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1. Uvod

Otazky presnosti a praktické vyuzitelnosti metod po-
CitaCové chemie jsou Castym namétem diskusi mezi pocita-
¢ovymi a ¢isté experimentalnimi chemiky. Virtualni scree-
ning je pfistup, ktery vyuzivd metody molekuldrniho mo-
delovani a slouzi k zefektivnéni vyvoje novych ligandu,
nejcastéji 1é¢iv. Na rozdil od nékterych jinych postupt
a metod pocitacové chemie, které i pres riizna ocekavani
zUstavaji spiSe akademickou zéleZitosti, je virtualni scree-
ning prakticky vyuzivan farmaceutickym primyslem a je
jednim z vyraznych taspéchi této oblasti chemie. Pro virtu-
alni screening plati, ze je Casto dilezité najit kompromis
mezi presnosti a rychlosti pouzitych metod, nebot’ je nutné
testovat veliky pocet molekul. Pravé vyvaZzovani pfesnosti
a pocitacové narocnosti je faktor, ktery je nutné brat
v tvahu pfi vyvoji a aplikaci metod molekularniho mode-
lovéni.

Vyvoj léciv a dalSich biologicky aktivnich latek
(napt. pesticidi) je n€kdy charakterizovan jako hledani
jehly v kupce sena, kdy jehlou je sloucenina
s pozadovanou biologickou aktivitou a pfijatelnou toxici-
tou a kupkou sena je veliky soubor komer¢né€ nebo synte-
ticky dostupnych sloucenin. Pokud mame k dispozici cil
1éciva (receptor, target), je prvnim krokem hledéni slouce-
niny s afinitou, ktera jest€¢ zpravidla nestaci k 1ékarskému
pouziti, ale je jiz dostate¢nd jako vychozi bod pro dalsi
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optimalizace. Tato afinita k danému cili je obvykle v fadu
umol 17" (disociaéni a inhibi¢ni konstanty jsou v &lanku
uvedeny v jednotkach koncentrace, coZ sice odporuje for-
malismu fyzikalni chemie, ale je to praktické a ve farma-
ceutickych védach bézné). Tradi¢ni metodou v této fazi
hledani je robotizovany screening vazebnych, inhibicnich
nebo biologickych aktivit, neboli ,,vysokopritocny*
screening (high throughput screening, HTS). Slouceniny,
jejichz aktivita je dostatecn€ podeptena pomoci HTS, dale
slouzi jako vychozi struktury (lead structures) pro vyvoj
sloucenin s vlastnostmi pozadovanymi pro léCiva, tedy
siln¢jSich  ligandd, s niz8i toxicitou a lepSimi
farmakokinetickymi parametry.

Knihovny pro HTS mohou byt ziskany napt. sbiranim
sloucenin ,,z polic mnoha syntetickych chemikii nebo
pomoci kombinatorické chemie. DalSim Castym zdrojem
jsou organismy, jako napf. bakterie, rostliny, motské orga-
nismy nebo etnofarmacie. Komeréné je v soucasnosti do-
stupnych vice nez pal milionu sloudenin' v mnozstvi
a kvalité vhodné pro testovani biologické aktivity. Vlastni
HTS mutiZze byt zaloZzeny na nejriiznéjsich detek¢énich me-
chanismech, napiiklad FRET (fluorescence resonance
energy transfer) nebo radioisotopovych metodach. Spolec-
nou charakteristikou metod HTS je urcity kompromis mezi
cenou a rychlosti na jedné strané a pfesnosti na strané dru-
hé, nebot’ je nutné testovat rozsahlé knihovny sloucenin.
Diky tomu z HTS vychazi velké mnozstvi falesné pozitiv-
nich a fale$n€ negativnich vysledkii. HTS tedy v podstaté
obohacuje knihovnu sloucenin tim, Ze vyfazuje neaktivni
a zachytava aktivni slou€eniny s tim, Ze ob¢as vyfadi néja-
kou aktivni ¢i zachyti neaktivni.

2. Metodologie virtualniho screeningu

Alternativou k HTS je virtudlni screening (VS), tedy
obdoba HTS na pocitaci. Pomoci specializovanych progra-
mi je mozné filtrovat slouceniny podle predpoveédeéné
afinity k testovanému cili, toxicity ¢i farmakokinetické
dostupnosti. VS poskytuje fadu falesné pozitivnich a fales-
né negativnich vysledki, ale v tomto sméru je situace po-
dobna jako u HTS. Mezi obéma pfistupy existuje urcita
rivalita, ale neni pochyb o tom, ze VS mé vyznamny po-
tencial jako metoda minimalné komplementarni k HTS.

