SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET ELEKTROTEHNIKE I RACUNARSTVA

SEMINAR

Uloga bioinformatike u dizajniranju lijekova
Ivana Kaji¢

Voditelj: Doc. dr. sc. Mile Siki¢

Zagreb, svibanj 2010.



810 TP 3
0d aminokiseline do proteinskog KOMPIEKSa ... eueeneenreeeseeinseeseesseesseesssesssssssssssssssesssssssssssssssesens 4
UVvOd U iSTraZivanje lEKOVA ...t sssesesssessssss s s s et s s bbb s 6
3.1. Tradicionalni PIiSTUD . ssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsas 6
3.2, SUVIEIMEINI PIISTUP coueureureuresresresresressessessessessessessessesssssssssssssssssssssessessessessessessessessesssssesssssssssssssssssssssssessessensessesseas 6
Prvi koraci u dizajniranju liJEKOVA ... ssssesse s sesssessssssesnns 7
4.1. OtKrivanje STrUKEUIE FECEPTOTA. ... uurmreesreerseeeseesseeseesseessesssesssessseesssesssesssesssessssesssesssasssessssssssssmsssssesssessssees 8
4.2. Otkrivanje Strukture lIGAanada ... es e sssssse s ss s ssssssssssssesans 9
VITTUAL SCIEEIMINE. c..uvcuueueereesrereesseessesseessesse s ses s es s es s e s e R s R e 10
5.1. DOKITAN] PIOTEINQ cocuuveeseeseesersersseesseesseesssesssesssessseesssesssesssessseesseesssssssesssesssessssesssesssesssesssessssssssesssesssessesssseens 10
AfINITET VEZAMN A 1 ttureureerrerseesseceseeeseessssesss s s ss s s b sse s s s bbb 11
Scoring funkcije. Algoritmi PretraZiVanja ... eceeeeeesseesssessesssesssessssssssssessssessssssssssesssesssssans 12
QSAR oottt eSS 14
6.1. Matematicka forma. PrVe PrimjeNe. ... ssesssessssssssssssssssesssssssssssssssseens 14
6.2. 3D-QSAR .ottt eSS 16
L0000 2 PP 16
ZAKIJUCAK coverreeeeeeeeseemseesseesseeseesssessseesseeseesss s ssses s ssees s s8R R R R AR 18
DR ] =D 19
SAZEEAK vt vuerresreiseesss st s R AR R R e 21



1 Uvod

Covjekova potreba za istraZivanjem i proizvodnjom lijekova stara je koliko i on sam. Borba za
opstanak i preZivljavanje prisilili su Covjeka da se suoci s bolestima kako bi svoj boravak na
Zemlji ucinio $to ugodnijim i dugovjecCnijim. Ve¢ su se prvobitne zajednice okretale prirodi u
potrazi za ljekovitim biljem koje bi obradivali i koristili za lijeCenje bolesnih. Uloga lije¢nika
pripadala je najstarijim iniciranim ¢lanovima koji su morali dobro poznavati biljke i njihova
svojstva kako bi oboljelom mogli odrediti odgovarajuc¢u ,terapiju“. Prekretnicu u proizvodnji
lijekova obiljeZilo je otkriée penicilina koji je bio prvi antibiotik koristen za lijeCenje bakterijskih
infekcija. Razvoj tehnologije omogucio je unapredenje istraZivanja na podruc¢ju znanosti $to je

dovelo do niza otkri¢a na podrucju biologije, kemije, medicine i farmacije.

Otkrice DNK Sezdesetih godina 20. stolje¢a predstavljalo je pocetak razvoja molekularne
biologije koja se bavi proucavanjem spojeva na mikrobioloSkoj razini. U procesu
molekularnobioloskih istrazivanja cirkuliraju velike kolicine podataka s kojima je potrebno
manipulirati na optimalan nacin $to je dovelo do potrebe suradnje dviju znanosti: racunarske
znanosti i molekularne biologije. Posljedica stapanja ovih dvaju znanstvenih podrucja rezultirala

je novom interdisciplinarnom znanos¢u koja se danas naziva - bioinformatika.

Bioinformatika je polje znanosti koje koristi racunala za pohranu, pristup, manipulaciju i
distribuciju informacija koje opisuju bioloSke makromolekule kao sto su: DNK, RNK i proteini.
Bioinformatika obuhvaca tri bitna podrucja: razvoj novih algoritama koji se koriste za
upravljanje velikim koli¢inama podataka bioloSkog karaktera; analizu i interpretaciju razlicitih
tipova podataka koji se odnose na nukleotide, sekvence aminokiselina i proteine; razvoj i
implementaciju alata koji omogucuju efikasan pristup i upravljanje razli¢itim tipovima podataka
(npr. podaci o strukturi proteina)!ll. Jedan od zadataka bioinformatike je da koriStenjem in silico!
metoda ubrza proces otkrivanja lijeka. Zahvaljuju¢i racunalima i raCunalnim modelima

znanstvenici su u moguénosti detaljnije prodrijeti u problem otkrivanja novih lijekova i cjepiva.

