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1. UVOD

1.1. Volba tématu habilita¢ni prace

Tato habilitacni prace si klade za cil stru¢né predstavit vysledky mé vyzkumné prace za
poslednich 7 let, kterych jsem dosahl vramci vyvoje 1é¢iv svyuZitim pocitacovych
technologii (computer aided drug design, CADD). ProtoZe CADD techniky maji univerzalni
aplika¢ni potencidl, vyuZil jsem je pti vyzkumu pestré palety malych molekul, kterymi jsme
se v nasi pracovni skupiné zabyvali. Tim ovSem okruh vyzkumnych témat ziskal ponékud
difuzni charakter. V habilita¢ni praci bylo proto nutné ucinit kompromis a vytvorit spise
prehled aplikovanych CADD metod ve vybranych oblastech vyzkumu. Priklady pouzitych
CADD metod spojuje dohromady urcita provazanost studovanych biologickych cild, protoze
vSechny maji dilezitou roli v nervovém systému. Pro habilitacni praci jsem tedy vybral
publikace, které souvisi s vyvojem 1éCiv proti Alzheimerové nemoci (Alzheimer’s diseases,
AD) a narkolepsii. Dale jsem pridal stru¢né pojednani o vyzkumu reaktivatort cholinesteras
inhibovanych bojovymi chemickymi latkami nebo pesticidy ze skupiny organofosforovych
latek, protoZe problematika inhibice cholinesteras ma dulezity vyznam i ve farmakoterapii

AD.

Velmi vyznamna prace, diky které jsem zahajil CADD studie s vyuZzitim superpocitaci, se
tykala vyvoje modulatort toll-like receptoru 4 (TLR4). ProtoZe TLR4 receptory, a jejich
homology, maji zajimavou roli vreakci na amyloid beta (AB) jakoZto na jeden z
potencialnich biomarkerti AD, pripojil jsem toto téma do kapitoly o AD. V souladu se
soudobym poznanim o patofyziologii AD jsem zatadil do habilitacni prace i téma
hyperfosforylace tau proteini a téZ strucné pojednani o AP vazajici alkoholdehydrogenase
(ABAD). Kazdé z téchto témat je ale tak obsazné, Ze by se mohlo stat samo predmétem
letitého vyzkumu. V habilitacni praci je proto uvedeno pouze zakladni informacni pensum,
které uvadi Ctenare do propracovanéjSich publikaci pripojenych v kapitole 10 a rovnéz ho

odkazuje k dalsimu prohloubeni poznatkt v citované odborné literature.

Zcelanové téma, kterému jsme béhem poslednich 3 let vénovali znacné usili, predstavuje
vyvoj a vyzkum léc¢iv narkolepsie. Na molekularni irovni jsme se zabyvali predné hledanim
novych zakladnich struktur agonistli orexinovych receptori (OXR), které aktivuji
orexinergni nervovy systém. Toto téma je sice pro nasi pracovni skupinu pomérné nové, ale
zato je od pocatku provazené dominantni roli CADD technik. V této chvili mame jiz vysledky
prvnich in vitro testi, které vSak vedly k odhaleni jen nékolika novych antagonisti OXR.
Experimentalni in vitro data jsou nyni vyuzita ke zpétnovazebné kontrole in silico simulaci,

jejichz cilem je rozlisit antagonisty od agonisti OXR. Do habilitacni prace jsou tyto studie



zarazeny jako ukazka zlomku moznosti CADD, které lze uplatnit v moderné pojaté strategii

vyvoji 1écCiv.

Z pohledu CADD jsem zahrnul do habilitacni prace jen takové pocitacové techniky, které
bezprostiedné souvisi sprovedenym vyzkumem. Jedna se v prvni fddé o virtudlni
screening, molekuldrni docking a molekularni dynamiku s vyuZzitim vysoce paralelniho
pocitacového prostiedi. Dale jsou to varianty metod QSAR, metody umélé inteligence a
techniky hledani alosterickych aktivnich mist v receptorech. Pokud jde o biologické cile,
vybral jsem pro habilitacni praci studie zamérené na: acetylcholinesterasu (AChE),
butyrylcholinesterasu (BuChE), glykogensynthasa-kinasu 3f (GSK3f), amyloid vazajici
alkoholdehydrogenasu (ABAD), TLR4 a orexinovy receptor 2 (OXzR).

V nasledujicich kapitolach budou uvedeny zakladni informace o pouZitych CADD
metodach. Nasledné bude stru¢né pojednano o Alzheimerové nemoci, narkolepsii a
reaktivaci inhibovanych cholinesteras, v nichzZ ma vyvoj nizkomolekularnich ligandi vyse
uvedenych biologickych cilti velmi vyznamnou roli. Habilita¢ni praci uzavie komentar k
vybranym publikacim, které se vztahuji aplikaci CADD metod ve vyvoji 1é¢iv proti
Alzheimerové nemoci, narkolepsii a vyvoji reaktivatord inhibovanych cholinesteras.
Protoze nékteré klicové prace zacinaly vyvojem algoritmu pro rtizné pocitacové chemické a
biologické problematiky, uvadim zde i clanky, které byly publikovany v recenzovanych
Casopisech rady Lecture Notes in Computer Science (LNCS). Prispévky v LNCS jsou
indexované na Web of Science, avsak nemaji v soucasné dobé impakt faktor. Na tyto prace
ovSem navazaly komplexni studie, zahrnujici organickou syntézu, in vitro i in vivo testy,
které se ndm podaftilo publikovat v ¢asopisech s impakt faktorem. Clanky v LNCS uvadim
proto samostatné, protoZe je lze chapat jako vyznamné preliminarni vystupy, které byly

nasledné rozvinuty do komplexnich studii.

V habilita¢ni praci je vlozeno nékolik desitek obrazki a predikci rtznych fyzikalné
chemickych vlastnosti. Molekularni modely byly vytvoieny v programu PyMOL. Pro vypocty
sekvencni a geometrické podobnost proteint jsem vyuzil server www.rcsb.org. Fyzikalné
chemické vlastnosti pro vybrané ligandy byly vzaty zdatabaze Pubchem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) nebo vypocitany v programu MarvinSketch. Tyto

molekularni deskriptory lze chapat jako jednoduché prediktory pasivni absorpce po
peroralnim podani. V textu habilita¢ni prace dale pouzivam troji systém bibliografickych
referenci, abych podle zvyklosti na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové Univerzity
Karlovy zretelné odlisil publikace s vlastnim autorskym podilem od ostatni citované
literatury. Odkazy na vlastni autorské publikace jsou uvadény v hranatych zavorkach

tuénym modrym pismenem P a Cislici (napt. [P1]). Jiné bibliografické reference jsou

10


http://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

uvedené dle cita¢ni normy, kterou pouZiva c¢asopis Journal of Medicinal Chemistry.
Z publikaci oznacenych modrym P, kterych je celkem v habilitacni praci citovano 46, jsem
vybral ke komentari jen 20 kli¢ovych publikaci. Tyto komentované publikace jsou uvedeny

Cervenym tucnym pismenem P a Cislici (napt. [P1]).
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1.2. Hledani novych léciv, nahoda a racionalita

Kromé vyjimecné Stastnych pripadd, kdy se shodou riznych okolnosti setka klicovy
biologicky cil, zodpovédny za urcity patologicky projev, svhodnym molekuldrnim
modulatorem, ktery dokaze napravit disledky disfunkce tohoto biologického cile, je objev
nového léciva vysledkem letité namahavé prace, jejiZ finan¢ni ndklady vystupuji v priiméru
dle aktualnich ekonomickych studii vySe nez 1 miliarda americkych dolart.!
Farmakoekonomické studie také ukazuji, Ze od roku 1950 do soucasnosti rostou finan¢ni
naklady na jedno nové 1é¢ivo (resp. novou molekuldrni entitu, NME) takika matematicky
presné exponencialni fadou, pficemz rocni pocet nové objevenych 1éciv fluktuuje kolem
hodnoty 20 (Obr. 1.).2 Podle analyzy DiMasi et al. z roku 2016 soudoby vyvoj 1éCiv vSak nelze
charakterizovat néjakym standardnim metodickym paradigmatem, nybrz je nutné jej
chapat jako komplexni soucinnost riznych technologii.2 Podle aktualnich studii vyzaduje
vyvoj jednoho léc¢iva priblizné 10 - 15 let prace, b€hem které je nutné pripravit a analyzovat

zhruba 10 - 15 tisic chemickych latek (Obr. 1).
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Obr. 1. Nékteré charakteristiky soucasného procesu vyvoje léciv.t Schéma prevzato Cdstecné z

internetu, PPD, About drug development.?

Diky velmi slozité problematice interakce tzv. malych molekul s biologickymi cili
vorganismu a opravnéné tendenci minimalizovat rizika proniknuti nebezpecnych
potencidlnich 1é¢iv do klinické praxe se realizuje vyzkum vyvoj a vyvoj 1éciv jako intenzivn{
multidisciplinarni kooperace celé fady védnich oborii. Své nezastupitelné misto zde maji

chemické obory (organickd chemie, analytickd chemie, fyzikalni chemie, biochemie),

a Poc¢et NME léciv schvalenych americkou spole¢nosti Food and Drug Administration (FDA) ro¢né je zavisly na
tadé faktor. Béhem roku 2016 bylo schvaleno 22 1é¢iv, kdeZto roku 2018 dosahl tento pocet hodnoty 59. Pfesto
se ale da rici, Ze pocet objevenych 1éCiv za rok pred 60 lety je viceméné stejny jako dnes.
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biologické obory (farmakologie, molekularni biologie, chemogenomika, biotechnologie) a
rovnéZ pocitacové obory (pocitacova chemie, pocitacova biologie, bioinformatika,
chemometrie).# Ackoli se vSechny uvedené discipliny dynamicky rozvijeji v Case, nejvétsi
progresi v oblasti studia bioaktivnich latek za nékolik poslednich desetileti Ize pozorovat
predevSim v kontextu vyvoje modernich pocitacovych technologii. Podle prohlaseni
zastupcl spolecnosti Certara, ktera je predni svétovou organizaci v oblasti studia 1éciv
pomoci informacnich technologii, byl vyvoj zhruba 90 % lé¢iv schvalenych FDA (Food and
Drug Administration) za posledni 3 roky doprovazen aplikaci pocitacovych technologii.s
Podobny nazor zastava také soucasny komisar FDA Scott Gottlieb a tvrdi, Ze prakticky 100

% Zadosti o registraci NME zahrnuje vyzkum pomoci pocitacového modelovani a simulaci.6

V nékterych piipadech mohou ptivadét védce k objevu 1é¢iva nahodilé okolnosti (napft.
nahodny objev imipraminu), ale vétSinou nezbyva jina cesta, nez ziskat 1é¢ivo promyslenym
zplsobem a provést mnoho experimentl. Proces designu biologicky uc¢inné latky, ktera
splni veskera pozadovana Kkritéria na pouzitelnost v klinické praxi, ziskal b€hem posledni
let pomérné jasnou a logickou strukturu.” Raciondalni vyvoj 1é¢iv bychom mohli v tomto

idealizovaném, zjednoduSeném pojeti rozdélit do 6 symbolickych etaps:

1) objeveni biologického cile, jehoZ chemickou modulaci je moZné patologicky
biologicky proces omezit nebo zastavit,

2) nalezeni zakladni chemické struktury (tzv. hitu), ktera moduluje relevantni
biologicky cil (napt. receptor nebo enzym),

3) proces optimalizace zakladni chemické struktury na predlohovou strukturu
(tzv. hit-to-lead optimalizace, H2L),

4) komplexni farmakologicka optimalizace predlohové struktury nalécivo (tzv.
lead-to-drug optimalizace, L2D),

5) farmakologické testy in vitro a in vivo (tj. preklinické a klinické testovani),

6) proces schvalovani 1éciva pro nabyti vlastnickych prav a pouziti v klinické

praxi.

Realisticky obraz racionalniho vyvoje je velmi pracny a zahrnuje Cetné zpétnovazebné
regulacni kroky, v jejichZ ramci je nutné potencialni 1é¢ivo chemicky obmeénovat, aby bylo
mozné dosahnout optimalniho biologického ucinku jak z pohledu farmakodynamiky, tak z
farmakokinetického thlu pohledu. Kdyz bychom odhlédli od multidisciplinarni naro¢nosti
vyvoje 1é¢iv a zamérili se jen na problematiku hledani zakladni chemické struktury (tzv. hit)
a procesy spojené sjeji optimalizaci (tzv. hit-to-lead, neboli H2L optimalizace) na
predlohovou strukturu, ¢i na otazku optimalizace ptredlohové struktury (tzv. lead-to-drug

optimization, L.2D), zjiStujeme, Ze velky podil na zvySeni racionality zde maji pocitacem
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asistované metody pro navrh léciv (computer-aided drug design, CADD).? Trebaze se tyto
CADD metody nemohou zatim vzdy spolehlivé dopracovat k optimalnim chemickym
strukturam, které by bylo moZné vyuzZit jako 1é¢iv ve farmakoterapii, jejich potencial
predlozit in silico model, ktery osvétluje interakce systému ligand - receptor na molekularni

urovni, predstavuje pro vyzkum a vyvoj l1éciv klicovy element (Obr. 2).
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Obr. 2. Pozice pocitacem asistovanych metod ndvrhu léciv (CADD) v kooperacnim schématu védnich
pristupii a metod vedoucich k nalezeni léCiva. Prevzato z internetu, O' Rourke et al,, The New Age of

Drug Development.10

CADD metody v sobé ukryvaji velky potencial, kterému mohou stézi konkurovat jiné
racionalni principy uplatiiované ve vyvoji 1é¢iv.1! Moznosti a prinosy, které nabizeji CADD
metody, 1ze pravdépodobné nejvymluvnéji demonstrovat na prikladech, kde k objeveni
zakladni struktury 1é¢iv a jejich optimalizaci tyto ptistupy vyznamné prispély. V soucasné
dobé do této kategorie 1é¢iv, v ramci jejichz vyvoje sehraly CADD metody diilezitou roli,
nalezi nékolik desitek chemickych latek (napf. dorzolamid, captopril, amprenavir,
nelfinavir) (Obr. 3).1215 Hugo Kubinyi uvadi v jedné své pirehledné praci z roku 2006 celkem
83 struktur, které byly ziskany CADD metodami a daného roku byly vrazné fazi

optimalizace L2D.12 16
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dorzolamid captopril amprenavir nelfinavir

ClogP = 0.4 ClogP =0.3 ClogP = 2.9 ClogP = 5.7
MW = 324.28 g/mol MW = 217.28 g/mol MW = 505.63 g/mol MW = 567.79 g/mol
HBD =2 HBD =2 HBD =3 HBD =4
HBA =7 HBA =4 HBA=8 HBA =6
TPSA = 151 A2 TPSA = 58.6 A2 TPSA = 140 A? TPSA = 127 A?

Obr. 3. Priklady Iéc¢iv, které byly ziskdny s prispénim metod CADD. Predikované fyzikdIné chemické
veli¢iny (ClogP - logaritmus vypocitaného rozdélovaciho koeficientu ldtky v systému n-oktanol/voda,
MW - moldrni hmotnost, HBD - pocet donorti vodikovych vazeb, HBA - pocet akceptorti vodikovych
vazeb, TPSA - topologickd poldrni plocha povrchu) byly vzaty z online databdze Pubchem.®

Era CADD metod a jejich tspéchi dle priizkumu odborné literatury zacala zhruba roku
1981, kdy casopis Fortune publikoval ¢lanek Next Industrial Revolution: Designing Drugs by
Computer at Merck.l? Od té doby se CADD metody zacaly intenzivné rozvijet a jejich
moznosti se rozSifovaly ruku vruce svyvojem informacnich technologii. Dle analyzy
publikaci CADD poskytlo od této doby mnoho zakladnich ¢i predlohovych struktur. Znacna

cast téchto struktur je nyni ve fazi H2L.

CADD metody se rozdéluji do dvou hlavnich skupin, pricemZ kritériem pro jejich
klasifikaci je znalost chemické struktury biologického cile.1®8 Pokud je objasnéna struktura
biologického cile (napt. pomoci rentgenostrukturni analyzy, kryoelekronové mikroskopie
¢i nukledarni magnetické rezonance, NMR), je mozné aplikovat tzv. strukturné zaloZené
metody CADD (structure-based CADD, SB CADD). SB CADD piedstavuji v podstaté
pocitacovou analogii klasického vysoko-propustného screeningu (high-throughput
screening, HTS), ktery vede knalezeni zakladni struktury cestou in vitro.1% 20 Mezi
nejvyznamnéj${ SB CADD metody naleZi predevs$im molekularni docking.2! Pokud je zndma
jen struktura biologicky aktivnich latek a jejich experimentalni biologicka aktivita, uzivaji
se v praxi tzv. ligandoveé zaloZzené CADD metody (ligand-based CADD, LB CADD). K témto LB
CADD metodam nalezi predné riizné varianty kvantitativnich studif vztah mezi strukturou
a aktivitou (quantitative structure-activity relationship, QSAR) a farmakoforova analyza

(Obr. 4).22.23
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Obr. 4. Jednoduché schéma vyjadrujici roli strukturné zaloZenych (SBDD) a ligandové zaloZenych

(LBDD) metod ve vyvoji lé¢iv (drug design, DD). Pfevzato z publikace Macalino et al.,, 2018.23

CADD metody predstavuji univerzalni nastroj, ktery lze vyuZzit ke studiu
farmakodynamickych i farmakokinetickych vlastnosti jakychkoli potencidlnich 1é¢iv.23 Ve
svétovém vyvoji a vyzkumu léc¢iv jsou CADD metody Siroce prijimany, ale nechybi rovnéz
kritické ohlasy, ktery témto pristupim nekompromisné ukazuji jejich aktualni meze.24
Kriticky faktor, ktery stoji za vét$i ¢i mensi mirou nespravnosti vysledk CADD, je
pochopitelné dan aproximacemi, které jsou zahrnuty v klicovych vypoctech. VétsSina SBDD
metod vyuZziva pro usnadnéni vypoctli molekularni mechaniku a pracuje v podstaté jen
s jednim molekularnim modelem biologického cile v aktudlnim case. Vedle nepresnosti
v urceni distribuce potencialni a kinetické energie mikrokanonického systému jsou Casto ve
vypoctech zanedbavany entropické faktory ¢i predikce statistického rozdéleni pro
makrostav. I to je ale dano potrebou zjednodusit vypocty a ziskat vysledky, které maji
alesponl statisticky uspokojivou korelaci s experimentdlnimi daty pro urcitou sadu

pozorovani. Diisledkem vSak je nizka robustnost takto zjednodusenych metod.
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CADD pristupy se zaéinaji stale vice prosazovat i ve vyvoji a vyzkumu lé¢iv v ramci Ceské
republiky. I kdyz pravdépodobné velka vétSina vyzkumnych pracovist, ktera se zabyvaji
syntézou a analyzou potencialnich 1é¢iv, vyuziva semiempirické pristupy jako je Lipinského
pravidlo péti, bioisosterické zamény substituentti ¢i Toplissovo operacni schéma, nékdy
byva k témto studiim téZ pripojen molekularni docking jakoZto aposteriorni CADD pomiicka
pro objasnéni geometrie interakci malych molekul s enzymy ¢i receptory a k interpretaci
pozorované biologické aktivity pomoci predikované Gibbsovy vazebné energie.25 Obecné se
véak CADD metody v ramci Ceské republiky aplikuji pomérné malo, a jejich popularizace si
proto zaslouZi vice pozornosti.26-28 Nicméné i v Ceské republice se béhem posledni dekady
zacaly objevovat vykonné pocitacové nastroje a infrastruktury, které podporuji CADD
metody. Vysoce paralelizované vypocCty (tzv. high-performance computing, HPC) lze
provadét napfr. na dvou ceskych superpocitacich Anselm a Salomon nebo lze téz vyuzit
rozsahlé pocitacové clustery a gridy, propojujici nékterd akademicka pracovisté (napft.
Ceské Narodni superpocitacové centrum IT4Innovations, ¢eskd Narodni gridova iniciativa
MetaCentrum). Pomoci téchto technologii je mozné realizovat simulace pomérné velkych
molekularnich systému, a prispét tak k poznani charakteru napft. interakce ligandu

s receptorem v modelu fyziologického prostredi.

Opravnéné muzeme tedy hovorit o tom, Ze moderni vyvoj a vyzkum 1é¢iv ma v dneSni
dobé tézisté v oblasti, kde se prekryvaji experimenty in silico, in vitro a in vivo. | kdyz
vSechny uvedené experimenty svou metodologii stile vylepsuji, je nutné diky sloZitosti
vyzkumu 1éc¢iv vzit v avahu, Ze in silico pristupy jsou v této skupiné nejmladsi, a nalezi jim
proto adekvatni narok na evoluéni ¢as, aby se zdokonalily. Racionalni ptistupy ve vyzkumu
1é¢iv se pokousi téZ recyklovat a inovovat zastaralé pristupy, jako je tradi¢ni HTS cileny na
zakladni struktury s bioaktivitou v fadu nM. Inovativnim smérem je aplikace fragmentové
zaloZzenych metod (napf. fragment-based lead discovery, FBLD), jejichZ cilem je nalézt
nejprve in vitro screeningem ligandovych knihoven o nékolika tisicich latek, spliiujici napft.
pravidlo tiib, nizkomolekularni bioaktivni fragmenty, a ty pak raciondlné kombinovat do
predlohové struktury s vyuzitim riiznych racionalnich ptistupti, véetné CADD. Pomoci FBLD
bylo ziskdno napft. 1é¢ivo erdafitinib, které bylo roku 2019 schvaleno FDA pro 1é¢bu
metastatické rakoviny mocového méchyte.29 Lze tedy s jistotou rici, Ze vSechny metody
vyvoje 1éCiv sami vyZaduji neustaly vyvoj, jehoz filosofie by meéla spocivat v kritickém

usudku, ¢i jak podotyka prof. Hugo Kubinyi, v zkoumani, které probihé in cerebro.30

® Jedna se o modifikaci klasického pravidla péti, podle kterého ma mit pedlohova struktura veli¢iny logP, MW,
HBD, HBA a pocet rotovatelnych vazeb nizsi nez 3, resp. nizs$i nez 300 g/mol v ptipadé MW. Toto tzv. lead-like
pravidlo ma, podobné jako Lipinského pravidlo péti, své vyjimky.
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2. POCITACEM ASISTOVANE METODY NAVRHU LECIV

PocitaCem asistované metody navrhu léciv (computer-aided drug design, CADD) jsou
zaloZené na soucinnosti mezi medicinalni chemii, pocitacovou chemii, poc¢itacovou biologii,
chemoinformatikou a informac¢nimi technologiemi.3! Z metodologického hlediska se CADD
metody déli podle slozitosti studovaného systému na ligandové a strukturné zalozené
pristupy.c Diky aplikaci pokrocilé vypocetni techniky svysokym vykonem (napf.
superpocitace nebo pocitacové clustery) a sofistikovaného softwaru je moZzné simulovat
fyzikalni i chemické interakce, ke kterym pri setkani 1éciva s biologickym systémem
dochazi32 Avsak i svyuzitim superpocitacli se vramci aplikace CADD stale vyuzivaji
rozsahlé aproximace, protoze piresné reSeni procesii v mnoha ¢asticovych, molekularnich
systémech pomoci kvantové chemickych metod zistava problematické.’® 33 V mnoha
pripadech se postupuje tak, Ze prevaznd c¢ast systému se reprezentuje na uUrovni
molekularni mechaniky a ¢ast systému, ktera zahrnuje klicové procesy zodpovédné za
vyvolani biologické odpovédi, se simuluje s vyuZitim ab initio metod ¢i metod funkcionalu
elektronové hustoty (DFT) vramci hybridnich molekularné mechanickych a kvantove
mechanickych vypocetnich metod (MM/QM).3¢ Tyto pristupy reprezentuji na soucasné

urovni technologie CADD cestu k dosaZeni nejspravnéjsich vysledka.

Farmaceutické spole¢nosti v dneSni dobé (napf. Eli Lilly) se béhem vyvoje a vyzkumu
1é¢iv pokousi kombinovat laboratorni metody screeningu (napi. HTS, FBLD) s metodami
CADD, aby jednak minimalizovaly naklady a ¢as potiebny na vyvoj nového lé¢iva, a jednak
aby objasnily mechanismus ac¢inku 1é¢iva na molekularni tirovni a definovaly vztah mezi
strukturou a aktivitou 1é¢iv (structure-activity relationship, SAR).35 Pomoci metod CADD je
mozné kupiikladu ovérit pomérné rychle vazebnou energii milionti definovanych ligandt
(skutecné existujicich ¢i novych chemickych entit, které byly navrzeny in silico) vaci
zvolenému biologickému cili, a nalézt tak nejvyhodnéjsi zakladni strukturu léc¢iva (tzv. hit),
z nizZ se optimalizaci struktury a vlastnosti miize stat skutecné 1écivo.[P1] Také je mozné
problematiku tohoto virtualniho screeningu prevést do reverzniho rezimu a ovérit moznou
interakci mezi jedinym ligandem a pocetnou databazi enzymi ¢i receptori (tzv. reverzni
virtualni screening ¢i off-target screening).3¢ Takto Ize pomoci CADD predikovat, jaké by

mohly byt pravdépodobné dilsledky podani potencidlniho 1éCiv do organismu, ktery

¢V celosvétové literatuie se bézné CADD metody, které pracuji s explicitnim modelem biologického cile, oznacuji
jako strukturné zaloZené techniky. Toto vzité oznaceni je ale pomérné zavadeéjici, protoze strukturu maji
pochopitelné i ligandy. Vice vhodnéjsi, avSak méné uzivané oznaceni, je pojmenovani receptorové zalozené
metody.
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obsahuje velmi mnoho dtlezitych biologickych cilli, jejichz funkce by méla v mnoha

pripadech ziistat v pritomnosti téchto latek neporusena.

