-6.

Tabulka 3-6 Zakladni pojmy molekulového dokovani

Pojem Vysvétleni
Cilova struktura, nejcastéji biologickd makromolekula bilkovinné
Receptor povahy. Obsahuje vazebné misto (angl. binding site), ve kterém
,»piijima* ligand.
) Latka, kterd se vaze do vazebného mista receptoru. Nejcastéji mala
Ligand molekula, mize se vSak jednat i o protein.
Poza Konkrétni vazebné uspofadani ligandu ve vazebném miste.

Umisténi (angl.
placement)
Vazebné usporadani
(angl. binding mode)
Skore

Poradi

RMSD (root mean

squared deviation)

Angstrom [A]

Pocate¢ni faze dokovani, kdy dochézi k umisténi ligandu do
vazebného mista a naslednému vyhledavani vhodné konformace.
Mize oznaCovat vazebné uspotradani ligandu vzhledem k receptoru,
ale také konformaci vazebného uspotadani dvojice ligand-receptor.
Hodnoceni vazebného usporadani podle skorovaci funkce.
Serazeni ligandl podle toho, s jakou pravdépodobnosti budou dobte
interagovat s ligandem. Utvaii se na zaklad¢ skore.
Primérné odchylka vzdalenosti atomovych pozici, v molekulovém
dokovani se pouziva k charakteristice vzdalenosti mezi slou¢eninami.
Jednotka vzdalenosti pouZivana pro méfeni velikosti atoml nebo

délek chemickych vazeb. 1 A piedstavuje 100 pm neboli 1071%m.

27



3.3.1 Obecné schéma dokovaciho procesu

Prvni fazi dokovéni je pfiprava receptoru aligandu. Druhou fazi je nastaveni
dokovaciho protokolu, ktery vyzaduje spravné ptidéleni roli jednotlivym partneriim (pfifazeni
ligandii, receptoru a vazebného mista). V dokovacim protokolu se nastavuje vybér metody
dokovani, zplisob umisténi ligandu, vyhledavaci algoritmus a skorovaci funkce. Uzivatel zvoli
vystupni databazi, do které jsou ulozeny vysledky dokovani. Tteti faze nastava po spusténi
dokovaciho protokolu, kdy program provadi vypodet. Ctvrtou fazi je vyhodnocovani poradi

vysledkl a poz, které byly systémem nalezeny.>*’

3.3.2 Umisténi a vyhledavaci algoritmus

Pro molekulové dokovani je dilezité, aby program dokdzal molekulu spravné umistit
do vazebného mista, které¢ byva nejcastéji definovano podle ligandu, ktery je dostupny v dané
krystalografické struktufe. Program MOE vyuziva umisténi zaloZzené na shodé (z angl.
Matching algorithms), které analyzuje tvar a velikost molekul a jejich funk¢ni skupiny. Na
zaklad¢ téchto vlastnosti hledd komplementaritu mezi ligandem a receptorem. Metoda funguje
na principu farmakoforu, tedy zobecnéného modelu, ktery charakterizuje vlastnosti dané
molekuly (tzv. features). Mize se jednat napt. o donory a akceptory vodikovych vazeb, zaporné
nebo kladné nabité skupiny v molekule. Soucésti také byva analyza povrchu receptoru a
navrzeni prostoru, ktery miize ligand zaujmout. #°

Pro vyhledavéani konformaci se pouZzivaji metody popsané v kapitole 3.2.4. Moderni
strategii je vyhledani konformace ligandu pomoci nahodnych nebo stochastickych piistupt,

a nasledna lokalni optimalizace tohoto uspoiadani pomoci molekulové dynamiky.*

3.3.3 Skorovaci funkce

Cilem skorovaci funkce je teoreticky ¢iselné ohodnotit vazebnou energii, ktera se uvolni
pfi vzniku komplexu ligand-receptor. Vysledkem tohoto vypoctu je skore, které je pro kazdou
konkrétni pozu jiné. Zaroven plati, Ze ¢im vice se uvolni energie, tedy ¢im niZ§i je teoreticka
vazebna energie, tim pravdépodobnéjsi je vznik praveé této pdzy. V praxi se jednd o velmi
komplexni termodynamicky d¢j, ktery je obtizné popsatelny pomoci jednoduché funkce, proto
neexistuje jedna universalni a piesna skorovaci funkce.’!

Existuji riizné typy skorovacich funkci, napt. fyzikalni, empirické, deskriptorove,
funkce zaloZené na znalostnim potencialu a strojovém uceni.’’ V této praci byly pouzity funkce

fyzikalni, které jsou oznacovany také jako funkce na principu silovych poli (z angl. force-field

based functions). Vychazeji z molekulové mechaniky, ptikladem jsou zminéné London dG
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a GBVI/WSA dG skére.?” Funkce na principu silovych poli obecné vypocitavaji teoretickou
vazebnou energii jako sumu riznych energetickych ptispévki vychdzejicich z promény délek
vazeb, velikosti vazebnych uhld, rotace kolem dihedralnich Ghla a dale van der Waalsovych
a elektrostatickych interakei (viz kap. 3.2.1).%!

Fyzikélni funkce se neustale vyvijeji s cilem zlepsSeni ptesnosti jejich predikce, napf.
funkce GBVI/WSA dG byla vytvoiena podle obecného Bornova modelu (z angl, Generalized
Born) pro solvataci a podle objemové integrace (z angl. Volume Integral). Do vypoctu vazebné
energie tedy kromé elektrostatickych interakci zahrnuje i1zmeénu energie souvisejici
s rozpousténim ve vodném prostiedi. Zkratka WSA znaci zahrnuti pfispévek vypoctu povrchu

vazebného mista.**8
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4 Metodicka ¢ast

4.1 Tvorba virtualni knihovny latek

Data o slou€eninach byla extrahovana z vybranych védeckych a kvalifikacnich praci
vytvoienych na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy v laboratofi doc.

RNDr. Veroniky Opletalové, Ph.D. (Tab. 4-1)

Tabulka 4-1 Seznam zdroji pro vytvoreni databaze
1. OPLETALOVA, V. et al. Ring substituted 3-phenyl-1-(2-pyrazinyl)-2-propen-1-ones

as potential photosynthesis-inhibiting, antifungal and antimycobacterial agents.
Farmaco, 2002, 57, 135-144.

2. KUCEROVA-CHLUPACOVA, M. et al. Synthesis and biological evaluation of some
ring-substituted (E)-3-aryl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ones. Folia Pharm. Univ.
Carolinae 2005, XXXIII, 31-43.

3. OPLETALOVA, V. et al. Synthesis and biological evaluation of (E)-3-(nitrophenyl)-
1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-ones. Collect. Czechoslov. Chem. Commun., 2006, 71,
44-58.

4. KUCEROVA-CHLUPACOVA, M. et al. Novel pyrazine analogs of chalcones:
Synthesis and evaluation of their antifungal and antimycobacterial activity. Molecules,
2015, 20, 1104-1117.

5. KUCEROVA-CHLUPACOVA, M. et al. Novel halogenated pyrazine-based
chalcones as potential antimicrobial drugs. Molecules 2016, 21 (11), 1-16.

6. KUCEROVA-CHLUPACOVA, M. et al. Chalcones and their pyrazine analogs:
synthesis, inhibition of aldose reductase, antioxidant activity, and molecular docking
study. Monatsh. Chem., 2018, 149, 921-929.

7. OPLETALOVA, V. et al. 5-Alkyl-2-pyrazinecarboxamides,  5-alkyl-
2-pyrazinecarbonitriles and 5-alkyl-2-acetylpyrazines as synthetic intermediates for
antiinflammatory agents. Collect. Czechoslov. Chem. Commun., 1991, 61, 1093—-1101.

8. Dolezel, J. Derivaty thiazolu jako potencidlni 1é¢iva. Diserta¢ni prace. Univerzita
Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2013.

9. OPLETALOVA, V. et al. Identification and characterization of thiosemicarbazones
with antifungal and antitumor effects: Cellular iron chelation mediating cytotoxic
activity. Chem. Res. Toxicol., 2008, 21, 1878—-1889.

10. DOLEZEL, J. et al. Rhodanineacetic acid derivatives as potential drugs: Preparation,
hydrophobic properties and antifungal activity of (5-arylalkylidene-4-oxo-2-thioxo-
1,3-thiazolidin-3-yl)acetic acids. Molecules, 2009, 14, 4197-4212.

11. OPLETALOVA, V. et al. Synthesis and characterization
of (Z)-5-arylmethylidenerhodanines = with  photosynthesis-inhibiting properties.
Molecules, 2011, 16, 5207-5227.

12.  Chlupacova, M. Chalkony jako potencialni lé¢iva. Disertacni prace. Univerzita
Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2006.

13.  Chlupacova, M. Chalkony a jejich analogy jako potencialni 1é¢iva II. Diplomova

30



préace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2001.

14.  Duskova, A. Syntéza derivatli thiazolidin-2,4-dionu jako potencialnich 1é¢iv.
Diplomové prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2020.

15. Horka, M. Amidoximy jako syntetické intermediaty a potencialni 1éCiva I. Diplomova
prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2011.

16. Katirtzi, A. Amidoximes as intermediates for synthesis of potential drugs. Diplomova
prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2015.

17.  Oravcova, D. Amidoximy jako syntetické¢ intermedidty a potencidlni léciva II.
Diplomové prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2017.

18.  Harikova, M. Derivaty amidoximu jako syntetické intermedidty a potencialni 1éCiva.
Diplomové prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2018.

19.  Kolc¢arkova, L. Amidoximy jako potencidlni 1é¢iva II. Diplomova prace. Univerzita
Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2018.

20. Lukacova, M. Amidoximy jako potencialne lieciva III. Diplomovéa prace. Univerzita
Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2019.

21. Dzamové, P. Oxadiazoly jako potencidlni 1éc¢iva. Diplomova prace. Univerzita
Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2016.

