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ABSTRACT

Over the past few decades, the approach to designing and obtaining compounds
exhibiting biological activity has changed significantly. Besides traditional experimental
methods, computer-based techniques are also applied, and these are currently
undergoing significant development. Nowadays, we can speak of synergy between
experimental and computational methods accelerating the search for new drugs. In this
article, experimental and well-established computational approaches for drug discovery
are briefly described. We briefly presented the role of classical synthesis with
physicochemical characterization of new compounds as well as combinatorial chemistry
ideas to obtain new useful substances. Concerning in silico methods and tools, our
attention was paid to several modern approaches, which are frequently applied in recent
drug design. As the last part of the study, we discuss the role of selected bicyclic pyrrole
derivatives as potential candidates in anti-inflammatory and analgesic therapy.
Therefore the main aim of the study is to present how experimental and theoretical
approaches could be applied to rationalize and accelerate the process of design and
synthesis of compounds with expected biological activity.

Keywords: combinatorial chemistry, in vitro, CADD, databases, cheminformatics
tools, virtual screening, molecular docking, DFT, QSAR, Al molecular dynamics,
bicyclic pyrrole derivatives

Stowa kluczowe: chemia kombinatoryczna, in vitro, CADD, bazy danych,
narzgdzia cheminformatyczne, wirtualny skrining, dokowanie molekularne, DFT,
QSAR, Al dynamika molekularna, bicykliczne pochodne pirolu
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
AGP — kwasna a4-glikoproteina (ang. Alpha-1-Acid Glycoprotein)
Al — sztuczna inteligencja (ang. Artificial Intelligence)
BOMD - metoda dynamiki molekularnej Borna-Oppenheimera (ang. Born-Oppenheimer
Molecular Dynamics)
CADD - komputerowo-wspomagane projektowanie lekow (ang. Computer-Aided Drug
Design)
CoMFA — analiza poréwnawcza pol molekularnych (ang. Comparative Molecular Field
Analysis)
CoMSIA - analiza poréwnawcza indeksow podobienstwa molekularnego (ang.
Comparative Molecular Similarity Indices Analysis)
COX-1 - cyklooksygenaza 1 (ang. Cyclooxygenase - I)
COX-2 - cyklooksygenaza 2 (ang. Cyclooxygenase - 2)
CP ANN - hybrydowy model sztucznej inteligencji, ktdry laczy uczenie nienadzorowane
(ang. unsupervised learning strategy — sieci Kohonena) z uczeniem nadzorowanym (ang.
supervised learning strategy) (ang. Counter-Propagation Artificial Neural Network)
DFT - teoria funkcjonatu gestosci (ang. Density Functional Theory)
HSA — albumina surowicy ludzkiej (ang. Human Serum Albumin)
HTS — wysokoprzepustowe badania przesiewowe (ang. High-Throughput Screening)
LBDD - projektowanie lekow w oparciu o ligand (ang. Ligand-Based Drug Design)
15-LOX — 15-lipooksygenaza (ang. 15-lipoxygenase)
MD - dynamika molekularna (ang. Molecular Dynamics)
ML — uczenie maszynowe (ang. Machine Learning)
NMR - magnetyczny rezonans jadrowy (ang. Nuclear Magnetic Resonance)
PDB — Baza Danych Biatek (ang. Protein Data Bank)
PDTD - baza danych potencjalnych celow terapeutycznych (ang. Potential Drug Target
Database)
QM/MM - mechanika kwantowa/mechanika  molekularna  (ang.  Quantum
Mechanics/Molecular Mechanics)
QSAR - iloSciowa zalezno$¢ pomiedzy struktura chemiczng a aktywno$cig biologiczna
(ang. Quantitative Structure-Activity Relationship)
QTAIM - kwantowa teoria atomow w czasteczkach (ang. Quantum Theory of Atoms in
Molecules)
RDG - zredukowany gradient gestosci elektronowej (ang. Reduced Density Gradient)
ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)
SAR - zalezno$¢ struktura—aktywno$¢ (ang. Structure-Activity Relationship)
SBDD - projektowanie lekow oparte na strukturze celu molekularnego (ang. Structure-
Based Drug Design)
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WPROWADZENIE

Wiek XX byl okresem dynamicznego rozwoju farmacji i chemii medyczne;j,
przynoszacym odkrycie antybiotykéw oraz licznych lekéw syntetycznych. W tym
czasie intensywnie rozwijaly si¢ badania nad lekami psychotropowymi (lata 50-te),
a takze nastapit przelom w leczeniu chordb sercowo-naczyniowych [1]. Okres ten
przyniost rowniez istotng zmiang w podej$ciu do projektowania i syntezy nowych
zwiazkow o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym, zwigzang z rozwojem chemii
kombinatorycznej [2]. Rownolegle XX wiek byt okresem intensywnego rozwoju
technologii komputerowych oraz ich zastosowania w roéznych gateziach Zzycia
cztowieka, w tym w projektowaniu zwiazkéw wykazujacych aktywnos$¢ biologiczng
[3,4]. Umozliwito to stworzenie na przestrzeni lat synergii badan eksperymentalnych
i metod in silico w celu przyspieszenia poszukiwania i otrzymywania nowych substancji
o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym. Ma to ogromne znaczenie, gdyz pomimo
znaczacego postepu w farmacji i chemii medycznej wiele wspotczesnych problemow
zdrowotnych nadal pozostaje nierozwigzanych. Dotyczy to migdzy innymi chordb
neurodegeneracyjnych, nowotworowych, zakazen wirusowych czy narastajacego
zjawiska antybiotykoopornosci [1,5,6].

W niniejszym opracowaniu omowimy pokrétce klasyczne podejscie
eksperymentalne do odkrywania i projektowania nowych substancji biologicznie
czynnych oraz wspomnimy o znaczeniu biosyntezy, ktdra odgrywa istotng role
w otrzymywaniu wielu substancji leczniczych oraz ich modyfikacji strukturalnej.
Nastepnie zaprezentujemy wpltyw chemii kombinatorycznej na rozwoj nowoczesnych
strategii poszukiwania potencjalnych kandydatow na leki. Wspotczesnie, nicodzownym
elementem procesu racjonalnego projektowania lekéw (ang. drug design) jest
wykorzystanie metod komputerowych wspomagajacych projektowanie, optymalizacje
oraz ocen¢ wlasciwosci biologicznych nowych zwigzkoéw. A zatem, pokrotce zostanie
omoéwiona idea komputerowo wspomaganego projektowania lekow (ang. Computer-
Aided Drug Design, CADD) oraz jej znaczenie we wspotczesnej farmacji i chemii
medycznej. W ramach niniejszego narracyjnego przegladu zostang przedstawione
zaréwno klasyczne metody eksperymentalne, jak i wybrane wspotczesne metody oparte
na badaniach in silico stosowane w racjonalnym projektowaniu zwigzkéw aktywnych
biologicznie. W ostatnim rozdziale przedstawimy przyktady bicyklicznych pochodnych
pirolu (studium przypadku) jako zwiazkoéw o przewidywanej aktywnoSci
przeciwzapalnej i przeciwbolowe;.
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1. Klasyczne podejscie eksperymentalne a chemia
kombinatoryczna

