3. Metody vyvoje novych lécCiv (1)

Objevy prvnich chemickych léCiv
vétSinou dilem nahody — Casto ,vedlejSi produkt” badani v rozlicnych oblastech chemie.

Medicinalni chemie

vznikla s rozvojem farmaceutického prumyslu v pribéhu 20. stoleti.

Jejim cilem je vyhledavani novych biologicky aktivnich latek.

Jedna se o interdisciplinarni obor integrujici organickou chemii, biochemii a farmakologii.

Co dnes predstavuje vyvoj nového léc€iva?

- 10 az 15 let intenzivni prace organickych chemiku, biochemikl a farmakolog
- syntézu a otestovani biologické aktivity az 10 tisic novych sloucenin

- naklady prevysujici 500 miliont USD

Dusledky:

- soustfedéni zakladniho farmaceutického vyzkumu zaméfeného na vyvoj novych typu 1éCiv
pouze do nékolika ekonomicky nejsilnéjSich farmaceutickych firem

- snaha o maximalni racionalizaci vsech aktivit spojenych s vyvoje nového IéCiva s cilem
zkratit dobu potrebnou k uvedeni na trh a snizit naklady na vyvo;.
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Metoda strukturnich variaci

Nejstarsi racionalni pristup k vyhledavani novych IéCiv, spocCivajici v modifikaci struktury latky o
znamém biologickém ucinku.

Predpoklada se, Ze za biologickou aktivitu slou¢eniny byva odpovédna pouze urcita cast jeji
struktury.

Postup:

Strukturni vzorec latky rozdéli na fragmenty, které se pak systematicky obménuiji za jiné
fragmenty nebo strukturni prvky. Cilem je zjistit, ktery z fragmentd pavodni molekuly je:

- nepostradatelny pro zachovani biologické aktivity a soucasné je i nezaménitelny za jiny
strukturni element,

- nepostradatelny, je vS8ak zaménitelny za strukturné obdobny prvek nebo fragment bez ztraty
ucinnosti,

- je postradatelny, tj. takovy, ktery nema podstatny vliv na biologickou aktivitu sledované
substance.

Soubor nepostradatenych fragmentld (nosnych, esencialnich): farmakofor

Leading structure (lead).
Nejvyznamngéjsi a typicky predstavitel urCité skupiny strukturné pribuznych IéCiv se stejnou

D4

indikaci (obvykle prvni pfipravena nebo nejpouzivangjsi latka z dané skupiny I&Civ).

me-too, me-better
Nova |éCiva se stejnym farmakoforem jako lead.
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Priklad farmakoforu:

. @) @)
_ * COOH F._6 * COOH
3 | 3
HsC™ 7N N N~ 7 N
38 | | 2 | 3
CoHs R R
kyselina nalidixova antibakterialni chemoterapeutika 3. generace

Kyselina nalidixova
antibakterialni chemoterapeutikum pouzivané zejména pfi |éCeni infekci moCovych cest;
objevena v 60. letech minulého stoleti.

Nepostradatelny (esencialni) fragment:

1,4-dihydro-1,8-naftyridinovy nebo 1,4-dihydrochinolinovy skelet s oxoskupinou v poloze 4 a
karboxylovou skupinou v poloze 3. Zmény tohoto fragmentu vedou ke ztraté antibakterialni
aktivity.

Zamenitelné fragmenty:

- Ethylova skupina v poloze 1 je sice dulezita z hlediska antibakterialni aktivity, mize vSak byt
nahrazena isosterni skupinou.

- Atom dusiku v poloze 8 Ize zaménit za skupinu —CH= bez ztraty aktivity.

Atom fluoru vazany v poloze 6 zvySuje ucinnost tohoto typu slou€enin, stejné tak jako pfitomnost
terciarni aminoskupiny v poloze 7. Tyto fragmenty jsou soucasti farmakoforu 3. generace anti-
bakterialnich chinolonu.
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Isosterni skupiny

Bioisosterie je jednou z pracovnich hypotéz vyuzivanych v metodé strukturnich variaci.
Vychazi z pfedpokladu, ze u strukturné podobnych fragmentt s podobnym rozlozenim hustoty
elektronu Ize oCekavat podobny vliv na biologickou aktivitu latky.

