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ABSTRACT

Over the past decade one can observe a scientific revolution taking place resul-
ting in an explosion of new biotechnologies. Moreover, with the end of the human
genome project and following expansion of the extensive genetic research an unpre-
cedented number of new biological targets useful in drug design have been identi-
fied. Simultaneously, new methods such as combinatorial synthesis have expanded
the overall size of chemical libraries and high-throughtput technologies have ena-
bled to screen more than one million compounds a day [43]. However, an incre-
asing size of chemical libraries in a random fashion may not necessary increase a
probability of success and the overall number of successfully identified leads. Thus,
success of any drug discovery program depend heavily on the assumed selection cri-
teria of appropriate molecules [58] which properties should maximize the chances
of identifying ligands for any given target. Selection criteria used for compounds to
generate diverse as well as focused chemical libraries are briefly discussed in the pre-
sent overview. We describe the most important quality factors such as size, diversity
and chemical tractability which should be always kept in mind during the design of
chemical libraries.

Chemical space is enormous and limited only by a chemist's imagination. The
number of possible drug-like molecules within chemical space has been estimated
to be around 10® [17]. In contrast the overall number of atoms in the observable
Universe is approximately 10%. It is obvious that it is impossible to synthesize every
possible molecule so one need to explore only those regions of chemical space which
are enriched with molecules of appropriate structure and function. Recent strategies
for the design of high-quality collections of structurally diverse sets of small mole-
cules are discussed in the context of probing the chemical space in order to find new
biologically active structures.

Keywords: chemical libraries, virtual libraries, chemical space, drug, natural
products

Stowa kluczowe: biblioteki chemiczne, biblioteki wirtualne, przestrzen chemiczna,
lek, zwiazki naturalne
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WPROWADZENIE

Biblioteka zwigzkéw nazywa si¢ uporzadkowany zbidr czasteczek chemicznych
o poznanej strukturze oraz wlasciwosciach fizykochemicznych, stworzony z zamia-
rem usprawnienia procesu identyfikacji substancji spelniajacych zalozone kryteria,
a przy tym wykazujacych spodziewana aktywno$¢. Wyjatkiem sa tutaj biblioteki
ekstraktow pozyskiwanych ze zrodet naturalnych, ktére zawieraja wczesniej nie-
zidentyfikowane metabolity wtdrne (ang. secondary metabolites). Ze wzgledu na
szczegOlny charakter bibliotek ekstraktéw, doktadng analize jakosciowa zdepono-
wanych probek przeprowadza sie dopiero po stwierdzeniu w badaniach przesiewo-
wych obecnosci substancji aktywnej (ang. hit).

Biblioteki zwigzkdéw chemicznych dzielg si¢ na dwie zasadnicze grupy: biblioteki
wirtualne oraz biblioteki eksperymentalne [1]. Biblioteki eksperymentalne skladaja
sie z probek istniejacych w rzeczywistosci zwigzkow, ktorych aktywno$¢ testuje sie
doswiadczalnie przy wykorzystaniu wysokowydajnych metod eksperymentalnych
(ang. ,wet screening”) [2].

Z kolei biblioteki wirtualne zawieraja jedynie zakodowane w odpowiednim
formacie danych reprezentacje mozliwych do wyprowadzenia z danego skladu
elementarnego struktur, ktérych aktywnos¢ testuje si¢ w srodowisku wirtualnym
z wykorzystaniem metod obliczeniowych, w tym popularnych obecnie metod
modelowania molekularnego [3].

Biblioteki chemiczne wykorzystuje sie powszechnie w wielu dyscyplinach nauki
poszukujac zwigzkéw aktywnych biologicznie dla przemystu farmaceutycznego,
weterynarii, rolnictwa, biotechnologii, kosmetologii czy tez dodatkéw do Zywnosci.
W niniejszym opracowaniu ograniczamy si¢ do bibliotek dedykowanych poszuki-
waniu nowych lekdw.

Wielko$¢ bibliotek substancji o potencjalnej aktywnosci biologicznej moze
zmieniac si¢ w bardzo szerokim zakresie poczawszy od niewielkiego zbioru kilkuset
wyselekcjonowanych zwigzkéw a skonczywszy na kolekcjach zawierajacych kilka
milionéw i wigcej polaczen.

W zaleznos$ci od przeznaczenia w sklad bibliotek eksperymentalnych moga
wchodzi¢ zwigzki niskoczasteczkowe (ang. small molecules) [4], ktérych masa czas-
teczkowa nie przekracza umownej granicy 700 Da, jak réwniez polimery [5], prze-
ciwciala [6], peptydy [7], biatka [8], oligonukleotydy [9] oraz kwasy nukleinowe
[10]. Obecnie znanych jest takze wiele przypadkéow komplekséw metali przejscio-
wych o udowodnionej aktywnosci biologicznej [11], ktore znalazly zastosowanie,
jako leki antynowotworowe [12], przeciwzapalne [13] czy tez leki stosowane w sta-
nach zaawansowanej cukrzycy [14].
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1. EKSPLORACJA ZASOBOW PRZESTRZENI CHEMICZNE]
- BIBLIOTEKI WIRTUALNE

Na poczatku 2012 r. w najwiekszej na $wiecie naukowej bazie danych che-
micznych Chemical Abstract Service (CAS) odnotowano rekordows liczbe ponad
63 milionéw zarejestrowanych zwigzkéw chemicznych [15]. Tymczasem liczbe
wszystkich mozliwych czasteczek organicznych szacuje sie w zaleznosci od przyje-
tego algorytmu [16] na okoto 10'*~10"* z czego przynajmniej 10* czasteczek moze
stanowi¢ potencjalne modulatory celéw biologicznych [17], a obecny stan zaawan-
sowania technologii pozwala na synteze blisko 10*°-10* czgsteczek [18]. Jezeli
odnies¢ te dane do liczby atoméw w obserwowalnym wszech$wiecie, ktora szacuje
sie na okoto 10* atomow, wéwczas stanie sie zrozumialym, iz nie jest mozliwa nie
tylko synteza, ale nawet wyczerpujaca analiza zasobow calej przestrzeni chemicznej.
Wkrotce moze okazac sig, iz wielko$¢ dostepnych zasobdw przestrzeni chemicznej
ogranicza juz tylko wyobraznia ludzkiego umystu, dlatego coraz wigkszg uwage
przywigzuje si¢ nie tyle do samej eksploracji zasobdw, co do poszukiwan obszaréw
bogatych w zwigzki aktywne w stosunku do danego celu biologicznego.

Przykltadowa baza wirtualnych czasteczek (ang. generated database) GDB-10
stworzona przez Reymonda i wspolpracownikow [19] celem przeprowadzenia wir-
tualnych badan przesiewowych zawiera az 26,4 milionéw unikalnych reprezentacji
struktur, z ktérych udaje sie wygenerowa¢ 110,9 miliona stereoizomeréw. Wirtu-
alng baze GDB-10 tworza reprezentacje czasteczek o $redniej masie czgsteczkowej
153,2 Da, z czego az 87% to reprezentacje czasteczek o masie ponizej 160 Da spet-
niajace kryterium lekopodobnosci (ang. druglikeness) [20].

