Kombinator(1al)ni chemie jako prostfedek vyvoje 1éCiv
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Kombinatorni chemie

* Mozna definice: syntéza chemickych sloucenin jako
souboru (knithoven) a screening téchto knihoven na
slouCeniny s pozadovanymi vlastnostmi

* Potencialné¢ rychla cesta k novym katalyzatortm,
materialim a zeyména léCivam

* Technika vyvinuta na prelomu 80. a 90. let, aby
umoznila pracovat s mnoha slou¢eninami soucasné



Techniky kombinatorni chemie

* Nastroje
— Syntéza na pevné fazi — nekteré reaktanty

zakotveneé na casticich vhodného polymeru,
po reakci lIze odstépit

— Sady reaktantu, popf. monomeru

— Pouziti linkeru — fragmentu navazanych na
KuliCky polymerni pryskyrice vhodnych pro
pripojeni reaktantu kovalentni vazbou

— Screeningove metody, predevsim HTS (high-

throughput screening; vysokokapacitni
screening)



Metody kombinatorni chemie

* Pevnym polymernim nosi¢im se zakotvenymi
reaktanty, vyvinutym puvodné k peptidoveé
syntéze, se dostalo mnohem SirSiho pouziti

* Produkty z jedne¢ reakce jsou rozdéleny a
podrobeny reakci s dalSimi reaktanty v
posloupnosti

— Spojovaci — smesovaci schéma: rozsah
knihovny roste exponencialne



Syntéza na pevné fazi

Zakotveni na polymerni pryskyfrici (polystyrenove kulicky) =
beads

Prostorové zesitovany polystyren (1-1.5% divinylbenzenu)



Syntéza na pevné fazi

PUvodné vyvinuta k pripravé polypeptidu s dlouhym fetézcem.
Fixace peptidu na polystyrenovych kulickach.

Priklad Merrifielda: 1. C-terminalni aminokyselina

& ) Om*w ol AWas m*NH

2. aminokyselina na dusiku chranéna Boc - skupinou (benzyoxykarbonylem)

Lit. R. B. Merrifield J.Am.Chem.Soc. 85 (1963) 2149.



Linkery pro syntézu na pevne fazi
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Klasicka a kombinatorni syntéza

Klasicka syntéza: Q
NH, HNJ\/ONIe
O
©)\CH3 + C|/U\/0Me . ©)\CH3
1 reaktant * 1 reaktant = 1 produkt

Kombinatorni syntéza:

0 O
T CI)I\RZ o R1\HJ\R2
Napf.: 50 reaktantu * 20 reaktantd = 1000 produktu

Pri vice stupnich napf.: 50 * 20 * 20 = 20 000 produktu



[lustrace rozdilu mezi klasickou organickou syntézou a kombinatorni chemii

Klasicka syntéza

A @-C—>

Metoda kombinatorni chemie

Al O] |H 2
1L - v
A -




Ptiklad miniaturni kombinatorni knthovny

Skelet “R”- Priklady
substituenty

R1=0H
R1 OCH, OH
NH, H
Cl
COOH

R2 = fenyl N¢
OH OH
R2 NHZ
R3 Br OH
K H

CN N
R3 =CF, O
Pro tuto malou knihovnu je pocet NO,
moznych ldtek OCH, O—cH,

OH
fenoxy

Z T



Kominatorni knihovna dihydropyridinu

10 syntonu H

"zasoba" 10 enaminu

o o0
rozdélit R2 M
‘_NH2 — o = O R
o

o)
O O O Ar
M R2 R3
rozdélit R3 R4 =~ O | TEA
> > Rg —>
30 frakci 3 syntony + R1 NH O
Ar-CHO (10 syntona) ‘/
O Ar O
R2
o R3 screening
| -
R1 N R4 postupné rozdeéleni
H
100 produkti ICs, (Ca2* kanal) = 14 nM

Lit: K.C. Nicolaou et al. in Handbook of Combinatorial
Chemistry, VCH Wiley (2000) pp. 659-660