Priklady:
Bioisostery esterové funkce Bioisoster karboxylové funkce
0] O N O N~N
%« — %{ nebo %« W %{ p— %« [l
OR! R’ o-N OH N-N
H
Bioisostery amidu Bioisostery amidint
NH._ R._ _NH NH
fgf R = f%f T fiﬁ A
O O NH N-~g

Bioisostery thiomo€oviny

EiNH\H/NHz :HiNH\H/NHZ b EZNH\H/NH2 b %,iNerNH2
N.

CN NO, SO,NH,
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Vliv prostorového usporadani funkénich skupin v molekule na biologickou aktivitu

(priklady)
1. VIiv konstituce

HO

OH
kyselina salicylova kyselina 4-hydroxybenzoova
antipyretikum ( jako Ac - derivat) dezinficiens (estery)

protizanétlivé ucinky (jako Ac -derivat)
antiagregacni ucinky (jako Ac derivat)
keratolytikum

2. Vliv konfigurace HICOOH HICOOH
HOOC™ H H™ "COOH
kyselina (E)-butendiova (fumarova) kyselina (Z)-butendiova (maleinova)

dezinficiens iritant

vehiculum pro Fe?*

Priklady latek, jejichz aktivita je vazana na urcitou relativni konfiguraci na cyklu:

Cl Me
PR"  "NH, HoN H2NSO;
O wmé
tranylcypromin tranexamové kyselina klopamid

antidepresivum antifibrinolytikum diuretikum
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Vliv prostorového usporadani funkénich skupin v molekule na biologickou aktivitu
(priklady)

3. Vliv konfigurace — chiralita
Enantiomery se obvykle liSi biologickou aktivitou (pro€ asi???)
Eutomer - stereocisomer s vySSi biologickou aktivitou
Distomer (,,isomerni balast®) - sterecisomer s nizsi biologickou aktivitou
Eudismicky pomér — pomér biologické aktivity eutomeru a distomeru

Priklady:
a) rozdilna mira ucinku
Me Me
COOH COOH
MeO MeO
(S)-naproxen (R)-naproxen

28x u€innéjsi

Me O Me O
+ - M +N
Me3 NV\O)J\Me €3 \)\O)J\Me
Cr Cr
(S)-methacholin (R)-methacholin

250x ucinnéjsi
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Vliv prostorového usporadani funkénich skupin v molekule na biologickou aktivitu
(priklady)

3. Vliv konfigurace — chiralita
b) rozdilna kvalita ucinku

dextropropoxyfen (analgetikum) levopropoxyfen (antitusikum)

v dusledku enolizace

o o)
111 _ N, —— Nar
Moznost zmény konfigurace Hﬁ QH
o
o” N0
H

(R)-thalidomid (hypnotikum) ﬂ (S)-thalidomid

\
\
o

HOOC
B ; :

HO  ~O

(S)-N-ftalylasparagova kyselina (teratogen)
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Soucasné trendy ve vyvoji chiralnich léciv:

1. Je-li nové lé¢ivo uvadéné na trh chiralni, registraéni autority budou pozadovat, aby
byl registrovan stereoisomer s lepsim terapeutickym efektem.

U jiz dfive zaregistrovanych racematt chiralnich léc¢iv budou postupné uvadény na trh

2.
enantiomery s lepSim terapeutickym efektem (tzv. chiral switch nebo racemate-to-
single-enantiomer-switch).

Priklady: OH OH

OH OH
H
NN NN
HO t-Bu HO t-Bu
salbutamol (R)-salbutamol
levarbuterol

SPCEENE S S
Bu
Me Bu Me

bupivakain (S)-bupivakain
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Lipinského pravidlo peti:

Podle C. A. Lipinského Ize pfi peroralnim podani oCekavat pfiméfenou biodostupnost pouze u
latek, které splnuji sou€asné nasledujici kritéria:

* log P musi mit hodnotu nizsi nez 5,

* molarni hmotnost musi byt niz$i nez 500 g mol-,

« lJatka musi mit méné nez 5 donoru vodikové vazby (napi. skupiny NH, NH,, OH),
* latka musi mit méné nez 10 akceptori vodikové vazby (napfr. atomy N, O).