W obecnych czasach w sposob bardzo wszechstronny podchodzi si¢ do
otrzymywania nowych zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu farmaceutycznym.
Obok klasycznej syntezy laboratoryjnej stosuje si¢ chemi¢ kombinatoryczna, genetyke
i biotechnologig, biochemig, nanotechnologi¢ oraz metody in silico (np. bioinformatyka
oraz metody modelowania molekularnego). Celem takiego podejscia jest m.in.
skrocenie czasu potrzebnego do opracowania nowego leku oraz ograniczenie kosztow
zwigzanych z badaniami, a takze wprowadzeniem go na rynek. Innym aspektem jest
spojrzenie z perspektywy tzw. medycyny spersonalizowanej, gdzie szczegotowa wiedza
o organizmie jest niezbe¢dna, stad do farmakologii dotgczyly genetyka i biotechnologia
wraz z biochemia [7,8]. Na poczatku skupmy jednak nasza uwage na podejsSciu
klasycznym, czyli syntezie zwigzkow w warunkach laboratoryjnych. W procesie
otrzymywania nowego leku bardzo istotny jest wlasciwy wybor jednostki chorobowej,
gdyz pozwala on ukierunkowac dalsze badania. W przypadku znanych schorzen
mozliwe jest projektowanie nowych zwiazkéw o mniejszej toksycznosci,
korzystniejszym profilu bezpieczenstwa lub skutecznosci terapeutycznej. W tym
kontekscie warto podkreslic nowa strategie badawcza tzw. repurposingu (ang. drug
repurposing) polegajaca na poszukiwaniu nowych zastosowan terapeutycznych dla juz
znanych lekow [9,10]. Kolejnym etapem jest wybor tzw. zwigzku wiodacego (ang. lead
compound), ktory moze by¢ pochodzenia naturalnego lub syntetycznego. Powinien on
jednak wykazywac¢ okre§lone wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne, zwigckszajace
prawdopodobienstwo uzyskania nowych pochodnych o korzystnym profilu
farmakologicznym [11-14]. Wlasciwosci te mozemy modulowaé m.in. poprzez efekty
steryczne, badz indukcyjne, tworzac w ten sposob biblioteki analogdéw, jak réwniez
poprawia¢ oddziatywania z celem molekularnym [15]. Wybor substancji wiodacej jest
poczatkiem projektowania zwigzkéw aktywnych biologicznie zaréwno w przypadku
eksperymentu klasycznego, jak i badan in silico. W klasycznej syntezie chemicznej
otrzymuje si¢ najczesciej serie zwigzkow zawierajacych wspolny fragment strukturalny
(ang. core part), rézniacy si¢ rodzajem podstawnikow. Wprowadzanie podstawnikow
o charakterze elektronodonorowym lub elektronoakceptorowym prowadzi do zmian
rozktadu gestosci elektronowej, co moze wpltywa¢ na wlasciwosci fizykochemiczne
oraz aktywnos$¢ biologiczng otrzymanych pochodnych. Nastgpnie zwiazki poddawane
sa badaniom fizykochemicznym (najczesciej sa to badania spektroskopowe,
spektrometryczne, czy tez krystalograficzne), ktorych gloéwnym zadaniem jest
potwierdzenie struktury otrzymanych zwigzkow. W kolejnym etapie przeprowadzane sa
badania in vitro obejmujace m.in. testy biochemiczne lub komoérkowe,, w celu oceny,
czy otrzymane zwiazki wykazuja oczekiwang aktywnosc¢ biologiczng. Uzyskane wyniki
stanowig podstaw¢ do wyznaczenia dalszego kierunku badan oraz kolejnych
modyfikacji strukturalnych.
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Synteza chemiczna wymaga prowadzenia reakcji w kontrolowanych warunkach
obejmujacych dobér odpowiedniej aparatury, temperatury, cisnienia, rozpuszczalnikow
oraz katalizator6w. Otrzymane produkty wymagaja nastgpnie wydzielenia
i oczyszczenia. Zardwno proces syntezy, jak rowniez oczyszczenie otrzymanych
zwigzkéw, wigze si¢ z wykorzystaniem znacznych iloSci odczynnikow
i rozpuszczalnikow chemicznych, ktorych stosowanie — zgodnie z zasadami Zielonej
Chemii, powinno by¢ ograniczane. Nie oznacza to jednak, ze klasyczna synteza
chemiczna moze zosta¢ wyeliminowana z procesu odkrywania nowych zwiazkow
biologicznie czynnych. Przeciwnie, jej synergiczne polaczenie z metodami
komputerowo wspomaganego projektowania lekéw pozwala na bardziej racjonalne
planowanie prac laboratoryjnych, ograniczenie liczby otrzymywanych zwigzkow,
zmniejszenie zuzycia substancji chemicznych oraz skrocenie czasu i1 kosztow
zwigzanych z identyfikacjg obiecujacych kandydatéw na leki.

Chemia kombinatoryczna [16-18], ktorej ideg byto zsyntezowanie i testowanie
mozliwie duzej liczby zwigzkéw, w jak najkrotszym czasie w oparciu o t¢ sama
procedurg, stata si¢ uzytecznym narzgdziem syntetycznym — wspotczesnego
projektowania lekéw. Zgodnie z tzw. synteza rownolegla otrzymuje si¢ zwiazki
o zroznicowanej strukturze poprzez systematyczne, powtarzalne i kowalencyjne
laczenie réznych ,elementdw budulcowych” (ang. building blocks). W chemii
kombinatorycznej mozna wyr6zni¢ rozne strategie syntezy, do ktorych naleza m.in.
synteza rownoleglta oraz metoda split-and-mix zaproponowana przez Furke
i wspotpracownikow [17]. Nastgpnie otrzymane biblioteki zwigzkow sa poddawane
wysokoprzepustowemu  skriningowi  (ang.  high-throughput  screening, HTS),
obejmujgcemu zautomatyzowane i rownolegle testowanie duzej liczby zwigzkow pod
katem okreslonej aktywnosci biologicznej. W zalezno$ci od przyjetej strategii, HTS
moze mie¢ charakter target-based, w ktorym ocenie podlega aktywnos$¢ zwigzku wobec
okreslonego celu molekularnego, lub fenotypowy (ang. phenotypic screening),
w ktorym analizuje si¢ okreslony efekt biologiczny bez koniecznosci wczesniejszego
zdefiniowania konkretnego celu molekularnego [19,20]. Niewatpliwymi zaletami
chemii kombinatorycznej sa szybko$¢ wynikajaca z automatyzacji procesu, obnizenie
kosztéw syntezy oraz wysoka wydajno$é, przektadajaca si¢ na znaczng oszczgdnos$é
czasu. Innym podejsciem wykorzystywanym w pozyskiwaniu kandydatow na leki jest
biosynteza [21,22], ktéra polega na wykorzystaniu zywych komorek (grzybow
i bakterii) lub enzymoéow, w celu wytworzenia, modyfikacji oraz produkcji substancji
o znaczeniu farmakologicznym. Warto podkresli¢, ze w wyniku biosyntezy mozna
otrzymac substancje, ktorych klasyczna synteza bylaby trudna, a z finansowego punktu
widzenia réwniez nieoptacalna. Przykladem Ilekow otrzymywanych na drodze
biosyntezy sg chociazby penicyliny [23].
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2. Komputerowo wspomagane projektowanie substancji
o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym

Ze wzgledu na duza liczbe dostepnych lekow oraz stale rosnacg ilo$¢ danych na ich
temat, konieczne jest ich odpowiednie uporzadkowanie. Nalezy roéwniez pamigta
o zwiazkach chemicznych, ktore zostaly przebadane pod katem roéznych aktywnosci
biologicznych, lecz nie znalazly zastosowania farmaceutycznego. Gromadzenie
i analiza tego typu informacji sa niezbgdne do zwigkszenia efektywnosci procesu
poszukiwania nowych kandydatow na leki, zwlaszcza w obliczu wyzwan wspotczesnej
medycyny, takich  jak  narastajgca  antybiotykooporno$¢  oraz  choroby
neurodegeneracyjne, nowotworowe 1 psychiczne [24-30]. Rozwdj technologii
informatycznych oraz superkomputerow umozliwil prowadzenie symulacji, ktore
jeszcze kilka dekad temu byly niewykonalne, a takze tworzenie rozbudowanych baz
danych, co znacznie ufatwia i przyspiesza skrining, ktory jest jednym z elementéw
nowoczesnego poszukiwania i projektowania zwigzkéw aktywnych biologicznie
[31,32]. W zalezno$ci od rodzaju przechowywanych danych oraz celu ich
wykorzystania wyroznia si¢ rozne typy baz danych. Jedna z najpopularniejszych jest
DrugBank [33], umozliwiajagca wyszukiwanie zarowno informacji o farmaceutykach,
jak réwniez o ich celach molekularnych. Dostgpne sa rowniez bazy danych, ktore
gromadzg informacje o konkretnych grupach zwigzkéw np. nalezacych do tradycyjnej
medycyny Chinskiej (TCMBank [34]), czy tez bioaktywnych czasteczkach
o wiasciwosciach lekopodobnych, ktéra tgczy dane chemiczne 1 biologiczne,
wspomagajac proces odkrywania nowych lekéw (ChEMBL [35]), o czasteczkach
wykorzystywanych w projektowaniu lekéw, zwlaszcza matych molekutach (DrugMap
Central (DMC) [36]), integrujaca dane z réznych zrédet i wspomagajaca poszukiwania
nowych zastosowan terapeutycznych dla dostgpnych lekéw. Istnieja rowniez bazy
danych, ktore oferuja narzgdzia analityczne umozliwiajace m.in. wstgpna analizg
oddziatywania miedzy lekami a ich celami biologicznymi, takie jak np. DTome [37].
Wsrod najwazniejszych baz danych chemicznych nalezy wymieni¢ PubChem [38],
zawierajagcg znaczng liczbe zwigzkéw chemicznych oraz informacje m.in. o ich
wlasciwosciach biologicznych 1 fizykochemicznych. Istotnym zrédtem danych
strukturalnych jest takze Protein Data Bank (PDB) [39], w ktorej zgromadzone sg
trojwymiarowe struktury biatek uzyskane metodami eksperymentalnymi, takimi jak
krystalografia rentgenowska czy spektroskopia NMR. Na podstawie danych zawartych
w PDB opracowano baz¢ danych potencjalnych celow terapeutycznych (ang. Potential
Drug Target Database, PDTD) [40].

Komputerowo wspomagane projektowanie lekow (ang. Computer-Aided Drug
Design, CADD), jest interdyscyplinarnym podejsciem taczacym elementy biologii,
chemii, biochemii, baz danych, zaawansowanych metod chemii obliczeniowej, metod
modelowania molekularnego oraz narzedzi cheminformatycznych [41].
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Proces projektowania nowego leku jest czasochtonny, kosztowny i wymaga wysokiej
precyzji. Pomimo jednak synergii metod eksperymentalnych i in silico odsetek
niepowodzen pozostaje nadal wysoki, poniewaz tylko 1-2 czasteczki na 10 000
przebadanych zwiazkow maja szansg zostaé¢ ostatecznie zatwierdzone jako leki [42-45].

Na przestrzeni ostatnich dekad CADD stato si¢ nieodzownym elementem
w nowoczesnym projektowaniu lekow. Historycznie rzecz ujmujac, przetlom nastgpit
w latach 90-tych XX wieku, kiedy to zaczeto coraz cze$ciej wykorzystywaé komputery
w celu predykcji wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych zwiazkow
chemicznych oraz interpretacji wynikow badan eksperymentalnych [46]. Potaczenie
badan eksperymentalnych z metodami obliczeniowymi przyczynito si¢ do opracowania
pierwszych lekéw projektowanych z wykorzystaniem metod CADD, co zostato
przedstawione w artykutach np. 47-49.

Proces poszukiwania nowych lekow, niezaleznie od tego czy opiera si¢ na
klasycznym podejSciu eksperymentalnym, czy metodach in silico obejmuje kilka
kolejnych etapéw [50]. Po identyfikacji potencjalnego celu terapeutycznego
przeprowadza si¢ jego walidacje, ktorej zadaniem jest potwierdzenie zwigzku pomigdzy
aktywnoscia celu molekularnego a rozwojem lub przebiegiem danej jednostki
chorobowej. Nastepnie prowadzi si¢ poszukiwanie zwiazkéw wykazujacych aktywnosé
wobec okre§lonego celu molekularnego, czyli tzw. hitow (ang. hit identification).
Zidentyfikowane zwigzki poddawane sg dalszej optymalizacji w ramach etapu hit-to-
lead, ktorego celem jest wybdr i dalsze modyfikacje zwigzkow o korzystnym profilu
aktywnosci 1 wlasciwosciach. Kolejnym etapem jest optymalizacja zwigzku wiodacego
(ang. lead optimization), obejmujaca m.in. modyfikacje struktury chemicznej
prowadzace do uzyskania odpowiedniej aktywnosci, selektywnosci oraz wiasciwosci
farmakokinetycznych i fizykochemicznych. W rezultacie otrzymany kandydat na lek
moze nastgpnie zostaé skierowany do dalszych etapow badan, obejmujacych m.in.
ocene jego skutecznosci, bezpieczenstwa, wilasciwosci farmakokinetycznych
i toksykologicznych [51]. Metody CADD moga by¢ wykorzystywane na réznych
etapach procesu projektowania lekow, m.in. podczas identyfikacji potencjalnych hitow
oraz ich dalszej optymalizacji w ramach etapow hit-to-lead 1 lead optimization. W
ramach metod CADD stosuje si¢ dwa gtowne podejscia w poszukiwaniu nowych
kandydatow na leki: projektowanie lekow w oparciu o ligand (ang. ligand-based drug
design, LBDD) oraz projektowanie w oparciu o strukture celu molekularnego (ang.
structure-based drug design, SBDD) [49]. Zastosowanie metod CADD w nowoczesnym
projektowaniu lekéw umozliwia wspomaganie identyfikacji i charakterystyki celow
terapeutycznych oraz identyfikacje obiecujacych ligandow, a co z tym zwiazane skraca
czas catego procesu poszukiwania nowych zwigzkéw aktywnych biologicznie oraz
obniza koszty zwigzane z eksperymentalnym testowaniem duzej liczby zwigzkow
chemicznych [52]. Podejscie LBDD jest stosowane, gdy struktura celu molekularnego
nie jest znana. Przeszukuje si¢ bazy danych zwiazkow o znanej aktywnosci
biologicznej z mysla o znalezieniu
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odpowiednich substancji. Najczgsciej stosuje si¢ podej$cie oparte na podobienstwie
zwigzkéw chemicznych, w ktéorym znana jest struktura aktywnych ligandow i na jej
podstawie poszukuje si¢ zwigzkow o podobnej budowie chemicznej. Wykorzystuje si¢
rowniez analize iloSciowych zaleznosci pomiedzy struktura zwiazkéw a ich
aktywnoscia biologiczng (ang. Quantitative Structure-Activity Relationship, OSAR) oraz
modelowanie farmakoforowe [48,53,54]. Metoda QSAR opiera si¢ na modelu
matematycznym, ktory przedstawia iloSciowa zalezno$¢ pomiedzy struktura
a aktywno$cia biologiczng czasteczki. Kluczowa w tej metodzie jest konstrukcja bazy
danych zwigzkéw wykazujacych te samg aktywnos$¢ biologiczna oraz deskryptorow
molekularnych je opisujacych. Deskryptory molekularne moga by¢ wyznaczane na
podstawie roéznych sposobow reprezentacji czasteczki, w tym jej struktury dwu-
1 trojwymiarowej, a takze opisywaé rézne aspekty jej wlasciwosci fizykochemicznych,
topologicznych, geometrycznych czy elektronowych. Moga pochodzi¢ zaréowno
z danych eksperymentalnych, jak i zosta¢ wygenerowane za pomocg odpowiedniego
oprogramowania [55,56]. Wspdlczesne programy obliczeniowe umozliwiajg
wygenerowanie dla pojedynczego zwiazku duzej liczby deskryptorow, dlatego ich
odpowiednia selekcja stanowi istotny etap budowy modelu QSAR. Celem selekcji jest
identyfikacja zmiennych, ktére wnosza istotng informacj¢ do predykcji, przy
jednoczesnym ograniczeniu liczby deskryptorow redundantnych, czyli dostarczajacych
podobnej lub powielajacej si¢ informacji. Zbyt duza liczba zmiennych wzgledem liczby
analizowanych zwigzkow moze prowadzi¢ do przeparametryzowania modelu (ang.
overfitting) 1 pogorszenia jego zdolnosci predykcyjnych [55,56]. Na Rysunku 1
przedstawiono ogo6lny schemat metody QSAR. Bazg danych dzieli si¢ najczgsciej na
dwa zbiory: zbidr treningowy i zbidr testowy [56,57]. Podzial danych moze by¢
przeprowadzany z wykorzystaniem roéznych strategii, w tym losowego podziatu danych
(ang. random sampling) oraz metod zapewniajacych odpowiednia réznorodno$é
i reprezentatywno$¢ zbiorow. Nastgpnie poszukuje si¢ roéwnan matematycznych
opisujacych zaleznosci pomigdzy struktura zwiazkow w zbiorze treningowym a ich
aktywno$cig biologiczng. Zbidr testowy stuzy do oceny zdolnosci modelu do predykcji
aktywnosci biologicznej zwiazkow, ktore nie zostaty wykorzystane podczas jego
konstrukcji. W celu dodatkowej oceny stabilnosci i wiarygodnosci modelu stosuje si¢
walidacje krzyzowa (ang. cross-validation), w ktorej zbior treningowy jest dzielony na
podzbiory, a model jest kolejno konstruowany na czg¢sci danych i oceniany na
pozostatym podzbiorze. Zastosowanie niezaleznego zbioru testowego oraz
odpowiednich procedur walidacyjnych pozwala na ocen¢ zdolnosci predykcyjnej
modelu dla danych niewykorzystanych podczas jego konstrukcji oraz ograniczenie
ryzyka jego przeparametryzowania (ang. overfitting) [55,58]. W metodzie QSAR do
konstrukcji modeli wykorzystuje si¢ np. metody regresji liniowej, czy tez sieci
neuronowych np. metode ang. Counter-Propagation Artificial Neural Network, CP
ANN [54,59-62].
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Istnieja réowniez metody 3D QSAR. Do najbardziej znanych naleza analiza
poréwnawcza pdl molekularnych (ang. Comparative Molecular Field Analysis,
CoMFA) oraz analiza pordwnawcza indeksow podobienstwa molekularnego (ang.
Comparative Molecular Similarity Indices Analysis, CoMSIA) [54].

