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Povzetek: V zadnjih letih je intenzivno potekal razvoj raœunalniøke kemije, ki je postala sestavni del odkrivanja novih zdravilnih uœinkovin tako v
farmacevtski industriji kot v akademskih institucijah. V prispevku je predstavljen pregled nekaterih pomembnejøih metodologij, ki so se uveljavile
v tem procesu, predvsem naœrtovanje, izhajajoœe iz strukture ligandov, in naœrtovanje na osnovi strukture tarœe. Komplementarne mehanistiœne
øtudije z uporabo in silico metod (molekulska dinamika, QM/MM raœuni) omogoœajo øe uœinkovitejøe iskanje spojin vodnic.

Kljuœne besede: raœunalniøko podprto naœrtovanje uœinkovin, virtualno reøetanje, naœrtovanje uœinkovin na osnovi fragmentov, molekulsko
sidranje, farmakoforna hipoteza, molekulsko modeliranje

Abstract: In the last years an intensive development of computational chemistry grew to become an integral part of the drug discovery programs
in major pharmaceutical industry as well as in the academia. In this review an overview of the computational methodologies which have found
application in this process is presented. In particular, ligand-based drug design and structure-based drug design techniques are discussed.
Furthermore, complementary mechanism-based in silico studies (molecular dynamics, QM/MM calculations) enable even more efficient discovery
of novel lead compounds. 

Keywords: computer-assisted drug design, virtual screening, fragment-based drug design, molecular docking, pharmacophore hypothesis,
molecular modeling

1 Uvod
V zadnjem desetletju so bila registrirana prva zdravila, katerih
uœinkovine so bile pridobljene s pomoœjo principa raœunalniøko
podprtega naœrtovanja uœinkovin (CADD = computer-assisted drug
design). Med pomembnejøimi doseæki CADD velja omeniti inhibitorje
HIV proteaze (nelfinavir, amprenavir in lopinavir), nevraminidaze
(zanamivir in oseltamivir), trombina (ksimelagatran in dabigatran) ter
zdravilno uœinkovino za zdravljenje kroniœne mieloidne levkemije,
imatinib (1, 2). V sodobnem pristopu racionalnega naœrtovanja in
iskanja novih zdravilnih uœinkovin hkrati uporabljamo eksperimentalne
tehnike (eksperimentalno reøetanje) in metode raœunalniøke kemije
CADD, imenovane tudi in silico reøetanje, ki so shematsko
predstavljene na sliki 1 (1).

Virtualno reøetanje (VS - virtual screening) je komplementaren pristop
k eksperimentalnemu reøetanju visokih zmogljivosti (HTS - high-

throughput screening) in predstavlja in silico iskanje bioloøko aktivnih
molekul v obøirnih podatkovnih (kombinatornih) knjiænicah sintetiziranih
in/ali virtualnih spojin (3). V nasprotju s HTS, kjer dejansko testiramo
aktivnost veœ deset ali sto tisoœ spojin oz. fragmentov iz dostopnih
knjiænic, pri virtualnem reøetanju z uporabo in silico metod iz knjiænic
najprej izberemo manjøe øtevilo potencialno aktivnih spojin (do tisoœ)
in jih nato ovrednotimo z bioloøkimi testi. Tak pristop lahko bistveno
skrajøa in poceni zaœetne faze raziskav. Glavna raœunalniøka orodja in
algoritmi za virtualno reøetanje so povzeti na sliki 2 in jih delimo v dve
skupini: naœrtovanje na osnovi ligandov (LBDD - ligand-based drug
design) (4) in naœrtovanje na osnovi strukture tarœe (SBDD - structure-
based drug design, tudi TBDD - target-based drug design) (5, 6). V
idealnem primeru, ko imamo na razpolago tako 3D strukturo tarœnega
sistema kot tudi znanje o aktivnih spojinah oz. naravnih ligandih, lahko
uporabimo kombinacijo obeh temeljnih pristopov racionalnega
naœrtovanja uœinkovin (3, 5, 6). Poleg omenjenih pristopov pri
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Slika 1: Pristop racionalnega naœrtovanja zdravilnih uœinkovin. a) Eksperimentalno reøetanje: Doloœamo bioloøko aktivnost na preiskovano tarœo
veœ deset ali sto tisoœ spojinam oz. fragmentom iz dostopnih knjiænic s pomoœjo razliœnih eksperimentalnih tehnik kot so: reøetanje
visokih zmogljivosti (HTS), metode jedrske magnetne resonance (NMR) in masne spektroskopije (MS) ter naœrtovanje na osnovi
fragmentov (FBLD) b) In silico reøetanje: Uporaba metod raœunalniøke kemije za preiskovanje virtualnih knjiænic spojin bodisi na osnovi
poznanih ligandov (LBDD) bodisi  na osnovi poznavanja strukture tarœe (SBDD).