Ve srovnani s HTS a kombinatoridlni chemii, které se zdaly byt mocnymi nastroji pii
objevovani novych 1é¢iv, maji CADD metody vyssi pravdépodobnost nalezeni nové zakladni
struktury léciva, protoze zahrnuji racionalni mechanismy, pomoci nichz lze vyradit
z testovani latky, které nemaji tzv. predlohové a l1ékové vlastnosti (tzv. lead-likeness a drug-
likeness).37 AvSak definice téchto vlastnosti je zjednodusen3, viceméné chemoinformaticky
nestrukturovana a velmi ¢asto vychazi jen z jednorozmérnych molekularnich deskriptort,
podobné jako je tomu u Lipinského pravidla péti a jeho vylepSenych variant.28 Jejich pouziti
v racionalnim designu vsak prinasi uzitek, protoze jednoduchym zptisobem napovidaji, Ze
napriklad latky obtiZné rozpustné ve vodé nemusi byt schopné transportu k biologickému
cili. Obecné lze tici, Ze smyslem modernich CADD metod je naplnit tfi symbolické cile

medicinalné chemického vyzkumu:38

1) prozkoumat velmi velkou mnozinu malych molekul (tzv. chemicky prostor) a
vybrat nejvyhodnéjsi zakladni struktury ¢i kandidaty predlohovych struktur,

jejichz skutecna biologicka aktivita se nasledné ovéri experimentalné,

2) véztproces optimalizace struktury a vlastnosti objevené zakladni ¢i predlohové
struktury (tzv. H2L, L2D) tak, aby meéla Zadouci farmakodynamické i
farmakokinetické vlastnosti, jako je absorpce, distribuce, metabolismus,

exkrece a toxicita (ADMET),

3) navrhnout nové typy léciv bud’ in silico aditivni derivatizaci (tj. zvétSovanim
molekuly pripojovanim substituentd) nebo rozkladem znamych struktur a

kombinaci fragmentt do novych chemotypt.

Aktualni stav pocitacovych technologii umoZnuje Sirokou dostupnost jak ligandové, tak
strukturné zaloZenych CADD metod pro pracovni skupiny, které se zabyvaji vyvojem lécCiv.
Preferovany jsou vsak vice strukturné zaloZené metody, nebot umoziuji hlubsi vhled do
mechanismu ucinku bioaktivnich latek, jestliZze je dostupny model biologického cile.
Ligandové zalozené metody jsou obvykle vyuzivany, kdyz je biologicky cil neznamy.

Zakladni clenéni CADD metod je uvedeno v Tabulce 1.39
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Tabulka 1. Rozdéleni CADD metod do dvou zdkladnich skupin.

CADD
SB CADD metody LB CADD metody
Molekularni docking QSAR a QSPR
Molekularné dynamické simulace QSAR se simulovanym receptorem
De novo design Ligandovy scaffold hopping
Modelovani farmakoforu Farmakoforova analyza
Homologni modelovani Filtrace ligandii
Virtualni screening Virtualni screening
Detekce vazebnych mist biologického
cile ADMET predikce

Pro aplikaci CADD metod je velmi dilezité disponovat pfesnymi vstupnimi daty, jejichz
analyzou ¢i simulaci se nasledné odvozuji chemické struktury pro syntézu a biologické
hodnoceni. Jak modely biologickych cild, tak i velké mnozstvi redlné existujicich ligandt lze
ziskat zverejné dostupnych databazi na internetu. V pripadé biologickych cili je
nevyznamnéjs$i databazi Proteinova databanka PDB (www.rcsb.org), ktera zahrnuje vice
nez 151 tisic 3D modeld riznych enzymi, receptori, DNA, RNA ¢i virt. Je obvyklé, Ze tyto
modely jsou odvozené rentgenostrukturni analyzou, NMR ¢i elektronovou mikroskopii a
Casto zahrnuji ve strukture i molekulu néjakého slibného ligandu, coZ umoznuje snadnou
lokalizaci vazebného ¢i aktivniho mista. Podobné databaze existuji i pro ligandy, z nichz
databaze ZINC zahrnuje priblizné 230 miliont ligandd, a je proto nejvyznamnéjsi databazi

urcenou pro in silico vyzkum 1éc¢iv (zinc15.docking.org).40

2.1. Strukturné zaloZené metody CADD

vvvvvv

nastrojem je molekularni docking. Ve strucnosti lze o této metodé rici, Ze aplikuje v drtivé
vétsiné pripadi principy molekuldrni mechaniky, aby pomoci vhodného algoritmu (napf.
heuristické algoritmy, evolucni algoritmy, algoritmy kolonie mravenct, aj.) nalezla takové
vzajemné geometrické usporadani mezi ligandem a receptorem ¢i enzymem, které ma

rvvs

proveden tak, Ze bud’ cely receptor ma rigidni konformaci, anebo jeho urcitd ¢ast ma
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umoznénou flexibilitu torznich Uhli. Proto hovofime o tzv. rigidnim a flexibilni

molekularnim dockingu (Obr. 5).[P2]

flexible molecular
docking

active site
with flexible
residues

docked pose

Obr. 5. Schéma principu molekuldrniho dockingu.[P2]

Vysledky molekularntho dockingu poskytuji tedy informaci o tom, jaka je
pravdépodobna topologie vazebného médu a jak silné se ligand k biologickému cili vaze.
V praxi se pouzivaji k tomuto rtizné komer¢ni ¢i open-source programy, které se vzajemné
odliSuji spravnosti vypocti (tj. implementaci rizné definované skdrovaci funkce), moznosti
zahrnout do vypoctu explicitni molekuly vody, moznosti vyuzivat multithreading, grafické
karty, matematické koprocesory, aj. (napf. AutoDock Vina, Molegro, Glide, Gold, FlexX,
FRED, atd.). Molekularni docking byva velmi Casto zarazovan do multioborovych publikaci
zaméfenych na vyvoj potencidlnich léciv, kde slouzi bud k provedeni SB virtudlniho
screeningu a objevu zakladni struktury, anebo k SAR interpretaci stanovenych biologickych
aktivit. Vedle Kklasického uspoiadani molekularniho dockingu, vkterém se vypocet
optimalizuje tak, aby pozice ligandu byla testovana jen v aktivnim misté, mizZe byt tato
metoda vyuzita k detekci potencialnich alosterickych vazebnych mist pomoci skenovani
povrchu celého receptoru vhodnym ligandem (tzv. energeticky pristup). K témto metoddm
hledani alosterickych mist je mozné vyuzit i pomérné jednoduché topochemické analyzy
(napft. aplikovanou Voronoiovu teselaci), kterd hled4a na povrchu receptoru geometricky

vyhodna usporadani atomi (tzv. geometricky pristup).[P3]

SB metody jsou zaloZené na znalosti struktury biologického cile, kterda muze byt

stanovena bud experimentalné nebo homolognim modelovanim (HM).#1 Metoda HM
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umoznuje, aby byl na zakladé znalosti primarnich struktury enzymu ¢i receptoru vytvoren
realisticky 3D molekularni model. Vyuzivaji se k tomu predevsim algoritmy, které v dané
primarni sekvenci hledaji takové useky, jejichz konformace uZ byla experimentalné
stanovend a je dostupnd v napft. proteinové databance (www.rcsb.org). Pro HM lze vyuzit

samostatné programy (napi. Modeller) nebo on-line webové servery (napt. Swiss-Model).

Dal$im krokem, ktery navazuje velmi €asto na molekuldarni docking, je molekularné
dynamicka (MD) simulace se zahrnutim vlivu teploty, ¢asu, pritomnosti vody a iont. MD
simulace jsou relativné vysoce vypocetné narocné, trebaze jsou zaloZené na molekularni
mechanice, a slouZzi k presné€jsimu ovéreni chovani studovaného molekularniho systému
v podminkach, které se priblizuji fyziologickému stavu. Nejznaméjsimi programy pro MD
simulace jsou Gromacs a Amber, z nichZ prvni je volné dostupny a vice uzivany. Dilezitymi
vysledky MD simulaci jsou piredevsim trajektorie atomi, z kterych lze odvodit, zda je napfr.
vazebny mdd ligandu stabilni nebo zda dochazi knéjakym vyznamnym zmeénam
konformace ligandu a receptoru. Je obvyklé, Ze trajektorie se reprezentuji zavislosti
primeérné mezi-atomové vzdalenosti mezi konformery ligandi ¢i reziduy (tzv. root mean
square distance, RMSD) na case. Vedle hodnoceni trajektorii atomu je velmi dudlezité, ze
pomoci MD simulaci, zahrnujicich rozpoustédlo a ionty, lze odvodit ptesnéjsi odhad
Gibbsovy vazebné energie (napft. Poisson-Boltzmannovou metodou, PBSA, nebo perturbaci

volné energie, FEP), neZ je tomu v pfipadé molekularniho dockingu.42[P4]

Mezi dalsi formy SB CADD patii farmakoforové modelovani, jehoz cilem je
charakterizovat elektronické a sterické parametry aktivniho mista biologického cile, které
musi nalézt sviij protéjSek u aktivniho ligandu.43 Farmakoforové modelovani mize vychazet
ze znalosti vazebnych médi aktivné se vazajicich ligandt (tj. takovych, které vyvolavaji
Zadanou biologickou odpovéd’), u nichZ se nasledné popisuji vodikové vazby, hydrofobni
interakce, interakce mezi naboji i m-elektrony. Farmakoforovy model jakoZto
topochemicka mapa HDB/HBA, zasaditych a bazickych funk¢nich skupin, parcialnich
nabojl, aromatickych a jinych struktur v aktivnim misté, miize potom nahradit explicitni
model celého enzymu ¢i receptoru ve vyhodnocenich interakce s ligandy. Toho lze vyuZit

zejména ve virtualnim screeningu, kde farmakoforovy model zjednoduSuje vypocty.

Nové struktury ligandi, které mohou mit nejvyhodnéjsi vlastnosti pro interakci
s biologickym cilem, Ize navrhnout de novo SB metodami.#* 45 Vychazi z bioaktivniho
ligandu, v némz se pomoci vhodného softwaru pridavaji ¢i zaménuji riizné funk¢ni skupiny
(tzv. scaffold hopping a growing ligands). Nasledné se ovéruje vazebna afinita nového
ligandu k biologickému cili pomoci molekularniho dockingu nebo molekularni dynamiky.46-

48 Nové substituenty mohou byt voleny nahodné nebo na zikladé néjaké metody umélé

22



inteligence, ktera paruje napt. vodikové vazby ligandu a chemického okoli v aktivnim misté
biologického cile. Jinym pristupem z kategorie de novo designu ligandl je spojovani
ligandovych fragmentd, které se pomérné dobie vaZou v aktivnim misté biologického cile

(tzv. linking fragments).

Nékteré programy urcené pro CADD (napf. Maestro - Schrédinger, MOE, Discovery
Studio) vyuzivaji pro de novo design pokrocilé algoritmy, které mohou napft. vyhledavat
v ligandech fragmenty zodpovédné za interakci s biologickym cilem, a ty hybridizovat do
nové molekuly. Automatizovany SB de novo design mulize postupovat tak, Ze nejprve vyhleda
v databazi nejsilnéji interagujici ligandy s biologickym cilem, pak vygeneruje jejich
elektrostatické vlastnosti a pomoci linkingovych strategii rekonstruuje novy ligand s
optimalni vazebnou energif (Obr. 6).49 Nevyhodou téchto de novo metod je vSak mozZnost, Ze
navrhnou struktury, které budou obtizné syntetizovatelné. Nicméné, nové pristupy umeélé
inteligence umoznuji zakomponovat do téchto metod i testy, které ovéri, zda je organicka

syntéza navrzené latky proveditelna.so
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Obr. 6. Ukdzka SB de novo designu nové molekuly fluorolefinu (3) v programu Cresset.51

2.2. Kritické body strukturné zaloZzenych metod CADD

Uspésnost SBDD metod je piredné zavisla na zdrojovych datech, spravnosti teoretickych
predpokladid a technické dokonalosti provedenych vypocti. Jak jiz bylo naznaceno vyse,
CADD vypocty nenalezi mezi jednoduché procesy, nybrz mezi komplikované techniky, které

vyzaduji detailni kontrolu. V nasledujici ¢asti uvadim nékolik kritickych mist, které se
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mohou stat zdrojem selhani predikce potencialnich 1é¢iv, pakliZze nejsou patri¢né v in silico

vyzkumu lé¢iv promysleny a zohlednény.

SBDD predpokladaji, Ze za patologickymi projevy nemoci stoji definovatelné biologické
cile, resp. Ze je to mnohdy jeden poskozeny protein ¢i gen, ktery podstatné reguluje
patofyziologické kaskady. Tato pracovni hypotéza musi vSak byt nejprve potvrzena
komplexnimi studiemi, zahrnujici napt. experimenty se zviraty s knock-outovanymi geny,
jestlize je tedy moZné zavést zvifeci model dané nemaoci. Je-li biologicky cil nalezen a jeho
role v patologii dané nemoci validovana, je nutné ovérit, zda je cil chemicky modulovatelny
(tj. zda ma vlastnost zvanou ligandability ¢i druggability). Drtiva vétSina biologickych cild,
které maji tuto vlastnost, nalezi mezi receptory sprazené s G-proteiny (GPCR), enzymy a
iontové kanaly. Biologickymi cili mohou byt i nukleové kyseliny. SBDD zaméfené na
modulaci DNA/RNA maji sice v CADD velmi minoritni zastoupeni, ale v principu je tu mozné
aplikovat rovnéZz metody pocitacové chemie a biologie, jako je napt. molekularni docking.52-
55 Na druhou stranu existuji paradoxné i biologické cile (napf. nékteré fosfatasy s
mechanismem ucinku ve spektru protein-proteinovych interakci), o nichZ se v soucasné

dobé mini, Ze jsou nemodulovatelné (tzv. undruggable).56-58

Nékteré inovativni pristupy v ndvrzich a optimalizacich predlohovych struktur zastavaji
praktickou filosofii, jejimz cilem je design léc¢iva s vyvazenym zZadoucim ucinkem vici vice
biologickym cilim (nap¥. multi-targed directed pristup).5® Vychodiskem této metodologie
je jednak skute€nost, Ze kazda latka se v téle setkava s velkym mnoZstvim potencialnich
biologickych cilii, které by neméla negativné ovlivnit, a jednak skutecCnost, Ze radu
onemocnéni bylo vhodnéjsi 1é¢it modulaci nékolika biologickych cilii soucasné. Tento
ptistup je zatim v CADD spiSe minoritni. Pfevladajicim schématem racionalniho vyvoje 1é¢iv

je zejména optimalizace selektivity bioaktivnich latek.60. 61

Modulovatelnost funkce biologického cile malymi molekulami je izce svazana s jeho
geometrii, pritomnosti kapes, tunelli a polarnich interakénich map na jeho povrchu. Lze
predpokladat, Ze biologicky cil je modulovatelny, kdyZ je znamé jeho aktivni misto a pokud
ma dostatecné velky a komplexni povrch. V soucasné dobé se objevuji riizné studie, které se
pokousi modulovatelnost biologickych cilG predpovédét a kvantifikovat.62 Soubézné se také
rozvijeji riizné pristupy, které se snazi nalézt v modelu biologického cile specificka, resp.
alostericka vazebnd mista. Tyto metody Ize klasifikovat na geometrické, energetické a
bioinformatické pristupy.63 64 Do problematiky modulovatelnosti biologického cile se dale
promita také fakt, Ze vétSina SBDD pristupt vyuZziva pro detekci vazebnych mist model
priameérné stabilni konformace cile, ktera byla stanovena experimentalnimi metodami. Pro

nalezeni vazebného mista je ale vhodnéjsi zkoumat vice relevantnich konformaci
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biologického cile. Populace konformaci mohou byt ziskany neklasickymi algoritmy pro
molekularni dynamiku, které dokazou piekonat mnohacetna lokalni minima na hyperplose
potencialni energie, separujici jednotlivé konformery (napf. Swarm-MD, simulace
konformacni plaveni, tepelné akcelerované MD simulace, replica exchange MD).65 66 Je téz
velmi dtlezité, pokud se za model biologického cile vezme struktura stanovena X-ray, aby
pred aplikaci tohoto modelu v SBDD byla provedena analyza populace kokrystalizovaného
ligandu, tepelného pohybu v aktivnim misté, ktery je indikovan B-faktorem, a ovéiena
konzistence sité vodikovych vazeb.6? Je-li model biologického cile vtomto ohledu
nespolehlivy, ma neuspokojivou populaci dihedralnich thli v amidickych vazbach, apod.,, je
vhodné provést in silico simulace, které konformaci proteinu ovéri, ¢i vytvorit model

biologického cile homolognimi metodami.¢8

Na predpovéd vazebné energie mezi ligandem a biologickym cilem, ktery je obvykle
proteinem, ma zasadni vliv téZ urceni protonace rezidui, zejména v aktivnim misteé. Je velmi
vypocetné narocné spravné urcit ionizaci polarnich funkénich skupin, pokud ma byt vzata
v uvahu flexibilita celého skeletu biologického cile a proximita néjakého ligandu. Lokalni
dielektrické rozlozeni v aktivnim misté miize ménit hodnotu pKs funkcnich skupin az o
nékolik jednotek.6® Diky témto jeviim se mohou teoreticky predpoklddané HBD zaménit za
HBA, ¢imZ se zasadné meéni rozeznavaci mapa biologického cile, a nasledné strukturni
pozadavky na farmakofor v ligandech. Tyto podminky proto narusuji predstavu, Ze by bylo
pro molekuldrné mechanicky zaloZeny SB virtudlni screening spolehlivé vyuZzit jednu
konformaci biologického cile se specifikovanou protonaci, nezavisle na pritomném ligandu.
Konformacndi flexibilitu biologického cile 1ze kompenzovat aplikaci tzv. indukovaného fitu
neboli flexibilniho dockingu, ale pro regulaci protonace rezidui a ligandi na urovni
modelovani molekuldrné mechanickymi metodami prozatim neni dostupny prakticky
Zadny nastroj. Cesta k reSeni této narocné problematiky by mohla vést pres vyuziti napf.

semiempirickych kvantové chemickych vypocetnich metod.”0

V neposledni Fadé je velice dilezitym faktorem pro spravny vypocet vazebné energie
komplexu ligand-biologicky cil zahrnuti molekul vody. Analyza vazebnych médu ukazuje,
ze ve zhruba 2/3 pripadii se na vazbé ligandu a biologického cile vyznamné podileji
molekuly vody.”! Je tudiz dtlezité pii SBDD vodu brat v uvahu, predevsim kdyz analyzy
experimentalni model biologickych cili sligandy, které jsou vcentru pozornosti,

indikovaly pfitomnost tzv. tésné vazané vody.

Velkou pozornost si samoziejmé zasluhuje pfiprava virtudlnich ligandovych knihoven
pro potireby SBDD. Modely ligandi je potieba ziskat v realistické geometrii a odpovidajicimi

fyzikalné chemickymi vlastnostmi, coz je diky velikosti molekul relativné snadné. Klicovou
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otazkou je, které ligandy pro SBDD metody, zejména SB virtudlni screening, vyuZit.
Ligandové knihovny se predné vyuZivaji jako mnoZina potencidlnich zakladnich struktur,
ale je moZné také testovat na zvoleném biologickém cili ligandové knihovny, které obsahuji
multipotentni latky s prokazanou schopnosti zpisobovat ve SB virtualnim screeningu tzv.
falesné pozitivni signal. Tim se da do urcité miry validovat zvolena SBDD metodika. Obecné
by bylo idealni, kdyby ligandy pro SBDD byly prefiltrované pomoci nastroji odstranujici tzv.
PAINS (pan assay interference compounds) a téz, aby nebylo nutné je v dalSich fazich
vyzkumu optimalizovat z farmakokinetického hlediska. Ligandy je moZné vybrat na zakladé
splnéni Lipinského pravidla péti, ¢i jinych semiempirickych pravidel. Lze téz zahrnout do
téchto vypoctl pouze fragmenty, které spliiuji napt. pravidlo tfi, a optimalni fragmenty

nasledné vyuZit pro de novo design zakladnich struktur.72 73

vvvvvv

pouZité vypocetni techniky. Pro charakterizaci vazebné afinity ligandt a biologickych cilt
se vyuZivaji v praxi rozmanité skérovaci funkce, které jsou aproximaci ptislusné Gibbsovy
vazebné energie. Téchto skérovacich funkci je implementovano v rtiznych programech pro
CADD cela rada.”+7¢ Skérovaci funkce mtize byt zaloZena vyuziti parametrt silovych poli na
urovni molekuldrni mechaniky, mtize zahrnovat parametry odvozené z QSAR studif
biologickych aktivit (tzv. empirické skérovaci funkce), parametry ziskané topologickou
analyzou experimentalné urcenych vazebnych madi ligand-biologicky cil (tzv. knowledge
based skérovaci funkce) anebo miize zahrnovat riizné kombinace téchto parametri (tzv.
konsensni skdrovaci funkce).”” Nejptresnéjsi urc¢eni Gibbsovy vazebné energie lze o¢ekavat
od kvantové chemickych vypocetnich pristupti, které mohou odhadnout s vyssi spravnosti
parti¢ni funkci systému a odvodit vazebnou energii mezi vazanym a nevazanym stavem.
Tyto vypocty jsou diky soucasnym technologickym pokrokiim HPC realizovatelné, ale
dostatecna vypocetni kapacita neni snadno dostupnd, aby bylo mozné provést napi. SB
virtualni screening ab initio. Jelikoz pokrocilé kvantové chemické vypocetni metody
poskytuji spravné vysledky a nepotiebuji kalibraci, prichazi jejich aplikace v uvahu, kdyz se

provadi studium jen na nékolika malo ligandech a jednom biologickém cili.

Skorovaci funkce jsou Siroce v SBDD vyuzivané a stale se zdokonaluji. Nékteré skérovaci
funkce dokazou zohlednit entropické a hydrofobni efekty, a mohly by téZ zahrnovat i
reaktivni silova pole a algoritmy pro simulaci tvorby chemickych vazeb.7881 Ve spojeni
s riznymi systematickymi, stochastickymi (tj. Monte Carlo varianty s Metropolis Kritériem)
¢i genetickymi algoritmy (napf. Lamarkovské metody) pro konformacni analyzu a
geometrickou optimalizaci umoznuji skérovaci funkce provést prakticky nejcennéjsi krok

v navrhu 1é¢iv in silico, a to je nalezeni zakladni struktury. Jakmile je zakladni struktura

26



objevena, je mozné aplikovat celou radu dalsich metod, véetné metod klasické medicinalni

chemie, a dopracovat se az k 1éCivu.
2.3. Ligandové zaloZené metody CADD

Druhou kategorii CADD metod jsou ty, které vychazi pouze ze znalosti struktury ligandt
a jejich biologickych aktivit. Fundamentalnim zastupcem téchto LB CADD metod je analyza
kvantitativnich vztahd mezi strukturou a biologickou aktivitou chemickych latek (QSAR).
Za zakladatele QSAR metod je povaZovan Corwin Hansch, ktery v 60. letech 20. stoleti vyuzil
matematickou funkci elektronickych, lipofilnich a sterickych vlastnosti bioaktivnich

molekul (1).82-85
plCspao + b + cEg + D. (D

Hanschova rovnice (1) je paradigmatickym vyjadienim skuteCnosti, Ze biologicka
aktivita chemickych latek se ridi principy linearnich vztaht pro Gibbsovu energii (linear
free-energy relationships, LFER) a lze ji charakterizovat molekularnimi deskriptory, jako je
Hammettova substituentova konstanta o, Hanschova lipofilni substituentova konstanta  a
Taftova substiuentova stericka konstanta (E;). V rovnici (1) je téZ uvedena konstanta D, jejiZ
vyznam muze byt napt. biologicka aktivita nesubstituované latky. Specifickym rysem QSAR
metod je vyuZiti metod strojového uceni, které jsou schopny urcit analyzou matice
molekularnich deskriptort matematicky vztah kbiologické aktivité (napr. koncentrace
latky zpiisobujici 50% inhibici ¢i aktivaci enzymu, ICso, ECs0) jakoZto zavislé proménné.
V pocatcich rozvoje QSAR metod, kdy jesté nebyla dostupna vykonna vypocetni technika, se
vyuzivala jen nékolikanasobna linearni regrese (multiple linear regression, MLR) k urceni
funkéniho vztahu mezi molekularnimi deskriptory a biologickou aktivitou. V dnesni dobg,
kdy molekularnich deskriptortt mize byt pomoci vhodného softwaru (napr. Dragon,
AlvaDesc) vypocitano mnoho tisic, lze aplikovat pokroc¢ilé metody rozboru
mnohorozmérnych dat, jako je analyza zakladnich komponent (principal component
analysis, PCA), projekce latentnich struktur (projection of latent structures, PLS), metoda
podplirnych vektord (support vector machine, SVM) nebo umélé neuronové sité (artificial
neural networks, ANN), aby se dal QSAR model vypocitat. QSAR metody se tedy od zakladni
Hanschovy verze, ktera se stale uziva, zacaly pres metodu Free a Wilsona dynamicky
rozvijet, vyuZzivat ¢etné molekularni deskriptory, vCetné kvantové chemickych deskriptort,
jako je superdolokalizabilita, a aplikovat pokrocilé statistické metody, ¢imz prispivaji
k vyvoji 1éc¢iv predevsim diky poskytnuti predikénich modelG pro vypocet biologické
aktivity.[P5,P6,P7,P8,P9,P10,P11,P12,P13,P14,P15]
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Chemoinformaticka problematika vypoctti molekularnich deskriptorti mize byt reSena
nejjednoduseji pomoci analyzy strukturnich vzorcli v ramci teorie grafii (napt. piitomnosti
funkénich skupin, indexy konektivity, informacni indexy), dale geometrickou analyzou
optimalizovanych 3D molekularnich modelt (napft. topologické indexy, radialni distribu¢ni
funkce, 3D autokorelace, 3D konfigura¢ni deskriptory invariantni k mtiZce) nebo mohou byt
molekularni deskriptory odvozeny zvlnové funkce ligandl (napi. energie hrani¢nich
orbitalli, parcialni atomové naboje urcené specifickym schématem, kvantova podobnost).86-
89 Dalsi vyznamna skupina molekularnich deskriptori se ziskava pomoci s¢itani aditivnich
konstant atomi ¢i funk¢nich skupin, které jsou pritomné v molekule ligandu (napft. log P,
molekulovy objem, topologickd polarni plocha povrchu - TPSA, polarizabilita). Tyto
atomové a fragmentové semiempirické piistupy poskytuji velmi rychle vyznamné
molekularni deskriptory, které mohou byt pouzity pro odhadnuti drug-likeness
predpokladanych predlohovych struktur. Jiné molekularni deskriptory dokazou
charakterizovat napt. pravdépodobnost toxicity ligandt vici dafniim ¢i pravdépodobnost
jejich antiinfektivnich Gc¢inkt.9° Specifickymi molekularnimi deskriptory, které maji
zejména Siroké uplatnéni v chemickych databazich pii vyhledavani podobnych struktur
(napf. Reaxys, ChemSpider), jsou molekularni fingerprinty.9t 92 Fingerprinty maji povahu
relativné obsahlych binarnich vektorG (napf. 1024 bitd), pricemz kazdy element
reprezentuje pritomnost ¢i nepritomnost urcitého strukturniho rysu (tzv. path).
Fingerprinty lze pouzit k farmakoforové analyze nebo k LB virtualni screeningu, v jehoz
ramci se ve virtudlni ligandové knihovné mohou hledat latky, které se nejvice podobaji
urcité predlohové strukture. Tento LB virtualni screening je vypocCetné nenarocny, coz
umoziiuje vrozumném case analyzovat napf. pomoci Tanimotova indexu podobnosti

knihovny s miliony ligandi.93

Aby mohl byt QSAR model pouzitelny v pro vypocet biologické aktivity, k navrhu
optimalni bioaktivni struktury ligandu a interpretaci pozorované biologické aktivity, je
nutné ho dikladné statisticky a chemometricky validovat. Interni statisticka kritéria, jako
je koeficient determinace, Fischer-Snedecoriiv F test, standardni rezidudlni odchylka,
Studenttiv t test regresnich koeficientli, kterd byla stanovena na datech pouzitych pri
odvozovani QSAR modelu, jsou mnohdy zavadéjici, a je nutné pro QSAR modely provést
alesponi kros-validaci anebo predikci biologickych aktivit latek, které nebyly zahrnuty v tzv.
trénovacim setu pii odvozovani modelu.94% Navrzeny QSAR model, respektive zvolena
metodika QSAR analyzy, by méla téZ adekvatné reagovat, pokud jsou hodnoty
molekularnich deskriptorti nahrazeny nahodnymi ¢isly nebo se biologické aktivity prehazi
tak, aby biologické aktivity byly vztaZeny k molekularnim deskriptoriim, které popisuji

jinou latku v testovaném souboru (tzv. test randomizace a scramblingu) (Obr. 7).97
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Obr. 7. Zdkladni etapy QSAR analyzy.®®

Dale byva velmi vhodné, aby se u QSAR modelu ovérila doména pouZitelnosti analyzou
chemického prostoru zkoumanych latek napt. pomoci Williamsova grafu. Tato analyza
urcuje, zda je chemicky prostor rovnomérné pokryt studovanymi latkami a zda neni néktera
znich odlehlym objektem. Dtlezitym hodnocenim je téZ test normality rezidui (napf.
ranktitovy graf, Kolmogoriv-Smirntv test, Shapiro-Wilklv test) a ovéreni, zda zahrnuti ¢i
vyiazeni jednotlivych molekularnich deskriptorti z QSAR modelu vede k vyznamnému
vzristu, resp. poklesu statistické vyznamnosti modelu (napt. Akaikovo nebo Schwarzovo
kritérium).99-101 Je-li QSAR model spolehlivy, pak je mozné jej pouZzit v CADD, a to jak pro
vyhodnoceni biologickych vlastnosti malého souboru latek, tak virtualni screening, ktery
predpovi biologickou aktivitu Sir§i mnoziny latek. Je vSak nutném mit na paméti, Ze QSAR
model dokaze spolehlivé predikovat biologickou aktivitu jen pro podobné latky, naleZejici

do stejného chemického podprostoru.

