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Integriran pristop iskanja spojin vodnic
haravnega izvora z porabo eksperimentalnih in
raéunalnisko podpriih metod

Integrated approach in the search of novel natural products as lead
compounds using experimental and computer-based approaches

Marko Juki¢, Andrej Perdih, Tomaz éolmajer

Povzetek: Spojine naravnega izvora predstavljajo zgodovinsko najpomembnejSi vir zdravilnih u€inkovin, ki jih zajema sodobna materia medica.V
zadnjih letih so na podrocju iskanja spojin vodnic naravnega izvora pri€eli uspesno uporabljati sodobne integrirane pristope, ki zdruzujejo
eksperimentalne metode separacije, identifikacije in bioloskih testiranj z racunalniSko podprtimi metodami nacrtovanja in virtualnega reSetanja.
Prispevek se osredoto¢a na predstavitev vioge racunalnisko podprtih metod v tem pristopu, poleg tega pa predstavlja tudi nekajuspesnih primerov
uporabe integriranega pristopa pri iskanju spojin vodnic naravnega izvora.

Kljuéne besede: spojine naravnega izvora, spojine vodnice, knjiZnice spojin, integrirani interdisciplinarni pristopi, racunalniska kemija

Abstract: Natural products are one of the most important sources of drug molecules now present in modern materia medica. Recently, when searching
for novel lead compounds of natural origin, new integrated approaches were introduced that merge modern methods of separation, identification and
biological assays with computer-assisted methods of drug design and virtual screening. This review is focused predominantly on the introduction of
the computer-based approaches in this field. In addition, selected successful applications of the integrated approach in identifying novel natural

products as lead compounds are presented.
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1 Naravne spojine kot
zgodovinsko pomemben vir
spojin vodnic

Skozi celotno zgodovino medicine zdravila naravnega izvora ostajajo

kljuénega pomena. Uporabljajo se lahko kot ekstrakti oz. kompleksne

zmesi ucinkovin ali kot izolirane zdravilne u€inkovine naravnega izvora.

Spojine naravnega izvora najdemo v mnogih zdravilih brez recepta,

predstavljajo pa tudi enega izmed pomembnejsih virov spojin vodnic, ki

vodijo do zdravilnih u€inkovin. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO)
ocenjuje, da priblizno 80 odstotkov svetovne populacije pri zdravljenju
uporablja izkljuéno zdravila naravnega izvora (1). Pri 974 novih
ucinkovinah, uvedenih med letoma 1981 in 2006, jih je bilo 60 odstotkov
razvitih iz spojin naravnega izvora, ¢e pa se omejimo samo na
protibakterijske ter citotoksi¢ne spojine, je delez med 70 in 80 odstotki

(2). Zdravilne ucinkovine, razvite iz spojin naravnega izvora, v velikem

Stevilu nastopajo tudi na seznamih najbolje prodajanih zdravil (npr.

skupina statinov, penicilinski in makrolidni antibiotiki, ciklosporin itd).

V zacetku 19. stoletja je bilo izoliranih nekaj klju¢nih spojin naravnega
izvora. Leta 1804 je SertUrner izoliral morfin, med leti 1817 in 1821 so
Pelletier, Magendie in Caventou izolirali emetin, strihnin, kinin in kofein,
deset let kasneje, leta 1831, pa Mein e atropin. U¢inkovine rastlinskega
izvora so pripomogle k napredku farmakologije, farmacije, razvoja zdravil
ter vplivale tudi na razvoj sintezne organske kemije (npr. Willstatterjeva
sinteza atropina leta 1901) (3). Po letu 1928, ko je Fleming odkril penicilin,
so sledila Stevilna reSetanja spojin naravnega izvora s ciljem iskanja
protimikrobnih ucinkovin. V sredini 20. stoletja so poleg rastlin priceli
raziskovati tudi druge naravne vire ter odkrili vrsto novih antibioti¢nih
ucinkovin. Odkritju streptomicina, kloramfenikola in tetraciklinov iz
aktinobakterij v 50-ih letih 20. stoletja je sledilo odkritie vankomicina ter
cefalosporina C iz gliv. Kasneje so odkrili tudi kolhicin, izolirali vinka-
alkaloide iz zimzelena ter taksol iz severnoameriSke oz. grmaste tise.
Poleg odkritih antibiotikov ter citostatikov lahko omenimo Se antimalarike
(artemisinin), imunosupresive (ciklosporin) ter antihiperlipidemike (npr.
skupina statinov). Strukture nekaterih nastetih predstavnikov, tako Ze
dolgo poznanih kot tudi novejsih spojin, so predstavljene na sliki 1 (1,2,3).

Marko Juki¢, mag. farm. Fakulteta za farmacijo, ASkerceva 7, 1000 Ljubljana

doc. dr. Andrej Perdih, mag. farm. Kemijski institut, Hajdrihova 19, 1001 Ljubljana
prof. dr. Tomaz Solmajer, univ. dipl. fiz. Kemijski institut, Hajdrihova 19, 1001 Ljubljana

54 farm vestn 2012; 63



Integriran pristop iskanja spojin vodnic naravega izvora z uporabo eksperimentalnih in racunalnisko podprtih metod

morfin
(0]
0
HN

larotaksel

tetraciklin

diskodermolid

Slika 1: Kemijske strukture morfina in penicilina G, skeleti terapevtskih skupin tetraciklinov in taksanov (npr. larotaksel) - pomembnih antibiotikov in
protitumornih ucinkovin in diskodermolid, aktualna spojina vodnica pri raziskavah protitumornih ucinkovin, izolirana iz globokomorske spuzve

Discodermia dissoluta.