Figure 1: Scheme of the rational drug design approach. a) Experimental screening: Thousands of compounds from the available libraries are
tested for potential biological activity against its target using diverse experimental screening techniques: high-throughput screening
(HTS), methods based on nuclear magnetic resonance (NMR) and mass spectroscopy (MS) as well as fragment-based lead discovery
(FBLD) approach. b) In silico screening: By using computational chemistry tools, libraries of virtual compunds are screened for potential
hit compounds exploiting either ligand-based drug design (LBDD) or structure-based drug design (SBDD) approach.

racionalnem naœrtovanju øtudiramo tudi povezave med strukturo
aktivnih molekul in njihovim delovanjem (SAR – Structure-Activity
Relationship in QSAR – Quantitative Structure-Activity Relationship). Te
korelacije omogoœajo vpogled v strukturne elemente, ki so odgovorni
za aktivnost, in lahko nadalje usmerjajo tako eksperimentalno kot tudi
in silico optimizacijo spojin vodnic (slika 1) (7).

Izbor moænih spojin vodnic ne poteka le na osnovi podobnosti z
aktivnimi spojinami oz. komplementarnosti in ustrezni umestitvi v
aktivno mesto tarœe, temveœ tudi glede na razliœne lastnosti spojin.
Tako ponavadi æe v zgodnjih fazah VS vse preiskovane spojine v
knjiænicah ovrednotimo z razliœnimi filtri, ki øtevilo moænih zadetkov
obœutno zniæajo. Eden izmed prvih uporabljenih filtrov je tako imenovan
filter REOS (Rapid Elimination of Swill), s pomoœjo katerega izloœimo
spojine, ki so prevelike, preveœ fleksibilne ter vsebujejo neæelene
funkcionalne skupine (3, 6). Pogosto uporabljeni filter je tudi pravilo
Lipinskega (pravilo petic) (ROF = Rule of Five) (8), ki sloni na øtirih
omejitvah: (i) da mora imeti spojina molekulsko maso manj kot 500 Da,
(ii) manj kot 10 akceptorjev H-vezi, (iii) manj kot 5 donorjev H-vezi ter
(iv) vrednost porazdelitvenega koeficienta oktanol/voda manj kot 5.
Pravilo Lipinskega ne velja za uœinkovine, ki v celico ne prehajajo s
pasivnim transportom, kot so npr. nekateri antibiotiki in antimikotiki (8).
Dodatne filtre predstavljajo izraœunane ADME lastnosti (absorpcija,
porazdelitev, metabolizem in izloœanje), ki za samo vezavo molekule v

aktivno mesto niso pomembne, so pa odloœilnega pomena v poznejøih
fazah razvoja uœinkovin. Tako mora spojina kandidatka zadostiti pogoju
zadostne vodotopnosti, izkazati pa mora tudi ustrezne lastnosti glede
na pasivno absorpcijo, prehod hematoencefalne bariere, vezavo na
plazemske albumine in drugo. Vedno bolj se uveljavlja tudi in silico
modeliranje toksiœnosti in metabolizma (9).

Na podroœju eksperimentalnega reøetanja se je v zadnjih letih zelo
uveljavilo naœrtovanje zdravilnih uœinkovin na osnovi fragmentov
(Fragment-based lead discovery (FBLD)), ki je predstavljeno na sliki 3
(10). Tu reøetamo manjøe knjiænice fragmentov - spojin z molekulskimi
masami do 200 Da. Z uporabo razliœnih eksperimentalnih tehnik (NMR
ali proteinske kristalografije (11)) identificiramo fragmente, ki se
prilegajo posameznim regijam v aktivnem mestu receptorja. Z ustrezno
povezavo fragmentov z vmesniki (»linkerji«) nato afiniteto znatno
izboljøamo ter dobimo spojine vodnice. Izkazalo se je, da je moæno
uporabiti te ideje tudi za virtualno fragmentno naœrtovanje. V primerjavi
s klasiœnim HTS pristopom je za FBLD znaœilno, da potrebujemo v
zaœetnih stopnjah le manjøe knjiænice fragmentov.