-
Zbiér Budowa modelu matematycznego
. - np. na podstawie réwnania Hanscha (1964)
[CEEHONY) log(1/C)=a-logP+b-(log PP +c-o+d-E +e
BAZA DANYCH Okreslenie l
+ Struktury zwigzkéw chemicznych | — deskryptoréw QSAR
* Dane akiywnoscl biologlczne] molekularnych Walidacja modelu Predykcja wiasciwosci
* Wiasoiwosol fizykochemiczne {logP. MW, pKa, TPSA) (R2, RMSE, Q2) e i
\ struktur

Zbior
testowy

Rysunek 1. Ogdlny schemat postepowania w badaniach QSAR.
Figure 1. General scheme of QSAR investigations.

W LBDD stosuje si¢ rowniez modelowanie farmakoforowe (Rysunek 2),
ktérego celem jest identyfikacja przestrzennego uktadu cech sterycznych
i elektronowych niezbednych do zapewnienia optymalnych oddziatywan z okreslonym
celem biologicznym oraz wywolania lub zablokowania jego odpowiedzi biologiczne;j
[63]. Farmakofor nie stanowi zatem konkretnego fragmentu struktury chemicznej, lecz
abstrakcyjny zestaw wilasciwosci przestrzennych istotnych dla aktywnosci biologiczne;.
Analizowane sg takze podobienstwa strukturalne pomiedzy ligandami, co umozliwia
identyfikacje nowych potencjalnie aktywnych czasteczek [54,64]. Do przyktadowych
cech farmakoforowych naleza m.in. donory i akceptory wigzan wodorowych, obszary
hydrofobowe, pierScienie aromatyczne oraz cechy o okreSlonym charakterze
elektrostatycznym [65,66].

ODDZIALYWANIA

HYDROFOBOWE \

AKCEPTOR WIAZANIA
WODOROWEGO

ODDZIALYWANIA

Rysunek 2. Przyktadowy model farmakoforu (opracowanie wiasne na podstawie [67]).
Figure 2. Example of pharmacophore model (own work based on [67]).
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W projektowaniu opartym na strukturze celu molekularnego (ang. structure-
based drug design, SBDD) wykorzystuje si¢ informacje o makroczasteczkach uzyskane
metodami eksperymentalnymi takimi jak np. spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) czy krystalografia rentgenowska. W poczatkowym etapie badan
wykorzystuje si¢ np. struktury biatek czy kwaséw nukleinowych zdeponowanych
w bazie danych PDB. W przypadku, gdy struktura 3D celu terapeutycznego jest
nieznana, mozliwe jest zastosowanie modelowania homologicznego (ang. homology
modeling) [68]. Po uzyskaniu struktury 3D celu molekularnego z baz danych lub
w wyniku modelowania homologicznego, w kolejnym etapie mozna zastosowa¢ metode
wirtualnego skriningu, dokowania molekularnego i klasycznej dynamiki molekularnej
w celu:

i) identyfikacji odpowiednich ligandow w dostepnych bazach danych lub
wykorzystania zwiazkow chemicznych otrzymanych na drodze syntezy, ktorych
aktywnosc¢ biologiczna zostata wezesniej potwierdzona w badaniach in vitro lub in vivo;

ii) przeprowadzenia dokowania molekularnego;

iii) oszacowania stabilnosci otrzymanego kompleksu biatko-ligand, oraz
analizy wybranych wlasciwosci fizykochemicznych, w oparciu o symulacje metoda
klasycznej dynamiki molekularne;j.

Wspotczesnie dokowanie molekularne (Rysunek 3) rozwija si¢ dynamicznie
i pozwala na wykonywanie zaawansowanych predykcji, takich jak np. analiza
mechanizmu wigzania czastki z biatkami. Mozliwe jest rowniez identyfikowanie
najbardziej optymalnego miejsca wigzania w obrebie struktury celu molekularnego [69].
Inng metodg stosowang w ramach SBDD jest projektowanie liganda de novo, ktore
polega na opracowywaniu nowych czasteczek na podstawie mniejszych fragmentow
i dopasowywaniu ich do znanego miejsca wigzacego [54,70].

Najczgsciej budowe miejsca wigzacego ustala si¢ na podstawie badan
krystalograficznych, zwlaszcza kiedy znamy umiejscowienie matej czasteczki
(inhibitor, ligand) w makroczasteczce, ktéra moze by¢ np. biatko. Uklady gosc-
gospodarz mozemy znalez¢ np. w bazie danych PDB. W kolejnym kroku usuwa si¢
ligand/inhibitor z miejsca wigzacego 1 wowczas mozna przystapi¢ do projektowania
leku de novo. Analizuje si¢ miejsce wigzgce w celu zidentyfikowania np. aminokwasoéw
(jesli analizujemy biatko) zaangazowanych w wiazanie liganda. Okresla si¢ kluczowe
i specyficzne oddzialywania odpowiedzialne za stabilizacje kompleksu i aktywnos¢
biologiczng. Pozwala to na rozréznienie kontaktow wystepujacych w kompleksie od
tych oddzialywan, ktére maja istotne znaczenie dla wigzania liganda i jego aktywnosci
biologicznej [71,54,72]. W oparciu o te informacje mozna zaprojektowac czasteczke
o odpowiednim ksztalcie i objetosci, posiadajaca w swojej strukturze grupy funkcyjne,
ktore beda odpowiadaé za utworzenie oddzialywan stabilizujacych w miejscu
wigzacym. W projektowaniu de novo nalezy wzia¢ pod uwage elastycznosé
konformacyjng projektowanych czasteczek. Zwigkszajaca si¢ wraz z liczba rotowalnych
wigzan przestrzen konformacyjna moze utrudnia¢ efektywne przeszukiwanie
mozliwych konformacji [73,74]. Nie powinno si¢ projektowaé czasteczek, ktorych
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synteza jest trudna, badz niemozliwa, a takze takich ktore musiatyby przyjaé
konformacje¢ niestabilng w miejscu wigzacym. Nalezy uwzgledni¢ straty energii
zwigzane z dehydratacja oraz pami¢ta¢ o miedzygatunkowych roznicach w budowie
receptoroOw i enzymow [54].

