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1. Uvod

5. fijna 1981 zvetejnil Casopis Fortune titulni ¢lanek
snazvem , The Next Industrial Revolution: designing
drugs by computer at Merck*!, ktery je mnohymi povazo-
van za pocatek intenzivniho zdjmu o pocitatovy navrh
1é¢iv (angl. Computer Aided Drug Design, CADD). Po
témet 40 letech vyvoje metod CADD je vSak vice nez
jasné, ze CADD nemuze v procesu navrhu nového 1éciva
nikdy nahradit experimentalni pfistupy a slouzi jako sice
uziteény, le¢ stale pouze dopliikkovy nastroj. Hlavni experi-
mentalni technologii pfi hledani biologicky aktivnich latek
je testovani latek s vysokou propustnosti (HTS, angl. High
Throughput Screening)?, které je obsirngji diskutovano na
jiném mist& tohoto &isla Chemickych listi®*. Tento pistup
ma vyhodu v tom, Ze nevyzaduje apriorni znalost mecha-
nismu G¢inku a umoZiiuje testovat chemicky rozmanité
slouceniny. Nicméné tzv. ,hit rate”, tj. pocet nalezenych
biologicky aktivnich latek vztazeny na velikost celé testo-
vané chemické knihovny, je v ptipadé¢ HTS velmi nizky,
coz znaénym zpusobem limituje jeho vyuziti. A zde prave
spociva nejvétsi sila CADD, ktery se dnes pouZziva prede-
v§im jako metoda umoZiujici vyznamné snizit pocet latek,
jez je nutno experimentalné testovat (tzv. virtualni scree-
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ning). Mnoho sloucenin, které jsou v CADD predikovany
jako neaktivni, lze pfeskocit, a ty, které jsou pfedpovézeny
jako aktivni, je pak mozno pfi experimentalnim testovani
prioritizovat. Tim dojde nejen ke sniZzeni ndkladl na sa-
motny HTS, ale je mozZno také paralelné¢ s CADD vyvijet a
validovat konkrétni uspofadani HTS experimentu (angl.
HTS assay), ¢imz dojde k vyznamné casové uspote. Silu
CADD je mozno demonstrovat na piikladu hledani inhibi-
torli tyrosin fosfatasy-1B, enzymu hrajiciho roli pfi one-
mocnéni cukrovkou. Vyzkumnici z firmy Pharmacia na-
vrhli pomoci CADD knihovnu 365 potencidlnich inhibito-
1 tyrosin fosfatasy-1B (cit.%). Pii nasledném experimental-
nim ovéfeni 127 té€chto latek vykazalo skute€nou inhibi¢ni
aktivitu, coz predstavuje hit rate téméf 35 %. Soubézné
s tim byl proveden tradi¢ni HTS na stejném molekulovém
cili. Ze 400 000 testovanych latek jich 81 vykézalo inhi-
bicni G¢inek, hit rate byla tedy pouhych 0,021 %.

CADD poskytuje, ve srovnani s HTS a kombinatori-
alni organickou syntézou, vyrazn€ vySSi hit rate, nebot’
vyhledava potencialné aktivni latky cilenéjsim zptsobem.
Metody CADD vsak neslouzi pouze k prioritizaci latek pro
experimentalni testovani, ale jsou typicky pouzivany
v nasledujicich tfech scénarich:

1. Virtualni screening. Cilem je z velké chemické kni-
hovny ziskat mensi mnozinu pravdépodobné aktivnich
latek, které je mozno nasledné testovat experimental-
né.

Optimalizace leadu. Lead (angl. téZ lead compound)
je jakymsi predchiidcem léciva, vykazuje biologickou
aktivitu, ale nespliiuje vSechny vlastnosti kladené na
finalni 1é¢ivo. Optimalizace leadu je proces, pii kte-
rém se upravuje struktura leadu za ucelem zvyseni
jeho biologické aktivity nebo vylepSeni farmakokine-
tickych a ADME/Tox (absorpce 1é¢iva organismem,
distribuce 1éCiva v organismu, metabolismus IéCiva,
vyluCovani 1é¢iva a toxicita 1é¢iva) vlastnosti. Vysled-
kem optimalizace leadu je kandidatni terapeuticka
latka.

De novo design. Navrh zcela novych struktur, tzv.
»de novo design®, bud’ ,,péstovanim* sloucenin v ak-
tivnim mist¢ molekulového cile, nebo spojovanim
vétSich fragmentll za Ufelem nalezeni zcela novych
chemotypt.