Pregledni znanstveni œlanki - Review Scientific Articles

196 farm vestn 2010; 61

FV 4 2010 prelom.xp:FV 2 2007 prelom zadnji.xp  9/17/10  8:43 AM  Page 196



Slika 2: Razliœni pristopi virtualnega reøetanja. a) Naœrtovanje uœinkovin na osnovi ligandov (LBDD): ligand z znano aktivnostjo nam omogoœi,
da izbiramo med razliœnimi orodji na osnovi strukture liganda, kot je npr. iskanje po podobnosti (»prstni odtis molekule«) in iskanje
podstrukturnih elementov. V uporabi je tudi kompleksnejøe 3D farmakoforno iskanje, ki lahko vkljuœuje øe primerjavo molekulskih
povrøin oz. volumnov. b) Naœrtovanje uœinkovin na osnovi strukture tarœe (SBDD): v primeru znane 3D strukture tarœe je uœinkovito
orodje molekulsko sidranje z uporabo cenilnih funkcij (3).

Figure 2: Different methods for virtual screening. a) Ligand-based drug design (LBDD): Ligand with known activity enables the use of various
tools based on its structure e.g., similarity search (»molecular  fingerprints«) and substructure search. Popular tools include more
complex 3D pharmacophore models and comparison of molecular surfaces and volumes. b) Structure-based drug design (SBDD):
Molecular docking and scoring is applied when 3D structure of the target is available (3).
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Slika 3: Princip fragmentnega iskanja spojin vodnic
(FBLD), kjer z identifikacijo posameznih
fragmentov, ki jih nato poveæemo med seboj
v spojino vodnico, lahko izboljøamo vezavno
konstanto liganda iz zaœetnega øibkega
milimolarnega (mM) do nanomolarnega (nM)
obmoœja.

Figure 3: Fragment-based lead discovery (FBLD)
can improve the initial single fragment
affinity from milimolar (mM) to nanomolar
(nM) range by identifying additional small
fragments which are subsequently
connected into a potent lead compound.

2 Knjiænice spojin
Knjiænice spojin, v katerih iøœemo potencialno zanimive spojine, so
bodisi stvarne (komercialne ali korporativne knjiænice dostopnih
molekul) bodisi virtualne. Pomembne so tudi knjiænice majhnih
fragmentov s spojinami z manjøo molekulsko maso (do okoli 200 Da).
Pri naœrtovanju in izgradnji virtualnih knjiænic je potrebno paziti, da je
naœrtovane spojine sploh moæno sintetizirati, kar pa je ob poznavanju
ustreznih sinteznih poti z novejøimi programi za naœrtovanje knjiænic æe
izvedljivo. Pomembna je tudi pravilna obravnava protoniranja, kiralnosti
in tavtomernih oblik (12).

Glede na namen poznamo: sploøne knjiænice spojin, ki so namenjene
reøetanju na razliœnih tarœah in vsebujejo veliko øtevilo strukturno
najbolj raznolikih spojin (veœ milijonov). Ciljane (targeted) knjiænice so
namenjene druæinam sorodnih tarœ (npr. kinaze) ali pa specifiœni tarœi
(npr. CDK kinaza), medtem ko usmerjene (focused) knjiænice spojin
poskuøajo œim bolje zapolniti soroden kemijski prostor glede na
identificirano spojino vodnico (6,12).