KIESZEN WIAZACA

LIGAND W KIESZENI
WIAZACE) BIALKA

LIGAND BIALKO KOMPLEKS LIGAND-BIALKO

Rysunek 3. Schemat dokowania molekularnego (opracowanie wtasne na podstawie [67,75]).
Figure 3. Scheme of molecular docking (own work based on [67,75]).

W wyniku zastosowania pokrotce scharakteryzowanych metod komputerowo
wspomaganego projektowania lekow, identyfikowane sg obiecujace zwigzki, ktore
poddawane s3 dalszym badaniom in silico, czy tez eksperymentalnym — synteza,
badania in vitro.

Waznym elementem badan in silico jest réwniez zastosowanie narzgdzi
cheminformatycznych do predykcji np. parametrow ADME (A - absorpcja
(wchtanianie), D — dystrybucja, M — metabolizm (biotransformacja) i E — eliminacja
(wydalanie)), opisujacych los leku w organizmie od momentu podania az do
catkowitego wydalenia [76,77], jak rowniez w klasyfikacji zwigzkéw jako aktywnych
lub nieaktywnych oraz przewidywania wiasciwosci fizykochemicznych istotnych
z punktu widzenia projektowania lekéw. Do parametrow tych naleza m.in.
wspotczynnik podziatu logP, wspotczynnik dystrybucji logD, stata dysocjacji kwasowej
pKa oraz rozpuszczalno$¢. Predykcja tych wlasciwosci na wczesnych etapach
projektowania lekow pozwala na wstgpna oceng¢ potencjalnych wlasciwosci
projektowanych zwiazkow oraz selekcje czasteczek o pozadanym profilu [78,79].
Jednym z powszechnie stosowanych narzedzi jest SwissADME [80], umozliwiajace
szybkie przewidywanie wiasciwosci fizykochemicznych, parametrow
farmakokinetycznych oraz tzw. lekopodobienstwa (ang. drug-likeness) zwiazkow
chemicznych, czyli stopnia, w jakim ich struktura i wlasciwosci odpowiadaja cechom
charakterystycznym dla  potencjalnych  farmaceutykow. Innym narze¢dziem
wspomagajacym ocen¢ bezpieczenstwa zwigzkoéw
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chemicznych jest platforma ProTox 3.0 [81], wykorzystujaca modele uczenia
maszynowego do przewidywania réznych parametréw toksycznosci. Umozliwia ona
analiz¢ m.in. ostrej toksycznosci, toksyczno$ci narzadowej oraz potencjalnych
mechanizméw toksycznos$ci. Na podstawie struktury chemicznej zwiazku generowany
jest jego profil toksykologiczny wraz z oceng wiarygodnosci predykcji.

W ostatnich latach coraz wigksze znaczenie w projektowaniu lekow zyskuja
rowniez metody uczenia maszynowego (ang. Machine Learning, ML) oraz sztucznej
inteligencji (ang. Artificial Intelligence, AI). Znajduja one zastosowanie m.in.
w modelowaniu i predykcji aktywnosci biologicznej zwiazkow, klasyfikacji zwigzkow
aktywnych i nieaktywnych oraz przewidywaniu ich wilasciwosci fizykochemicznych,
farmakokinetycznych i toksykologicznych. Wykorzystanie algorytmow uczenia
maszynowego umozliwia analize zlozonych zalezno$ci pomiedzy struktura zwiazku
a jego wilasciwosciami, a takze wspomaga selekcje 1 optymalizacje potencjalnych
kandydatow na leki [82,83]. Sztuczna inteligencja znajduje réwniez zastosowanie
w predykeji struktur biomolekut. Przyktadem jest AlphaFold, wykorzystujacy metody
glebokiego uczenia do przewidywania przestrzennej struktury bialek na podstawie ich
sekwencji aminokwasowej. Dostgpnosé takich predykcji moze by¢ szczegolnie istotna
w przypadku biatek, dla ktorych nie sg dostepne struktury eksperymentalne [84,85].

Kolejnym rozwijajacym si¢ kierunkiem jest generatywne projektowanie lekow
(ang. generative drug design), w ktorym modele sztucznej inteligencji sa
wykorzystywane do generowania nowych struktur chemicznych. Eksploracja
przestrzeni generowanych czasteczek moze by¢ taczona z modelami predykcyjnymi
w celu identyfikacji nowych zwigzkow o pozadanej aktywnosci biologicznej. Podejécia
generatywne mozna postrzega¢ jako rozwinigcie koncepcji projektowania de novo
i potencjalne narzgdzia wspomagajace identyfikacje nowych kandydatow na leki
[86,87].

Na zakonczenie nalezy wspomnie¢ o metodach chemii obliczeniowej opartych
na metodach mechaniki molekularnej i kwantowej ktére umozliwiaja tworzenie
zarowno modeli statycznych, jak i dynamicznych badanych uktadéw. Mechanika
molekularna jest metoda niekwantowa [88]. Najczesciej wykorzystywana jest do
optymalizacji geometrii oraz przeszukan konformacyjnych w matych i duzych
czasteczkach. Pola silowe wykorzystywane w mechanice molekularnej stanowia
fundament klasycznej dynamiki molekularnej [89]. Metody obliczeniowe oparte na
mechanice kwantowej pozwalaja na opis parametrow geometrycznych, struktury
elektronowej, jak rowniez innych  wlasciwosci  fizykochemicznych, np.
spektroskopowych. Warto rowniez zwroci¢ uwage na metody hybrydowe, ktore tacza
w sobie elementy mechaniki kwantowej 1 klasycznej (ang. quantum
mechanics/molecular mechanics, OM/MM), a ktore najczgsciej sa stosowane do opisu
uktadéw gosé-gospodarz w sytuacji, gdzie chcemy np. dokladniej opisaé¢ oddziatywania
pomig¢dzy ligandem a miejscem wigzacym [90].
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3. Bicykliczne pochodne pirolu jako przyklad synergii badan
eksperymentalnych i modelowania molekularnego

Bicykliczne uktady heterocykliczne stanowia jedng z waznych klas zwiazkow
wykorzystywanych we wspolczesnej chemii medycznej. Dzigki zréznicowanej budowie

przestrzennej, mozliwosci  zréznicowanej funkcjonalizacji oraz  korzystnym

wlasciwo$ciom  fizykochemicznym, sa cennym  szkieletem molekularnym
w racjonalnym projektowaniu nowych substancji biologicznie czynnych. Wsrdéd nich
szczegblne miejsce zajmuja bicykliczne pochodne pirolu, dla ktérych opisano szerokie
spektrum aktywnosci farmakologicznej, obejmujace migdzy innymi dziatanie
przeciwzapalne, przeciwbdlowe, przeciwnowotworowe, przeciwdrobnoustrojowe oraz
neuroprotekcyjne [91]. Rozwdj tej grupy zwigzkow dobrze odzwierciedla wspotczesne
podejscie badan

Racjonalne

w poszukiwaniu nowych lekéw, oparte na integracji

eksperymentalnych z metodami modelowania  molekularnego.
projektowanie nowych struktur obejmuje nie tylko syntez¢ i ocen¢ aktywnos$ci
biologicznej, lecz réwniez wykorzystanie metod in silico do analizy zaleznosci
struktura—aktywnos$¢ (ang. Structure—Activity Relationship, SAR), przewidywania
sposobu wigzania z celem molekularnym oraz wspomagania optymalizacji wlasciwosci

projektowanych czasteczek, co schematycznie przedstawiono na Rysunku 4.