Figure 1: Chemical structures of morphine and penicillin G as classic drugs of natural origin, structures of tetracycline and taxane therapeutic groups
(e.g. larotaxel) — important antibiotic and chemotherapeutic agents and discodermolide structure - lead compound in the research of novel
chemotherapeutic agents isolated from marine sponge Discodermia dissoluta.

Kljub pomembni vlogi spojin haravnega izvora pri iskanju spojin vodnic
ter razvoju zdravil, je v zadnjih desetletjih farmacevtska industrija
zmanjSala obseg iskanja spojin vodnic med spojinami naravnega izvora
in se bolj osredotocila na reSetanje knjiznic majhnih sinteznih molekul
kot primarnega vira izhodnih spojin (4). Zato obstaja ve¢ razlogov.
Spojine naravnega izvora so zaradi svoje kompleksne kemijske strukture
tezje sintezno dostopne v vegjih koli¢inah. Razvoj kombinatori¢ne kemije
in tehnologija reSetanja visokih zmogljivosti HTS (high-throughput
screening) sta omogodili uporabo velikih sinteznih knjiznic za reSetanje
ve¢ milijonov sintezno dostopnih molekul. Nekoliko zmanj$an pa je bil
tudi obseg raziskav reSetanja spojin naravnega izvora, ki po kompleksnih
protokolih  ekstrakcije-separacije-izolacije-identifikacije vodijo do
dostopnih naravnih spojin (5). Tezavo pri reSetanju spojin naravnega
izvora predstavljajo predvsem sinergisti¢ni u€inki spojin v zacetnih grobih
ekstraktih in so velik izziv za natanc¢no identifikacijo in biolosko
ovrednotenje posameznih aktivnih spojin (5).

2 Spojine naravnega izvora kot
vir vodnic

Spojine naravnega izvora (npr. biosintetizirani primarni/sekundarni
metaboliti) imajo veliko prednosti pred sinteznimi molekulami. Opisujejo
SirSi in bogatejSi kemijski prostor v primerjavi s popolnoma sinteznimi
knjiznicami spojin, imajo ugodnejSe farmakokineti¢ne lastnosti in so
pogosto primernejSe za nadaljnjo optimizacijo do spojin vodic. Navedene
lastnosti spojin naravnega izvora, opazen upad Stevila novih kemijskih
entitet na trziscu in tezave pri iskanju novih kemijskih razredov spojin so
pomembno prispevali k ponovnemu velikemu zanimanju farmacevtske
industrije za spojine naravnega izvora kot vira pri iskanju in nacrtovanju
izhodnih spojin vodnic (7). Slednje poleg Sirokega spektra farmakoloskih
ucinkov pogosto izkazujejo tudi ugodne fizikalno-kemijske lastnosti, saj
izhajajo direktno iz razli¢nih bioloskih sistemov, kjer igrajo klju¢no viogo
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Preglednica 1: Spojine naravnega izvora v razlicnih stopnjah razvoja zdravilnih ucinkovin (povzeto po (11)).

Table 1: Natural products in various research stages of drug development (based on (11)).

i . Rastline Bakterije Glive Zivali Semlsq'_ltezne Skupaj
razvoja spojine

Predklinicna 46 12 7 7 27 99
testiranja

Kliniéna faza | 14 5 0 3 8 30
Kliniéna faza Il 41 4 0 10 11 66
Klinicna faza lll 5 4 0 4 13 26
Pred-registracija 2 0 0 0 2 4
Skupaj 108 25 7 24 61 225

v obrambnih, za&¢itnih, signalnih, razmnozevalnih ter drugih pomembnih
vlogah (7).

Trenutne raziskave se posluzujejo tako dobro poznanih kot tudi Se
neraziskanih rastlinskih in mikrobioloskih virov spojin, saj je bilo po
trenutnih ocenah z bioloSkim testiranjem ovrednotenih manj kot 15
odstotkov vi§jih rastlinskih vrst, v SirSem pomenu pa je eksperimentalno
opisan le odstotek na zemlji prisotne biodiverzitete (8). Velik potencial
kazejo tudi spojine, ki jih proizvajajo organizmi, ki jih podrobneje
spoznavamo v zadnjem ¢asu, kot so npr. razliéni ekstremofili (organizmi,
ki uspevajo v fizikalnih in geokemiénih pogojih, ki so Skodljivi za vecino
drugih zivih bitij), endofiti (v SirSi definiciji vsi organizmi, ki so prisotni v
notranjosti rastline) ter Stevilni morski organizmi (9).

V zadnjem ¢asu so odkrili nove razrede zdravilnih u€inkovin in spojin iz
razlicnih naravnih virov, ki so trenutno v Kkliniénih testiranjih.
Okarakterizirali so zanimivo skupino epotilonov, izoliranih iz
proteobakterij, ki predstavlja alternativo taksanskim protitumornim
ucinkovinam. Diskodermolid iz morske spuzve Discodermia dissoluta je
izhodis¢e mnogih vodnic v raziskavah protitumornih ucinkovin (slika 1).
Konotoksin zikonotid iz morskih polzev Conus magnus se ze uporablja
pri novih pristopih terapije kroni¢ne bolec€ine (10). Trenutno se izvajajo
raziskave identifikacije novih spojin vodnic naravnega izvora kot
potencialnih zdravilnih u€inkovin v preko 200 velikih raziskovalnih
programih, ki se nahajajo v razli¢nih stopnjah razvoja (11). Kot prikazuje
preglednica 1, so to spojine naravnega izvora, pridobljene iz razli¢nih
virov, prevladujejo pa bakterijski in rastlinski viri. Dobra polovica spojin je
Se v predklini¢nih raziskavah, toda tudi delez spojin, ki bodo kmalu
vstopile v kliniéno uporabo, ni zanemarljiv.