Byly vybirany ptedevsim slouceniny, u kterych bylo provedeno testovani na biologickou
aktivitu, ataké hlavni meziprodukty reakci (napf. pyrazin-2-karboxamidy, pyrazin-
2-karbonitrily). Nékteré meziprodukty byly vynechany. Vysledky studii biologické aktivity
byly zpracovany do databdze se zaméfenim na inhibi¢ni aktivitu proti vybranym
mykobakterialnim, bakteridlnim a fungalnim kmentim. Déle byly zahrnuty vysledky inhibi¢ni
aktivity vi¢i enzymu aldosareduktase. V menSim rozsahu jsou obsazeny vysledky testil
antioxidacni aktivity, inhibice fotosyntézy chloroplastii Spendtu a inhibice tvorby chlorofylu
v tfase Chlorela vulgaris. Nékteré vysledky zjisténé pouze pro tizkou skupinu latek, jako napf.
antiagregacni pusobeni chalkontl, nebyly do databaze zahrnuty.

Pro tvorbu databaze byl pouZit program Excel 365 (Microsoft®, Washington, USA).
Vzorce byly kresleny aanalyzovany pomoci programu ChemDraw Professional /7.7
(PerkinElmer Informatics, Waltham, USA). Pro vypocet molekulovych deskriptorti byl pouzit
program MOE 2079.01 (Chemical Computing Group, Montreal, Kanada). Do fadkl databaze
jsou uloZeny slouceniny ve formé vstupl, ak nim jsou piifazeny piislusné informace.
Slouceniny jsou charakterizovany ¢iselnym pofadim, primarnim klicem vhodnym pro
vyhleddvani v databazi je laboratorni kod. Prvni faddek obsahuje legendu k informacim

uloZenym ve sloupcich virtualni knihovny.
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4.1.1 Ukazka tvorby vstupu do databaze — sloucenina ¢. 64 — CHOaa

1) Ziskéni informaci z védecké prace (Obr. 4-1):

il
R'I
RI
R? . .
H tert-butyl isobutyl  butyl propyl  isopropyl pentyl
2-F 13a 13b - - 13e
4-F 14a 14b -
2-C1  15a 15b
. 16 h
a1 16b * 16¢° 16d * 16e * 16f "
2-Br 17a 17b 17¢ 17d 17e 17f -
4-Br  18a 18b 18¢ 18d 18e 18f 18g

(2E)-3-(2-Fluorophenyl)-1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-one (13a).

Obrazek 4-1 CHOaa v ¢lanku Kuderové-Chlupadové et al, 2016. >°

2) Konstrukce vzorce slou¢eniny v ChemDraw. Generovani informaci v polich Sumarni

vzorec, SMILES kod, Systematicky nazev, Molekulova hmotnost (Obr. 4-2).

(E)-3-(2-fluorophenyl)-1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-one
Chemical Formula: C13HgFN2O
Exact Mass: 228,07
Molecular Weight: 228,23

Obrazek 4-2 Nakres vzorce CHOaa v ChemDraw

3) Kopirovani informaci do tabulky Excel 365.

4) Vyhledavani dalSich informaci v primarnim zdroji a dalSich publikacich zahrnutych
v Tab. 4.1

5) Vypocet molekulovych deskriptorii v programu MOE.
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4.1.2 Legenda tabulky

Kategorie 1: Zakladni informace o slouceniné (Obr. 4-3)

Oznaceni Molekulo
Cislo Laborator Pofadiv  sloudeniny v Sumarni Nazev va Prvni Rok Dalsi zdroj Dal3i zdroj
slouéeniny ni kéd Clanku clanku Struktura wvzorec SMILES struktury hmotnost autor publikace Zdroj 1 2
64 CHOaa 1 13a (E)-3-(2-fl. C13HOFN2 O=C(/C=C; (2E)-3-(2-f 228,23 Marta Kué 2016 10.3390/molecules21111421

Obrazek 4-3 Sloucenina CHO0aa, zakladni informace

Cislo slou¢eniny — &islo charakterizujici pofadi slou¢eniny

Laboratorni kéd — kod slouceniny, ktery byl ptifazen béhem syntézy

Poradi v élanku — potfadi slouceniny v ¢lanku nebo kvalifika¢ni préci, na néz je odkaz uveden
v poli Zdroj

Oznaceni slouceniny v ¢lanku — ¢islo nebo kombinace Cisla a pismene, pod nimz vystupuje
v ¢lanku nebo kvalifikacni praci uvedené v poli Zdroj

Nazev struktury — ziskany z ¢lanku nebo kvalifika¢ni prace (jazyk ponechéan podle ptivodniho
zdroje)

Sumarni vzorec, SMILES kéd, Systematicky nazev, Relativni molekulova hmotnost

— vypocteno nebo generovano v ChemDraw

Prvni autor, Rok publikace — prvni autor publikace nebo autor klasifika¢ni prace uvedené
v poli Zdroj

Rok publikace — vztahuje se k poli Zdroj

Zdroj, Dalsi zdroj 1, Dals$i zdroj 2 — odkazy na ¢lanky ve form¢ ¢isla DOI nebo oznaceni

kvalifikacni prace

Kategorie 2: Vysledky antimykobakterialni aktivity (Obr. 4-4)

M-8 MICM. mMICM.  MICM. MIC M.
Inhibice % )
6,25 pg/ml aurum - ayjum kansasii smegmati
*12,5 pg/ml MIC (ve/ml)  (ug/ml)  (pg/ml) s (ug/ml)
6,5 pg/ml (ug/ml) 72h 24k 24h 48h

12,5 100 125 15,625

Obrazek 4-4 Sloucenina CHOaa, antimykobakterialni aktivita
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M. TBC Inhibice % - procentudlni vyjadieni inhibice Mycobacterium tuberculosis.
Hvézdickou jsou odliSeny koncentrace latky, pii kterych byla inhibice zkoumana (bez
hvézdicky 6,25 pg/ml, *12,5 pg/ml, **6,5 ug/ml). Procentualni inhibice byla urcovéana
zpravidla usloucenin hodnocenych vramci programu TAACF (zangl. Tuberculosis
Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility), ktera mezi lety 1994-2010 bezplatné
provadéna testy antimykobakteridlni aktivity.

MIC (pg/ml) — Mycobacterium tuberculosis H37Ra ITM-M006710 (ATCC 9431),
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), Mycobacterium tuberculosis H37RV
CNCTC My 331/88, Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ITM-MO00 9431)

cvwvr

uvedené v poli Zdroj, ptipadné Dalsi zdroj 1, Dalsi zdroj 2.

MIC M. aurum (pg/ml) 72h — Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366)
MIC M. avium (pg/ml) 24h — M. avium 80, ATCC 15 769, v roce 2016 M. avium 152 3
MIC M. kansasii (ng/ml) 24h — M. kansasii 235/80

MIC M. smegmatis (ng/ml) 48h — Mycobacterium smegmatis DSM 43465 (ATCC 607)

V pribéhu tvorby prace bylo pfejmenovano na Mycolicibacterium smegmatis, vzhledem

k ptivodnimu ¢lenéni ponechdno v kategorii antimykobakteridlni aktivity.®

Kategorie 3: Vysledky inhibice aldosareduktasy (Obr. 4-5)

MIC M.

smegmati (Inhibice

s (ug/ml) |ALR2 IC,,
48h (M)

SA 24h S
15,625 125

Obrazek 4-5 CHOaa, inhibice ALR2

ALR2 ICso (nM) — enzym aldosareduktasa 2
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Kategorie 4: Antibakterialni aktivita vii¢i vybranym kmenim (Obr. 4-6)

MIC/1Cqs (umol/1)

PA PA
SA SA MRSA MRSA SE 24 SE EF EF EC EC KP KP KP-E KP-E SEMA SEMA 24/72 48/12 ACI  ACI
24h  48h 24h 48h h 48h  24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  4Bh h Oh 24h  48h
125 250 250 250 31,25 125 500 500 »500 >500 =500 =500 =500 =500 ND ND =500 =500 ND ND

Obrazek 4-6 CHOaa — Antibakterialni aktivita

Vyjadiena jako MIC/ICes (umol/l), zahrnuty kmeny: SA — Staphylococcus aureus;
MRSA — methicilin resistentni Staphylococcus aureus; SE - Staphylococcus epidermidis; EF —
Enterococcus taecalis; EC — Escherichia coli; KP — Klebsiella pneumoniae; KP-E — Klebsiella
pneumoniae ESBL pozitivni; SEMA — Serratia marcescens, PA — Pseudomonas aeruginosa,

ACI — Acinetobacter baumanii.

Kategorie 5: Antifungalni aktivita vii¢i vybranym kmeniim (Obr. 4-7)

MIC (umol/1)
TA TA AC AC TI TI ’

A CA CT CT CK CK G CG (TB) (TB) AF AF (LC) (LC) (TM) (TM) CP CP  Afla Afla
24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  48h  24/72 48/12 24h 48h 24h  48h
15,63 62,5 250 =500 15,62 125 62,5 125 125 125 250 =500 =500 =500 250 250 ND ND ND ND

Obrazek 4-7 CHOaa, antifungalni aktivita

Vyjadiena jako MIC (pmol/l), zahrnuty kmeny: CA — Candida albicans; CT — Candida
tropicalis; CK — Candida krusei; CG — Candida glabrata; TA (TB) — Trichosporon asahii
(beigelii); AF — Aspergillus fumigatus;, AC (LC) — Absidia corymbifera (Lichtheimia
corymbifera); T1 (TM) — Trichophyton interdigitale (Trichophyton mentagrophytes); CP —
Candida parapsilosis; AFla — Aspergillus flavus.