CADD metody lze klasifikovat do dvou hlavnich
kategorii. Zatimco ve strukturnim (SBCADD, angl.
structure-based CADD) piistupuy mdame k dispozici
3D strukturu  molekulového cile, ligandovy CADD
(LBCADD, angl. ligand-based CADD) vyuziva toliko
informaci o znamych latkach aktivnich ¢i neaktivnich na
zkoumaném molekulovém cili. SBCADD je upiednostiio-
van v pripadé dostupnosti vysoce rozliSenych struktur
snadno krystalizovatelnych ¢i rozpustnych proteint. Hlav-
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nim tkolem SBCADD, jehoz typickym pifedstavitelem je
molekulové dokovani (angl. molecular docking), je navrh-
nout latky, které se vazi siln€ na molekuldrni cil, maji vy-
lepsené ADME/Tox vlastnosti a jsou pro dany cil specific-
ké (. ovliviiuji minimaln€ dalsi cile a nevykazuji neza-
douci vedlejsi uginky)®. V ptipadé nedostupnosti strukturni
informace o molekulovém cili pak sdhneme po nékteré
z metod LBCADD. Sem patii napt. podobnostni vyhleda-
vani ¢i modelovani vztahu mezi strukturou a aktivitou
latky (QSAR, angl. Quantitative Structure-Activity Relati-
onship).

2. Virtualni screening

Nejbéznéjsim pouzitim CADD je virtualni screening
(VS), tedy screening (testovani) virtudlnich (pocitacovych)
knihoven organickych sloucenin. Jedna z moZznosti, jak
klasifikovat metody virtualniho screeningu, je zaloZena na
typu otazky, kterou se kazdd zmetod snazi odpovédét,
ana predpokladech, které jejich uzivatel musi ucinit
o aktivité slou¢enin’:

1. Podobnostni metody. Otazka: Které molekuly
v databazi jsou podobné dotazované slouceniné/
slouceninam? Racionale: Slouceniny podobné dotazo-
vané aktivni molekule maji pravdépodobné stejnou
aktivitu. Vyzaduje: Jednu nebo vice znamych aktiv-
nich molekul.

Farmakoforové modelovani. Otazka: Které moleku-
ly v databazi obsahuji specifickou podstrukturu, tzv.
farmakofor? Racionale: Latky, jez obsahuji dany far-
makofor, budou pravdépodobné aktivni. Vyzaduje:
Farmakofor spole¢ny latkam aktivnim na zkoumaném
cili.

Kvantitativni vztah mezi strukturou a aktivitou
latky (QSAR). Otézka: Které molekuly maji nejvyssi
predikovanou  aktivitu?  Racionale:  Slouceniny
s vysokou predikovanou aktivitou budou nejspise
aktivni. Vyzaduje: Aktivitni data o dostate¢ném
mnozstvi slouCenin za ucelem vybudovani QSAR
modelu.

Dokovani. Otazka: Které molekuly v databazi nejlépe
padnou do aktivniho mista zkoumaného molekulové-
ho cile? Racionale: Latky, které nejlépe padnou do
aktivniho mista cile, se na néj budou pravdépodobné
vazat nejsilngji. Vyzaduje: Strukturu molekulového
cile v atomovém rozliseni nebo homologni model.

Jak jiz bylo feceno vySe, hlavnim cilem virtualniho
screeningu je vybrat z velké chemické knihovny mensi
mnozinu pravdépodobné aktivnich latek, které je mozno
nasledné testovat experimentalné. VSechny vySe uvedené
metody slouzi k identifikaci aktivnich molekul ali$i se
nejen svoji vypocetni naro¢nosti, ale téZ piesnosti. Proto se
typicky aplikuji sekvencné, kdy se rychlejsi, le¢ méné
pfesné metody (napi. podobnostni vyhleddvani), pouZivaji
na zacatku procesu virtuadlniho screeningu a vypocetné
drazsi (napt. dokovani) na jeho konci (obr. 1).
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Chemicka knihovna (10%-10° molekul)

Podobnostni vyhledavani

Filtry

Farmakoforové
modelovani

QSAR
Dokovani
. . Hit list potencidlné
aktivnich latek (10'-103)

Obr. 1. Sekvenéni uspoiadani VS protokolu. Pii sekvencnim

stupné se zmenSujici mnozinu latek. Kombinuji se metody jak
ligandového, tak strukturniho VS

Podobnostni vyhledavani a QSAR pfedstavuji ligan-
dové piistupy, zatimco dokovani je typickym predstavite-
lem strukturniho piistupu. Farmakoforové modelovani
mize byt aplikovano bud’ jako ligandova, nebo jako struk-
turni metoda. VSechny vyse uvedené metody, s vyjimkou
dokovani, mohou pouzivat 2D ¢i 3D reprezentaci molekul.
2D reprezentace se oznacuje také jako topologicka, nebot
je odvozena zkonektivitni tabulky odrazejici topologii
molekul. S pojmem topologicka reprezentace se také poji
pojem topologickd vzdéalenost mezi dvéma atomy, kterd je
dana jako pocet vazeb mezi nimi. 3D reprezentace pak
vyzaduje znalost pozic atomi v prostoru (tedy jejich xyz
soufadnice) a vzdalenost mezi dvéma atomy je dana jako
jejich Euklidovska vzdalenost. Z vySe uvedenych metod je
v tomto ¢isle Chemickych listii vénovana separatni kapito-
la dokovani® a QSAR metodam’, tyto tedy nebudou
v nasledujicim textu diskutovany.