Natancnejsi pregled usmeritev raziskav po terapevtskih podrogjih,
predstavljen v preglednici 2, pokaze, da so raziskovalni programi najbolj
osredotoc€eni na iskanje novih protitumornih in protimikrobnih u€inkovin,
saj med 225 opisanimi raziskovalnimi programi prvo skupino zavzema
86, drugo pa 40 predstavnikov. Sledijo jim ucinkovine z delovanjem na
zivéevje (22 preiskovanih molekul), gastrointestinalne (Gl) in v
kardiovaskularnem sistemu delujoce ucinkovine (20 preiskovanih
molekul), protivnetne biolosko aktivne spojine ter druge. Iz pregleda
preostalih raziskovanih aplikacij vidimo, da so spojine naravnega izvora
uporabne prakti¢no na vseh terapevtskih podrogjih (11).

Uporaba spojin naravnega izvora lahko predstavlja tudi nevaren poseg v
naravno biodiverziteto (npr. ogroZzanje posamezne rastlinske vrste,
potrebne za izolacijo aktivne spojine), zato velja omeniti nujno skrb za
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preprec¢evanje okoljskih sprememb (12). Osnovni dokument zascite
predstavlja na Svetovni skups¢ini v Riu de Janeiru leta 1992 sprejet
mednarodni pravno zavezujocCi sporazum o biodiverziteti (Convention on
Biological Diversity — CBD), ki postavlja v ospredije tri cilje: ohranitev
prisotne biodiverzitete, samozadostno izkoriS¢anje naravnih virov in
enakomerno razdelitev le-teh. V ta namen so Zdruzeni narodi
poimenovali obdobje med leti 2011 in 2020 »Desetletje biotske
raznovrstnosti« (13).

Raziskave spojin naravnega izvora bodo v prihodnje vedno bolj
sklopliene z Ze sedaj prisotnimi biotehnoloSkimi raziskavami (npr.
biotehnoloSke metode omogocajo boljSo ekspresijo in produkcijo
izhodnih spojin), proteomiko in genomiko. Velik pomen pa bodo
prispevale tudi nove ucinkovite separacijske in analitske tehnike ter razvoj
informacijskih orodij, ki omogo¢ajo obdelavo velikih koli¢in pridobljenih
podatkov (10, 11, 14).

Iskanje vodnic med spojinami naravnega izvora je iz zacetnih naklju¢nih
odkritij, temelje¢ih na pomembnem znanju tradicionalne medicine
tehnolo$ko izredno napredovalo. Sodobni interdisciplinarni protokoli
ekstrakcije in reSetanja spojin vodnic naravnega izvora temeljijo pretezno
na kombinacijah razli¢nih eksperimentalnih tehnik. Protokole v grobem
delimo na zacetno fazo pridobivanja grobih ekstraktov iz naravnih virov,
kompleksno separacijo, ki ji sledi identifikacija, ter karakterizacija
posameznih spojin. (leva stran slike 2). Ekstraktom s pomocjo bioloskih
testov na eni ali ve¢ sorodnih tar¢ah dolo¢ajo biolosko aktivnost (15). Na
preiskovanih tar¢ah ovrednotijo tudi bioloSko aktivnost posameznih
izoliranih in identificiranih spojin. V procesu zelo pogosto uporabljajo
sklopljene separacijsko-analitske metode tekocCinske kromatografije
(LC), masno spektroskopijo (MS) in jedrsko magnetno resonanco
(NMR). To so na primer sodobni separacijski sistemi, oznaceni s
kraticami: LC-MS-MS in LC-MS-NMR, ki omogocajo hkratno separacijo
in identifikacijo posameznih spojin iz zagetnih ekstraktov. Nadaljnje
sintezne ali polsintezne optimizacije lahko vodijo do spojin z optimalnimi
lastnostmi. V preglednici 3 je prikazanih ve¢ uspesnih raziskovalnih
programov, katerih ciljane u€inkovine so trenutno v klini¢nih Studijah,
nekatere pa so ze vpeljane v terapijo (10, 11, 14).

Raziskave spojin naravnega izvora danes uspesno dopolnjujejo tudi
racunalnisko podprti »in silico« pristopi nacrtovanja in iskanja spojin
vodnic. Ti pristopi so Ze dolgo uveljavljeni pri iskanju spojin vodnic iz
knjiznic sintezno pridobljenih molekul (16). Integracijo teh metod z
eksperimentalnimi metodami pri raziskavah spojin naravnega izvora
shematsko predstavlja slika 2 (17, 18). Uporabo takSnega kombiniranega
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Preglednica 2: Terapevtske indikacije preiskovanih spojin naravnega izvora na razlicnih stopnjah razvoja zdravilnih ucinkovin (povzeto po (11)).

Table 2: Therapeutic areas of current natural product drug discovery programmes at various stages of drug development (based on (11)).

Sy Prediliniéna | ;i icnatazal | Kiiniénafazall | Kiiniénafazalll | Predregistracija | Skupaj

razvoja testiranja

1. Protitumorne 34 15 26 9 2 86
ucinkovine

2. Protimikrobne 25 4 7 2 2 40
uc€inkovine

3. Ucnvn_kcv>vm_e delujoce 6 3 9 4 0 20
na Zivéevje

4. UCinkovine delujoce
v kardiovaskularnem 9 0 5 6 0 20
in Gl sistemu

5. Protivnetne 6 2 9 1 0 18
uc€inkovine

6. UCinkovine za bolezni 7 3 6 1 0 17
presnove

7. Ucmko_vm% za zdravljenje 7 1 > 0 0 10
bolezni koze

8. ngmoqsko delujoce 0 > 1 0 6
ucinkovine

9. Imunosupresivi 2 2 0 2 0 6

Skupaj 99 30 66 26 4 225

Preglednica 3: Primeri ucinkovin iz naravnih produktov in derivatov, ki so trenutno v klinicnih testiranjih (povzeto po (10, 14)).