Multireaktorove nadoby




Nastroje pro mikrovinnou syntézu v kombinatorni chemii




Problémy ranych knihoven
kombinatorni chemie

Mnoho latek mélo nezadouci vlastnosti:
— Velikost, resp. prilis velkou M_

— Spatnou rozpustnost ve vodé a jinych
rozpoustedlech, pouzitelnych pro testovani

— Nevhodné funkcni skupiny (reaktivni,
zpusobuijici toxicitu - ,toxikofory“)



Problémy souvisejci s technikou kombinatorni
chemie

Ran¢ knihovny byly Casto zalozeny na jedinem
zakladnim skeletu (scaffold)

K dispozici byl jen omezeny pocet skeleti

Jednotlive slouCeniny v knihovné byly strukturné
podobne¢

Latky mély sklon k achiralit€ ¢1 racemizaci

Pocate¢ni diiraz na tvorbu smeési velkého poctu
slou€enin uz dnes neni aktualni



,oplit-and-pool strategy”

~

Vyjdeme-li z jednoho
zakladniho skeletu,
pomoci rozdeleni
reakCni smési (splitting)
muzeme v kazdém
novem poolu obmeénovat
substitucni predlohu

Mozné technicke reseni
oddéleni: magnetické
kulicky



Metody screeningu na aktivni slou¢eniny

multistage) screening

Vicefazovy (

First Stage Screen
Test for only one or
two properties.

Second Stage Screen

Test for other key properties.

Rapidly Identified Materials
Samples with desired properties.
Most promising materials are

used in pilot scale experiments.

l— Candidates for Scaleup

U

1-2 samples
per month



VysokouCinny screening (High-throughput Screening - HTS)

Proces stanoveni aktivity velkého poctu latek viici riznym biologickym ciltim.
Za den muze byt analyzovano az 100 000 latek.

Roboticka zatizeni obvykle pfipravuji a analyzuji mnoho desti¢ek se sadami
vzorkill soucasné.




Pred HTS je vhodné proveést predvyber, popr. latky zaradit do ,,fyzické knihovny*
- repositoria (pfiklad z Ustavu vyzkumu genomu Univerzity v Cincinnatti)

Nejde o pouhou hru s Cisly —
predvybér podstatné zvysSuje ucinnost
HTS

Vybér je zalozen na ,lékovitych®
(drug-like) vlastnostech a ma
maximalizovat strukturni rozriiznénost
(rdznorodost, diverzitu slou€enin v 6-

rozmérném ,lékovém prostoru®

Jako zdroje je uzivana nabidka
externich dodavatelu stejné jako

vlastni kombinatorni syntéza
~250 000 latek na vystupu

Software podstatné zvysil ucinnost

identifikace vzorovych struktur.

26 databazi Databaze
>4 milliony struktur dodavateli

Y
Y
Y
Y
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Odstranéni duplikata

v‘\

Filtr M_ y

Filtr rozpustnosti

/—\/’
Ve

Odstranéni latek reaktivnich,
s neobvyklymi skupinami & toxikofory
(80 substruktur)

Lipinského pravidlo péti

> 5 donoru H-vazeb ——
M_> 500 “Vy¢isténa”
clog P>5 databaze

ZN+0>10
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Lipinskéeho “pravidlo péti

Mr < 500
# Akceptoru H-vazeb <10 } farmakoforove
# Donoru H-vazeb <5

-2 < CLog P <5 (nebo MLOGP <4,15).

# Rotace schopnych vazeb < 5 - molekularni
flexibilita

,LEKOVITE“ (DRUG-LIKE) CHOVANI

1: C. Lipinski et al, Adv. Drug. Del. Rev, 23, 3-25 (1997)



Clog P: log P odhadnuty vypoctem dle Hansche a Lea

i j
logP=) a,f+2.b,f,

f. je fragmentova konstanta, fj je korekcni faktor a a a bj je odpovidajici pocet vyskytl daného
parametru.