4.1.2.1 Testy inhibice chloroplastii Spenatu, inhibice produkce chlorofylu (Obr. 4-8)

ICsq (pmol/l)
Inhibice
OER produkce |Antioxida¢
inhibice chlorofylu |nf aktivita (-
Spenat C. vulgaris |AA/s)

Obrazek 4-8 CHOaa, dalsi vysledky

OER inhibice §penat — rychlost vyvoje kysliku (z angl. Oxygen evolution rate)
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Inhibice  produkce chlorofylu — zkoumano u ftasy Chlorela  vulgaris

Antioxidaé¢ni aktivita — testovana v souvislosti s inhibici ALR?2.

4.1.2.2 Deskriptory (Obr. 4-9)

Pozn. Molekularni deskriptory

Pocet Molekulo Poruseni Porugeni
Pocet tézkych logP va Lipinski Lip. Oprea  Opr.
atomd atomd Nrot HBA HBD h_logP  h_mr h_pKa (o/w) mr TPSA hmotnost druglike prav. leadlike prav.
PA 24/48h 26 17 3 3 0 3.0794473 6.3785925 14 1.90753 6.4516964 42.849998 228.226 1 0 1 0

Obrazek 4-9 CHOaa — molekulové deskriptory

Pocet atomii, Pocet tézkych atomii, Nrot, HBA, HBD, h_LogP, h_mr, h_pKa, LogP
(o/w), mr, TPSA, Molekulova hmotnost, Lipinski drug-like, Poruseni Lip. pravidla,
Oprea lead-like, Poruseni Opr. pravidla (viz kap. 2.1.4.2, 2.1.6.2)

Deskriptory byly vypoc€itany pomoci programu MOE. Program také umi vyhodnotit,
zda slouceniny vyhovuji Lipinského pravidlu nebo Opreovu pravidlu. Témto sloucenindm
a sloucenindm porusujicim jedno az dvé pravidla pfifadil v daném sloupci hodnotu 1.
U sloucenin, ktera pravidlim nevyhovuji, je nasledn¢ ptifazeno do patiicného sloupce Poruseni

¢islo, které odpovida poctu porusenych pravidel.

4.1.2.3 Poznamka
V poli poznamka je prostor k doplnéni piechozich kategorii, upfesnéni informaci

ohledné zpiisobu ziskani vysledku testli nebo nepfesnosti v urceni autora slouceniny.

4.1.2.4 Kontrola databaze

Pomoci funkci podminéného formatovani byla databdze zkontrolovana na duplikaty.
Byly objeveny duplikatni zdznamy od sloucenin CH10d a CH10o0. V databazi byl ponechan

pouze jeden zaznam od kazd¢ slouCeniny.

4.2 Molekulové modelovaci studie

Molekulové dokovani bylo provedeno v programu MOE 20/9.01 (Chemical Computing
Group, Montreal, Kanada). Jedna se o interaktivni software pro pocitacovou chemii
a molekulové modelovani, ktery lze vyuzit pro metody ndvrhu 1éCiv zalozeného na struktuie

i ligandu, ale i pro biologické a bioinformatické piistupy.®’
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4.2.1 Priprava ligandu a receptoru

Slouceniny vystupujici jako ligandy byly pfemistény z virtudlni knihovny do prostiedi
MOE. K tomuto kroku byla vytvotena jednoduché tabulka ve forméatu CSV, ktery obsahoval
laboratorni koédy vybranych sloucenin a korespondujici kody SMILES. Vyhoda zapisu
SMILES spociva v moznosti zakédovat do néj izomerii a stereochemii slouceniny, ktera je
potieba pro jeho rekonstrukci do 3D formatu, virtudlni knihovna tak obsahuje molekuly ve
formatu ready-to-dock.

Ligandy byly ulozeny do databaze programu MOE, nasledné byla provedena kontrola
a fixace izomerie na dvojné vazbé. Databéaze byla pfipravena na dokovani pomoci funkci Wash,
Partial Charges a Energy Minimization. Prvni jmenovand umoziuje protonizaci sloucenin,
druhd vypocita sloucenindm jejich parcialni naboje pro predikci reaktivity, treti hleda jejich
energeticky vyhodnou konformaci (Kap. 3.2.4).

Receptory pouzité v této praci byly ve formé krystalografického obrazu ziskany z Protein
Data Bank, ktera je voln¢ pfistupnou databazi spravovanou Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics, USA.?® Program MOE je s touto databazi pln& propojen. Sou&asti
vybéru krystalografické struktury receptoru byla validace kvality krystalografického obrazu.
Pted dokovanim byly provedeny upravy pomoci funkce Sequence Editor, napt. odstranéni
nepotiebnych jednotek proteinu, vykrystalizovanych iontl nebo vybranych molekul
rozpoustédla. Bylo provedeno odstranéni chyb v krystalografické struktufe proteinu pomoci
nastroje Structure Preparation; zprava o nalezenych chybach byla uloZena. Dale byl pouzit
nastroj QuickPrep, ktery kromé jinych funkci provede predev§im nezbytnou protonaci

receptoru a energetickou minimalizaci.

4.2.2 Dokovani a validace

Pribéh dokovani je nastaven pomoci dokovaciho protokolu, pro vSechny provedené
pokusy bylo vybrano umisténi Triangle Matcher, prvni skorovani pomoci funkce London dG
a druhé, finalni skérovani pomoci funkce GBVI/WSA dG. Jesté pifed samotnym dokovanim
bylo provedeno opétovné dokovani ptivodniho ligandu do receptoru, tzv. redokovani. Tento
proces slouzi je zjisténi, zda zvoleny program dokéze nalézt p6zu redokovaného ligandu co
nejpodobnéjsi vzhledem ke konformaci pivodné vykrystalizovaného ligandu. Porovnavaji se
vzdalenosti mezi korespondujicimi atomy téchto konformaci. Vyjadiuji se pomoci pramérné
kvadratické odchylky (RMSD viz Tab. 3-6) Obecné miize byt metoda dokovani akceptovana,
pokud je RMSD redokované pozy nizsi nez 2 A, 6162
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4.2.3 Hodnoceni vysledki dokovani

Po skonceni dokovani jsou vysledky ve formé jednotlivych poz slouc¢enin ulozeny do
databaze. Ve 3D rozhrani programu MOE Ize prohlizet konformace ligandu ve vazebném misté
receptoru. Konkrétni pdza mize byt porovnavana s konformaci ptivodniho vykrystalizovaného
ligandu. Déale mohou byt méieny energetické ptispévky jednotlivych interakci. Pro piehlednéjsi
studium byly vygenerovany 2D interakéni diagramy, vysvétlivky jsou na obr. 4-10. Znazornéni
krouzku, v némz se nachézi kdd aminokyseliny, urcuje jeji charakteristiku — polarni, kysela,
bazicka, nepolarni. Zelena Sipka znaci interakci s aminokyselinovym zbytkem, modra Sipka
naopak interakci se zakladni kostrou aminokyselinového fetézce. Smér Sipky znaci akceptor
nebo donor vodikové vazby. OdlisSnou barvu maji krouzky, v nichZz se nachazi rozpoustédlo
nebo ionty, interakce s rozpoustédlem je vyznacena oranzovou pierusovanou ¢arou, iontova
vazba pak spiSe Cervenou. Dva symboly aromatickych jader znaci n-m interakci, obdobnymi
symboly je pak oznacena n-H interakce nebo n-kation interakce. V poslednim fadku nalezneme
vysvétlivky k celkovému rozlozeni receptoru aligandu: Sedou pferusovanou carou je
ohrani¢eno vazebné misto, tmavé modrou barvou jsou podbarveny struktury vystavené ligandu

a svétle modrou struktury vystavené receptoru.

) polar ~# gidechain acceptor () solventresidue  [EXZi arene-arene
O acidic  + sidechain donar ) metal complex ©IH arene-H
() basic  --» backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
O greasy =+ backbone donor — metalfion contact
. proximity ligand Oreceptnr
contour EXpOSUre exposure

Obrazek 4-10 Legenda interakéniho diagramu (MOE)
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5 Experimentalni ¢ast
5.1 Statistika databaze

5.1.1 AKktivni a neaktivni slou¢eniny (M. TBC)

1. Pocet sloucenin: 317

2. Pocet sloucenin aktivnich pfti in vitro testovani inhibice M. tuberculosis (podminkou
bylo MIC < 6,25 pg/ml nebo procento inhibice v hodnoceni TAACF > 90 % - pokud
bylo, tak byla vétSinou testovana i MIC)

Aktivni slou¢eniny (MIC < 6,25 pg/ml): 9
Aktivni slouceniny (> 90 % inhibice a nebyla testovana MIC) 1
Aktivni slouceniny celkem: 10

3. Pocet neaktivnich sloucenin nebo sloucenin netestovanych na antimykobakterialni
aktivitu

Neaktivni slouc¢eniny: 307

Aktivita sloucenin
3,15%

96,85%

m Aktivni slouCeniny = Neaktivni slouCeniny
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5.1.1.1 Drug-likeness a lead-likeness

Drug-likeness
3,93%

= Drug-like slouc¢eniny
= Slou€eniny s poruSenim jednoho pravidla

Lead-likeness
5,36%_0,63%

= | ead-like slouCeniny
= Poruseni jednoho pravidla lead-likeness
= Poruseni dvou pravidel lead-likeness

5.1.1.2 Statistické zhodnoceni deskriptorii

Zakladni deskriptivni statisticka analyza byla uplatnéna na vSechny vypocitané
deskriptory (Tab. 5-1). Modie podbarvené hodnoty plati pro vSechny slouceniny z databéze,

dale jsou hodnoty rozdélené na slouceniny aktivni a neaktivni.
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Tabulka 5-1 Statistické zhodnoceni deskriptora