1 . ops P v . . . . . e 1. vee .. .
Termin In silico obuhvaéa sav rad na racunalu kojim se simulira neki biokemijski proces cije bi izvodenje u

laboratoriju bilo dugotrajnije i kompleksnije.



2 0d aminokiseline do proteinskog
kompleksa

Osnovne gradevne jedinice proteina nazivaju se
aminokiseline. Svaka od ukupno dvadesetak poznatih
aminokiselina sastoji se od: centralnog atoma ugljika, amino
skupine -NH;, vodikovog atoma -H i karboksilne skupine
-COOH na koju se nadovezuje Kiselinski ostatak koji se
oznacava sa slovom R. Aminokiseline se spajaju zajedno u

velike lance polimera preko peptidnih veza izmedu jedne

aminokiseline i karboksilne skupine susjedne aminokiseline.

Redoslijed vezivanja aminokiselina odreden je slijedom gena

Slika 1. Kvartarna struktura hemoglobina

zapisanih u genetskom kodu. Proces povezivanja
aminokiselina naziva se sinteza proteina. Proteini su esencijalni spojevi u ljudskom organizmu;
izgraduju misice, krv, kozu, nokte, unutarnje organe, neke hormone... Za razumijevanje proteina i
njihovih funkcija bitno je poznavati i strukturu proteina koja se definira na¢inom savijanja

proteina (engl. folding). Postoje Cetiri strukture proteina:

e Primarna struktura ili primarni oblik proteina je linearna sekvenca aminokiselina
povezanih peptidnom vezom.

e Sekundarna struktura je lokalna prostorna organizacija aminokiselina povezanih
vodikovim vezama u trodimenzionalnoj formi. Te strukture mogu biti a-helix (uzvojnica)
ili B-sheet (ploca) ili B-turn (zavoji), ovisno o nacinu na koji se aminokiseline saviju.

e Terarna struktura je trodimenzionalna struktura citavog polipeptidnog lanca koja se
dobije kombinacijom sekundarnih struktura

e Kvartarna struktura (proteinski kompleks) predstavlja prostorni raspored vise

polipeptida (svih terarnih strukutra) koji tvore protein.



Slijed aminokiselina skoro u potpunosti odreduje trodimenzionalnu strukturu proteina i njegovu
funkciji. Ta je struktura stoga od iznimnog znacaja za istrazivanje lijekova. Poznata je 3D

struktura 56% proteina i za predikciju 3D strukture se takoder koriste raCunalne metode:

e Homologija modeliranja (engl. homology modelling) je konstrukcija modela proteina na
molekularnoj razini iz njegove sekvence aminokiselina i eksperimentalno dobivene
strukture poznatih homolognih proteina (predloska).

e Ab initio metoda predikcije strukture proteina temelji se isklju¢ivo na sekvenci
aminokiselina i ne koristi nikakve predloske. Koristi se uglavnom za predikciju strukture
malih molekula i zahtjeva veliku koli¢inu ra¢unalnih resursa.

e Threading ili prepoznavanje savijanja je metoda koja se koristi za modeliranje proteina
koji se savijaju na jednak nacin kao neki od proteina kojima je poznata 3D struktura, ali

nisu homologni.

Podrucje bioinformatike koje se bavi predikcijom 3D strukture bioloskih makromolekula

(proteini, RNK, DNK) naziva se strukturalna bioinformatika.



3 Uvod u istrazivanje lijekova

Neovisno o metodama koje se Kkoriste da bi se odredeni lijek otkrio i testirao, postoji par
zajednickih obiljeZja koja karakteriziraju taj postupak; proces istrazivanja je dugotrajan i osim
mnogo vremena takoder zahtjeva velika novcana sredstva. Naravno, te zahtjeve je nemoguce
zaobidi, ali uz pomo¢ racunala uvelike se moze ustedjeti na vremenu podjednako kao i na
budZetu koriStenom u cjelokupnom procesu. KoriStenjem in silico pristupa pri istrazivanju
lijekova moguce je ubrzati proces za dvije do tri godine (15 - 20 godina potrebno je za
pronalazak lijeka koriStenjem tradicionalnog pristupa) te uStedjeti oko 200 000€ (tradicionalan

pristup zahtjeva bar dvostruko veéu koli¢inu nov¢anih sredstava)l2l.

3.1. Tradicionalni pristup

Tradicionalni pristup obuhvaéa proces istrazivanja lijeka koji ne ukljucuje racunalo za
predvidanje potencijalnih spojeva i mogucih reakcija. Takav pristup zapocinje tradicionalnom
medicinom odnosno sastojkom koji se izolira iz npr. ljekovite biljkel*. Produkt izolacije se
naknadno nastoji sintetizirati u laboratorijskim uvjetima. Manipulacijom strukture spoja dobiva
se novi spoj koji je u svojim ljekovitim svojstvima ucinkovitiji (npr. nastoji se smanjiti kolic¢ina
popratnih simptoma) od prvotno izoliranog. Sam postupak otkrivanja proteina i modifikacije
njegove strukture traje oko desetak godina i nakon toga slijede pretklinic¢ka i klinicka testiranja

te odobravanje od strane agencije za lijekove i medicinske proizvode.