Pravidlo je pouze orientacni; znamena, Ze latka, ktera nesplnuje uvedena kritéria, nebude
S vysokou pravdepodobnosti vykazovat biologickou aktivitu. Naopak, i kdyz néjaka latka
uvedena kritéria splnuje, neznamena to automaticky, ze bude biologicky aktivni.
Lipinského pravidlo tak pomaha ,vymezit mantinely“ pfi optimalizaci struktury nalezeného
farmakoforu.
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Kvantitativni vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou
(Quantitative Structure-Activity Relationships — QSAR)

Historie:
Obecna formulace vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou latky
@ = f(X) D biologicka aktivita
X parametry struktury ucinné latky

Crum Brown, Frazer T.: Trans. Roy. Soc. Edinburgh 25, 151 (1868-9).

Uéinnost inhalaénich anestetik

log(1/C) = 094logP, + 0,87 C koncentrace potfebna k vyvolani
pozadovaneé miry anestet. ucinku

P, rozdélovaci koeficient anestetika
v soustavé olej — voda

Overton E.: Z. Phys. Chem. 22, 189 (1897)
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Kvantitativni vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou (QSAR)

Prvni pouzitelné QSAR zhruba od poloviny 60. let 20. stol.

C. Hansch

Odvaodil celou fadu modelu popisujicich vztah struktury a biologické aktivity platné pro
série strukturné podobnych latek.

Vychozi predpoklady (zjednodusené):

- biologicka aktivita latky zavisi na jejim transportu k mistu ucinku (site of action) a na
schopnosti latky vazat se k tomuto mistu

- transport latky k mistu ucinku zavisi na jeji lipofilité (— vlivy farmakokinetické)

- schopnost latky vazat se k mistu ucinku ovliviuji predevSim elektronové a sterické vlastnosti

Typicky priklad:
log(1/C) = kyn + k,m* + kyo + K,Eg + ke

o Hammettova substituentova konstanta (v pfipadé studia vlivu substituce jadra
u aromatickych sloucenin)

T substituentovy parametr lipofility; n, = log (Py/ Py),
Py rozdélovaci koeficient latky se subst. X v soust.
1-oktanol - voda
Py rozdélovaci koeficient nesubst. latky v soust.

1-oktanol — voda
Es stericka konstanta
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Kvantitativni vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou (QSAR)

Jak to funguje?

1.
2.

V sérii strukturné pfibuznych latek se pro vSechny z nich stanovi biologicka aktivita.

Do matematického modelu se dosadi prislusné znamé hodnoty charakteristik jednotlivych
Clenu série (o, m, Eg).

Provede se regresni analyza; jejim vysledkem jsou konstanty k; az ks modelu,

U takto ziskané regresni rovnice (matematického modelu vztahu mezi strukturou a
biologickou aktivitou) Ize hledat extremy, tj. optimalni hodnoty proménnych (o, ©, Eg) pro
nové (ucinnéjsi) biologicky aktivni latky.

Pravdépodobnost, Zze u nove navrzenych latek bude jejich skuteCna biologicka aktivita
odpovidat predikované, zavisi na kvalité modelu.

Modely Ize rizné modifikovat, napf.

pouzitim Taftovych konstant pro popis strukturnich obomeén v alifatické ¢asti molekuly

pouziti tzv. indikatorové proménné | (logicka proménna vyznacujici pfitomnost €i absenci)
néjakého strukturniho fenoménu v molekule (I = 1, fenomén existuje, | = 0, fenomén
neexistuje)
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Kvantitativni vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou (QSAR)

S. M. Free aJ. W. Wilson

Predpokladali, ze biologickou aktivitu jakékoliv latky odvozené substituci od zakladni matecné
struktury Ize vypocist zahrnutim pFispévku biologické aktivity jednotlivych substituentd. Tyto
substituentove prispévky povazovali za konstantni a aditivni.

log(1/C) = ZaX;, + n

a; prispévek strukturniho fragmentu X vazaného v poloze j v molekule i

u konstanta charakterizujici zakladni strukturu; byva to primérna biologicka aktivita
ve studovaném souboru latek.