Obecnym cilem VS metod je vybrat z molekularni
databaze co nejvice latek (ve srovnani s nahodnym vybeé-
rem), jez se pii nasledujicim experimentdlnim testovani
ukazi byti opravdu aktivni. Takové latky se oznacuji jako
skute¢n€ pozitivni (TP, angl. true positives). Nebot’ se
vSak pracuje pocitacovymi predikcemi, jeZ maji vzdy ome-
zenou presnost, bézné se do vysledného seznamu (angl. hit
list) dostanou i latky experimentalné prokazané jako neak-
tivni (FP, angl. false positives). Zatimco vyskyt FP pouze
zbyte¢né navySuje Casovou a financni naro¢nost nasled-
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nych experimentil, je v&tSim problémem vyskyt latek fa-
lesn€ negativnich (FN, angl. false negatives). To jsou lat-
ky, jez jsou sice aktivni, ale pocitatova metoda je jako
takové neodhali. Tyto latky tedy nejsou nasledné experi-
mentalng testovany a jsou tak navzdy ztraceny. Za ucelem
snizeni poctu FN se proto kombinuji rizné VS metody
s riznymi vnitfnimi nastavenimi, nicméné ve vysledku si
nikdy nemizeme byt jisti, kolik aktivnich latek jsme vy-
loucili. Posledni skupinou sloucenin jsou skutecné negativ-
ni latky (TN, angl. true negatives), které jsou neaktivni
a VS metoda je za neaktivni opravdu povazuje. Cela situa-
ce je charakterizovana na obr. 2.

Vysledkem VS byva mnozina latek sefazenych podle
predikované vlastnosti (sefazend mnozina, angl. ranked
list), jako je napf. pravdépodobnost, ze dana latka bude
aktivni. VS protokol sestava z nékolika parametri, které
mohou byt ménény a jejichz hodnoty maji vliv na celkovy
vysledek. Mezi tyto parametry patii napf. rizné zpisoby
reprezentace molekul (rdzné sady deskriptorti ¢i rizné
fingerprinty, viz jina kapitola v tomto ¢isle Chemickych
lista'’) ¢ pouzita metoda VS a jeji vnitini nastaveni. Kva-
lita VS protokolu se vyhodnocuje pomoci riznych metrik
zkonstruovanych za pouziti poétu FP, FN, TP a TN'!. Jed-
na z nejpopularnéjSich metrik je faktor nabohaceni (EF,
angl. enrichment factor), ktery udava, kolikrat vice aktiv-
nich latek bylo nalezeno v porovnédni s ndhodnym vybég-
rem. EF se vypocita jako:

F:TP/n
AIN

kde A4 je celkovy pocet aktivnich latek v databazi a je ro-
ven TP + FN. n se urcuje jako procento ze sefazené mnozi-
ny; napf. u EFs,, se TP pocitd z prvnich 5 % sefazené
mnoziny. Jednou z nevyhod EF je jeho zavislost na pomé-
ru aktivnich latek v testované databazi'? a je mozno ho
pouzit pro porovnani riznych VS protokold pouze tehdy,

Databaze (N latek)

TN\

N 3
------- \
Vybér Ep P I
(n latek) i
- ——— 4 3
;, Aktivni  :

o Neaktivnl’/

Obr. 2. Vybér n molekul (obdélnik ohranieny ¢arkovanou
¢arou) z databaze obsahujici NV struktur pomoci VS protoko-
lu. Databaze N struktur sestava z aktivnich (obdélnik ohraniceny
teCkovanou carou) a neaktivnich (obdélnik ohrani¢eny plnou
carou) latek. Pti vybéru pomoci VS protokolu mohou nastat na-
sledujici situace: jako aktivni jsou vybrany latky, které jsou sku-
tecné aktivni (TP), jako aktivni jsou vybrany latky, které jsou ve
skutecnosti neaktivni (FP), VS protokol nevybral latky, které
opravdu nejsou aktivni (TN) a VS protokol minul latky, které
jsou ve skutecnosti aktivni (FN)
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byla-li pomoci nich testovana stejnd databaze. DalSim
problémem EF je skuteCnost, Ze nebere do uvahy tzv.
vcasné rozpoznani (angl. early recognition), kdy by latky
vyskytujici se na vyssich pozicich sefazené mnoziny mély
prispivat k metrice vétsi mérou. Pro zahrnuti vcasného
rozpoznani byly proto vyvinuty sofistikovanéj$i metriky,
jako napt. RIE (angl. Robust Initial Enhancement)”® &i
BEDROC (angl. Boltzmann-Enhanced Discrimination of
the Receiver Operating Characteristics Curve (ROC))™.