Table 3: Examples of natural product compounds and derivatives in various stages of clinical trials (based on (10, 14)).

Lt D Vrsta spojine Naravni vir Klini¢na testiranja P_r els_kovena
INN indikacija

Zikonotid smt_gznl analog |2h_0 dne Conus magnus Faza lll arlglgetl_cna

spojine naravnega izvora ucinkovina
Rubitecan polsintezna spojina Camptotheca acuminata Faza lll prqtnltumcn)rna
ucinkovina

. . . - . protiglivna

Anidulafungin polsintezna spojina Aspergillus rugulosus V terapiji u&inkovina

. . - Streptomyces . .
Everolimus polsintezna spojina ) V terapiji imunosupresiv
hygroscopicus

ucinkovina
Huperzin-A naravna spojina Huperzia serrata Fazall za zdravljgnje
Alzheimerjeve

bolezen
naravne spojine,

Epotiloni ) poISIrjtezne Spojine, Sorangium cellulosum Fazal- Il prczt_ltumc_)rne
sintezni analogi izhodne ucinkovina
spojine naravnega izvora

Salinosporamid A spollng naravnega Salinispora tropica Fazal prcztlltum(‘)rna
izvora ucinkovina

Criptoficin Spojina naravnega Nostoc sp. Fazal prczt_|tumc_>rna
izvora ucinkovina

Dolastatin 10 spojina naravnega Cyanobacterium Faza ll prgtlltumqrna
izvora Symploca ucinkovina

Dalbavancin polsintezna spojina Nonomuraea sp. Faza lll protlt_)akte_r liska

ucinkovina
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Eksperimentalne metode iskanja
spojin vodnic

Racunalni$ko podprte metode
iskanja spojin vodnic

Struktura spojin

Izhodni materijal naravnega N
naravnega izvora

izvora

Struktura
makromolekulskih
taré

| N

%

Metode ekstrakcije-separacije-

KnjiZnice spojin naravnega izvora

identifikacije-biolofkega testiranja

ﬂ Virtualno refetanje

Izolirane spojine naravnega
izvora ali kompleksne meSanice

Biologko testiranje -
nove spojine vodnice

Slika 2: Integracija eksperimentalnih in
racunalnisko podprtih metod

Ny 4

[ Sintezne ali polsintezne optimizacije ]

J

[ Razvoj do zdravilnih ué¢inkovin ]

pristopa so omogodili v zadnjih letih dostopne zbirke podatkov o spojinah
naravnega izvora, zbrane v razli¢nih kemijskih knjiznicah, in razvoj orodij
raunalniSko podprtega nacrtovanja in virtualnega re$etanja, s katerimi
lahko preiskujemo te knjiznice. Tako knjiznice kot orodja virtualnega
reSetanja podrobno predstavljamo v naslednjih razdelkih. Izolirane
spojine naravnega izvora in dostopni eksperimentalni podatki
predstavljajo najpomembnejSe robne pogoje za ucinkovito uporabo
racunalnisko podprtih metod (17).

3 KnjiZnice spojin naravnega
izvora

Kljub Sirokemu bioloSkemu in kemijskemu prostoru, ki ga pokrivajo
spojine naravnega izvora, je bila njihova uporaba pri racionalnem
ra¢unalniSko podprtem nacrtovanju spojin vodnic do nedavnega
relativno omejena. To lahko pripiSemo omejenemu dostopu do knjiznic
okarakteriziranih in/ali biolosko testiranih spojin naravnega izvora, ki bi se
lahko uporabljale v eksperimentih virtualnega resetanja. Sele v zadnjih
letih se poleg knjiznic sinteznih molekul pojavljajo tako javno dostopni
viri kot komercialni ponudniki knjiznic spojin, ki omogocajo dostop do
specializiranih knjiznic spojin naravnega izvora. Z razvojem informacijske
tehnologije je postala mozna tudi obdelava velike koli¢ine podatkov, ki
jih najdemo v takSnih knjiznicah. Knjiznice spojin ne vsebujejo le
pregleda spojin in njihovih struktur, ampak tudi podatke o fizikalno-
kemijskih lastnostih in eksperimentalne podatke o bioloski aktivnosti na
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iskanja spojin vodnic iz spojin
naravnega izvora (povzeto po
(17, 18)).

Figure 2: Integration of experimental and
computer-assisted methods in
the identification of lead
compounds from natural
sources (based on (18)).

razliénih sistemih skupaj s pripadajoc¢imi referencami do strokovne ali
patentne literature (19).