Przydatno$¢ bazy GDB-10 zademonstrowano w kampanii poszukiwania
nowych kandydatéw na substancje wiodace dla modulatoréw wybranych klas
receptordw i enzyméw. Wykorzystujac pakiet obliczeniowy oparty na statystyce
Bayesowskiej [21] w bazie GDB-10 udalo si¢ znalez¢ blisko 17,106 modulatoréow
receptoroéw sprzezonych z bialkiem G, 2,071 inhibitoréw kinaz oraz 7,527 ligandow
regulujacych aktywnos¢ kanaléw jonowych.

Warto zwrdci¢ uwage na fakt, iz catkowita liczba czasteczek zawartych w wirtu-
alnych bazach GDB jest funkcjg liczby atomoéw tworzacych czasteczke. I tak wir-
tualne bazy GDB-13 [22] oraz GDB-15 [23] zawieraja odpowiednio 980 milionéw
i 28,8 biliona reprezentacji trwalych w temperaturze pokojowej czasteczek zawie-
rajacych odpowiednio ponizej 13 oraz 15 atoméw. W drodze ekstrapolacji tatwo
oszacowad, iz dla czgsteczek ztozonych z 25 atomdéw powinno istnie¢ juz ok. 10”
mozliwych kombinacji. Poniewaz nie jest mozliwa nawet zadowalajaca eksploracja
a co dopiero wyczerpujaca synteza astronomicznych zasobéw chemicznego wszech-
$wiata, dlatego pozostaje nam opracowacé skuteczne narzedzia do nawigacji w obsza-
rach bogatych w czgsteczki o pozgdanej aktywnosci.

Jak zauwaza Lipinski i Hopkins przestrzen chemiczna w wielu aspektach przy-
pomina nature kosmologicznego wszechswiata, ktory podobnie zresztg jak wir-
tualny wszechswiat czasteczek ,odznacza si¢ podobna struktura oraz bezmiarem”
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[24]. Czasteczki aktywne wobec okreslonej klasy celow biologicznych wykazuja
tendencje do grupowania sie¢ w specyficznych obszarach przestrzeni chemicznej
przypominajacych galaktyki [25]. Co wiecej przestrzen chemiczng mozna réwniez
rozpatrywa¢ w kontekscie wielowymiarowej przestrzeni wszystkich deskryptorow
[26], wyrazajacych w sposob liczbowy cechy strukturalne.

Przez pojecie deskryptora nalezy rozumie¢ ,wynik operacji logicznej lub mate-
matycznej, ktora przeksztalca informacje chemiczna kodowana w symbolicznej
reprezentacji czasteczki w jej posta¢ numeryczng” [27].

Skuteczna nawigacja w calym obszarze przestrzeni chemicznej wymaga, wigc
odwzorowania reprezentacji wszystkich znanych czasteczek na wspolrzednych wie-
lowymiarowej przestrzeni deskryptoréw [28]. Jednoczesnie kazdy wymiar powinien
wyraza¢ unikalne cechy strukturalne wyrazone przez wlasciwosci fizykochemiczne,
molekularne odciski palca (ang. molecular fingerprints), cechy topologiczne, czy tez
podobienstwo do wybranego zwigzku odniesienia [29].

W tak zdefiniowanej przestrzeni chemicznej dwie sagsiadujgce ze sobg czasteczki
odznacza zblizony zbidr wartosci numerycznych dla przyjetych deskryptoréow cech
strukturalnych. Niestety dotychczas nie udalo sie skonstruowa¢ skutecznych algo-
rytmow, ktdre pozwalatyby przewidywaé strukture na podstawie wartosci nume-
rycznych samych tylko deskryptoréw. Dlatego nawigacja przestrzeni chemicznej
wymaga znajomosci struktur wszystkich zwigzkéw w niej zawartych.

Nowatorskie podejscie do problemu eksploracji nieznanych obszaréw prze-
strzeni chemicznej, ktore pozwala na znalezienie unikalnych zwigzkéw aktywnych
biologicznie przedstawili Raymond i van Deursen [30]. Przestrzen chemiczng udaje
sie przyblizy¢ w formie grafu, ktérego wierzcholki reprezentowa¢ beda czasteczki,
a krawedzie zmiany, jakie dokonujg sie w obrebie struktury. W opisanej w ten spo-
sob przestrzeni chemicznej dwie sgsiadujace ze sobg czasteczki odréznia niewielka
zmiana struktury, ktéra moze polegaé na przegrupowaniu badz zmianie charakteru
atomow, jak réwniez dodaniu lub usuni¢ciu dodatkowego atomu lub wigzania. Na
potrzeby nawigacji kierunkdéw w obszarach przestrzeni chemicznej skonstruowano
specjalny program o nazwie ,,Spaceship” [31]. Zastosowany w nim algorytm opiera
sie na cyklicznie powtarzanej operacji wprowadzania niewielkich modyfikacji
strukturalnych oraz selekgji tylko tych, sposréd otrzymanego w ten sposéb zbioru
czasteczek, ktore wykazuja najwicksze podobienstwo do struktury docelowej mie-
rzone wartoscig wspoélczynnika Tanimoto (ang. Tanimoto coefficient) [32]. Warto
w tym miejscu nadmieni¢, iz znanych jest obecnie kilka uzytecznych programoéow
dedykowanych tworzeniu bibliotek wirtualnych [33].

Wiekszo$¢ z nich wykorzystuje znane bloki budulcowe oraz reakcje chemiczne,
umozliwiajac przygotowanie tatwych do syntezy czasteczek, z ktorych czesto korzy-
sta si¢ w kampaniach wirtualnych badan przesiewowych (ang. virtual screening)
[34].
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2. INFRASTRUKTURA EKSPERYMENTALNYCH BIBLIOTEK ZWIAZKOW

Biblioteki eksperymentalne zwykle sktadaja sie z czterech zasadniczych ele-
mentow: 1) centralnego magazynu probek, 2) oprogramowania oraz bazy danych
pozwalajacych analizowaé zgromadzone w testach przesiewowych dane doswiad-
czalne, 3) zestawu analitycznego, ktory pozwala na biezaco $ledzi¢, jakos¢ zdepono-
wanych zwiazkow oraz 4) zautomatyzowanych stacji pipetujacych, stuzacych przy-
gotowaniu plytek macierzystych oraz ich dalszej replikacji [35].