2.1. Filtry ve virtualnim screeningu

Dulezitou soucasti VS jsou filtry, které umoznuji
rychle vyloucit slou€eniny nemajici pozadované fyzikalni,
chemické, biologické ¢i farmakologické vlastnosti. Jednim
z nejpopularngjsich filtrd je Lipinského pravidlo péti"
(Ro5, angl. rule of five), pomoci né¢hoz se odhaduje Sance
latky stat se léCivem (angl. drug-likeness). Lipinského
pravidlo péti bylo odvozeno analyzou distribuce molekulo-
vé hmotnosti My, logaritmu rozdélovaciho koeficientu
mezi oktanolem a vodou logP a poctu donort HBD a ak-
ceptorti HBA vodikovych vazeb u 2245 sloucenin
z databaze World Drug Index, které prosly minimalné do
II. faze klinického testovani. Podle tohoto pravidla ma
vétSina oralné dostupnych 1é¢iv My mensi nez 500 Da,
logP mensi nez 5, HBD mensi nebo rovno 5 a HBA mensi
nebo rovno 10. Ackoliv jsou vySe uvedena Lipinského
kritéria dobfe zavedena a nabizi relativné rychly zplsob
posouzeni farmakokinetickych vlastnosti, nejsou schopna
predikovat s jistotou, zda dana latka bude vhodna jako
1é¢ivo. Ostatné Ro5 bylo vzdy chapano spise jako uzite¢na
napoveéda nez jako pevné nastavitelny filtr. Zhruba 16 %
oralné dostupnych 1é¢iv porusuje jedno z Lipinského pra-
videl a 6 % porusuje dvé a vice pravidel'®. Proto se latky,
které porusuji toliko jedno (libovolné) pravidlo, povazuji
stale za drug-like, a az latky porusujici dvé a vice pravidel
jsou odfiltrovany jako nevhodné. Lipinského pravidlo 5
bylo nasledné vylepseno dodateénymi kritérii, kdy Vebe-
rova pravidla'” dodavaji k Ro5 pocet rotovatelnych vazeb
(nrot) mensi nebo rovny 10 a velikost polarniho povrchu
(PSA, angl. Polar Surface Area) mensi nez 140 A%,

Ro5 kritéria byla odvozena z komeréné dostupnych
farmak a jsou tedy vhodna pouze pro vybér kandidatnich
1é¢iv urcenych k oralnimu podani a nikoliv pro vybér lead-
like molekul'®. Nicméné priméarnim cilem VS je identifika-
ce lead-like molekul, proto ma Ro5 jako filtr ped vlastnim
VS omezenou pouzitelnost. Drug-like molekuly jsou navr-
hovany z lead-like molekul jejich optimalizaci, v jejimz
pribéhu jsou typicky dodavany ke slouceniné velké hydro-
fobni skupiny vedouci k nartistu nejen biologické aktivity,
ale také molekulové hmotnosti (o cca 200 kDa) a logP
(o cca 0,54 jednotek)" a k poklesu rozpustnosti ve vodé
(logS,,)*. Pro filtrovani lead-like molekul je moZno pouZit
napt. Opreova pravidla (M < 460, —4 < logP < 4,5, logS,,
> 5, HBD < 5, HBA < 9)*' nebo piisngjsi pravidlo 3 (M
<300 Da, logP < 3, HBA/HBD < 3, nrot < 3)*.

Kromé vyse uvedenych fyzikalné-chemickych filtra
mame ovSem k dispozici celou fadu dalSich metod, jak
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vyloucit latky na zaklad¢ jejich komplexnéjsich vlastnosti.
Latky mohou byt napi. povazovany za méné atraktivni,
obsahuji-li tzv. toxikofory, funkéni skupiny spojené
s metabolickou toxicitou”. Déle je vhodné odstranit mole-
kuly obsahujici reaktivni skupiny ¢i tzv. PAINS (angl. Pan
Assay Interference Compounds)**. PAINS jsou latky, které
nespecificky ovliviiuji vysledek HTS experimentu napf.
tak, ze vytvari agregaty, ¢imz zkresluji detegovany signal
a mohou tak byt chybn¢ povazovany za biologicky aktivni.
Pro filtrovani lze s vyhodou vyuzit vefejné dostupnych
serverd, jako je napt. FAF-Drugs4 server”. Ten umozZiiuje
filtrovat slouCeniny na =zakladé rdznych fyzikalné-
chemickych vlastnosti, fady kritérii na lead- a drug-
likeness ¢i vyloucit PAINS latky nebo latky obsahujici
toxikofory.

2.2. Podobnostni metody

Podobnostni metody?, které se vyvijeji od 80. letech

20. stoleti, prokazaly jiz mnohokrat svoji uZite¢nost

z nasledujicich davodu:

1. Pro formulovani dotazu je potieba relativné malo in-
formace. Konkrétné neni tfeba definovat, ktera ¢ast
molekuly je odpovédna za jeji biologickou aktivitu.
Ve 2D verzi podobnostniho vyhledavani neni nutna
znalost aktivni konformace molekuly. Z tohoto diivo-
du se podobnostni metody pouzivaji na zacatku proce-
su hledani nového 1é¢iva, kdy je k dispozici pouze par
molekul aktivnich na tomto cili.
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2. Rlzné implementace podobnostniho vyhledavani jsou
vypocetné velmi efektivni a prohledavani velikych
chemickych databazi je mozno provadét zcela rutinné.