Vzhledem k velkému mnozstvi dostupnych molekularnich deskriptord je nutné obvykle
vyuzivat pri QSAR analyzach riizné vypocetni techniky, které vyhledaji ve vstupnich datech
prediktory s maximalni informacni relevanci. Je mozné vyuzit napt. metody PCA a PLS, které
inherentné zahrnuji mechanismy pro minimalizaci vlivu informac¢né nevyznamnych
molekularnich deskriptort, anebo Ize aplikovat selek¢ni algoritmy, které jejich vyznamnost
explicitné ovéri (napr. doptedny, zpétny, evolucni, brute force, particle swarm, krokovy

seleké¢ni algoritmus pro vybér molekularnich deskriptori).31. 102, 103

Soucasné QSAR metody dokazou analyzovat nejen chemické struktury, které jsou

charakterizované vektorem molekularnich deskriptorti, ale mohou téZz zpracovavat
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pripady, kdy je kazda molekula ve studovaném souboru charakterizovana 3D polem, tedy
trojrozmérnou matici hodnot. Tato 3D QSAR metoda, znama téZ jako komparativni analyza
molekularniho pole (CoMFA), je zaloZena na domnénce, Ze vSechny studované latky plisobi
v urc¢itém misté biologického cile, které ma konstantni topochemické vlastnosti.104 105 Proto
je nutné vSechny studované latky nejprve podrobit konformacni analyze (napi. pomoci
molekularni dynamiky s algoritmem simulovaného Zihani), vytvofrit reprezentativni
knihovnu konformerti, provést optimalni strukturni prelozeni (tzv. alignment)
nejvyhodnéjsich konformert na templatovou strukturu, vypocitat molekuldrni interakéni
3D pole pro kazdou molekulu a ziskana data statisticky analyzovat napt. metodou PLS, ktera
dokaze analyzovat interkorelované a singularni matice.1%4 3D QSAR metoda mizZe misto
molekularnich interakénich poli (MIF) analyzovat molekularni pole podobnostnich indext
(CoMSIA) a lze ji téZ kombinovat s molekularnim dockingem, ktery této metodé poskytne
pireloZeny soubor ligandli, a tudiZ neni videdlnim piipadé nutné generovat knihovny

konformert pomoci molekularni dynamiky (Obr. 8).106, 107
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Obr. 8. Schéma postupu 3D QSAR analyzy se zahrnutim molekuldrniho dockingu.108

Vysledkem 3D QSAR analyzy je jednak predik¢ni model biologické aktivity a jednak mapy
tzv. pseudo-f koeficienti normalizovanych jejich smérodatnou odchylkou, které vyznacuji
regiony v molekularnich polich s vyznamnym vlivem na biologickou aktivitu. 3D QSAR
metoda je pomérné vypocetné narocna a je ji mozné vyuzit jen pro latky, které plsobi
stejnych mechanismem tucinku, a nalezi tedy do stejné domény v chemickém prostoru.

Jako analogie 3D QSAR metody postupné vznikly i vicerozmérné nD QSAR varianty. 4D
QSAR analyza vyuziva na rozdil od 3D QSAR metody pro kazdy ligand Boltzmannovu

vazenou knihovnu konformert, které se vSechny umisti do gridboxu, ur¢i se jejich

interak¢ni farmakoforové elementy a okupacni deskriptory, a posléze se odvodi nejlepsi 4D
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QSAR model.109. 110 Vedle konformerti se mohou pro reprezentaci ligandi pouzit knihovny
tautomerd, stereoisomerd ¢i riznych ionizac¢nich stavi.ll! 5D QSAR model piidava ke
kaZzdému ligandu novou proménnou, kterd zastupuje tzv. indukovany fit receptoru neboli
prizplisobeni tvaru kavity receptoru dle rozméra ligandi.112 6D QSAR modely obsahuji
promeénné, které reprezentuji solvatacni efekty, 7D QSAR metody navic zahrnuji informaci

o interakci se skute¢nym ¢i simulovanym receptorem.111 113,114

Na podobném principu jako QSAR metody jsou vypracovany korelatni studie, které
uvadéji do matematického vztahu néjakou vlastnost latek (napr. toxicita, ADME, prostup
pres hematoencefalickou barieru, kapacitni faktor) a jejich molekularni deskriptory
(quantitative structure property relationship, QSPR). S vyuzitim QSPR modelu lze tedy
predpovidat kvantitativni veli¢iny, které jsou obvykle komplikované stanovitelné.
Ptikladem je nelinedrni MPO model prostupu latek do mozku, ktery vyuziva 6
molekularnich deskriptort.15 Specialni formou QSPR modell jsou filtry ligandd, které
umoZnuji napft. identifikovat na zakladé stanoveni molekuldrni podobnosti latky se
schopnosti plisobit na mnoho receptort (PAINS) nebo latky, které snadno vytvareji ve vodé

aglomeraty nebo jsou ve vodé nerozpustné.116 117

Vedle QSAR a QSPR metod naleZi mezi LB CADD metody farmakoforova analyza, ktera
miZe byt provedena s vyuzitim nékolika odliSnych principt.118 119 Farmakofor, jakoZto
soubor elektronickych a sterickych rysi zodpovédnych za optimalni interakci s biologickym
cilem, je mozné odvodit pomoci maximalizace prekryvu chemickych typt, které se nachazeji
v bioaktivnich ligandech. Diky konformacni flexibilité ligandi je ale nutné ve farmakoforové
analyze prostudovat konformac¢ni knihovny. Superponované konformery jsou nasledné
zpracovany pocitaCovymi nastroji pro extrakci farmakofort (Obr. 9), které se mohou vyuzit

pro klasifikaci biologické aktivity dalSich latek.120

Obr. 9. Priklad urceni farmakoforu ze superponovanych bioaktivnich ligandii. R oznacuje aromaticky

cyklus, A akceptor vodikové vazby, H je hydrofobni retézec.121
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LB CADD metody lze stejn€ jako SB CADD metody vyuZit pro virtuadlni screening (VS) a
vybirat jejich prostirednictvim z virtualnich knihoven nejvhodnéjsi kandidaty zakladnich ¢i
predlohovych struktur. Virtualni screening lze v tomto pripadé uskutecnit pomoci ovéreni
pritomnosti farmakoforu, selekci latek podle Tanimotova indexu podobnosti s néjakou
vzorovou strukturou nebo aplikaci QSAR modelu. Existuji rovnéz LB de novo metody, které
mohou svyuZitim QSAR modelu navrhnout nové struktury s optimalni biologickou
aktivitou (napt. evolutni fragmentovy pristup).122 123 Vyhodou LBVS zpravidla byva
mnohem vysSsi rychlost, neZ ma screening zaloZeny na SBVS, ktery vétSinou aplikuje

vypocetné naro¢ny molekularni docking.124

2.4. Kritické body ligandové zaloZenych metod CADD

Ligandové zaloZené CADD metody jsou z historického pohledu star$i neZ strukturné
zalozené CADD pfiistupy, a tudiz pro né byl béhem ¢asu vypracovan pomérné komplexni
valida¢ni aparat.94 125 126 Zjkladnimi otdzkami v LB CADD jsou predevSim: jaky je
dostatecny pocet ligandi pro strojové uceni a jakd je nejvhodnéj$i metodologie pro
odvozeni spravného modelu. Nejvice reprezentativnim zastupcem téchto pristupl jsou
QSAR/QSPR studie, na nichZ lze demonstrovat zakladni tuskali, kterym je nutné vénovat

v této oblasti zvySenou pozornost.

QSAR i QSPR metody byvaji obvykle posuzovany podle hodnoty koeficientli determinace
R?, Fisher-Snedecorova F, a kros-validovanych koeficienti determinace @2, pricemz byva
pravidlem, Zze QSAR/QSPR modely s neuspokojivymi statistickymi kritérii nebyvaji dale
analyzovany a publikovany.1?7 Je vSak nutné ptipustit, Ze modely s vysokymi hodnotami
internich kritérii statistické vyznamnosti mohou zahalovat ptetrénovanou funk¢ni
zavislost, skryty vliv Sumu ¢i ndhodnych faktort, a naopak statisticky nevyznamny model
miZze reflektovat klicovou informaci o urcitych odlehlych hodnotach ¢i o diskontinuité
zahrnutého chemického prostoru, ktera miiZze byt pro vyvoj a vyzkum léciv podstatna.128 129
Obecné se ma za to, Ze validni QSAR model by mél byt vystaven z dat, kde na jeden prediktor
(tj. molekularni deskriptor) pripada alespoii 5 pozorovani (tj. biologickych aktivit).130. 131
Pro validaci QSAR/QSPR modelu je nutné pouzit kros-validaci typu leave-many-out a ovérit
predikci téZ na externim setu, ktery nebyl aplikovan pti odvozeni modelu.?? Je-li dostatek
experimentalnich dat, je vhodné urcit ROC (receiver operating characteristics) a posoudit
schopnost modelu klasifikovat biologicky aktivni a neaktivni ligandy.132 TéZ je nutné zajistit,

aby tréninkovy set zahrnoval rizné strukturni typy ligandi v dostatecném poctu.
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NavySovani poctu ligandl sice vede k vétsi vypocetni naro¢nosti QSAR/QSPR studii, ale

nahradou za to je vyssi robustnost a prediktivnost odvozeného modelu.

Velmi dilezita je pro odvozeni QSAR/QSPR modeld metoda strojového uceni. Z reserse
odborné literatury vyplyva, Ze za poslednich nékolik desetileti bylo publikovano vice neZ 18
tisic QSAR modelq, jenz byly odvozeny riiznymi linearnimi a nelinearnimi regresnimi
metodami.133 134 Mnoho QSAR/QSPR modelG bylo vytvoreno téZ pomoci MLR, coz
poukazuje na platnost principu parsimonie ve smyslu preferovani nejjednodussiho modelu
v dané oblasti.135 Diky pokrokiim v oblasti umélé inteligence se do rukou pocitacovych
chemikl dostaly nastroje, které jsou schopné zpracovat rozsahla data a hledat v nich
jakékoli funké¢ni zavislosti.136 Takovym nastrojem jsou kupiikladu umélé neuronové site,
které mohou diky pristupiim hlubokého uceni aproximovat velmi slozité funk¢ni zavislosti.
Nevyhodou modelid utvorenych umélymi neuronovymi sitémi je na druhou stranu obtizna
interpretovatelnost a relativné neprehledna vnitini struktura.13” I kdyz existuji pristupy,
jako je citlivostni analyza, které jsou schopné kvantifikovat vyznamnost jednotlivych
prediktord v modeluy, je tfeba dbat na to, aby byla pri LB analyzach pouzita jen informacné
relevantni data.138 Matice molekularnich deskriptorii se proto v praxi pted zpracovanim
metodami QSAR/QSPR podrobuje diikladné analyze, ktera z ni ma odstranit Sum.139 Jsou-li
vstupni data spolehlivd a relevantni, je vétSi pravdépodobnost, Ze nalezeny model

biologické aktivity nebude klamny.

Pokud hovofime o biologické aktivité, neni moZné opomenout, Ze tato fidici veli€ina pro
odvozovani QSAR modeli je velmi casto zatiZena rtizné velkou chybou, kterou je Zadouci
dobie znat. Do QSAR studif by méla byt brana jen ta biologicka data, ktera byla stanovena
podle spolehlivé metodiky, byla statisticky analyzovana a zahrnula i testovani standard se
znamou biologickou aktivitou na daném biologickém cili. Jsou-li do QSAR studii a
farmakoforovych analyz zahrnovana biologicka data stanovena v rtiznych laboratotich a
podle rozdilnych protokold, je nutné pocitat s uplatnénim riznych latentnich faktord, které

mohou odvozeni oekdvaného modelu vyrazné narusit.
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3. VYSOCE UCINNE VYPOCTY V CADD

CADD metody jsou v podstaté zaloZené na sloZitych vypoctech, pro jejichZ realizaci je
nezbytna vykonna vypocetni technika a adekvatni softwarové vybaveni. Pokud jde o
pocitacovou chemii, existuje znacny pocet komercnich i volné dostupnych programd,
pomoci nichzlze provadét molekularné mechanické, kvantové chemické a hybridni MM /QM
vypocty (napf. HyperChem, Spartan, Gaussian, NewChem, Amber, Gromacs, Molegro,
AutoDock Vina, GOLD, MOE, Schrédinger a mnoho dal$ich).140 Je velmi dobfe znamo, Ze
vypocetni narocnost pocitacové chemicky tiloh prudce vzrista s po¢tem zahrnutych atomd,
resp. elektrond, jsou-li explicitné uvazovany. Cim vice ma modelovany systém stupiiti
Podobné zakonitosti plati pro zpracovani dat pomoci nastroju strojového uceni, které se
vyuzivaji napt. pfi QSAR/QSPR analyzach. Je proto velmi Zadouci, aby se CADD metody
mohly provadét s vyuzitim paralelizace a distribuce, a tim se podstatné zkratila doba, ktera

je nutna pro dokonceni vypocti.14

Zakladnim principem paralelizace je, Ze vypocetni uloha je rozlozitelnd do vice
nezavislych ¢asti, které pocitaji odliSné procesory. Na trovni softwaru je nutné pro naro¢né
ulohy vyvinout paraleln{ algoritmy (napf. pro ndsobeni matic) a implementovat je pro urcité
hardwarové prostiredky s vétsim poctem procesort (napt. GPU). KdyZ jsou vypocetni ilohy
zaloZené napt. na energetické optimalizaci s vyuzitim Markovovych tetézcli nebo jde o
Monte Carlo metody, je mozZné pristoupit ktzv. dokonalé paralelizaci (pleasing
parallelization), protoZe tloha je Stépitelna do idealné nezavislych ¢asti. Bohuzel ne vSechny
vypocetni ulohy jsou dokonale paralelizovatelné a téz nelze vSechny vypocty efektivné
rozdélit do libovolné velkého poctu poduloh. VétSinu vypocetnich tloh lze rozstépenim na
mensi ¢asti urychlit s nelinearnim zrychlenim (speedup), coz je dle Amdalova zakona dané
podilem sériovych a paralelnich algoritmi v kddu.142 Dokonalou paralelizaci lze realizovat
napt. metodu perturbace volné energie (FEP), flexibilni molekularni docking, SB a LB

virtualni screening.
Paralelizované vypocty lze podle pouzitého hardwaru rozdélit na dvé hlavni skupiny:143

1) paralelizace na jednom vicejaderném  (multi-core) nebo
viceprocesorovém (multi-processor) stroji bez vyuziti sitové

komunikace mezi fyzicky odliSnymi vypocetnimi nédy,

2) distribuce v homogenni ¢i heterogenni skupiné multi-core/processor

strojl s vyuzitim sitové komunikace mezi fyzicky odliSnymi nody.

34



Pro vysoce ucinné vypocty (high performance computing, HPC) se v praxi mohou vyuzit
pocitacové clustery Ci superpocitace, které propojuji vysoce propustnou siti (napf.
InfiniBand, OPA) vykonné vypocetni nody.14** HPC lze také provadét formou gridovych
vypoctl v rozlehlych heterogennich sitich pocitaci s riiznym vypocetnim vykonem, které
jsou propojené internetem, nebo na virtualnich pocitacich v cloudovém prostiedi. Byva téz
velmi Casté, Ze se kombinuje paralelizace na vicejddrovém pocitaci, grafickych kartach
(GPU), akceleratorech (Xeon Phi) a distribuce s vyuzitim neblokujici sité s nizkou latenci a

Sirokym pasmem.

Vypocetni ulohy z oblasti CADD mohou byt realizovany pomoci vlastnich programi a
skriptli pro gridové sité (napi. v Cechdch MetaCentrum), které vyuZivaji aplikace s
jednotnym pristupem k paméti (uniform memory access, UMA). Je-li k dispozici cluster
nebo superpocitaé (napt. v Cechach Solomon), Ize diky jeho siti s nizkou latenci vyuzit s
urcitymi vyhodami programy zkompilované pro distribuci typu MPI (message passing
interface), které pracuji v rezimu nejednotného pristupu k paméti (non-uniform memory
access, NUMA). Urc¢ité nesnaze ale plynou ze skutecnosti, Ze gridy, clustery ¢i superpocitace
vétSinou pracuji na Linuxové platformé a komunikuji s uZivatelem pomoci terminalu.
Programy se téz ¢asto musi kompilovat ze zdrojovych kodi a ladit pro konkrétni systém,
coz vyzaduje dostatecné uzivatelské zkuSenosti. Presto stale vice aplikaci dokaze vyuZzivat
GPU, protokoly s MPI a distribuovanou paméti typu NUMA (napt. Gromacs), ¢imz se otviraji
brany pro masivné paralelizované CADD vyzkumy (Obr. 10).145

UMA NUMA
CPU || CPU -
- Memory -
T S g g I " I g

Obr. 10. Zdkladni viastnosti paralelnich systémii UMA a NUMA.

HPC tedy predstavuje nezbytny nastroj pro pokrocilé CADD metody, které mohou zlepsit
spavnost dosaZenych vysledkd, a tim ucinit nalezeni léciva pravdépodobnéjsi. Vyvoj
informatickych technologii s sebou nese specifické tkoly, které vSak presahuji ramec
pocitacové chemie a biologie. Proto zde miiZe byt uveden jen velice stru¢ny komentar a

nékolik kli¢ovych pojmi k HPC, na nichz zavisi proveditelnost CADD.
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4. VYBRANE PATOFYZIOLOGICKE PROCESY PRO CADD

Ptredchozi kapitoly ve stru¢nosti predstavily zakladni charakteristiku CADD metod, které
jsem béhem své vyzkumné Cinnosti vyuzival. Rozmanité metody CADD byly aplikovany pro
vyvoj potencialnich 1é¢iv nemoci, které souvisi predevsim s poruchami nervového systému.
Jedna se tedy o Alzheimerovu nemoc, narkolepsii a problematiku reaktivace cholinesteras,
které byly inhibované organofosforovymi latkami. V nasledujicich podkapitolach budou

uvedeny zdkladni informace o téchto patofyziologickych procesech.

4.1. Alzheimerova nemoc a jeji farmakoterapie

vieivys

neurodegenerativni onemocnéni, které po 3 aZ 20 letech od propuknuti prvnich
patologickych projevl vede netprosné k smrti pacienta.l46 Mezi typické znamky pocinajici
AD naleZi nenapadné vypadky paméti, zuZovani slovni zasoby, poruchy nervosvalové
koordinace ¢i obtiZe provadét algebraické operace.l4” Postupné cloveék postizeny touto
nemoci zakousi problémy s psanim, ¢tenim, nevzpomina si datum a misto svého narozeni,
kratkodoba pamét se mu velmi zhorSuje, ma narusenou prostorovou orientaci a stejné tak
je dezorientovan v case.l"8 PoSkozeni kognitivnich funkci dale provazi poruchy nalad,
agresivni jednani, mravni dezintegrace, zZarlivost, ale i rlizné formy neadekvatniho jednani
(napf. pojidani rostlin, které jsou urceny k dekoraci mistnosti). V kone¢né fazi nemoci je
pacient s AD upoutan na ltizko ¢i invalidni vozik, neni schopny komunikovat, je kachekticky,

inkontinentni a vyZaduje totalni péci oSetiovatell.