X indikatorova proménna; jeji hodnota (1 resp. 0) znaci pfitomnost resp. absenci

tohoto strukturniho fragmentu.

Ani jednou z uvedenych metod (Hansch, Free a Wilson) NELZE navrhnout novy farmakofor.
Uvedené metody slouzi pouze k nalezeni vztaht mezi strukturou a biologickou aktivitou v sérii
pribuznych latek.

| to je vSak cenné — Ize racionalizovat vyhledavani nejucinnéjSich latek daného strukturniho typu.
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Toplissovo operaéni schéma (Toplisstlv strom)

- Algoritmizovana rozhodovaci pravidla odvozena na zakladé Hanschovych pfedpokladu.
- Nevyzaduiji vytvoreni matematického modelu vztahu mezi strukturou a biologickou aktivitou.
- Pri jejich aplikaci Ize rychle nalézt nejucinnéjsi derivat v sérii strukturné podobnych latek.
Priklad (pro derivatizaci aromatického jadra):

H

4-Cl(n) 4-Cl(s) 4-Cl(v)

4-OMe(n) 4-OMe(s) 4-OMe(v)  4-Me(n) 4-Me(s) 4-Me(v) 3,4-Cly(n) 3,4-Cly(s) 3,4-Cly(v)

3-Cl 3-Cl(n) 3-Ci(s) 3-Cl(v) 4-t-Bu 4-CF4 3-CFa3, 4-Cl

| | | 3-NM62 3-Me 3-CF3 2,4-C|2

4-NMey(n)  4-NMey(s) 4-NMey(v ‘ ‘
2(n) 2(5) 2(Y) 3,5-Cl 4-NO, 3-CF3, 4-NO,

4-NH,, 4-OH

v v
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»Klasické” QSAR metody (Hansch, Free a Wilson)

Vliv sterickych, hydrofobnich a elektrostatickych interakci mezi latkou a receptorem na
biologickou odezvu formou ,Cerné skrinky".

Nemohou tedy postihnout vliv vzajemného prostorového usporadani téch fragmentu latky, které
jsou odpovédné za uvedene typy interakci.

CADD Computer-Assisted Drug Design

CAMD Computer-Assisted Molecular Design (synonymum)
- PocCatky téchto metod zhruba v 80. letech 20. stoleti (rozvoj vypocetni techniky).

- Metody CADD (CAMD) dovoluji studovat interakce (prostorové) mezi receptorem
a potencialnim lé€ivem

Princip: komplementarita struktur receptoru a aktivni latky
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CADD - CAMD

Molecular docking

Je-li znama struktura receptoru (nebyva pravidlem), Ize pomoci vhodnych vypocetnich program
zjistit, zda a jak je navrzena latka schopna vazat se k danému receptoru (docking).

Vicedimenzionalni QSAR

Neni-li znama struktura receptoru (ve vétsiné pripadu), hleda se korelace mezi biologickou
aktivitou latek a jejich prostorovymi charakteristikami - vicedimenzionalni QSAR metody.

3D QSAR TGS o o

Ay
Comparative molecular field analysis (CoMFA)
- Charakterizaci 3D vlastnosti slouCenin:
silova pole (force fields) popisujici silové interakce molekuly
s okolim:
prostorova pole (structure fields)
elektrostaticka pole (electrostatic fields)
pole popisujici hydrofobni interakce (hydrophobic fields).

- Molekula se umisti do 3D sité (3D-grid).

- Pomoci referencniho atomu (probe) se studuji hodnoty poli
interakce v jednotlivych bodech sité.