Minimum Maximum Pramér e Bl Median
odchylka
Pocet atom 11 55 31,55 8,36 30
Aktivni | 26 40 34,9 5,32 37,5
Neaktivni 11 55 31,44 8,42 30
:::;tﬂtez"ym 8 26 18,06 3,57 18
Aktivni | 17 23 20,6 1,78 21
Neaktivni 8 26 17,98 3,58 18
Nrot 1 12 3,96 2,15 4
Aktivni 3 5 4,2 0,63 4
Neaktivni 1 12 3,95 2,19 4
HBA 1 8 3,44 1,06 4
Aktivni 3 4 3,1 0,32 3
Neaktivni 1 8 3,45 1,08 4
HBD 0 3 0,74 0,72 1
Aktivni 0 1 0,1 0,32 0
Neaktivni 0 3 0,76 0,72 1
h_logP -0,89 7,189 2,925 1,367 3,007
Aktivni | 2,971 4,796 3,809 0,599 3,736
Neaktivni ~ -0,89 7,189 2,896 1,376 2,978
h_pK. 3,31 14 11,64 2,95 14
Aktivni 7,76 14 13,38 1,97 14
Neaktivni 3,31 14 11,59 2,97 14
mr 2,98 11,17 7,25 1,55 7,09
Aktivni 6,88 8,93 8,02 0,81 8,3
Neaktivni 2,98 11,17 7,23 1,56 7,05
TPSA 17,07 153,54 67,54 24,11 94,7
Aktivni 42,85 88,67 67,78 22,83 75,88
Neaktivni 17,07 153,54 | 67,53 24,19 64,7
h“"ﬁ‘::i':(‘)';"a 105,1 38547 260,79 50,98 265,39
Aktivni 244,68 = 34524 287,38 30,23 290,82
Neaktivni ~ 105,1 38547 | 259,92 51,31 264,33

5.1.1.3 Diskuze

Z porovnani primérnych hodnot pro aktivni a neaktivni slouceniny vyplyva, Ze aktivni
slouceniny maji pfiblizn€ o ¢tyfi atomy vice, z ¢ehoz dva jsou téZkymi atomy. Od toho se odviji
1 vys$Si prumérna molekulovd hmotnost aktivnich sloucenin (387,38 g/mol). Dale vlastni
primérné o jeden akceptor vodikové vazby méné. Aktivni slouceniny se vyznacuji piiblizné
o jednotku vyssim LogP, jednd se o spiSe lipofilngjsi slouceniny v ramci databaze. Aktivni

slouceniny se dale vyznacovaly nepatrné¢ vyS$i molarni refraktivitou aaz na vyjimky
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neobsahovaly donory vodikovych vazeb. Poéty HBA, Nrot a hodnoty TPSA nabyvaly
podobnych hodnot jak mezi aktivnimi, tak i neaktivnimi slouceninami.

Molarni refraktivita 1é¢ivych latek byla hodnocena ve studii Ghose et al.®®, ktera se
zabyvala statistickou analyzou molekulovych deskriptorit 1éCivych latek databazi
Comprehensive Medicinal Chemistry (CMC).** Osmdesat procent latek z této databaze mélo
hodnotu MR mezi 40 a 130, primérna hodnota byla 97. Latky z ptipravené virtudlni knihovny
toto kritérium nespliuji a vysledky vypocti programu MOE se celkové pohybuji v jinych
hodnotach. Lze usuzovat, ze v pfipadé¢ programu MOE byl pouzit jiny typ vypoctu nez ve
zminéné studii.

Ptiblizné¢ 96 % sloucenin odpovidalo svymi vypocétenymi vlastnostmi Lipinského
pravidlu péti. Zbyld 4 % slou€enin pravidla poruSila. Opreovu pravidlu pro lead-like
slou¢eniny*® odpovidalo 94,01 % sloucenin. 5,36 % slou¢enin porusilo jedno a 0,63 % dvé tato
pravidla. Nevyhodou tohoto stavoneni byla nejasna definice Lipinského a Opreova pravidla a
také rizné metody, které program MOE pro vypocet molekulovych deskriptorti pouziva. Lze
porovnat hodnoty priimérné a medidnové slouceniny (Tab. 5-2) s definovanymi hranicemi pro
pravidla drug-likeness a lead-likeness. Primémé i medianové hodnoty deskriptorti zcela
vyhovuji Pravidlu péti. U sloucenin v databazi je vSak vysoce pravdépodobné, Ze nespliuji tyto
pfisnéjsi hranice tzv. Pravidla tfi, pfedev§im u deskriptorit HBA, Nrot, TPSA a ClogP.

Tabulka 5-2 Hodnoty priimérné a medianové slouceniny v porovnani s Pravidly
péti a t¥i podle Di a Kernse?®
Deskriptor MW HBA HBD NRot TPSA CLogP

260,79 3,44 0,74 3,96 67,54 2,925
265,39 4 1 4 94,7 3,007

Pravidlo
<500

<10 <5 <10 <140 <5
péti

<300 <3 <3 <3 <60 A <3
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5.2 Molekulové dokovani

5.2.1 Dokovani pyrazinovych analog chalkonii do enzymu B-hydroxyacyl-ACP

dehydratasa z Mycobacterium tuberculosis

5.2.1.1 Enzym B-hydroxyacyl-ACP dehydratasa HadAB

Mycobacterium tuberculosis je patogenem zpusobujicim nemoc tuberkul6zu. Od ostatnich
bakterii se rod Mycobacterium odliSuje produkci mykolovych kyselin (2-alkyl-3-hydroxy
substituovanych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem). Syntézu téchto kyselin zabezpecuji
enzymy FAS-I a FAS-II. Enzym FAS-I vytvaii zakladni fetézce mastnych kyselin, které jsou
pomoci systému FAS-II dale prodluzovany. FAS-II se sklada znasledujicich odd€lenych
enzymu: 1) B-ketoacyl-ACP synthetasy KasA and KasB, 2) B-ketoacyl-ACP reduktasy (MabA),
3) B-hydroxyacyl-ACP dehydratasy (komplexy HadAB a HadBC a4) trans-2-enoyl-ACP
reduktasy (InhA). ¢

Zabranéni dehydrataci v prubéhu tvorby mykolovych kyselin je mechanismem ucinku
nékterych antituberkulotik. Napt. 1é¢iva isoniazid a ethionamid cili na trans-2-enoyl-ACP
reduktasu (InhA), léc¢iva isoxyl a thiacetazon inhibuji B-hydroxyacyl-ACP dehydratasu.
Schéma dehydratace je popsano na Obr. 5-1.

OH 0 0

HadAB/HadBC
HyC > HC
i —N ~ S— AcpM

n
3R-hydroxyacyl-ACP

trans-2-enoyl-ACP

Obrazek 5-1 Schéma dehydratace vznikajici mykolové kyseliny pomoci enzymu
B-hydroxyacyl-ACP dehydratasy, z lit.

Tato dehydratasa, také nazyvana jako HadAB, byla vybrana jako cil molekulového
dokovani. Byly u ni popsany interakce s flavonoidnimi latkami typu chalkon.%® Aktivni misto
se nachdzi na rozhrani obou podjednotek. Podjednotka A zajiStuje navdzani vytvaiené
mykolové kyseliny a podjednotka B obsahuje katalytickou dyadu klicovou pro funkci této
dehydratasy. Ta je tvofena aminokyselinami AspB36 a HisB41.%

Mechanismus ucinku inhibitort z fad chalkond byl popsan néasledovné — vazou se do
aktivniho kandlu dehydratasy a svym sterickym plsobenim zamezi navazani praveé vytvarené

mastné kyseliny (budouci mykolové kyseliny). Tim nedojde k dehydrataci a porusi se syntéza

mykolovych kyselin.®> Konkrétné chalkon butein (Obr. 5-3) byl zkouman v ¢lanku Browna et
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al. pro schopnost in vitro inhibice ristu M. bovis BCG a byl latkou s nejniz§i hodnotou MIC
oproti ostatnim zkoumanym flavonoid{im.®¢

OH
OH

HO

OH @)
butein (£)-1-(2,4-dihydroxyfenyl)-3-(3,4-dihydroxyfenyl)prop-2-en-1-on
MICyy (M. bovis BCG 43 pg/ml (157 pM)®
Obrazek 5-2 Chalkon butein s vyznaéenymi kruhy A a B

Prostfednictvim Protein Data Bank byly ziskany a prohlizeny zdznamy 4RLJ, 4RLW,
4RLT a 4RLU vychazejici ze spole¢né krystalografické publikace.® Pro experiment byl vybran
4RLWY, obraz byl zjistén krystalografickou metodou rentgenové difrakce, a disponoval
rozlisenim 2,20 A. Nasledné byl protein upravovan v programu MOE, podjednotka HadA byla
zabarvena Cervené, HadB zluté. Byly upraveny molekuly vody (Obr. 5-3), rizové oznacené

molekuly byly ponechany, ostatni pomoci inverzniho vybéru odstranény.

Obrazek 5-3 Vazebné misto proteinu 4RLW, ligand butein (Seda) v obklopeni
molekulami vody.
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Ligand butein v krystalografickém obrazu 4RLW interagoval s HadAB dehydratasou
nasledovné: Hydroxyskupiny na kruhu A vystupovaly jako donory vodikovych vazeb pro
interakci s aminokyselinovymi zbytky ThrA138 a MetB60, oxoskupina charakteristickd pro
chalkony byla akceptorem vodikové vazby s GInA86. 4-Hydroxyskupina na kruhu B
interagovala vodikovou vazbou s molekulou vody propojenou s aminokyselinami GluAS1,

AspB36 a TyrA65 (viz obr. 5-4).

