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Metody pozyskiwania

substancji leczniczych

Nowoczesne metody projektowania lekow
- chemia kombinatoryczna
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[zolacja z surowcow naturalnych
—jak np. rosliny, tkanki zwierzece

Biosynteza z wykorzystaniem
mikroorganizmow, hodowli
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Modyfikacja chemiczna
substancji uzyskanej na
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Przyklad zwigzku otrzymywanego na drodze biosyntezy,
poddawanego modytikacji chemicznej: Tacrolimus,
immunosupresant, inhibitor kalcyneuryny

Pozycja, w ktorej
przeprowadza SIQ

Immunophilin1i2 (FKBP12)

e

"Binding Domain" "Effector Domain

I

Calcineurin

«23-cztonowy makrolakton o bardzo ztozonej izomerii optycznej
14 wegli asymetrycznych, izomeriacis-trans ( Z-E), tautomeria




Lek syntetyczny .
—od pomystu do wdrozenia

Wybor jednostki chorobowej

Okreslenie miejsca dzialania leku
Okreslenie testu biologicznego

Znalezienie struktury wiodacej

Okreslenie zaleznosci miedzy budowa a dzialaniem biologicznym (SAR)
Identyfikacja grupy farmakoforowej

Poprawienie oddzialywania miedzy strukturg a miejscem dzialania
Poprawienie wlasnosci farmakokinetycznych

Patentowanie

Badanie metabolizmu

Badanie toksycznosci Zadania dla
Opracowanie procesu technologicznego syntetyka

Badania kliniczne
Wprowadzenie do obrotu



Jak to wyglada w praktyce (przyktad)2
slc % Y .

4 Decyzja - cel badawczy: chcemy znalez¢ innowacyjny lek przeciwdepresyjny, lepszy
niz obecnie stosowane

dZakladamy na podstawie danych literaturowych, ze powinien wiazac sie z
receptorami 5HT ,

dZaktadamy screeningowe badania wigzalnosci z receptorem sHT, ,
UZaktadamy, ze bedzie to struktura podobna do naturalnego liganda receptora

serotoninowego (to bedzie struktura wiodaca)
HO
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QOkreslenie zaleznosci miedzy budowa a dziataniem biologicznym (SAR):

Syntezujemy lub projektujemy in silico setki struktur i testujemy ich wigzalnosc z
receptorem a nastepnie poszukujemy elementéw czasteczki poprawiajacych lub
pogarszajacych oddzialywania z receptorem


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f0/Serotonin.svg

Oldentyfikacja grupy farmakoforowej:

Farmakofor -zbior cech sterycznych i elektronowych, ktére sa niezbedne dla
optymalnego oddzialywania z celem molekularnym.

Farmakofor nie jest rzeczywista czasteczka a czysto abstrakcyjnym tworem.

Naktadanie zwigzkow z uwzglednieniem swobody
konformacyjnej

UPoprawienie wlasnosci farmakokinetycznych


http://bioorganic.ch.pwr.wroc.pl/images/5/55/Dd11.pdf
http://bioorganic.ch.pwr.wroc.pl/images/5/55/Dd11.pdf

Zaprojektowanie nowych zwiazkow. Otrzymany zwigzek jest ponad 25 razy bardziej
aktywny. Moze ,hit”?

Co dalej? Badania przedkliniczne in vitro, in vivo (ADME Tox), opracowanie postaci leku,
opracowanie technologii otrzymywania, badania kliniczne ....... Moze sukces?



PROCES OPRACOWYWANIA NOWEGO INNOWACYJNEGO LEKU

odkrycie 12 lat 1 lek

: i { ]

: : H '

: H H 1

1 i : '

: : { 1

: : H 1

: H : 1

: : '

8000 250 5 i : 1 -
czgsteczek - czasteczels s czgsteczek ; | czgsteczka E
H H H !

: : H 1

' H H '

' H H !

H H H '

i i H 1

H H ' r

: H H !