3.2. Suvremeni pristup

Za razliku od tradicionalnog pristupa u kojem je polazisna tocka potencijalni lijek, suvremeni
pristup krece od same bolesti. Nastoji se locirati bioloska meta koju cilja odredena bolest i izolira
se glavni spoj zasluZen za razvoj bolesti. Nakon $to je poznata meta bolesti uz pomo¢ racunala se
trazi protein (ili neka druga molekula) koji bi po svojim karakteristikama mogao inhibirati
razvoj bolesti te se testiraju razne kombinacije spojeva sve dok se ne nade onaj par proteina koji
¢e medusobno tvoriti kompleks. Struktura trodimenzionalnog kompleksa predstavlja
potencijalni lijek ili cjepivo nakon Cega slijede pretklinicka testiranja. U suvremenom pristupu
nuzna je suradnja znanstvenika s viSe znanstvenih podrucja: genomika, bioinformatika,
strukturalna bioinformatika, kemoinformatika (engl. chemoinformatics)ll... Najmanja jedinica
od koje se pocinje u dizajniranju lijeka je genom, a na posljetku lijek mora zadovoljiti ADMET?

kriterije Sto i graficki ilustrirano na slici 2.

> ADMET je skracenica od sintagme absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity. Njome se
definira skup elemenata na koje se posebno obraca pozornost pri dizajniranju lijekova: apsorpcija, distribucija,

metabolizam, izluCivanje i toksi¢nost.
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Slika 2. Suvremeni pristup istrazivanju lijekova

4 Prvi koraci u dizajniranju lijekova

Osnovni predmet proucavanja bioinformatike u podrudju istraZivanja lijekova su proteini. Na
proteine se vezu ligandi koji takoder mogu biti proteini; ali i neurotransmiteri, lipidi, nukleinske
kiseline, polisaharidil4. Proteini na koje se veZu ligandi nazivaju se receptori. Postoje dvije
glavne vrste receptora: proteini koji slobodno plove u stani¢noj citoplazmi i proteini koji su
integrirani u stani¢nu membranu. Za posljednje navedenu skupinu proteina bitno je da lijek ne
mora prodrijeti u stanicu nego je dovoljno inhibirati protein na povrsini ¢ime se sprjecava

daljnja moguénost uobicajenog funkcioniranja stanice.

Ako ligand i receptor tvore kompleks tada se moZe govoriti o potencijalnom lijeku.
Ovisno o nusproduktima koji nastaju njihovim vezanjem i novonastalim biokemijskim
procesima odlucuje se da li taj protein moZe biti koriSten kao lijek ili cjepivo. Postoje dva
osnovna neovisna mehanizma na molekularnoj razini: Sto je vec¢i afinitet liganda prema
receptoru to ¢e on bolje prianjati (bolje prianjanje predstavlja potrebu za manjim koli¢inama) i
ligand mora ili stimulirati ili inhibirati odredene funkcije receptora kako bi mogao regulirati
njegovu aktivnost. Oba mehanizma ovise o nacinu na koji ¢e se ligand pozicionirati na receptor.
Najcesce je potrebno isprobati desetke tisuc¢a spojeva kako bi se doslo do potencijalnih lijekova,
dok ih tek par dode do pretklinickih testiranjalsl. Preko 90% spojeva koji dodu do Kklinickih

testiranja nikad ne uspiju zadovoljiti daljnje uvjete i do¢i na police ljekarnil4l.

Istrazivanje lijekova na racionalnim osnovama (engl. Rational drug design) obuhvaca
dvostruku ulogu racunala pri istraZzivanju lijekova. Prvo, racunalima je moguce optimizirati
farmakolosku sliku postojecih lijekova sintezom novih spojeva. Drugo, racunalima moZemo
»predvidjeti“ Sto bi se moglo desiti: s povecanjem koli¢ine podataka o strukturi proteina mogu se

razviti novi terapeutski koncepti u kojima ¢e ra¢unalo na temelju poznatih podataka o proteinu
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izracunati koja bi bila funkcija i struktura ,nepoznatog” proteina. Poznati podaci o proteinu
obuhvacaju sekvence aminokiselina iz baza podataka o istrazenim proteinima i razumijevanje
funkcije proteina na temelju njegove strukture. Ako je poznat bioloski ili biokemijski mehanizam
bolesti tada se moze i pretpostaviti koje molekule taj mehanizam zahtjeva za promjenu
funkcioniranja. Glavna pretpostavka jest da ¢e prianjanje liganda biti uspjeSnije Sto su
strukturalno i kemijski komplementarniji spoj ligand-receptor. Ovisno o poznatim podacima o

proteinu (bilo ligandu ili receptoru) primjenjuju se razli¢ite metode dizajniranja.