Produkty naturalne
SR 3

=== Modyfikowane produkty naturalne

oy

b

#====_ Produkty syntezy organicznej

(s

l Kontrola warunkéw przechowywania

System zarzgdzania
BAZA DANYCH [ =i r }
" —_— Kontrola jakosci
I oprogramowanie
-

B Formatowanie i replikacja HPLC

1 3 s . = | detektory:
1 ’4:3‘.?. g * it PDA

LR ESI-MS

g CLND

Badania przesiewowe Centralny magazyn prébek ELSD

Rysunek 1. Schemat przyktadowej infrastruktury eksperymentalnej biblioteki zwigzkéw chemicznych
Figure 1. Schematic diagram of an example infrastructure of experimental chemical compounds library

W sktad zaawansowanych systemoéw analitycznych pozwalajacych na biezaco
kontrolowa¢, jakos¢ zdeponowanych w bibliotece probek wchodzi wysokosprawny
chromatograf cieczowy (HPLC) wyposazony, w co najmniej trzy niezalezne detek-
tory wykorzystujace rozne metody detekeji [36]. Spektrometr masowy stuzy glow-
nie celom identyfikacji substancji, ktéra w zarejestrowanym widmie mas powinna
dawa¢ spodziewany sygnat jonu molekularnego badz pseudomolekularnego. Z kolei
czysto$¢ probki okresla si¢ metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej zwy-
kle z uzyciem detektora z matrycg fotodiodowa DAD (ang. Diode Array Detector),
a w przypadku czasteczek stabo absorbujacych badz tez nieabsorbujacych promie-
niowania w zakresie Uv-Vis aerozolowego detektora promieniowania rozproszonego
ELSD (ang. Evaporative Light Scattering Detector) [37]. Substancje przeznaczone do
badan przesiewowych standardowo rozpuszcza si¢ w dimetylosulfotlenku (DMSO)
i przechowuje w zabezpieczonych plytkach wielodotkowych. Niestety wysoka higro-
skopijnos¢ DMSO sprawia, iz po uplywie pewnego czasu zdarza si¢ obserwowac
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wytracanie czesci substancji rozpuszczonej, szczegolnie w przypadku zwiagzkow
o podwyzszonej lipofilowosci [38]. Dlatego szczegdlng uwage przywiazuje si¢ do
problemu zmian stezenia roztwordéw przechowywanych przez dtuzszy okres czasu.
Stezenia substancji zawierajacych atomy azotu oznacza si¢ zwykle metodami chro-
matografii cieczowej z uzyciem detektoréw chemiluminescencji azotu CLND (ang.
Chemiluminescent Nitrogen Detector) [39]. W przypadku roztwordw substancji nie
zawierajacych atomdéw azotu stosuje sie gtéwnie metody analizy ilosciowej oparte
na technice 'H NMR, w tym szczegélnie popularng metode wzorca wewnetrznego
[40].

Najwazniejszy element biblioteki eksperymentalnej stanowi jednak baza
danych zawierajaca zbiér zakodowanych w odpowiednim formacie [41] informacji
niezbednych do zidentyfikowania zdeponowanych w jej infrastrukturze zwiazkow.
Standardowo oprécz danych strukturalnych w bazie danych umieszcza si¢ réwniez
informacje o dostepnej iloci, czystosci oraz miejscu i warunkach przechowywania
probki. Ponadto baza danych czgsto zawiera kluczowe z punktu widzenia opraco-
wywania procedur testow przesiewowych wyniki badan fizykochemicznych. Przy-
ktadowo zwigzki wykazujace silng wewnetrzng fluorescencje, w testach przesiewo-
wych z detekejg fluorescencyjng bedg dawaé wyniki fatszywie dodatnie (ang. false
positives) [42]. Z tego wzgledu w bazie danych umieszcza si¢ dodatkowa adnotacje
o mozliwej koincydencji ich wlasciwosci z detektorem fluorymetrycznym.

3. PROJEKTOWANIE STRUKTURY I WEASCIWOSCI BIBLIOTEK

Podczas tworzenia bibliotek zwigzkéw pierwszej generacji, jakie pojawily sie
na poczatku lat dziewiec¢dziesiatych nie przywigzywano wigkszej wagi do sposobu
ich przygotowywania starajac si¢ przeszukiwac jak najwieksze kolekcje w mozliwie
najkrétszym czasie.

Pomimo wdrozenia zaawansowanych technologii, a w szczegoélnosci wysoko-
wydajnych metod przesiewania, ktére obecnie pozwalajg testowaé dziennie zasoby
dochodzace nawet do 1 miliona zwigzkéw [43], nie zaobserwowano znaczgcego
zwiekszenia czestotliwosci odkrywania nowych substancji wiodacych. Wynika
z tego, iz powodzenie kampanii poszukiwania nowych substancji wiodacych nalezy
uzalezni¢ nie tyle od ilosci, co od wlasciwego wyboru czgsteczek reprezentujacych
niewielkie fragmenty przestrzeni chemiczne;.

Podejscie do zagadnien projektowania wtasciwos$ci bibliotek zalezy w pierw-
szej kolejnosci od aktualnego stanu wiedzy o celu biologicznym oraz rozpoznanych
mozliwosci modulacji jego aktywnosci. Biblioteki generyczne (ang. generic, unbia-
sed, random) odpowiadaja potrzebie badan przesiewowych skierowanym na nowo
odkryte cele biologiczne, ktorych struktura nie zostala jeszcze w pelni wyjasniona.
Biblioteki generyczne mozna przygotowywa¢ w drodze bezposredniej selekcji
czasteczek sposrdd znanych kolekeji zwigzkow [44]. Znacznie cze$ciej biblioteki
generyczne przygotowuje si¢ de novo funkcjonalizujgc szkielet znanych czasteczek,
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wykorzystujac strategie syntezy zorientowanej na réznorodnos$¢ (ang. Diversity
Oriented Synthesis, DOS) [45].

Biblioteki generyczne przygotowywane metoda bezposredniej selekcji zwykle
zawieraja czasteczki przypominajace budowa motywy strukturalne znanych lekow,
a przez to zwane popularnie ,uprzywilejowanymi” (ang. privileged scaffolds) [46],
badz tez zawierajace kluczowe z punktu widzenia oddzialywan wigzacych farmako-
fory [47]. Najczesdciej korzysta sie jednak ze zbioréw czasteczek, ktdre nie zawieraja,
co prawda uprzywilejowanych motywoéw struktury, ale bogate sa w tatwe do funk-
cjonalizacji grupy funkcyjne stanowigc cenne substraty do syntezy zorientowanej
na réznorodnosc.

Synteza zorientowana na réznorodnos$¢ to umyslna, réwnoczesna i efektowna
synteza wiecej niz jednego strukturalnie zréznicowanego zwigzku docelowego
o zaawansowanym stopniu skomplikowania szkieletu [48]. W syntezie zoriento-
wanej na roznorodnos$¢ dostepne bloki budulcowe stuza wzbogaceniu szkieletu
zwiazku wiodacego w dodatkowe grupy funkcyjne oraz relacje stereochemiczne.

Sciezki syntetyczne stosowane w syntezie zorientowanej na réznorodnosé
powinny by¢ nie tylko rozgalezione, ale rowniez rozbiezne (ang. divergent), pozwa-
lajac w ten sposob na szybkie i efektywne przeksztalcenie zbioru prostych i stosun-
kowo podobnych do siebie zwigzkéw w reprezentatywny zbior czasteczek o wiek-
szym stopniu skomplikowania struktury szkieletu i plynacej stad réznorodnosci
[49].

Skonstruowane w ten sposob biblioteki generyczne moga obejmowaé swym
zakresem bardzo odlegle obszary przestrzeni chemicznej, a plynaca z nich roz-
norodnos¢ pozwala szczegélowo analizowalé funkcje enzymoéw zaangazowanych
w kluczowe szlaki biochemiczne dostarczajac niezbednych informacji o kluczowych
celach terapeutycznych.

