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Computer modeling in drug investigation — projecting and reserch for active
molecule, physico-chemical properties and biological activity evaluation

Pharmaceutical industry is one of the highly investing in research and
development branch of industry. Such a situation is caused by both — their
specificity (science depending) and world market competition. Being forced

to fulfil growing expectations from all sides — patients who needs more
effective and safe therapies, insurance companies and health care systems
as they expect cost-effective drugs, pharmaceutical scientists are constantly
looking for the new research methods and techniques. Fast development of
the chemical and mathematical modelling techniques, effectively supported
by the dramatic increase of the computer computational power, together
with relatively low costs of implementation results in their wide usage in
pharmaceutical science and industry. It begins at the level of new chemicals
search and development, through activity, toxicity and safety assessment to
the clinical studies modelling. Virtual pharmacy has become a fact.
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etody poszukiwania nowych substancji o po-

tencjalnym dziataniu terapeutycznym i meto-
dyka badan nowych produktéw leczniczych przeszty
w ciggu ostatnich dziesiecioleci ewolucje, podobng
do wrecz rewolucyjnych zmian sposobéw komunika-
cji, jaka mozemy obserwowac na co dzien, uzywajac
telefondw komérkowych czy tez korzystajac z moz-
liwosci oferowanych przez technologie internetowe.
Praktyczne wykorzystanie technik informatycznych
— podobnie jak w nowoczesnych systemach wymia-
ny informacji — pozwolito poszerzy¢ zakres poszu-
kiwan i zmieni¢ ich charakter, i cho¢ zmiany w obu
wymienionych dziedzinach zachodza z inng dynami-
ka, m.in. ze wzgledu na silne przyzwyczajenia i kon-
serwatyzm Srodowisk naukowych, to wydaje sie, ze

podobnie jak w przypadku Swiata telekomunikacji,
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réwniez dziat farmacji zajmujacy sie badaniem i roz-
wojem lekéw wkracza nieodwracalnie na sciezke cy-
frowa.

W serii kilku artykutow, ktore chcielibysmy Pan-
stwu zaprezentowac, przedstawimy najwazniejsze
technologie informatyczne stosowane w trakcie prac
nad nowymi substancjami chemicznymi o potencjal-
nym znaczeniu terapeutycznym. Nie opisujgc doktad-
nie dtugotrwatego, pracochtonnego i w swoim opisie
wymagajacego duzej starannosci procesu badan nad
lekiem, postaramy sie przedstawic i odnies¢ do tych
jego elementow, w ktorych techniki komputerowe sta-
ty sie narzedziami co najmniej réwnowaznymi, a nie-
kiedy bardziej znaczacymi niz podejécie tradycyjne.
Catos¢ cyklu jest dopetnieniem szkolenia, ktére zosta-
to opublikowane w systemie szkoleri podyplomowych
dla farmaceutéw e-duk@cja (http://www.e-dukacja.pl)
i wychodzi poza jego zakres.

Przemyst farmaceutyczny jest jedna z najinten-
sywniej inwestujacych w nauke i badania gatezi
gospodarki. Ocenia sie, iz pigta cze$¢ wsrod firm prze-
znaczajacych najwiecej na rozwdj stanowig firmy far-
maceutyczne (ok. 15% zyskow), ktore zdystansowaty
przemyst technologiczny oraz oprogramowania (ok.
10% zyskow) (rycina 1).

Wprowadzenie na rynek nowego leku, ktéry moze
trafi¢ na po6tki apteczne, to kosztowny, wymagajacy
wielu lat pracy proces. Ocena kosztow nie jest prosta,
a koncowy wynik w duzej mierze zalezy od metody-
ki przyjetej przez przeprowadzajacego dang anali-
ze badacza i przede wszystkim informacji, ktérymi
dysponuje, a ktére nigdy nie s3 kompletne, chotby
ze wzgledu na konsekwentnie prowadzong polityke
ochrony danych finansowych firm farmaceutycznych
(rycina 2). Bez wzgledu jednak na uzyskang kwo-
te koncowa, wahajaca sie w granicach 300-900 mln
dolaréw, nalezy ja oceni¢ jako niebagatelna nawet
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Przemyst ogblny

Rycina 1. Poréwnanie wydatkéw na badania i rozwoj (R&D) dla réznych gatezi przemystu [7]

dla najzamozniejszych graczy rynku lekéw i to wraz
z zatozeniem, iz jest ona roztozona na caty 15—20-let-
ni okres badan nad lekiem.

Koszty te nie rozktadaja sie réwnomiernie na po-
szczegblne etapy badan potencjalnej substancji lecz-
niczej i wdrazania leku, jako ze wiekszos¢ pochtania
przygotowanie i przeprowadzenie catosci procedu-
ry badan klinicznych, zgodnie z obowigzujacymi —
coraz surowszymi zaréwno pod katem naukowym,
jak i etycznym — procedurami i zasadami (rycina 3).
Powyzsze stwierdzenia sg jednak prawdziwe tylko
wtedy, gdy oceniany koszt jest przeliczany na jedna
czastke aktywna. Nalezy pamietac, ze do fazy badan
klinicznych dociera jedynie niewielki odsetek testowa-
nych na wstepnym etapie molekut, a jeszcze mniej jest
wprowadzanych do obrotu (ocenia sie, ze w Stanach
Zjednoczonych dziewie¢ z dziesieciu substancji pod-
dawanych badaniom klinicznym nie jest wdrazane na
rynek), tak wiec jesli kalkulacja zostanie wykonana zo-
stanie pod katem czasu przeznaczanego na poszcze-
goblne etapy, koszt poszczegblnych czesci okreslanych
jako przedkliniczne i kliniczne wyréwnuje sie.