Hansch C., Leo A.: Substituent constants for chemistry and biology. Wiley, New York, 1979

Mlog P: log P odhadnuty rovnici dle Moriguchiho a spol., odvozenou na zakladé analyzy vlivu
fady ze struktury odvozenych parametrl na log P sady 1230 organickych slou¢enin

*analyzou za uziti multilinearni regrese byl sestaven model zahrnujici ,pouhych® 13 parametru
(deskriptort):

log P = 1,244(CX)°¢ — 1,017(NO)°® + 0,406PRX — 0,145(UB)°8 + 0,511HB + 0,268POL —
2,215AMP + 0,912ALK — 0,392RNG — 3,684QN + 0,474NO2 + 1,582NCS + 0,773BLM — 1,041

n=1230,r=0,952,s=0,411, F = 900,4,

kde

CX ... vazeny soucet poctd atomu uhliku a halogena s vahami: C: 1,0; F: 0,5; CI: 1,0; Br: 1,5; I:
2,0



NO... celkovy pocet atomtl dusiku a kysliku

PRX... efekt proximity N/O: X-Y: 2,0; X-A-Y: 1,0 (X,Y: N/O, A: C,S nebo P) s korekci (-1) pro
karboxamid/sulfonamid

UB... celkovy poCet nasobnych vazeb krome NO,

HB... ,neprava“ (indikatorova) proménna pro pritomnost intramolekularni vodikové vazby
jako napfi. mezi ortho-OH a -CO-R, -OH a -NH,, -NH_ a -COOH, nebo 8-OH/-NH, na
chinolinech, 5 nebo 8-OH/-NH, na chinoxalinech aj.

POL... pocCet aromatickych polarnich substituenttl (aromaticke substituenty kromé Ar-CX - a

Ar-C=C<; X: C nebo H)

AMP... amfotericita: a-aminokyselina: 1,0; aminobenzoova kys.: 0,5; pyridinkarboxylova kys.:

0,5

ALK... ,neprava“ (indikatorova) proménna pro alkan, alken, cykloalkan nebo cykloalken
(uhlovodiky s 0 nebo 1 dvojnou vazbou)

RNG... ,neprava” (indikatorova) proménna pro pfitomnost cyklické struktury jiné nez
benzenoveé jadro a s nim kondenzované kruhy (aromatické, heteroaromaticke a

jakekoliv uhlovodikové cykly)

QN... kvarterni dusik: >N*< 1,0; N-oxid 0,5

NO.,... pocet nitroskupin

NCS... isothiokyanatova skupina (-N=C=S) 1,0; thiokyanatova (-S-C=N) 0,5

BLM... ,neprava” (indikatorova) proménna pro pfitomnost 3-laktamu

Moriguchi et. al.: Simple method for calculating octanol/water partition coefficient. Chem. Pharm. Bull. 40,
127-130 (1992)



Dalsi moznosti ,,C1Sténi** databaze latek: ,,halogenovy
filtre

I Ribapharm Concern
Cl, Br, | povazovany za tzv. tezké halogeny
Ponechat latky obsahujici nejvyse 2 atomy
tézkych halogenu a zadny fluor
Ponechat latky obsahujici 1 tezky halogen a
nejvyse 3 atomy fluoru
3F atomy = 1 tezky halogen (-CF, skupiny)



Fyzické skladovani knihoven kombinatorni chemie
Priklad z Ustavu vyzkumu genomu Univerzity v Cincinnatti

,.Stohovaci‘ sklad nativnich slou¢enin

*  Kapacita = 200 000 lahvicek

* Momentalné = 207 000 lahviCek

+ Je-li tfeba, skladovany v mrazicich boxech
Solar (Solution Archive) — archiv roztokl — roztoky v DMSO

* Kapacita = 1,8 milionu zkumavek, 10 000 plat po 96
jamkach, 13 600 plat po 384 jamkach

. Momentalné = 338 000 sloucenin v 383 400
zkumavkach a 1862 jamkach

meélkych jamkach

Celkova skladovaci plocha ~3500 sq. ft. ~ 325 m?
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Vysokokapacitni screening (HTS)

Analyzator plat + zobrazovaci systém Opera + ultraHTS systém
Evotec-Technologies/Perkin-Elmer

Az 100 000 vzorkt/24 hodin



HTS: co se vlastné vyhodnocuje?