©
B6O
ABD ; AB6
s AB9 } . A68 lle

! ho on” i
B36

Obrazek 5-4 Interakéni diagram buteinu (4RLW)

5.2.1.2 Priprava databaze malych molekul

Z knihovny virtualnich latek byly vybrany pyrazinové derivaty chalkonu z vybranych
publikaci***®7! Z 98 molekul byly vybrano 8 sloucenin (CHlc, CH21, CHOf, CHOi, CH1i,
CH10f, CH101), které mély nejvyssi procento inhibice M. tuberculosis, a zaroven u nich byla
stanovena MIC (hodnoceny v syst¢tmu TAACF). K témto pfidany dalsi dvé latky (CHl1w,
CHly) z vybranych publikaci®®®. Vedle sloudenin piipravenych na Katedie farmaceutické
chemie a farmaceutické analyzy byly do experimentu zahrnuty prototypy moZnych
antimykobakteridlnich latek NAS-91 a NAS-21, jejichZz pravdépodobnym mechanismem
i¢inku je inhibice B-hydroxyacyl-ACP dehydratasy (Obr. 5-5).72
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NAS-91

NAS-21
OH NZ
| o o0
o]
CF;
Cl
o] O2N
4-chlor-2-[(5-chlorchinolin-8-yl)oxylfenol 4,4 4-trifluor-1-(4-nitrofenyl)butan-1,3-dion
MIC (M. bovis BCG) =25 pg/ml MIC (M. bovis BCG) =50 pg/ml

Obrazek 5-5 Sloudeniny NAS-91 a NAS-2172
5.2.1.3 Redokovani piivodniho ligandu

1,8966 A, ¢imz byla splnéna podminka validace.
5.2.1.4 Vysledky

Ptipravend vstupni databaze obsahovala 12 sloucenin, po Gpravé se rozrostla na 13 tzv.
vstuptl (od slouceniny CHIc zde byly 2 protomery). VSechny slouceniny dosahovaly zaporné
hodnoty skore a bylo ziskano celkem 20 po6z, které byly ohodnoceny skore -7 a méné. Pro
zhodnoceni vysledkii bylo vybrano 5 nejlepSich p6z s ohledem na ti'i podminky: nejnizsi skore,
vyhodné interakce, sterické plsobeni v ramci vazebného mista pobliz katalytické domény

enzymu. Vysledky byly zpracovany do tabulky 5-3 a obrazkt 5-6 az 5-9.
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Tabulka 5-3 Tabulka skore a interakci derivatu
(E)-3-fenyl-1-(pyrazin-2-yl)prop-2-en-1-onu

(0]
N
/E. ])\/-\@L
>~
R4 N R

Kéd latky R, R,
CH10i isopropyl 4-NO,
CH10f isopropyl 2-NO,
CH1i terc-butyl 2-Cl
CH1y terc-butyl 2-Br
CHiw terc-butyl 2-Cl
Kéd slouceniny Skore Interakce MIC
CH10i -7,8143 CysAl105 6,25 pg/ml
CH10f -7,6763 H20 6,25 pg/ml
CH1i -7,6195 CysAl105 0,78 pg/ml
CH1ly -7,2971 H20 6,25 pg/ml
CHlw -7,2709 HO 6,25 pg/ml

Obrazek 5-6 Pozice ligandu CH10i (tyrkysova) ve vazebném misté oproti
puvodnimu ligandu (lososova).

47



Obrazek 5-7 CH10i —vodikova vazba s CysA105

Met
BEO

lle
Asd

Obrazek 5-8 CH10f — vodikova vazba s vodou napojenou na HisB41 a AspB36

f
\

(8%)

Val
A7

Met

860 ~— = A138 : =
- Thr = *,
e \ a0/ Cys

s Al42 — s —

Val =5 ( Asn

A5 \at25 )

Obrazek 5-9 CH1i - slaba vodikova vazba s CysA105
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Pozy sloucenin NAS-91 a NAS-21 byly ohodnoceny méné vyhovujicim skore

a v poradi se umistily az za vS§emi pyrazinovymi derivaty chalkont (viz Obr. 5-10 a 5-11).

Met
BEO
Asn 5 .E
B38 .@ ..G\n
........ Asp
A8 Gn
: : 489

Obrazek 5-10 NAS-91 Obrazek 5-11 NAS-21
Skoére -6,2539 Skoére -6,0371
Vodikova vazba s MetB60 Vodikova vazba s vodou (HisB41; AspB36)

5.2.1.5 Diskuze vysledki

Vsechny slouceniny z podskupiny pyrazinovych analog chalkoni se dokazaly dobte
umistit do vazebného mista a jejich vygenerované pdzy byly ohodnoceny vyhovujicim skore.
Oproti inhibitorim ze skupiny chalkonti, které byly zkoumény v publikaci Dong et al.®®, vSak
doslo k vytvofeni zcela jinych interakci. Slouceniny z fad pyrazinovych analog chalkonti v§ak
vykazuji inhibi¢ni vlastnosti vaci M. tuberculosis zjisténé in vitro. Lze tedy usuzovat, Ze
inhibice B-hydroxyacyl-ACP dehydratasy HadAB muZe byt jednim z vice mechanismi G¢inku
téchto sloucenin.

Ukazalo se, Ze slouCeniny s pyrazinem substituovanym rozvétvenymi uhlovodikovymi
ze diky rozvétvenym uhlovodikovym fetézcim dokaZou zaujmout energeticky vyhodnéjsi
prostorové uspotfadani. Zarovenl je mozné, Ze tyto objemnéjSi substituenty stericky brani
navazani praveé vznikajici mykolové kyseliny a timto mechanismem mohou pfispivat k inhibici

enzymu; toto vSak hodnota skore neodrazi.
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Prvni tfi Gspé$né slouceniny byly na benzenovém jadie substituovany elektrony
odtahujici nitroskupinou, nasledujici dvé slouceniny pak bromem a chlorem. Tato substituce
patrn¢ vyhodné méni rozlozeni elektronli oproti pivodné spoleéné vykrystalizovanému
buteinu, ktery je substituovany hydroxyskupinami, coZ mu umoznilo navazat jiné vodikové
vazby. V ptipad¢ zkoumané databéze sloucenin byla pravé nitroskupina akceptorem vodikové
vazby s CysA150, konkrétn€ u slou¢enin CH10i a CH11.

O vyznamnosti interakci slou¢enin CH10f, CHly a CHlw s molekulou vody spojenou
dalSimi vodikovymi vazbami s katalytickou dyadou aminokyselin HisB41 a AspB36 lze
polemizovat vzhledem k malé piesnosti lokalizace této molekuly rozpoustédla v prostredi
in silico modelovani oproti redlnému enzymu. V krystalografické studii Donga et al. butein
interagoval s putativni molekulou vody navdzanou na His-Asp dyadu, jako piesny
mechanismus inhibice HadAB dehydratasy studovanych latek typu chalkonli védci
identifikovali pfedev§im obstrukci kanalu pro navazani mykolové kyseliny.®

U sloucenin NAS-91 aNAS-21 byly identifikovany jiné typy interakci oproti
zkoumanym slou¢eninam i oproti vykrystalizovanému ligandu. NAS-91 vytvoftila konformaci
s nekoplanarnim uspofadanim obou jader uprostfed kandlu, v némz by NAS-91 méla inhibovat
navéazani mastnych kyselin; interagovala pouze jednou vodikovou vazbou s MetB60.7?

Pro dalsi urceni blizsich informaci o vztahu mezi strukturou a u¢inkem téchto sloucenin
by bylo mozné provést redlnou inhibicni esej a také prozkoumat moznosti pronikani sloucenin

ptes odolnou mykobakterialni sténu.

5.2.2 Dokovani derivatii kyseliny rhodaninoctové a derivati thiazolidin-2,4-dionu

do enzymu aldosareduktasa ALR2

5.2.2.1 Aldosareduktasa 2

Diabetes mellitus je metabolickym onemocnénim, které vznikd na podkladé
nedostate¢né produkce insulinu nebo jeho nedostate¢nému ucinku v disledku inzulinové
rezistence. V patogenezi neuropatickych komplikaci diabetu hraje roli enzym aldosareduktasa
2 (ALR2). Jedna se o prvni enzym polyolové cesty, kterd zptsobuje pfeménu D-glukosy na
sorbitol (Obr. 5-12).7* Pravé akumulace sorbitolu byva spolu s vy&erpanim systému
NADPH/NADP® avznikem volnych radikdli oznafovana za jednu z pfi¢in vzniku

diabetickych komplikaci; proto ALR2 predstavuje mozny terapeuticky cil.”
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Aldosareduktasa Sorbitoldehydrogenasa
Glukosa e—-C 0 it e— U ltosE

N Ty

NADPH NADP NAD NADH

\j : NADH-oxidasa
1

GSSG —-2GSH1 ¥

Glutathionreduktasa T

Obrazek 5-12 Schéma polyolové cesty, podle lit.”3
ALR2 (EC 1.1.1.21, AKRIBI1) je monomerni protein s 8 prameny paralelniho

stiidajiciho se a a f uspotadani. Obsahuje dvé odlisnd vazebnd mista — jedno slouzici pro vazbu
substratu a druhé pro inhibici enzymu. Druhé zminéné se také oznacuje jako vazebné misto
inhibitorii aldosareduktasy (ARI), a nachéazi se v blizkosti nikotinamidové skupiny kofaktoru
NADPH. Byly v ném identifikovany nasledujici ¢asti: anion-vazajici kapsa a specifickd kapsa

(Obr. 5-13). 7

Trp??!
Vald?
Phel22
HL:I lrJ Tyrd8
Phells y
_ NADP*
Trpl 1 =
Thell3 | y < / Anion VT@
\-J vazajici
kapsa
SH specifickd HN
Cys203 kapsa

Trp20

Tyr3n9

;’\‘\/
=
=]

Trp2l19

Obrazek 5-13 Schéma usporadani aminokyselin ve vazebném misté ARI, podle
Hymavati et al.”*
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Existuje mnozstvi latek zkoumané pro jejich inhibici ALR2, zatim jedinou klinicky
vyuzivanou latkou je epalrestat (Obr. 5-14), registrovany pro pouziti v nékterych zemich Asie,
véetn& Japonska, kde byl vyvinut.”>’® Pro molekulové dokovéani byl vybran krystalograficky
obraz 4JIR”’, ziskany metodou rentgenové krystalografie v rozliseni 2 A.”® Na zikladg
poskytovanych informaci o kvalité byla struktura shledana validni. Obsahuje pouze fragment
epalrestatu (Obr. 5-15). K dispozici nebyl jiny obraz obsahujici celou strukturu epalrestatu,

tento fragment byl shledan dostacujicim pro studium interakci in silico.