Powyzsze informacje powinny zosta¢ zestawio-
ne z wcigz malejaca liczba rejestracji, rozumianych
jako wprowadzenie na rynek nowych czasteczek,
a wiec lekdw okreslanych jako innowacyjne (w prze-
ciwienstwie do wcigz rosngcego rynku lekéw gene-
rycznych) (rycina 4). Trend ten dotyczy réwniez liczb
bezwzglednych, jednak jest szczegélnie wyraznie wi-
doczny w zestawieniu z wydatkami przeznaczanymi
przez firmy farmaceutyczne na badania nad nowymi
lekami (tzw. R&D — Reaserch and Development).
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Rycina 2. Liczba nowych substancji leczniczych zarejestrowanych

w latach 1982-2003 [1]

Jest to sytuacja, ktérej przyczyn nalezy upatrywac
m.in. w rosngcych wymogach dotyczacych bezpieczen-
stwa prowadzenia badar klinicznych, ich kosztach oraz
sytuacji wyczerpania klasycznych zrédet nowych sub-
stancji oraz niezwykle kosztownych i dtugotrwatych
badan zwigzanych z makroczasteczkami (m.in. biatka —
np. insulina i jej pochodne, hormony, szczepionki itd.).

Najwazniejsza, cho¢ stosunkowo mato odkryw-
cza konkluzja wyciagana z powyzszych danych jest
koniecznos¢ redukcji kosztéw oraz — jak widaé na
rycinie 5, w sposéb bezposredni przeliczanego na
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Rycina 3. Etapy wdrazania leku
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Rycina 4. Zmiana kosztéw wdrozenia leku w skali lat w zestawieniu z liczba

nowych rejestracji [3].
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Rycina 5. Zmiana kosztéw wdrozenia leku w skali lat — poréwnanie kosztow
badan dla przemysty farmaceutycznego i biotechnologicznego [4]

wartosci monetarne —czasu, stad coraz czestsze sie-
ganie po komputerowe metody wspomagania pro-
jektowania i wdrazania nowych lekéw. Modelowanie
i symulacje sa wykorzystywane na kazdym etapie
badan nad lekiem, a kolejne artykuty obejmuja opis
wybranych krokéw wraz z przyktadami stosowanych
metod modelowania oraz realizujacymi je progra-
mami.

Kolejnym argumentem przemawiajacym za szeroka
i wciaz rosngca gama modeli realizowanych w warun-
kach in silico, s3 wzgledy humanitarno-etyczne wskazu-
jace na koniecznos¢ uzyskania maksymalnej mozliwej
redukcji doswiadczen przeprowadzanych na zwierze-
tach oraz optymalizacja koniecznych badan prowadzo-
nych na ludziach (zdrowych ochotnikach oraz osobach
chorych, w warunkach klinicznych). Z pewnych przyczyn
ten pierwszy element — badania na zwierzetach — rodzi
silne i niekiedy skrajne emocje, od catkowitego zawie-
rzenia wynikom uzyskiwanym na ich podstawie, az po
catkowita negacje i krytyke. Temat ten stanowi zupetnie
osobne zagadnienie, ktére —mimo dos¢ duzej, cho¢ sezo-
nowej popularnosci —wymagatoby petnego, rzetelnego
i obiektywnego opracowania, niemniej jednak w dal-
szych czesciach naszej pracy bedziemy sie do niego od-
nosi¢, stad krotki akapit poswiecony temu problemowi.

Warto przypomnie, ze sciste standardy badan nad
lekiem, w tym obowigzek przeprowadzania doswiad-
czen na zwierzetach zostaty wprowadzone w roku 1968
(amerykanski Medicines Act), jako wynik tragedii zwia-
zanych ze stosowaniem talidomidu u ciezarnych ko-
biet. Jako lek uwazany za bezpieczny, byt on podawany
w przypadkach porannych mdtosci i wymiotow. Niestety
niepozadanym efektem jego stosowania jest zaburzenie
rozwoju zawigzek kohczyn gérnych ptodu. Wyniki stoso-
wanych obecnie testéw na zwierzetach potrafig wska-
za¢ na mozliwosé dziatania teratogennego badanych
zwigzkéw chemicznych. Zwolennicy wykorzystywania
zwierzat laboratoryjnych w procesie badan nad lekiem
podaja przyktady zagadnien, ktérych dogtebna anali-
za — zgodnie z rosnacymi wymaganiami wdrazanymi
przez organizacje zajmujace sie nadzorem nad rynkiem
lekéw —musi znaleZ¢ sie w sktadanym dossier rejestra-
cyjnym, a ktérych przeprowadzenie w innych warunkach
jest albo niemozliwe, albo co najmniej niezwykle trudne.
Kilka z nich to m.in. problem przenikania przez bariere
krew-moézg i penetrowanie osrodkowego uktadu nerwo-
wego czy tez analiza wchtaniania lekéw w przewodzie
pokarmowym. Jednoczesnie jednak, mimo malejacej
liczby zwierzat poswiecanych w trakcie badan (w samej
Wielkiej Brytanii, w ktorej centra badawcze maja wszyst-
kie najwieksze firmy farmaceutyczne, ich liczba spadta
z ok. 6 miliondw rocznie w latach 70 do ok. 2,5 miliona
na poczatku lat 2000), grono sceptykdw ich powszech-
nego stosowania nie maleje. Pozostawiajac na boku ar-
gumenty niemerytoryczne, wymienmy najwazniejsze,
ktére maja mocna podstawe merytoryczng, wsrdd nich
najwazniejsze wydajg sie by¢ dwa. Przede wszystkim
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gwattowny rozwéj metod alternatywnych obejmujacych Tabela. Etapy badan klinicznych
badania przeprowadzane w warunkach:
— in vitro, a obejmujacych badania z wykorzysta-

faza I—na niewielkiej grupie (20-80) zdrowych ochotnikéw; ma na celu zbadanie bezpieczenstwa,