Biblioteki ukierunkowane (ang. focused, biased, directed) [50] zwykle przygo-
towuje si¢ z mysla o badaniach przesiewowych wobec okreslonego przedstawiciela
danej klasy enzymow.

Proces doboru czasteczek sposrdd wigkszych i bardziej zréznicowanych kolek-
cji opiera sie na szczegélowych informacjach o strukturze docelowego enzymu,
a przynajmniej na znajomosci kluczowych farmakoforéw zaangazowanych w proces
wigzania ligandow. Czesto biblioteki ukierunkowane wyprowadza si¢ z wigkszych
kolekeji znanych zwigzkéw w procesie selekeji in silico [51]. Zaréwno na etapie
wstepnego doboru kandydatow, jak i dalszej ewaluacji bibliotek ukierunkowanych
korzysta sie powszechnie z algorytmoéw genetycznych [52], ktdre przeszukujac duze
przestrzenie mozliwych rozwigzan pozwalaja znalez¢ najlepsze, chociaz wcale nie-
koniecznie optymalne rozwigzanie dla skomplikowanych i wielowymiarowych pro-
blemdéw optymalizacji.

Weber i wspotpracownicy [53] postuzyli si¢ algorytmem genetycznym w pro-
cesie projektowania biblioteki kombinatorycznej celowanej na trombine, znajdujac
silny inhibitor w cyklu syntezy zaledwie 400 ze 160,000 mozliwych zwigzkow.



750 K.M. ZWOLINSKI, Z.J. LESNIKOWSKI

Biblioteki celowane (ang. target-family-oriented libraries) [54] skierowane s3 na
poszczegdlne klasy enzymow takie jak metaloproteazy, kinazy czy fosfatazy. Two-
rzac biblioteki celowane dysponuje si¢ zwykle niekompletnym zbiorem informa-
cji, ktére daja pewne tylko wyobrazenie o mozliwej strukturze docelowego miejsca
wiazacego. Niemniej jednak poszukujac nowej substancji aktywnej wobec przedsta-
wiciela znanej klasy enzymodw, wystarczy postuzy¢ si¢ celowang biblioteka bliskich
analogow wcze$niej rozpoznanej substancji wiodacej. Przykladowo Rice i wspélpra-
cownicy [55] wychodzac ze struktury wiodacej jednego z rozpoznanych inhibito-
réw fosfatazy przygotowali biblioteke celowana, dzigki ktorej udalo sie znalez¢ nowe
inhibitory dla czterech réznych fosfataz, o podwojnej specyficznosci.

Strategia syntezy ukierunkowanej na cel (ang. Target Oriented Synthesis, TOS)
stuzy przygotowaniu struktury wiodgcej, z ktdrej w drodze dalszej funkcjonaliza-
cji wyprowadza sie ukierunkowang biblioteke strukturalnie spokrewnionych ana-
logéw. Obecnie w literaturze znanych jest wiele uprzywilejowanych chemotypow
(ang. privileged structures) [56], ktorych dalsza funkcjonalizacja prowadzi do wielu
grup aktywnych modulatoréw strategicznych celéw biologicznych [57].
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Rysunek 2. Poréwnanie struktury przestrzeni chemicznej oraz strategii syntezy dla: a) bibliotek generycznych
oraz b) bibliotek ukierunkowanych

Figure 2. A comparison of chemical space structure and synthetic strategy for: a) generic libraries and
b) directed libraries
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Chociaz biblioteki ukierunkowane wokot jednego tylko, konkretnego che-
motypu reprezentuja niewielki fragment przestrzeni chemicznej, to pozwalaja
wyprowadza¢ kluczowe z punktu widzenia projektowania lekéw zaleznosci, jakie
zarysowuja si¢ miedzy strukturg a wynikajaca z niej aktywnoscig. Biblioteki ukie-
runkowane przygotowuje si¢ najczesciej metodami TOS wykorzystujac przy tym
strategie analizy retrosyntetyczne;j.
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4. NORMALIZACJA I PROFILOWANIE WEASCIWOSCI BIBLIOTEK
METODAMI IN SILICO

Wszystkie dostepne informacje o zwigzkach zdeponowanych w bibliotece eks-
perymentalnej muszg zosta¢ zgromadzone w centralnej bazie danych, gdzie pod-
daje si¢ je kolejno zabiegom normalizacji. Stosujac narzedzia chemoinformatyczne
przeznaczone specjalnie do obstugi baz danych w pierwszej kolejnosci usuwa si¢
symbole izotopdw, czasteczek wody hydratacyjnej i przeciwjondw, nastepnie prze-
prowadza si¢ standaryzacje tadunkow formalnych, a na koncu potwierdza si¢ zgod-
no$¢ otrzymanej w ten sposdb dwuwymiarowej reprezentacji struktury z obowigzu-
jacymi zasadami warto$ciowosci [58]. Na szczegdlng uwage zwraca si¢ rowniez przy
standaryzacji informacji o obecnosci centréw stereogenicznych, gdyz powszechnie
stosowane wzory klinowe sg niewtasciwie przetwarzane przez wigkszo$¢ systemow
komputerowych [59], co przy pdzniejszej konwersji reprezentacji dwuwymiaro-
wych na strukture przestrzenng moze prowadzi¢ do razacych bledéw w analizie
SAR (ang. Structure-Activity Relationship) [60].

Operacje porzadkowania i standaryzacji baz danych prowadzi si¢ zwykle na
liniowych reprezentacjach struktury zapisanej w kanonicznym kodzie SMILES
(ang. Simplified Molecular Input Line Entry Specification) [61]. Kod kanoniczny
SMILES pozwala przetransponowaé dowolny wzdr strukturalny do postaci zapisu
liniowego, ktéry mozna z kolei tatwo przeprowadzi¢ w kod alfanumeryczny ASCII
(ang. American Standard Code for Information Interchange), przez co nadaje si¢
do indeksowania substancji zawartych w bazach danych. Kodowanie cech struktu-
ralnych w postaci wektoréw binarnych (przedstawianych w postaci ciagu jedynek
i zer) ma te dodatkowq zalete, iz pozwala na szybka i jednoznaczna identyfikacje
okreslonych cech struktury. Przed przystapieniem do przesiewania zasobéw oraz
analizy stopnia zréznicowania struktury bibliotek, wszystkie cechy strukturalne
czasteczek nalezy wyrazi¢ w postaci liczbowej za pomoca odpowiednio wybranych
deskryptorow.

Porzadkowanie zasobéw baz danych chemicznych bibliotek obejmuje miedzy
innymi analiz¢ zawartosci, gdzie poszukuje si¢ podwielokrotnosci tej samej substan-
cji. W przypadku stwierdzenia w bibliotece obecnosci kilku prébek tej samej substan-
cji zwykle zachowuje si¢ probke o najwigkszym stopniu czystosci. Uporzadkowang
w ten sposob baze danych poddaje sie nastepnie przesiewaniu wlasciwosci, ktore
zwykle ma na celu wybranie tylko tych spos$réd milionéw zdeponowanych struktur,
ktdre spetniaja zatozone kryteria. Nalezy przy tym jednak pamietaé, iz od doboru
wlasciwych kryteriéw przesiewania wlasciwosci zaleze¢ bedzie, jako$¢ otrzymanej
w ten sposdb biblioteki. W przypadku niewlfasciwie dobranych kryteriow istnieje
uzasadniona obawa nieumyslnego przeoczenia tych czgsteczek, ktore formalnie nie
spelniajg zalozonych kryteriow a mimo to wykazujg pozadang aktywnos¢.