3 Naœrtovanje in reøetanje na
osnovi ligandov (LBDD)

Najpreprostejøe virtualno reøetanje podatkovnih zbirk spojin je iskanje
podstrukturnih analogov (slika 2), a je raœunalniøka izvedba precej
zapletena, saj zahteva primerjavo vseh atomov in vezi v molekulah iz
zbirke z zahtevano iskano podstrukturo (4). Zapis 2D kemijske strukture
molekule je moæen na veœ naœinov: (i) s povezovalno tabelo in
molekulskim grafom opiøemo tipe kemijskih vezi med posameznimi
atomi v molekuli, (ii) dvodimenzionalno strukturo lahko predstavimo tudi
z vrstiœnim nizom znakov (npr. s kodo SMILES ali SLN) in (iii) z
molekulskimi “prstnimi odtisi”. Slednji so pribliæno 100-bitni binarni
zapisi strukturnih elementov molekule, kot so obroœni skeleti,
razvejanost sekundarne strukture in poloæaj heteroatomov. Rezultat
iskanja podstruktur je niz spojin (zadetkov), ki so sorodne zaœetni
izbrani (pod)strukturi liganda (3, 4). Podobnost med dvema spojinama

ocenjujemo z matematiœnimi algoritmi, kot so kosinusni koeficient,
Evklidova razdalja in Tanimotov koeficient (13). 

Metode za doloœanje podobnosti med tridimenzionalno strukturo
molekul poleg topoloøkih znaœilnosti molekul upoøtevajo tudi ustrezno
razporeditev funkcionalnih skupin oz. njihovih izosterov v prostoru (slika
2). V uporabi so programi, ki molekule primerjajo tako, da 3D strukturo
aktivne (referenœne) molekule prekrijejo s testno molekulo v njenih
razliœnih konformacijah, nato pa s pomoœjo ocene podobnosti rangirajo
izraœunane konformacije. Pri tem je referenœna molekula lahko bodisi
rigidna bodisi fleksibilna, medtem ko je testna molekula vedno
obravnavana fleksibilno. V ta namen se ponavadi posluæujemo
generatorjev tridimenzionalnih struktur. Poznamo tudi metode, ki
temeljijo na izraœunu specifiœnih lastnosti v vseh toœkah mreæe, ki jo
zgradimo okoli 3D strukture aktivne molekule. Testno in referenœno
molekulo med seboj primerjamo tako, da molekuli ali pa pripadajoœa
polja z mreæami prekrijemo v 3D prostoru. Molekule lahko med seboj
primerjamo tudi na osnovi povrøin okoli 3D strukture referenœne
molekule, ki izvira iz tridimenzionalne strukture kompleksa tarœe z
ligandom dobljenega na osnovi rentgenske kristalografije  (3).

Pogosto molekule med seboj primerjamo na osnovi njihovih
farmakoforov. Farmakofor definiramo kot zbirko steriœnih in elektronskih
lastnosti, ki so potrebne za zagotovitev optimalnih molekularnih
interakcij s specifiœno bioloøko tarœo, kar vodi do bioloøkega odziva
(14). Farmakofor nikoli ne predstavlja zbirke konkretnih funkcionalnih
skupin, ampak kljuœne lastnosti molekule predstavi s farmakofornimi
elementi. To so toœke v prostoru, obdane z doloœenim toleranœnim
radijem (npr. ionski center, hidrofobna interakcija, steriœna omejitev,
aromatski obroœ itd.), v katerih se nahaja fragment preiskovane
molekule, da izkazuje enake lastnosti kot fragment referenœne molekule
(slika 2). Pri donorjih in akceptorjih vodikove vezi kot farmakofornih
elementih moramo poleg toleranœnega radija upoøtevati øe
usmerjenost H-vezi v prostoru, zato moramo dodati øe geometrijsko
omejitev, ki omogoœa tvorbo H-vezi le pri doloœenih vrednostih
interakcijskega kota (3, 14, 15).
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Slika 4: Shematski prikaz metode molekulskega sidranja. Za izbrano tridimenzionalno strukturo tarœe iskalni algoritem izraœuna moæne
orientacije (vezavne geometrije) liganda v aktivnem mestu. Izraœunane geometrije kompleksa ocenimo z izbrano cenilno funkcijo.

Figure 4: Schematic representation of molecular docking method. For the target with known structure the search algorithm computes the
conformations of the ligand which would fit in the protein active site. The determined geometry of the complex is then evaluated by a
selected scoring function.