O
®
‘:::::::::‘/’//:::::?"///1::::>"//ll\\Pq ____.\\;7::::() "HHHI' ._.iiiai-n"aﬁl’
N\ ud D@

S """

2-[(52)-5-[(E)-3-fenyl-2-methylprop-
2-enyliden]-4-0x0-2-thioxo- ;
1,3-thiazolidin-3-yl]octova kyselina

Leu
A300

Obrazek 5-15 Interakce fragmentu

Obrazek 5-14 Epalrestat epalrestatu s ALR2 (4JIR)

Interakce epalrestatu s ALR2 zahrnuji pfedevSim vodikové vazby karboxylatové
skupiny s AMK zbytky Trpl11, His110, Tyr48. Thioxoskupina (nebo téZ sulfanylidenova
skupina) je akceptorem vodikové vazby Cys298. Dochazi i k interakcim s molekulami vody
pochézejicimi z krystalografické struktury, nékteré ztéchto molekul jsou navdzané na

aminokyseliny postranniho fetézce (Trp20, Leu300)

5.2.2.2 Priprava databaze malych molekul

Jako prvni set ligandl byly pro experiment vybrano devét derivati 4-oxo-
2-thioxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny, které pfedstavuji podsekci virtualni knihovny latek
(Tab. 5-2). Druhy set ligandii tvotilo devét derivati (2,4-dioxo-1,3-thiazolidin-3-yl)octové

kyseliny,  kter¢  byly odvozeny od latek zprvniho setu  nahrazenim
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2-thioxoskupiny 2-oxoskupinou. V ptipadé druhého setu ligandii se zatim nejedna o slouceniny
prakticky dostupné v nasi laboratoti. Celkem bylo dokovano 18 sloucenin. Slouceniny byly
v programu MOE upraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.1. Byla zafixovana
Z-izomerie na dvojné vazbé.

Tabulka 5-4 Derivaty 4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny

Kod latky X Rl R2
HPb2 | C H H
HP2 2N H H
HPu2 | 3-N H H
HPv2 4N H H
HPs-2 | 24-N H H
HP-02  2,4-N CH, H

HP-32 | 24N CH;  butyl
HP-12 2,4-N CH, t-butyl

2,4-N  CH, @_\
HP-152

5.2.2.3 Redokovani pivodniho ligandu
Bylo provedeno opétovné dokovani ligandu epalrestatu s RMSD = 0,2433 A.

5.2.2.4 Vysledky dokovani

Derivaty (4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny

VSechny derivaty dokéazaly zaujmout pdzy s hodnotami skore v rozmezi -5,170

cvwvr

5.16 a 5-17).
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Obrazek 5-16 HP-32 (zelena) ve vazebném misté ALR2,
porovnani s epalrestatem (lososova)

.E Leu
.-\ A300 Cys
e ' - A298

Obrazek 5-17 Interakéni diagram HP-32 ve vazebném misté ALR2.

Derivaty (2,4-dioxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny
Skoére vSech dokovanych slou€enin se pohybovala od -5,3600 do -7,2542. Ze vSech 46
vytvofenych vazebnych uspotadani byly vybrany pdzy s nejniz§im skoére od kazdé unikatni

slouceniny.
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NAP404

Trp219

Obrazek 5-18 2-oxo derivat HP-32 (tyrkysova) spole¢né s fragmentem ligandu
epalrestatu (lososova). Vyznacen kofaktor NADP (fuchsiova).

Tyr
A48

7 Cys
N S A298

Obrazek 5-19 Interakéni diagram 2-oxo derivatu HP-32 ve vazebném misté
ALR2
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Tabulka 5-5 Skére a interakce sloucenin

Skore

Laboratorni ., Vodikové Skoére Vodikové interakce
kod optlr’nalm interakce izosteru izosteru
pozy
His110; Trpl11; His110; Trpl11;
HP-32 -7,0392 Tyr48; 7,2542 Tyr48;
W-Leu300; Trp20 Trp20
His110; Trpl11; His110; Trpl11;
HP-152 -6,9442 Tyr48; -7,1685 Tyr48;
Trp20 Trp20
His110; Trpl11; His110; Trpl11;
HP-12 -6,8053 Tyr48; -7,1123 Tyr48;
Cys298 Trp20
His110; Trpl11; His110; Trpl11;
HPt2 -6,7437 Tyr4g; -6,6420 Tyr48;
Cys298 Cys298
His110; Trpl11; . ) )
HPu2 -6,7186 Tyr4s; 66215 | ‘ot ITO’ ngl 8
Cys298 T
His110; Trpl11; His110; Trpl11;
HPb2 -6,6820 Tyr4s; -6,6509 Tyr48;
Cys298 Cys298
His110; Trpl11; His110; Trp111;
HPs-2 -6,5096 Tyr48; -6,6329 Tyr4S8;
Cys298; Trp20 Cys298
His110; Trpl11; His110; Trpl11;
HPv2 -6,3264 Tyr48; -6,6900 Tyr48;
Cys298 Trp20; Cys298
. His110; Trpl11;
HP-02 soisy | el ITO; Ig’l I 66940 Tyr4§13];3
SRS Trp20
His110; Trpl11;
Epalrestat -7,0887 Tyr48;
Cys298

5.2.2.5 Diskuze vysledki

Zkoumané derivaty ziskaly nizké hodnoty skore, poza derivatu HP-32 méla skore

srovnatelné s epalrestatem. Mezi jejich hodnotami skore a interakcemi s receptorem bylo

mozné pozorovat pouze malé rozdily (Tab. 5-5).

Mezi derivaty (4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny vynikal derivat HP-32

(Obr. 5-18 a 5-19), ktery m¢l velmi podobné interakce jako plivodni ligand epalrestat. Jeho

p6za spliuje podminku interakei se tfemi kli€ovymi aminokyselinovymi zbytky Tyr48, His110,

Trpl11. Oproti epalrestatu se u HP-32 objevila jina slaba interakce m-elektrond Trp20
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a s methinem mezi karboxylatovou skupinou a rhodaninovym kruhem. Interakce s Trp20 byla
navazana i v pfipadé jinych sloucenin. Dalsi interakci derivatu HP-32 byla vodikové vazba
thioxoskupiny s vodou, ktera je spojena s aminokyselinou Leu300 patiici do specifické kapsy
enzymu ALR2.

Zhodnoceni vysledkii dokovani pomoci Protein Ligand Interaction Fingerprints analyzy
(PLIF) ukazalo, ze interakce na karboxylové skupin¢ byly stejné pro vSechny zkoumané pozy,
kromé posledniho derivatu HP-02, kde karboxylatovy anion byl akceptorem vodikové vazby
od Trp111 a také molekuly vody W732 (Obr. 5-20).

1 HP-32 2 HP-152 7 HP-12 10 HPt2 13 HPu2

R TS R R oY

14 HPb2 18 HPs-2 20 HPv2 34 HP-02 @ Trp 20 O H20 W766
© Tyr48

.- \ F \ @ His 110
Y o, od, O
P, " ; ; ¢ . @ Cys 208
w i %"\/%. H20 W728
y @ H20W732

Obrazek 5-20 PLIF analyza 2D struktury ligandi spolu s vyznadenymi
interakcemi a barevnou legendou reagujicich AMK zbytki a tfi molekul vody

Kromé karboxylatové skupiny interagovala v n€kterych pfipadech i thioxoskupina, a to
jako akceptor vodikové vazby od Cys298. Tato interakce, kterou vykazuje i1molekula
epalrestatu, byla nalezena u téméf vSech nejlepSich pdz derivati rhodaninoctové kyseliny,
kromé& prvnich dvou — HP-32 a HP-152. Interakce byla skryta t€$n€ pod limitem nastavenym
pro rozeznani vodikové vazby (-0,4 kcal/mol oproti -0,5 kcal/mol). Program MOE umoZziuje
1 vypocet teoretickych energii jednotlivych vodikovych vazeb, pro porovnani — energie vazeb
na karboxylatové skupiné¢ dosahuji hodnot cca -5,9 kcal/mol (4-21). Interakci Cys298
s thioxoskupinou 1ze povaZovat za méné vyznamnou z hlediska sily a teoreticky by ji bylo

mozné najit u vSech hodnocenych poz.
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NAPAOA e,

His110
Trpll

Cys298

Obrazek 5-21 Vypocty energetickych prispévki interakcei slou¢eniny HP-32

Mozné vyuziti inhibitori ALR2 v praxi je otdzkou nejen aktivity, ale také jejich
selektivity oproti ostatnim enzymim z rodiny oxidoreduktas, napt. aldehydreduktase ALRI.
Ve vazebném misté enzymu ARL2 se nachdzi aminokyselinova rezidua, kterd patii do tzv.
anion-vazajici kapsy, jedna se o Trpl111, Trp79, His110, Val47, Tyrd8, Trp20, kterad zaroven
obklopuji kofaktor NADP+ a jsou tedy mistem interakci latek typu derivatti rhodaninoctové
kyseliny (v€. epalrestatu). Byla popsdna itzv. kapsa specifity nebo selektivity, zahrnujici
rezidua Trp219, Val297, Cys298, Ala299, Leu300, Tyr309, Cys303, Thrl113, Phel22
a Phel15.7

Sest ze zkoumanych latek bylo testovano na selektivitu mezi ALR2 a ALR1 (Tab. 5-6),
nejvyssi faktor selektivity (SF) byl prokdzan u derivatu HP-12 (182). U této latky byla pfi
dokovéani pfitomna vodikovad vazba s Cys298jiz pii hranici 0,5 kcal/mol. Interakce
s aminokyselinovym zbytkem z tzv. specifické ¢asti by mohla byt pfi¢inou vysokého faktoru
selektivity, jedna se vSak o velmi slabou interakci. Interakci se stejnou energetickou hodnotou
navazalo 1 nékolik dalSich sloucenin, napt. HPt-2, HPs-2, které v§ak mély faktor selektivity o 1

fad nizsi (39, 20).76
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Tabulka 5-6 Porovnani in silico a in vitro aktivity vic¢i ALR2, Kucerova-
Chlupacova’®