Eta Badania Modelowanie Synergistyczny
P eksperymentalne molekularne efekt
Synteza - synteza zwiazkéw - obliczenia DFT Eoct;:erdzeme
1 || iidentyfikacja  |—3| - analiza strukturalina (IR, |—s| - analiza wiasciwosci i‘j'akﬁi struktury
il t | h
struktury NMR, MS, krystalografia) strukturalnyc Zwiazkow
« badania in vifro/in vivo * dokowanie Wiivpowanie
2 Badania « oddzialywania z biatkami + analiza oddzialywan k:ﬂyp h
biologiczne osocza i blonami + dynamika axtywnye
. ) Zwigzkow
komaorkowymi molekularna
) * wirtualny skrining
. |
3 analiza SAR —3| - predykcja ADMET Racjonalna
Optymalizacja || = kluczowe fragmenty o
+ projektowanie optymalizacja
strukturalne
nowych pochodnych

Rysunek 4. Protokol postgpowania w racjonalnym projektowaniu zwiazkow o potencjalnej aktywnosci
farmakologicznej i korzystnych wiasciwos$ciach farmakokinetycznych.

Figure 4. Protocol for the rational design of compounds with potential pharmacological activity and favorable
pharmacokinetic properties.

Takie zintegrowane podej$cie moze zwigkszaé efektywno$¢ identyfikacji nowych
kandydatow na leki i ograniczaé liczbg zwigzkéw wymagajacych syntezy oraz badan
eksperymentalnych [3,4,18,21]. Przyktadem takiego podejscia sa badania prowadzone
na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we



1438 N. MIKLUSZKA, A. REDZICKA, A. JEZIERSKA

Wroctawiu, ktorych celem bylo zaprojektowanie i otrzymanie nowych bicyklicznych
pochodnych pirolu o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym. Zsyntetyzowane
pochodne pirolo[3,4-c]pirolu posiadaty fragment 4-
arylopiperazynowy/metylosulfonylopiperazynowy spiety z ukladem glownym
mostkiem metylenowym [67]. Wzoér ogélny oraz kolejne etapy ich charakterystyki
i optymalizacji przedstawiono na Rysunku 5 [67,92-94].

Panel A Pierwsza seria bicyklicznych pochodnych pirolu

Pogtebiona charakterystyka

Badaniabiologiczne wybranych pochodnych Analiza SAR
« hamowanie COX-1/ COX-2 | | , namowanie 15- LOX - zaleznos¢ struktura- aktywnosc
+ ocena cytotoksycznosci - whasciwosci przeciwutleniajace (ROS) * kluczowe fragmenty strukturalne

= oddzialywanie z modelami bfon
= oddzialywanie z biatkami osocza
(HSA, AGP)

\ 2
R
R'= n-butyl, fenyl, 3-chlorofenyl
R? =fenyl, 2-flucrofenyl, 2 4-diflucrofenyl, 2-
metoksyfenyl, 2-etoksyfenyl, metylosulfonyl

]
Racjonalna modyfikacja struktury
+» wprowadzenie facznika oksoetylowego
+ zachowanie pierscienia 2-fluorofenylowego
[2
Panel B Zoptymalizowana bicykliczna pochodna pirolu

Badaniaw modelu Badaniastrukturalne

Wyniki biologiczne T i modelowanie
molekularme
Parowane COX Ioox2 zmniejszenie poziomu ROS
;:;g;fezrenqa hamowania ° mode{ Tczgag+ H,0, - rentgenografia strukturalna
ocer s « efekt cytoprotekcyjm - dokowanie molekularne
ocena cytotoksycznosci 2 i - analizy struktury elektronowej

= dynamika molekularna

Rysunek 5. Etapy projektowania i optymalizacji bicyklicznych pochodnych pirolu. (Panel A) Pierwsza seria
bicyklicznych pochodnych pirolu, zakres badan biologicznych i analiza SAR. (Panel B) Zoptymalizowana
bicykliczna pochodna pirolu oraz zakres jej badan biologicznych, strukturalnych i molekularnych.

Figure 5. Design and optimization of bicyclic pyrrole derivatives. (Panel A) The first series of bicyclic
pyrrole derivatives, the scope of biological studies, and SAR analysis. (Panel B) An optimized bicyclic
pyrrole derivative and the scope of its biological, structural, and molecular studies.

Budowg chemiczng otrzymanych zwigzkéw potwierdzono z wykorzystaniem metod
fizykochemicznych, takich jak spektroskopia NMR i IR oraz rentgenografia strukturalna
[67,92]. Potencjalng aktywno$¢ farmakologiczng otrzymanych zwigzkéw oceniano in
vitro na podstawie ich zdolno$ci do hamowania COX-1 i COX-2, wyznaczajac wartosci
IC,, dla obu enzyméw. Badane pochodne wykazywaly zréznicowana aktywno$¢
hamujaca wobec COX-1 i COX-2. Wartosci IC,, wobec COX-2 miescity si¢ w zakresie
42,5 — 53,9 uM, podczas gdy dla referencyjnego meloksykamu wynosity 57,3 pM. Dla
zwigzkow, dla ktérych mozliwe byto wyznaczenie wspoétczynnika selektywnosci COX-
2/COX-1, jego wartosci wynosity 0,24 — 0,49, w poréwnaniu z 0,67 dla meloksykamu
[67]. Wyniki te, wraz z analizg zalezno$ci struktura—aktywno$¢, stanowity podstawe do
wytypowania wybranych pochodnych (sze$¢ najaktywniejszych struktur) do
pogltebionej charakterystyki [93]. Zakres badan rozszerzono o ocen¢ zdolnosci do
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hamowania  15-lipooksygenazy (15-LOX), wlasciwosci przeciwutleniajacych,
oddzialywan z modelami bton komoérkowych i biatkami osocza (HSA, AGP), a takze
przewidywanie wybranych wlasciwosci farmakokinetycznych z wykorzystaniem metod
in silico [93]. Uzyskane wyniki poszerzyly charakterystyke biologiczng badanych
pochodnych oraz dostarczyly dodatkowych informacji dotyczacych zalezno$ci
struktura—aktywnos¢, przydatnych w dalszej optymalizacji ich struktury. W obrebie
analizowanych czasteczek serii pierwszej zwrdcono réwniez uwage¢ na znaczenie
podstawnika w pozycji 5 uktadu pirolo[3,4-c]pirolowego. Pochodne zawierajace w tej
pozycji podstawnik n-butylowy lub m-chlorofenylowy wykazywatly wigksza aktywnos¢
niz ich strukturalne analogi posiadajgce w tym potozeniu niepodstawiony pierscien
fenylowy [67]. Obserwacja ta stanowita jedng z przestanek do zachowania podstawnika
n-butylowego w strukturze projektowanej pochodnej (panel B). Dalsza optymalizacja
struktury uwzgledniala rowniez wyniki wczesniejszych badan in vivo pochodnych
pirolo[3,4-c]pirolu z facznikiem etylenowym. Wsrod analizowanych pochodnych
arylopiperazynowych najwicksza aktywnos$¢ przeciwbdlowa w tescie wicia u myszy
wykazywal zwigzek zawierajacy fragment o-fluorofenylopiperazynowy, dla ktorego
warto$¢ EDso wynosita 9,35 mg/kg, podczas gdy dla referencyjnego kwasu
acetylosalicylowego wynosita 39,15 mg/kg [94]. Wyniki te stanowily przestanke do
uwzglednienia  fragmentu  2-fluorofenylopiperazynowego  podczas  dalszego
projektowania. Badania biologiczne pierwszej serii (Panel A) uzupetniono analizami in
silico, obejmujacymi dokowanie molekularne, ktoérego celem byla charakterystyka
przewidywanego sposobu wigzania ligandow i ich orientacji w miejscu aktywnym
cyklooksygenaz. Struktury enzymoéw wykorzystane w badaniach pobrano z bazy danych
PDB. Dokowanie molekularne wykonano do struktur COX-1 i COX-2 oznaczonych
jako 1EQG [95] oraz 4M11 [75]. Wyniki wskazaty, ze analizowane czasteczki zajmuja
kieszen  hydrofobowa otoczong polarnymi i  hydrofobowymi  resztami
aminokwasowymi, a przewidywane kompleksy biatko—ligand sg stabilizowane gtéwnie
przez oddzialywania hydrofobowe oraz sity van der Waalsa. Struktura krystaliczna
kompleksu COX-2 z meloksykamem (PDB: 4M11) postuzyta jako model referencyjny.
Poréwnanie przewidywanych pozycji badanych ligandéw z potozeniem meloksykamu
w strukturze krystalicznej wskazato, ze analizowane pochodne moga zajmowac¢ ten sam
obszar kieszeni wigzacej. Analizy te umozliwily charakterystyke przewidywanych
oddzialywan ligand-enzym oraz dostarczyly informacji przydatnych w interpretacji
wynikéw eksperymentalnych i dalszej analizie SAR.