Kdyz byla AD na pocatku 20. stoleti odhalena, neptedpokladalo se, Ze by bé&hem
nasledujicich 100 let mohla propuknout ve svétovou epidemii.14? V dne$ni dobé se objevuje
AD jako forma demence i u pacientli s vékem pod 65 let, avsak existuji i pripady pacientt
s vékem mezi 35 a 39 lety (tzv. hereditarni forma AD). Analyzy rozdéleni pric¢in amrti napf.
vletech 2007 - 2009 v Anglii ukazuji, Ze nejvétsi podil ma AD na mortalité pacientl ve
vékovém rozhrani 85 - 89 let, pficemzZ jsou postiZeny Zeny zhruba dvakrat Castéji neZ muzi

(Obr. 11).
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Pravdépodobnost postizeni AD se exponenciadlné zvysuje s vékem, pificemZ se odhaduje,
Ze po 5 letech Zivota se tato pravdépodobnost zhruba zdvojnasobi.15! Z rliznych studii téz
vyplyvaji odhady, Ze v populaci lidi s vékem nad 65 let se vyskyt AD pohybuje v rozmezi 5 -
7 %, v pripadé lidi starSich 70 let jiZ zastoupeni nabyva hodnoty 10 %.152-155 V roce 2014
Cinila odhadnutd globalni prevalence AD 29.8 miliond lidi.15¢ Prognostické analyzy ale
ukazuji, Ze trend v expanzi pacientd s AD se bude exponencidlné vyvijet a vroce 2050
dosahne jeji globalni prevalence hodnoty 106.23 miliént, pokud se nenajde Gc¢inné l1écivo

na toto onemocnéni (Obr. 12).152 157,158

WORLDWIDE PROJECTIONS OF ALZHEIMER’S PREVALENCE

FOR THE YEARS 2005-2050, BY STAGE OF DISEASE (IM MILLIONS)
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Obr. 12. Predikce globdlni prevalence AD v horizontu roku 2050.152 157
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Prestoze se do vyzkumu a vyvoje 1éCiv proti AD kazdoroc¢né investuji znacné ¢astky, stale
se nedafi vyvinout kauzalni 1écivo, které by AD vylécilo i pozastavilo.159 160 PriCinou je
bezpochyby fakt, Ze AD je multifaktorové onemocnéni, které ma komplikovanou
etiopatogenezi. Mezi hlavni patologické projevy AD patii predevsim atrofie mozku a ztrata
neuront a synapsi v neokortexu, temporalnim a parietalnim laloku (Obr. 13).161. 162 D3le je
pro AD charakteristicka tvorba extracelularnich amyloidovych plakt a intracelularnich
neurofibrilarnich klubek.163 Se vznikem AD téz uzce souvisi genetické mutace presenilint,
které obsahuji y-sekretasu, mutace genu amyloidového prekurzorového proteinu (APP),
zvySena exprese apoliproteinu E4, nadmérna hromadéni excitotoxickych aminokyselin
vmozku (tj. glutamatu a aspartatu), nekontrolované ptisobeni reaktivnich dusikovych a
kyslikovych metabolitd (tzv. reactive oxygen/nitrogen species, ROS, RNS), nadmérny stres,
toxicky ucinek kovi, zanétlivé procesy, virové infekce, nezdravy Zzivotni styl, socialni

deprivace, aj.164-166

l. NORMAL > ALZHEIMER'S
BRAIN - DISEASE
— Fluid-filled
ventricles
!
' -
- Cerebral §'§

cortex

Hippocampus

Obr. 13. Srovndni zdravého a atrofovaného mozku, ktery je postiZzen AD.162

Béhem poslednich nékolika desetileti bylo navrzeno nékolik hypotéz, které se pokousely
objasnit etiopatogenezi AD, avSak kazda z nich poskytuje jen ¢astecny nahled na komplexni
povahu tohoto onemocnéni.167.168 Nejstarsi, tzv. cholinergni hypotéza predpoklad3, ze za AD
je zodpovédna snizend produkce acetylcholinu, a proto byly do terapie AD uvedeny
reverzibilni inhibitory acetylcholinestarasy (AChE, EC 3.1.1.7) jakoZto sympatomimeticka
lé¢iva, ktera vSak mnohdy maji inhibi¢ni G¢inek i na butyrylcholinesterasu (BuChE, EC

3.1.1.8) (Obr. 14).169,170
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VSechny tyto latky ptsobi tak, Ze se vaZou do aktivniho mista AChE, lokalizovanéh kolem
tzv. katalytické triddy rezidui Ser203, Glu334 a His447 (tj. v pripadé lidské AChE), a
zabranuji tak pristupu acetylcholinu a jeho hydrolyze.17! Toto tzv. katalytické misto (tzv.
catalytic anionic site, CAS) je umisténé pfiblizné u dna podlouhlé, 20 A hluboké kavity AChE.
Velky vyznam pro vyvoj inhibitortit AChE ma dale oxyanionicka prohluben (Gly121, Gly122,
Ala204), anionické misto (Trp86, Tyrl33, Glu202, Gly448, Ile451), acyl vazajici kapsa
(Trp236, Phe295, Phe297) a tzv. periferni anionické misto (peripheral anionic site, PAS),
které bylo objeveno pomoci molekularniho dockingu.172[P16] PAS ma velmi dtleZitou roli
zejména pro uskute¢néni nevazebné interakce s aromatickymi funkénimi skupinami ¢i
kationty prostrednictvim -1 a kationt-m interakci s rezidui Tyr72, Asp74, Tyr124, Trp286
a Tyr341, které se mohou uplatnit jak v piipadé vazby reverzibilnich inhibitori AChE, tak i
v mechanismu ucinku tzv. reaktivatort AChE reverzibilné inhibované organofosfaty (napft.
latka VX, sarin, tabun, atd.).173-175[P17] Vedle téchto vyznamnych vazebnych mist ve
struktute AChE se je$té v odborné literatufe uvadi tzv. bo¢ni a zadni dvere (side door, SD,
back door, BD), které byly objeveny in silico simulacemi.l76-179 SD je lokalizovano mezi
Asn74 a Asp87, BD vytvari par rezidui Trp86 a Tyr449. Tyto dynamicky aktivni pdry otviraji
diky flexibilni konformaci proteinu cestu molekulam vody a malym ligandiim do aktivniho
mista AChE (Obr. 16).180.181[P18,P19] Soudobé odborné prace dale ukazuji, Ze i mnoha dalsi
rezidua v AChE (napt. Asp72, Tyr337, Phe338, aj.) maji dllezity vyznam pro modulaci
tohoto enzymu, a to predevsim v ptipadé nové vyvinutych inhibitort.[P20,P21,P22,P23,P
24,P25]
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Obr. 17. Ukdzka experimentdlné urceného vazebného médu donepezilu (Zlutd) v aktivhim misté

rekombinantni lidské AChE (pdb id: 4EY7). Rezidua ndleZejici k CAS jsou obarvena modre, rezidua PAS

Trp86 Tyr3al

Tyrd49

jsou fialovd a rezidua patrici do tzv. zadnich dveri AChE jsou obarvena riiZove.

Skupina reverzibilnich inhibitorti AChE patii mezi velmi casté kandidaty na 1éciva AD,
ackoliv je evidentni, Ze samotna inhibice AChE nemiiZe priibéh AD zastavit ani nemoc
vylécit. Proto se v aktudlnim designu inhibitord AChE v kontextu vyvoje 1éciv proti AD
uplatiuji pristupy, které se pokousi do molekuly vnést fragmenty se schopnosti plisobit
jeSté jinym mechanismem uc¢inku (napf. inhibici agregace amyloidu (3). Tyto hybridni
molekuly byvaji Casto oznacovany jako ligandy zamérené na interakci s vice biologickymi
cili (tzv. multi-target directed ligands, MTDL). Tyto MTDL mohou vychazet napf. ze zakladni
struktury takrinu ¢i jeho derivatl, jako je 7-methoxytakrin nebo 6-chlortakrin. Jako
zakladnich struktur inhibitor AChE/BuChE lze vyuzit i rlizné prirodni latky. [P26,P27,P
28,P29,P30,P31,P32,P33]

V souvislosti s vyvojem inhibitori AChE je nutné poznamenat, Ze mnohdy vychazeji
napft. z vySe uvedeného takrinu, ktery sice byl stazen z klinické praxe roku 2013 v USA kviili
toxicité, ale stile muze poslouzit jako predlohova struktura pro racionalni design
vyhodnéjsich kandidati na 1éciva AD.182 Vyhodnéjsi metabolickou stabilitu nez takrin
vykazuje napi. 6-chlortakrin ¢i 7-methoxytakrin, které nejsou tak nachylné k oxidaci a
produkci toxickych metabolitd.183 Vedle Zadoucich inhibi¢nich uc¢inki na AChE maji totiz
derivaty takrinu casto dobrou pasivni prostupnost skrze hematoencefalickou barieru

(blood-brain barrier, BBB) a pomérné uspokojivou rozpustnost ve vodé.18* Diky témto

40



vlastnostem mohou byt pouzity k inhibici AChE, ktera je pritomna v centralnim nervovém

systému (CNS).[P34,P35]

DalSimi hypotézami, které se pokousi vysvétlit vznik AD, jsou amyloidova a tau
hypotéza.185 Amyloidova hypotéza predpoklada, Ze zvySena koncentrace amyloidu 3 (Af)
v extracelularni prostoru v mozku je kauzalné svazana s patogenezi AD, ackoli se presné
nevi, zda neni narusena rovnovaha A spiSe disledkem AD.186-188 A vznikd Stépenim
amyloidového prekurzorového proteinu (amyloid precursor protein, APP) tzv.
amyloidovou cestou pomoci - a nasledné y-sekretasy na neurotoxické fragmenty o délce
40 az 42 aminokyselin (tj. AB1-40, AB1-42).189 Hlavni patologickou roli pti vzniku A hraje
predevsim [-sekretasa (neboli BACE-1), protoZe soucinnost enzymu o- a y-sekretasy pri
Stépeni APP je nepatologickd a produkuje fragmenty sAPP-a«, C83, a nasledné kratky
fragment p3 (Obr. 18).19
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Obr. 18. Stépeni APP patologickou a nepatologickou cestou.1%°

v

Je otazkou, zda mize byt BACE-1 povazovana za hlavni pri¢inu produkce A, jeho
aglomerace na amyloidovy plak, a posléze za pri¢inu AD.191 Experimenty na mysich s knock-
outovanymi geny pro BACE-1 ukazuji, Ze absence BACE-1 v mozku zjevné neovliviiuje
zivotaschopnost mysi, ani jejich reprodukéni schopnosti ¢i kompozici hlavnich tkani a
organl. PodrobnéjSim studiem téchto mysi se ale pozdéji zjistilo, Ze maji deformované
axony s poruSenou myelinizaci, maji snizenou pamétni kapacitu a vykazuji patologické
chovani s charakterem schizofrenie.192 Tyto patologické jevy spojené s absenci BACE-1
ovSem neznamenaji, Ze parcialni inhibice tohoto enzymu pomoci malych molekul 1é¢iv by
nemohla pacientiv s AD ptinést tlevu a pozitivné ovlivnit negativni progndézu tohoto

onemocnéni. V soucasné dobé je dokonce nékolik inhibitorti BACE-1 v riznych klinickych
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fazich testovani (napf. JNJ-54861911, CNP520, LY3202626, elenbecestat, lanabecestat a

verubecestat) (Obr. 19).193-195
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Obr. 19. Inhibitory BACE-1, které jsou v soucasné dobé v klinické fdzi testovdni.195

V souvislosti s hledanim léciv, které by omezily tvorbu toxickych forem AP, se hledaji téz
inhibitory y-sekretasy, pricemz se do rliznych fazi klinického testovani dostalo nékolik

malych molekul (napi. BMS299897, LY450139, ELND006, DOU6FT).196-198

Vyznamnou roli v mechanismu tvorby Af ma téZ lysosomalni cysteinova proteasa
cathepsin B (CB), pricemz se zda, Ze muzZe jeho koncentraci zvySovat.199-201 Nékteré studie
ale na druhou stranu prokazuji, ze CB mtze proteolytickou aktivitu vykazovat i vii¢i AB1-42,
ktery je nejvice nachylny k agregaci, a odbouravat jej.202 CB je rovnéz zahrnuta v procesu
tvorby metastazi tumort jako klicovy enzym pro degradaci extracelularni matrix, a tudiz
jeji inhibice z ni déla dilezity biologicky cil ve vyzkumu lé¢by rakovniny.203 Velmi slibnym
kandidatem pro lé¢bu AD, ktery naleZi mezi ireversibilni inhibitory CB, je napt. latka
aloxistatin (E64d).20¢ Aloxistatin se dostal do 3. faze klinického testovani, avSak neprokazal
statisticky vyznamny efekt v terapii Duchennovy svalové dystrofie, a proto byl stazen z
praxe.205 Toto vSak nemuzZe byt brano jako prekazka po vyzkum lécby AD, a tudiz aloxistatin

zlstava alespon jako predlohova struktura vysoce zajimavym (Obr. 20).
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aloxistatin

cathepsin B

Obr. 20. Struktura aloxistatinu a lidského CB (pdb id: 6AY2). Tycinkovym modelem je zvyraznéna
struktura katalytickd tridda CB (Cys29, His199, Asn219).

Amyloidova hypotéza vzniku AD byla ve své plivodni varianté zaloZena na predstavé, Ze
rozpustné formy A se extracelularni prostoru aglomeruji na ve vodé nerozpustny plak,
ktery zptisobuje odumirani neuront. Posledni vyzkumy vSak odhalily, Ze rozpustné formy
A se mohou dostat téZ do nitra neuront a vyvolavat zde apoptézu (tzv. intraneuronalni
amyloid beta, 1Af).206-208 Soucasny vyzkum ukazuje, Ze iAf3, a to predevSim iAB1.42, se
akumuluje v neuronech drive, neZ dojde k tvorbé amyloidového extracelularniho plaku.
Rozpustné formy iAf1-42 narusuji anterogradni a retrogradni axonalni transport, ktery je
dulezity pro pienos neurotransmitérd, neurotrofini a endosomul mezi somatem neuronti a
synapsemi.2?® Mechanismus narus$eni transportnich mechanismi neni zatim objasnén, ale
predpoklada se, Ze iAB1-42 interaguje s mitogenen aktivovanou proteinkinasou (MAPK) a
dalsim enzymy morfogenni signalizace, coz mtize vést ke spusténi apoptozy. Dale byla téz
prokazana pritomnost iAB1-42 v mitochondriich neuront, kde narusuje pochody dychaciho
fetézce depolarizaci mitochondridlni membrany, podporuje uvolnéni cytochromu C
zvySenim exprese mitochondridlntho permeabilniho tranzitniho kanalu (mitochondrial
permeability transition pore, mPTP) a urychluje tvorbu volnych radikal(.210-214 Mezi
mitochondridlni enzymy, které jsou ovlivnény iAB nalezi napi. amyloid vazajici
alkoholdehydrogenasa (ABAD), cyklofilin D (CypD), glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
(GAPDH), Htr proteasa A2 (HtrA2). S souvislosti se spusténim mechanismi vedoucich
k destrukci neuronti se v odborné literatuie velmi poukazuje na interakci ABAD-iApB, ktera
miZe vést ke zméné funkce ABADu na katalyzator produkce toxickych aldehydid (napr.
hydroxynonenal, malondialdehyd) vedoucich k mitochondridlni dysfunkci.215-217 Z tohoto

dtvodu se v dne$nim vyvoji a vyzkumu léc¢iv viici AD hledaji také latky, které zabranuji
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interakci ABAD siAf, popf. inhibitory ABAD, které selektivné pusobi na jeho funkcné
modifikovanou formu.218-220[P36,P37,P38] Mezi slibné latky, které inhibuji interakci ABAD

s 1AB, nalezi nap¥. derivaty frentizolu ¢i analoga purinu (Obr. 21).221, 222
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ABAD s navazanym AG18051+NAD(+)

Obr. 21. Inhibitory interakce ABAD s iAf a model lidské ABAD s inhibitorem AG18051 (pdb id: 1U7T),

ktery se kovalentné vdZe na nikotinamidadenindinukleotid (NAD(+)).

K dilezitym vlastnostem amyloidového plaku, které je vhodné v souvislosti s vyvojem
1é¢iv proti AD vyzdvihnout, je aktivace mikroglii ptisobenim A a produkce ROS a RNS
s neurotoxickym uc€inkem.223. 22¢ Mikroglidlni aktivace je dale spojena s produkci
proteolytickych enzymi, glutamatu a cytokininti, které vyznamné ptispivaji k chronické
neurodegeneraci béhem vyvoje AD.225 226 Mikroglidlni buniky jakozto mononuklearni
fagocyty jsou dilezitou ¢asti imunitniho systému. Mohou interagovat s molekularnimi
patogennimi vzory (pathogen-associated molecular patterns, PAMP) prostiednictvim toll-
like receptort (TLR) ¢i receptoru lipopolysacharidu CD14 a spustit aktivaci transkrip¢nich
faktord, jako je nuklearni faktor kappa B (NF-kB), interferonovy regulacni faktor 3 (IRF3),
IRF5, IRF7, nasledné produkci zanétlivych cytokinint interferon-a/[3.227

Vyzkum prokazal, Ze aktivace TLR4, ktery je zrodiny TLR v mikrogliich nejvice
exprimovan, miize vyvolat oligodendrocytické poskozeni v gliovych kulturach.228 TLR4
vytvaii komplex s myeloidnim diferenciacnim proteinem 2 (MD2) a je aktivovan
exogennimi latkami (napf. lipopolysacharid (LPS) gram-negativnich bakterii) Cci
endogennimi ligandy (napft-. lipidy, proteiny, nukleové kyseliny).229.230 Bylo téZ prokazano,
Ze LPS miuze prostrednictvim aktivace TLR4 vyvolat bunéfnou smrt ¢i poskozeni
neuront.z3! TLR4 je tedy vyznamné propojen vyvojem léCiv proti AD, jelikoz nalezi mezi

dtlezité regulatory progrese neurozanétu. Otazkou ztistava, zda je vyhodné TLR4 inhibovat,
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¢i jeho aktivitu modulovat, protoZe nékteré studie ukazuji, Ze aktivace TLR4 mtze vyvolat
jak zanét, tak spustit zadouci fagocytozu a tzv. clearance AB.232 Studium vztahu mezi TLR4
a AD je tudiZ ve velké pozornosti, protoZe TRL4 odpovida nejen na pritomnost AB, ale téZ
na tau protein.233 V soucasné dobé existuje cela rada praci, ktera se zabyva vyvojem novych

agonistll i antagonistti TLR4 (Obr. 22).234-240[P39,P40,P41]
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Obr. 22. Synteticky agonista (AZ126) a synteticky antagonista (T5342126) TLR4 (pdb id: 4G8A).

Pravdépodobné nejvyznamnéjsi hypotéza, kterd vysvétluje etiopatogenezi AD, je spojena
s hyperfosforylaci tau proteinu (tp).24! Ukazuje se, Ze amyloidova hypotéza je velmi
komplexni a terapie zamérena pouze na potlaceni produkce a agregace AP neni G¢innou
cestou k 1é¢bé AD, ackoliv na zvirecich modelech ¢asto davala divod vérit, Ze u ¢lovéka AD
potlaci.242 tp naleZi mezi dilezité, ve vodé dobre rozpustné proteiny, které maji kritickou
roli pfi stabilizaci jednotek tubulinti v mikrotubulech.243 Tyto vldkna umoziuji vazbu
molekularnich proteinovych motorti dynein a kinesin, pomoci nichZz miize dochazet k
intracelularnimu transportu riznych typt vacki.244 Mikrotubuly téz maji velky vyznam pro
udrzeni geometrické stability neuront, pro bunécné déleni a oddéleni replikovanych
chromozomi. Béhem rozvoje AD dochazi k post-translacnim dpravam tp, a to predevsim
k hyperfosforylaci, ktera ma za nasledek nedostatecné silnou vazbu tp k mikrotubultim, coz
vede kjejich destabilizaci a hrouceni cytoskeletu se vSemi jeho dilezitymi funkcemi.
Hyperfosforylované formy tp (tpu) maji téz sklon kagregaci a vytvareji za urcitych
podminek intracelularni helikalni filamenta, z kterych se pozdéji stavaji charakteristicka

neurofibrilarni klubka (neurofibrillary tangles, NTFs) (Obr. 23).245
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tp, kterych je celkem 6, a mnohdy se mezi nimi v kontextu AD nerozliSuje, nalezi do
skupiny proteinti asociovanych s mikrotubuly (mikrotubule-associated protein tau, MAPT).
Za hlavni pfi¢inu patologicky zmény funkce tp se povazuje predevSim jeho
hyperfosforylace, zkraceni jeho retézce a poruSeni jeho konformacnich vlastnosti.
K hlavnim kinasam, které fosforyluji tp nalezi cyklin-dependentni kinasa 5 (CDK5) a
mitogenem aktivovana proteinkinasa (MAP).241 Ddale se na fosforylaci tp podili
adenosinmonofosfat-dependentni proteinkinasa (PKA), mikrotubularni regulacni kinasa
(MARK), kaseinkinasa 1 a II, kalmodulin-dependentni proteinkinasa II (CaMKII) a
glykogensynthasa-kinasa 3 (GSK3[).247. 248 Tyto kinasy se vzajemné odliSuji predevsim
schopnosti, jaké hydroxylové skupiny v tp mohou fosforylovat (tzv. prolinem fizené nebo
nefizené seriny a threoniny).249 V normalni stavu je urcity stupen fosforylace tp ptirozeny,
a tento stupen je regulovan proteinkinasami a proteinfosfatasami (napft. proteinfosfatasa
2A, PP2A).250 Za Kklicovy zlom, ktery vede k hyperfosforylaci tp, se povazuje poruseni
rovnovahy mezi prisluSnymi kinasami a fosfatasami, avsak blizsi podminky tohoto naruseni

jsou stale predmétem odbornych diskuzi.

V soucasné dobé se v ramci vyvoje 1é¢iv, které se zaméruji na obnoveni funkce tp, voli

rizné strategie, pricemz predni misto mezi nimi zaujima racionalni design inhibitora
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proteinkinas a aktivatoru proteinfosfatas zahrnutych v post-transla¢nich dpravach tp

(Obr. 24).251,252
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Obr. 24. Vybrané inhibitory proteinkinas a aktivdtory PP2A, které jsou zahrnuty v regulacnim

systému fosforylace tp.251253

K velmi vyznamnym biologickym cilim, na které se zaméfuje vyvoj a vyzkum inhibice
hyperfosforylace tp, nalezi GSK3[3.254 255 Disregulace GSK3[ je spojena s fadou nemoci, jako
je rakovina, cukrovka, AD, bipolarni porucha a schizofrenie. Je to kinasa, kterad je
pravdépodobné zahrnuta v procesu regulace aktivity komplexu a-disintegrinu a
metaloproteinasy (ADAM) s a-sekretasou, a mlZze zpusobit jeho inhibici v neamyloidovém
Stépeni APP.256 Taktéz je GSK3 pravdépodobné zapojena do komplexu s y-sekretasou, kde
podporuje jeji proteolytickou aktivitu pri Stépeni APP.257 Vedle zapojeni do produkce A3 ma
GSK3[ schopnost také fosforylovat nejméné 36 hydroxyli v tp, a tim podstatné vyvolavat
jeho hyperfosforylaci.258 Experimenty prokazuji, ze optimalizace aktivity GSK33 redukuje
hyperfosforylaci tp a sniZuje frekvenci smrti neuront u mysi.259 Na druhou stranu je GSK3f3
zahrnuta ve velkém poctu dulezitych bunécnych procesi a jeji deaktivace by méla skodlivé

dtisledky (napft. aktivace nefosforylovaného {3-cateninu, ktera spousti onkogenezi).260-262

Vyzkum GSK3{ vedl produkci mnoha slibnych inhibitort, které inhibuji tento enzym jak
orthostericky, tak alostericky.26! Nékteré latky téz vedou k takové inhibici GSK3(, ktera
nenarusuje drahu B-cateninu (napt. BRD0705, Obr. 25).263,264
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BRDO0705

GSK3b + BRD0705

Obr. 25. Struktura inhibitoru BRD0O705 a jeho vazebny méd (modry) v GSK3p (pdb id: 5PKL).

Vybér nejvyznamnéjsich inhibitort GSK3, z nichz enzastaurin, LY2090314 a tideglusib

vstoupily do klinické faze testovani, je uveden na Obr. 26.265
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Obr. 26. Vybér nejvyznamneéjsich inhibitori GSK3p.

Trebaze je vyvoj novych léc¢iv viici AD velmi intenzivni, uplatnéni CADD pristupi v této
oblasti neni prilis ¢asté. Neziidka se voli cesty tzv. intuitivniho designu, kdy se urci nékteré
znamé 1écivo (napf. takrin), a to se modifikuje na hybridni molekulu schopnou napft. ptsobit
inhibici AChE, zaroven blokovat agregaci A a pusobit jako scavenger ROS/RNS.
Kombinovat ¢i zdvojovat se tedy mohou struktury s riznym mechanismem ucinku (napf.
inhibitory AChE a inhibitor N-methyl-D-aspartatového receptoru (NMDA) - memantin).
Tyto MTDL budou mit pravdépodobné zachovany kombinovany farmakodynamicky profil,

ale téz odlisné farmakokinetické vlastnosti.266, 267

Protoze dosud neni nalezeno zadné kauzalni 1é¢ivo pro AD a v klinické praxi se aplikuji
pouze symptomaticka léciva ze skupiny inhibitord AChE a memantin, je stale dllezité
pokouset se nelézt nové 1é¢ivo na AD. Toto usili je spole¢né velkému mnoZzstvi pracovnich
skupin po celém svété, které maji casto kdispozici nejmodernéjsi techniku, aby se
zamysleného ukolu vyvinout 1éc¢ivo pro AD zhostili se cti. Ale pies tuto velkou kapacitu pro
slibny vyvoj a vyzkum 1éc¢iv, navrzené struktury velmi casto selhavaji v klinickych testech

diky neselektivnimu ti¢inku, popft. toxicite.
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4.2. Aktualni vyvoj léciv Alzheimerovy nemoci a vyuziti CADD metod

Soucasna terapie AD je zaloZena na aplikaci reversibilnich inhibitort AChE a antagonisty
NMDA receptoru menantinu. Vriiznych fazich klinického testovani se vSak nachazeji
potencidlni 1éCiva, kterd se zaméruji na modulaci cholinergniho systému, o7
acetylcholinového receptoru nikotinového typu, NMDA receptoru, 3-sekretasy, y-sekretasy,
inhibitory hyperfosforylace a agregace tp a regulatory zanétlivych procesi.268 Podle
vyzkumu, ktery provedli roku 2017 Cummings et al. se v klinické fazi testovani nachazi 105
potencialni 1é¢iv AD, pri¢emz 25 latek je prvni fazi, 52 latek v druhé fazi a 42 latek v treti
fazi klinického testovani.269 27 % ztéchto latek nalezi mezi symptomatické posilovace
kognitivnich funkci nebo jsou to latky, které potlacuji psychiatrické a socialné patologické
projevy spojené s progresi AD. 70 % latek ma naproti tomu charakter modulatord nemoci
(tzv. disease-modifying agents). RozloZeni téchto 105 latek podle mechanismu uc¢inku a faze

klinického testovani (pro rok 2017) je uvedeno na Obr. 27.269
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Obr. 27. Mechanismus ucinku a klinické fdze testovdni potencidlnich 1é¢iv AD.269

Do vyzkumu a vyvoje 1é¢iv AD se téz zapojuji metody CADD, které bud' hledaji nové

zakladni struktury schopné modulovat aktivitu nékterého z biologickych cili figurujicich
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v patogenezi AD nebo jen ovéruji a intepretuji a posteriori vysledky, kterych bylo dosazeno
pomoci organické syntézy a in vitro analyz. Patel et al. provedli LB farmakoforovou analyzu
23 znamych inhibitorti Kkatechol-O-methyltransferasy (COMT), které mohou zvysit
koncentraci dopaminu v mozku, a symptomaticky tak zmirnit nékteré projevy AD.
Farmakoforovou hypotézu ovéfili na mnoziné 1 500 tzv. faleSnych hit (databaze DUD-E,

http://dude.docking.org/) a pak ji vyuzili pro LBVS mnoZiny vSech komerc¢né dostupnych

latek z databaze ZINC (zinc15.docking.org).270 Nejlepsi struktury identifikované pomoci
LBVS byli dale prefiltrovany Lipinského pravidlem péti a ADME-Tox filtrem na on-line
serveru FAF-Drug3. 36 nejlepSich latek bylo nasledné molekuldrné dokovano v modelu
COMT (pdb id: 3A7E) a ziskané vazebné mody byly podrobeny molekularné dynamické
studii o délce 1 ns v programu Yasara. Vysledky této studie, které identifikovali opicapon a

quercetin jako optimalni inhibitory COMT, v§ak nebyly ovéreny experimentalné.

CADD metody byly vyuzity napi. pro hledani novych inhibitord AChE, BuChE,
glutaminylcyklasy, GSK3[3, monoaminooxidasy, metalothieninu 3, kaseinkinasy 1, BACE-1,
Tpu agregace, Af3 agregace, biomarkert acetylcholintransferasy, inhibitory fosfolipasy A2,
5-lipoxygenasy, cyklooxygenasy 2, aj.271-281 Nékteré studie zahrnuji jen virtualni screening
na zakladé LB farmakoforové analyzy, jiné studie vyuzivaji pokrocilejSi metody, jako je
flexibilni molekularni docking nebo i molekularni dynamiku s rozsahem simulace nékolik
ns. Jen velmi vyjimecné se setkdvame s hybridizovanymi MM/QM vypocty anebo vypocty,
vypocetni technologie, jako jsou superpocitace.282 283 Nékteré CADD studie na druhou
stranu nezahrnuji hodnoceni ADMET a nejsou ovérené experimentalné. Proto je tfeba CADD

studie vZdy posuzovat s dostatecnou, avSak spravedlivou mirou skepse.

