Interakce protein - leCivo

upravil a prelozil Tomas Gonéc podle:
Barrie Martin, AstraZeneca R&D Charnwood
Chemistry, Lecture 3: Molecular interactions and drug potency
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Zavislost uc¢inku na davce

100
Y (kompetitivni) inhibitory enzymu:
(1]
max. Méfi se mira inhibice pfi rtiznych
aktivity koncentracich latky.
510 B

IC;, - Koncentrace inhibitoru, ktera zptusobi
50% snizeni vnitrni aktivity enzymu

EC5,=85nM

10nM 30nM 100nM 300nM 1uM

| = .
[agonista] PICs 10g1(IC50) IC;, 1nM = pIC,;, 9.0

Agonisté: Méreni % odpovédi pfi riznych koncentracich agonisty
EC;, — Koncentrace agonisty, ktera zptsobi 50% maximalni odpovédi. pEC;, = -log,y(ECs)

vvvvvv

odpovédi na koncentraci agonisty doprava — nejuzitecnéjsi je proto meéreni afinity (pA,) — méri se
mnozstvi navazaného agonisty pfii riznych koncentracich antagonisty.
Problematické u ireverzibilnich antagonistl a u parcialnich agonistl (antagonista s vnitrni aktivitou)

Pro lécivo je typicka cilova aktivita pIC;, > 8 (odpovida koncentraci <10 nM) \
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INOS — Vyzkumny projekt AZ Charnwood

s - J .-;:. Lid ] . , s
P T ;r."""" Aktivni misto
Hem & inhibitor

HNYNHZ o%‘/NH2
NH NH
iNOS
—_—
OH OH +
H,N H,N
0 o

NO syntetasa — katalyzuje uvoliovani oxidu
dusnatého z argininu v tkanich — zptsobuje
vazodilataci a otoky pri zanétlivych
onemocnénich, napfr. revmatoidni artritidé

AZ10896372 Q

F N N
] _N SN
Ucéinny selektivni inhibitor iNOS L

vyvinuty Astra Zeneca Charnwood NH, \
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Jak se leCiva vazi na enzymy a receptory?

Léciva se vazi na konkrétni mista enzymu a receptoru. V pripadé enzymu je to nejcastéji
aktivni misto. Receptory maji vazebna mista tvofena transmembranovymi doménami,
kam se vétSinou léciva vazi (ne vzdy je totozné misto pro vazbu agonisty a antagonisty).

GLU E PHE F

Tato mista jsou tvofena mnozstvim riiznych O 0
aminokyselin, které vytvareji specificky 3-D
tvar a fyzikalni vlastnosti mista: Ho 0

* Naboje: CO,, NH;*, =NH-* /\H NVMH \

* Polarni skupiny: OH, C=0, CONH O ©

* Hydrofobni skupiny: fenyl, alkyl, SMe SER S

N

U enzym jsou pritomna néktera typicka aktivni centra, napr.:
» Asp-His-Ser v esterasach
- =11 v nékterych proteasach /
» kovové ionty (CYP-450, iINOS).

Malé molekuly vazici se na tato mista musi splhovat obé

vlastnosti:
« komplementarita tvaru molekuly a vazebného mista ol COH
2
 energeticky vyhodné vazebné interakce vyvolavajici Haem group — iNOS, CYP-450
ucinek 1
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Komplementarita tvaru

Inhibitor INOS Antagonisté H, receptoru
=~ N ~ . .
AZ10896372 @i( HN S \E Cimetidin
\=N
CN
2 UH3+
O NH, Histamin
Arginin M HN/\l/\/
HZN\(N\H o \=N
NH,
Molekula lIé¢iva musi pasovat na a komplementarita tvaru je dulezitou vlastnosti
molekuly. Kompetitivni inhibitory ¢asto pripominaji strukturu substratu enzymu, protoze se vazi na
stejné Toto plati i pro antagonisty vazici se na stejné misto jako agonista. Vétsina

antagonistl se vSak vaze na jiné misto receptoru nez agonista a mize mit proto zcela odliSnou
strukturu.

Sila interakce zavisi na komplementarité fyzikalné chemickych vlastnosti funkénich skupin, které
jsou v tésné blizkosti, tj. povrchu proteinu a struktury ligandu.