Jednou z nejcastéji pouzivanych technik VS je tzv.
protein-ligand docking®. Poslanim tohoto experimentu je
pfedpovéd’, zda se testovana sloucenina na dany protein
vaze, jak se vaze (struktura komplexu) a jak silné se vaze.
Vychazi se obvykle ze zndmé prostorové struktury recep-
toru a predpoveédeéné prostorové struktury ligandu. Cilem
docking experimentu zpravidla neni modelovat proces
vazby ligandu na protein, cilem je znat pouze vysledek.
Obvyklou strategii dockingu je, Ze se ligand umisti do
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stejného prostoru jako receptor. Nasledné je poloha ligan-
du optimalizovéna tak, aby bylo dosaZzeno minima volné
energie. Kromé polohy ligandu je mozné natacet jeho vaz-
by s volnou rotaci. Cely tento proces, aby byl pouZzitelny
ve VS, musi trvat pro jeden ligand maximalné nekolik
sekund. Voln4 energie je obvykle odhadovéna pomoci tzv.
skorovaci funkce (scoring function), coz je empiricka za-
vislost volné energie interakce protein-ligand na konfor-
maci jejich komplexu. Skérovaci funkce byly vyvinuty na
zdklad¢ komplexti protein-ligand pro nez je zndma jak
experimentalné zméfena volnd energie interakce, tak
i experimentalné zmeéiena prostorova struktura komplexu.

Metodologie pro testovani VS byla predstavena Cate-
rinou Bissantz a spol.”. Autofi testovali tfi nastroje a sedm
skorovacich funkcich na dvou receptorech (thymidinkinase
a estrogenovém receptoru). Nejprve vytvofili knihovnu
990 sloucenin, které méli vlastnosti 1é¢iv (drug-like). Do
této databaze pridali nékolik zndmych ligand obou
receptord. Pro kazdou slouceninu v této virtualni knihovné
vytvorili model prostorové struktury a poté provedli
docking do daného receptoru. Vysledkem byl odhad volné
energie vazby jednotlivych slouCenin na dany receptor.
Slouceniny pak bylo moZné sefadit podle pfedpovédeénych
volnych energii.

Tento zplUsob hodnoceni VS si mizeme ukdzat na
modelovém piikladu. Pokud bychom vytvofili virtualni
knihovnu sloucenin tak, ze bychom vzali pét skutecnych
ligandt a ,,smichali” je se 45 nahodné vybranymi neaktiv-
nimi slouceninami, pak by v idealnim piipadé byly tyto
skutecné ligandy sefazeny od prvniho do patého mista
a byly by nasledovany neaktivnimi slou¢eninami na 6.—50.
misté. V nejhor$im piipadé by bylo pét skutecnych ligandi
rozeseto mezi dalSimi 45 slouCeninami tak, jako by byly
tahany z klobouku“. Oba pripady jsou ilustrovany na
obr. 1.
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Obr. 1. Modelovy vysledek virtudlniho screeningu 50 slou-
Cenin, mezi nimiZ bylo pét skuteénych ligandi; v ideadlnim
pripadé (nejlepsi obohaceni) je pét skutecnych ligandd klasifiko-
vany jako pét nejlepSich ligandu. Nejhorsi piipad odpovida
,.tahani z klobouku* kdy nedochazi k pouzitelnému obohaceni
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Caterina Bissantz a spol. napf. pomoci programu
Gold a jeho skoérovaci funkce vybrali cca 50 % skutecnych
ligandd thymidinkinasy mezi 5 % nejlépe skoérovanych
sloucenin a vSechny skutecné ligandy mezi 10 % nejlépe
skorovanych sloucenin. Obdobna situace byla i u estroge-
nového receptoru. Je tedy jasné, ze pomoci virtualniho
screeningu je mozné z oné ,.kupky sena“ odstranit velkou
Cast ,,sena‘“ a pritom odstranit co nejméné ,,jehel.

3. Virtuilni screening v akademické sféie

Pro svou finanéni nendro¢nost se VS stal oblibenou
metodou v akademické sféfe, kde vétSinou neni mozné
konkurovat farmaceutickym spole¢nostem s jejich mimo-
fadné nakladnymi technikami HTS. Nékolikrat byl na aka-
demickych pracovistich Gsp&$né€ aplikovan postup, kdy byl
proveden VS nékolika desitek tisic komeréné dostupnych
sloucenin a obvykle né€kolik desitek sloucenin vyhodnoce-
nych jako nejlepsi bylo poté zakoupeno a experimentalné
otestovano. Na obr. 2 jsou vyznaceny nékteré Gspéchy této
strategie vybrané Kubinyim’. Je vidét, 7e tato strategie
vedla k vyvoji novych, pro dany cil dosud nezndmych
ligandu, a to pro nejrizngjsi cile 1éCiv, zahrnujici jak mem-
branové receptory, tak enzymy. Skupina Briana Shoicheta-
10 yytvofila databazi komeréné dostupnych sloudenin zné-
mou pod zkratkou ZINC, kterd je pfipravena pfimo pro
ucely VS. VS nasledovany testovanim vybranych slouce-
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ligandt v akademické sféfe.