Istotnym elementem dalszego etapu projektowania bylo wykorzystanie
odpowiednio dobranych zwigzkéw odniesienia, pekliacych odmienne funkcje
w prowadzonych badaniach. Meloksykam zastosowano jako lek referencyjny
w badaniach farmakologicznych, umozliwiajacy poréwnanie aktywnosci hamujacej
badanych pochodnych wobec COX-1 i COX-2. Tiaramid wykorzystano natomiast jako
strukturalny punkt odniesienia podczas projektowania nowych pochodnych, ze wzgledu
na obecnos$¢ w jego czasteczce istotnych elementéw budowy oraz udokumentowang
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aktywnos$¢ biologiczng [96,97]. Wzory chemiczne obu zwiazkow przedstawiono na
Rysunku 6.

Cl

e N
Meloksykam O// o H

Tiaramid OH

Rysunek 6. Wzory chemiczne meloksykamu i tiaramidu (opracowanie wtasne na podstawie [98,99]).
Figure 6. Chemical structures of meloxicam and tiaramide (own work based on [98,99]).

Szczegdlne znaczenie dla dalszej modyfikacji struktury mialy badania
Dogruer’a i wspotpracownikow [100,101], w ktorych wskazano motyw strukturalny
zwigzany z aktywnos$cig przeciwbolowa analizowanych zwigzkoéw. Charakterystycznym
elementem tego motywu jest obecno$¢ dwoch atomdéw azotu potaczonych tacznikiem
oksoetylenowym (Rysunek7). Analogiczny motyw strukturalny wystepuje réwniez
w referencyjnej czasteczce tiaramidu (Rysunek 6), co stanowito dodatkowa przestanke
do uwzglednienia tego elementu podczas projektowania nowych bicyklicznych
pochodnych pirolu. W pierwszej serii badanych pochodnych (Panel A) motyw ten byt
obecny jedynie czesciowo, ze wzgledu na brak grupy karbonylowej w taczniku.

Rysunek 7. Motyw strukturalny zaproponowany przez Dogruer’a i wspotpracownikow na podstawie analizy
zwigzkow o aktywnosci przeciwbolowej [101].

Figure 7. Structural motif proposed by Dogruer et al. based on the analysis of compounds with analgesic
activity [101].
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Polagczenie wynikéw badan eksperymentalnych pierwszej serii, analizy SAR,
modelowania molekularnego oraz przestanek wynikajacych z wezeéniejszych badan in
vivo i danych literaturowych stanowito podstawe do zaprojektowania zoptymalizowanej
bicyklicznej pochodnej pirolu przedstawionej na Rysunku 5 (Panel B) [92]. W jej
strukturze zachowano podstawnik n-butylowy w pozycji 5 ukladu pirolo[3.,4-
c]pirolowego, zastosowano fragment 2-fluorofenylopiperazynowy oraz wprowadzono
lacznik oksoetylowy zachowujac motyw strukturalny opisany przez Dogruer’a
i wspolpracownikow. Tym samym projektowana czasteczka (5-butyl-4,6-dimetylo-2-
{[4-(o-fluorofenylo)-1-piperazynylo]-2-oksoetylo} -pirolo[3,4-c]pirolo-1,3(2H,5 H)-di-
on) taczyta elementy wytypowane na podstawie wcze$niejszych badan biologicznych
i analizy SAR z przestankami wynikajacymi z badan in vivo oraz analizy struktur
zwigzkow o udokumentowanej aktywnosci farmakologiczne;.

Zoptymalizowana pochodng zsyntetyzowano metodami klasycznej syntezy
a jej
rentgenografia strukturalng [92]. W badaniach in vitro zwiazek hamowat COX-2
z wartoscig IC,,= 39,87 uM oraz COX-1 z wartoscia IC,= 98,75 puM. Dla
referencyjnego meloksykamu wartosci I1C,, wynosity odpowiednio 52,34 i 81,08 uM,

natomiast wspotczynnik selektywnosci COX-2/COX-1 wynosit 0,40 dla badanego

organicznej, struktur¢ potwierdzono metodami spektroskopowymi oraz

zwigzku 1 0,64 dla meloksykamu. Wyniki te wskazywaly na wigksza preferencje
hamowania COX-2 przez zoptymalizowana pochodng w poréwnaniu z meloksykamem
zastosowanym tescie enzymatycznym [92].

W modelu komérkowym wykorzystujacym chondrocyty TC28a2 poddane
stresowi oksydacyjnemu indukowanemu przez H,O, przy nizszych badanych
stezeniach zwiazku (10 i 50 pM) obserwowano ponadto efekt cytoprotekcyjny oraz
zmniejszenie poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) [92].

Najwazniejsze wyniki kolejnych etapow badan eksperymentalnych i obliczeniowych
oraz

ich znaczenie dla dalszej charakterystyki i optymalizacji bicyklicznych

pochodnych pirolu zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Kluczowe wyniki badan eksperymentalnych i obliczeniowych bicyklicznych pochodnych pirolu
oraz ich znaczenie dla dalszych badan

Table 1. Key experimental and computational results for bicyclic pyrrole derivatives and their significance for
further studies