Rozpoznanych jest obecnie kilkanascie typow klas zwigzkow, ktore w testach
przesiewowych zwykly dawa¢ wyniki falszywie dodatnie [62]. Z tego wlasnie
wzgledu przyjelo si¢ w pierwszej kolejnosci przesiewaé bazy danych pod katem nie-
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pozadanych wlasciwosci fizykochemicznych [63] oraz toksycznych [64]. Stosujac
odpowiednio dobrane filtry [65] pozadanych wlasciwosci z baz danych usuwa sig
wszystkie zwiazki zawierajace w strukturze reaktywne, jak réwniez hydrolitycznie
niestabilne, ugrupowania. W szczegdlnosci nalezy tutaj wspomniec¢ o takich klasach

zwigzkow

jak chlorki kwasowe, bezwodniki, epoksydy, akceptory reakcji Micha-

ela, estry kwasow sulfonowych, iminy i inne [66]. Zwigzki zawierajace reaktywne
grupy funkcyjne wchodza w reakcje z glutationem oraz grupami tiolowymi pep-
tydow i biatek wykazujac stabg stabilnos¢ w osoczu krwi ludzkiej. Nalezy odrzuci¢
réwniez wszystkie czasteczki zawierajace w swej strukturze fragmenty ugrupowan
podejrzanych o dzialanie cytotoksyczne a w szczegdlnosci pochodne 4-piperydonu
oraz tiomocznika [67].
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Wybrane klasy: a) zwigzkéw podejrzanych o dzialanie cytotoksyczne, b) zwigzkéw niestabilnych
w srodowisku fizjologicznym, oraz c) produktéw ich reakcji z nukleofilowymi fragmentami biatek
i peptydow takich jak d) glutation. Na rysunku przyjeto oznaczenia: X=F, Cl, Br, I, tosyl; R=alkil,
aryl, heteroaryl; G=fragment biatka, badz peptydu (np. glutation)

Selected examples of : a) compounds with possible cytotoxic activity, b) compounds unstable
under physiological conditions, and c) products of their reactions with the nucleophilic sites of
proteins and peptides such as d) glutathione. The following abbreviations are used: X=F, Cl, Br, I,
tosyl; R=alkyl, aryl, heteroaryl; G=part of protein or peptide (e.g. glutathione)
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Wstepnej oceny kluczowych z punktu widzenia biodostepnosci wlasciwosci
ADME-Tox (ang. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity)
mozna dokona¢ stosujac dostepne narzedzia chemoinformatyczne w tym popu-
larng platforme ZINC wykorzystujaca niekomercyjng wersj¢ programu FILTER
[68]. Warto przy tym réwniez nadmienid, iz aktualna wersja algorytmu programu
FILTER zawiera nieco ponad sto empirycznych regut oceny stabilnosci struktury,
co pozwala odrzuci¢ znaczaca wiekszo$¢ reaktywnych i hydrolitycznie niestabilnych
czasteczek.

W tym miejscu nalezy réwniez stanowczo podkredli¢ fakt, iz kazdego rodzaju
profilowanie wlasciwosci prowadzi si¢ zawsze w kontekscie przyjetych oczekiwan.
A zatem w przypadku bibliotek zwigzkéw ukierunkowanych na leki antynowotwo-
rowe nalezy stosowaé wylacznie ,,miekkie” kryteria filtrowania wlasciwosci, w prze-
ciwnym wypadku odrzuciliby$my $rodki alkilujgce z grupy f3-chloroetyloamin, ety-
lenoimin czy epoksydow, a wiec znaczacg wiekszos¢ stosowanych dzisiaj zwigzkow
o udowodnionej aktywnosci przeciwnowotworowej [69].

Przed przystapieniem do wirtualnego skriningu [70] zwykle dokonuje si¢ jesz-
cze parametrycznej oceny, jako$ci skonstruowanej biblioteki. Wszystkie reprezenta-
cje struktur wchodzgcych w sktad bibliotek wyraza si¢ przez deskryptory fizykoche-
miczne i topologiczne, ktdre niosa ze sobg zakodowane informacje o wlasciwosciach
makroskopowych takich jak lipofilowo$¢ czy cechach topologicznych takich jak
stopien rozgalezienia struktury [71]. Szczegdlowe omoéwienie wszystkich typow sto-
sowanych deskryptoréw wykracza poza ramy niniejszego opracowania. Czytelnik
zainteresowany zagadnieniem opisu struktury czasteczki za pomocg deskryptorow
powinien przesledzi¢ jedng z wczesniej wydanych monografii [72]. Nalezy przy
tym podkresli¢, ze mimo cigglego wprowadzania nowych typow deskryptoréw jak
dotychczas nie udalo si¢ wypracowa¢ uniwersalnej metody pomiaru stopnia zrézni-
cowania biblioteki zwigzkow [73].

Standardowo do parametrycznej oceny stopnia zréznicowania kolekeji zwiaz-
koéw stosuje sie wspdtczynnik Tanimoto (ang. Tanimoto coefficient) [74], ktorego
warto$¢ zmienia si¢ w waskim przedziale migdzy 0 a 1. Graniczne wartosci poja-
wiaja sie w przypadku, gdy poréwnywane ze sobg struktury nie majg wspdlnych
deskryptoréw (S, = 0) badz tez wszystkie z analizowanych deskryptoréw s iden-
tyczne (S, = 1).

Nierozlacznie z terminem réznorodnosci wiaze si¢ rowniez pojecie stopnia
skomplikowania struktury [75]. Chociaz w literaturze wciaz toczy si¢ debata o zna-
czeniu stopnia skomplikowania struktury to zwykle przyjmuje sie, iz bardziej zlo-
zone w swej naturze czasteczki oddzialywuja z bioczasteczkami w sposéb bardziej
selektywny a przy tym réwniez specyficzny [24, 76].
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5. BIBLIOTEKI GENERYCZNE

Na poczatku lat dziewieédziesigtych zauwazono, iz przewazajaca czesé grupy
poczatkowo dobrze rokujgcych substancji nie przeszta ostatecznie nawet I fazy
badan klinicznych gléwnie ze wzgledu na niekorzystng charakterystyke farma-
kokinetyczng (ang. pharmacokinetics, PK) [77]. Skutecznos$¢ dzialania leku zalezy
nie tylko od pozadanej aktywnosci biologicznej, ale réwniez biodostepnosci, ktdra
okresla zdolno$¢ danej substancji do przenikania przez blony biologiczne.