4. Nové trendy ve virtualnim screeningu

VS podobné jako HTS trpi tim, Ze nékteré typy slou-
Cenin se bud vazou na skoro vSechny proteiny, nebo
z téchto screeningll vychazeji jako fale$né pozitivni vy-
sledky. Prikladem falesn¢ pozitivnich nalezi HTS jsou
slouceniny, které se vazi na proteiny kovalentné nebo tvoii
agregéaty. V oblasti VS byly vyvinuty filtry, které maji za
ukol uc¢inné odfiltrovat tyto promiskuitni nebo falesné
pozitivni slouceniny a tim zefektivnit VS nebo HTS. Dalsi
metodou, jak odliSit selektivni ligandy od neselektivnich
ligandd, je paralelni screening na vice receptorech (cross
docking). Existuji nékteré Casté anticile 1€¢iv (antitargets),
tedy proteiny, jejichz ovlivnéni léCivem vede k nezadou-
cim vedlej$im ucinkim. Mezi anticile studované pomoci
VS patii hERG (human ether-a-go-go related gene) drasli-
kovy iontovy kandl. Roche a spol.'' byli pomoci VS
schopni odfiltrovat slouceniny, které inhibuji tento iontovy
kanal a tim zptisobuji nahlou srde¢ni smrt.

Obracenym postupem dosud prezentovaného VS je
reversni VS. Zatimco pii klasickém VS testujeme interak-
ce mnoha sloucenin s jednim receptorem, pifi reversnim
VS testujeme schopnost jedné slouceniny interagovat
s rozsahlou knihovnou receptorti. Studovany ligand je
pomoci docking experimentu umistnén do kazdého z re-
ceptort v této knihovné. Tento postup miize byt napf. pou-
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Obr. 2. P¥iklady ligandi nalezenych pomoci VS®™® (vybrané prof. Hugem Kubinyim’
y lig ych p y p g y

zit pro hledani endo- nebo exogennich ligandl pro recep-
tory, jejichz ligandy nejsou znamy (deorphanization).
Bock a Gough'? pouzili sekvence 55 lidskych G-protein-
vazanych receptord bez znamého ligandu a vytvofili mo-
dely jejich prostorovych struktur na zakladé experimental-
ni struktury rhodopsinu. Takto vzniklé modely pouzili
v docking experimentu s 34 753 1é¢ivim podobnymi slou-
Ceninami. Tim ziskali 1911 415 modelti komplexi pro-
tein-ligand. Pomoci metod strojového uceni na zakladé
porovnani se zndmymi komplexy vybrali modely s nej-
pravdépodobnéjsi interakci. Vysledky této studie jsou
v souladu s fadou experimentil, nékteré ale jest¢ cekaji na
experimentalni ovéfeni.