Kl iki B i
Badane zwiazki uczowe wyniid . ad?f"a Znaczenie wynikow
eksperymentalne in silico
ICso COX-1= 94,3-180,7 .
50 . Wiyniki badan
uM; ICso COX-2= 42,5 - | Dokowanie  molekularne biologicznveh i analiza
53.9 uM; COX-2/COX- | do COX-l i COX2: | ARg Y tmostinily
Pierwsza seria 1= 024 - 049* | analiza przewidywanego Wtvbowanie
(Panel A) [67] Meloksykam: ICsq COX- | sposobu wigzania i yup
B ) . , . pochodnych do
1= 85,8 uM; ICso COX- | oddziatywan ligand— oalebionei
2= 573 uM; COX- | enzym posie ! .
2/COX-1= 0.67 charakterystyki
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hamowanie 15-LOX, .
P Poszerzenie
wlasciwosci :
. .. charakterystyki
przeciwutleniajace, Przewidywanie wybranych | biologicznej i analiz
Wybrane pochodne | oddziatywania z L yw wybrany & ! .y
. wlasciwosci SAR oraz wskazanie
(Panel A) [93] modelami bton . . ,
) farmakokinetycznych kierunkow dalszych
komérkowych oraz modvfikacii
biatkami osocza (HSA, str k); raan ch
AGP) e
IC5o COX-2= 39,87 uM;
IC5o COX-1= 98,75 uM;
COX-2/COX-1=  0,40. Poglebiona
Meloksykam: Obliczenia kwantowo- | charakterystyka
Zwiazek (Panel B) odpowiednio 52,34 uM; | chemiczne; dokowa?ie -zwiqzku . oraz
92] 81,08 uM; 0,64. W | molekularne; analizy | interpretacja
modelu TC28a2/H,0, | RDG/QTAIM; dynamika | molekularnych podstaw
przy nizszych badanych | molekularna BOMD obserwowanej
stezeniach obserwowano aktywnosci biologicznej
efekt cytoprotekcyjny i
zmniejszenie ROS

* Dla zwigzkow, dla ktorych mozliwe byto wyznaczenie wspotczynnika COX-2/COX-
1.

W celu poglebienia charakterystyki molekularnej zoptymalizowanej pochodnej
przeprowadzono analizy in silico, obejmujace obliczenia kwantowo-chemiczne,
dokowanie molekularne oraz symulacje metoda dynamiki molekularnej [92]. Obliczenia
kwantowo-chemiczne umozliwily analize parametrow geometrycznych i struktury
elektronowej czasteczki. Analiza struktury krystalicznej wykazata obecno$é
wewnatrzczasteczkowego oddziatywania C—H---F stabilizujacego jej konformacje.
Zastosowanie zredukowanego gradientu gestosci elektronowej (ang. Reduced Density
Gradient, RDG) [102] oraz kwantowej teorii atoméw w czasteczkach (ang. Quantum
Theory of Atoms in Molecules, QTAIM) [103] umozliwito dodatkowo charakterystyke
oddzialywan niekowalencyjnych wystgpujacych w badanym zwigzku oraz zwigzkach
referencyjnych. Dokowanie molekularne przeprowadzono z wykorzystaniem struktur
COX-1 i COX-2, a wyniki uzyskane dla zoptymalizowanej pochodnej poréwnano
z wynikami dla meloksykamu, rofekoksybu i tiaramidu [92]. Analiza przewidywanego
sposobu wiazania zoptymalizowanej pochodnej z ludzkim enzymem COX-2 (PDB:
5KIR) wskazata na udziat oddziatywan n—n, n—o, n—alkilowych, van der Waalsa oraz
stabych wiazan wodorowych. W oddzialywaniach tych uczestniczyly m.in. reszty
Phe518, Trp387, His90, Leu352, Val523, Met522, Ser353 i Arg513. Wyniki te
pozwolity na scharakteryzowanie przewidywanego sposobu wigzania badanej
pochodnej w miejscu aktywnym COX-2. W koncowym etapie analiz przeprowadzono
symulacje metoda dynamiki molekularnej Borna—Oppenheimera (BOMD) [92].
Symulacje prowadzono w temperaturze 300 K, w statej objetosci i temperaturze (NVT),
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a czas symulacji wynosit okoto 19 ps z ktérych 2 ps zostaly potraktowane jako czas
potrzebny na zrownowazenie ukladu. Analizowano rozklady parametrow geometry-
cznych wigzan wodorowych wystepujacych w badanych kompleksach. Dla kompleksu
zoptymalizowanej pochodnej z COX-2 zidentyfikowano cztery wiagzania wodorowe
z udzialem reszt Phe518, Ser353, Met522 i1 Leu352. Najczgéciej obserwowane
odlegtoéci miescily si¢ w zakresie okoto 2,2-2,5 A, a odpowiadajace im katy wynosity
okoto 130-170°. Wyniki wskazywaly na udzial slabych wigzan wodorowych
w stabilizacji potozenia badanej pochodnej w miejscu wigzagcym COX-2 [92]. Laczna
analiza wynikow eksperymentalnych i obliczeniowych umozliwita poglebiona
charakterystyke bicyklicznych pochodnych pirolu oraz wskazanie elementéw
strukturalnych 1 oddzialywan molekularnych mogacych mie¢ znaczenie dla ich
aktywnosci hamujacej wobec cyklooksygenaz. Wyniki uzyskane dla pierwszej serii
pochodnych, wraz z analiza SAR, wczes$niejszymi wynikami badan in vivo oraz
przestankami wynikajacymi z danych literaturowych, stanowity podstawe racjonalnych
modyfikacji strukturalnych. Zachowanie podstawnika n-butylowego, zastosowanie
fragmentu 2-fluorofenylopiperazynowego oraz wprowadzenie facznika
oksoetylenowego doprowadzity do otrzymania zoptymalizowanej pochodnej, ktora
w zastosowanym te§cie enzymatycznym wykazywala wigksza preferencje hamowania
COX-2 niz referencyjny meloksykam. Uzupelnienie badan eksperymentalnych
metodami in silico umozliwilo charakterystyke przewidywanego sposobu wigzania
oraz oddzialywan mogacych uczestniczy¢é w stabilizacji kompleksu z COX-2.
Przedstawione badania stanowia przyktad synergii badan eksperymentalnych
i modelowania molekularnego w racjonalnym projektowaniu i dalszej optymalizacji
nowych  bicyklicznych  pochodnych  pirolu o  potencjalnym  znaczeniu
farmakologicznym.

UWAGI KONCOWE

Synergia badan eksperymentalnych i metod modelowania molekularnego
w  poszukiwaniu zwigzkow aktywnych biologicznie stanowi obecnie jedno
z najwazniejszych podejs¢ we wspdlczesnym odkrywaniu i projektowaniu lekow.
Wspotczesna medycyna i farmacja staja przed coraz wigkszymi wyzwaniami,
zwigzanymi miedzy innymi z narastajagcg antybiotykoopornos$cia oraz wciaz
ograniczonymi mozliwosciami skutecznego leczenia wielu chorob
neurodegeneracyjnych i nowotworowych. Komputerowo wspomagane projektowanie
lekow (CADD) daje mozliwo$§¢ bardziej racjonalnego prowadzenia badan, poniewaz
dzigki wykorzystaniu modeli obliczeniowych oraz wiedzy zgromadzonej
w specjalistycznych bazach danych pozwala wytypowa¢ najbardziej obiecujace zwigzki
do dalszej syntezy i badan biologicznych. Dodatkowo umozliwia wstgpna oceng
wlasciwosci biologicznych 1 farmakokinetycznych projektowanych czasteczek na
drodze analiz in silico, jeszcze przed rozpoczeciem badan eksperymentalnych. Sama
predykcja nie jest jednak wystarczajaca i wymaga potwierdzenia w badaniach ekspery-
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mentalnych. Dlatego tez istotng rol¢ nadal odgrywaja klasyczne metody syntezy
organicznej, badania biologiczne oraz rozwigzania umozliwiajace efektywne
otrzymywanie nowych bibliotek zwigzkow, takie jak chemia kombinatoryczna. Dopiero
Wzajemne uzupelnianie si¢ metod eksperymentalnych i obliczeniowych pozwala na
racjonalne projektowanie nowych substancji biologicznie czynnych. Przedstawione
W niniejszym opracowaniu krotkie wprowadzenie do komputerowo wspomaganego
projektowania lekow oraz zaprezentowane wyniki badan nad bicyklicznymi
pochodnymi pirolu pokazuja, ze podejscie interdyscyplinarne stanowi klucz do
racjonalnego projektowania zwigzkow o oczekiwanej aktywnosci biologiczne;j.
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