3. Predpoklad, ze by strukturné podobné molekuly mély
vykazovat podobnou aktivitu, tzv. ,.similar-property
principle*?’, se ukézal byt obecné platny™®.
Konceptualné kazda z podobnostnich metod sestava

ze dvou aspektli: jak reprezentovat molekuly a jak vy¢islit

podobnost mezi nimi. Nejpopularngj$im zptisobem repre-
zentace molekul je pfevést je na vektorovou reprezentaci

a podobnost mezi nimi pocitat pomoci nékteré z podob-

nostnich mér, jak je popsano na jiném misté tohoto Cisla

Chemickych lista'®. Velké mnozstvi vektorovych repre-

zentaci struktur (rizné fingerprinty, rozli¢né sady deskrip-

tortt apod.) a podobnostnich mér vedlo ke snaze nalézt
optimalni nastaveni podobnostniho vyhledavani. Ackoliv
je o jistych kombinacich znamo, ze poskytuji rozumnou
miru efektivity, jako je nap¥. pouziti ECFP4 fingerprintt®

s Tanimotovym podobnostnim koeficientem, je obecné

akceptovano, ze neexistuje jeden jediny zpusob, ktery by

poskytoval optimalni vysledky za vsech okolnosti™.

A préavé proto byly navrzeny techniky tzv. fuze dat (angl.

data fusion)’' kombinujici vysledky z dotazii provedenych

za pouziti riznych reprezentaci molekul a riznych podob-
nostnich mér. Metody fize dat vyuzivaji tzv.

»ranking® (pofadi v setfidéném seznamu) a jsou aplikova-

telné nejen na podobnostni vyhledavani, ale téz napf. na

dokovani, v kterémzto pfipadé se oznacuji jako konsensu-
alni skérovani (angl. consensus scoring)™.

p,
4

Obr. 3. Podobnostni a skupinova fuze. Pfi podobnostni fizi je dotazem do databaze jedna aktivni molekula (referencni molekula), ktera
je kédovana pomoci rtiznych vektorovych reprezentaci (v daném piikladu byly pouzity fingerprinty ECFP2, ECFP4, MACCS, Daylight
a CATS2D). Pii skupinové fuzi je dotazem do databaze vice riznych struktur (oznaceny jako Mol1-Mol5), které jsou kodovany pomoci
stejné vektorové reprezentace (zde ECFP2). V obou pfipadech se pak rizné vysledné mnoziny kombinuji dle nékterého z fizovacich

pravidel
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V podobnostnim VS existuji k fazi dva piistupy™:
podobnostni fuze (angl. similarity fusion) a skupinova fuze
(angl. group fusion) (obr. 3).

Pti datové fuzi se obecné postupuje tak, ze je prove-
deno n dotazii do databaze, které poskytnou n setfidénych
seznamtl molekul, jez jsou podobné dotazu. Poté je n se-
znami slouceno v jeden pomoci tzv. fuzovaciho pravidla.
Fuzovaci pravidlo se aplikuje bud’ pfimo na numerické
vyjadfeni podobnosti  latek, nebo najejich potadi
v setfidéném seznamu. VéEtSina existujicich fazovacich
pravidel je aplikovatelna jak na podobnost, tak na pofadi.
V praktickych aplikacich se dava ptednost fizi podle pota-
di, nebot” fuze podle podobnosti mlze byt, z divodu odlis-
nych rozd€leni rtznych podobnostnich mér, predpojata
(angl. biased). Mezi zakladni flzovaci pravidla patii
MAX, MIN a SUM pravidlo. V MAX (MIN) pravidle je
struktufe pfifazeno maximalni (minimalni) skore (tedy
bud’ Cciselné vyjadfeni podobnosti, nebo poradi latky
v setiidéném seznamu), které tato struktura ziskala v n
vygenerovanych seznamech. V SUM pravidle se pak skore
ze vSech n seznamu poscitaji za vzniku nového skore.

2.3. Farmakoforové modelovani

Mame-li k dispozici jednu ¢i vice aktivnich molekul,
umoziuje podobnostni vyhledavani najit latky témto mole-
kulédm strukturné podobné. Nicméné podobnostni vyhleda-
vani jiz neni schopno identifikovat latky, které jsou aktivni
na stejném cili, le¢ nejsou si strukturné podobné. Prikla-
dem takové dvojice je diazepam a latka CGS-9896, které
se, a¢ maji velmi rozdilné skelety (obr. 4a, b), oba vazi na
benzodiazepinovy receptor GABA, (cit.**). Pod pojmem
skelet (angl. scaffold) se rozumi zakladni kostra molekuly

(@)

(b)

Cl
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sestavajici z kruhti pospojovanych tzv. , linkery**. Naleze-

ni nové aktivni latky s jinym skeletem nez ma napf. pfiro-
zeny ligand se oznacuje jako zména skeletu (angl. scaffold
hopping)*® a je zadouci z nékolika diivodii. Napt. umozitu-
je v chemické sérii nahradit skelet problematicky z davodu
obtiznosti syntézy. Nejdulezit¢j$i motivaci pro zménu ske-
letu je vSak dusevni vlastnictvi (IP, angl. intellectual pro-
perty), v jehoz kontextu se jedna o nalezeni aktivni struk-
tury, ktera neni chranéna ptivodnim patentem a ktera neni
vysledkem pfimocaré strukturni modifikace patentovanych
struktur.