4.1. Otkrivanje strukture receptora

Poznavanje trodimenzionalne strukture receptora osnova je od koje se kre¢e u dizajniranju
lijekova. Cilj je do¢i do strukture onog dijela proteina za koji se veZe ligand. Proucavanjima
temeljenim na statistickim metodama nastoji se saznati koje mjesto na proteinu je najizloZenije
utjecajima liganada. Ako je poznata sekvenca aminokiselina receptora, racunalom se moze
pokusati predvidjeti izgled strukture nepoznatog dijela proteina. Pri tom postupku koristi se
poznata struktura proteinskog predloska iz baze podataka o proteinima. Ako je 25-30%
kiselinskih ostataka u dva proteina jednako, moZe se pretpostaviti da ti proteini imaju vrlo sli¢ne
strukturelsl. Ova vrsta predvidanja strukture naziva se homologija modeliranja. Metode koje se
jos koriste su rendgenska Kkristalografija i spektroskopija NMR (Nuklearna magnetska
rezonancija). Rendgenska kristalografija je metoda odredivanja trodimenzionalnog rasporeda
atoma u kristalima rendgenskim zrakama i analizom njihovih difrakcijskih uzorakalsl.
Spektroskopija NMR je metoda odabira za izucavanje interakcija biomolekula s potencijalnim
ligandima. Ona daje podatke o 3D strukturi slobodnih proteina kao sirove podatke za
molekulsko modeliranje vezanja liganada i izravno moZe dati vazne eksperimentalne
informacije o samim biolo$ki vaznim kompleksima. Za razliku od rendgenske strukturne analize
spektroskopijom NMR moZe se proucavati dinamika kako samih velikih biomolekula tako i

dinamika kompleksa biomolekula i potencijalnih ligandafl.

Slika 3. Dva prikaza predstavljaju moguce orijentacije i konformacije liganda na receptor: bo¢ni prikaz i pogled odozdo

(respektivno).



4.2. Otkrivanje strukture liganada
Ako je poznata 3D struktura bioloSke mete odnosno receptora moZe se krenuti s istraZivanjem
strukture liganda. Istrazivanje strukture liganada je sinonim za istrazivanje lijekova. Postoje

dvije metode istraZivanja liganada.

Metoda dizajniranja lijekova u kojoj se pocinje od poznatih molekula (liganada) koje se
veZu za neki receptor je metoda temeljena na ligandima. 1deja leZi u Cinjenici da sve molekule
koje se vezu za odredeni receptor imaju skup sli¢nih svojstava i na temelju tih svojstava nastoji
se dizajnirati nova molekula. 1z poznatih molekula proizlazi farmakofor (engl. pharmacophore)
koji definira minimum potrebnih strukturalnih svojstava koje molekula mora zadovoljavati da bi

se vezala uz neki receptorlel.

Ukoliko je poznata 3D struktura receptora tada se koristi drugi pristup koji se temelji na
strukturi (engl. structure-based). U ovoj metodi dizajniramo ligand koji reagira s receptorom.
Prvi korak sastoji se od otkrivanja aktivne strane proteina. Aktivna strana proteina je dio
proteina koji se spaja s ligandom. Da bi se otkrila aktivna strana potrebno je poznavati 3D
strukture oba proteina u PDB3 formatu, hidrofobne atome, donora vodikove veze, akceptora

vodikove veze i polarni atomlél,

* PDB — Protein Data Bank je baza podataka koja sadrzi informacije o velikim molekulama kao $to su proteini,
DNK i RNK. Redovito se upotpunjava novim podacima i koristi se diljem svijeta u raznim istrazivanjima. PDB
format je tekstualna datoteka koja sadrzi podatke o molekuli kao Sto su: koordinate atoma, sekvence

aminokiselina, podatke o istrazivacima koji su definirali strukturu itd.
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5 Virtual screening

Prvi nacin racunalno potpomognutog dizajniranja lijekova (engl. computer aided drug design)
obuhvaca pojam pod nazivom virutal screening. Uloga bioinformatike u ovom dijelu istraZivanja
je viSestruka; razvoj programa koji obraduju podatke i koriStenje navedenih programa u
istrazivacke svrhe. Virtual screening koristi se za prepoznavanje pogodaka (engl. hitova) jednako

na temelju poznatih struktura liganda kao i na temelju poznatih struktura receptora.

5.1. Dokiranje proteina

Dokiranje proteina je metoda molekularnog modeliranja koja predvida orijentaciju molekule u
prostoru nakon povezivanja s drugom molekulom. Poznavanje orijentacije molekula pruZa
informacije o tome koliko ¢vrsta veza ¢e se uspostaviti izmedu te dvije molekule. Ovaj model
naziva se i modelom brava-klju¢ u kojem klju¢ predstavlja ligand koji se trazi, a brava receptor.
Dokiranje se provodi nad receptorima koji su proteini, dok su ligandi takoder proteini ali se
bitno razlikuju u svojim dimenzijama. U dizajniranju lijekova posebna se pozornost obrac¢a na
manje proteine. Dva su osnovna pristupa koja se bave rjeSavanjem ovog problema, no oba ih

povezuje temelj na kojem su zasnovani, a to je termodinamika intermolekularnih reakcija.