3.1 Javno dostopne knjiznice in zbirke

spojin naravnega izvora
Javno dostopne knjiznice spojin naravnega izvora preko svetovnega
spleta omogocajo vpogled v zbirke spojin, njihove kemijsko-fizikalne
lastnosti ter morebitne reference do primarne ali patentne literature.
Nekatere najpomembnejse knjiznice tega tipa so zbrane v preglednici 4.
DIOS knjiznica ima 9.676 vnosov ter je osnovana na zgodovinskem viru
De materia medica, ki ga je zbral Pedanius Dioscorides v 1. stoletju.
Knjiznica vsebuje naravne spojine iz preko 800 visjih rastlinskih vrst, ki
so prisotne na podroCju Evrope. ChEBI (The Chemical Entities of
Biological Interest) je knjiznica Evropskega instituta za bioinformatiko ter
vsebuje preko 6.000 spojin naravnega ter tudi sinteznega izvora.V NPD
- Natural products database (del vecje knjiznice spojin za virtualno
reSetanje Zinc) je trenutno shranjenih preko 90.000 vnosov iz
najrazli¢nejsih naravnih virov. ChemBank, knjiznica National Cancer
Institute’s Initiative for Chemical Genetics, vsebuje 1,1 milijona malih
molekul, med njimi tudi mnoge spojine naravnega izvora. Knjiznica
omogoca tudi komercialni dostop do dela spojin ter vsebuje odsek s
preko 6.000 biolosko aktivnih spojinami naravnega izvora ter dostopnost
do podatkov izvedenih bioloskih testiranj. ChemlID, knjiznica spojin s
preko 350.000 vnosi ameriske National Library of Medicine, omogoca
vpogled v prek 250.000 spojin s pripadajocimi fizikalno-kemijskimi
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parametri in referenénimi podatki. NCI knjiznica, ki jo zastopa The
National Cancer Institute, zdruzuje ve¢ knjiznic podatkov in nudi prost
dostop do prek 250.000 spojin s pripadajocimi fizikalno-kemijskimi
lastnostmi. Prav tako je zdruzenih ve¢ knjiznic v portalu PubChem, ki jih
ureja ameriski National Institutes of Health (NIH), kjer lahko najdemo
podatke za prek 2 milijona struktur malih molekul. Omeniti velja tudi
zdruzeno knjiznico SuperNatural s 50.000 spojinami naravnega izvora.
Le-ta poleg vpogleda v lastnosti spojin in referenéno literaturo omogoca
tudi komercialen dostop do vsakega vnosa v knjiznici (19).

3.2 Komercialne knjiZnice in zbirke spojin

naravnega izvora
Velik izbor spojin naravnega izvora nudijo tudi komercialne podatkovne
zbirke (preglednica 4). NajpomembnejSa vira podatkov o spojinah sta
knjiznici CAS - Chemical Abstracts Service in Beilstein Database. Obe
spremljata strokovno ter patentno literaturo od 19. stoletja do danes ter
omogocata vpogled v prek 25 milijonov spojin. Spojine spremljajo
ustrezne reference ter opisi fizikalno-kemijskih, analitskih in bioloskih
lastnosti. The Merck Index je prav tako pomembna referenc¢na
enciklopedija z 11.000 monografijami, ki med drugim vsebujejo
informacije o naravnih spojinah ter njihovih lastnostih, terapevtski in
komercialni uporabi. Ve¢ knjiznic spojin obravnava tradicionalne kitajske
zdravilne rastline, in sicer CHMD - Chinese Herbal Medicines Database,
TCMD - Traditional Chinese Medicines Database, CHCD - Chinese

Herbal Constituents Database. Knjiznice vsebujejo od 7.000 do 10.000
vnosov s strukturnimi, farmakoloskimi in botaniénimi referencami. BPCD
- Bioactive Plants Compound Database ponuja 2.597 naravnih spojin
razli¢nih virov ter podatke o aktivnosti na 78 terapevtskih tarcah.
AntiBase knjiznica Univerze v Géttingenu ponuja prek 30.000 spojin,
izoliranih iz mikroorganizmov ter gliv. MNPD - Marine natural products
database vsebuje 6.000 vnosov naravnih spojin iz okoli 10.000 morskih
organizmov. The DNP - Dictionary of Natural Products, del knjiznice The
Chapman & Hall/CRC Chemical Database, ponuja podatke o preko
200.000 spojin naravnega izvora, ki so strukturno klasificirane in
vsebujejo reference, fizikalno-kemijske ter bioloske podatke. ROMPP
Natural products je prav tako del kemijsko SirSe zastavljene knjiznice
Thieme ROMPP. Tu najdemo 6.000 spojin naravnega izvora s
pripadajocimi strukturnimi in analitskimi informacijami. (20)

4 Uporaba raéunalniske
(raéunske) kemije za iskanje
spojin vodnic med spojinami
naravnega izvora

V akademskih raziskavah in v farmacevtski industriji se racunalnisko
podprte metode iskanja spojin vodnic danes rutinsko uporabljajo.
Virtualno reSetanje je krovni pojem za skupine metod, ki jih uporabljamo

Preglednica 4: Javno dostopne knjiznice spojin, ki vsebujejo podatke o spojinah naravnega izvora (povzeto po (17-20)).

Table 4: Public databases containing collections of natural products (based on (17-20)).

A Celotno Stevilo Stevilo spojin
Ime knjiznice Dostop na svetovnem spletu L. .
spojin naravnega izvora
ChEBI www.ebi.ac.uk/chebi/ > 6.000 ~3.500
NPD (Zinc) zinc.docking.org/ >90.000 ~90.000
ChemBank chembank.broadinstitute.org/ >1.100.000 n.p.
ChemID chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/ > 350.000 ~2.000
NCI cactus.nci.nih.gov/ > 250.000 n.p.
PubChem pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ >2.000.000 n.p.
SuperNatural bioinformatics.charite.de/supernatural/ >50.000 ~50.000

n.p — trenutno ni dostopnega to¢nega podatka

Preglednica 5: Komercialne knjiznice spojin, ki vsebujejo podatke o spojinah naravnega izvora (povzeto po (17-20)).

Table 5: Commercially available databases containing collections of natural products (based on (17-20)).