V ptikladu diazepam/CGS-9896 je divodem jejich
aktivity nikoliv strukturni podobnost, ale skutecnost, ze
obé molekuly sdili stejny tzv. farmakofor. Farmakofor je
sada strukturnich a fyzikaln¢ chemickych vlastnosti, jez
jsou nutné pro vazbu latky do aktivniho mista®’. Farmako-
for v ramci jedné molekuly popisuje tfirozmérné usporada-
ni chemickych vlastnosti zvanych farmakoforové rysy
(angl. pharmacophore features), mezi néz patii napf. pozi-
ce donort a akceptorid vodikovych vazeb, aromatickych
kruhti, hydrofobnich center a pozitivné/negativné nabitych
& kyselych/bazickych ¢asti molekuly®®. Farmakoforovy
model (angl. pharmacophore model) je pak konsensualni
sada farmakoforovych ryst ve 3D prostoru (obr. 4c)
amuze byt zkonstruovan bud’ prekrytim farmakoforti ak-
tivnich latek (tedy ligandovy pfistup), nebo detegovanim
moznych interakénich mist ve struktufe molekulového cile
(tedy strukturni pistup)*’.

Nespornou vyhodou ligandového farmakoforového
modelu je skutecnost, Ze mize byt zkonstruovan bez zna-
losti geometrie aktivniho mista. Praxe je vSak komplikova-
néjsi, nebot’ neexistuje spolehlivy zpisob, jak zjistit, ktera
z moznych konformaci ligandu odpovida té aktivni. Jeste

(©)

Obr. 4. Ligandy benzodiazepinového receptoru. Diazepam (a) patii do skupiny benzodiazepind, jez sestavaji z benzenového a diazepi-
nového jadra. Jedna se o skupinu psychoaktivnich 16&iv, ktera interaguji s benzodiazepinovym receptorem GABA,* a vykazuji anxyoli-
tické (potlacuji uzkost) G¢inky. Podobny biologicky efekt ma i 1é¢ivo CGS-9896 (b), které je ale strukturné odlisné a fadi se mezi neben-
zodiazepinova anxyolitika. Farmakoforovy model pro vazebné misto na GABA, receptoru (c) vznikl piekrytim 3D struktur diazepamu
a CGS-9896. H1 a H2/A3 jsou mista na receptoru fungujici jako donory a akceptory vodikovych vazeb, zatimco L1, L2 a L3 oznacuji
lipofilni vazebna mista. Piekryti struktur (a) a (b) ve tfirozmémém prostoru tak, jak je zndzornéno na obrazku, povede
k farmakoforovému modelu sestavajicimu z H1, H2/A3, L1 a L2 farmakoforovych rysi’’
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vétsi pfekazku vSak predstavuje situace, kdy se v aktivnim
misté nachazi dilezita funkéni skupina, kterd neni ve far-
makoforovém modelu  podchycena, nebot zadny
z aktivnich ligandii dany farmakoforovy rys neobsahuje.
Z tohoto dtivodu je dobré konstruovat farmakoforovy mo-
del z chemicky co nejvice diverzni mnoziny struktur. Dale
je tfeba upozornit, ze farmakoforovy model obsahujici
pouze rysy pritomné v aktivnich ligandech vraci pii data-
bazovém vyhledavani pftili§ mnoho faleSn€ pozitivnich
vysledkt. Divodem je skute¢nost, Ze nalezené ligandy sice
budou mit zadané rysy na spravnych mistech, ale kromé
toho budou také obsahovat velké skupiny, jeZ zabrani in-
terakei ligandu ve vazebném misté. Proto se do farmakofo-
rovych modell jesté ptidava jako dalsi rys tzv. vylouceny
objem (angl. excluded volume), ktery penalizuje atomy na
pozicich, jez by kolidovaly s vazebnym mistem.

Tvorba ligandového farmakoforového modelu sestava
ze tii hlavnich krokd: 1) navrh mnoziny ligandd, které
budou pouzity pro konstrukci farmakoforového modelu
(tzv. trénovaci mnozina), 2) generovani energeticky vy-
hodnych 3D konformaci pro kazdou latku z trénovaci

Referat

mnoziny a 3) pfekryti struktur trénovaci mnoziny ve 3D
prostoru (angl. 3D alignment) nasledované detekei spolec-
nych farmakoforovych ryst. Ackoliv existuje fada algorit-
mil pro automatickou tvorbu farmakoforového modelu®,
nejsou tyto v soucasnosti dostatecné robustni a vysledny
model je tieba vzdy doladit ruéné. Prvnim problémem pii
automatické tvorbé farmakoforového modelu je modelova-
ni  flexibility ligandu, tedy  generovani jeho
3D konformaci. To by mélo byt co nejrychlejsi, vygenero-
vané konformace by mély mit co nejnizsi energii a mély
by odpovidat tém, které muze mald molekula nabyt pii
interakei s cilem. Pro generovani 3D konformaci malych
molekul bylo publikovano mnoho riznych algoritma®,
které jsou vhodné v riznych situacich a znichz Zzadny
neposkytuje konzistentné nejlepsi vysledky. Druhou vyzvu
pii farmakoforovém modelovani pfedstavuje zarovnani
(angl. alignment) konformaci v 3D prostoru*’. Pfi zarovna-
ni se nejcastéji postupuje tak, ze se minimalizuji vzdale-
nosti mezi jednotlivymi atomy, molekulovymi fragmenty
nebo farmakoforovymi rysy. Dal§im aspektem tvorby
farmakoforového modelu, kterému je tieba vénovat zvyse-