Vazebna mista nejsou zcela rigidni. Postranni retézce aminokyselin tvorfici vazebné misto maji
urcitou mobilitu. Velké mnozstvi podobnych struktur mize stejné dobie pasovat do mista, coz je
dano drobnymi zménami tvaru aktivniho mista. Tuto schopnost vysvétlujeme hypotézou \

»indukované komplementarity“. ASt razenecaﬂz




Vazebne energie protein-léCivo
Pro vazebnou rovnovahu mezi Proteinem a Lécivem

K
[Protein] + [LécCivo] _ ~ [P:L]
AG

Lécive Lecive,

K= [P:L] Zmeéna Gibbsovy volné energie

[P] x [L] AG=-RTInNK and AG=AH-TAS

Zména entalpie (AH) tak i entropie (AS) ovliviuiji silu vazby

&
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Interakce protein - [éCivo

Vazba Priklad kJ/mol
Van der Waal Xe...Xe, alkylové skupiny 2
Hydrofobni Ph...Ph (r-interakce) 5

Dipdl - Dipol C=0...HN-R (6+/5-)...(8+/5-) 5
Vodikova H,0...H,0 (X-H)...(Y-R) 35

lon - Dipdl F...H,O (+/-ve)...(6+/5-) 170

lon - lon H*...Cl- (+ve)...(-ve) 450
Kovalentni C-O 350

Kdyz se lIéCivo dostava z vodniho prostredi do vazebného mista, musi zpretrhat

H-vazby s vodou, desolvatovat se atd. Tyto procesy vyzaduji energii, proto muize

byt Cista vazebna energie pouze zlomkem vySe uvedenych vazebnych energii.
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Electrostaticke interakce

* Vysledkem pfitazlivosti mezi dvéma molekulami s opaénymi naboji.
* Silné iontové interakce mohou mit velky podil na celkové sile vazby.
* Proteiny obsahuji jak CO," tak NH;* zbytky, a ty mohou byt pfitomny

v aktivnich mistech a interagovat s opa€né nabitymi skupinami lécCiva.

AZ-10896372 inhibitor iNOS Inhibitor neuraminidasy (Antivirotikum)

* Energie iontovych vazeb muze byt v radech >30 kJ/mol
* Mlzou vést ke zvySeni afinity az o >10° nasobek
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Vodikove vazby

Vodikova vazba vznika pokud je vodik mezi dvéma silné elektronegativnimi atomy:

Donor ma navazany vodik, Akceptor ma volny nevazebny elektronovy par

D-X-H....Y-A napr. R-O-H.....0=C
H
\N N\
H
?
ITI H.-
O..
H H | N
ril N | N Inhibitor neuraminidasy
@({ NG vodikova vazba zesilena nabojem
~N + ~N
H
F _N<
H H

AZ10896372 - iINOS komplex
amid-tyrosin H-vazba
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Hydrofobni interakce

» LécCiva obecné jsou vétsSinou hydrofobni molekuly

» Vazebna mista maji v ramci proteinu také obecné hydrofobni charakter
» Z toho plyne uréita prirozena pritazlivost mezi jakymkoliv IéCivem

a jakymkoliv vazebnym mistem

» Co je davodem této pritazlivosti?

* Prirtistek entalpie mize byt tvoren van der Waalsovymi vazbami:
* mezi alkyly, aryly, halogeny
 n—r interakce jsou velmi dulezité (silnéjSi nez vyse uvedené)

* Prirastek entropie je tvoren vytlaéenim molekul vody z aktivniho
mista a jejich navratu do vice nahodného stavu ve vnéjSim
prostredi.

- Kazda -(CH,)- skupina muze pfispét >1 kdJ/mol k celkové vazbé

- Kazdy fenyl / heteroaryl / nasobné vazby muze prispét >2 kJ/mol k
celkové vazbé

 Tyto efekty se scitaji a proto mohou byt hydrofobni interakce

rozhodujici slozkou celkové vazebné energie

1
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Hydrofobni interakce : A Entropie

Molekuly vody jsou

ve vysoce neusporadaném
stavu. Kazda molekula
maximalizuje pocet
H-vazeb k ostatnim
molekulam

(& ¢
(./’\.\\
Y o ¢
ol B
o T
V) }}\’,—
Tl
P e

Pokud je hydrofobni lé€ivo
umisténo do vody,

struktura vody v jeho okoli

se stane vice usporadanou.
Vazby H,0-H,0 sice zlstanou
zachovany, ale v blizkosti latky
se omezi pohyblivost molekul H,0.
To vede ke snizeni entropie

a je energeticky méneé vyhodné.<

1
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Hydrofobni interakce : A Entropie

* Hydrofobni interakce mezi proteinem a Ié€ivem je energeticky preferovana
prirastkem entropie:
* Voda v okoli se vypuzenim lé¢iva vrati do méné uspoiradaného stavu
* Molekuly vody jsou vypuzeny z aktivniho mista

 Navic je tu narust entalpie vznikem novych vazeb (napf van der
Waalsovy interakce)
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Optimalizace hydrofobicity
ve Vyvoji leCiv

F
HE :
N
N

F  NH,

Novy iNOS inhibitor R =Me, maly lipofilni substituent iNOS pIC;, 7.8

Cil: vyzkouset velikost lipofilni kapsy — co jiného se sem vejde?