Fluorescencni méFeni na celych burikach
Opera Imaging Reader Zivotaschopnost buriky, diferenciace
buniky, proliferace buriky, cytotoxicita,
apoptdza, prenasecové systémy

Stanoveni prenosu signalu v bunce
Tok Ca**, second messengers, iontové kanaly,
membranovy potencial

Stanoveni exprese genl
Analyzy membranovych receptor
Vazba ligandd, aktivace, desezibilizace,
translokace a endocytosa receptord, nabor
signalnich molekul

Stanoveni translokace
Zmeény distribuce cilové molekuly

Morfologicka stanoveni

>50 000 mnohobarevnych datovych

o .
bodu/24 hodin Rast neuritll, diferenciace bunék, adheze a
Sireni bunék



Mozna strategie pro pouziti HTS screeningu

Provést HTS
Rozhodnout, které latky jsou ,,aktivni a ktere ,,neaktivni®.
RozcClenit aktivni latky a zatadit je do sérii (fad).

Zobrazit zony aktivnich slou€enin, tyto latky zobrazit jako strukturni
vzorce, a oznacCit zajimave serie.

Identifikovat spolecny zakladni skelet kazde série.

Pouzit hledisko podobnosti (similarity) nebo substrukturni vyhledavani k
nalezeni ,,neaktivnich latek, které¢ souviseji s témito sériemi (jsou jejich
soucasti).

Pouzit SAR (popf. QSAR) techniky k objeveni rozdili mezi aktivnimi a
neaktivnimi slouceninami v sérii. (Oproti piivodnimu rozdéleni na
,,aktivni* a ,,neaktivni* miZe nastat posun.)



Nastroj pro HTS — Tripos SAR Navigator

I 8

Compound A-73020 has 3 members

666 outof 666 compounds visible,2 selected
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Nastroj pro HTS - BioReason ClassPharmer

Rozclenuje (,klastruje®) aktivni latky do skupin predstavujicich série.
Pokousi se najit spolecny zdkladni skelet za pouziti MCS algoritmu.
Vraci ,,inaktivni* sloueniny zpét do sérii.

Ukazuje série jako fadky v ,,tabulkové® podobé

Poskytuje dalsi statisticke idaje tykajici se sérii, napf. distribuci aktivity.


http://www.bioreason.com/

BioReason Classpharmer

\\. DrugPharmer -- HIY500_EC50_14Dec0D

File Edit Classes Compounds Help

Class Viewl R-Tahble | Compound Viewl

FPrigritized { ead Classes

Clags ID |Class Mame | scaffold actives | Median Activity | Actives 5D | Max Activity | Filtered j
Ld
B Class BA 7 7.20 0.76 7.20 100
|q-J --
a Class 5 17 .20 0.3z 7.20 95
= r.b ~
25  Class 25 n>"‘f—{r§}> 5 720 0.00 7.20 20
d ]
B

2 Class 2 *@k& 33 680 0.71 7.90 120

R )
1 Class 1 ﬂ\m{ 37 B.700 0.97 9.200 507
19 Class 19 »—(@z;a B B.50 0.73 7.20 0



http://www.bioreason.com/

BioReason Classpharmer

=] Bioreason ClazzPharmer -- YiewerClazsification1 . bef

File Edit Ligt 588 Wiew ‘Window Help

Find Compound ID:I

Seanch.. |

Find Substructure:;

Seanch..