Farmakoforno hipotezo ustvarimo na osnovi molekul (ligandov) z

znanimi bioloøkimi aktivnostmi, kjer s primerjavo 3D struktur aktivnih

ligandov doloœimo skupna funkcionalna podroœja in pripadajoœe

farmakoforne elemente. V farmakoforno hipotezo lahko vkljuœimo tudi

skupno povrøino prekritih ligandov, ali poloæaj v prostoru, ki naj ga

iskane spojine ne zasedejo. Izkljuœitvena mesta in celotno farmakoforno

hipotezo lahko zgradimo na osnovi strukture receptorja, na katerem

moramo prepoznati kljuœna interakcijska mesta (14). V tem primeru

govorimo o strukturnih farmakoforih (structure-based

pharmacophores). Tako dobljene farmakoforne hipoteze lahko

uporabimo za razlago odnosa med strukturo in aktivnostjo (SAR) ter za

in silico virtualno reøetanje. Za VS s farmakofornimi hipotezami

potrebujemo podatkovne zbirke spojin, v katerih so poleg 2D struktur

zapisane tudi 3D konformacije molekul (15). Spojina ustreza

farmakoforni hipotezi, œe vsebuje ustrezno prostorsko porazdeljen niz

funkcionalnih skupin. Komercialno dostopni programi za farmakoforno

modeliranje (npr. Catalyst, DISCO, GASP in LigandScout) se med

seboj razlikujejo v algoritmih, ki jih uporabljajo za prekrivanje spojin,

ter v naœinu obravnavanja fleksibilnosti (konformacij) ligandov (16, 17).

4 Naœrtovanje in reøetanje na
osnovi strukture tarœe (SBDD)

Œe je tridimenzionalna struktura tarœe znana, je najveœkrat uporabljena

metoda virtualnega reøetanja podatkovnih zbirk spojin sidranje molekul

v aktivno mesto receptorja in ocena vezavne afinitete sidranih

konformacij. Poleg strukture molekul in aktivnega mesta je potreben

iskalni algoritem, ki pravilno umesti ligande v aktivno mesto, in cenilna

funkcija (scoring function) za izbiro pravega rezultata (slika 4) (6, 18).

Ta princip uporabljamo v procesu virtualnega reøetanja (19-22) in za

interpretiracijo bioloøke aktivnosti molekul (23-26). Pogosto sidranje

kombiniramo z virtualnim reøetanjem z uporabo farmakoforov (27). 

Eksperimentalni podatek o 3D strukturi tarœe lahko pridobimo s
pomoœjo rentgenske (X-ray) kristalografije ali s pomoœjo jedrske
magnetne resonance (NMR) (1, 28). Œe je izbrani tarœni protein, pri
katerem struktura ni znana, po primarni strukturi soroden proteinu z æe
znano eksperimentalno doloœeno 3D strukturo (ponavadi najmanj 30
% identiœnih aminokislinskih ostankov), lahko njegovo 3D strukturo tudi
napovemo z uporabo teoretiœnih metod. Rezultate modeliranja na
osnovi homologije (homology modeling) pa je potrebno uporabljati s
previdnostjo, saj ne morejo nadomestiti eksperimentalnih podatkov (6).
Strukturni podatki, dobljeni s pomoœjo kristalografije visoke loœljivosti,
so zaenkrat najbolj uporabni za naœrtovanje novih uœinkovin (28).
Kristalne strukture spojin vodnic z izbrano tarœo prav tako igrajo kljuœno
vlogo pri nadaljnjem ciklu optimizacije (29-33).

4.1 Molekulsko sidranje
Øtevilni programi za molekulsko sidranje se med seboj razlikujejo v
iskalnih algoritmih za obravnavo fleksibilnosti liganda in moænostih
fleksibilne obravnave receptorja (preglednica 1) (5, 6, 18).

Najpopolnejøo obravnavo fleksibilnosti liganda omogoœajo sistematiœni
iskalni algoritmi, ki poskuøajo upoøtevati vse prostostne stopnje
molekule. Zaradi problema kombinatoriœne eksplozije øtevila moænih
konformacij pa veœina algoritmov uporablja poenostavitve. Moæna
poenostavitev je inkrementna izgradnja liganda v vezavnem mestu
med samim procesom sidranja ali pa generiranje konformacijskih
knjiænic ligandov æe pred zaœetkom sidranja. Slednje lahko izraœunamo
s pomoœjo stohastiœnih pristopov, ki nakljuœno spreminjajo
konformacijo liganda (metoda Monte Carlo, genetski algoritmi), ali pa
s pomoœjo simulacijskih pristopov (molekulska dinamika) (34).