Laboratorni Skore nejlepSi ICs0 (uM) Faktor
kod pozy ALR2 selektivity
HP-32 -7,0392 0,041+0,008 5,74 +1,83 140
HP-152 -6,9442 0,148+0,007 4,27+0,53 29
HP-12 -6,8053 0,073+0,002 13,30+3,25 182
HPt2 -6,7437 0,112+0,003 4,40+1,47 39
HPu2 -6,7186 ND ND ND
HPb2 -6,6820 ND ND ND
HPs-2 -6,5096 0,490+0,100 9,73+1,09 20
HPv2 -6,32637 ND ND ND
HP-02 -5,9150 0,240+0,106 21,90 +£9,5 91
Epalrestat -7,0887 0,227+0,019 36,32+2,82 160

V tabulce 5-6 jsou ligandy sefazeny podle nejniz$iho dosazeného skore, posledni je
referencni epalrestat. Sloucenina HP-32 méla nejnizsi skore 1 nejnizsi ICso, a to dokonce nizsi
nez referencni epalrestat. Selektivita viici podtypu ALR2 vSak byla oproti epalrestatu nizsi.
epalrestatu, ale selektivitu vykazala nizkou. Tteti v potadi, slou¢enina HP-12 méla o néco vyssi
ICso oproti HP-32, ale faktorem selektivity pfekonala i referencni epalrestat.

Skupina derivati (2,4-dioxothiazolidin-3-yl)octovych kyselin dosdhla pfi dokovani
nepatrn¢ energeticky vyhodnéjsiho skoére, nez pluvodni skupina latek obsahujicich
thioxoskupinu. VSechny zkoumané latky interagovaly s aminokyselinami His110, Trplll1,
Tyr48, stejn¢ jako jejich predlohové slouceniny. Vétsina latek interagovala jesté s jednou dalsi
aminokyselinou, a pravé v této interakci se Casto lisila oproti predloze. Jednalo se o vodikovou
vazbu mezi &t elektrony jadra Trp20, u dalSich slou¢enin pak o slabou vodikovou vazbu smérem
k Cys298. Po snizeni hodnoty energie potfebné pro rozeznani vodikové vazby na 0,4 kcal 1ze

interakci s Cys298 opét odhalit u vSech nejlepsich pdz unikatnich liganda.
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Obrazek 5-22 Porovnani interak¢énich diagrami; a) HP-32, b) 2-oxo derivat
HP-32.

Pii porovnani HP-32 a odpovidajicitho derivatu (2,4-dioxothiazolidin-3-yl)octové
kyseliny se latky shodovaly v dileZitych interakcich, vyménou sirné skupiny za kyslikatou bylo
dosaZzeno pouze malé obmény ve vodikovych vazbach. Oxoskupina interagovala s jinou
molekulou vody, kterd byla spojena s Val47. Rozdil tedy mlZeme spatiit pouze ve skore
pfifazeném jednotlivym vodikovym vazbam, které mél 2-oxo derivat HP-32 nepatrné nizsi.

Doslo také ke zméné v potadi sloucenin, prvni tfi ispé$né slouceniny vSak zistaly stejné
v obou setech ligandii, tedy HP-32, HP-152, HP-12. Na zaklad¢ molekulové modelovaci studie

je tyto slouc¢eniny mozné doporucit k budouci syntéze a testovani jejich aktivity viici ALR2.
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5.2.3 Dokovani vSech sloucenin zvirtualni knihovny litek do enzymu

mykobakterialni tyrosinfosfat proteinfosfatasa B

5.2.3.1 Mykobakterialni tyrosinfosfat proteinfosfatasa B (MptpB)

Tyrosinkinasy a tyrosinfosfatasy patii mezi klicové enzymy v bunécné signalizaci.
Mykobakteridlni PtpB (z angl. Mycobacterium phosphotyrosin phosphatase B) patii mezi
proteiny vylucované patogenem M. tuberculosis do hostitelské bunky, kde pozménuje
bunécnou signalizaci. Ve studii Sigha et al. bylo pomoci mutace genu pro MptpB objasnéno,
7e bez této fosfatasy neni M. tuberculosis schopné prezit v aktivovanych lysozomech mordete.”
Podrobnéjsi mechanismus byl zkouman ve studii Fan et al., a bylo potvrzeno, ze MptpB
piispiva k preziti M. tuberculosis v makrofazich.®

Vyhodou MptpB jako terapeutického cile v 1é¢bé tuberkuldzy je, Ze ptipadny inhibitor pro
svij ucinek nemusi prochazet odolnou bunéénou sténou M. tuberculosis. Nutno je vSak brat
v potaz, Ze inhibitory MptpB nebudou vykazovat svilij ucinek v klasickych hodnocenich
antimykobakterialni aktivity kultivaci.’! PfestoZe vyvoj u¢inného inhibitoru MptpB zlistiva
vyzvou, studie Vickersové et al. z roku 2018 na zvifecim modelu popisuje moznosti inhibitort
MptpB podpofit intracelularni UCinek isoniazidu a rifampicinu a predklada vysledky
napovidajici moznému uziti inhibitori MptpB v 1é¢b& TBC i samostatné.?? Byly popsany
inhibitory tohoto enzymu, véetné derivatl chalkonu s ICso v f4du mikromolt.*?

Pro molekulové dokovani byla vybrana krystalograficka struktura 20Z5 z PDB, byla
ziskana metodou RTG krystalografie srozlisenim 2 A% Druhym dostupnym
krystalografickym obrazem v této databézi je 1Y WF stejného autora, s rozlienim 1,71 A 8687
Na zakladé obsahu vykrystalizovaného ligandu byla vybrana struktura 20Z5, zéaroven
disponovala lep§im hodnocenim v dalSich hodnotach charakterizujicich  kvalitu
krystalografické struktury. Pfi zkoumani této struktury bylo zjisté€no, Ze pii vazb& ligandu
dochdzi ke zméné konformace enzymu ak posunu nékterych aminokyselinovych zbytki
o piiblizng 27 A.% Ptesto byla struktura 20Z5 vybrana pro molekulové dokovéni i v dalsich
publikovanych ¢lancich. 3-8

MptpB je heterodimerni enzym obsahujici rozsdhlé vazebné misto s primarni kapsou
vazajici fosfatovou skupinu a dvéma sekundérnimi kapsami, které nejsou ptitomny u lidskych
fosfatas.®? V obrazu 20Z5 interaguje se dvéma molekulami ligandu OMTS (Obr. 5-23). Jedna
znich se vaze proximalné ke katalytické aminokyseliné Cys160, toto vazebné misto bylo

vybrano k dal§imu studiu, nebot’ hodnoty RMSD u opétovné dokovaného ligandu byly niZsi
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(0,2748 A) oproti distalnimu vazebnému mistu. Podobny postup byl vybran v ¢lanku Zhanga

et al ¥
N (0]
O S
o \
~

2-[(3-chlorbenzyl)({5-[N-(3,3-difenylpropyl)sulfamoyl]-
2-thienyl}methyl)amino]-2-oxooctova kyselina

Obrazek 5-23 Ligand (oxalylaminomethylen)thiofen sulfonamid (zkracené
OMTS)*?

Ligand OMTS patii mezi mimetika tyrosinfosfatu, kterd jsou odvozena od oxalatové
kyseliny.®® Vykazoval vi¢i enzymu MptpB ICso 0,44 + 0,05 pM.* Konkrétng
oxalylaminoskupina vytvaii kli¢ové interakce s enzymem MptpB (Obr. 5-24 a 5-25).

a) b)

—
Lv
/ Alal6g 0165
/ Phel6l W\ mu k . :. (LN \

Cys160 | \;’ '
*  Arglg6 "@’

Obrazek 5-24 a) OMTS ve vazebném misté MptpB; b) Interakéni diagram
slouceniny
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Obrazek 5-25 Interakce oxaliatové skupiny ligandu OMTS, vypocitané prispévky
k vazebné energii

Nejsilnéjsi interakci byla vodikova vazba s Argl66, poté Aspl65, Lys164 a Alal62.
S katalytickou aminokyselinou Cys160 doSlo k navazani slabé vodikové interakce, stejné jako

s Phel6l.

5.2.3.2 Dokovani vSech sloucenin z databaze

Po upravé databaze vSech ligandl standardnim zpiisobem bylo nutné zhodnotit ¢as
trvani dokovani 317 molekul. Pro zrychleni procesu bylo spusténo dokovani ptes tzv. Batch
soubor, ktery umoznil vyuzit vice jader procesoru, ¢imz zvysil vykon pocitace a zrychlil

simulaci. Oproti ptivodné odhadnutému ¢asu 24 hodin tedy dokovani trvalo 1,5 hodiny.