Prvi pristup se zasniva na komplementarnosti povrsina sastavnih dijelova kompleksa.
Raspoznavanje strukture kompleksa protein-protein predstavlja problem koji rjeSavaju za tu
svrhu posebno dizajnirani algoritmi. Generalna strategija za simulaciju dokiranja ukljucuje
usporedivanje komplementarnosti oblika. Neki pristupi se posebno oslanjaju na uskladivanje
vanjskih povrSina proteina, dok postoje i oni pristupi koji poboljSavaju potragu za
geometrijskom komplementarno$éu uskladuju¢i polozaj povrSinskih sfera i povrSinskih

normalaltll

Drugi pristup zasniva se na trazenju minimalne energije i Sto manjoj vrijednosti RMSD
(engl. Root mean square deviation). RMSD je mjera prosjecne udaljenosti koja se mjeri uz pomo¢
koordinata Ca atoma koji su karakteristika tercijarne strukture proteina. RMSD se definira preko

jednadzbe:

Pri ¢emu & predstavlja udaljenost izmedu N parova ekvivalentnih atoma (uobicajeno Ca ili
ponekad C, N, O, CB). Vrijednost RMSD izraZena je preko mjerne jedinice Angstromal[A] i iznosi

10-1 m. U procesu dokiranja RMSD se koristi da bi se usporedile strukture proteina koji nije do
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kraja savijen i struktura izvornog proteina. Kod simulacije u ovom pristupu ligand se postavi na
odredenu fizicku udaljenost od proteina, a potom ga se pusti da traZi svoju poziciju na proteinu
nizom konformacija preko translacija i rotacija, kao i internim promjenama strukture liganda
koje ukljucuju promjenu kuta torzije. Svaka konformacija liganda rezultira apsorpcijom energije

sistema pa se za svaku konformaciju ta energija nanovo rac¢una.

Na slici 4. prikazana je simulacija dokiranja programom za dokiranje. Graficki je prikazan
proces dokiranja pri ¢emu je receptor prikazan Stapic¢astim modelom, a ligand modelom kuglica-
Stap. Pored tog prikaza nalaze se statisticki podaci o utroSku energije i promijeni vrijednosti

RMSD tijekom vremena. Prikazani kompleks predstavlja dokiranje enzima HIV proteaze.

Ukupan postotak obavljenog rada:

60%

Minimalna energija RMSD

Slika 4. Dokiranje receptora enzimom HIV proteaze

Afinitet vezanja
Vezanje liganda na receptor opisuje se jednadZbom:
R+L ©RL
receptor + ligand & receptor - ligand kompleks

Visoki afinitet vezanja liganda je fizikalno vaZan zbog dijela energije koja se oslobada pri vezanju
i uzrokuje konformacijske promjene receptora. Ligand koji se veZe na receptor promijeni
njegovu funkciju i uzrokuje fiziolosSku promjenu se jos naziva i agonist. Antagonisti su ligandi
koji se vezu na receptor, ali pritom ne uzrokuju fizioloSku promjenu. Ligandi s visokim afinitetom
vezanja nazivaju se i potpuni agonisti. Za veliku uspjeSnost vezanja dovoljna je mala
koncentracija takvih liganada. Ako se povecava koli¢ina liganada na konstantan broj receptora
moguce je uzrokovati zasi¢enje vezanja. Zasi¢eno i visokoafinitetno vezanje se nazivaju i

specifi¢no vezanje koje je bitno pri promatranju djelovanja lijekova. Koncentracija liganada koja
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uspije zauzeti polovicu od ukupnog broja aktivnih strana na receptoru naziva se konstanta
disocijacije — Kq. Vezanje receptor-ligand ovisi o koncentracijama interaktivnih komponenti i

opisano je konstantom ravnoteZe:

L
[RI[L]~ Kq

K. je konstanta asocijacije. Koriste¢i Scatchardovu analizu moZe se ustanoviti konstanta
disocijacije Kq i broj aktivnih strana na receptoru u zadanom pripravku. Kada proces vezanja
postigne ravnotezu ukupan broj moguéih aktivnih strana Bmax jednak je zbroju slobodnih strana
[R] i vezanih strana na ligandu, tj. Bmax = [R] + [RL]. Iz te jednadZbe proizlazi broj slobodnih
strana: [R] = Bmax — [RL]. Izraz za ravnoteZu se moZe zapisati kao:

[RL]
[L1(Biax = [RL])

K, =

Omjer liganada vezanih na receptor i slobodnih izrazen je prekol13l:

[vezani] _[RL]_K 5 R = 1 5 -
[slobodni]  [L] a(Bmax = [ ])_K_d( max ~ [RL])

Scoring funkcije. Algoritmi pretrazivanja

Koliko ¢e dokiranje biti uspje$no ovisi o scoring funkcijama i algoritmu pretrazivanja (engl.
search algorithm). Scoring funkcije predstavljaju skup matematickih metoda koje sluze za
eliminaciju neto¢nih struktura kompleksa dobivenih eksperimentalnim metodama. Njima se
moZe ustanoviti afinitet vezanja izmedu liganda i receptora, a temelje se na elektricnim
karakteristikama proteina, empirijski definiranim poljima sila, hidrofobnosti povrs$ina te raznim

drugim kemijskim i mehanic¢kim karakteristikama interakcija.