V nasprotju z ligandom je med sidranjem aktivno mesto proteina
najveœkrat statiœno, œeprav se razvijajo nove metode, ki tudi protein
obravnavajo fleksibilno (35). Najpogosteje se pri tem uporabljajo
molekulska dinamika, Monte Carlo simulacije ter knjiænice rotamerov
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ali pa veœ razliœnih eksperimentalno doloœenih struktur istega proteina.
V postopek sidranja lahko vkljuœimo tudi vpliv topila, kar omogoœi
realnejøo obravnavo procesa vezave, a æal precej podaljøa œas
raœunanja (35).

Poleg hitrosti je kljuœni kriterij vrednotenja iskalnega algoritma kvaliteta
prileganja izraœunane konformacije liganda v primerjavi z
eksperimentalno doloœeno strukturo v kompleksu. Te primerjave
naredimo na osnovi RMSD parametra (root-mean square distance), ki
predstavlja kvantitativno oceno povpreœnega odmika dveh primerjanih
konformacij izraæeno v Å . Velja ocena, da naj bi bil RMSD med sidrano
in eksperimentalno konformacijo liganda manjøi od 2 Å (45).

4.2 Cenilne funkcije 
Œe æelimo identificirati spojine, ki bodo v eksperimentalnih testih
izkazovale interakcijo s tarœo (npr. inhibicijo encima), je pomembno
pravilno rangiranje napovedanih konformacij ligandov v vezavnem
mestu. V ta namen uporabljamo cenilne funkcije za napoved afinitete,
ki bi v idealnem primeru morale biti zanesljive, natanœne, hitre,
robustne in fizikalno osnovane, vendar zaradi øtevilnih poenostavitev in
uporabe pribliækov teh ciljev v veliki meri ne dosegajo (46).

Pri fizikalno zasnovanih metodah za napovedovanje vezave
izraœunamo proste energije vezave ligandov Gvezave. Pri tem
uporabimo princip termodinamskih ciklov, za katere velja, da je prosta
energija kot funkcija stanja neodvisna od poti (47, 48). Najbolj znani
metodi iz tega sklopa sta metoda perturbacije proste energije (FEP =
Free Energy Perturbation) ter termodinamska integracija (TI =
Thermodynamic Integration), ki pa zaradi svoje œasovne zahtevnosti
nista primerni za vrednotenje velikega øtevila kompleksov ligand-
protein v postopku VS (47). Uœinkovito poenostavitev predstavlja
metoda linearne interakcijske energije (Linear Interaction Energy - LIE),
ki omogoœa manj rigorozno, toda øe vedno natanœno doloœitev proste
energije vezave (49, 50). Tudi tu prosto energijo vezave izraœunamo
kot spremembo proste energije liganda, ko preide iz kapljevine (prosto
stanje – free state)  v vezavno mesto na encimu (vezano stanje - bound
state), a uporabimo empiriœen izraœun povpreœne interakcijske
energije. Tako bistveno zmanjøamo potreben raœunski œas, odpravimo

pa tudi moæne probleme s konvergenco, kar je slabost rigoroznejøih

metod (48).

V programih za molekulsko sidranje se sicer veœinoma uporabljajo

cenilne funkcije (preglednica 2), ki temeljijo na empiriœnih principih:

cenilne funkcije, ki temeljijo na polju sil (force-field-based), empiriœne

cenilne funkcije (empirical) in cenilne funkcije, dobljene s pomoœjo

statistiœne mehanike (knowledge-based) (46, 51).

Cenilne funkcije, ki temeljijo na polju sil, ocenijo interakcijo liganda v

kompleksu kot vsoto van der Waalsovih in elektrostatskih œlenov, ki ji

lahko dodamo øe empiriœno izraœunane solvatacijske prispevke.

Njihova slabost je predvsem v neupoøtevanju entropijskih prispevkov,

ki jih skuøajo v novejøih razliœicah odstraniti z uporabo dodatnih œlenov

(38, 42).