LEGEDTE] badania dopuszczenie
przedkliniczne kliniczne do obrotu / rejestracja

FAZAI: FAZA II: L Faza IV:

4 2 L4, Populacyjne badanie %
Bezpieczenstwu Efektywnosc pu acy) : Dtugoterminowe
u ludzi w chorobie bezpieczenstwo

efektywnosci
i bezpieczenstwa
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Innowacyjna firma Wspétpraca Produkty stanowigce

farmaceutyczna przeznacza z naukowcami nowe lub ulepszone
$rednio 18% dochodéw i badaczami opcje terapeutyczne w stosunku
na badania i rozwéj w réznych krajach do terapii dotychczas dostepnych

Zrddto: Europejska Akademia Pacjentow, Tworzenie lekdw. Etap 1: okres poprzedzajqcy odkrycie leku, https.//www.eupati.eu/pl/opracowywanie-leku/twor 2nie-lekow-etap-1-okres-popredzajacy-odkrycie-leku/
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Struktura wiodaca i jej poszukiwanie

Struktura wiodaca- zwigzek chemiczny ktory wykazuje
pozadane wlasciwosci biologiczne, czyli okreslony
kierunek dzialania.

Stanowi punkt wyjscia do poszukiwania nowego leku,

nie musi dzialac¢ silnie, moze wykazywac dzialania
niepozadane.



Zrédta struktury wiodacej

Surowce naturalne:

rosliny, zwierzeta, organizmy morskie, mikroorganizmy

Lowastatyna, statyny typu II (analogi syntetyczne)
metabolit grzybow atorwastyna, fluwastatyna,
rosuwastatyna, pitawastatyna



Poszukiwanie nowych struktur wiodacych w srodowisku
naturalnym - przykiad

Skrining

2K[HKIng chemiczny

biologiczny

87 58

Skrining
farmakologiczny

87

Procentowy rozktad aktywnosci (n = 268) w przypadku ekstraktow z
morskich promieniowcéw z rodzaju Streptomyces. (wg O Kayser)



2. Zwiazki syntetyczne:
Zwiazki otrzymane w zespolach naukowych, zakupione
przez firmy farmaceutyczne lub przez nie syntezowane,
czesto otrzymywane jako produkty posrednie, lub w
zamysle przeznaczone do dalszych badan chemicznych

[zoniazyd - lek
przeciwgruzliczy


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/48/Isoniazid_skeletal.svg

4. Istniejace juz leki:

-Leki firm konkurencyjnych sa wykorzystywane jako
struktury wiodace do otrzymania zwigzkow o tym samym
kierunku dzialania.

-Leki o znanych i ,interesujacych” dziataniach
niepozadanych moga by¢ wykorzystywane do
poszukiwania lekdw o innym kierunku dziatania

Kaptopril - lek
obnizajacy ci$nienie
org Sqiubb

Lizynopril (Merck), Enalapril (Merck),
Cilazapril (Hoffman LaRoche


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e1/Captopril_skeletal.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/13/Lisinopril.svg

Prometazyna lek przeciwhistaminowy o Chloropromazyna, zwiazek o
stwierdzonym dziataniu uspokajajacym  podwyzszonej aktywnosci uspokajajacej ,
neuroleptyk


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/03/Chlorpromazin.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/78/Promethazine_Enantiomers_Structural_Formulae.png

4. Naturalne ligandy i modulatory

5-hydroksytryptamina

Sumatriptan - agonista receptora 5-HT1

(5-HT)
OH Propranolol -
H nieselektywny

antagonista
receptorow [3-
adrenergicznych,

[zoprenalina - Acebutolol -

neurotransmiter \r kardioselektywny

Bi1-bloker


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f0/Serotonin.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3a/Sumatriptan_Structural_Formula_V.1.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1e/Isoproterenol.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/34/Propranolol-2D-skeletal.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/47/Atenolol.svg

5. Synteza kombinatoryczna
6. Projektowanie in silico

7. Przypadek (!)

Iproniazyd - stosowany poczatkowo w gruzlicy, powodowat
niespodziewanie pogodny nastroj pacjentow . Badania doprowadzity do
otrzymania nowych lekéw antydepresyjnych - inhibitorow
monoaminooksydazy.