niem hodowli komérkOWyCh czy kultur tkanko- toksycznosci, farmakokinetyki i farmakodynamiki terapii. W badaniach nad niektorymi lekami (np.
Wych; wzrost ich znaczenia jest Scisle powigzany przeciwnowotworowymi czy anty-HIV) w tej fazie badan biora udziat pacjenci w zaawansowanym
z rozwojem metod oznaczeh substancji chemicz- stadium choroby

nych w materiale biologicznym (wsrdd nich przede faza Il - na wigkszej grupie (20-300); ma na celu zbadanie klinicznej skutecznosci terapii
wszystkim wysokosprawng chromatografie cie- faza Ill - randomizowane badania na duzej grupie (300—-3000 lub wiecej) pacjentéw; ma na celu

czowa z detektorem masowym) petng ocene skutecznosci nowej terapii

— insilico —zawierajacych w sobie catag game mode-

li, ktore zostang szczegbtowo opisane ponizej oraz

w kolejnych publikacjach
— invivo—uludziioile nie s3inie bedg one w sta-

nie catkowicie zastapi¢ pewnych elementéw ba-
dan m.in. z przyczyn wymienionych powyzej o tyle
nowe techniki ich przeprowadzania (np. microdo-
sing) pozwalajg drastycznie zredukowac liczbe
zwierzat laboratoryjnych, bez zwiekszenia ryzyka
zaangazowanych ochotnikéw;

Drugi argument, cho¢ wydaje sie by¢ dos¢ oczy-
wisty, jest czesto niestusznie bagatelizowany,
a podejmuje niemozliwe do usuniecia réznice miedzy-
gatunkowe, utrudniajace, a niekiedy uniemozliwia-
jace ekstrapolowanie wynikéw badah wykonanych
na zwierzetach bezposrednio na ludzi. Pewnym wyj-
Sciem jest wykorzystywanie tych gatunkéw, ktére
genetycznie najmniej réznia sie od genomu ludzkie-
go (Swinie, matpy), co jednak nie rozwiazuje tego pro-
blemu catkowicie. By¢ moze i tutaj rozwoj technik
biotechnologicznych pozwoli np. na humanizowanie
pewnych narzadéw u zwierzat i obserwowanie skut-
kéw zastosowania substancji chemicznej w warun-
kach narzadéw ludzkich, niemniej jednak jest to wcigz
stosunkowo odlegta przysztosc.

Catosc tego typu dziatan okresla sie jako 3Rs’ (ang.
Replace, Reduce, Refine), a wsrod nich coraz wiek-
sz role odgrywaja techniki modelowania kompu-
terowego.

Projektowanie i poszukiwanie czasteczki

aktywnej
Rycina 6. Jedna z zamodelowanych struktur receptora serotoninowego 5-HT2A
Poczatek pierwszego etapu poszukiwan nowej wraz ze zwigzang z nim czasteczka ketanseryny [12]
czasteczki, mogacej mie¢ zastosowanie w lecznictwie
nie jest prosty do okreslenia. Punktem wyjscia moze Serint

by¢ zaréwno choroba i doktadne poznanie mechani- ;? \

zmu patologii, jak i teoretyczna ocena juz istniejacych

struktur i empiryczne poszukiwanie zmodyfikowa-

nych czastek. Nie nalezy réwniez lekcewazyé zna-

czenia — tak czestego w nauce — przypadku, choé r :

przyznac trzeba, iz jego rola maleje. Sars 43 RS
Wszystkie opisywane w artykule techniki zali- L5 &

czane sg do narzedzi modelowania molekularnego. K g

Jego komponentami sg miedzy innymi grafika mo- JM“‘ s-usZ’

lekularna i zagadnienia zwigzane z realistyczng wi-

zualizacjg badanych czastek, narzedzia z zakresu Rycina 7. Miejsce wigzania receptora serotoninowego 5-HT2A wraz ze zwigzang

chemii obliczeniowej, obszerne bazy danych, niekiedy z nim czasteczka ketanseryny [12]
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skomplikowanych czgstek chemicznych czy w koncu
okreslanie wtasciwosci fizyko-chemicznych na pod-
stawie struktury (ang. QSAR — Quantitative Structu-
re-Activity Relationship). Jak tatwo sobie wyobrazi¢,
wszystkie wymienione metody wymagaja duzych
mocy obliczeniowych, a niewatpliwy postep w tej
dziedzinie jest zwigzany bezposrednio z rewolucja
informatyczng.

Ze wzgledu na zakres mozliwych oddziatywan leku
na organizm, czesto wspotwystepujacych, klasyfikacje
pozwalajace na zdefiniowanie mechanizméw dziatania
musza sita rzeczy miec charakter ogélny. Jedna z istnie-
jacych mozliwosci jest okreslenie ich jako receptorowe
oraz niereceptorowe. W pierwszym przypadku mo-
delowanie na ekranie monitora mozna rozpocza¢ od
odtworzenia struktury przestrzennej receptora (ang.
receptor based design), co jest realizowane przy uzyciu
specjalistycznych programéw, pozwalajacych nie tylko
zobrazowac, ale takze oceni¢ prawdopodobieristwo sta-
bilnosci nawet bardzo duzych czgstek biatkowych, jaki-
mi sg receptory. Kazdy model jest mniej
lub bardziej udanym oddaniem rzeczy-
wistosci, a wiec z samej swojej definicji
niesie ze soba pewien btad jej odtwo-
rzenia, totez najlepsza mozliwg sytuacja
jest projektowanie na podstawie zna-
nej struktury krystalograficznej biat-
ka receptorowego lub miejsca wigzania
z lekiem. Wiekszos¢ ze wspomnianych
programéw dodatkowo oferuje mozli-
wos¢ analizy prawdopodobienstwa ta-
czenia sie receptora z badana czastka
chemiczna, wtasnie w miejscu recepto-
rowym. Poznane sekwencje aminokwa-
s6w sg gromadzone oraz udostepniane
za posrednictwem ogblnodostepnych
i wyspecjalizowanych baz danych takich
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Rycina 8. Przyktad farmakoforu [9]