Clazzes | Enmpnundsl f—‘«ttril:uutesl

Class T Scaffold Compounds | MawActivity | AvglActivity) Dt Activity] SNl Activity)) Comments ﬂ
Clazs 1 E\N 34 r.Aan 6.51 100
Cl
&
IH
.=
)
540 9.20
Clazs 2 oH 27 a0 T.aor 100
7o
IH
MH=- h
F
] 540 9.20
Clazs 3 o, 11 £.90 623 100
0!
2 10
@
H
|
5 50 9,20 hd
\Classes: 27 | Total Classes: 49 ,-E
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Traditional Discovery v. Combi-Chem

Expensive, slow
Sequential learning
Goal: Reduce cost
Emphasizes scientific

knowledge

Sequential search
Requires years of training
Art, hand-crafting

Values experience

Bottle-neck 1s
analoguing

Flexible across compounds
Near 100% purity

Class 1

* Cheap (?), fast

* Trial & error

* Goal: Reduce time

* Emphasizes process knowledge &
skill
Parallel search
Threatens stakeholders
Brute force
Complements traditional
Bottle-neck is data processing
Applies to some compound
families
Partial purity




Fragmentova metoda ve vyvoji 1&€Civ
(n¢kdy téz ,,fragnomika*)



Cil: najit ,,diskrétni komponenty* - fragmenty relativné jednoduché struktury o nizke molekulove
hmotnosti, které se vazou na danou cilovou strukturu

*fragmenty dale poslouZi jako ,,stavebni bloky*, jez se maji dale spojovat, kombinovat a

optimalizovat za vzniku novych ,,lead compounds* (vzorovych slou¢enin), jeZ spliuji nebo

piekracuji kritéria kladena na ,,HTS (high-throughput screening) hits* - latky zachycené pfti

screeningu aktivit ,,strukturnich knihoven* vytvorenych kombinatorni chemii

*racionalni odvodnéni: mnoho cilovych struktur obsahuje diskrétni ,,podmista‘ pro vazbu ligandi,

substrata a/nebo kofaktorua

* Potencialni 1é¢iva

Fragmenty

p—

Zji8téni afinity

Cilova struktura

Enzymy, klonované receptors

aj.

> Spojeni a rozsiteni




Priimérna molekulovd hmotnost fragmentti zachycenych pii HTS screeningu a fragment

600 —

500 +——eooeee o N 3
Potencialni 1éCiva

400 1+—

300 |

»

200 +— Fragment

100 +—

Rees D.C, Congreve M, Murray C.W, Carr R .Nat. Rev. Drug Discov. 2004, 3:660



Jake pozadavky ma splnovat molekula, aby mohla byt povazovana za
fragment vhodny pro vyvoj ,,lead compound*?
(Aplikace Lipinského ,,pravidla péti®)
1. Mr ~300
2. Pocet donortl vodikovych vazeb (HBD) < 3

3. Pocet akceptorti vodikovych vazeb (HBA) <3

i/ L/ /

HN/\
HNT N ° HO” Yo
H |

Congreve, M. et al. Drug Discov.Today 2003,8, 876-877



Jakeé pozadavky ma splnovat molekula, aby mohla byt povazovana za fragment vhodny
pro vyvoj ,,lead compound*“?

*Mr ~300
*Pocet donortl vodikovych vazeb (HBD) <3
*Pocet akceptort vodikovych vazeb (HBA) < 3

Priklad fragmentu k vyvoji lead compound pro inhibitory proteinkinasy

cl
NH, [ : NHzr\ : 'NH
O NI\o o F
|/ . =
)

Fragment
IC,,= 1.3mM
0]
M, =200 Lead compound pro inhibitory proteinkinasy
HBD=2 _
HBA=3 IC,,= 65 nM

M, =456

Congreve, M. et al. Drug Discov.Today 2003,8, 876-877



Jake pozadavky ma spliiovat molekula, aby mohla byt povazovdna za fragment vhodny
pro vyvoj ,,lead compound*“?
(Aplikace Lipinského ,,pravidla péti®)