: - Lo Generovani 3D
Latky aktllvnl na |:> e E :> e
danen:'n : testovaci mnoziny
molekulovéem cili
)
- y
A S. 2.4 Vylepseni Tvorba
A g_pz' - ) A <:I farmakoforového <:| farmakoforového
LY & =
(Y /%) modelu modelu
'7}2\

3D prohledavani <:|

U

Hit
list

Databaze 3D
konformaci

Obr. 5. Schéma farmakoforového virtualniho screeningu. Cely proces za¢ina nalezenim vsech latek aktivnich na daném molekulovém
cili. Ty jsou poté rozdéleny na trénovaci a testovaci mnozinu a jsou vygenerovany jejich 3D konformace. Trénovaci mnozina se pouziva
pro tvorbu farmakoforového modelu, ktery je iterativné vylepSovan na zakladé¢ toho, jak moc je schopny rozliSovat mezi aktivnimi a ne-
aktivnimi latkami v testovaci mnoziné. Vysledny farmakoforovy model je pak pouzit jako dotaz do databaze obsahujici 3D struktury
sirokého spektra molekul. Vysledkem je mnozina latek (hit list) spliiujicich dany farmakoforovy model. Obrazek ,,Representation of the
structure-based pharmacophores* od autori Legarde N. a spol.** je licencovany pod CC Attribution 4.0 International License
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nou pozornost, je vybér trénovaci mnoziny. Ta musi byt
zkonstruovana velmi peclivé, nebot ligandy v mnoziné
ptitomné, jeji velikost a chemicka diverzita velmi vyznam-
né ovliviyji kvalitu vysledného farmakoforového modelu.

Pii strukturnim farmakoforovém modelovani se ana-
lyzuje prostorové uspotadani farmakoforovych rysa ptimo
z 3D struktury molekulového cile. Metody strukturniho
farmakoforového modelovani je mozno dale rozdélit do
dvou kategorii podle toho, zda mame k dispozici pouze
3D strukturu molekulového cile, nebo strukturu komplexu
ligandu s molekulovym cilem. Strukturni farmakoforové
metody zaloZzené na analyze komplexu jsou ptirozené pies-
né&jsi, nebot’” umoznuji spolehlivejsi detekci interakcnich
mist ve vazebném misté. Prikladem metody zaloZzené na
analyze komplexu je aktudlné hojné pouzivany komercné
dostupny LigandScout®.

Ziskany farmakoforovy model je nésledné mozné
pouzit pti virtualnim screeningu jako dotaz do databaze
3D struktur za Gc¢elem nalezeni ligandd, které dany model
spliyji (obr. 5).

Nékteré z téchto ligandi mohou byt podobné zndmym
aktivnim ligandiim, u nékterych vSak mohlo dojit ke zmé-
né& skeletu®®. Pii farmakoforovém screeningu je tieba mit
k dispozici kromé kvalitniho farmakoforového modelu
také databazi s vygenerovanymi 3D konformacemi ligandti
a algoritmus identifikace struktury odpovidajici danému
farmakoforovému modelu. Volné pfistupnym zdrojem
3D konformaci je databaze komeréné dostupnych molekul
ZINC*®. P¥ikladem algoritmi pro nalezeni struktury odpo-
vidajici danému farmakoforovému modelu jsou Ullmaniv
algoritmus*® &i backtracking®’.

Navzdory v§em vySe jmenovanym obtizim predstavu-
ji farmakoforovy VS, spolu s dokovanim, hlavni proudy ve
virtudlnim screeningu. Ve srovnani s dokovanim netrpi
farmakofory problémy vzniklymi nedostatecnym popisem
flexibility molekulového cile ani chybami plynoucimi
z nekvalitné navrzené skorovaci funkce. Farmakoforovy
VS je také rychlejsi nez dokovani, a proto byva aplikovan
v rangjSich fazich projektu. Nejvétsim problémem farma-
koforového screeningu je ovsem vysoké procento faleSné
pozitivnich vysledkti. K tomu pfispiva mnoho rtznych
forovém modelu. Dal$im zdrojem chyb je zptsob, jakym
se pracuje s flexibilitou molekulového cile. Ta je do far-
makoforového screeningu zahrnuta pomoci zavedeni polo-
méru tolerance kazdého farmakoforového rysu, kteryzto
postup vSak v nékterych piipadech nemusi byt dostatecny.
Tomu napovida i skuteCnost, ze farmakoforové modely
generované z trajektorii molekulové dynamiky vykazuji
vyznamné lepsi reprezentaci flexibility farmakoforu®.
Dalsim zdrojem fale$né pozitivnich vysledku je fakt, ze
vétsina interakci mezi ligandem a proteinem je siln¢ zavis-
14 na vzdalenosti, coz plati obzvlasté pro kratkodosahové
elektrostatické interakce. Tento fakt neni farmakoforovy
model schopen popsat, a proto bylo vyvinuto nékolik hyb-
ridnich protokolti uspésné¢ kombinujicich farmakoforové

modelovani a dokovani®.
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3. Zavér