ECUATION \L

Bigmy + &5 ST & br 50024 .+ w5 5008 » 5 a BT

- Provede se korela¢ni analyza. v s zrESE



3. Metody vyvoje novych léCiv (17)
3D QSAR

Comparative Molecular Similarity Index Analysis (CoMSIA)

Na rozdil od CoMFA pouziva k modelovani interakci molekuly s okolim gaussianovské
aproximace.

Umoznuje zahrnout do modelu H — vazby.
Stejné jako CoMFA pracuje s ,rigidni molekulou v rigidnim receptoru®.

4D QSAR
Umoznuje zahrnout do vypoctu jak konformacni flexibilitu molekuly, tak jeji volnou orientaci v 3D
systému (,Ctvrty rozmér®).

5D QSAR a 6D-QSAR
5D QSAR uvazuje navic flexibilitu receptoru a 6D QSAR pridava solvataci.

- K realnému prostoru se pochopitelné vztahuji pouze tfi rozméry (3D). Kazdy dalSi ,rozmér*
znamena jen dalSi sérii stupnud volnosti pfi feSeni vzajemnych interakci ligandu (potencialni
biologicky aktivni latky) s receptorem.

- | ve vicerozmérnych QSAR metodach se pracuje se soubory strukturné pfibuznych sloucenin.
Nelze tedy s jejich pomoci navrhnout novy farmakofor.



3. Metody vyvoje novych léCiv (18)

Uvedené metody predpokladaji mnoha zjednoduseni, napf.:
« za biologickou aktivitu je odpovédné podavané IéCivo, nikoliv jeho metabolit,
* bioaktivni je optimalizovana konformace,

* biologicka aktivita zavisi predevsSim na enthalpii interakce; entropicky Clen v AG je stejny pro
vSechny sloucCeniny zahrnuté do analyzy,

* kinetické (farmakokinetické) aspekty nejsou uvazovany.
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Postup pfi vytvareni vicedimenzionalniho QSAR modelu:

- vybere se série latek interagujicich poZzadovanym zplisobem se studovanym receptorem,
(training set),

- metodami MM se pro kazdy ligand z této série zjisti jeho ,prostorové naroky“
(conformational space),

- zpracovani metodami statistické analyzy dat; vysledek:
kvaziatomicky model receptoru (quasi-atomic receptor surrogate) popisujici vazebna mista
(receptor binding pocket),
matematicky model popisujici vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou v dané sérii latek

- validace modelu pomoci testovaciho souboru sloucenin (test set); v tomto souboru jsou
pochopitelné latky, které nebyly pouZzity pro vytvoreni modelu.

Priklad vysledku:

Model receptoru pro 4-hydroxyestradiol
vytvofeny pomoci 6D QSAR

(Biographics Laboratory 3R, Basel,
Switzerland)
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Chemické knihovny
Velké soubory novych slou€enin, mezi nimiz lze hledat nové potencialni biologicky aktivni latky.

Jak urychlit syntézy?
a) Metoda ,,€ajového sacku” (tea-bag method)

b) Kombinatorialni chemie
Vyuzivaji se techniky umoznujici jednou syntetickou operaci syntetizovat najednou veéetsi
mnozstvi slouCenin; obvykle se pfitom pracuje s latkami zakotvenymi na vhodném pevném
Nosici.
Biologicka aktivita pfipravenych slou¢enin (smési) zakotvenych na nosici (chemickeé
knihovny) se testuje hromadné (high-throughput screening).

Priklad:

Metoda mix and split aplikovana na syntézu knihovny 400 dipeptidd z 20 pFirodnich
aminokyselin,

Provedeni:

Merrifieldovou technikou syntézy na pevné fazi.
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Kombinatorialni chemie
syntéza knihovny 400 dipeptidi metodou mix and split

20 N-chranénych AK zakotvenych na
NOSICi

Smichani v ekvimolarnim pomeéru (mix)
vznikne tzv. 1st pool

Rozdéleni do 20 banék (split); kazda
_ obsahuje ekvimolarni smés 20 AK
......... na pevném nosici

smés 20 aminokyselin
(20x)

Obsah kazdé bariky se zkondenzuje
obvyklym zplsobem s jednou AK
(deprotekce, kondenzace, deprotekce).