Pod koniec lat dziewieédziesiatych Lipinski [78] przeprowadzil statystyczna
analize wlasciwosci fizykochemicznych znanych lekéw formujgc stynng juz dzi$
~regule pieciu” (ang. Rule of Five, RO5) [79]. W mys$l ,reguly pieciu” substancje
mozna uznac za dobrze wchlaniajacg po podaniu doustnym, jezeli jej masa czastecz-
kowa nie przekracza 500 Da, wartos$¢ logarytmu ze wspétczynnika podzialu miedzy
oktanol i wode (logP) jest mniejsza od pigciu, liczba donoréw wigzania wodorowego
jest mniejsza od pieciu a liczba akceptoréw wigzania wodorowego wyrazona przez
sume atomow tlenu i azotu nie przekracza dziesieciu. Pozniejsze uscislenia zasady
pieciu nakladaja dodatkowe ograniczenia na obszar powierzchni polarnej (ang.
Polar Surface Area, PSA) zdefiniowany poprzez sum¢ donoréw i akceptoréw wia-
zan wodorowych, ktéra nie powinna przekracza¢ dwunastu [80], natomiast liczbe
wigzan zdolnych do swobodnego obrotu zwykle zaweza sie do dziesieciu [81].

Przy projektowaniu bibliotek zwigzkéw nie nalezy zapominad, iz regula pieciu
okresla tylko niezbedne warunki, jakie powinien spetnia¢ kazda dobrze przyswajana
po podaniu doustnym substancja i z tego wzgledu nie powinna przesadzac o osta-
tecznej kwalifikacji kandydatow na substancje wiodaca. Istnieje spora grupa znanych
przypadkow odstepstw od reguly pigciu, do ktdrej zalicza si¢ makrocykliczne pro-
dukty naturalne wytwarzane przez grzyby, bakterie i roéliny [82]. Substancje o masie
czasteczkowej wiekszej niz 500 Da moga wykazywac pozgdana biodostepnosé, jezeli
wlaczy¢ w ich strukture fragmenty odpowiedzialne za usztywnienie konformacji.

Szczegdlowa analiza procesu optymalizacji struktury substancji wiodacej wyka-
zala tendencj¢ wprowadzania podstawnikow, ktére odpowiadajg za wzrost lipofilo-
wosci czasteczki [83]. Z tego wzgledu czgsto zdarza sig, iz kryteria doboru kandyda-
tow na substancje wiodgce zaweza si¢ do reguly czterech zdefiniowanej analogicznie
do reguly pieciu Lipinskiego. Dalsza analiza wlasciwosci fizykochemicznych lekow
[84], ktére zostaly juz dopuszczone do obrotu pozwolita uscisli¢ kryteria doboru
odpowiednich kandydatéw na substancje wiodace.

Kandydat na zwigzek wiodacy nie powinien zawiera¢ wiecej niz trzech skon-
densowanych ze sobg pierScieni aromatycznych, bowiem tego typu fragmenty
struktury sprzyjaja powstawaniu w warunkach fizjologicznych cytotoksycznych
epoksyddw oraz chinonéw [85]. Pozadane jest réwniez, aby kandydat na substan-
cje wiodacg zawieral mniej niz cztery atomy halogenu, przy czym ze wzgledu na
szczegblnie wlasciwosci farmakoforéw zawierajacych atomy fluoru [86], dopuszcza
si¢ wspolistnienie dwoch grup CF,. W koncu nalezy mie¢ réwniez na uwadze fakt,
iz zmniejszenie diugosci alifatycznego tancucha oraz wielkosci makrocyklicznego



BIBLIOTEKI ZWIAZKOW CHEMICZNYCH 755

pierscienia zawierajacego do 22 atomoéw przyczynia sie do ograniczenia labilnosci
konformacyjnej, a tym samym ulatwia racjonalne projektowanie dalszych analogow
substancji wiodace;j.

6. BIBLIOTEKI FRAGMENTOW

Biblioteki fragmentéw (ang. fragment-based libraries) sktadaja si¢ z niewielkich
czasteczek o stosunkowo niskim powinowactwie do celéw biologicznych, ktére zwy-
czajowo przyjelo sie nazywal ,fragmentami” [87]. Biblioteki fragmentéw ztozone
z czasteczek o niewielkim stopniu skomplikowania struktury odznacza szczegélnie
wysokie prawdopodobienistwo wystapienia komplementarnego ukladu oddzialy-
wan wigzacych.

Zwiazki zaliczane do biblioteki fragmentéw musza spetniaé $cisle okreslone
kryteria zwane popularnie ,,reguly trzech” (ang. rule of three, RO3) [88], Zgodnie
z reguly trzech zwigzki wchodzace w sklad biblioteki fragmentéw powinny posiada¢d
mase¢ czasteczkowy nie wieksza niz 300 Da, wartos¢ logarytmu ze wspolczynnika
podzialu miedzy oktanol i wode (logP) mniejszg niz trzy, a przy tym zawiera¢ nie
wiecej niz trzy H-donory (HBD) i trzy akceptory wigzania wodorowego (HBA).

Ponadto nalezy przy tym podkresli¢, iz w przypadku bibliotek fragmentéw
znacznie wigkszy nacisk kladzie si¢ na wypadkowa liczbe cigzkich atoméw niz na
mase¢ czasteczkowa, bowiem atomy o wysokiej liczbie atomowej takie jak atomy
bromu czy jodu wnosi¢ beda znaczacy wklad w mase czasteczkowy. Z tego wzgledu
wlasciwosci bibliotek fragmentdw przyjeto sie charakteryzowaé w oparciu o dodat-
kowy parametr zwany ,,efektywnoscia liganda” (ang. Ligand Efficiency, LE) zdefinio-
wany poprzez usredniong warto$¢ energii wigzania, ktéra przypada na pojedynczy
atom badz jednostke masy [89]. Jezeli jednak ,,efektywnos¢ liganda” musimy odnies¢
do jego masy czasteczkowej wowczas nalezy postugiwac si¢ procentowym indeksem
efektywnosci (ang. percentage efficiency index) lub indeksem efektywno$ci wigzania
(ang. binding efficiency index) [90]. Dla typowej substancji o masie czasteczkowe;j
333 Da hamujacej w polowie aktywnos$¢ enzymu przy stezeniu 10 pM procentowy
indeks efektywnosci wynosi 1,5. Niskie wartoéci IC, mieszczce si¢ zazwyczaj mie-
dzy 0,1 a 1,0 mM, sprawiaja, iz zwigzki tworzace biblioteki fragmentéw muszg by¢
testowane przy stosunkowo wysokich stezeniach [91]. Naturalnym ograniczeniem
stosowania biblioteki fragmentéw w badaniach przesiewowych wydaje si¢ by¢ roz-
puszczalnosé samego liganda, ktéra powinna pozwalaé na przygotowanie roztwo-
réw o odpowiednio wysokim stezeniu [92].

Niskie powinowactwo, slaba rozpuszczalnos¢ oraz koniecznos$¢ stosowania
wysokich stezen sprawiajg, iz w badaniach przesiewowych, w ktorych korzysta si¢
z bibliotek fragmentow czgsciej udaje si¢ natrafi¢ na substancje aktywna niz ma to
zwykle miejsce w przypadku analogicznych bibliotek substancji lekopodobnych.