Snahy zvysit uc¢innost HTS vedly k novym trendim,
mezi néz patii snaha zméfit v jednom screeningu co nejvi-
ce parametri. Tyto postupy HTS zahrnuji napt. fluo-
rescenéni bunééné studie, kdy je na jedné buifice mozné
zméfit celou Skélu biologicky relevantnich veli¢in. Tento
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trend se nevyhnul ani VS. Byla navrZena cela fada postupt
jak zefektivnit VS pomoci sofistikovaného zpracovani
jeho vysledkii napt. metodami vicerozmérné statistiky.
Pomoci téchto technik zpracovani dat (dolovani dat, data
minig) je rovnéz mozné integrovat vysledky VS a HTS.
Jak bylo naznaceno vyse, receptor je pti docking ex-
perimentu zpravidla rigidni. Je vSak zndmo, Ze u fady pro-
teinl dochazi ke konformaénim zménam v disledku vazby
ligandu. Pokud by testovany ligand vyzadoval jinou kon-
formaci receptoru neZ je ta experimentaln€ zméfend, pak
by byl tento ligand falesn¢ negativnim vysledkem virtual-
niho screeningu. Zahrnuti flexibility receptoru do procesu
docking experimentu je jednou z nejvétSich vyzev v této
oblasti. V poslednich letech byly vyvinuty postupy, které
zavadgeji flexibilitu receptoru do jiz existujicich programu,
nebo vyuZivaji nové principy. Je nutné podotknout, Ze se
jedna o slozity ukol, nebot’ ligand ma sam o sobé Sest stup-
na volnosti (tfi translacni a tii rota¢ni) a na kazdou vazbu
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s volnou rotaci pfipada dalsi stupenn volnosti. Pokud by
mély byt zahrnuty stupné volnosti mnoha stovek atomi
receptoru, stal by se proces optimalizace neunosné naroc-
ny. Ferrari a spol.”® tento problém vyfesili tak, ze vzali
v potaz nékolik predem vygenerovanych konformaci re-
ceptoru. Pomoci virtudlniho screeningu s pouZitim tohoto
multikonformac¢niho dockingu nalezli inhibitor aldosare-
duktasy s ICsy rovnou 8 pM. Kromé flexibility receptoru
patii mezi dalsi vyzvy dockingu dalsi heterogenity recep-
toru ¢i heterogenity ligandi, jako jsou naptiklad protonac-
ni stavy, tautomerie, konformace cyklickych molekul
a dalsi.

Z predchazejicich fadktit mize vyplynout, Ze protein-
ligand docking je jedinou technikou virtudlniho screenin-
gu. Je vSak na tomto misté potfeba zminit metody farma-
koforové. Obecny vyznam slova farmakofor znaci soubor
strukturnich prvkd zodpovédnych za Gc¢innost 1é¢iva. Far-
makoforové metody na rozdil od dockingu nejsou zalozené
na struktufe receptoru, ale na strukturach znamych ligan-
di. Kovalentni nebo trojrozmérné struktury znamych li-
gandl (napf. endogennich ligandi ¢i dfive vyvinutych
1€¢iv) jsou studovany s cilem najit strukturni prvky zodpo-
veédné za jejich afinitu k receptoru. Tyto prvky jsou poté
pouzity pii filtrovani velikych souborti sloucenin. Vedle
farmakoforovych technik musime rovnéZ zminit metody
pro piedpovéd’ absorpce, distribuce, metabolismu a elimi-
nace 1é¢iva (ADME) a toxikologickych vlastnosti. Klasic-
kymi se v tomto sméru stala Lipinského pravidla (pravidla
péti)', tedy 7e molekula vlastnosti 1é¢iva nesmi mit vice
nez 5 donort a 10 akceptorti vodikovych vazeb, nesmi mit
molarni hmotnost vy$3i nez 500 g mol™' a nesmi mit logP
(dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu v sousta-
vé oktanol-pufr) vyS8i nez 5. Vzhledem k tomu, Ze jsou
takovéto filtry velmi rychlé, je mozné je pouZit v pocatec-
nich fazich virtudlniho screeningu a tim zamezit zbytecné-
mu testovani pravdépodobné neaktivnich slouc¢enin naroc-
néj$imi technikami v dalSich fazich virtudlniho screeningu.

5. Zavér

Otazkou, ktera je v souvislosti s VS casto kladena, je,
do jaké miry jsou tyto postupy aplikovany v soucasném
pramyslovém vyvoji 1é¢iv. Tuto otazku neni snadné zod-
poveédét hlavné diky tomu, ze VS je pouzivan komplemen-
tarn¢ k HTS. Existuji napf. knihovny sloucenin, které jsou
zacilené na urcitou skupinu receptorti, napi. G-protein
véazanych receptoril, proteinkinas, enzymi a dalSich skupin
Castych nebo do budoucna slibnych cili 1é¢iv. Tato zacile-
ni knihoven jsou provadéna filtrovanim pomoci VS. Pro
konkrétni potencialni 1éCivo je tedy nesnadné fici, do jaké
miry bylo nalezeno diky VS a do jaké diky HTS. Jak de-
monstroval Shoichet a spol."® jsou tyto dvé& techniky kom-
plementérni. Budouci vyvoj VS bude zaviset na porozu-
meéni fyzikalnim principim interakei protein-ligand. Zaro-
veil schopnost VS konkurovat HTS bude samoziejmé zavi-
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set i na vyvoji novych a vylepSovani stavajicich postupi
HTS.
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Virtual screening has become a successful alternative
and complementary technique to experimental high-
throughput screening technologies. This review summa-
rizes major advantages of this approach. Current chal-
lenges of virtual screening, such as target flexibility, re-
verse screening and data mining are also presented. Exam-
ples of application of virtual screening in academic envi-
ronment are given.