jak ExPASy (Expert Protein Analysis System) — http: //
www.expasy.org, TMPRED — http://www.ch.embnet.
org, czy tez Protein Data Bank — http://www.pdb.org,
niemniej jednak badacze zajmujacy sie ta problematy-
ka po pobraniu struktury bazowej moga ja dowolnie,
wirtualnie modyfikowaé oddajac najbardziej mozliwg
strukture statyczna, ale takze modelujac dynamike
tego niekiedy niezwykle skomplikowanego zwigzku.
Dodatkowa komplikacja i kolejnym krokiem moze by¢
umieszczenie stworzonego modelu receptora w dyna-
micznym Srodowisku btony komérkowej w przypadku
receptoréw btonowych. Na podstawie ksztattu i wta-
Sciwosci miejsc wigzania receptora planowana jest
struktura chemiczna potencjalnego leku oraz zestawia-
na wirtualnie z odtworzonym cyfrowo komputerowym
modelem receptora. Aby byto to mozliwe konieczne jest
okreslenie i doktadne zdefiniowanie miejsca wigzacego,
a wiec tego elementu struktury, ktéry odpowiedzialny
jest zataczenie sie z lekiem. Wsréd stosowanych metod
najwazniejsze sg oparte na homologii czyli poréwnaniu
ze znanymi strukturami miejsc wigzacych.

Bardzo przydatna funkcjg oferowang przez produ-
centéw podobnego oprogramowania sg zaawanso-
wane opcje wizualizacji, co utatwia ocene otrzymane;j
struktury, w tym miejsca wigzacego.

Drugie mozliwe podejscie to wirtualna modyfika-
cjaistniejgcych czgstek w poszukiwaniu pochodnych,
cechujacych sie korzystniejszym profilem farmakoki-
netyczno-farmakodynamicznym. Dzieki znajomosci
struktury ligandéw uproszczone zostaje poszukiwa-
nie pochodnych oryginalnej czgsteczki lub struktur
o podobnym mechanizmie dziatania, dokonywane
tradycyjnie na drodze syntezy. Czastki wykazujace ak-
tywnos¢ w modelach komputerowych podlegaja dal-
szym badaniom, czesto juz po syntezie chemicznej.

Kolejny krok, a w zasadzie jego punkt konco-
wy, jest podobny dla obu drég, cho¢ sposéb jego
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osiggniecia inny. W zaleznosci od wybranej drogi lub
danych, ktérymi dysponuje sie na poczatku procesu
poszukujemy miejsca wigzacego oraz konstrukcji wig-
zan farmakoforowych (pierwsze podejscie) lub far-
makoforu, a wiec wspélnej czesci badanych struktur,
w znaczeniu relacji przestrzennych atoméw buduja-
cych czasteczke.

Wsréd algorytmoéw wykorzystywanych w trakcie
poszukiwania farmakoforéw znajduja sie oprécz sto-
sunkowo prostych, zaawansowane matematycznie
metody oparte m.in. na inteligencji obliczeniowej czy
tez algorytmy genetyczne, bazujace na odkryciach
dotyczacych biologicznego dziedziczenia cech.

Ocena wtasciwosci fizykochemicznych

Jednym z obowigzkowych krokéw w trakcie opra-
cowywania nowej, potencjalnej struktury chemicz-
nej jest okreslenie jej wtasciwosci fizykochemicznych,
ktére warunkuja losy badanej czastkijuz po podaniu
w postaci leku. Podstawowe informacje obejmuja
mase molowa, rozpuszczalnosé (w réznych warun-
kach —rozpuszczalnik, pH, dodatek substancji zwigk-
szajacych rozpuszczalnosé np. kwasow zétciowych),
wspotczynnik podziatu n-oktanol/woda (logP; logD),
stata dysocjacji (pKa), PSA (ang. polar surface area),
liczba wigzan bedacych donorami (ang. HBD — Hydro-
gen Bond Donor) czy tez akceptorami atoméw wo-
doru (ang. HBA — Hydrogen Bond Acceptor). Na ich
podstawie mozna wycigga¢ wnioski zaréwno na te-
mat aktywnosci biologicznej, jak i potencjalnego me-
chanizmu wigzania z receptorem. S3 one wyznaczane
najczesciej na wczesnym etapie badan nad lekiem,
niemniej jednak liczba syntetyzowanych lub bada-
nych wirtualnie czastek praktycznie uniemozliwia
wykonywanie w warunkach laboratoryjnych doktad-
nych pomiaréw dla kazdej z nich, co jest powodem
wykorzystywania metod opartych na technikach ob-
liczeniowych, ktére pozwalaja przewidzie¢ wszystkie
wymienione powyzej wtasciwosci oraz wiele innych.
Wsréd programow wykorzystywanych w tym celu
mozna miedzy innymi wymienic:

— ACDLabs —komercyjny program kanadyjskiej firmy
ACD, posiadajacy swoja okrojong darmowa wersje
zawierajacg kalkulator umozliwiajgcy okreslenie
wartosci logP na podstawie struktury,

— Marvin — zestaw doskonatych programoéw zawie-
rajacy m.in. narzedzia umozliwiajace okreslenie
wartosci logP, pKa i PSA; darmowy do zastosowan
niekomercyjnych,

- MMPro.