4.Clog P <3 - mira lipofility latky

5. Plocha polarniho povrchu (PSA) < 60 A? - povrch patiici polarnim atoméim; mira schopnosti

pronikat buné¢nymi membranami

Ptiklad fragmentu k vyvoji lead compound pro 1nh1b1tory proteinkinasy
|

NH,
NSO Nl
| =
Fragment
IC,,= 1.3mM
O
Clog P =1.92 Lead compound pro inhibitory proteinkinasy
PSA =48.14 Clog P =3.07
PSA =77.6

Congreve, M. et al. Drug Discov.Today 2003,8, 876-877
Ertl, P. et. al. J . Med.Chem. 2000, 43,3714-3717



Ncktere béznéjsi fragmenty prevzaté z 1€Civ

Sytémy kruhti prevzaté z 1¢Civ~ Heterocyklické systémy Postranni fetézce

H /[ NW i—#—NHZ
o0 o N
/NW )(])\
| _OH
N NH @;/N h N

\__/
H
—N N™ I| N] NH
O S \
AT ~ N % oH

oWt G

Hartshorn, M.J., Murray, C.W.et.al. J. Med. Chem. 2005, 48, 403-413



Jak provést ,,rychle a jednoduse® zjiSténi afinity ligandu k cilové struktute?
a) Ko-krystalizace fragmentu jako ligandu s receptorem/enzymem a urceni struktury

konplexu rtg. difrakci

Ptiklad konkrétniho vyvojového procesu s vyuzitim fragmentove metody
Validated Lead

Hits
s
Bioassay
4}
. 1 Knowledge
Structural screening
51 X-Ray R
VZa ﬁ N
~ 300 ~300
VS hits ~500 drug targeted
f fragments fragments

Virtual screen N

f Design/synthesise

~1,000,000 Targeted fragment set

fragments

Structural knowledge of target/family




Jak provést ,,rychle a jednoduSe* zjiSténi afinity ligandu k cilové strukture?
b) Metody vyuzivajici NMR
Metoda SHAPES fy Vertex vyuziva rozsiteni linii standardniho 1D spektra a
prenesencho 2D nuklearniho Overhauserova efektu (tNOE) k vybéru

rozpustnych sloucenin nizké M _(fragmenti), jez interaguji s potencialni cilovou

strukturou
*nutna mén¢ pocetna ,.knihovna“ (~200) dostatecné rozdilnych struktur
*cilova struktura musi byt rovnéz rozpustna, ma-Ili se pouzit klasicka NMR

spektroskopie



HaN R
"H-NMR spektrum volného ligandu (1) — dole a
spektrum stejné latky v pritomnosti inosin-5"-

monofosfatdehydrogenasy (protein o M _cca 224 fl F\N ;f \

000; klicovy enzym pro syntézu guaninového \ wdj\“/

nukleotidu de novo) W"JI e -
*vyznamn¢ rozsiteni linie spektra indikuje vazbu
malé molekuly na protein (Sifka signalu v poloviné
vysky u signalu nejvice vlevo vzrostla z 3 na 30

Hz)

__JL__ﬂJL_JL J\u \

T T T T T T T T [ 1 | .
82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 6.2
Ppm




Popis rovnovahy protein (enzym) — ligand v NMR — disociacnich experimentech

kvznik
E4+ L —/— EL
: K yanik
E ... protein (enzym)
L ... ligand
EL ... komplex

k . ... rychlostni konstanta vzniku komplexu

vzn

.. rychlostni konstanta zaniku komplexu

zanik °

I<D - kVzn /

ik
ek . limitovana rychlosti difuze, odhadovana na 10 mol.l"\.s™!

k . . ... disocia¢ni konstanta komplexu

eligandy, vézici se ,,pevn¢” (K ~10° mol.I'"; k , . ~10"'s”") podléhaji ,pomalé vymene® v
horizontu relaxa¢nich ¢ast v NMR; ligandy, vazici se ,velmi slabé” (k
,rychlé vymené”“