Algoritam pretrazivanja pronalazi strukture za koje scoring funkcija daje visoku vjerojatnost
vezanja. Zbog toga $to su obje molekule fleksibilne i imaju velik stupanj slobode (engl. degrees of
freedom - DOF) broj moguc¢ih polozaja molekula je astronomskih velicina. Za razliku od
konformacije koja predstavlja prikaz molekule preko relativnih odnosa atoma u
trodimenzionalnoj strukturi neovisno o koordinatnom sustavu, polozaj molekule strogo je
definiran koordinatama u koordinatnom sustavul4l. Stariji programi za dokiranje u obzir su
uzimali samo translacijske i rotacijske stupnjeve slobode liganda u odnosu na receptor, dok se u

novije doba zahvaljujuéi sofisticiranijim algoritmima koriste i podaci o stupnju slobode unutar
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liganada. Oc¢igledno, $to se povecava broj stupnjeva slobode povecava se i prostor pretraZivanja

Sto zahtjeva brze i efikasne algoritme kako bi se dokiranje uspjesno izvelo.

Algoritmi za dokiranje odnosno pretraZivanje dijele se u viSe skupina: stohasticko
pretrazivanje, incremental construction algoritme i viSekonformacijsko poravnavanje (engl.
multiconformer alignment). Primjer jednostavnog evolucijskog algoritma prikazan je sljede¢im

pseudokodom/15I;

1. stvori inicijalnu populaciju rjeSenja
2. koristeé¢i funkciju energije izracunaj
prikladnost svakog rjesSenja unutar populacije
3. koristec¢i operator mutacije stvori potomka iz
svakog roditelja
4. izracunaj prikladnost potomka
5. za sve potomke u turniru
a. sluc¢ajnim odabirom izaberi N ostalih
potomaka kao protivnike u turniru
b. zabiljeZi pogodak svaki puta kada odabrani
potomak vise odgovara nego protivnik
C. rangiraj odabranog potomka prema broju
pogodaka u njegovom turniru
6. odaberi najbolje rangirana rjes3enja kao novu
populaciju rjeSenja
7. ako je broj generacija premasio korisnicke
zahtjeve
stani
inace

sko¢i na 3.
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6 QSAR

U nastojanju znanstvenika da za sintetizirani spoj saznaju afinitet vezanja i ostala relevantna
svojstva spoja kao kandidata za lijek (ADMET), koriste se hipotezom da se slicne molekule
ponasaju na slican nacin. Ovaj princip poznat je kao skra¢enica SAR (engl. structure-activity
relationship). SAR obuhvaca skup postupaka u medicinskoj kemiji koji modificiraju kemijsku
strukturu spoja. S ciljem smanjenja tako sintetiziranih spojeva za koje se naknadno ispostavi da
su neupotrebljivi pri daljnjem istrazivanju, koristi se skup matematickih i statistickih alata
objedinjenih u procesu pod nazivom QSAR (engl. quantitative structure-activity relationship).
QSAR se Kkoristi da bi se za odredeni spoj ustanovilo: hoce li on biti aktivan ili ne i kolika ¢e ta
aktivnost biti, da li donosi neke nove informacije korisne za daljnje istraZivanje, zadovoljava li

ADMET svojstva i koristi li boljem razumijevanju SAR-al21l.

6.1. Matematicka forma. Prve primjene

QSAR se temelji na koli¢cinskom (kvantitativnom) odnosu izmedu bioloSke aktivnosti
molekularnog sustava i njegovih geometrijskih te kemijskih svojstava. Nastoji se pronaci
konzistentan odnos izmedu bioloSke aktivnosti i molekularnih svojstava kako bi se uocene
pravilnosti mogle iskoristiti za evaluaciju bioloske aktivnosti novih spojeva. Biolo$ka aktivnost

izrazava se sljede¢om matematickom formulacijom:
BioloSka aktivnost = f(deskriptor molekule ili dijela molekule)

Deskriptor (engl. descriptor) predstavlja neko svojstvo molekule kojim ju pobliZze opisuje.
Deskriptori mogu biti: fizicko-kemijski, topologijski, geometrijski, elektronski. Statisticki
koncept QSAR-a prikazan je tablicom u nastavku u kojoj se u prvom redu nalazi: bioloska

aktivnost iskazana konkretnom vrijedno$¢u i n deskriptora oznacenih Py,...Pn.