Zndmkami komplexnich CADD studii, které mohou poskytovat spolehlivé informace
nejen voblasti vyzkumu a vyvoje 1éc¢iv AD, je pritomnost nékolika zakladnich
v predchozich kapitolach (napt. 2.2.), uvedeme jednoduchy souhrn havnich kontrolnich

metodiky i zde:

1) ligandova databaze obsahuje realistické molekularni geometrie ligandd,

jejichZ protonace odpovida podminkam laboratorniho experimentu,

2) struktura modelu biologického cile je ovéfena pomoci vhodnych nastroja
(napf. kontrola sterickych prekryvii atomi, abnormalnich konformacnich

uhlg, chybéni ¢asti retézcq, aj.),
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3) molekularni docking dokadZe reprodukovat vysledky stanovené

rentgenostrukturni analyzou,

4) farmakoforové hypotézy dokazou Klasifikovat s uspokojivou uspésnosti

ucinné a neucinné latky,

5) molekularné dynamicka simulace ma trvani nejméné viadu desitek ns a

systém je raddné parametrizovan jednotnym silovym polem,

6) nejlepsi kandidatni struktury by mély byt prefiltrovany pres ADMET a PAINS
filtry,

7) ziskana in silico data je nutné konfrontovat s experimentalnimi daty.

Pro predikci MTDL urcenych k1écbé AD jsou také vyvijeny QSAR modely (tzv. multi
target QSAR, mt-QSAR), které dokaZou z chemické struktury charakterizované fingerprinty
predikovat aktivitu vii¢i nékolika biologickym cilidm (napf. AChE, histaminovy receptor,
aj.).5% 284 Fang et al. vytvorili kuptikladu mt-QSAR model, ktery predikuje aktivitu vici 25
klicovym biologickym ciltim spojenych s AD. Tento mt-QSAR model vyuziva Bayesovské a
rekurzivni déleni pro latky charakterizované binarnim vektorem se 100 slozkami.285
K odvozeni modelu bylo po odfiltrovani nevhodnych struktur pouZito 18 741 potencialnich
1é¢iv, které vstoupily alespont do prvni faze klinického testovani viici AD. mt-QSAR model
byl validovan pomoci kros-validace a ovéfen na databazi faleSnych zdkladnich struktur
DUD-E. Vytvoreny mt-QSAR model byl nakonec ovéren experimentalné, kde se potvrdila
predikovana aktivita vic¢i BuChE a CDK-5 u latek, jejichz tcinek vii¢i témto biologickym
cilim nebyl znam. mt-QSAR model byl také schopen detekovat charakter MTDL pro nékolik
latek v klinické fazi testovani viici AD, o némz se nevédélo. Tato metodologie predstavuje
tedy velmi zajimavy nastroj pro hledani novych kandidatu na 1é¢iva AD diky hodnoceni
aktivity viici vice biologickym ciliim. Velmi slibna se proto zda byt napft. studie, kdyz by se

tento mt-QSAR model vyuzil pro tzv. precileni (repurposing) znamych 1éciv.
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4.3. Narkolepsie a jeji farmakoterapie

Narkolepsie nalezi mezi chronické, sporadické, dosud ne zcela pochopené, spankové
poruchy, ktera postihuje priblizné 0.02 % - 0.18 % obyvatel USA a vychodni Evropy.28¢ Toto
onemocnéni bychom mohli charakterizovat pétici nasledujicich patologickych projevii:
nadmeérna denni spavost (excessive day sleepiness, EDS), kataplexie (tj. nahla a pirechodna
svalova slabost pfi plném védomi), hypnagogické ¢i hypnopompické halucinace, spankova
paralyza (tj. kratka neschopnost mluvit a hybat se pti usinani nebo probouzeni) a nesouvisly
noc¢ni spanek s abnormalnim profilem faze rychlého pohybu o¢i (rapid eye movement,
REM).287 Narkolepsie je rovnéz spojena s kognitivni dysfunkci, kterd se v anglictiné
oznacuje terminem brain fog neboli ,zatemnéla mysl“.288 Brain fog se projevuje obtiZemi,
jako je hledani ztracenych klicti, které nakonec najdeme ve vlastni kapse, nahla neschopnost
spravné vyslovit krkolomné slovo nebo hledani auta na parkovisti s dalkovym ovladacem
v ruce, pomoci néhoZ auto opét dokaZeme lokalizovat.28% Narkolepsii dale provazi obtiZe se
soustifedénim a rozmazané vidéni. At timto onemocnénim trpi dospéli ¢i déti, je to velmi
Casto spojené s depresemi a uzkosti, s hyperaktivitou, agresivitou, a nékdy i s pribyvanim

na vaze.[P42]

Zpohledu patofyziologie je pro rozvinutou narkolepsii typickd ztrata aZ 95 %
orexinovych neuroni v lateralnim hypotalamu, které produkuji orexinovy pepid A a B (0XA,
0XB) (tézZ zvané hypocretin 1 a 2).290 SniZzenou koncentraci OXA se projevuje narkolepsie I,
ktera zahrnuje vSechny vySe uvedené symptomy.291 Naproti tomu se u nékterych pacientti
vyskytuje rovnéz narkolepsie II, kterd neni spojena skataplexii a nepusobi
v cerebrospinalni tekutiné (cerebrospinal fluid, CSF) pokles koncentrace OXA a 0XB.292
Pricina narkolepsie a dlivod proc, se objevuji dva jeji typy, neni dosud plné znama. Studie
vSak ukazuji, Ze s propuknutim narkolepsie vyznamné koreluje mutace genu pro komplex
lidského leukocytového antigenu (human leukocyte antigen, HLA), kterd miuze vést

k autoimunitni reakci na orexinové neurony a jejich orexinové receptory (OXR).293

Lidsky mozek obsahuje v normdalnim stavu zhruba 50 000 az 80 000 orexinovych
neuront, které produkuji a distribuuji OXA a OXB napii¢ CNS i perifernim nervovym
systémem.2% Tyto neurony jsou propojeny s mnoha mozkovymi centry, které jsou
spoluzodpovédné napi. za udrzeni pozornosti, motivaci, vnimani hladu, metabolismus
glukézy, adaptaci na stres nebo rozvoj drogové zavislosti.295 Diky tomu, Ze orexinovy
neuronovy systém interaguje snoradrenergnimi neurony vlocus coeruleus, s
histaminergnimi neurony v tuberomammilarnim jadru, serotoninergnimi neurony v raphe

nuclei, a dopaminergnimi neurony ve ventralni tegmentalni oblasti, ma postiZeni tohoto
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nervového subsystému velmi komplexni patologické disledky (Obr. 28).29. 297 Nékteré

studie rovnéz prokazuji souvislost mezi AD a patologii orexinergniho systému.298-300
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Obr. 28. Interakce orexinovych neuronti s riiznymi nervovymi podsystémy.297

0XA a OXB jsou produkovany proteolytickym Stépenim orexinového preproteinu o délce
131 aminokyselin na 4 rtizné dlouhé peptidové retézce.301 0XA obsahuje 33 aminokyselin a
dva disulfidické mtstky (Cis6 - Cis12, Cys7 - Cys14), které stabilizuji jeho konformaci. OXB
je kratSim peptidem s 28 rezidui, pticemz je ve srovnani s 0XA konformacné flexibilné;si.

Oba peptidy sdili dle vypoctu v programu Clustal2.1 46.43% podobnost primarni sekvence
(Obr. 29).
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Obr. 29. Srovndni sekvence OXA a OXB. Vlevo dole je matice podobnosti, napravo je sloupcovy graf,
ktery vyjadruje individudlIni prispévky mezi rezidui k celkové podobnosti peptidii. Nahore vievo je

model OXA (pdb id: 1WS0), vpravo nahor’e je model OXB (pdb id: 1CQO0).

Orexinové peptidy OXA a OXB jsou agonisty orexinovych receptorti 1 a 2, (OX1R, OXzR),
které nalezi do kategorie proteinii sprazenych s G-proteiny (G-protein coupled receptors,
GPCR). Pomoci biochemickych experimentd bylo stanoveno, Ze OXA vykazuje stejnou
afinitu k OX;R i OX:zR (ICs50 ~ 20 nM v kompeti¢nim experimentu), zatimco OXB m4 pribliZné
10 x vyssi afinitu k OXzR nez k OX;R.302 V experimentu s transfekovanymi ovarialnimi
burikami ¢inského kiecka (Chinesse hamster ovary cells, CHO), které produkuji OX:R, bylo
zjiSténo, Ze koncentrace zptlisobujici 50% aktivaci OX;iR (ECso) je v pfipadé OXA 30 nM,
kdeZto pro OXB 2500 nM.303 Tento piekvapivy rozdil v aktivité naznacuje pomérné

vyhranénou aktivacni specificitu orexinovych receptori.

Vv

Receptory OX;iR a OX2R jsou exprimovany v neuronech naptic¢ celym CNS a setkdvame se
s nimi v malé mife i v tkanich slinivky brisni, gastrointestindlnim systému ¢i v ledvinach.
Oba receptory nalezi do kategorie GPCR, které se vyznacuji slozitou strukturou a funkci.
Charakteristickym znakem GPCR je transmembranova doména se 7 useky ve tvaru
Sroubovice. OXiR obsahuje 425 rezidui, a je tedy krat$Sim proteinem nez OX:R, ktery
obsahuje 444 aminoKkyselin. Oba receptory obsahuji disulfidicky miistek mezi tretim
transmembranovym segmentem (TM3) a druhou extracelularni smyckou (ECL2), pricemz

dle bioinforma¢ni analyzy sdileji 63.23% podobnost sekvence (Obr. 30).[P43]
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Obr. 30. Modely OXiR (pdb id: 4Z]8) a OXzR (pdb id: 450V) a jejich preloZené sekvence.[P43]
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Mechanismus aktivace OXR Ize zjednoduSené popsat jako kaskadu nékolika Kkrokd.

7 vz

Orexinové peptidy (OXA i 0XB) se vazou do extracelularni ¢asti OXR, méni jeho konformaci

a zpusobuji aktivaci trech podtypt G-proteint (Gq/11, Giso @ Gs). Oba receptory OXR vyvolavaji

influx vapenatych ionti do bunky, avSak v pripadé OXiR je tento influx doprovazeny rovnéz

aktivaci neselektivniho kationtového kanalu (nonselective cation channel, NSCC), a tedy

rychlej$im nartistem koncentrace Ca?* v neuronech (Obr. 31).304
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Obr. 31. Zjednoduseny mechanismus aktivace OXR. Po aktivaci OXR ndsleduje stimulace fosfolipas C, A
a D (PLC, PLA, PLD), kterd vede k ndriistu koncentrace cytosolického Ca?*3%*

V soucasné dobé probiha intenzivni vyvoj nizkomolekularnich modulatord OXR, protoze
podani syntetickych peptidu OXA a OXB v terapii narkolepsie je jednak kriticky limitované
BBB a jednak se tyto peptidy rychle metabolizuji v krevnim obéhu. Experimenty na mysich
nicméné dokazuji, Ze centralni podani OXA redukuje priznaky kataplexie a prodluzuje cas
potiebny k probouzeni.305 Vedle genové terapie a transplantace orexinovych neuronti se
vSak velkd pozornost voblasti 1écby narkolepsie vénuje vyvoji syntetickych agonisti

OXR.306,307

Prestoze je cilem racionalniho designu v oblasti 1é¢by narkolepsie vyvinout agonisty
OXR, v mnoha pripadech byly objeveni antagonisté téchto receptorti, které nachazeji své
misto v 1éCbé nespavosti (napt. suvorexant, almorexant, nemorexant, aj.).308-310 Ve vétsiné
pripadi jsou tito antagonisté schopni blokovat oba receptory OX:R a OXzR (tzv. dual orexin
receptor antagonists, DORAs), avSak specificky uc¢inné blokatory orexinovych receptort
byly rovnéz objeveny (napi. TCS-0X2-29 a RTIOX-276) (Obr. 32).311-313 Pokud bychom se
pokusily uvedené struktury antagonisti porovnat, nalezli bychom ve vSech latkach
amidickou skupinu. Nelze ale bez farmakoforové analyzy (at uz na bazi SB ¢i LB CADD) rici,

zda se jedna o nezbytnou funk¢ni skupinu pro vyvolani antagonistického efektu viic¢i OXR.
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Obr. 32. Priklady agonistii OXR. Ldtka TCS-0X2-29 piisobi specificky na OXiR, RTIOX-276 je selektivni
antagonista OXzR. Ostatni uvedené ldtky ndleZi k DORAs.

Z dtvodu nesnadného designu malych agonisti OXR, které by napodobily ucinek
0XA/OXB, se ptilécbé narkolepsie vyuZivaji symptomaticka léc¢iva, z nichZ vétSina naleZi do
skupiny inhibitori zpétného vychytavani serotoninu (selective serotonin reuptake

inhibitors, SSRI) (Tabulka 2).

Tabulka 2. Symptomatickd léCiva aplikovand pri 16Cbé narkolepsie a typ jejich ucinku.286

Oxybat sodny Aktivace GABA-B a GHB receptorti
. Inhibice zpétného vychytavani serotoninu
Venlafaxin P W )
a noradrenalinu
Inhibice zpétného vychytavani serotoninu,
Sertralin . vy J .
noradrenalinu a dopaminu
Inhibice zpétného vychytavani
Protriptylin . P Vy Y .
noradrenalinu, serotoninu a dopaminu
Modafinil Inhibice zpétného vychytavani dopaminu
Amfetamin ZvySeni transmise dopaminu
Pitolisant Agonismus histaminového H3 receptoru

Pro vyvoj novych modulatorti OXR je velmi podstatné, Ze roku 2015 byla stanovena 3D

struktura obou typu téchto receptorti, a tim oteviena brana pro SB CADD metody.314316
Prikladem je klicova studie Yin et al. (2015), ktera objasnuje pomoci rentgenostrukturni

analyzy vazebny moéd suvorexantu v OXzR (Obr. 33).315
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Obr. 33. Vazebny mdd suvorexantu(svétle fialovy) v OXz2R, stanoveny rentgenostrukturni analyzou

(pdb id: 450V). Rezidua vzddlend maximdiné 4 A od suvorexantu jsou obarvena zelené.

Ackoliv je 3D struktura OXR znama, vyuZzivaji se k objevovani novych zakladnich struktur
moduldtori OXR pirevazné techniky spojené s HTS (napf. pfi objevu suvorexantu).310
Pomoci HTS byly rovnéz nalezeny prvni nepeptidické latky, schopné ptlisobit agonisticky na
OXR.317 Skupina kolem prof. Masashiho Yanagisawy z Univerzity v Dallasu patentovala (US
8,258,163 B2) v roce 2012 cyklické derivaty guanidinu jako prvni agonisty OX;R.[P42] Dale
nasledovaly objevy dalSich malych agonisti OXR, které obsahovaly jako klicovy strukturni
prvek sulfonamidickou skupinu nebo nalezely do skupiny peptoidi na bazi N-

substiuovanych oligomert glycinu (Obr. 34).318,319
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Obr. 34. Vybrané ldtky, které vykazuji agonisticky efekt viici OXR. Jednd se o derivdty guanidinu (1),
naftochinonu (2), sulfonamidu (3) a substituované glyciny (4).

Ackoliv jiz byly nalezené latky, které plisobi pomérné silnym agonistickym tucinkem na
OXR, zadna z nich se dosud podle aktualnich, verejné dostupnych informacnich zdroja
nedostala do klinické faze testovani. U derivati guanidinu se naopak ukazuje, Ze jsou
cytotoxické viici CHO bunkam, coz ve vyvoji novych 1é¢iv neni nic neobvyklého.320 Proto je
Zadouci, aby se nadale vyvijely latky, které bude mozné privést do klinické faze testovani, a

nasledné pak do terapie narkolepsie.
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4.4. Vyuziti CADD metod ve vyvoji lécCiv narkolepsie

Nejvyznamnéjsi objev v oblasti hledani nizkomolekularnich agonisti OXR byl zatim
dosaZen roku 2015 ve skupiné Nagahara et al,, kde jeji ¢lenové provedli klasicky in vitro HTS
chemické knihovny citajici zhruba 250 000 drug-like chemickych latek.317 Po této etapé
nasledovala organicka syntéza 1 000 analogli zakladni struktury nalezené pomoci HTS a
pak jejich in vitro testovani vii¢i OX;R a OXzR. Takto velmi ndro¢na a draha prace podnitila
napi. pracovni skupinu Turku et al., aby se pokusili vyuzit k nalezeni novych zakladnich
struktur modulatori OXR nastroji CADD, a uskutecnili proto in silico alternativu HTS,

presnéji LBVS.321 Jejich praci Ize popsat struc¢né v nasledujicich krocich:

1) vytvoreni homologniho modelu OX;R,

2) flexibilni molekuldrni docking latky 1, uvedené na Obr. 34, v homolognim
0X1R pomoci programu Glide (Schrodinger Maestro 2013v),

3) vytvoreni ligandové databaze se 450 malymi molekulami, u nichz byla
experimentalné stanovena biologicka aktivita viic¢i OXiR,

4) vytvoreni LB farmakoforové hypotézy se 4 proménnymi v programu
Discovery Studio 3.5,

5) kombinace poznatki ziskanych z flexibilniho molekuldrniho dockingu (krok
2) a LB farmakoforové hypotézy (krok 4) do optimalni farmakoforové
hypotézy,

6) LBVS online databaze http://ddcb.fi/en/ o 137 000 ligandd s vyuzitim

uzivatelské farmakoforové hypotézy a selekce 800 nejlepsich kandidatd,

7) post-sceeningova filtrace 800 ligandt, ktera vyloucila latky s molekularni
hmotnosti nizsi nez 400 g/mol, latky obsahujici reaktivni skupiny (tzv. REOS
filtr, rapid elimination of swill) a l1atky spadajici do kategorie PAINS,

8) hodnoceni agonistické a antagonistické aktivity in vitro pro 395 latek vici

OX1R a OXzR.

S vyuzitim vySe uvedeného protokolu bylo nakonec vybrano 26 agonisti a 23
antagonistli OXR, u nichZ bylo provedeno hodnoceni Kinetiky aktivace a inhibice OXiR a
OXzR. Experimentdlni méreni ukazala, Ze nejlepsi agonista vyvola v OX;R cca pri
koncentraci 10 uM jen zhruba 25% odpovéd, jakou zpisobi 10 nM OXA. Kdyz byla
analogicky testovana aktivita vii¢i OXzR, agonista vyvolal 20% odpovéd’ ve srovnani s OXA.

V pripadé testovani antagonistl byla urcena ICso v fadu jednotek uM az stovek nM, pticemz
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Obr. 35. Prehled 3 nejlepsich moduldtorii OXR, které byly ziskdny CADD metodami (v horni ¢dsti). Pro
srovndni je uvedena chemickd struktura (v dolni édsti) nejlepsiho agonisty OXR, kterd byla nalezena

kombinaci HTS a syntetickych pristupii.317.321

Velice prinosnd prace skupiny Nagahara et al., ktera vedla k objevu silného agonisty
OXR, byla a posteriori roku 2015 analyzovana skupinou Heifetz et al. pomoci flexibilniho
molekularniho dockingu.322 Prace ukazala, Ze tzv. Nagahartiv agonista se vaze prakticky ve
stejném misté OX:R jako suvorexant, ale vyvolava odstredivy posun domény TM5 a
dostiredivy pohyb domény TM6 receptoru.[P44] Heifetzova studie potvrdila Manglikovy a
Trzaskowského propozice o vyznamu konformacnich zmén TM6 domény pro aktivaci

rhodopsinu, ktery nalezi do skupiny GPCR receptorti (Obr. 36).323 324
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Obr. 36. Predpoklddany mechanismus aktivace GPCR receptorii a vyznam konformacnich zmen

domény T6.322,324

Dalsi Heifetzovy prace v oblasti modulatorti OXR dale poukazuje na skute¢nost, Ze SB
CADD metody zaloZené pouze na molekuldrni mechanice nemohou postihnout vSechny
interakce, ke kterym béhem aktivace GPCR dochazi.322 325326 Z tohoto diivodu jen nutné
zahrnout téZ kvantové chemické vypocty, které jsou napt. schopné reflektovat interakce
typu C-H - m, halogen - m, kation - 7, a neklasické vodikové vazby.327 Nelze samoziejmé
tvrdit, Ze by nebylo mozZné tento typ nevazebnych interakci parametrizovat na drovni
molekularni mechaniky, ale soudoby software pro molekularné mechanické vypocty
prozatim tuto moZnost interakci neimplementuje. Naproti QM metody v principu dokazou
reflektovat vSechny interakce, pokud nejsou tedy hrubé zjednodusené. Problematicka je
samozrejmé ta skutecnost, Ze aplikace QM na systémy s proteiny je extrémné vypocetné

narocna.

Heifetz et al. poukazali na moznost dosahnout presnéjsich vysledki v CADD, kdyzZ se
vyuZzije metoda fragmentl molekularnich orbitalli (fragment molecular orbital, FM0).328,329
Metoda je zaloZena na rozdéleni molekularniho systému na fragmenty o nékolika atomech
(napr. amidické vazby, aminokyselinové zbytky) a vypocet kvantové chemickych interakci
mezi témito fragmenty. Totalni energie systému je soucet parovych interakcnich energii
(pair interaction energy, PIE) mezi vSemi pary fragmentd, které se skladaji ze 4 kvantové
chemickych prispévkl: elektrostatickd interakce, vyménna interakce (exchange
interaction), pfenos naboje, disperze naboje. Na tirovni FMO maji pochopitelné vysvétleni i
-1 interakce, které se mnohdy soucasné odborné literatufe vyuzivajici molekularni
modelovani vyvozuji jen na zakladé van der Waalsovych interakci, které zahrnuje

molekuldrni mechanika.
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vazebnych moédi pro vSechny latky, které publikovali Nagahara et al., 2015,317 ale téz
vypocitat vazebnou energii, kterd korelovala se zdpornym logaritmem hodnot ECs
s hodnotou koeficientu determinace R? = 0.872. Tyto vysledKky proto jen potvrzuji zakladni
predpoklad, Ze pokud maji CADD metody prinaset ve vyvoji a vyzkumu léciv spolehlivé
informace, je nutné pouzit co nejpresnéjsich vypocetnich metod. To vSak vyZaduje velmi

pokrocilou vypocetni techniku, jako jsou superpocitace nebo pocitacové clustery.

4.5. Reaktivace inhibovanych cholinesteras

Urcitou analogii k symptomatické 1é¢bé AD ¢i Myasthenia gravis pomoci reverzibilni
inhibice AChE je inaktivace této cholinesterasy béhem intoxikace organofosforovymi
slou¢eninami, mezi néZ naleZi nervové paralytické latky, jako je sarin, soman, tabun, nebo

nékteré insekticidy (napt. chlorpyrifos) (Obr. 37).330.331

sarin soman tabun chlorpyrifos
i
_P
Bl i i NN
- E\o - E\O N N\O/\ 7]
PN
"¢
ClogP = 0.8 ClogP = 2.1 ClogP = 0.1 ClogP =5.3
MW = 140.09 g/mol MW = 182.18 g/mol MW = 162.13 g/mol MW = 350.58 g/mol
HBD =0 HBD =0 HBD =0 HBD =0
HBA = 3 HBA = 3 HBA = 4 HBA=5
TPSA = 26.3 A2 TPSA = 26.3 A2 TPSA = 53.3 A2 TPSA = 72.7 A?

Obr. 37. Piiklady organofosforovych sloucenin, které inhibuji cholinesterasy AChE/BuChE. FyzikdIné

chemické vlastnosti byly vzaty z online databdze PubChem.

Zakladni fyziologickou ulohou AChE je hydrolyticky rozklad acetylcholinu, ktery
zprostiedkovava neurotransmisi v cholinergnim nervovém systému (napf. synapse a
nervosvalova ploténka). Je-li tomuto rozkladu =zabranéno kovalentni vazbou
organofosforové slouCeniny v aktivnim misté AChE, dochazi k hromadéni nerozlozeného
acetylcholinu, a nasledné k nadmérné stimulaci muskarinovych a nikotinovych receptort.
Ma-li byt aktivita AChE obnovena, je nutné pomoci reaktivatorti odstranit organofosfat,
ktery se estericky vaze v aktivnim misté na aminokyselinu serin, a tim obnovit jejich

hydrolytickou aktivitu.
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Organofosforové latky, a v rizné mire i jiné inhibitory AChE, ptlsobi taktéz na BuChE,
ktera je produkovana v jatrech a vyskytuje se predevsSim v plazmé, v mensi mire ale téz
v ledvinach a mozku.332 Inhibice plasmatické BuChE sice nema tak vyznamny dopad na
funkci organismu, jako je tomu v pripadé AChE, ale je potfeba s jeji pritomnosti v organismu
pti vyzkumu inhibitort AChE pocitat.333.33¢ AChE a BuChE maji velmi podobnou strukturu a
funkci, avSsak BuChE ma ponékud vétsi aktivnim misto, diku ¢emuz miiZe hydrolyzovat i
objemnéjsi substraty, nez je acetylcholin (napf. nefyziologické substraty butyrylcholin a
benzoylcholin, fyziologicky peptid ghrelin).335 336 Pokud preloZime 3D modely lidskych
AChE a BuChE pomoci algoritmu, ktery minimalizuje RMSD pro alfa uhliky v parujicich
aminokyselinach, pozorujeme pomeérné dobrou koincidenci, ackoli preloZeni primarnich

sekvenci pomoci programu ClustalX (freeware) udava podobnost 53 % (Obr. 38).

Obr. 38. PreloZené modely AChE (pdb id: 4EY7, Zlutd) a BuChE (pdb id: 4BDS, modrd). Vysledné RMSD
pro alfa uhliky je 0.73 A. Hodnota RMSD byly vypoéitdna na serveru PDB.