P ... parametr, jehoz zmeény jsou pozorovany NMR (napf. poloSirka signalu LW
P .. -.- aktualni velikost pozorovaného parametru

P. ... velikost parametru patfici volné formé

free

P....q --- velikost parametru patfici vazané forme
ound

P,...4J€ funkci koncentraci [E] proteinu a [L] ligandu, poméru téchto koncentraci a
disociacni konstanty komplexu K|

>103%s") podléhaji

zanik

1/2)



Lze napsat
Pos = (1 = PP + Pu(Pooina)s
kde p, je frakce (podil) ligandu ve vazaném stavu
*ligandy podléhajici velmi pomalé vyméné zustavaji navazané v prubéhu celého procesu
excitace a relaxace magnetického spinu = p ~1=P_ ~P, = mala molekula nese

NMR charakteristiky celého komplexu ligand — protein
*ligandy podléhajici velmi rychlé vymeéne staci protein opustit do uplynuti relaxacniho
Casu az nekoliktisickrat = p.~ 0 = P___~ P__ = signaly maji parametry blizké volnemu

ligandu
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"H-NMR spektrum dvojice ligandi — nikotinova a 2-fenoxybenzoova kys.

*nahofe — spektra smési samotnych kyselin
*dole — stejnd smeés v pritomnosti p38 kinasy, proteinu o Mr cca 40 000.
(Signaly nikotinové kys. plnymi Sipkami, signaly benzoové¢ kys. pferuSovanymi, signal kolem 7,2

ppm je sloZen z prekryvajicich se signalu obou)



*v ptipadé, kdy je obtizné spolehlivé poznat rozsiteni linie "H-NMR spektra, 1ze pouzit napt .
tNOE (2D preneseny NOE experiment)

*NOE = nuklearni Overhausertyv efekt, jev, kdy spolu interaguji magnetick¢ momenty prostoroveé
blizkych jader jedné slouceniny nebo i riznych sloucenin (tNOE) za nasledného poklesu intenzity
NMR signall obou jader
*dvojrozmérne tNOE spektrum = tNOESY



8.0 7.5
F2 (ppm)
2D-NOESY spektrum stejné smési jako na predchozim obr.; obrysy pozitivnich krospiki jsou
zelené, negativnich svétle modre.

*vlevo: smés bez proteinu: oba ligandy maji negativni krospiky a pozitivni diagonalni pik

*vpravo: smes s proteinem: pro signaly pii nizkém poli (vlevo) patfici kys. nikotinoveé zlistavaji
krospiky v opacné fazi k diagonalnim pikim (tj. s opacnym znaménkem) = Kys. nikotinova se na
protein nevaze; pro signaly pii vysokém poli (vpravo) maji krospiky stejné znaménko jako
diagonalni piky = 2-fenoxybenzoova kys. se na protein vaze

*pik pfi 7,2 ppm obsahuje pfekryvajici se signaly obou kyselin, proto lze pfi této frekvenci
najit pozitivni i negativni pik



Spojovani fragmentli se spoleénym skeletem muizZe vést ke vzniku molekul s vysokou afinitou

no binding

2ZmM 7mM 1mM

200-300 pM* 200 pM

*disocia¢ni konstanty pro p38 byly ziskany NMR difuznim méfenim pomoci rozSifovani spektralni lini
a tNOE, s vyjimkou slou¢. oznacené*, zde enzymologicky (mM = mmol.I'! apod.)




Souhrn

Pouziti designu léCiv zaloZen¢ho na fragmentech doprovazeného riznymi
zpusoby detekce miize zvysit Sanci na nalezeni novych 1&Civ.

Vyzkum ligandl zacilenych na misto u¢inku a hledani vzorové struktury na
zaklad¢ fragmentu jsou stale v podstaté na zacatku, ale jejich Sance na uspéch je
znacna.

B Je ziejme, Ze zadna technika neni sama o sobé& dostacujici, a v kombinaci s
HTS bude pravdépodobné vyznam fragmentove metody stale stoupat.
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