Imipramina -analog chloropromazyny, otrzymano jako potencjalny lek
antypsychotyczny. Zapoczatkowal wprowadzenie do terapii tricyklicznych
lekéw przeciwdepresyjnych.



W trakcie poszukiwan czystych antagonistow receptorow

B-adrenergicznych zaplanowano ciag syntez w ktoérych substratem byt
B-naftol.

Ze wzgledu na brak w magazynie B-naftolu do syntezy wykorzystano o.-

naftol uzyskujac propranolol, (czysty antagonista, 20 razy bardziej
aktywny od znanego wéwczas pronetalolu)

Grupa
wigzaca

Cr
—_—

B-Naftol

wigzaca ! N /l\
: H

Propranolol

Otrzymana pozniej analogiczna do propranololu pochodna f-naftolu okazata
sie znacznie mniej aktywna
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Zaleznosc¢ miedzy budowa leku a
jego dziataniem (SAR)

Sposoby projektowania lekow:

Zmiana ,ksztaltu” potencjalnego leku, aby mogt sie lepiej
,dopasowac¢” do receptora

Zmiana wlasnosci fizycznych leku, wplywajacych na
dystrybucje, metabolizm i oddzialywanie z receptorem

Wymaga to syntezy szeregu analogow danego zwiazku



Projektowanie lekow

Strategie poprawiajace oddzialywania miedzy lekiem a
miejscem jego dziatania:

Wymiana podstawnikéw

Powiekszenie czasteczki

Wydtuzanie lub skracanie tancucha
Powiekszanie lub zmniejszanie pierscienia
Wymiana pierscieni

Kondensacja pierscieni

Wprowadzanie grup izosterycznych
Upraszczanie struktury czasteczki
Usztywnianie czasteczki



Przyktadowe wyniki analizy zaleznosci struktura-aktywnosc dla
B-blokerow - aryloksypropanolamin

Struktura wiodaca -
izoprenalina l‘
Odpowiadaja za
aktywnos¢
wewnetrzng

Podstawienie
obniza aktywnos$¢

A
Zaangazowane & Ry T
& ; Rozgalg¢zienie 1 wydtuzenie,

w wigzanie wodorowe ’,' !
z receptorem " /'\/\\ J\ I(;bydwa:i kc;;zystne_.
e asuje do kieszeni
© g ” B hydrofobowej

OH “~._ Istotne oddzialywanie
o ~ za poSrednictwem
\ . . .
\ wigzania jonowego

Istotne oddziatywanie
za posrednictwem
wigzania wodorowego

e o
Zamienne

z pier§cieniem
heteroaromatycznym

Propranolol - zaleznosci struktura /aktywnosc w grupie arylopropanolamin


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1e/Isoproterenol.png

Metoda QSAR (quantitative
structure-activity relationship)

Metoda zaklada mozliwos¢ okreslenia przewidywanej
aktywnosci biologicznej czasteczki na podstawie odpowiednich
parametrow fizykochemicznych wynikajacych z jej struktury.

Zaleznosci te okreslane s3 ilosciowo.

Najczesciej brane s3 pod uwage : hydrofobowos¢, wiasciwosci
elektronowe i steryczne - te parametry mozna stosunkowo
latwo zmierzyc¢.

Sprawdza sie dla niektorych klas zwiazkow.



Synteza kombinatoryczﬁa

Synteza kombinatoryczna pozwala na wytwarzanie w krotkim czasie
bardzo duzej liczby zwiazkéw w ilosciach submikro.

Celem jest poddanie ich badaniu dziatania na okreslone receptory
komorkowe (agonistycznego badz antagonistycznego).

Stosowane metody badan aktywnosci ( immunofluorescencyjne czy
radioimmunologiczne) pozwalaja na uzycie pikomolowych ilosci
substancji.

Zaréwno proces syntezy jak i badania aktywnosci farmakologicznej s3
zautomatyzowane .