A Celotno Stevilo Stevilo spojin
Ime knjiznice Dostop na svetovnem spletu .. .
spojin naravnega izvora
CAS www.cas.org/expertise/cascontent/index.html > 25.000.000 n.p.
Beilstein www.reaxys.com/ >10.000.000 >150.000
The Merck Index library.dialog.com/bluesheets/html/bl0304.html >10.000 n.p.
TCMD www.cintcm.com/index.htm >7.000 >7.000
AntiBase www.wiley-vch.de/stmdata/antibase2011.php > 30.000 > 30.000
DNP dnp.chemnetbase.com/ > 200.000 >200.000
ROMPP www.roempp.com/de/formate/encyclopedias/roempp.html > 6.000 > 6.000

n.p - trenutno ni dostopnega to¢nega podatka
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Eksperimentalni podatki
o spojinah naravnega izvora
ter makromolekulskih taréah

Preiskovanje
= knjiZnic naravnih
[ spojin

z metodami
virtualnega

refetanja Slika 3: Podrobnejsa predstavitev

Naértovanje na osnovi
strukture spojin naravnega izvora

KnjiZnice
spojin

naravnega
izbora

Paralelno
refetanje
Naértovanje na osnovi L.
podatkov o vezavi spajin Lovljenje taré
naravnega izvora
N na razliéne tarée J

Virtualno refetanje

pri avtomatiziranem racunalnisko podprtem preiskovaniju velikih knjiznic
spojin s ciliem iskanja novih spojin vodnic (16, 21). Z vse vecjo
dostopnostjo racunalniske tehnologije se je danes ta metodoloski pristop
pospesSeno uveljavil tudi pri reSetanju spojin naravnega izvora, saj
omogoca racionalno nacrtovanje in usmeritev eksperimentalnega dela
na izbrane nize spojin, ki zadostijo pogojem resetanja (slika 3) (16). Tak
pristop je tudi ekonomsko in €asovno ucinkovitejsi. Racunalniska
tehnologija tudi omogo¢a, da izracunamo fizikalno-kemijske lastnosti in
ocenimo nekatere farmakokinetiéne in toksikoloSke parametre
preiskovanih spojin (21). Najbolj pogosto uporabliamo pristope
virtualnega reSetanja, ki temeljijo na strukturi ligandov, ali
makromolekulske tar¢e, paralelno virtualno resetanje in iz njega izpeljano
metodo lovljenja tar€. Vsi racunalniski pristopi morajo v vseh fazah
upostevati dostopne eksperimentalne podatke, pridobljene v razli¢nih
fazah raziskav spojin naravnega izvora (22).

4.1 Virtvalno reietanje, ki temelji na

strukturi liganda
S pomocjo znane kemijske strukture liganda z dolo¢eno biolosko
aktivnostjo na preiskovani tar¢i lahko iS¢emo kemijsko in biolosko
sorodne spojine. Uporabljamo lahko zelo enostavne dvodimenzionalne
pristope, kjer primerjamo atome in vezi v molekulah iz preiskovanih
knjiznic z referenéno molekulo. Metode reSetanja lahko primerjajo obliko
in volumen posameznih struktur in njihovo podobnost. Pogosto pa
molekule med seboj primerjamo na osnovi zgrajenega farmakofornega
modela (slika 3). Farmakoforni model opiSemo kot zbirko steri¢nih in
elektronskih lastnosti, ki so potrebne za zagotovitev optimalnih
medmolekulskih interakcij s specifiéno biolosko tar¢o, ki vodijo do
bioloSkega odziva. Tu ne govorimo o zbirki konkretnih funkcionalnih
skupin, ampak klju¢ne lastnosti molekule opiSemo z bolj splosnimi
farmakofornimi elementi (npr. ionski center, hidrofobna interakcija,
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integracije racunalnisko
podprtih metod v
raziskavah spojin vodnic
naravnega izvora.

Nove spojine vodnice
naravnega izvora

Figure 3: Detailed representation

of the integration of
computer-based
methods in the natural
Identifikacija novih taré za spojine products drug design
naravnega izvora research process.

steriéna omejitev, aromatski obro¢ itd.). Izdelani farmakoforni model je
nekaksen skupni imenovalec bioaktivnih ligandov, ki ga uporabimo kot
virtualno sito na preiskovani knjiznici spojin (16, 21).

4.2 Virtvalno resetanje, ki temelji na

strukturi tarée

Vse veC bioloSkih makromolekul, ki predstavljajo tarCe za razvoj
zdravilnih u€inkovin, ima dolo¢eno tudi svojo tridimenzionalno strukturo.
V tem primeru je najveckrat uporabljena metoda virtualnega reSetanja
sidranje molekul preiskovane knjiznice v aktivno mesto receptorja in
ocena vezavne afinitete sidranih konformacij (slika 3). Poleg opisa
struktur molekul v knjiznici in definiranega aktivnega mesta je zelo
pomemben ucinkovit iskalni algoritem programa za sidranje, ki pravilno
umesti preiskovane ligande v aktivno mesto, in robustna cenilna funkcija
za razvrstitev izraCunanih kompleksov po energiji interakcije liganda s
tar¢o (23). Druga moznost virtualnega reSetanja je uporaba na strukturi
temeljecih farmakofornih modelov. V tem primeru farmakoforni model
zgradimo na osnovi strukture kompleksa med ligandom naravnega izvora
in taro, na kateri identificiramo kljuéne farmakoforme elemente, ki
opisujejo interakcije spojine s tar€o. Z uporabo steri¢nih omejitev, ki jih
izpeljemo iz strukturnih podatkov, pa med virtualnim reSetanjem
upostevamo tudi prostorske omejitve preiskovanega aktivnega mesta
tarce (20).

4.3 Paralelno virtualno resetanje in

lovijenje taré
Tehnologija paralelnega virtualnega resSetanja uporablja zgoraj opisani
metodologiji za reSetanje ligandov na ve¢ tar¢ah hkrati (24). Na eni strani
je tehnologija primerna za iskanje ligandov, kjer iS€emo spojine, ki naj
delujejo na veé tar¢ah hkrati, Se veckrat pa se tak pristop uporablja za
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proucevanje vezave ucinkovin na tarce, ki so odgovorne za nezelene
stranske ucinke uéinkovin, in za preuCevanje nekaterih
farmakokineti¢nih-farmakodinamskih lastnosti. S paralelnim reSetanjem
lahko so¢asno preucujemo interakcije u€inkovin z ionskim kanalom
hERG v srénem tkivu (odgovornim za nevarne stranske ucinke), vezavo
na plazemske proteine in transportne kanalCke ter interakcije z
metaboli¢nimi citokromskimi (CYP) encimi. Za uspeSno paralelno
reSetanje moramo imeti dostop do bodisi kvalitetne knjiznice validiranih
farmakofornih modelov, s katerimi predstavimo terapevtske tar¢e, bodisi
do vseh tridimenzionalnih struktur preiskovanih tar¢ in programske
opreme, ki omogoca tak tip reSetanja (25).