Te programy sa to jedynie przyktadami catej gamy
podobnych narzedzi. Na szczegdlna uwage zaréwno ze
wzgledu na jakos¢, jak i sposéb wykorzystania mode-
li oraz prezentacji danych, zastuguje system sieciowy
zbudowany przez doktora Igora Tetko. Jego wirtu-
alne laboratorium w catosci dostepne w Internecie
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Rycina 9. Struktura krystaliczna domeny wiazacej
ligand (deoksykortykosteron) ludzkiego receptora
mineralokortykoidowego [9]

(http://vcclab.org/), to bezptatny zestaw oprogramo-
wania, umozliwiajacy okreslenie wtasciwosci fizyko-
chemicznych jedynie na podstawie podanej struktury
(istnieje mozliwos¢ rysowania wzoru substancji on-
line w specjalnie przygotowanym edytorze). Warto
wspomniec¢, ze wysoka jakos¢ tego systemu, ocenia-
na jako réznica miedzy wartosciami przewidzianymi
i uzyskanymi w warunkach laboratoryjnych, zostata
osiggnieta miedzy innymi dzieki wykorzystaniu me-
tod inteligencji obliczeniowej (w tym przypadku sa
to sztuczne sieci neuronowe), cho¢ jednoczesnie na-
lezy pamietac, ze oznaczenie laboratoryjne ma za-
wsze wyzszg wartosé niz ocena najlepszego nawet
modelu.

Wszystkie podane wyzej przyktady deskryptoréw
fizyko-chemicznych nie oddaja w petni charakteru
czasteczki, ze wzgledu na brak lub niepetne wyko-
rzystanie informacji o strukturze przestrzennej. Opra-
cowywane obecnie metody m.in. analiza wtasciwosci
p6l molekularnych (ang. COMFA — Comparative Mole-
cular Field Analysis) umozliwiajg kwantyfikacje infor-
macji opisujacych strukture tréjwymiarowa.

Okreslenie aktywnosci biologicznej
Dalszy etap, a wiec poszukiwanie korelacji mie-

dzy strukturg chemiczng czasteczek a ich wtasciwo-
sciami biologicznymi jest okreslane jako QSAR lub
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Rycina 10. Schemat wykorzystania podstawowych metod komputerowych we wstepnych etapach projektowania lekéw [8]

QSPR. Przyktadami programéw komputerowych wy-
korzystywanych do realizacji opisanych zadan sa:
bezptatne — BALLView, Ghemical i MMTK oraz komer-
cyjne — Gaussian, Cerius2, Insightll, Molsoft ICM, Py-
MOL, VMD, GROMOS, Sirius, NOCH, Sybyl, MOE, Agile
Molekule, SPARTAN i Millsian.

Znajac strukture i charakterystyke zaréwno miej-
sca wigzania, jak i badanej czgsteczki lub grup czastek
przeprowadza sig ich wirtualne taczenie. Wérod oce-
nianych parametréow znajduje sie prawdopodobien-
stwo utozenia ligandu w miejscu wigzacym, jak i sita
wigzania. W trakcie badan nalezy pamietac o tym, ze
wigzanie obu molekut jest zalezne od ich dynamicz-
nej struktury chemicznej ale takze, ze samo wigzanie
spowoduje odksztatcenie czastek. Przeszukanie i oce-
na wszystkich mozliwych uktadéw jest — ze wzgledu
na ich liczbe — praktycznie niemozliwe, dlatego wy-
korzystuje sie algorytmy pétempiryczne. Jest to etap
prac nad wirtualnym lekiem, ktéry w duzej mierze
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wymaga doswiadczenia i intuicji badacza. Genero-
wane olbrzymie ilosci danych wymagaja niezwykle
starannej analizy, poniewaz istnieje prawdopodobien-
stwo przeoczenia najlepszej mozliwej konfiguracji.
Rycina 10 podsumowuje schemat postepowania
w trakcie wirtualnego poszukiwania nowych, obiecu-
jacych czastek chemicznych o potencjalnej aktywnosci
farmakodynamicznej. Na uwage zastuguje fakt ko-
niecznosci gromadzenia rozlegtych zbioréw informacji
chemicznej oraz zwigzanych z tym efektywnych na-
rzedzi przeszukiwania baz danych i wnioskowanie na
podstawie uzyskanych rezultatow. Sa to niekiedy bazy
danych zawierajgce miliony rekordéw, z ktérych kazdy
jest opisany wieloma tysiacami parametréw. System
przeszukiwania takiego zbioru informacji musi by¢
nie tylko efektywny, ale i szybki, oferujac mozliwosé
uzyskania rezultatow w czasie rzeczywistym. Catos¢
technik matematycznych, realizowanych w prakty-
ce w warunkach in silico, a wykorzystywanych w tym
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wtasnie celu okresla sie angielskojezycznym mianem
data mining, co w wolnym przektadzie moze znaczy¢
zgtebianie danych.

Ze wzgledu na bardzo duze zapotrzebowanie na
komputerowg moc obliczeniowg wykorzystywang przy
projektach wirtualnego poszukiwania nowych struk-
tur chemicznych, potencjalnych lekéw wykorzystuje sie
zaawansowane techniki rozpraszania obliczef na duza
ilos¢ stosunkowo stabych komputeréw (tzw. gridy obli-
czeniowe). Jednym z przyktadéw ciekawego rozwiazania
jest wykorzystywanie wolnej mocy domowych kompu-
teréw. Po zainstalowaniu niewielkiego programu, ktéry
analizuje wykorzystanie naszego komputera osobiste-
go i wigcza wtasne, drobne fragmenty wiekszych zadan
obliczeniowych, po czym wysyta wyniki do komputera
centralnego, mozemy pomac projektowac nowe leki prze-
ciwnowotworowe (http://boinc.bakerlab.org/rosetta/ lub
http://www.boincatpoland.org/).

Cho¢ mogtoby sie wydawag, ze lek z komputera to
wciaz przysztos¢ jednak istnieja juz dostepne na ryn-
ku leki, podczas projektowania ktorych wykorzysta-
no techniki modelowania molekularnego. Najbardziej
spektakularnym przyktadem sa blokery receptoréw
dla angiotensyny — sartany.