Liczbe czasteczek zawierajacych do 11 atomow, a ktérych masa czasteczkowa
nie przekracza 300 Da szacuje sie na okotfo 13 milionéw, co znaczgco zaweza obszar
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przestrzeni chemicznej, a jednocze$nie rowniez wielko$¢ reprezentujacych ja biblio-
tek fragmentéw. Wielkos¢ bibliotek fragmentéw zmienia sie w dosy¢ szerokim
zakresie miedzy 100 a 500 czasteczek dla typowej wielkosci bibliotek celowanych
dochodzac nawet do 20,000 zwiazkéw w przypadku bibliotek generycznych. Zwykle
jednak typowe biblioteki fragmentéw zawieraja od 2 do 5 tysiecy zwigzkow [93]
reprezentujac przy tym poréwnywalnej wielkosci fragment przestrzeni chemicznej,
co liczace kilka milionéw biblioteki zwigzkéw lekopodobnych [94].

Przygotowujac biblioteki fragmentéw korzysta si¢ zwykle z zasoboéw wirtual-
nych baz danych takich jak wczesniej juz wspomniane bazy GDB-10 czy GDB-13.
Alternatywne podejscie do sposobu konstrukcji bibliotek fragmentéw opiera si¢ na
wyprowadzeniu uprzywilejowanych fragmentéw struktury ze znanych juz czaste-
czek lekéw. Analiza zasobow bazy CMC (ang. Comprehensive Medicinal Chemistry)
dostarczyta 32 typy unikalnych szkieletow, ktdre spotyka sie w blisko potowie zna-
nych lekéw [95]. Laczac w drodze kombinatorycznej uprzywilejowane fragmenty
szkieletow i fancuchéw bocznych [96] wyprowadzono biblioteke SHAPES liczaca
w pierwowzorze 132 fragmenty [97]. Wszystkie zwiazki z biblioteki fragmentow
SHAPES cechuje niewielka masa czasteczkowa miedzy 68-341 Da, dobra rozpusz-
czalno$¢ w wodzie, wysoka trwalo$¢ chemiczna oraz brak tendencji do agregaciji
przy stezeniu 1 mM.

Z kolei procedura kombinatorycznej analizy retrosyntetycznej (ang. Retrosyn-
thetic Combinatorial Analysis Procedure, RECAP) [98] stanowi oryginalne uzupel-
nienie opartej na samym tylko podobienstwie ksztaltow metodzie SHAPES.

Nalezy podkresli¢, iz metody RECAP i SHAPES nalezy stosowac ze szczegdlna
ostroznoscia, czesto, bowiem skladowe fragmenty struktury, wigza sie w zupel-
nie innych miejscach niszy wigzacej, niz czgsteczka wyjsciowego liganda, z ktdrej
zostaly wyprowadzone [99].

Projektujac biblioteke fragmentéw nalezy bra¢ pod uwage réwniez mozliwo-
$ci pozniejszej funkcjonalizacji pierwotnie wyselekcjonowanej grupy fragmentéw.
Nalezy przy tym unika¢ wprowadzania reaktywnych fragmentdéw a w szczegdlnosci
grup funkcyjnych, ktére moglyby zakldcaé przebieg testow enzymatycznych. Te dwa
z pozoru przeciwstawne zadania udaje sie rozwigzywad przez uwzglednienie strate-
gii maskowania reaktywnych grup funkcyjnych [100].

7. BIBLIOTEKI ZWIAZKOW NATURALNYCH

Przyroda dysponujac ograniczong liczbg blokéw budulcowych wypracowata
niespotykang w warunkach laboratoryjnych bioréznorodnos¢. Na Rysunku 4 przed-
stawiono dwa przyklady spotykanych w przyrodzie zwigzkdw organicznych o gra-
nicznym zréznicowaniu struktury.
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Rysunek 4. Przyklady biordznorodnoéci spotykanej w strukturze naturalnych zwigzkéw organicznych:
a) adrenalina, b) antybiotyk glikopeptydowy — bleomycyna

Figure 4. Examples of biodiversity encountered in natural organic compounds: a) adrenaline, b) antibiotic
- bleomycin
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Znanych jest dzi$ wiele mikroorganizméw, ktére przystosowaly sie do zycia
w ekstremalnych warunkach $rodowiska, jakie panujg na lodowcach polarnych
[101], glebinach morskich [102] i ciemnych jaskiniach [103]. Mikroorganizmy
stanowig jedno z najbogatszych zrédet zréznicowanych wzgledem struktury
i wlasciwosci substancji biologicznie aktywnych, ktdre wykorzystuje si¢ obecnie,
jako skladniki aktywne lekéw z grupy antybiotykéw, immunosupresantdow czy tez
obnizajgcych poziom cholesterolu we krwi statyn. Ocenia sie, Zze na Ziemi spotka¢
mozna blisko 1,5 miliona mozliwych gatunkéw grzybéw oraz 1,5 miliondéw gatun-
kow glonéw i organizméw prokariotycznych [104]. Z 250,000 gatunkow roslin, jakie
moga zamieszkiwac ziemie tylko 10% postuzylo dotychczas, jako zZrédio materialu
do oceny aktywnosci biologicznej [105]. Inne Zrédta substancji aktywnych, a w tym
morskie §limaki oraz insekty [106], ze wzgledu na trudno$ci z izolacjg wystarcza-
jacej ilosci zwigzku aktywnego maja obecnie jedynie drugorzedne znaczenie, i nie
beda tu dyskutowane.

Standardowgq biblioteke zwigzkdéw naturalnych przygotowuje sie w oparciu o bio-
réznorodnos$¢ spotykang w krolestwie roslin oraz organizméw prokariotycznych.

W niniejszej pracy ograniczymy sie jedynie do bibliotek substancji naturalnych
pozyskanych z ekstraktow roslinnych. Wybrane metody selekeji gatunkow roslin
bogatych w réznorodne substancje aktywne oméwiono szczegdtowo w wielu pra-
cach przegladowych [107].

Wyselekcjonowany material roslinny [108] poddaje si¢ zabiegom utrwalania,
ktére maja na celu zapobiec enzymatycznej hydrolizie skladnikow aktywnych.
W tym celu surowy material roslinny poddaje si¢ najczesciej suszeniu w umiar-
kowanej temperaturze chronigc go przed dostepem $wiatta [109]. W przypadku
szczegblnie nietrwalych substancji aktywnych materiat rodlinny utrwala si¢ przez
zamrazanie, liofilizacje badz dzialanie par alkoholu. Po utrwaleniu materiat roélinny



758 K.M. ZWOLINSKI, Z.J. LESNIKOWSKI

rozdrabnia si¢ w odpowiednich mozdzierzach do konsystencji proszku, ktéry pod-
daje sie w dalszej kolejnosci procesowi ekstrakeji. Jezeli nie jest znana natura che-
miczna skladnikéw, wowczas procedura izolacji sktadnikéw aktywnych obejmuje
kilka nastepujacych po sobie proceséw ekstrakeji z uzyciem coraz bardziej polarnych
rozpuszczalnikow lub ich mieszanin. Surowy ekstrakt poddaje sie czesto procesowi
usuwania domieszek tanin znanych ze swoich zdolnosci do wytracania bialek [110],
a przez to mogacych wplywac niekorzystnie na przebieg testow enzymatycznych
stosowanych w badaniach przesiewowych.