U obou enzymt se v dolni ¢asti podlouhlé kavity (cca 20 A) nachazi katalyticka tridda
aminokyselin glutamin - histidin - serin (tzv. CAS), ktera je zodpovédna za hydrolyzu
acetylcholinu ¢i jinych analogl cholinu. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole o Alzheimerové
nemoci (4.1.), v aktivnim misté obou cholinesteras jsou pritomna dalsi vazebna mista (tj.
oxyanionové, kation - 7, PAS, atd.), resp. skupiny aminokyselin, které hraji klicovou roli pri
vytvareni nekovalentnich vazeb s riiznymi ligandy (napf. acetylcholin, donepezil, takrin, 7-

methoxytakrin).337

Otrava organofosforovymi latkami miiZe nastat u lidi, ktefi pracuji v zemédélstvi, kde se
tyto latky vyuzivaji jako insekticidy. Nebezpeci otrav hrozi dale ve valecnych konfliktech,
pri teroristickych tutocich a pti imyslném zneuziti téchto latek (tj. vrazdy a sebevrazdy).
Intoxikace organofosforovymi latkami se projevuje hypotenzi, bradykardii, midzou,

slzenim, bolestmi hlavy, zavrati, zvracenim, atlumem dychani a bezvédomim. Cholinergni
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krize bez 1éCby vétSinou konc¢i smrti diky kolapsu dychaciho systému. Vedle postizeni
nervového systému ma na patologicky obraz intoxikace organofosforovymi slou¢eninami

téz vliv hypoxie a prekyseleni organismu.

Je-li mozné otravu organofosforovymi slouceninami predpokladat (napt. u vojaki
v prvni linii), pfichazi v ivahu podani profylakticky ptlisobicich inhibitori cholinesteras,
které chrani aktivni misto cholinestras pred fosfylaci (napt. pyridostigmin). V pripadé jiz
zapocaté otravy je mozné obétem podat latky, které organofosforové slouceniny
v organismu vychytavaji (napt. BuChE a jiné scavengery) nebo je katalyticky rozkladaji
(napt. paraoxonasa).338 Klasicka terapie akutni otravy organofosforovymi latkami nicméné
spociva v podani kombinace 1éCiv, které plsobi jak symptomaticky, tak kauzalné. Pro
potlateni  symptomt danych nahromadénym acetylcholinem se  podavaji
parasympatolytika (napft. atropin), ktera blokuji muskarinové receptory, a antikonvulziva,
ktera zabranuji tonicko-klonickym kirec¢im (napt. diazepam).33® DalSimi podplirnymi
prostiredky zejména u silné otravy jsou nasazeni umélé ventilace a infuze bikarbonatu pro
neutralizaci systémové acidozy. Kauzalni ¢ast 1écby intoxikace organofosforovymi latkami

je zaloZena na aplikaci 1éCiv, které jsou schopné reaktivovat inhibované cholinesterasy.

Z pohledu mechanismu otravy organofosforovymi latkami a jeji kauzalni 1éCby je
podstatnd védomost o zablokovani hydroxylové skupiny serinu AChE/BuChE, ktera je
nezbytna pro jejich hydrolytickou aktivitu. Vznikly ester serinu mtiZe byt regenerovan
plisobenim vhodnych nukleofilnich reaktivatord, jako jsou napi. aldoximy pralidoxim,
obidoxim, trimedoxim, HI-6.340.[P45,P46] Pred aplikaci konkrétnich reaktivatori je ale
nutné védét, jaka organofosforova latka otravu zplsobila, protoZe reaktivatory maji
optimalni aktivitu vzdy jen vii¢i nékterym inhibovanym komplexim AChE/BuChE. Proces
reaktivace dale ztéZuje doba, po kterou se inhibované cholinesterasy nechaji tvz. starnout,

tedy chemicky zménit na formy, které jsou obtizné reaktivovatelné (Obr. 39).341

65



R4

|
HO 0=P-0R, HO
s H O R, inhibice o reaktivace 3 N
SN N\f * xR ~ H + R//NOH ~ SN ~
H A OR, S AN H H
o HX N ¢ Q o
HH o N _Ry
serin inhibitor reaktivator 9/ \OR2 serin
starnuti R”
OH HO, o
_ N= D—NH,
S —
7\ NH ® 7 N\
SN = Op 0 N A .
\ { 1“OH H (
= N R4 (0]
Z "OH 0 o OH
<N+ N* <N+ §
7 N\ - 7 N\
_ \ 7/ _
=N N=
OH HO
ClogP = 1.0 ClogP = 1.1 ClogP = 1.4 ClogP = 0.6
MW = 132.16 g/mol MW = 288.31 g/mol MW = 286.34 g/mol MW = 288.31 g/mol
HBD =1 HBD =2 HBD =2 HBD =2
HBA =2 HBA =5 HBA =4 HBA =4
TPSA = 36.5 A2 TPSA = 82.2 A2 TPSA =72.9 A? TPSA = 92.7 A2
pralidoxim obidoxim trimedoxim HI-6

Obr. 39. Predpoklddany mechanismus ucinku organofosforovych inhibitorii na AChE a BuChE, proces
reaktivace a stdrnuti inhibovaného komplexu a vybrané biskvarterni reaktivdtory. FyzikdIné chemické

viastnosti reaktivdtorti byly vzaty z online databdze Pubchem.

Ackoli jiz bylo vyvinuto mnoho reaktivatorti inhibované AChE/BuChE, stale se nedaii
nalézt takové latky, které by mély schopnost pronikat u¢inné do centralniho nervového
systému, reaktivovat vSechny typy inhibovanych komplexti cholinesteras (tj. inhibované
riznymi organofofosrovymi latkami a nachazejici se v odliSnych stavech ,starnuti“
komplexii), a neplisobit po uspésné reaktivaci jako fosfylacni ¢inidla se schopnosti zpétné
inhibovat AChE/BuChE.342 343 Velka vétSina reaktivatoru je totiZ zastoupena derivaty

aldoximi pyridiniovych soli, které obtizné prostupuji z krve od mozku, a jejich fosfylované

formy vykazuji nezanedbatelnou toxicitu.

Zvyse uvedenych diivodi se soucasné védecké usili v oblasti vyvoje optimalnich
reaktivatort inhibovanych cholinesteras zaméruje na studium nenabitych ¢i neoximovych
reaktivatori a na posileni jejich reaktivacni schopnosti. Prikladem mohou byt
salicylaldoximy a aromatické [-aminoalkoholy jakoZto prekurzory chinonmethid
(quinone methide precursors, QMP), které vykazuji vyhodnéjsi farmakokineticky profil a
v nékterych pripadech schopnost reaktivovat ,zestarly“ komplex cholinesteras

s organofosforovymi latkami (Obr. 40).344.345
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Obr. 40. Ukdzky nekvarternich reaktivatorti AChE/BuChE inhibovanych organofosforovymi ldtkami
(salicylaldoximy, vievo; QMP, vpravo).

4.6. Vyuziti CADD metod ve vyvoji reaktivatori inhibovanych

cholinesteras

Analyza a vyvoj reaktivatori inhibované AChE a BuChE probihajiz fadu let s vyznamnym
prispénim poéitatovych metod.346 Eru SB CADD metod odstartovalo roku 1991 uréeni 3D
struktury AChE (z Torpedo californica) a identifikace 14 aromatickych rezidui, které
vyznamneé prispivaji k vazani kvarternich amoniovych kationti v aktivnim misté enzymu.347
Topochemicka stavba kavity AChE a jeji silné negativni elektrostatické pole byly
povazovany za zakladni informace umoziujici racionalni design novych inhibitort c¢i
reaktivatoru tohoto enzymu. Vyznamné informace ptinesly dale molekuldrné dynamické
simulace, které objasnily tepelny pohyb klicovych rezidui a roli vody uvnitf aktivniho mista
AChE.178 Pokrocilé metody molekularni dynamiky tak napomohly vysvétlit mechanismus
transferu substratu do kavity AChE, kterd ma zhruba v poloviné hloubky vyznamné zdzeni
primeéru, pomoci tzv. enzymového dychani.!5* Svyuzitim molekularné dynamickych
simulaci bylo také potvrzeno, Ze cholin, ktery je v AChE silné vazan diky svému kladnému
naboji a elektrostatickému dipo6lu kavity (tj. vypocitino 505 Db), se mize uvolnit z enzymu
tzv. zadnimi ¢i bo¢nimi dvefmi podél Q-smycky (Cys69 - Cys96).177 Jiné studie aplikujici
steered molekuldrni dynamiku (SMD) nebo mapovani profilu volné energie pro ligandy
(free energy landscape for ligands, BFEL) odhalily rozdil mezi asocia¢ni a disociac¢ni energii
komplexu AChE - huperzin A a rovnéZ poukazaly na existenci tfi stabilnich a dvou
transitnich stavi na inhibi¢ni koordinaté.348 Tyto vysledky velmi dobie korelovaly
s experimentalni mérenimi metodou rezonance povrchovych plazmont (surface plasmon

resonance, SPR).

Zhang et al. aplikovali hybridni QM /MM vypocty pro stanoveni aktiva¢ni energie acylace
katalytického serinu v mysi AChE. Tato vyzkumna skupina téz pozdéji provedla simulaci
hydrolyzy acetylcholinu v AChE s vyuZitim Born-Oppenheimerovy molekularni dynamiky,

metodou B3LYP/6-31G(d) ur¢enymi potencialy a deStnikovym vzorkovanim.171.349 Aplikaci
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stejné metody QM /MM Zhang et al. analyzovali i mechanismus fosfonylace AChE somanem
a objevili nékolikastupnovy adi¢né-elimina¢ni mechanismus, ktery zac¢ind nukleofilnim
napadenim atomu fosforu v somanu atomem kysliku serinu AChE za ucasti His440 jako
pomocné baze. Interakci vznika intermediat s geometrii ve formé trigonalni bipyramidy,
ktery se nasledné rozklada za odstépeni fluoridového aniontu. Fluoridovy aniont je
stabilizovan nejprve vodikovou vazbou s Tyr121 a posléze se solvatovany uvolni z kavity

AChE.350,351

Rada QM/MM simulaci byla rovnéz provedena za tcelem objasnéni mechanismu
reaktivace AChE inhibované organofosforovymi latkami pomoci nabitych ¢i nenabytych
aldoximi. Lo et al. potvrdili, Ze reaktiva¢ni mechanismum aldoxim®i ma povahu adi¢né-
eliminaéni reakce, pricemz néktera rezidua v kavité AChE pomahaji stabilizovat transitni
stav, jehoz vlastnosti tidi pribéh reakce.352 QM/MM vypocty také potvrdily, Ze
nezanedbatelny vliv na celkovou reaktivaci maji molekuly vody, které rovnéz reaktivuji
inhibovanou AChE.353 Pomoci QM/MM vypocti bylo dale zjisténo, Ze pro reaktivace je
nutné, aby na Glu202 a/nebo His447 byl proton, ktery umozni odstépeni a stabilizaci
serinového hydroxylu AChE. Pokud jde o aldoxim, ten musi atakovat atom fosforu jako
oximatovy aniont. Za fyziologickych podminek se zda pravdépodobny takovy mechanismus,
kdy do aktivniho mista vstupuje neutrdlni aldoxim, nasledné protonuje Glu202 nebo
His447, a poté vznikly oximatovy anion interaguje s organofosfatem. I kdyz bylo vypocitano
nékolik alternativnich scénaii reaktivace, je nejvice pravdépodobna reaktivace po
deprotonaci aldoximu v aktivnim misté AChE. Tento mechanismus vede tedy k tomu, Ze
proti sobé plisobi dva opacné fyzikalné chemické faktory, které zvysSuji reaktivacni

schopnost reaktivatori: nukleofilicita a acidita oximové skupiny.354 355

Dilezité vysledky tykajici se predikce reaktivacni schopnosti aldoximt byly publikovany
skupinou Gicoppo et al,, ktef{ pomoci QM /MM odvodili vztah mezi aktiva¢ni energii adi¢né-
eliminacniho mechanismu reaktivace, vazebnou afinitou a reaktivatni schopnosti
pyridiniového aldoximu BI-6 vG¢i my$i AChE, inhibované 6 rliznymi organosforovymi
latkami.35¢ Jejich linearni dvouparametrovy QSPR model s koeficientem determinace R? =
0.89 a n = 6 ukazal, Ze reaktivacni schopnost aldoximu BI-6 posiluje silna vazebna energie
reaktivatoru vic¢i AChE a nizka aktivacni energie, pricemz vazebna afinita a aktiva¢ni
energie prispivaji k reaktivaci zhruba v poméru 1 : 2.

Protoze QM /MM vypocty jsou velmi vypocetné narocné a komplikované, vétSina in silico
studif reaktivace inhibované AChE ¢i BuChE spoléhad na molekuldrni docking jakoZto na

pomticku pro odvozeni SAR hypotéz. Nékteré studie ukazuji, Ze vazebna afinita

aldoximovych reaktivatorti k AChE, urend molekularnim dockingem, dobie Kkoreluje
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svolnou energii vypocitanou MM/PBSA/MD metodou, a proto se véri, Ze vysledkl
molekularniho dockingu lze pouzit k predikci reaktivace.357 Nicméné je nutné akceptovat
fakt, Ze afinita k reaktivatoru ke kavité AChE vytvari z téchto latek inhibitory AChE. Nékteré
studie tudiZ prokazuji, Ze samotnd vazebnd afinity reaktivatorti kaktivnimu mistu
inhibované AChE neni jednoznacné spjata s vysokou reaktivacni schopnosti. Molekularni
docking nicméné poskytl zajimavé semi-kvantitativni koncepce, které slouzi k posouzeni
reaktivacni schopnosti reaktivatoru molekularné mechanickymi vypocty na zakladé
geometrie predikovaného vazebného modu.358 Byly napt. definovany nékteré konformacni
parametry vazanych molekul reaktivatord, které vedou k Gc¢inné reaktivaci AChE (tzv. near-
attack conformation, NAC).359 NAC konformace je charakterizovana vzdalenosti mezi
kyslikem aldoximové skupiny a atomem fosforu v organogosforové latce vazané na serin
AChE men$i nez 10 A a thlem mezi kyslikem serinu, fosforem a kyslikem aldoximu
v rozmezi 180 + 60 °. [ kdyz molekuldrné mechanické vypocty v principu nemohou operovat
s koncepci geometrii transitnich stavi pri reaktivaci, mohou presto poukazat, Ze

z mechanistického pohledu nic v reaktivaci kvantové-mechanickymi procesy nebrani.

Ve snaze nalézt nové reaktivatory inhibované AChE se Sir$im spektrem uc¢inku a vyssi
prostupnosti pres hematoencefalickou barieru bylo téZ provedeno nékolik SB/LB
virtudlnich screeningii.360-362 Vyuzivaji se zde stejné, univerzalni pfistupy jako v jinych
ptipadech hledani zakladnich struktur. Pfi LBVS se vychazi ze zndmych struktur
reaktivatorii (napf. pyridiniumaldoximy, imidazoliumaldoximy), ke kterym se hledaji
podobné struktury, a to v souladu s teorii, Ze podobné struktury maji podobné fyzikalné
chemické vlastnosti a biologicky ucinek. Pfi SBVS se vyuzivd molekularni docking ve
vysoko-propustném rezimu, ktery zpravidla zahrnuje heuristicky priizkum rigidniho
modelu AChE. Jako zdroj velkého poctu ligand{, které redlné existuji, se vyuziva predevsim
online databaze zinc.docking.org36¢3 QSAR studie reaktivator AChE/BuChE zahrnuji
analyzy molekularnich deskriptori odvozenych z kvantové-chemickych vypocti pomoci
linearnich regresnich technik (napt. PCA, PCR, MLR) nebo umélych neuronovych siti.364-366
VSechny tyto studie vedly ke statisticky vyznamnym QSAR modelim a v nékterych
ptipadech podnitily organickou syntézu predikovanych struktur, které nasledné vykazaly
zajimavou reaktivacni aktivitu in vitro. Nékteré nD-QSAR predikce potencialné uc¢innych
reaktivatori AChE/BuChE vsak také zlistaly zapomenuty, a zadny dalsi experimentalni

vyzkum na né nenavazal.367-369
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5. KOMENTAR K PREDLOZENYM PRACIM

V nasledujicich kapitolach budou shrnuty vysledky mé védecké prace, které vznikaly od
roku 2012 az do letoSniho roku 2019. ProtoZe jsem se béhem tohoto obdobi zabyval vice
tématy, vybral jsem pro habilita¢ni praci ty publikace, které Gzce souvisi s vyvojem 1é¢iv
proti Alzheimerové nemoci, narkolepsii a vyvojem reaktivatort inhibované AChE. Studium
téchto skupiny bioaktivnich latek probihalo predevSim v Centru biomedicinského vyzkumu
(CBV) Fakultni nemocnice Hradec Kralové, ale méla na ném velky podil téZ Katedra
toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, kde
probihala ¢ast organické syntézy navrZenych potencialnich lé¢iv a testovani in vitro
reaktivacnich ¢i inhibi¢nich vlastnosti vii¢ci AChE a BuChE. Hodnoceni cytotoxicity a
biologické aktivity vici OXR, GSK3B a TLR4 probihalo na CBV. Vypocty CADD byly
realizovany diky své naro¢nosti zejména na externich zdrojich, caste¢né ale také na Katedre
chemie Prirodovédecké fakulty a v Centru zakladniho a aplikovaného vyzkumu (CZAV)

Fakulty informatiky a managementu Univerzity Hradec Kralové.

Pokud jde o provedeni CADD metod, nenahraditelnou pomoci pro mé byla spoluprace
s Narodnim superpocitacovym centrem IT4Innovations v Ostravé, kde jsem se s nékolika
projekty ucastnil verejnych grantovych soutéZi o vypocetni ¢as. V téchto projektech jsem
ziskal vice nez 10 milionii jddrohodin vypocetniho ¢asu k provedeni nejriznéjsich simulaci
amodelovani s vyuZzitim vysoce paralelizovaného prostredi superpocitacti Salomon (24192
CPU, 2 PFlop/s) a Anselm (3344 CPU, 94 TFlop/s). K vypoctiim jsem mohl vyuzivat jak
vicejaderné CPU nody a vysoce propustnou sit 7D Enhanced Hypercube InfiniBand, tak
nody s grafickymi kartami NVIDIA Kepler K20m a Intel Xeon Phi MIC akceleratory. Druhou
a neméné vyznamnou pomoci pro mé byla Narodni gridova infrastruktura MetaCentrum,
ktera mi umoznila provadét paralelni vypocty v heterogenni gridové pocitacové siti bez

potireby podavat projektovou prihlasku a projit s nf isp€sné oponentnim rizenim.

Tato habilita¢ni prace urcitym zplisobem navazuje na témata mé diplomové a diserta¢ni
prace, pro néz bylo spolecné vyuziti pocitacové chemie ve studiu struktury a vlastnosti
organickych latek. V rdmci doktorandského studia na (toho €asu) Katedie anorganické a
organické chemie Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové jsem se zabyval navrhem,
organickou syntézou a QSAR analyzou potencialnich antituberkulotik ze skupiny
fenylkarbamat, salicylamidd, thiosalicylamidi a tetrazolli. PFedné jsem se zaméril v ramci
QSAR analyz na aplikaci kvantové chemickych molekularnich deskriptord a pokrocilych
matematickych metod pro datamining mnohorozmérnych dat (metoda regrese zakladnich

komponent, metoda parcialné nejmensich ¢tvercli, umélé neuronové sité). Na tyto studie
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jsem ale béhem postdoktoranského projektu na CBV explicitné nenavazal, ale aplikoval je a

rozsiril ve studiu jinych latek.

V souvislosti s vyvojem CADD metodiky, pro mé byl klicovy pocitacovy vyzkum
modulatort TLR4 receptori, kde bylo nutné vyresit problematiku agonismu a antagonismu
receptoru, ktera se odliSuje od problematiky inhibice napi. AChE. V zjednoduSeném
pohledu na véc Ize fici, Ze predikovana vazebna energie ligandu v ptripadé simulace inhibice
enzymu by meéla korelovat s hodnotami plCso. Je-li vSak studovdna interakce malych
molekul s receptorem, nelze rozhodnout, zda vypocitana vazebna energie mezi ligandem a
receptorem reflektuje silu antagonistického, nebo agonistického efektu. Lze sice
predpokladat, Ze silny agonista i antagonista bude vykazovat vyznamnou interakci
sreceptorem, ale o tom, zda interakce povede kaktivaci receptoru, ¢i ne, je mozZné
spekulovat ziejmé jen na zakladé molekularné dynamické simulace, pomoci niz 1ze posoudit

konformacni zmény modulovaného receptoru.

Pfi provadéni SBVS jsem se také casto setkaval s otazkou, zda je rozumné vyradit
z testované ligandové knihovny latky, které maji nevhodné farmakokinetické vlastnosti
nebo maji charakter PAINS, pred SBVS, nebo provést filtraci ligandii az pro zuZenou
mnoziny kandidatd, které prosly SBVS. Ma zkuSenost naznacuje, Ze je spis vyhodnéjsi dat
prednost SBVS a ligandy prefiltrovat po jeho ukonceni, protoze nalezenou zakladni
strukturu s potencialnim farmakoforem je pak mozné otimalizovat v ramci H2L procesu, a
tak upravit jeji farmakokineticky profil. Nicméné je velmi riskantni filtraci ligandti zanedbat,
protoZze v SBVS miiZe identifikovat vyznamny ligand, ktery je nerozpustny ve vodnych

mediich, a jeho tudiz aktivita nemtize byt vyhodnocena in vitro.

Dalsi problematika CADD je koordinace s organickou syntézou, kdy se ¢asto ukaze, Ze
navrzené ¢i identifikované struktury optimalni ligand@ se v laboratori daji pripravit jen
svelmi velikym usilim. Takto jsem napf. provedl SBVS s vyuzitim knihovny, ktera
obsahovala exotické latky pouZivané v tradi¢ni Cinské mediciné (Traditional Chinesse
Medicine, TCM). Nékteré latky ztéto knihovny vykazaly vynikajici in silico vazebné
vlastnosti napt. vii¢i OX:R, a navic mély i vyborné predikované farmakokinetické vlastnosti,
ale byly nedostupné na trhu. Tyto prirodni latky je pochopitelné extrémné narocné

syntetizovat, a proto bylo od jejich experimentalniho testovani prozatim upusténo.

Na druhou stranu ze strany organickych chemiki prichazely navrhy hybridnich struktur,
které mély charakter novych chemickych entit. ProtoZe pro de novo design ligandi je nutné
mit patficny software, ktery jsem nemél kdispozici, byly tyto invence, opiené o

nenahraditelnou chemickou intuici, velmi zadouci. Nové chemické struktury jsou zajimavé
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pro vSechna odvétvi chemie, a to plati i pro CADD. Tim mohlo dojit ke kompromisu, kdy se
navrhuji pro CADD takové latky, které lze v rozumném casové horizontu a s prijatelnou

mirou obtiZnosti pfipravit v béZné laboratofi organické syntézy.

Zajimavym ptistupem v CADD je screening schvalenych 1éciv a jejich tzv. precileni
(repurposing). Z tohoto divodu jsem v pozdéjsSich etapach pii studiu modulace rtiznych
biologickych cilt vZdy zapojil ve SBVS knihovnu FDA schvalenych 1é¢iv. Pokud by se totiz
naslo 1éc¢ivo, o némz se nevédélo, Ze piisobi i na zvoleny biologicky cil, velmi by to usnadnilo

jeho testovani, a byla by taktéz velka nadéje na dokonceni vSech Klinickych fazi testovani.

Vzhledem k tomu, Ze CADD techniky byly v nasi pracovni skupiné aplikovany na rizné
farmakologické problematiky, uvadim zde urcité aplikacni spektrum CADD metod, které
jsou demonstrovany na vybranych prikladech. Z dGivodu prehlednosti jsem se pokusil ze
svych praci vybrat ty studie, které se zabyvaji vyvojem 1éc¢iv proti AD, narkolepsii a
designem reaktivatorti inhibované AChE. Jak bylo naznaceno v piedchozich kapitolach,
problematika AD, narkolepsie a reaktivace inhibované AChE tUzce souvisi. Zajimava je
spojitost mezi AD a narkolepsii. BEhem AD mohou byt postiZeny i orexinergni neurony.
Tomu také odpovida skutecnost, Ze suvorexant je v soucasnosti zafazen do Kklinického
testovani jako pomocna latka pro symptomatickou kompenzaci nékterych patologickych

projevi spojenych s progresi AD.

Komentar k predloZzenym pracim jsem se pokusil rozdélit do tfi skupin, které jsou si

v principu velmi blizké:
1) vyuziti CADD ve vyzkumu a vyvoji 1éCiv proti Alzheimerové nemoci,
2) vyuziti CADD ve vyzkumu a vyvoji 1éC¢iv proti narkolepsii,
3) wvyuziti CADD ve vyzkumu a vyvoji reaktivatorti AChE.