Wysoko wydajny skrining to technika okreslana jako HT'S (ang. High
Throughput Screening), ktora prowadzi do miniaturyzacji i automatyzacji
oraz umozliwia testowanie znacznej liczby probek.

Dzieki opracowanym zminiaturyzowanym testom plytkowym mozna
przebadac kilka tysiecy probek w mikrostudzienkach, zawierajacych po
ok. 1 pl reagentow



Synteza tradycyjna a synteza kombinateryczna

A+B

Traditional

Metod3 tradycjna w ciagu miesigca jeden chemik moze
otrzymac okolo 4 struktur, metoda kombinatoryczng mozna
otrzymac okoto 3300 zwigzkow .

Jest to synteza tzw. bibliotek zwiazkow.


http://www.google.pl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=88kosag8AW5zKM&tbnid=utLxas56vFM4kM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.answers.com/topic/combinatorial-synthesis&ei=mRNCUtj0NdOGswbLl4FQ&bvm=bv.53077864,d.d2k&psig=AFQjCNGJE5qbV0CtJhbwY2Cjq8b6s2Krxw&ust=1380148497893802

STRATEGIES
o-"""/

Conventional Combinatorial

One molecule at a time Many molecules at a time
Make — Purity — Test Make — Test — Purity

hudreds of molecules Thousands of molecules
a month a month
Slower lead generation — Faster leads generation
High risk of failure Low risk of failure
R ‘_'_‘_‘_,.-‘-""#—
Synlergy
LEAD IDENTIFICATION



http://www.google.pl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=YbkEcM7Fga0roM&tbnid=f6_0vBtEcJfhwM:&ved=0CAUQjRw&url=http://chem3513-2007.pbworks.com/w/page/15648417/Combinatorial%20Chemistry&ei=OBlCUqPIFq3Y0QWK_oGoCA&bvm=bv.53077864,d.d2k&psig=AFQjCNFqrHrvsmGHtwshImWHJBKH27DC8w&ust=1380149832670079

Stosowane metodyki

Synteza w roztworach

Synteza na nosnikach (kulki zywicy)
Wprowadzit Bruce Merrifield laureat Nagrody Nobla z

dziedziny chemii w 1984 for
Idea syntezy na nosniku statym:

- Substrat jest przylaczany do chemicznie obojetnych,
mikroskopijnych kulek nosnika stalego — zywicy.

- Po kazdym etapie syntezy nie przereagowane reagenty sa
odmywane, produkty pozostaja zakotwiczone do nosnika.

- Po zakonczeniu syntezy produkt jest uwalniany od nosnika.



SVepace

Core Spacer Linker Scaffold

Core - rdzen -kulka polistyrenowa

Spacer - odstepnik — nie zawsze obecny; np. glikol polietylenowy

Linker - 1acznik - nie zawsze obecny; ulatwia uwolnienie zsyntetyzowanej
substancji

Scaffold - szkielet-syntetyzowana substancja, uwalniana po syntezie
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Zalety syntezy na nosniku statym:
skrocony catkowity czas syntezy
latwosc izolacji produktu (filtracja)
mozliwos¢ automatyzacji
wysoka efektywnosc syntezy

Wady:

Trudnosci zwigzane z koniecznoscia osadzania zwiazkow
na podtozu i pozniejszego ich uwalniania.



W syntezie kombinatorycznej stosowane s3
dwie podstawowe metodyki:

Synteza rownolegla
dajaca biblioteke pojedynczych zwigzkow,

opracowana w potowie lat osiemdziesiqtych przez Mario Geysena
zwigzanego obecnie z Glaxo Wellcome.

Metoda split-and-mix (dziel i mieszaj)

w wyniku ktorej powtsaje mieszanina wielu
zZwigzkow

opracowana w korncu lat osiemdziesigtych przez Arpada Furka, obecnie
zwigzanego z firmq Advanced Chem-Tech w Louisville (Kentucky).