20x smés 20 dipeptidd > A A 4 s : . + g0
,, \, ,, pep ,, Kazda banka nyni obsahuje 20 dipeptidu.

(celkem 400)

Gly-Gl a- Val-Gl Arg-Gl e , re -
Ch-Ala  AaAh  valAl Arg-Ala 20-nasobnym provedenim syntézy bylo
Gly-Vval Ala-Val val-Val Arg-Val , , v .

Givarg R e R Ay ziskano celkem 400 sloucenin.

Gly-His Ala-His Val-His Arg-His His-His

Tyto latky |ze podrobit hromadnému
screeningu.
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Jak dnes muze vzniknout zcela nové Iécivo?

1. ldentifikace cile (target identification)
- Formuluje se cil vyzkumu - napf. latka branici transportu cholesterolu pres stfevni sténu
inhibici pfislusného transportniho proteinu (CEPT-inhibitor).
- Syntéza chemickych knihoven + high thoughput screening — hity

2. Hit-to-lead chemistry

S vyuzitim QSAR (klasické i vicedimenzionalni) a metody strukturnich variaci se
,opracovava“ struktura hit tak, aby se ziskaly latky nejen s poZzadovanymi
farmakodynamickymi viastnostmi (napf. CEPT —inhibitor), ale i s vhodnymi
farmakokinetickymi vlastnostmi. Takto se ziskaji potencialni IéCiva (drug candidates).

Kromé uvedeného sofistikovaného pristupu se vsak uplatnuji i pfistupy mnohem
jednodussi, napr. SOSA (Selective Optimization of Side Effects)

I\I/Ie

N

9

Ph COOEt

pethidin
opioidni analgetikum

CONH,
N N*Ph
Ph N Ph
N Ph
Q COOEt
Ph COOEt Cl
difenoxylat loperamid (IMMODIUM)

antidiarrhoikum antidiarrhoikum
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Modifikace farmakokinetickych vlastnosti IéCiv

a) Modifikace lipofility 1é€iv

OH OH
?//\OH ?//\OH
H H
N N\/\/\/\ /\/\)@
HO t-Bu HO o)

salbutamol salmeterol

napr.:

Obe latky (B,-adrenergika) maji stejny farmakofor a uvolfiuji hladké svalstvo ovladajici dychaci
cesty.

Salbutamol ucinkuje okamzité po podani (napf. pfi akutnich astmatickych zachvatech)

Salmeterol (depot v lipofilnich tkanich) se pouziva jako prevence proti tzv. perzistentnimu
nocnimu astmatu.
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Modifikace farmakokinetickych vlastnosti IéCiv

b) Prolééiva
Prolécivo vznika nejCastéji navazanim pavodni ucinné latky na vhodny transportni nosic,

napr.:
O
O TR L]
NS
_N. .
S Me S/N Me
0O, 0,
ampiroxikam piroxikam
(prolécivo)
(@]
N N
HN
\
)\ > O Me ] N)\\N | N>
\/ \/\O Me 2 \/o\/\OH
valaciklovir NHz aciklovir

(prolécivo)
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Modifikace farmakokinetickych vlastnosti IéCiv

c) Kovalentni navazani lé¢iv na polymery rozpustné ve vodé
vyhodné napf. u cytostatik; vyuziti efektu EPR (Enhanced Permeation and Retention) v
nadorove tkani.

d) Cileny transport IéCiv
Vyuziti interakci antigen — protilatka.
Vyhody: potlaCeni moznosti systémové intoxikace (vyznamné zejména u cytostatik).
Zatim pouze ve stadiu vyzkumu.

e) Supramolekularni systémy a nanosystémy
Transport IéCiv pomoci liposomu a vesikl.

VyuZiti dendrimeru a fullerenti Vyuziti dendrimert a fullerenu (zatim pouze ve stadiu
vyzkumu).

dendrimer fulleren