Ocena wtasciwosci biologicznych

Uzbrojeni w zdobyte do tej pory dane, mozemy
przejs¢ do kolejnego etapu badan nad naszym lekiem
— oceny wtasciwosci biologicznych. Najczestszym do-
tychczas stosowanym modelem byty oczywiscie —wcigz
wykorzystywane — modele zwierzece (myszy, szczu-
ry, swinki morskie, kréliki, psy, matpy). Niemniej jednak
coraz wyrazniej wida¢ tendencje do minimalizowania
wykorzystania zwierzat laboratoryjnych. Jest to po-
dyktowane zaréwno wzgledami humanitarnymi, jak
i praktycznymi—skalowanie allometryczne, a wiec prze-
noszenie obserwacji ze zwierzat na ludzi jest zawsze
obarczone btedem. Wynika to z innej fizjologii nawet
najbardziej zblizonych genetycznie do cztowieka ga-
tunkow zwierzat (np. szczury nie maja woreczka z6t-
ciowego — wydzielanie zotci ma charakter ciagty, a nie
wzbudzany pokarmem, jak u cztowieka). Oprocz tego
postuluje sie wykorzystywanie danych uzyskiwanych
w trakcie doswiadczen na ludziach, izolowanych komor-
kach lub organellach komérkowych (np. HLM — Human
Liver Microsomes). Zastosowanie takiej metodyki jest
kosztowne i obarczone wymogiem spetnienia bardzo
wysrubowanych wymogow zwigzanych z projektowa-
niem badan, cho¢ dostarcza niezwykle doktadnych i re-
prezentatywnych danych.

Rozwigzaniem jest wiec wykorzystanie modeli re-
alizowanych w warunkach in silico. Na tym etapie ba-
dan kilkadziesiat-kilkaset z tysiecy wczesniej badanych
zwigzkdéw jest monitorowanych pod katem wtasciwosci
biologicznych. Oznacza to w praktyce ocene ADME/Tox,
a wiec przewidywanie zachowania leku w organizmie

(tox) oraz wptywu organizmu na lek
(wchtanianie, dystrybucja, metabolizm,
wydalanie —ADME). Nalezy zaznaczy¢, ze
poszczegblne etapy sa traktowane bar-
dzo szeroko i tak wchtanianie obejmuje
nie tylko podanie doustne, ale i na sko-
re, wziewne czy doodbytnicze. Dystry-
bucja to takze modelowanie przenikania
przez bariere krew-mozg, a metabolizm
obejmuje zaréwno faze | (najczesciej
przez cytochrom P450 w jelitach i watro-
bie), ale takze faze Il (np. glukuronizacja
za posrednictwem enzymoéw z rodziny
UGT). Liczba i réznorodnos¢ wykorzy-
stywanych w licznych dostepnych pro-
gramach komputerowych metod jest
ogromna. Obejmuje zaréwno metody
analizy strukturalnej (fragmenty czast-
ki odpowiadajace za jej charakter) jak

) INFORMATYKA W FARMAC]JI

Kolejnym argumentem
przemawiajgcym za szeroka
i wciaz rosngca gama
modeli realizowanych

w warunkach in silico, s3
wzgledy humanitarno-
etyczne wskazujace na
koniecznos¢ uzyskania
maksymalnej mozliwej
redukcji doswiadczenh
przeprowadzanych

na zwierzetach oraz
optymalizacja koniecznych
badan prowadzonych

na ludziach (zdrowych
ochotnikach oraz osobach
chorych, w warunkach
klinicznych).

i algorytmy matematyczne, metody sta-
tystyczne czy tez oparte na sztucznej in-
teligencji. Przyktadem podobnego oprogramowania sa
systemy ADME Boxes, ADMEnsa Interactive, g-Tox/g-
ADME i wiele innych. Na szczegdlna uwage i krétkie omo-
wienie zastuguja metody przewidywania metabolizmu
czasteczek z udziatem cytochroméw z rodziny P450. Pro-
gramy takie jak MetaSite czy MetaDrug oferuja wtasnie
taka funkcjonalnos¢, a dzieki zastosowanym algoryt-
mom przewiduja one nie tylko jakosciowe (ktory enzym),
ale i ilosciowe (jakie powinowactwo) parametry metabo-
lizmu danej substancji.

Do kolejnego etapu naszego wirtualnego doswiad-
czenia przechodzimy z kilkoma najbardziej obiecuja-
cymi czasteczkami, poniewaz pozostate udato nam
sie odrzuci¢ na tym etapie — nie spetniaty wymogow
biologicznych. Jedna z nich — mamy nadzieje — zosta-
nie petnoprawnym lekiem, co pozwoli nam na odzy-
skanie zainwestowanych do tej pory kwot.

Stownik uzywanych pojec

Stownik stanowi integralng czes¢ catego cyklu
i zawiera pojecia, ktére w opinii autoréw moga oka-
zac sie przydatne w trakcie studiowania tresci arty-
kutow.

In silico — czyli dostownie w krzemie, a wiec w do-
mysle — wewnatrz krzemowej ptytki procesora kom-
putera; pojecie to — bedace modnym stowem kluczem
—o0znacza w zasadzie wszystkie mozliwe sytuacje na-
Sladowania rzeczywistosci za pomocg modeli oblicze-
niowych realizowanych komputerowo (i oczywiscie
niekoniecznie dotyczy to jedynie farmacjil); sama na-
zwa jest nieco mylaca, jako ze — co podkreslaja umiar-
kowani zwolennicy podobnych metod — zdecydowana
wigkszos¢ podobnych kalkulacji mozna przeprowa-
dzi¢ na papierze, jedyna réznica jest czas przeznaczo-
ny na realizacje tychze zadan.
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In vitro — bezposrednie ttumaczenie tacinskiego
wyrazenia w szkle moze by¢ nieco mylace dla szero-
ko pojmowanych badan farmaceutycznych, ponie-
waz postep w preparatyce laboratoryjnej powoduje,
ze niekoniecznie musi to by¢ szkto; w praktyce pojecie
to oznacza odtwarzanie (nasladowanie) w warunkach
laboratoryjnych reakgji biologicznych zachodzacych
w zywych organizmach, a co warte podkreslenia obej-
muje rowniez doSwiadczenia z zywymi komorkami,
wyizolowanymi z organizmu macierzystego (zwie-
rzat i ludzi) i umieszczonymi w warunkach laborato-
ryjnych, umozliwiajacych podtrzymywanie ich zycia;
przyktadem podobnych komoérek moga by¢ ludzkie
mikrosomy (HLM); stato sie to na tyle powszechne,
ze okreslenie badania in vitro oznaczaja prowadze-
nie badan na zywych, wyizolowanych z organizmu
komoérkach, organellach lub substancjach; rodzi to
jednak kolejny problem, a mianowicie ,ttumacze-
nie” (korelowanie) wynikéw badan in vitro z warun-
kami in vivo.