Tablica 1. Primjer prikaza statistickih podataka spojeva koristenih za QSAR

Bioloska Py P, Pn
aktivnost

Spoj 1 0.34 3.7 1.1

Spoj 2 3.2 9

Spoj n
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Zadatak QSAR-a je da pronade vrijednosti koeficijenata Co, Ci,...C. takve da zadovoljavaju

jednadzbultel;
Bioloska aktivnost = Cy+ C1P; + -+ C,B,

Korelacijski model (engl. partial least squares, skra¢eno PLS) je statisticka metoda koriStena za

racunanje koeficijenata strukturalnih deskriptora.

Prva primjena QSAR-a pripisuje se C. Hanschu i T. Fujiti koji su Sezdesetih godina 20.
stolje¢ca prvi formulirali jednadZbu kojom su iskazali odnos izmedu bioloske aktivnosti i

elektrickih svojstava te hidrofobnosti skupa struktura:
1
logE =k, logP -k, (logP)? + k3o + ky

Pri ¢emu C predstavlja minimalnu efikasnu koli¢inu lijeka (molarna koncentracija), P je
koeficijent particije vode, ¢ Hamettova jedini¢na konstanta, a ki konstante dobivene analizom.
LogP predstavlja relativnu topivost lijeka u oktanolu (zamjena za lipidnu dvoslojnu stani¢nu
membranu) i vodi (koja se nalazi u stanici i krvi). Vrijednost LogP ili koeficijent particije je
posebno vazna pri dizajniranju lijekova jer definira koliko je odredeni lijek ,ljekovit“ prema
Lipinskijevom pet pravilut. Odredene vrijednosti se mogu dobiti eksperimentalno, ali i izracunati
algoritmom koji koristi poznate izracunate vrijednosti. Izracunate vrijednosti koje se koriste pri
QSAR-u su: povrsina plohe, volumen molekule, zakrivljenost, HOMO i LUMO energija (energije
zauzetih i slobodnih orbitala), naponi na atomu, maksimalan pozitivan i negativan naboj... Neke
od mjerljivih vrijednosti fizikalnih svojstva koja se koriste pri QSAR-u su: gustoca, energija
ionizacije, molarna masa, tocka vrenja, indeks refrakcije, dipolni moment (u). lako se
istrazivanjima ustanovi korelacija izmedu viSe deskriptora, u statistickim se analizama nastoji
izdvojiti samo one varijable koje najbolje opisuju promatranu biolosku aktivnost tako da zavrsni
QSAR ukljucuje najvise 3 do 5 najvaznijih deskriptora. Skup podataka o potencijalnom lijeku
mora biti puno veéi od skupa podataka o spojevima u deskriptoru kako bi se eliminirale lazne

visoke korelacije meZu spojevimaltél.

4 Lipinskijevo pet pravilo je heuristicka metoda kojom se odreduje koliko odredeni spoj moZe biti povoljan kao
lijek za oralnu primjenu kod ljudi. Pravilo se sastoji od pet tocaka i glasi: lijek ne smije imati viSe od 5 donora
vodikove veze, ne smije imati viSe od 10 akceptora vodikove veze, mora imati molekularnu masu manju od 500

daltona i LogP manji od 5
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6.2. 3D-QSAR

Strukturalni deskriptori koji se odnose na trodimenzionalne strukture liganada i receptora se
izuCavaju u okviru posebnih metoda QSAR-a koje se nazivaju 3D-QSAR. Najcesc¢i strukturalni
deskriptori su farmakofori i povrSinska svojstva molekule. VaZna podrudja bioloski aktivnih
molekula (npr. podrucja hidrofobnosti, hidrofilnosti, donora vodikovih veza, akceptora
vodikovih veza) na poseban se nacin mapiraju u 3D obliku. Tako se dobiva trodimenzionalni
uzorak funkcionalno znacajnih podrucja za lijekove. Za razliku od obi¢nog QSAR-a, 3D-QSAR
preferira izraCunate vrijednosti pored onih dobivenih eksperimentalno. Najzastupljenija metoda

koriStena u 3D-QSAR-u je komparativna molekularna analiza polja (CoMFA).