V poslednich letech jsme svédky velkého naristu
poctu tspésnych aplikaci virtualniho screeningu v procesu
identifikace malych biologicky aktivnich sloucenin. VS je
aplikovan piedev$im v medicinalni chemii, kde je pouzi-
van pro vytipovani potencialnich lead molekul, nebo
v chemické biologii, kde se hledaji malé ligandy (tzv. pro-
by), jez je mozno pouzit pro zkoumani biologickych jevi
na molekularni Grovni. VS pouziva celou fadu metod zalo-
zenych bud’ na znalosti 2D struktur aktivnich ligandd,
nebo na znalosti 3D struktury molekulového cile. Mezi
tyto metody patii napi. podobnostni vyhledavani, farmako-
forové vyhledavani, modelovani kvantitativniho vztahu
mezi strukturou a biologickou aktivitou latky (QSAR) ¢i
dokovani. V procesu VS se také pouzivaji metody pro
zjisténi drug- ¢i lead-likeness latek, jejich toxickych Gcin-
ki ¢i snadnosti jejich syntézy, kterézto problematice je
vénovan jiny &lanek tohoto &isla Chemickych listd®. Za
ucelem vylepseni efektivity VS se tyto metody typicky
kombinuji hierarchickym zptsobem, kdy vypocetné méné
narocné piistupy (napf. podobnostni ¢i farmakoforové
vyhledavani) se pouzivaji na zacatku, zatimco ty narocnéj-
§i (napf. QSAR a predevsim dokovani) se aplikuji az na
konci celého procesu. Dnes je vic nez ziejmé, ze vypocetni
metody se pevné etablovaly v procesu navrhu nového 1€¢i-
va i proby a provazani mezi nimi a experimentalnim vy-
zkumem doséhlo takové hloubky, Ze vystupy z jedné ob-
lasti jsou nezbytné pro pokrok v oblasti druhé.

Tento clanek vznikl za podpory MSMT v ramci Nd-
rodniho programu udrzitelnosti 1 projekt LO1220 (CZ-
OPENSCREEN).

Seznam symbold

ADME absorpce, distribuce, metabolismus,
exkrece, Tox — toxicita

BEDROC Boltzmann-Enhanced Discrimination
of ROC

CADD pocitatovy navrh lé¢iv

EF faktor nabohaceni

FN fale$né negativni latky

FP falesné pozitivni latky

HBA pocet akceptorti vodikové vazby

HBD pocet donorl vodikové vazby

HTS testovani s vysokou propustnosti

1P dusevni prava

LBCADD ligandovy CADD

logP logaritmus rozdélovaciho koeficientu mezi
oktanolem a vodou

PSA velikost polarniho povrchu

PAINS Pan Assay Interference Compounds

QSAR kvantitativni vztah mezi strukturou
a aktivitou latky

RIE Robust Initial Enhancement

ROC operacni charakteristika zesilovace

Ro5 pravidlo péti
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SBCADD strukturni CADD
TN skute¢né negativni latky
TP skute¢né pozitivni latky
VS virtualni screening
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D. Svozil™® (“ CZ-OPENSCREEN: National Infra-
structure for Chemical Biology, Institute of Molecular
Genetics of the Academy of Sciences of the Czech Repub-
lic, Prague, ® CZ-OPENSCREEN: National Infrastructure
for Chemical Biology, Laboratory of Informatics and
Chemistry, University of Chemistry and Technology, Pra-
gue): Virtual Screening

The dominant technique for the identification of po-
tential drugs is the physical screening of large libraries of
chemicals against a biological target (high-throughput
screening, HTS). An alternative approach, known as virtu-
al screening, is designed to computationally screen large
libraries of chemicals for compounds that complement
targets of known structure and experimentally test those

746

Referat

that are predicted to bind well. There are two broad cate-
gories of virtual screening techniques: the ligand-based
and the structure-based approaches. Ligand-based methods
use only the information about those ligands that are
known to be active against a given target. Examples of
ligand-based approaches are similarity search or pharma-
cophore modelling. Structure-based virtual screening re-
quires the knowledge of 3D structure of target protein.
A typical structure-based method is the so called docking
that tries to predict the binding affinity between a ligand
and its target. In this contribution, we provide an overview
of both ligand- and structure-based virtual screening ap-
proaches and discuss their limitations in computer-aided
molecular design. Selected methods are described in more
detail in some other papers of this issue of Chemické listy.