Paralelno virtualno nacrtovanje omogoca, da standardno paradigmo
nacrtovanja ucinkovin pogledamo tudi z druge strani in uporabimo
knjiznice spojin (ali pa posamezne molekule) skupaj z dostopno knjiznico
farmakofornih  modelov in/ali zbirki tridimenzionalnih  struktur

Slika 4: Primeri spojin vodnic
naravnega izvora
odkritih z integriranim
pristopom racunalnisko
podprtih in
eksperimentalnih
metod.

Figure 4: Examples of new
natural products as
lead compounds

O discovered by the
integrated computer-
based and
experimental

11 approach.

makromolekulskih tar¢ z namenom identifikacije tare, s katero bo
preiskovana spojina najverjetneje interagirala. Temu pristopu pravimo
lovljenje tar¢ (angl. »target fishing«) in je pri spojinah naravnega izvora,
za katere zelimo najti primerne tarCe, $e posebej zanimiva (25, 26).

5 Primeri uspesne identifikacije
spojin vodnic med spojinami
naravnega izvora z uporabo
integriranih metod

Integrirane metode iskanja spojin, kjer skupaj uporabljamo rac¢unalnisko
podprte in eksperimentalne metode, so v raziskavah prisotne Sele v
zadnjih letih in ve€ina spojin vodnic, ki so bile odkrite s tem pristopom, Se
ni vstopila v kliniéno uporabo (20).V nadaljevanju predstavljamo izbrane
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primeri uspesne identifikacije spojin vodnic naravnega izvora iz razli¢nih
terapevtskih podrocij, ki so bile odkrite z opisanim integriranim
pristopom. Strukture izbranih molekul so predstavljene na sliki 4.

Encimi, vpleteni v biosintezo prostaglandinov, prostaciklinov, levkotrienov
ter tromboksanov kot metabolitov arahidonske kisline, so Ze tradicionalno
priviacne tar¢e farmacevtskih raziskav. Med njimi so ciklooksigenaze
(npr. encima COX-1, COX-2) kljuéni encimi v kompleksnem procesu
vnetja. Nove spojine vodnice, ki bi delovale na te tarce, iS¢ejo tudi med
spojinami naravnega izvora. Za odkritje spojine 1 so izhajali iz strukture
kompleksa zdravilne ucinkovine (S)-flurbiprofena z encimom COX-1 ter
njegovo aktivno mesto uporabili pri virtualnem reSetanju knjiznice
naravnih spojin DIOS. Spojina 1 spada v skupino spajin, izoliranih iz bele
murve (Morus alba), ki se je v bioloskih testih izkazala kot dober zaviralec
COX encimov. Bela murva se pojavlja Ze v tradicionalni kitajski medicini
v razliénih protivnetnih zdravilnih pripravkih (27).

Podobno kot ciklooksigenaza tudi encim 5-lipooksigenaza (5-LOX)
sodeluje v kaskadi arahidonske kisline. Katalizira prvi korak pretvorbe
arahidonske kisline do levkotrienov, ki so tudi mediatorji pri vnetnih in
alergijskih reakcijah. S pomocjo metode virtualnega reSetanja, ki temelji
na strukturi ligandov (za izgradnjo farmakofornega modela so uporabili
43 v literaturi Ze prisotnih zaviralcev encima 5-LOX), so preiskali knjiznico
spojin naravnega izvora in po bioloSkem ovrednotenju zadetkov odkrili
obetavne zaviralce encima 5-LOX (npr. spojina 2), ki so jih z optimizacijo
zacCetnega farmakofornega modela lahko Se izboljSali (28).

Med zaviralci encima acetilholin esteraze (AChE) naravega izvora se
galantamin iz zvon¢ka Galanthus nivalis L. uporablja v terapiji
Alzheimerjeve bolezni. Pri iskanju novih AChE zaviralcev so zgradili na
strukturi temelje¢ farmakoforni model, zasnovan osnovi dolo¢enega
kompleksa galantamina z AChE, in preiskali dostopno knjiznico spojin
naravnega izvora. Identificirali so najprej zaviralec skopoletin 3, izoliran
iz kranjske bunike (Scopolia carniolica). Pri nadaljnjem virtualnem
reSetanju usmerjene knjiznice spojin navadnega potrosnika (Cichorium
intybus L.) so odkrili e drug uspesen zaviralec encima AchE - spojino 4.
Separacija ekstraktov navadnega potro$nika je nadalje potrdila, da je za
aktivnost ekstraktov odgovorna prav izbrana ucinkovina (29).

Spojine z afiniteto do sigma receptorjev se nahajajo v zacetnih stopnjah
razvoja kot potencialne ucinkovine za terapijo shizofrenije, depresije in
kognitivnih motenj. S pomocjo naértovanja na osnovi strukture znanih
ligandov, ki se veZejo na sigma-1 receptor, so preiskali knjiznico spojin
naravnega izvora ter ugotovili visoko afiniteto nekaterih alkaloidov
solasodina (spojina 5), solanidina in tomatidina do preiskovanega
receptorja (30).