Surowy ekstrakt przyjeto wiaczac si¢ do biblioteki zwigzkéw naturalnych, jed-
nak obecne w ekstrakcie domieszki substancji cytotoksycznych moga skutecznie
maskowa¢ aktywno$¢ pozostalych skladnikéow. Z tego wzgledu surowy ekstrakt
zwykle poddaje sie procesowi subfrakcjonowania upraszczajac w ten sposdb iden-
tytikacje poszczegdlnych skladnikéw [111]. Chociaz w zaleznosci od zastosowanej
metody oczyszczania poszczegolne subfrakcje moga nawet w znacznym stopniu
réznic si¢ czystoscia, to zwykle jednak przewazaja mieszaniny kilku tylko sktadni-
kéw W przypadku odnotowania aktywnosci w badaniach przesiewowych zebrane
subfrakcje rozdziela sie w preparatywnym systemie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) na indywidualne skladniki, ktére bada si¢ ponownie pod kgtem
pozadanej aktywnosci.

Z kolei w popularnej strategii frakcjonowania nakierowanego na bioaktywnos¢
[112] (ang. bioactivity-guided fractionation), surowy ekstrakt rozdziela si¢ bezpo-
$rednio z pominig¢ciem etapu subfrakcjonowania na frakcje indywidualnych sklad-
nikéw, z ktorych kazda poddawana jest z osobna testom przesiewowym. Zdarza si¢
jednak, iz w trakcie procesu frakcjonowania traci sie bezpowrotnie te sposréd sklad-
nikow aktywnych, ktére w ekstrakcie wystepowaly w nieznacznych tylko ilo$ciach.

Ponadto strategia frakcjonowania nakierowanego na bioaktywnos$¢ pomija
aspekt synergizmu farmakodynamicznego [113], w ktérym przyjmuje si¢, ze za
obserwowany efekt biologiczny odpowiada kombinacja skladnikéw aktywnych.
Efekt synergizmu farmakodynamicznego [114] obserwowano juz wcze$niej min. w
badaniach nad sktadnikami zen-szenia wlasciwego (fac. Panax ginseng) [115], gdzie
material roslinny wykazywal wyzszg aktywnos¢ niz mogloby to wynika¢ z prostego
sumowania aktywnosci poszczegdlnych jej skladnikow.

Stosowanie frakeji czystych sktadnikéw w testach przesiewowych ma jednak
te dodatkowq zalete, iz pozwala nieznacznie ograniczy¢ koszty badan struktural-
nych gdyz tylko frakcja sktadnika aktywnego poddawana jest szczegélowej analizie
fizykochemicznej. Z drugiej jednak strony polgczenie zaawansowania technik prze-
plywowych i metod spektroskopowych, a w szczegdlnosci metod magnetycznego
rezonansu jadrowego, pozwala dzi$ ustala¢ strukture zwigzkéw naturalnych wyizo-
lowanych w ilosci nie wiekszej niz 1 mg [116].
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Rysunek 5. Najpopularniejsze strategie przygotowywania i przesiewania bibliotek zwigzkéw naturalnych:
a) subfrakcjonowanie, b) frakcjonowanie nakierowane na bioaktywnos¢

Figure 5. The most common strategies of preparation and activity screening of natural compounds libra-
ries: a) subfractionation, b) subfractionation focused on bioactivity

Niestety biblioteki zwigzkow naturalnych nie s pozbawione szeregu wad, ktére
znacznie ograniczaja mozliwoéci ich praktycznego wykorzystania. Po pierwsze,
przygotowanie kolekcji zwiazkéw naturalnych jest bardzo kosztowne obejmuje,
bowiem konieczno$¢ sprowadzenia z odlegtych zakatkéw rzadkich a przez to dro-
gich gatunkow roélin, zwierzat i grzybéw. W przypadku stwierdzenia obecnosci
substancji aktywnej w badanym ekstrakcie nalezy wykona¢ zmudny a przy tym cza-
sochlonny zabieg dekonwolucji mieszaniny, ktéry pozwala zidentyfikowa¢ skladnik
aktywny. W przypadku, gdy uda si¢ wyizolowaé nieopisany jak dotad w literaturze
zwigzek nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania zmierzajace do ustalenia struk-
tury, ktore wymagaja stosowania zaawansowanych metod spektroskopowych [117].
Nierzadko zdarza si¢ jednak, iz z trudem wyizolowana substancja aktywna znana
jest juz od dluzszego czasu, a co gorsza juz zostata opatentowana. Podobna sytuacja
miala wcze$niej miejsce np. w przypadku ginkgolidéw wyizolowanych z ekstraktu
z Ginkgo biloba [118]. Aby unikna¢ kosztownej izolacji znanych juz zwigzkow sktad
surowych ekstraktow ocenia si¢ przy wykorzystaniu metod chromatograficznych
i spektroskopowych [119]. Przykladowo niewielka probke surowego ekstraktu roz-
dziela si¢ metodg chromatografii cienkowarstwowej, a wybarwione specjalng mie-
szaning wywolywacza skladniki ekstrahuje si¢ z adsorbenta polarnym rozpuszczal-
nikiem. Zarejestrowane dla otrzymanego roztworu widmo spektrofotometryczne
poddaje si¢ analizie poréwnawczej z wczesniej przygotowana biblioteka widm zna-
nych zwigzkow.

Z kolei nowo zidentyfikowana substancja aktywna czesto wystepuje w ekstrak-
cie w ilo$ci niewystarczajacej do dalszej ewaluacji jej wlasciwosci farmakologicz-
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nych. O ile to mozliwe proces izolacji substancji aktywnej nalezy wéwczas powto-
rzy¢ w skali technicznej. Jak to juz wczesniej oszacowal McChesney [120] 50 kg
surowego materialu wystarcza do pozyskania okoto 500 mg aktywnego skladnika
w postaci nadajacej si¢ do uzycia w wigkszosci biotestow.

Natomiast badania przedkliniczne a pdzniej rowniez testy kliniczne wymagaja
az 2 kg czystej postaci zwigzku aktywnego, ktérg mozna pozyskaé wykorzystujac
do tego celu nawet 200 ton wyjsciowego materialu. Przykladowo 12 tysigcy drzew
cisa zachodniego (fac. T. brevifolia) dostarcza 27 tysiecy ton kory, co wystarcza do
izolacji zaledwie 2,5 kg taksolu, zwigzku o udowodnionej aktywno$ci przeciwnowo-
tworowej [121].

Z tego wzgledu nalezy rozwazy¢ rowniez alternatywne zrédla pozyskiwania
wiekszych ilo$ci substancji aktywnych. Alternatywne metody pozyskiwania taksolu
opierajg sie na zastosowaniu kultur komdrkowych oraz kultur korzeni wlo$nikowa-
tych [122]. Nalezy tutaj wspomnie¢ rowniez o mozliwo$ciach wykorzystania metod
inzynierii genetycznej, ktorych pelniejsze wykorzystanie pozwoli otrzymywac zado-
walajace ilo$ci zwigzkow aktywnych ze szczepow modyfikowanych genetycznie
[123].
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