Aby byly odkazy na predkladané prace v textu vice zretelnéjsi, zvolil jsem na zakladé
prikladu svych ptedchidci, ktefi na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové uchazeli o
habilitacni fizeni, troji format referenci, pricemz na vlastni publikace, uvedené v kapitole

10, odkazuji pomoci Cervenych, ¢islovanych symbolt P1 - P20.
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5.1. Vyuziti CADD ve vyzkumu léciv proti Alzheimerové nemoci

PocitaCové metody zamérené na vyvoj a vyzkum 1éCiv (CADD) je moZné v malém méritku
provadét na osobnim pocitaci, na kterém jsou nainstalované potrebné programy. Je-li vSak
nutné provadét SBVS na nékolika desitkach tisicti virtualnich ligandd, vyzaduje to priblizné
1 milion jadrohodin. Je pochopitelné mozné vypocty zjednodusit, ale tim by se ohrozila
kvalita ziskanych vysledkd. Naro¢né vypocetni metody je tudiz nutné provést s vyuzitim
gridq, clustert ¢i superpocitaci a aplikovat potiebny software. Pro potieby CADD bylo
vyvinuto pro nasi skupinu nékolik distribucnich skriptli pro superpocitace pracujici
s linuxovou platformou Cent OS [P1,P2]. Problematika téchto vypoctd spociva ve spravné
implementaci UMA a NUMA systémi, které prinaseji nejlepsi pocitacovy vykon. V ramci
studif efektivity se ukazal jako nejvice uZite¢ny nastroj AutoDock Vina 1.1.2 (dale jen Vina)
pro flexibilni molekularni docking, ktery byl ve zdrojovém kédu upraven a zkompilovan pro
64bitovy systém superpocitace Salomon (IT4Innovations, Ostrava). Program Vina
umoznuje jen UMA paralelizaci, ktera se ukazuje jako robustnéjsi, protoze program lze
prenést na gridové systémy (napi. MetaCentrum). Experimenty s verzi Vina, kterd byla
upravena pro implementaci MPI, vykazala pii testech na NUMA systému superpocitace
Salomon vyssi speedup nez UMA Vina, ale zarovei byla tato varianta programu zavisla na
konkrétnim systému s FDR InfiniBandem a prakticky nepirenositelnd na gridovy systém.
Zajimavého vykonu programu Vina ve flexibilnim molekularnim dockingu bylo dosaZeno na
virtualizované cloudové platformé OpenStack. Experimenty na cloudové platformé vSak
meély jen povahu predbézné analyzy a vysSsi Skalovatelnost vypocetnich uloh z oblasti
flexibilniho molekularniho dockingu nebyla ovéfena. Pro SBVS byla proto v nasledujicich
vypoctech vzdy pouzita vlastni upravené kompilace programu Vina a vlastni bash skript pro
distribuci a analyzu vypocta. Dale byla vytvorena rada skriptili pro transformaci ligandovych

knihoven a kvantové-chemické vypocty v HyperChemu, Gaussianu a Gromacsu.

Pokud se zaméfime na problematiku CADD ve vztahu k hledani 1é¢iv viici AD, je mozné

uvazovat o simulace modulace téchto biologickych cili:
1) AChE a BuChE, [P3,P4,P5,P6,P7,P8,P9,P10,P11],
2) GSK3B, [P12],
3) ABAD, [P13,P14],
4) TLR4.[P15,P16,P17]

Jak jiz bylo uvedeno v predchozich kapitolach, AChE je enzym, ktery hraje dilezitou roli

pti ukonceni nervového signalu v cholinergnim systému. Blokaci jeho aktivniho mista lze
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dosdhnout toho, Ze neuromediator acetylcholin se zafne hromadit v synapsich ¢i
nervosvalové ploténce a plisobit negativni efekty, které mohou vést v neléceném pripadé
k smrti postiZzeného. Je-li vSak cholinergni systém oslaben a prenos signalu je v ném
provazen nizkou produkci acetylcholinu, jako je tomu pii AD, lze icinek neurotransmise
posilit inhibitory AChE. U¢inek inhibitort AChE v organismu v$ak s sebou ¢asto nese i
inhibici BuChE, cozZ je ovSem Zadouci, protoZe hladinu acetylcholinu v mozku miize BuChE

snizovat také.

vvvvvv

inhibitort, jako je takrin, donepezil nebo rivastigmin. Tyto piredlohové struktury se staly
predmétem studia i naSeho vyzkumu, v jehoZ ramci jsme se zamérili na design takovych
latek, které maji silnéjsi inhibi¢ni aktivitu a selektivitu vii¢i AChE, vyssi schopnost penetrace
pres hematoencefalickou barieru, antioxida¢ni vlastnosti a schopnost branit agregaci A.
Strategie designu novych inhibitort AChE vychazela tedy z MTDL filosofie, pricemz byly
navrhovany razné hybridni kombinace takrinu, 6-chlortakrinu, 7-methoxytakrinu s
troloxem, amantadinem, benzylchinolinkarboxylovou kyselinou, fragmenty donepezilu,
tryptofanem, scutellarinem ¢i huprinem [P3,P4,P5,P6,P7,P8P9,P10,P11] (Obr.41,
Obr. 42).

3.74
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Obr. 41. Vazebny mdd nejlepsiho studovaného takrin-troloxového hybridu v lidské AChE (pdb id:

Tyr337

4EY7). Odhad vazebné energie vypocitany programem Vina Cinil - 15.5 kcal/mol.[P5]
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takrin (R = H)
6-chlortakrin (R = ClI)
7-methoxytacrin (R = OCHj3)
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Obr. 42. Priklady medicindlné chemického ndvrhu struktur inhibitorii AChE.[P5,P9]

U v8ech sérii latek byl v ramci jejich vyzkumu proveden predevsim flexibilni molekularni
docking v lidské AChE (pdb id: 4EY7) s vyuZitim vysoce paralelniho vypoctového prostiedi.

Nastaveni flexibilniho dockingu vychazelo ze znalosti vazebného modu znamych liganda

VVvev

vvev

enzymu. Velka ¢ast vypoctl byla téZ provedena s modely zvirecich AChE (tj. mys, Gihoft, klin)
a s modelem lidské BuChE (pdb id: 4BDS). Ukazalo se, Ze struktury, které mély
predpovézenou vazebnou energii k modelu lidské AChE nizsi nez -12 kcal/mol, vykazaly
rovnéz vyznamnou hodnotu ICso pfi in vitro experimentech. Takrinovy fragment se vazal
v predikovych vazebnych mddech v pirevazné v PAS AChE. Nejlépe skorované latky dosahly
ve flexibilnim molekuldrnim dockingu energii ¢asto pod -15 kcal/mol. Ale korela¢ni studie
mezi predikovanou vazebnou afinitou ligandu klidské AChE a experimentdlné urcenou
biologickou aktivitou pICso poskytovaly QSAR modely s koeficientem determinace R? ~ 0.5.
KdyZ byla pti QSAR analyzach inhibitorti AChE pouZita metoda hledani optimalniho MLR
modelu pomoci brute force selekéniho algoritmu, ktery vybiral nejvyhodnéjsi kombinaci
prediktord z mnoziny cca 5 000 molekularnich deskriptorti, byly nalezeny QSAR modely

statisticky mnohem vyznamnéjsi.[P3]
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Velice slibny pristup pro vyvoji 1é¢iv AD predstavuje regulace hyperforsforylace tp.
Rizeni hyperfosforylace Tp je viak velmi komplexni a podili se na ném evidentné cela fada
faktord. Mezi enzymy, které jsou zapojeny do tvorby tpH nalezi téZ GSK3[. Tato kinasa ma
vyznamnou roli nicméné i vjinych procesech, nez je hyperfosforylace tp, a tudiz je jeji
inhibice spojena sotazkou napf. zvySeného rizika propuknuti rakoviny (vice o tom
v kapitole o Alzeimeroveé nemoci 4.1.). Z téchto a dalSich divodu se jevi jako vyhodna cesta
modulace GSK3f pres alosterickou inhibici. Proto byla provedena analyza povrchu GSK3f
(pdb id: 3DU8) pomoci Voronoiovy teselace (program Fpocket) a rigidniho dockingu
(program Vina) se 4 riznymi molekularnimi sondami, které jsou znamymi inhibitory tohoto
enzymu (tj. derivat meleimidu, manzamin A, NMS-896553A a derivat thiadiazolidinonu)

(Obr. 43).[P12]

derivat thiadiazolidinonu manzamin A NMS-869553A derivat maleimidu

Obr. 43. PouZité sondy pro skenovdni povrchu GSK3[ energetickou metodou pomoci rigidniho

molekuldrniho dockingu v programu Vina.[P12]

Vysledky geometrické i energetické metody prizkumu povrchu modelu GSK3f se
viceméné shodovaly, pricemz nejlépe bylo v obou pripadech vyhodnoceno orthosterické
ATP vazajici misto GSK3f (Obr.44). Celkem 5 detekovanych vazebnych mist, vCetné
orthosterického, bylo dale vyuzito pii SBVS pomoci flexibilniho molekularniho dockingu
5000 ligandd, které byly ndhodné vybrany z databaze zinc.docking.org, z kategorie drug-
like (4000 latek) a z kategorie latek uZivanych v tradi¢ni ¢inské mediciné (1000 latek)
(Obr. 45). K SBVS byl vyuzit superpocita¢ Salomon a bylo objeveno celkem 7 zakladnich
struktur (6 z nich z kategorie TCM), které vykazaly in silico vazebnou energii vi¢i GSK3{3

(pdb id: 3DU8) nizsi nez - 15 kcal/mol.
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Fpocket AutoDock Vina

Obr. 44. Ukdzka nalezenych potencidlnich vazebnych mist na povrchu GSK3f (pdb id: 3DU8) pomoci
geometrické analyzy v programu Fpocket a pomoci energetického pristupu s vyuZitim molekuldrniho

dockingu v programu Vina (jako sonda byl pouzit model manzaminu A).[P12]

e}
TCM_853 TCM_214 TCM_264
AG = -15.0 kcal/mol AG = -15.7 kcal/mol AG = -15.0 kcal/mol
ClogP = 5.47 ClogP =4.20 ClogP = 3.99
MW = 758.876 g/mol MW = 436.592 g/mol MW = 758.861 g/mol
HBD =4 HBD =2 HBD =6
HBA = 11 HBA =4 HBA =12
TPSA = 188.84 A? TPSA =74.60 A? TPSA = 192.44 A2

Obr. 45. Ukdzky struktur z knihovny Idtek TCM, které v SBVS viici GSK3B (pdb id: 3DU8) vykdzaly in

vy

silico vazebnou energii AG niZsi nez -15 kcal/mol. Dalsi fyzikdlné chemické veliciny byly ziskdny

v programu MarvinSketch 15.12.0.7.

V soucasné dobé probiha dalSi ovérovani inhibi¢nich vlastnosti latek, které SBVS
vyhodnotil jako silné vazajici ligandy GSK3. JelikoZ se ale nejlépe skorované struktury
které rovnéz vykazaly relativné silnou afinitu in silico vi¢i GSK3 modelu. Krom toho je
nutné vzit v vahu, Ze ligandy z knihovny TCM se silnou afinitou ke GSK3f nemusi mit zcela
idealni farmakokinetické vlastnosti, ackoli se jedna o prirodni latky. Z pohledu optimalnich
fyzikalné chemickych vlastnosti a Lipinského pravidla se ze tii uvedenych latek zda byt

zajimava latka TCM_214, ktera je znama jako tingenin B. Tento terpenoid z Myatenus sp.
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ziskava nyni pozornost ve vyvoji 1éCiv jako silny inhibitor riistu rakovinnych kmenovych

bunék.370

Soudobé poznani v oblasti patofyziologie AD ukazuje, Ze amyloidova hypotéza nema tak
zavazny vyznam pro vznik a 1é¢bu této nemoci, jak se diive myslelo.37! Presto se ale stale
studuje napt. toxicky vliv Af na ABAD a nasledné vyvolanou mitochondrialni disfunkci (vice
v kapitol 4.1.). V téchto studiich se predpoklada, Ze spektrum katalytické aktivity ABADu se
meéni vlivem AB.[P13] Za timto ucelem byla syntetizovana série inhibitori ABADu, které
byly strukturné odvozeny od benzothiazolylmocoviny (Obr. 46). Pro 15 latek z této skupiny
byla provedena QSAR analyza s vyuZitim MLR a brute force selek¢niho algoritmu. Celkem
bylo ke QSAR studii vypocitino 4885 molekularnich deskriptort, z kterych se vybiraly
optimalni trojice prediktori. Jako biologicka aktivita byla pouZita relativni inhibice ABADu,
zplsobena 25 mM roztokem studovanych latek. QSAR modely byly kros-validovany
metodou LOO a L30%0, dale byly ovéreny v testech randomizace a scramblingu. Rovnéz

byla ovérena doména pouzitelnosti navrzenych QSAR modelt pomoci Williamsovych grafti.

L
/»—N
N x>/—N X=0,S, NH

R, = OCHj, F, COOC,Hs
R2 = H, OCH3, COOH

R2
Obr. 46. Skupina inhibitorii ABADu, které byly intuitivné odvozeny od benzothiazolylmocoviny.[P13]

Nalezeny 3-parametrovy MLR QSAR model byl charakterizovan hodnotami R? = 0.95, F
=67.5, Q%00 = 0.9 a Q?130%0 = 0.76. Model QSAR byl tedy statisticky vyznamny a statisticky
vyznamné byly i zahrnuté prediktory. Analyza QSAR modelu po randomizace a scramblingu
vektoru biologickych hodnot poskytla statisticky nevyznamné korelace, coZ prokazuje
dostatecnou citlivost modelu. Williamsav graf potvrdil, Ze studovany soubor 15 latek
vytvari v chemickém prostoru daném vybranou trojici molekularnich deskriptort
rovnomeérné rozlozenou grupu bodid. MLR QSAR model byl vytvoren z molekularnich
deskriptori Mv (primér van der Waalsovych atomovych polomért vztazeny k atomu
uhliku), JGI6 (pramérny index topologického naboje Sestého fadu) a Vs (index celkové
velikosti molekuly vazeny ionizacnim stavem). ZjednoduSena interpretace tohoto QSAR
modelu naznacuje, Ze biologicky aktivnéjsi jsou latky, které jsou polarizovanéjsi a maji

urcity optimalni molekularni objem.[P13]

Ve skupiné derivatli benzothiazolylmocoviny byly rovnéz nalezeny latky, které vykazuji

aktivitu vii¢ci monoaminoxidasam A a B (MAO-A, MAO-B). U nékterych zastupci této skupiny
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latek byla zjiSténa selektivni inhibice MAO-B vzhledem k MAO-A (nékdy i 10 x niz$i hodnota
[Cso pro inhibici MAO-B).[P14] Z téchto dlivodt byl proveden flexibilni molekularni docking
pro nejucinnéjsi inhibitor MAO-A/B v dané sérii latek (Obr. 47).

ClogP = 4.41

cl OH, H MW = 317.79 g/mol
L D o=
HBA = 1

N7 N
H H TPSA = 60.08 A2

(IC5o MAO-A)/(IC5o MAO-B) = 21
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. - ) e
2N Phe208 = |\ @b -

>Gln215

— V2.8

=

Obr. 47. Ukdzky predikovanych vazebnych modii vybraného ligandu v MAO-A (pdb id: 2Z5X) a MAO-B
(pdb id: 2V5Z) pomoci flexibilniho molekuldrniho dockingu ve Viné.[P14]

Flexibilni molekularni docking uvedeného inhibitoru MAO-A/B vsak v obou piipadech
inhibice predikoval stejnou vazebnou energii ligandu k enzymu: -10.3 kcal/mol. Oba
enzymy MAO-A a MAO-B maji dle Smith-Watermanova sekvenc¢niho prelozeni identitu 73.1
% a pii 3D preloZeni alfa uhliki vykazuji RMSD = 0.71 A. Jedna se tedy o podobné enzymy,
ale selektivita inhibice MAO-A/B zvoleného inhibitoru se takto provedenym molekularnim
dockingem neda vysvétlit. Ackoli problematika inhibice MAO-A/B souvisi s AD, z diivodu
stru¢nosti zde nebude dale rozebirana. Zminka o inhibici je uvedena proto, aby dokreslila
$irsi linie mozZného spektra biologického ucinku derivati benzothiazolylmocoviny jakoZzto

inhibitor ABADu.

Velmi uzkou spojitost s AB, predevsim s jeho odbouravanim, maji TLR4 receptory, jak
bylo zminéno v kapitole o Alzheimerové nemoci (4.1.). Je ale nutné zdtlraznit, Ze TLR4
receptory maji predevsim vyznam pro funkci imunitniho systému béhem rozpoznavani
patogennich strukturnich vzort na bakteriich (tzv. PAMP a DAMP). Mohou vsak stimulovat
imunitni systém skrze mikroglialni a monocytarni aktivaci k odbouravani Af3.227. 232, 233
V nasi pracovni skupiné jsme se modulatory zabyvali pfredevsim z pohledu vyvoje adjuvans.
Jadrem naseho CADD vyzkumu bylo nalézt zakladni struktury, které se vazou silné k TLR4,
a ty posléze chemicky optimalizovat na predlohové struktury. Zakladni otazkou CADD

v oblasti TLR4 je, jak pomoci pocitacovych metod rozhodnout, zda ma ligand schopnosti
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agonismu ¢i antagonismu. Z tohoto diivodu jsme se béhem prvni faze vyzkumu zamérili na
vyvoj antagonisti TLR4, protoZe mechanismus antagonismu se jevi jednodus$si nez
agonismus. Lze predpokladat, Ze siln€ vazajici ligand (napf. eritoran) bude v aktivnim misté
TLR4 receptoru branit vazbé s LPS, ¢imz dojde k inhibici piislusné biochemické kaskady, a
tudiz k zeslabeni reakce imunitniho systému na patogenni struktury. V pripadé agonismu
musi pii interakci vykazat tzv. vnitini aktivitu a zplsobit prechod receptoru do aktivni
konformace. I kdyZ by se z pohledu vyvoje latek posilujicich odbouravani Af jevilo vice
zadouci ziskat spiSe agonisty TLR4, technické obtiZe spojené se pocitacovymi simulacemi
agonismu a jejich uplatnéni pri SBVS dosud brani provedeni rozsahlejsich studii. Z téchto
divodd jsme pro hledani novych zakladnich struktur ligandG TLR4 vyuzily pii SBVS
jednodussi flexibilni molekularni docking.[P15,P16]

Zakladem hledani novych zakladnich struktur ligandG TLR4 byla hierarchicka
kombinace LBVS a SBVS.372 LBVS byl proveden v programu Screening Assistant 2, do
kterého bylo naimportovano 130 000 nahodné vybranych ligandi z databaze
zinc.dockin.org. Z této virtualni knihovny bylo vybrano celkem 9 000 latek, které vykazaly
vici znamym ligandm TLR4 (tj. agonistl i antagonistli) Tanimottv index podobnosti vyssi
nez 0.7. K prohledani virtualni ligandové databaze byly pouzity napf. tyto latky: fentanyl,
morfin, mianserin, imipramin, ibudilast. K témto 9 000 latkam bylo ptridano 200 latek, které
byly pripraveny v nasich laboratorich, a 100 dalsich latek bylo navrzeno intuitivné podle
dostupné odborné literatury zaméfené na téma modulatory TLR4. Celkem bylo tedy pro

SBVS ptipraveno 10 000 modelti latek.

SBVS byl proveden paralelizované programem Vina s vyuzitim X-ray modelu TLR4/MD?2
(pdb id: 4G8A) na superpocitacich Anselm a Salomon (IT4Innovations). Flexibilni ¢ast
receptoru zahrnovala 32 rezidui a celkové si SBVS formou flexibilniho dockingu vyzadal
500 000 jadrohodin. Ligandy byly protonovany v programu OpenBabel pro pH = 7.4. Po
vypoCtu vazebné energie vSech 10 000 ligandd byly vybrany nejvyhodnéjsi zakladni

struktury pro dalsi optimalizaci. Pro prvni sérii optimalizaci byla vybrany dvé struktury

svv s

(Obr. 48).
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AG =-15.1 kcal/mol AG = -14.3 kcal/mol AG = -13.9 kcal/mol
ClogP = 4.91 ClogP = 6.80 ClogP =2.89
MW = 484.555 g/mol MW = 436.592 g/mol MW = 584.696 g/mol
HBD =1 HBD =1 HBD =4
HBA=3 HBA =2 HBA =5
TPSA = 66.48 A2 TPSA = 37.38 A2 TPSA = 116.41 A?

AG =-13.8 kcal/mol AG = -13.7 kcal/mol
ClogP = 6.72 ClogP = 7.00
MW = 482.668 g/mol MW = 590.570 g/mol
HBD =0 HBD =2
HBA =2 HBA=5
TPSA = 40.62 A? TPSA = 56.84 A2

Obr. 48. Zdkladni struktury nalezené pri SBVS s TLR4 jakoZto biologickym cilem. Dvé struktury

vybrané pro dalsi vyzkum jsou ordmovdny modre.[P15,P16]

Zakladni struktura odvozena od sukcinimidu spliiuje naroky Lipinského pravidla,
v ptipadé derivatu tryptaminu je jiZ poruSen limit pro ClogP, ale tim jeSté neni dosaZeno
vyssi pravdépodobnosti nizké absorpce této latky v organismu. Dal$i vybrané zakladni
struktury ligandd TLR4 maji vétSinou vyssi lipofilitu, coZz koresponduje s povahou
vazebného mista TLR4, které obsahuje vy$si podil lipofilnich aminokyseliny a vaze lipofiln{
PAMP/DAMP.

Strukturni obmény derivatu sukcinimidu spocivaly v nahradé N-bifenylacetamidového
fragmentu za N-benzylbutyramidovy zbytek. Celkem bylo v prvni sérii pripraveno
s uplatnénich Kklasickych medicindlné chemickych pristupi (napi. Toplissova fada
substituci) 11 latek (Obr. 49). VSech 11 syntetizovanych latek v této studii vyvolavalo pouze

antagonisticky in vitro efekt.
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R: benzyl, 4-methylbenzyl, 4-
methoxybenzyl, 4-chlorbenzyl
o 3,4-dichlorbenzyl, cyklohexyl,
_ isopentyl, terc-butyl,
cykloheptyl, cyklooktyl

Zakladni struktura 1

Obr. 49. NavrZené strukturni obmény zdkladni struktury 1, kterd byla oznacena v SBVS jako

potencidlni ligand TLR4.[P15]

V dal$i studii modulatori TLR4 byly provedeny strukturni obmeény druhé nejlépe
skérované zadkladni struktury, kterd obsahovala tryptaminovy fragment. Cilem bylo
zachovat pribliZnou mapu rozdéleni HBD/HBA, ale sniZit pritom lipofilitu struktury

(Obr. 50).

H
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Zakladni struktura 2

Obr. 50. NavrZené strukturni obmény zdkladni struktury 2, kterd byla oznacena v SBVS jako

potencidlni ligand TLR4.[P16]

A

Substituce byly u zjednodusené struktury amidu tryptaminu provedeny ve fenylové ¢asti
a celkem bylo syntetizovano novych 13 latek. U sedmi kandidatnich struktur byla prokazana
vnitini aktivita a potvrzen agonismus vii¢i TLR4 in vitro. V ramci této prace byla pro vSechny
pripravené latky provedena MD simulace o délce 10 ns a vypocitana vazebna energie
ligandi metodou MM /PBSA. MD simulace vodou solvatovanych komplext ligand-receptor
potvrdily jejich termodynamickou stabilitu a vypocitané odhady vazebnych energii byly ve
srovnani s predikci pomoci flexibilniho molekularniho dockingu v lepsi shodé s trendem
experimentalné stanovenych agonistickych aktivit vii¢ci TLR4. MD téz odhalila, Ze agonisté
ovliviiuji soudruznost TLR4 s MD2 doménou.[P16] Nejvyssi agonisticky efekt viici TLR4
plisobila latka, kterd ve strukture méla skupinu 4-Cl na fenylovém jadre acylové casti
zjednodusené tryptaminové zakladni struktury (tj. agonisticka aktivita na drovni cca 20 %

monofosforyllipidu A, MPLA).
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Vramci vyzkumu agonisti TLR4 byla rovnéz provedena QSAR studie 56 derivati
euodeninu A (Obr. 51).373 Studie méla spiSe pomocny charakter pro nas vyzkum, protoze
bylo nutné prozkoumat vlastnosti vétSiho mnozstvi agonistli TLR4, které jsme neméli

k dispozici.[P17]

ClogP =4.0
MW = 435.52 g/mol
HBD = 1
HBA=5
TPSA = 66.0 A?

euodenin A, TLR4 agonista, EC5¢ = 3.9uM

Obr. 51. Struktura agonisty TLR4 euodeninu A, jehoZ 56 derivdtii bylo podrobeno QSAR
analyze.[P17]

56 struktur derivatli euodeninu A a jejich agonistické aktivity vii¢i TLR4 byly tedy vzaty
z literatury.373 VSechny tyto latky byly nejprve modelovany v programu HyperChem 8.0,
geometricky optimalizovany ve vakuu semiempirickou metodou PM3 a Polak-Ribiérovym
konjugovanym gradientem, a nasledné reoptimalizovany v Gaussianu 09 pomoci DFT
metody m062x/6-311++G(d,p) s implicitni simulaci vodného prostiedi (self consistent
reaction field, SCRF). Takto ziskané struktury byly pouZity v programu Dragon 6 k vypoctu
4885 molekularnich deskriptora.

Matice molekuldrnich deskriptorti a vektor biologickych aktivit byly zpracovany
specialni neuronovou siti: optimalni chirurg mozku (optimal brain surgeon, OBS).[P17]
Kvalita OBS QSAR modelu byla porovnana s QSAR analyzami provedenymi klasickymi dvou
a trivrstvymi perceptronovymi sitémi s hyperbolickou tangentni sigmoidou jako
transferovou funkci. Z 56 latek bylo pro trénovaci mnozinu vybrano nahodné 39 latek.
K trénovani perceptronovych neuronovych siti bylo pouzito 10 rozdilnych algoritmi. OBS
QSAR model se ukazal ve srovnani s klasickymi perceptronovymi sitémi jako vyhodnéjsi,
pro valida¢ni set. Vyvinuty OBS QSAR model byl v pfedbéznych testech vyhodnocen jako
validni a robustni, a mlze se proto stat zdrojem dulezitych informaci pro dalsi vyzkum
modulatort TLR4. V soucasné dobé probihaji dal$i QSAR analyzy derivatli euodeninu A a
rovnéz jsou pripraveny pokrocilé molekularné dynamické simulace (napt. steered MD).
Cilem bude ziskat vice poznatkli o strukturnich rysech derivatli euodeninu A, které

pravdépodobné plsobi agonistickou aktivitu viici TLR4.
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5.2. Vyuziti CADD ve vyzkumu léciv proti narkolepsii

Vyvoj 1éCiv narkolepsie, jez jsou cilené na modulaci OX;R, piredstavuje pro CADD i pres
rapidni vyvoj pocita¢ovych technologii velikou vyzvu. V pripadé tohoto typu receptoru ze
skupiny GPCR jsou hlavnim uskalim obtiZe spojené se simulaci agonismu a antagonismu,
kde musi byt zohlednéna nejen Gibbsova vazebna energie modulatort, ale téz jejich vnitini
aktivita. Agonismus a antagonismus mohou byt v principu modelovany in silico, ale je
ktomu nutné dostatecné softwarové a hardwarové vybaveni. U transmembranovych
receptorl, jako je GPCR a TLR4, je proto flexibilni molekularni docking pouze nouzovym
CADD resenim, které z mnoziny virtualnich ligandd vybere ty, které diky svym stérickym a
elektronickym parametrim spliuji zakladni piedpoklady pro interakci s receptorem

v aktivnim misté.