Veliko raziskovalnih programov uporablja integrirane metode tudi na
podrocju iskanja protivirusnih spojin vodnic. Raziskave obravnavajo
vecino najpogostejSih patogenih virusov, kot so: HIV-1, virusa influence
A, B, SARS-koronavirusi, herpes virusi, rinovirusi in virus hepatitisa C
(31). Predstavili bomo dva primera uporabe integriranega pristopa na
aktualnem podrocju zaviralcev neuraminidaze za zdravljenje okuzb z
virusom gripe in pri iskanju uc¢inkovin proti rinovirusom, ki povzro¢ajo
okuzbe zgornjih dihal.

Na podro¢ju nacrtovanja zaviralcev neuroaminidaze so preiskali spojine,
izolirane iz ekstrakta semen rastline Alpinia katsumandai. Z uporabo
integriranih metod molekulskega sidranja ter kompleksno nacrtovanih
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separacij ekstraktov so identificirali spojino katsumadain A (spojina 6), ki
deluje kot ucinkovit inhibitor neuroaminidaze podtipa A/PR/8/34 virusa
gripe HIN1. Aktivna spojina naravnega izvora izkazuje podoben nacin
vezave kot v terapiji prisotni inhibitorji (npr. zanamavir, oseltamivir) (31).

Rinovirusi so RNA virusi in sodijo v druzino Picornaviridae. Poznamo ve¢
kot 100 tipov, ki so pogosto odgovorni za okuzbe zgornjih dihal (npr.
prehladi, nahodi). Proteini plas¢ka virusa so ena izmed tar¢ za
protivirusne ucinkovine s potencialno uporabo pri zdravljenju prehlada.
S pomocjo v literaturi objavljenih struktur kompleksov inhibitorjev
plas¢nega proteina ¢loveskega rinovirusa HRV so zgradili farmakoforni
model ter z njim preiskali DIOS knjiznico naravnih spojin. Dobljene
zadetke v knjiznici so primerjali z zapisi tradicionalne medicine o
aktivnosti spojin. Zadetke so izolirali iz ekstraktov za¢imbnice Ferula
assafoetida ter ovrednotili aktivnost z bioloskim testiranjem. Raziskave so
identificirale seskviterpenske spojine (npr. spojina 7) kot potencialne
protivirusne ucinkovine (33).

Receptorji PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) so
transkripcijski faktorji, pomembni pri lipidnem signaliziranju in modulaciji
imunskega odziva. Sodelujejo tudi z drugimi receptorji, ki regulirajo
metabolizem lipidov. Agonisti podtipov PPAR-a in PPAR-y receptorjev
s0 uporabni v terapijah ateroskleroze, lipidemi¢nih motenj in kot peroralni
antidiabetiki (tiazolidindioni npr. rosiglitazon). Veliko spojin z aktivnostjo
na PPAR receptorjih najdemo tudi med naravnimi spojinami. Ti so na
primer A-9-tetrahidrokanabinol, izoliran iz rodu Cannabis, carnosol iz
Rosmarinus officinalis, resveratrol, izoliran iz roda Veratrum, in drugi. Na
osnovi v literaturi opisanih agonistov PPARY so zgradili farmakoforni
model ter z njim preiskali knjiznico spojin naravnega izvora. Med
dobljenimi virtualnimi zadetki so identificirali aktivne spojine na osnovi
skeleta a-santonina (spojina 8) (34).

Za konec predstavljamo $e uporabo metod paralelnega virtualnega
reSetanja in lovljenja tar€. Z namenom iskanja potencialnih terapevtskih
tar¢ 16 sekundarnim metabolitom, izoliranih iz vinske rutice (Ruta
graveolens), so izvedli paralelno virtualno reSetanje knjiznice, ki je
vsebovala 2208 farmakofornih modelov, ki predstavljajo skupaj 280
razlicnih terapevtskih tar¢. Na podlagi in-silico interakcij metabolitov s
tar¢ami je raziskovalna skupina identificirala tri tarCe: acetilholin esterazo,
plascni protein ¢loveSkega rinovirusa HRV ter kanabinoidni receptor tipa
2, na katerih so sekundarni metaboliti izkazovali najvecjo aktivnost.
Eksperimentalno ovrednotenje je potrdilo rezultate racunalnisko podprtih
eksperimentov. Spojina 9 je dober zaviralec encima AChE, spojina 10
interagira s plasénim proteinom HRV in spojina 11 se veze na
kanabinoidni receptor tipa 2 (26).

6 Zakljuéek

Racunalnisko podprte metode nacrtovanja in virtualnega resetanja
skupaj z dostopnimi knjiznicami spojin naravnega izvora postajajo vse
mocnejSa podpora uveljavljenim eksperimentalnim metodam ekstrakcije,
separacije in identifikacije spojin vodnic med spojinami naravnega izvora.
Z uporabo rac¢unalnisko podprtih metod lahko sistemati¢no obdelujemo
velike koli€ine strukturnih in bioloskih podatkov in pridobimo pomembne
podatke za uspesno identifikacijo novih zadetkov, ki predstavljajo prvi
korak do novih zdravilnih u€inkovin na razli¢nih terapevtskih podrocjih. Za
uspeh iskanja morajo biti metode racunalnisko podprtega nacrtovanja
tesno sklopliene z eksperimentalnimi tehnikami in dostopnimi
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eksperimentalnimi podatki, ki tvorijo nov integriran pristop pri identifikaciji
spojin vodnic naravnega izvora. S pomocjo tehnik paralelnega reSetanja
lahko identificiramo tudi nove makromolekulske tar¢e za izolirane spojine
naravnega izvora. Integriran pristop omogoca boljSo, racionalnej$o in
ucinkovitejSo uporabo spojin naravnega izvora, ki predstavljajo dragocen
in pomemben vir novih zdravilnih u¢inkovin.
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