Empiriœne cenilne funkcije so osnovane na eksperimentalno doloœenih

kompleksih protein-ligand. Vezavna energija je izraæena kot uteæena

vsota razliœnih œlenov (npr. za opis H-vezi, hidrofobnih interakcij,

interakcij s kovinskimi ioni ipd.). Koeficiente posameznih œlenov

dobimo iz eksperimentalnih podatkov s pomoœjo regresijske analize.

Pri uporabi moramo pazljivo oceniti prenosljivost teh funkcij na ligande

iz drugih strukturnih razredov, ki niso bili uporabljeni v regresijskih

analizah (40, 52-55). V ta razred sodi tudi cenilna funkcija na osnovi

kemometrijskega pristopa s kvantnokemijskim izraœunom interakcij

ligandov (56-58). 

Cenilne funkcije, ki so del programov za molekulsko sidranje,

omogoœajo pribliæno oceno realnega procesa vezave, saj le delno

upoøtevajo entropijski prispevek pri vezavi in ne upoøtevajo, da je

prosta energija vezave kot vsaka termodinamska koliœina povpreœje

veœih stanj, dosegljivih obravnavnemu sistemu. Zato je njihova

zanesljivost navadno ustrezna le na izbranem nizu molekul. Zato so za

vrednotenje cenilnih funkcij vpeljali postopek, kjer veœjemu øtevilu

neaktivnih spojin dodamo manjøe øtevilo aktivnih inhibitorjev. Dobra

cenilna funkcija mora prepoznati aktivne inhibitorje iz take zbirke spojin,

jih œimbolje oceniti in pri tem izbrati œim manj neaktivnih spojin. To

Preglednica 1: Seznam nekaterih raœunalniøkih programov za
molekulsko sidranje (5, 18).

Table 1: A list of commonly used molecular docking programs (5, 18).

Program Algoritem za obravnavo Fleksibilnost Lit.
fleksibilnosti liganda proteina

AutoDock Monte Carlo, ne (36)
genetski algoritem

CHARMM* molekulska dinamika da (37)
DOCK inkrementna izgradnja ne (38)
FlexE inkrementna izgradnja da (39)
FlexX inkrementna izgradnja ne (40)
Glide Monte Carlo, ne (41)

genetski algoritem
Gold genetski algoritem ne (42)
LigandFit Monte Carlo ne (43)
LUDI* inkrementna izgradnja ne (44)
*CHARMM in LUDI nista primerna za VS velikega øtevila spojin

Preglednica 2: Seznam nekaterih standardnih cenilnih funkcij pri VS.
Table 2: A list of standard scoring functions used in VS.

Cenilna Metoda Lit.
funkcija
DOCK-score potencialno polje, empiriœna prosta (38)

energija vezave
GOLD-score potencialno polje, empiriœna prosta (42)

energija vezave
FlexX-score empiriœna prosta energija vezave (40)
ChemScore empiriœna prosta energija vezave (53)
LUDI-score empiriœna prosta energija vezave (54)
PLP-score empiriœna prosta energija vezave (55)
PMF-score termodinamsko potencialno polje (59)

povpreœne srednje sile
DrugScore termodinamsko potencialno polje (60)

povpreœne srednje sile
CScore ocena soglasja (61)
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ocenjujemo z dvema kriterijema: uspeønost (hit rate) in faktor
obogatitve (EF-enrichment factor) (45, 61). 

Tretji razred cenilnih funkcij predstavljajo funkcije, dobljene z uporabo
principov statistiœne mehanike na eksperimentalno doloœenih
strukturah kompleksov ligand-receptor. Temeljijo na prepostavki, da
so medatomske razdalje, ki se pogosteje pojavljajo v kompleksih,
ugodnejøe od drugih razdalj. S statistiœnim vrednotenjem frekvenc
razdalj med vsemi moænimi pari tipov atomov liganda in proteina
dobimo preproste parne potenciale atomskih interakcij (59, 60). 

Ocena na osnovi soglasja (consensus scoring), to je ocenjevanje z veœ
cenilnimi funkcijami hkrati, lahko zmanjøa øtevilo napaœno ocenjenih
zadetkov pri VS. V primeru mikromolarnih inhibitorjev p38 MAP kinaze
so pokazali, da je uspeønost ene cenilne funkcije 9 %, medtem ko je
bila uspeønost pri oceni soglasja treh cenilnih funkcij 29 % (62).