S védomim podstatného zjednoduseni byl tedy proveden SBVS, ktery hledal v knihovné
s 1 milionem chemickych struktur nejsilnéji vazajici ligandy OXzR (pdb id: 4S0V). Vyuzita
byla cloudova technologie iStar vyuzivajici dokovaci aplikaci iDock.[P18] Principem funkce
programu iDock je molekularné mechanicky rizeny docking s totalné rigidnim receptorem
a torzné flexibilnimi ligandy. iDock je v paralelizované implementaci pomérné vypocetné
rychly, a molekularni docking 1 milionu ligand mohl byt tak dokoncen na stroji s 320 CPU
jadry za 125 hodin. Podle vypocitanych hodnot skére bylo vybrano 1 000 ligandd, které byly
na superpocitaci Salomon redockovany v programu Vina se zahrnuti torzni flexibility 38
aminokyselin z aktivniho mista OX;R (pdb id: 4S0V). Tim bylo dosaZeno presnéjsi odhadu
vazebné energie, na jejimz zakladé mohly byt vybrany nejslibnéjsi kandidaty pro OX:R

modulaci. Ukazky trech nejlépe skérovanych ligandti OX2R jsou uvedeny na Obr. 52.

2, o

AG = -15.4 kcal/mol AG = -15.3 kcal/mol AG = -15.1 kcal/mol
ClogP = 3.7 ClogP = 2.0 ClogP =4.8
MW = 422 .48 g/mol MW = 465.513 g/mol MW = 524643 g/mol
HBD =0 HBD = 3 HBD =5
HBA =3 HBA = 4 HBA=5
TPSA = 57.7 A2 TPSA = 103.0 A? TPSA = 119.0 A?

Obr. 52. Ukdzky tiech ligandii s relativné vyznamnou vazebnou energii k OXzR (pdb id: 4S0V).[P18]

Struktury nejlépe skérovanych ligandl s predikovanou vazebnou energii v rozsahu -

15.4 az -13.0 kcal/mol byly hledany v databazich latek a katalozich komer¢nich prodejci.
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Nékteré struktury s optimalni vazebnou energii k OX;R vSak nebyly dostupné, protoze
dodavatelé prerusily jejich vyrobu. Zakazkova syntéza pro nas nebyla finan¢né mozna.
Z tohoto diivodu bylo zakoupeno u obchodnich spolecnosti nékolik latek, u nichz byla
vramci SBVS predikovana vazebna energie nad nalezenym minimem -15.4 kcal/mol.
Nejlépe skorované latky byly nahrazeny strukturami, které vzhledem k nim vykazovaly
nejvyssi Tannimotlv index podobnosti v databazi latek spolecnosti Mcule. Pro tyto nahrady
byla pomoci flexibilniho molekuldrniho dockingu v programu Vina vypocitand vazebna
energie vii¢i OXz2R. Pokud byla predikovana vazebna energie < -13.0 kcal/mol, ndhrada byla

zakoupena.

V dalsi studii bylo tedy vybrano, zakoupeno a testovano in vitro celkem 11 potencialnich
modulatort OXzR.[P19] In vitro experimenty prokazaly, Ze v této skupiné vybranych latek
[Cso = 2.2 #0.47 uM byla stanovena pro latku L4, u niZ byla pomoci flexibilniho dockingu

v programu Vina predikovana vazebna energie -15.0 kcal/mol (Obr. 53).
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Obr. 53. Predikovany vazebny mdd ldtky L4 v aktivnim misté OXzR (pdb id: 450V), kterd vykdzala
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pomérné vyznamny antagonisticky efekt.[P19]

V této SBVS studii se potvrdilo, Ze silna in silico vazebna energie ligandu k receptoru neni
postacujici podminkou pro vyvolani agonistického efektu v OX;R. Urcity voditkem pro
predikci agonismu miiZe byt analyza vazebného modu, ktery byl urcen molekularnim
dockingem. Podle kvalitativnich predstav o aktivaci OX:R je nutné, aby ligand interagoval
v aktivnim misté receptoru s urcitymi rezidui (napt. Thr111, Asp115, His350 a Tyr354 u
modelu OX;R pdb id: 4S0V).[P19] Analyza vazebnych moédi by tedy mohla odhalit

potencialni agonisty, ale je nutné tuto hypotézu jesté diikladné ovérit.
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Velmi dilezitou skutecnosti, ktera je v CADD pomérné Castd, bylo zjiSténi, Ze suvorexant
byl v rdmci této metodiky charakterizovan predikovanou vazebnou energii -12.5 kcal/mol,
pricemz jeho ICso viici OXzR je 71 = 1.3 nM. Tyto hodnoty jsou s hodnotami vazebné energie
a ICso pro latku L4 ve zna¢ném kontrastu. Rozdil ICso ve tiech fadech by se mél projevit u
suvorexantu navySenim predikované vazebné energie o zhruba 4 kcal/mol ve srovnani s L4.
Nic takového ale nebylo pozorovano. Nizkou absolutni hodnotu predikované vazebné
energie pro suvorexant bychom mohli interpretovat pritomnosti tzv. tésné vazané vody,
ktera v molekularnim dockingu nemohla byt simulovana. Z vazebného modu suvorexantu
vmodelu pdb id: 4SOV je patrné, Ze pravdépodobné 2 molekuly vody se podileji na
stabilizaci nevazebné interakce si receptorem OX:R. Piitomnost dalSich vodikovych vazeb
zesiluje vazebnou energii, ale tento ptispévek by se mohl projevit u vSech studovanych
ligandt, které maji HBD/HBA. Z tohoto diivodu je potreba vliv tésné vazané vody ve
vazebném modu ovérit napf. pomoci molekularné dynamické studie s nasledny MM /PBSA

¢i FEP vypoctem volné Gibbsovy energie.

5.3. Vyuziti CADD ve vyzkumu reaktivatori inhibovanych

cholinesteras

Soucasna situace ve vyvoji a vyzkumu reaktivatori cholinesteras AChE a BuChE
inhibovanych organofosforovymi latkami je takovj, Ze se hledaji nové struktury, které jsou
schopné ucinné prostupovat pres hematoencefalickou barieru, majf reaktiva¢ni schopnost
pro Sirsi spektrum inhibovanych AChE/BuChE a dokaZou obnovit jejich enzymatickou

funkci i poté, co doSlo k tzv. zestarnuti inhibovaného komplexu.340

Pomérné velkou mérou prispivaji k vyzkumu reaktivatord inhibovanych cholinesteras in
silico metody, které napt. odhaluji mechanismus reaktivace a vliv proximity rezidui v kavité
enzyml na rychlost ¢i energetické podminky reaktivace. Predpoklada se, Ze faktory
proximity v kavité téchto enzymi se vyznamné podileji na stabilizaci transitnich stavi,
které se nachazeji na reakéni koordinaté béhem reaktivace. Diky témto nekovalentnim
interakcim mezi reaktivatory, rezidui v kavité enzymu a fosfylovanym serinem je mozné
predpokladat, Ze Ize odvodit napft. statisticky vyznamné 3D QSAR modely pro predikci
reaktivani schopnosti na zakladé analyzy molekuldrnich interakcnich poli struktur
reaktivatorl. Z pohledu kvantové-chemického je ale duleZzité rovnéz zohlednit vliv faktort
proximity vkavité enzymi na nukleofilitu a bazicitu reaktivatord. Je predmétem

intenzivnitho vyzkumu, jak se pri reaktivaci uplatiiuje vazebna afinita reaktivatort
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k AChE/BuChE a jejich kvantové-chemicky chapanad reaktivita. Jak jiZ bylo uvedeno
v kapitole 4.6., pokud se predikuje aktiva¢ni energie pouze mezi fosfylovanym serinem a
reaktivatorem a zvlast se odvodi nekovalentni vazebna energie mezi reaktivitorem a
aktivnim mistem AChE/BuChE v pozici NAC pomoci molekularniho dockingu, 1ze odvodit
QSPR model reaktivaéni schopnosti, v kterém ma prispévek aktivacni energie dvakrat vyssi
hodnotu neZ prispévek vazebné energie.35¢ Tento model by ale bylo nutné jesté ovérit
dal$imi in silico studiemi. Zda se vSak pravdépodobné, Ze vazebna afinita reaktivatort hraje
pri procesu reaktivace dilezitou roli. Polarni a ionizované funk¢ni skupiny v kavité
AChE/BuChE zcela jisté ovliviiuji distribuci elektronové hustoty v reaktivatorech, a tim

zasadné ovlivnuji jejich reaktivacni schopnosti.

Vramci vyzkumu reaktivatori byla tedy provedena 3D QSAR analyza vybranych
biskvarternich pyridiniovych aldoximt. Do studie bylo zahrnuto celkem 29 latek, pricemz
byla analyzovana jejich reaktivacni schopnost vii¢i potkani (Rattus norvegicus) AChE, ktera
byla inhibovana latkou VX.[P20] Vstupni molekuldrni modely vSech studovanych latek byly
pripraveny v programu HyperChem 7.52. Nasledovala piiprava knihoven konformert
metodou zhaSené molekuldrni dynamiky (quenched molecular dynamics) v programu
Open3DAlign s vyuzitim aplikace Tinker, sefazeni molekul raznymi algoritmy, vypocet
riznych typt molekuldrnich interakénich poli (napf. van der Waalsovo pole, elektrostatické

pole odvozené z elektronové hustoty dle metody B3LYP/6-31G*) a PLS analyza (Obr. 54).

Obr. 54. Ukdzka van der Waalsova (vlevo) a elektrostatického (vpravo) molekuldrniho interakéniho

pole pro vybrany bispyridiniumaldoximovy reaktivdtor.[P20]

Pro PLS analyzu byly pouzity nékteré pokrocilé techniky pro odstratiovani Sumu
vdatech (napr. iterativni eliminace proménnych, eliminace neinformacnich
proménnych).13% 374 Odvozené 3D QSAR modely byly kros-validovany metodami LOO,
L20%0 a ovéreny predikci reaktivacnich potenci v externim setu. Dale byly modely
testovany pomoci metody scrambling. Ukazalo se, Ze metody pro odstranéni Sumu v datech
mohou podstatné zlepsit prediktivnost a robustnost odvozenych modelt. Nalezené 3D
QSAR modely byly statisticky vyznamné a byly pouzity pti predikci reaktivacni schopnosti
dalsi reaktivatord. Nejvyhodnéjsi reaktivacni vlastnosti byly identifikovany 3D QSAR
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modelem se 4 latentnimi proménnymi u bispyridiniovych reaktivatorti, které mély
v polohach 4 a 4 aldoximovou skupinu a atomy dusiku byly propojeny uhlikovym fetézcem

s 5 nebo 8 uhlikovymi atomy (Obr. 55).

® N N N
SN A ~ NN A
N
HO Y

Reaktivace: 84 % Reaktivace: 83 %

Obr. 55. Aldoximové reaktivdtory a jejich vypocitané reaktivacni schopnosti viici AChE z potkana,
kterd byla inhibovdna ldtkou VX. K predikci byl vyuZit 3D QSAR model se 4 latentnimi
proménnymi.[P20]

Mapy smérodatnou odchylkou vazenych pseudo-beta koeficientli, které byly odvozeny
PLS, po promitnuti do 3D prostoru molekularnich intrakénich poli ukazaly statisticky
vyznamné regiony v molekulach, jejiz van der Waalsiv ¢i elektrostaticky potencial nejvyce
ovlivnuje reaktiva¢ni schopnost studovanych latek. Slo zejména o oblasti kolem aldoximové

skupiny.

Vtéto 3D QSAR studii byl také analyzovan prelozeny set molekul, ktery byl ziskan
flexibilnim molekularnim dockingem v potkani AChE (pdb id: 2U2Y). Tento ligandovy set
v$ak vykazoval hodnotu RMSD = 145.76 A, coZ je mnohonasobné vice, nez bylo vypoéitano
pro set odvozeny piekladacim algoritmem (RMSD = 9.6 A), a proto nebyl tento 3D QSAR
model akceptovan. 3D QSAR model odvozeny klasickym prekladacim algoritmem byl

potvrzen, jako statisticky signifikantni.

Dalsi studie, které byly provedeny v oblasti vyzkumu reaktivatord v ramci nasi pracovni
skupiny, predstavovaly predevSim molekularni docking. Ziskané vysledky ukazuji, Ze
vazebna energie a zpisob interakce reaktivatori s reziduii v aktivnim misté AChE/BuChE
miZe podilet ovliviiovat velikost vysledné reaktivacni schopnosti. Vlastni kvantitativni
model reaktivace zahrnujici predikovanou vazebnou energii ale zatim objeven a validovan

nebyl.
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6. ZAVER A MOZNE SMEROVANI DALSIHO VYZKUMU

Za poslednich 7 let bylo v nasi pracovni skupiné synteticky pripraveno nékolik stovek
latek, které byly nasledné testovany in vitro vici biologickym ciliim, jako jsou napi. AChE,
BuChE, TLR4 ¢&i OX:R. Rada latek byla rovnéz ovéfena in vivo experimenty, kde prokazala
akceptovatelnou toxicitu a uspokojivy farmakologicky profil. V jejich designu se ve vétSiné
pripadii uplatnily klasické principy medicinalni chemie (napf. zdvojeni molekuly,
hybridizace riiznych farmakoford, substitu¢ni obmény v duchu Toplissovy filosofie), nebot
predlohové struktury jiz byly dané (napft. struktura takrinu). S progresivni dynamikou jsme
ale do tohoto klasické designu 1é¢iv nechali vstoupit CADD metody, kterymi bylo postupné
ovéreno nékolik miliond latek. CADD metodami byly odhaleny zakladni struktury
moduldtori vySe zminénych biologickych cilG, které nyni analyzujeme pomoci
pokrocilejSich technik (napt. MM/PBSA/MD). V pocate¢nich etapach CADD jsme tedy

pouzivali jednodussi vypocetni metody, abychom dosahli vyssi rychlosti. Po ziskani zpétné

vevs

Pro zakladni hodnoceni vztahli mezi strukturou a biologickou aktivitou jsme vyuzivali
zejména molekularni docking a QSAR analyzy, které bylo moZné provést na naSich
pocitacich. Vysvétleni biologické aktivity pomoci molekularniho dockingu spocivalo v
objasnéni intermolekularnich interakci mezi ligandem a biologickym cilem ve smyslu
popisu geometrického usporadani a energetické bilance vazebného modu. V pripadé QSAR
analyz se jednalo o statisticky diikaz, Ze pozorovanou biologickou aktivitu je mozné brat
jako matematickou funkci nékterych specifickych vlastnosti ligandt. Tyto zakladni principy

interpretace plati pro vSechny CADD metody.

Integrace naro¢nych CADD metod do naseho vyzkumu byla jiz zavisla na ziskani projektt
na Ceskych superpocitacich a gridovych sitich. Zejména superpocita¢ Salomon, s kterym
jsme méli moZnost provadét vyzkum v rozsahu miliond jadrohodin, predstavuje prozatim
v Ceské republice unikatni technologické fe$eni, které miize potfeby CADD dostate¢né
uspokojit. Diky dostupnosti téchto informacnich technologii pro védeckou verejnost jsme
mohli provést SBVS, a v nékterych pripadech i velmi dilezité molekularné dynamické
simulace. Vysledky ziskané v téchto in silico studiich vsak jesté nebyly vSechny publikovany

a o nékterych se nepiSe ani v této habilitacni praci (napf. o inhibitorech cathepsinu B).

Z védeckého pohledu na aplikaci CADD v oblasti AD se zdaji nejvice perspektivnimi ty
metody designu, které simultanné optimalizuji aktivitu latek viic¢i nékolika biologickym
cilim (tzv. MTDL). Velkou pozornost ve vyvoji antialzheimerik si dale zaslouzi latky, které

dokazou tlumit hyperfosforylaci tau proteind. Amyloidova hypotéza na druhou stranu
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postupné ztraci na své védecké pritazlivosti, nebot se objevuji ¢etné kritické studie, které
tuto hypotézu stale vice zpochybinuji. Vytrvalému zajmu se tési také komplexni vyvoj
novych reverzibilnich inhibitord AChE, ke kterym se pomoci metod farmaceutické chemie
pridavaji dalsi farmakofory schopné kuprikladu deaktivovat reaktivni formy Kkysliku ¢i
dusiku. Lze fici, Ze badani po novych, multipotentnich inhibitorech AChE je jiz dobie
zavedenou technikou, ktera by diky systemati¢nosti zkoumani chemického prostoru mohla

prinést v brzké budoucnosti zajimavé vysledky pro 1écbu AD.

Naproti tomu CADD agonisti TLR4 a OXzR se zaméruje na oblast chemického prostoru,
ktery je nutné jesté diikladné prozkoumat, protoze zakladnich ¢i predlohovych struktur se
vztahem k témto biologickym cillim je znamo pomérné malo. Je ovSem pravda, Ze vyzkum a
vyvoj bioaktivnich struktur probihd vSemi moZnymi zplsoby a mnoZstvi relevantnich
informaci roste v ase geometrickou radou. Vedle molekuldrné mechanickych metod, které
se vyuzivaji kvirtudlnimu screeningu, jsou rovnéz dilezité kvantové chemické studie
zamérené na analyzu mechanismu uc¢inku aktivnich ligand vyse uvedenych receptord.
Casto se totiZ setkdvame s fundamentalni kritikou, Ze majoritné pouZzivané p¥istupy v SB
CADD nedokazou spravné predikovat hodnoty, jako jsou ICso a ECso. Velmi dilezité je proto
revidovat vypocetni strategie, které napft. predikuji Gibbsovu energii. Je nutné také reagovat
na skutecnost, ze se v CADD s urcitou samozrejmosti neopravnéné spoléha napft. na predikci
n-1 interakci molekularné mechanickymi metodami nebo na vypocet Gibbsovy energie bez
uvazovani vody, iontli, entropickych efekti apod. Tento problém je predevSim dan

kompromisy mezi spravnosti a naro¢nosti pouzivanych vypocetnich metod.375

S témito argumenty je mozné pristoupit i k otazce simulace reaktivace cholinesteras,
které byly inhibovany organofosforovymi slou¢eninami. Cilem v této oblasti vyzkumu se
stalo vyvinuti bioaktivni latky, ktera bude pisobit jako univerzalni, centralné aktivni
antidotum pro otravu jakymikoli organofosforovymi slouceninami. Pfedpokladem CADD
reaktivatort je, Ze se vyuziva metodika schopna spolehlivé ovéfrit, jak dana latka reaktivuje
fosfylovany serin cholinesteras. Jak jiz bylo diskutovano v piedchozich kapitolach, simulaci
reaktivace lze ale nalezité provést jen s vyuzitim kvantoveé chemickych vypocetnich metod.
Dale je nutné zahrnout efekty proximity nekovalentné vazanych atomu v kavité enzymd,
efekty rozpoustédla, iontd, vliv teploty a zvazit moZnost reverze reaktivace. Tyto poZadavky

tedy volaji po aplikaci kvantové chemické dynamiky na makromolekularni systémy.

Lze oCekavat v brzké budoucnosti, Ze se se interakce mezi ligandem a biologickym cilem
budou studovat pomoci kvantové chemickych metod, které simuluji biochemické procesy
za fyziologickych podminek. Studie, které by provadély napt. kvantoveé chemicky docking,

jsou prozatim velice vzacné, ale mohly by prinést razantni zvySeni spravnosti
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predikovanych biologickych aktivit. Spravnost, rychlost a rovnéz ekonomicka priméienost

se mi tedy jevi jako dilezité pracovni cile, o které je v CADD nutné usilovat.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

()AB
ABAD
AD
AChE
ANN
BACE-1
BBB
BD
BFEL
BuChE
CADD
CB
CBV
CD14
CDK5
ClogP
COMT
CPU
CSF
cypD
DAMP
DFT
DORA
DUD-E
ECso
ECL x
EDS
FBLD

FDA

FEP

FMO
GPCR
GPU
GSK3p3
H2L
HBA/HBD
HM

HPC

HTS

CHO

ICso

L2D

LB

LBVS
LFER
LOO
Lx%0
MAO-A/B
MAPK
MD

MIF

MLR

MM
MM/PBSA
MPI
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(intracelularn{) amyloid beta

AP vazajici alkoholdehydrogenasa

Alzheimerova nemoc (Alzheimer’s diseases)

acetylcholinesterasa, pokud neni uvedeno jinak, mysli se lidska verze
umeélé neuronové sité (artificial neural networks)

beta sekretasa 1 (beta-secretase 1)

hematoencefalicka bariera (blood-brain barrier)

zadni dvere (back door)

plocha vazebné volné energie (binding free-energy landscape)
butyrylcholinesterasa, pokud neni uvedeno jinak, mysli se lidska verze
pocitacem asistovany navrh 1éc¢iv (computer-aided drug design)
cathepsin B

Centrum biomedicinského vyzkumu

shluk diferenciace 14 (cluster of differentiation 14)
cyklindependentni kinasa 5

vypocitané log P

katechol-o-methyltransferasa (catechol-o-methyltransferase)
centralni procesorova jednotka

cerebrospinalni tekutina

cyklofylin D

molekularni vzory poskozeni (damage-associated molecular pattersn)
teorie funkcionalu elektronové hustoty (density functional theory)
dualni antagonista orexinovych receptort

posilena databaze icinnych navnad (database of useful decoys - enhanced)
koncentrace laky, ktera plisobi 50% nardst aktivity enzymu nebo receptoru
extracelularni smycka x (extra-cellular loop)

nadmérna denni spavost (excessive day sleepeness)

fragmentové zaloZeny objev predlohové struktury (fragment-based lead
discovery)

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
perturbace volné energie (free-energy perturbation)

metoda fragmentd molekularnich orbitald (fragment orbital method)
receptor spiazeny s G-proteinem (G-protein coupled receptor)
graficka procesorova jednotka

glykogensynthasa-kinasa 33

optimalizace zakladni struktury na predlohovou strukturu (hit to lead)
akceptory/donory vodikové vazby (hydrogen bond acceptors/donors)
homologni modelovani

vysoce uc¢inné vypocty (high-performance computing)
vysoko-propustny screening (high troughput screeing)

ovarialni buriky ¢inského kire¢ka (Chinese hamster ovarium)
koncentrace laky, ktera plisobi 50% pokles aktivity enzymu
optimalizace predlohové struktury na lécivo (lead to drug)

ligandové zaloZeny (ligand based)

ligandové zaloZeny virtualni screening (ligand-based virtual screening)
linearni vztahy pro volnou energii (linear free-energy relationships)
kros-validac¢ni technika, vypousténi jednoho objektu (leave-one-out)
kros-validac¢ni technika, vypousténi x % objektil (leave-x%-out)
monoaminoxidasa A/B

mitogenem aktivovana proteinkinasa (mitogen-activated protein kinase)
molekuldrni dynamika

molekularni interakéni pole (molecular interction field)
nékolikandsobnad linedrni regrese (multiple linear regression)
molekularni mechanika (molecular mechanics)

molekularné mechanicka metoda Poisson-Boltzmannovi plochy povrchu
rozhrani pro posilani zprav (message passing interface)



MPO
mPTP

MTDL
mt-QSAR
MW
NAC
NAD(+)
nD QSAR
NDMA
NF-«kB
NME
NTF
NUMA
0OBS
OXiR
0Xz2R
0XA
0XB
PAINS
PAMP
PDB
pdb id
pICso
PIE
PLS
QM
QSAR

QSPR

REM
REOS
RMSD
ROC
ROS/RNS
SB

SBVS

SD

SPR
SSRI

SVM
TCM
TLR4
T™ x
TPSA
UMA
VS
VX

TP)

multiparametrova optimalizace (multi-parameter optimization)
mitochondridlni pér permeacniho prostupu (mitochondrial permeability
transition pore)

ligand zaméfeny na vice cild (multi-target directed ligand)
QSAR model pro vice biologickych cild (multi-targeted QSAR)
molarni hmotnost

konformace blizka ataku (near-attack conformation)
nikotinamiddinukleotid

n-rozmérny QSAR

N-methyl-D-aspartat

nuklearni faktor kappa B

nova molekularni entita

neurofibrilarni klubicka (neurofibrilar tangles)

nejednotny piistup k paméti (non-uniform memory access)
optimalni chirurg mozku (optimal brain surgeon)

orexinovy receptor 1

orexinovy receptor 2

orexinovy peptid A

orexinovy peptid B

latky, které interferuji ve vSech analyzach (pan-assay interference compounds)

molekularni vzory patogeni (pathogen-associated molecular patterns)
on-line proteinova databanka

identifikator struktury v PDB

zaporny dekadicky logaritmus ICso

parova interak¢ni energie (pair interaction energy)

metoda projekce latentnich struktur (projection of latent structures)
kvantova mechanika (quantum mechanics)

kvantitativni vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou (quantitative
structure-activity relationships)

kvantitativni vztahy mezi strukturou a vlastnostmi (quantitative structure-
property relationships)

rychly pohyb oci (rapid eye movement)

filtr pro rychlé odstranéni necistot (rapid elimination of swill)
odmocnéna stfredni kvadraticka distance (root mean square distance)
charakteristika operacniho prijeti (receiver operating characteristics)
reaktivni formy kysliku/dusiku (reactive oxygen/nitrogen species)
strukturné zalozeny (structure based)

strukturné zaloZeny virtualni screening (structure-based virtual screening)
bo¢ni dvete (side door)

metoda rezonance povrchovych plazmoni (surface plasmon resonance)
selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu (selective serotonin
reuptake inhibitor)

metoda podptirnych vektori (support vector machine)

tradi¢ni ¢inska medicina (Traditional Chinese Medicine)

toll-like receptor 4

transmembranovy segment x

topologicka polarni plocha povrchu (topological polar surface area)
jednotny ptistup k paméti (uniform memory access)

virtualni screening

bojova chemicka latka s oznaceni VX

tau protein (hyperfosforylovany)
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publikace, v¢etné Supporting Information, je mozné ziskat v prislusnych databazich na

internetu.
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