CoMFA

Komparativna molekularna analiza polja
(CoMFA) je 3D-QSAR metoda koja pri analizi
kvantitativnih  odnosa  izmedu  bioloske
aktivnosti i deskriptora kao deskriptore koristi
stericka (interakcije prouzroc¢ene van der
Waalsovim silama) i elektrostaticka svojstva
molekulel'”l. Ti podaci o molekuli dobiveni su
pretrazivanjem  trodimenzionalne  reSetke
molekule i nizom superponiranih konformacija
svakog spoja. Uz pomo¢ CoMFA-e racunaju se
koeficijenti QSAR jednadzbe. Na slici 6.
prikazana je molekula liganda KkoriStenjem
CoMFA metode: pod A) oznacena su stericka i

elektrostaticka polja na molekuli, pod B) su

oznaceni dijelovi molekule koji mogu sudjelovati

u vodikovim vezama. Slika 5. COMFA model liganda
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Princip funkcioniranja COMFA metode!18l opisan je u Cetiri koraka:

e Aktivne molekule se smjeste u trodimenzionalnu mrezu tako da obuhvacaju sve
molekule

e Zasvaki voksel’ rac¢una se stericka (Lennard-Jonesov potencijal) i elektrostatska energija
uz pomo¢ ispitivackog atoma (engl. probe atom) koji je najceS¢e sp3 ugljikov atom sa
nabojem +1.0

e Kako bi se minimizirala dominacija podrucja velikih sterickih i elektrostatskih polja, sve
energije koje premasuju odredenu vrijednost se postavljaju na vrijednosti koje se u
daljnjem postupku ne uzimaju u obzir

o CoMFA koristi PLS analizu za racunanje koeficijenata i predvidanje bioloSke aktivnost iz

vrijednosti energija pojedinog voksela

Problem kod CoMFA metode predstavlja superpozicija molekula. Da bi se metoda uspjeSno
provela svi spojevi moraju biti optimalno poravnatill6l. Nadalje, zbog velike fleksibilnosti
molekula moguce su stalne promjene koordinata voksela u mreZi pa se velika koli¢ina podataka

mora hanovo racunati.

> Kao $o u dvodimenzionalnom prikazu piksel predstavlja najmanju jedinicu povrSine, tako u

trodimenzionalnom prikazu voksel predstavlja najmanju volumnu jedinicu.
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7 Zakljucak

Istrazivanje lijekova je podrucje znanosti koje je covjeku oduvijek predstavljalo izazov.
Nepremostivi problemi s bolestima prenosili su se s generacije na generaciju dok taj lijek ne bi
bio otkriven i time produzio zivot ponekad i milijunima ljudi. Suvremeno doba sa sobom donosi i
nove izazove koje je nemoguce rijeSiti bez suradnje znanstvenika s raznih podrucja. Tako je

nastala i bioinformatika, simbiozom molekularne biologije i ra¢unarske znanosti.

Bioinformatika je omogucila vecu efikasnost u obradi, organizaciji i koriStenju podataka
koji se odnose na kemijske spojeve i njihova svojstva. U kraéem roku moze se testirati veca
koli¢ina potencijalnih lijekova, smanjiti broj nuspojava i omoguciti oboljelima da $to prije prime
terapiju novootkrivenim lijekom. In silico metode zamijenile su ve¢i dio in vivo i in vitro
istrazivanja. Pri dizajniranju lijekova bioinformatika svoj doprinos ostvaruje prvenstveno virtual
screeningom i QSAR-om. Koristeéi podatke o strukturi proteina dobivenim preko rendgenske
kristalografije i spektroskopije NMR nastoji se pronaci molekula koji najbolje ,sjeda“ u receptor.
Podaci o molekulama koje predstavljaju kandidate za lijek uzimaju se iz PDB baze podataka koja

je takoder predmet istrazivanja bioinformatike.

Dokiranjem se nastoji pronaci optimalna konformacija liganda u odnosu na receptor,
pritom uzimajuéi u obzir i unutarnje promjene polozaja atoma. U tu svrhu se koriste heuristicki
algoritmi za procjenu koliko koja molekula odgovara receptoru na temelju poznatih podataka.
QSAR metoda zasniva se na sterickim i elektrostatskim svojstvima molekule iz kojih nastoji

predvidjeti aktivne strane koje sudjeluju u reakciji s ligandom tvoreéi vezu ligand-receptor.

[ako je uz pomo¢ racunala proces dizajniranja lijekova uvelike unaprijeden, kao rjesSenje
za niz problema koji se pritom javljaju jedino ostaje covjekov um, znanje te eticka i moralna
nacela. Uz pomo¢ suvremene tehnologije lakse i brze mozemo do¢i do cilja, a nad ¢ovjekom

pociva duznost da cilj koji odabere bude ispravan.
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9 Sazetak

U seminaru su obuhvacene osnovne metode u bioinformatici koje se koriste pri dizajniranju
lijekova. U svrhu razumijevanja tih metoda obja$njena su osnovna svojstva i funkcije proteina.
Prikazana je usporedba tradicionalnog i suvremenog pristupa dizajniranju lijekova. ObjaSnjena
je motivacija za koriStenjem racCunala pri proucavanju kemijskih spojeva. Apstraktno je
obuhvacen i princip djelovanja lijeka u sklopu kompleksa receptor-ligand te metode kojima se
otkrivaju njihove strukture. Objasnjeno je nacelo dokiranja proteina i koristenih matematickih te
informati¢ckih metoda. U opcenitom modelu prikazan je QSAR i 3D-QSAR te CoMFA kao

najzastupljenija metoda unutar 3D-QSAR skupine metoda za dizajniranje lijekova.
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