In vivo — a wiec wewnatrz funkcjonujacego orga-
nizmu, obejmujacego wszystkie tkankii narzady skta-
dajace sie na dziatajacg w okreslonych warunkach
Srodowiska jednostke; pojecie to obejmuje zaréw-
no wyniki badan prowadzonych na ludziach (ochot-
nicy) jak i na modelach zwierzecych (w naukach
farmaceutycznych m.in. myszy, szczury, Swinki mor-
skie, psy, matpy); wyniki uzyskiwane w warunkach

Ze wzgledu na zakres
mozliwych oddziatywan
leku na organizm, czesto
wspotwystepujacych,
klasyfikacje pozwalajace na
zdefiniowanie mechanizméw
dziatania muszg sitg rzeczy
mie¢ charakter ogdlny.
Jedna z istniejacych
mozliwosci jest okreslenie
ich jako receptorowe

oraz niereceptorowe.

W pierwszym przypadku
modelowanie na ekranie
monitora mozna rozpoczaé
od odtworzenia struktury
przestrzennej receptora,

co jest realizowane przy
uzyciu specjalistycznych
programéw, pozwalajacych
nie tylko zobrazowa¢,

ale takze ocenié
prawdopodobieristwo
stabilnosci nawet bardzo
duzych czastek biatkowych,
jakimi sg receptory.

222

in vivo stanowig najcenniejsze Zrédto
informacji na temat proceséw biolo-
gicznych, cho oczywiscie mozliwosé
ich uzyskiwania jest ograniczona ze
wzgledu na czynniki etyczne, finan-
sowe i praktyczne (np. realizacja bada-
nia przenikalnosci bariery krew-moézg
w warunkach in vivo), stad niekiedy
zastepowane przez badania okresla-
ne mianem ex vivo.

Ex vivo — a wiec przeprowadzane
poza organizmem, ale na materiale
pobranym z zywego, funkcjonujacego
organu; przyktadem podobnych ba-
dan jest ocena sktadu zotci (i jej wpty-
wu na proces rozpuszczania lekow
w jelitach), pobranej przy uzyciu en-
doskopu.

IVIVC - (ang. in vitro — in vivo cor-
relation) — niezwykle szerokie pojecie
oznaczajace catos¢ technik (matema-
tycznych, statystycznych, obliczenio-
wych) wykorzystywanych w trakcie
przenoszenia i wykorzystywania wy-
nikbw badan in vitro na warunki in
vivo.

HLM (ang. human liver micro-
somes) — ludzkie komorki watroby
(mikrosomy) to jeden z najczesciej

stosowanych modeli in vitro umozliwiajacych od-
twarzanie i badanie funkcji metabolicznej watroby
w warunkach laboratoryjnych; obecnie wyniki ba-
dan z zastosowaniem HLM ze wzgledu na oczywiste
réznice miedzy wyizolowanymi komaérkami oraz ca-
tym narzadem funkcjonujacym w warunkach fizjolo-
gicznych, sa wykorzystywane jako dane startowe do
dalszego symulowania aktywnosci watroby juz w wa-
runkach in silico.

QSAR (ang. Quantitative structure-activity re-
lationship) — pojecie obejmuje zakres technik sto-
sowanych w trakcie poszukiwania korelacji migdzy
struktura chemiczna a zdefiniowanym procesem za-
chodzacym z jej udziatem (np. proces biologiczny lub
reakcja chemiczna); jedng z odmian jest 3D-QSAR,
a wiec ocena opisanej powyzej korelacji na podsta-
wie wtasciwosci czastki obliczonych z wykorzysta-
niem jej struktury przestrzennej (tréjwymiarowej);
liczba stosowanych technik obliczeniowych jest
ogromna, warto réwniez pamietac, ze bardzo czesto
wymagaja one réwniez specjalistycznego oprogra-
mowania z zaimplementowanymi algorytmami oraz
poteznych mocy obliczeniowych, daleko wykracza-
jacych poza te oferowane przez klasyczne kompu-
tery biurkowe.

QSPR (ang. quantitative structure-property rela-
tionships) — techniki stosowane przy poszukiwaniu
korelacji miedzy struktura i wtasciwosciami czastek.

ADME lub LADME lub LADMET lub ADME/Tox
lub LADME/Tox (ang. [Liberation], Absorption, Distri-
bution, Metabolism, Excretion, [Toxicology]) — akronim
obejmujacy podstawowe etapy interakgji lek-organizm
poczawszy od uwalniania, poprzez wchtanianie, dys-
trybucje, metabolizm, wydalanie, az do dziatania far-
makologicznego/toksycznego na organizm; nazwa ta
stata sie tak popularna, ze okreslenie ,modelowanie
ADME” oznacza bezposrednio okreslenie dowolnych
modeli wykorzystywanych w celu opisania powyz-
szych zjawisk.