Synteza rownolegta

Produkty syntezy powstaja w oddzielnych naczyniach
reakcyjnych - czesto w zaglebieniach tzw. plytki
mikromiareczkowej, w innej metodyce - w pojemnikach
przypominajacych torebki z herbata (Tea-bags method).
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/Techniki syntezy kommee
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2 sets of 3 reactions offer

9 products bound to solid support

Na kazdym etapie produkty syntezy sa rozdzielane i osobno poddawane
kolejnej reakgji.

Biblioteke 9-elementowa otrzymuje sie po przeprowadzeniu 12 reakcji


http://www.google.pl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=GPje4b1viX7zCM&tbnid=Q8PKisPLsTL6sM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.accessscience.com/search.aspx?rootID=791629&ei=LyNCUrnDEqqs0QXi9oDwAQ&bvm=bv.53077864,d.d2k&psig=AFQjCNHcl-Q_TU5LxWUIt2cGLQNbeSMCBw&ust=1380152378065910

Metoda split-and-mix
(dziel i mieszaj)

/

-
' B

Po pierwszym etapie produkty syntezy s3 mieszane, ponownie

rozdzielane i poddawane kolejnej reakgji.

Biblioteke 9-elementowa otrzymuje sie po przeprowadzeniu 6 reakgji.



Poszukiwanie zwigzkéw aktywnych w tej metodzie syntezy
jest prowadzone przez metody posrednie: prowadzi sie
badanie aktywnosci catych bibliotek (mieszanin)

Wydaje sie to szybsze, niz badanie pojedynczych zwiazkow;,
ale obarczone jest powaznymi wadami:

- aktywnos¢ moze pochodzic¢ od jednego jak rowniez
od calej grupy zwiazkow
- poszczegolne zwiazki w bibliotece moga wzajemnie
wygaszac swoja aktywnosc
Wystepuja rowniez ktopoty z identytikacja zwigzkow —
tak powazne, ze wiekszosc firm stosuje raczej metody

syntezy rownolegte;



Biblioteki zwigzkow —efekt
syntezy kombinatoryczne]

Etapy prac

Uprzygotowanie biblioteki zwigzkow
dbadanie aktywnosci biblioteki

4 identyfikacja aktywnego skladnika

000000000000
000000000000

000000020000
Y Yololelele (Dol X I

000000000000
ooooooc¢o
000000000000
000000000000

O — Positive hits

U okreslenie struktury aktywnego skladnika


http://www.google.pl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=i7Ld-wlGeWwnYM&tbnid=kZhNulNItWc7DM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.chemistry.nus.edu.sg/people/academic_staff/zenghq.htm&ei=0iRCUufxG8a_0QXmzoHwDA&bvm=bv.53077864,d.d2k&psig=AFQjCNGh09wiwg_8_vhLT_dKDvihFr0cKA&ust=1380152817925896

Identytikacja aktywnego zwigzku



http://www.google.pl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=uBy3v53gcr_h_M&tbnid=wONCdn-m9rEKgM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.urmc.rochester.edu/labs/Miller-Lab/projects/dynamic_combinatorial_chemistry&ei=ghRCUuqpCsTOswaX3oDIBw&psig=AFQjCNGJE5qbV0CtJhbwY2Cjq8b6s2Krxw&ust=1380148497893802

Synteza kombinatoryczna w projektowaniu
| optymalizacji struktury leku

Etapy prac Mozliwos¢ zastosowania
Okreslenie miejsca dzialania leku  gyntezy kombinatoryczne;

!

Poszukiwanie struktury wiodacej Synteza kombinatoryczna

- (syntezaréwnolegla,
powstaja pojedyncze
zwiazki , metoda split and
mix, powstaje mieszanina
zwigzkow)

Okreslenie zaleznosci miedzy budowa

a dzialaniem biologicznym (SAR)

Izolacja i identyfikacja zwiazku
aktywnego

Synteza kombinatoryczna
Optymalizacja struktury wiodacej S~ (synteza rownolegla,

(poprawienie oddzialywania miedzy struktura powstaja pojedyncze
a miejscem dzialania, poprawienie wlasnosci zwiazki)
farmakokinetycznych)