5 Mehanistiœne øtudije tarœe z
uporabo raœunalniøke kemije
za uœinkovitejøe iskanje spojin
vodnic

Racionalno naœrtovanje zdravilnih uœinkovin, ki temelji na uporabi
statiœnih eksperimentalnih tridimenzionalnih struktur, pogosto
neustrezno obravnava proteinske tarœe, ki imajo precejønjo interno
dinamiko (npr. premiki proteinskih zank, vrtenje domen itd). V tem
primeru raœunska obravnava fleksibilnosti lahko pomaga pri izboru
uporabljenih proteinskih struktur pri virtualnem reøetanju. Najpogosteje
uporabljana metodologija za modeliranje konformacijskih prehodov je
molekulska dinamika. Œasovna skala, na kateri se konformacijske
spremembe v proteinih dogajajo ( s do ms), predstavlja glavno oviro pri
aplikaciji obiœajnih algoritmov molekulske dinamike, kjer je œasovni
korak, s katerim opisujemo gibanje, za veœ redov velikosti krajøi (63).
Zato uporabimo metode molekulske dinamike, ki take prehode
pospeøijo, da se zgodijo v bistveno krajøem simulacijskem œasu. Takim
metodam pravimo »biased« metode, saj uvedejo spremembo ali
omejitev, ki med simulacijo sistem usmerja iz zaœetnega v konœno
stanje (64-66). 

S øtudijem mehanizma encimskih procesov lahko pridobimo podatke
o strukturi kljuœnih intermediatov med reakcijo. V procesih, kjer pride do
cepitve ali tvorbe kemijskih vezi, je potrebno uporabiti pristope kvantne
kemije, saj uporaba empiriœnega opisa sistema z metodo molekulske
mehanike (MM) ne zadostuje. Ker velikih makromolekularnih sistemov
zaradi raœunske zahtevnosti ne moremo v celoti obravnavati na nivoju
kvantne kemije, so se razvili meøani kvantnomehansko-
molekulskomehanski (QM/MM) pristopi, kjer razdelimo sistem na dva
dela: aktivno mesto encima obravnavamo s kvantnomehanskim (QM)
opisom, preostali sistem pa opiøemo z empiriœnim poljem sil
(molekulsko mehaniko MM). (67, 68). Zahteve po velikih raœunalniøkih
zmogljivostih, ki so povezane z uporabo QM/MM metod, so bile vzrok,
da so te metode øele v zadnjih letih prisotne na podroœju naœrtovanja
zdravilnih uœinkovin (69).

6 Sklep
Uporaba metod raœunalniøke kemije, ki omogoœajo in silico naœrtovanje
in reøetanje, se je v zadnjem œasu uveljavila kot integralni del procesa

odkrivanja spojin vodnic tako v farmacevtski industriji kot v akademskih

institucijah. Tako naœrtovanje na osnovi ligandov (LBDD) kot

naœrtovanje na osnovi strukture tarœe (SBDD) sta se æe izkazala kot

uspeøni metodi pri identifikaciji novih zdravilnih uœinkovin. Mehanistiœne

øtudije z uporabo in silico metod (molekulska dinamika, QM/MM raœuni)

omogoœajo globje razumevanje mehanizma delovanja uœinkovin in s

tem uœinkovitejøe iskanje spojin vodnic. Nazoren primer uœinkovitosti

virtualnega reøetanja je primerjalna øtudija z eksperimentalnim

reøetanjem visoke zmogljivosti (70), kjer je bila uspeønost VS pri

odkrivanju zadetkov 25-krat viøja od uspeønosti reøetanja visokih

zmogljivosti (HTS). Kot nova metoda izbire pri eksperimentalnem

naœrtovanju se je uveljavilo fragmentno naœrtovanje spojin vodnic

(FBLD), alternativni pristop HTS reøetanju. Kljuœni izziv nadaljnjega

razvoja VS predstavlja izboljøanje kakovosti cenilnih funkcij. Trenutno

je  najprimernejøi pristop odkrivanja novih spojin vodnic soœasna

uporaba eksperimentalnih in in silico metod naœrtovanja, ki v vse veœji

meri vkljuœuje tudi modeliranje toksiœnosti in metabolizma.
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