Sztuczne sieci neuronowe — narzedzia analizy da-
nych wykorzystujace podstawowe mechanizmy ada-
ptacyjne znane z neurobiologii do samouczenia na
dostepnych danych; z reguty maja nieliniowy charak-
ter i pozwalajg na identyfikacje skomplikowanych
i wielowymiarowych zaleznosci w danych.

Modelowanie mechanistyczne — okreslenie obej-
mujace techniki modelowania matematycznego, dla
ktérego punktem wyjscia jest zestaw zatozen doty-
czacych charakteru tworzonego modelu.

ExPASy (ang. Expert Protein Analysis System) —
system magazynowania oraz udostepniania struktur
biatkowych mozliwych do pobrania i dalszej anali-
zy, rozprowadzanych w ogélnie przyjetym forma-
cie komputerowym (pliki pdb); dodatkowo oferuje
mozliwos¢ wizualizacji pobranej czasteczki (http: //
www.expasy.org- http: /swissmodel.expasy.org/re-
pository/).

Tom 65 - nr3:2009 -~ i@



Grid computing — okreslenie obejmujace zaréw-
no sprzetowa, jak i logiczng strukture informatyczna,
umozliwiajaca zarzadzanie obliczeniami rozproszony-
mi — zesp6t komputeréw zlokalizowanych w réznych
miejscach pracujacych nad jednym problemem obli-
czeniowym dzieki zaawansowanym technologicznie
systemom rozpraszania obliczen; struktury gridowe
sa niekiedy okreslane — nie do konca prawidtowo —
jako wirtualne superkomputery

Skalowanie allometryczne — catosc¢ technik
matematycznych pozwalajacych na przeniesienie
rezultatéw badan z jednego medium na inne z wy-
korzystaniem proporcjonalnosci w masie narzadéw
i/lub budowy ciata; technika ta jest tez stosowana
do skalowania wynikéw badan uzyskanych z wyko-
rzystaniem modeli zwierzecych na analogiczne dane
mozliwe do zaobserwowania u ludzi.

NCE (ang. New Chemical Entity) — definicja po-
dawana za firmg IMSHealth — pierwsze na Swiecie
wdrozenie nowej substancji aktywnej, wtgczajac w to
produkty biotechnologiczne (np. rekombinowane pro-
teiny, szczepionki); z zatozenia definicja ta wyklucza
radioterapeutyki, testy diagnostyczne, wyciagi ro-
slinne, szczepionki ztozone, przeciwciata poliklonal-
ne, w odréznieniu od stosowanego przez FDA pojecia
NME (ang. New Molecular Entity), ktére oznacza kaz-
dy nowy produkt leczniczy wdrozony na rynek; pro-
sze zwrdci¢ uwage, ze definicje te nie dotycza lekéw
generycznych.

R&D (ang. Research and Development, dostownie
— badania i rozwdj) — ogolne okreslenie obejmujace
catos¢ technik, metod, narzedzi i zwigzanych z tym
kosztéw, systemow organizacji pracy i analizy wyni-
kéw zaangazowany w proces poszukiwania i badania
czastek o potencjalnej aktywnosci farmakologicznej;
og6lnie —kazdy proces badawczy, bez wzgledu na typ
zaangazowanego przemystu.

Microdosing — technika oznaczania profilu far-
makokinetycznego leku w warunkach in vivo na
ludziach, z zastosowaniem minimalnych dawek sub-
stancji aktywnej, nie wywotujacych zadnego efektu
farmakodynamicznego, a wiec takze niepozadanego;
w praktyce stosuje sie jedng setng czes¢ najmniejszej
dawki wywotujgcej efekt farmakodynamiczny lub
100 pg, w zaleznosci od tego, ktéra z nich jest mniej-
sza; ze wzgledu na bardzo niskie stezenia oznacza-
nych substancji oraz ich metabolitéw konieczne jest
stosowanie niezwykle czutych metod analitycznych
jak chromatografia cieczowa z podwdjnym detek-
torem masowym — LC-MS-MS, spektrometria mas
—AMS (ang. Accelerated Mass Spectrometry) czy po-

zytronowa tomografia emisyjna — PET
(ang. Positron Emission Tomography).
3Rs — ang. Replace, Reduce, Refi-
ne, co mogtoby by¢ przettumaczone
na jezyk polski jako 3Z - Zastapic, Zre-
dukowag, Zdefiniowac; okreslenie de-
finiujgce wspdtczesne podejscie do
problemu wykorzystywania zwierzat
do badan naukowych, ktérego celem
jest wtasnie redukcja ich liczby m.in.
poprzez udoskonalenie i optymalizacje
procedur laboratoryjnych, jak i zasta-
pienie doSwiadczen in vivo na zwierze-
tach innymi technikami, pozwalajacymi
osiagna¢ podobne rezultaty.
Farmakofor — model opisujacy re-
lacje przestrzenne miedzy elementa-
mi wspolnymi dla ligandéw wiazacych
sie lub inaczej oddziatujacych na bada-
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opracowywania nowej,
potencjalnej struktury
chemicznej jest
okreslenie jej wtasciwosci
fizykochemicznych, ktére
warunkujg losy badanej
czastki juz po podaniu

w postaci leku. Podstawowe
informacje obejmuja mase
molowa, rozpuszczalnosé,
wsp6tczynnik podziatu
n-oktanol/woda, stata
dysocjacji, PSA (ang. polar
surface area), liczba wigzan
bedacych donorami czy

tez akceptorami atoméw

ny receptor. wodoru.

Data mining (eksploracja danych,
zgtebianie danych) — zbiorcze okresle-
nie technik odkrywania wiedzy w bazach i hurtow-
niach danych; koncepcja eksploracji danych opiera
sie na wykorzystaniu statystycznych, empirycznych
i potempirycznych metod wyszukiwania powigzan,
ukrytych dla cztowieka miedzy innymi ze wzgledu
na ilos¢ informacji.
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