Syntetizovana série analogu:

.
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Vliv hydrofobicity na aktivitu

Vazba do lipofilni kapsy iINOS

F .y R cLogP IC;,uM
NYR Me 113 0.016
Et 1.66 0.009
~NH CF, 1.75  0.008
Thiofen 2.02 0.003
F - NH, Fenyl 234  0.015
2-Me-thiofen 2.48 0.026
8.6 N
84
8.2
iNOS_pIC50 m =
8
78 ° . —l
76 . Moc objemné, nevejdou se
' (komplementarita tvaru)
12 14 16 18 2 22 24 26

cLogP
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Bioisostery
Isoster:

Podobnosti ve fyzikalné-chemickych viastnostech atomu / funkénich skupin / rrvlolekul s podobnym
elektronovym usporadanim (pocet a usporadani elektront valenénich vrstev). Casto mezi prvky
stejné skupiny (Cl - Br, C — Si).

C N O F

Grimmovo pravidlo zamény hydridu (1925) - CH NH OH
CH2 NH2 OH2
CH; NH;

Bioisostery:
Nejjednodussi definice — jakakoliv skupina se stejnym typem vazby na protein
Dvé zaménitelné funkéni skupiny zachovavajici biologickou aktivitu.

Bioisosterni zaména ¢asto vede ke zlepseni jak v u€inku tak v jinych vlastnostech molekuly (napfr.
metabolicka stabilita, absorpce....)

|
0 NS N N A
\AO \A\Nz \A \ o7 s

-CH, & bioisostery

karboxylova skupina a bioisostery )(J)\ \ \\ 0 /\ /< \(
/ _S<
N
N \
amid & bioisostery 1
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,neviditelné” isostery

MeO SN
MeO N4J
EGF-R 2.2 nM
Br
@ Me \:NH
NH H—O>—i\/:o

MeOmH,.H—d
N \H
9

MeO N

HN : B

r

N
~
MeO N
EGF-R 7.5 nM
Br HN
Me :
W
0 o
NH N
=
N
~
N

Vodikové vazby mohou vznikat prostrednictvim molekuly vody nebo primo

A
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Optimalizace ucinku

Jak muze byt zvySena ucinnost této molekuly?

Potieba poznat, které €asti molekuly jsou nezbytné pro ucinek
— postupné odstranéni substituentu.

Prozkoumat, kam by se daly zavést dalSi skupiny zvysSujici
uc€inek tvorbou hydrofobnich interakci nebo vodikovych vazeb.

Nahrazovat nezbytné funkéni skupiny bioisostery.

Pri planovani pouzit dostupné informace o strukture vazebného
mista — napf. krystalovou strukturu aktivni latky navazané na
protein.

Pouzit modelovani k vyvoji a predbéznému potvrzeni moznych
modifikaci struktur.

Syntetizovat navrzena analoga a experimentalné potvrdit
hypotézy.

Vyvinout vhodny synteticky postup umoznujici rychlou syntézu
celé fady rozdilnych analogi — vytvoreni co nejvétsi série.

Nezapomenout vzit v potaz spoustu dalSich vlastnosti, které ovlivnhi zména
struktury — absorpci, metabolismus, toxicitu, rozpustnost atd. 1
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Nas

ledna syntéza - 1

ﬁ 0
F /\
H N)kOEt
NH, N
NH _N
i, NH,OH, NaOMe, ii, Ho, Raney Ni, i, ethanol,
methanol reflux F  HN ethanol, 60C reflux E NH
“OH 2
hit
N OEt QOH F
N J/Q L X i {2 NJ<O
NH, O NZ N 7
NH NH 2
F NH
F NH, F o NH,
O H (0]
L : L
\O OEt \O OEt
N N
N NH
Tautomerism
NH, F NH
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Nasledna synteza - 2

0]

: M

H \O Ot F

N H NH

N\Q
@i(N iv, NaOH, H,0, N , (COCl),, CH,Cl,,
EtOH, A = then amine, NEt CH ,Cl,
F NH
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