5.2.3.3 Vysledky

Celkové pozy nabyvaly skore od -12,5748 do -3,8794. Deset p6z ohodnocenych nejniz§im
skore bylo dale vyhodnocovéno (Obr. 5-26 az 5-28, Tab. 5-7)
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1. Ch0-S14 skore -12,5748.

b)

Obrazek 5-26 a) Konformace Ch0-S14 (zelena) oproti OMTS (lososova) ve
vazebném misté MptpB; b) Interakéni diagram Cho0-S14

2. HP-152 skore -8,1236.
a) b)

Lvcs
5 1s5pl65
Alalg?
b

O,
=T
“helbl
Cys160 Argles

Obrazek 5-27 a) Konformace HP-152 (zelend) oproti OMTS (lososova) ve
vazebném misté MptpB; b) Interakéni diagram HP-152
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3. HP-32 skore -8,0097

@
®,

B3

: hL__
Phelfl

Cys160

g

=3

<:( L
D

Obrazek 5-28 a) Konformace HP-32 (zelena) oproti OMTS (lososova) ve
vazebném misté MptpB; b) Interak¢ni diagram HP-32
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Tabulka 5-7 Tabulka skdre a interakci

Potadi 11123' Struktura Skore Interakce

S
3
1. Cho-S14 (12,5748 Aspl65
2-(1,3-difenyl-3-oxopropyl-1-sulfanyl)

ethyltrimethylamonium-jodid

N

- = S ’>—OH Phel61,

2. HP-152 \ \ﬁs ; 81236 e

Cys160

(Z)-2-(5-[1-(5-benzylpyrazin-2-yl)ethyliden]-4-oxo-
2-thioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina

\/\)i j)\(‘( Argl66,
3, HP-32 OH 8,0097  Thel6l,

Alal62,

Cys160
(2)-2-(5-[1-(5-butylpyrazin-2-yl)ethyliden]-4-oxo-
2-thioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina

o] S
4. Ch0-S10 [Nj)\/KQ -7,8329 Tyrl25
=
N
3-fenyl-3-(fenylsulfanyl)-1-(pyrazin-2-yl)propan-1-on

j)\([( Arg166,

Phel61,

5. HP-12 -7,6185 Alal62,
Cys160

(2)-2-(5-(1-[5-(terc-butyl)pyrazin-2-yllethyliden)-4-oxo-2-
thioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina
6. HP-21 M W " \on -7,4627  Argl66

(Z)-3-(2-hydroxyethyl)-5-(1-[5-isobutylpyrazin-2-yl]ethyliden)-
2-thioxothiazolidin-4-on
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7. HP-141
8. CH2j
TSC-
o 14b
10. CH2k
Puavodni
ligand
OMTS

5.2.3.4 Diskuze

Z dokovani vSech 317 slou€enin bylo analyzovéano deset nejlepSich p6z unikétnich

\/\/\)iN S{ \—on

(2)-5-[1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethyliden]-3-(2-hydroxyethyl)-
2-thioxothiazolidin-4-on

o)
Na Pz NO
M Z
N

(E)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-3-(3-nitrofenyl)
prop-2-en-1-on

H
| N\ \N/N\H/N\
=
N
(E)-2-[1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethyliden]-
N,N-dimethylhydrazin-1-karbothioamid

0]
N NO
M \j)vj©/ |
=
N HO

(E)-3-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)-
1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on

O OH
Cl

‘Ld

-[(3-chlorbenzyl)({5-[N-(3,3-difenylpropyl)sulfamoyl]-
2-thienyl}methyl)amino]-2-oxooctova kyselina

-7,3896

-7,3801

-7,3489

-7,3082

-11,5974
(redock)

Argl66,
Alal62

Argl66,
Cysl160,
Aspl65,
Lys164

Arg 166,
Alal62,
Lys164,
Aspl65,
Cys160

Argl66,
Cys160

Argl66,
Phel61,
Alal62,
Cys160,
Lysl64

ligandi. J ej ich skore se pohybovala ve velmi dobr}'/ch rozmezich -12,5748 az -7,3082.

cvwvr

wrwe
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v

jedna se obecné o silnéjsi interakei oproti vodikové vazbé. Aspl65 je jednou z nékolika AMK,
se kterymi reagoval ptivodni ligand OMTS. Sloucenina je charakteru amoniové soli, coz by
pravdépodobné mohlo zptisobit jeji snizenou prostupnost ptes biologické membrany a tim
nizkou absorpci.

U druhé slouceniny HP-152 interagovala karboxylova skupina, jejiz kysliky byly
akceptory vodikovych vazeb aminokyselin Argl66, Phel61, Ala162 a Cys160. Tieti v potadi
byla molekula HP-32, kterd byla na rozdil od HP-152 substituovana butylem. V porovnanim
s ptedchozi slouc¢eninou doslo ike stejnym interakcim s aminokyselinami Argl66, Phel6l,
Alal62 a Cys160. Pouze Argl66 vystupoval v nepatrné jiné pozici ve vztahu ke kyslikiim
karboxylové skupiny. Zelenou barvou je v interakénim diagramu vyznacend vodikova vazba

tykajici se postranniho fetézce aminokyseliny, modrou je vyznacena vazba tykajici se kostry

fetézce aminokyselin.

Konformaci Ize na Obr. 5-29 sledovat u p6z slouc¢enin HP-32, Ch0-S10 a HP-12.

Obrazek 5-29 Zleva: Treti nejlepsi poza (HP-32) Zluté, ¢tvrta nejlepSi poza
(Ch0-S10) tyrkysovou a pata nejlepsi péza (HP-12) fuchsiovou.

Obvyklou interagujici ¢asti molekul byla karboxylova skupina, ktera vétSinou vytvarela
podobné interakce jako oxalatova skupina ve slouceniné OMTS. Objevily se vSak 1jiné
interakce — napft. iontova vazba amoniové skupiny v piipade slou¢eniny Ch0-S14, interagujici
nitroskupina v pfipadé¢ slouc¢eniny CH-2j nebo thioxoskupina derivatu thiosemikarbazonu
TSC-14b.

Co se tyCe usporadani ligandu ve vazebném mist¢., prvni pdza v poradi zaujala zcela

odli$né uspotadani oproti pivodnimu ligandu. Derivaty rhodaninoctové kyseliny (v potadi 2.,
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3., 5. adalsi) se jiz pftiblizovaly konformaci plGvodniho ligandu (Obr. 5-29). Vizudlné
nejpodobnéjsi se zdala byt ¢tvrta nejlepsi poza (Ch0-S10), kterd vSak vystupovala jako akceptor
vodikové vazby Tyr125 a nevyskytla se u ni interakce s zadnou aminokyselinou typickou pro
znamy inhibitor OMTS.

Slabinou tohoto experimentu bylo dokovani pouze do jednoho ze dvou vazebnych mist
enzymu a také fakt, ze enzym prochéazi konformacni zménou po navazani ptvodniho ligandu

OMTS. Proto neni mozné dost dobfe predikovat interakce ligandl a enzymil in silico.
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6 Zavér

Byla uspésné vytvorena virtudlni knihovna 317 latek a provedena statistickd analyza
z hlediska vybranych deskriptora dualezitych pro design 1€¢iv. Vyuziti bylo demonstrovano
v ramci molekulové modelovaci studie, kterd zahrnovala molekulové dokovani do tfi cilovych
makromolekul.

Pti dokovani vybranych pyrazinovych derivati chalkonu do B-hydroxyacyl-ACP
dehydratasy HadAB byly zkoumany slouceniny, které vykazaly in vitro inhibici
M. tuberculosis. Bylo zjisténo, ze tento enzym by mohl byt jejich potencidlnim cilem, bylo by
vSak nutné tuto hypotézu experimentdlné ovéfit v podrobngjsi studii. V experimentu byly
zkoumdny 1 zndmé inhibitory tohoto enzymu.

Dal$im studovanym enzymem byla lidska ALR2, kterd se zapojuje do metabolismu
glukosy béhem diabetu, coz pfinasi nezddouci dlouhodobé komplikace. Dfive piipravené
derivaty kyseliny (4-thioxo-2-oxothiazolidin-3-yl)octové vykazaly in vitro submikromolarni
aktivitu a vysokou selektivitu viici ALR2. Tyto latky strukturné piibuzné klinicky pouzivanému
1é¢ivu byly dokovany do ALR2 spole¢né se svymi 2-oxo derivaty jako kyslikatymi izostery.
Vysledky studie predikovaly, ze derivaty (2,4-diooxothiazolidin-3-yl)octové kyseliny by mohly
rovnéz vykazovat nizké ICso hodnoty, proto by bylo vhodné je pfipravit a tuto predikci
laboratorné ovéfit.

Dokovéni vSech slou€enin z databaze do enzymu MptpB vyhodnotilo jako slouc¢eninu
s nejnizSim skore derivat Ch0-S14, ktery ve vazebném misté enzymu navazal iontovou
interakci. Dalsi slouCeniny HP-152, HP-32 a HP-12, které¢ mély sice jiz mén¢ vyhodné skore,
pfi dokovani navazaly podobné interakce jako plivodni ligand. Nékteré slouceniny z databaze
tedy vykazaly teoretické predpoklady pro afinitu k enzymu. Vysledky virtualniho screeningu

je vzdy nutné ovétovat redlnym screeningem.
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Seznam pouzitych zkratek

2D Dvojrozmérné

3D Trojrozmérné

ACP Acyl carrier protein

ALRI Aldehydreduktasa 1

ALR2 Aldosareduktasa 2

AMK Aminokyselina

ARI Inhibitory aldosareduktasy
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CADD Computer-Aided Drug Design

CAMD Computer-Aided Molecular Design

CAS Chemical Abstracts Service
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CNTCC Ceska narodni sbirka typovych kultur
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DOI Direct Object Identifier

FAS Fatty acid synthase

HBA Akceptor vodikové vazby

HBD Donor vodikové vazby

ICso Polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

IUPAC International Union for Pure and Applied Chemistry
LBDD Ligand Based Drug Design

M. TBC Mycobacterium tuberculosis

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MptpB Mykobakterialni tyrosinfostat-proteinfosfatasa B
MW Molekulova hmotnost

NIST National Institute of Standards and Technology
NMR Nukledrni magneticka rezonance

NRot Pocet volné otacivych vazeb

OMTS (Oxalylaminomethylen)-thiofen sulfonamid
PLIF Protein Ligand Interaction Fingerprints
PSA Poléarni povrch molekuly
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SAR uantitative Structure Activity Relationships
Y p

QSPR Quantitative Structure Property Relationships

RMSD Root Mean Squared Deviation

Ro3 Rule of three

Ro5 Rule of five

ROS Reactive oxygen species

RTG Rentgenova

SBDD Structure Based Drug Design

SMILES Simplified Molecular Input Line Entry Specification

TAACF Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility
TPSA Topologicky polarni povrch molekuly
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