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Nekaj zgodovine

Odkritje penicilina

* Odkritje Alexandra Fleminga I. 1928: glivice rodu Penicillium
izloCajo snovi, ki zavirajo rast stafilokokov — ime penicilin

« Konec 30-ih let 20. stoletja Florey, Chain izolirajo penicilin: prvi
odkrit beta-laktamski antibiotik

* Prvi uspesen poskus na Cloveku leta 1941

“Penicillin
happened,

it came out of
the blue.”

A. Fleming,
1930.
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Nekaj zgodovine

Sulfonamidi — zacetek ere kemoterapevtikov

« Gerhardt Domagk, 1932, azo-barvila delujejo protibakterijsko

» Azo-barvila se kovalentno vezejo na proteine blaga ali usnja —
kovalentna vezava na bakterijske proteine —
bakteriostatiCno/cidno delovanje

 Mehanizem delovanja odkrijejo Ernest Fourneau in sodelavci na
Pasteur Institute/Paris
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Tradicionalni nacin OGKrlvanja
zdravilnih uéinkovin

bioloski) testni .
( siste)m Rezultati

= uéinek'

\ [ (kandldatl za)

ucinkovine

kemijska -
optimizacija
« Vecinoma princip poskus-napaka (trial-and-error)
« “serendipity”
« Takojsnje odkrivanje ucCinkovin
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UdKrlvanjellzumIJanje zdravila
.@ Izbira bolezni

s

lacija tarce,
e vpletena v
olenje (2-5 let

Predkliniéna testiranjz Klinicno
(1-3 let) preizkusanje
(2-10 let)
Formulac:ja
Marketing Authorization
Application (EMA) FDA odobritev

(2-3 leti) ————
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KliniChe studije

1 spojina

Odobravanje zdravila po ]
izbrana

Food & Drug Administration

Faza lll: Potrditev uCinkovitosti in spremljanje
stranskih u€inkov skozi daljSo uporabo na 1,000 do
5,000 bolnikih prostovoljcih.

Faza Il: UCinkovitost in iskanje stranskih N 3WD rlf gAp p I i catl O n
ucinkov na bolnikih prostovoljcih (N DA)

Faza l: Varnost in odmerjanje na 5 spojin v i ihi
100 do 200 zdravih prostovoljcih. klini¢ne tes et: :;t:‘ ztze (I;) (()) okl:r:'il:)l $
- ’

5,000-5,000,000
spojin v testiranju
Odkritje in predklini€na testiranja na

laboratorijskih zivalih. étudije varnosti,
bioIoer aktiv|nosti in f|ormulacijF. | |

0 2 4 6 8 10 12 14 Leta 16



r Taiio A LR I
![J‘ﬂcultr of pharrzzacy

|zbira bolezni

KljuCno vpraSanje — kaj je prioriteta farm. industrije:

 Ali lahko profit od prodaje zdravila opravicCi stroske
razvoja”?

« Cilj “Big pharma” predvsem kroni¢ne bolezni

razvitega sveta — hipertenzija, ulkus, hiperlipidemija...

I/nhlll |rnnr\n’)
NUITAUICI LA f

“Orphan drugs”

Stratesko podrocje, znanost pride na vrsto kasneje
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Rank
2006 Brand Nameijs)
1 Lipitar

2 Advair, Seretide

3 Plavix, |scover

4 Mexium

5 Morasc

B Femicade

7 Enbrel

8 Iyprexa
8 | Diovan
10 | Risperdal

pharrzzacy

Generic Name

Atorvastatin

Fluticasone +
Salmeteral

Clopidogrel

Esomeprazale

Armlodipine
Irfliximab

Etanercept
Olanzapine
YWalsartan

Risperidone

Sales 2006
[UED0 millions)

14 365

B124

B 057

5182
4 BEb

4 425

4379
4,364
4223
4,183

Change
from
2005

75

12%

5%
12%

3%
23%
20%

4%
15%
18%

Companyiies)

Pfizer, Astellas Pharma
GlaxoSmithkline
Bristol-Myers Squibb,
Sanofi-Aventis
Astraleneca

Pfizer

Johnson & Johnson,
achering-Plough, Tanabe

Amgen, YWyeth
Eli Lilly
Maovartis

Johnszon & Johnson

Disease/Medical Use

Cholesteral

Asthma

Thrombotic events

Gastrointestinal disorders

Hypertension
Rheurmatoid arthritis

Rheumatoid arthritis
schizophrenia
Hypertension

=chizophrenia

http://www.drugs.com/top200.html

First
Approval
Date

Dec-1996

Aug-2000

Mow-1997

har-2000
Jul-1952

Aug-1998

Mow-1598
oep-19596
Dec-1996
Dec-19593
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Figure 1 |FDA drug approvals. New molecular entities and biologic license applications approved

by the US FDA by year.
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Neka] dejstev

* Vec€ kot 90% zdravil prinasajo manj kot
180 mio%/leto

* ~7/0% ne povrne stroskov R&D
» 1Stroski marketinga — dosegajo R&D

e ACtradli klinidnih nraizlkii&ani 5Ya¥alala
|QLI UDr\I r\IIIIIbIIIII IJIUILI\UDGIIJ \LU VUV —

30,000 subjektov v Il fazi)
« tkompetitivhost genericne industrije
 Ali se je "Big pharma” ujela v svojo igro?
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Iskanje/validacija tarce

Validacija tarce:

“Drugability”

« Celicna lokacija

« Razvoj rezistence/tolerance
« Stranski ucCinki
Selektivnost, specificnost

« Bakterijske, virusne tarCe niso prisotne v sesalskih
org. — selektivna toksicnost!,

* Endogene tarCe — selektivnost med podtipi
receptorjev, selektivhost med izoencimi
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Izbor testnega sistema

o | Jl _@)@@‘ =) ©) mm ﬁ. o8

estni sistem fooRoEeREe

In vitro: na izoliranih makronji=
mikroorganizmih, (tkivih, ofji#=s=s=8

* Zarutinska testiranja, merjenje interdjg

« HTS — avtomatizirano testiranje mno ! @
hkrati

« Primer — afiniteta do receptorja
* Ne merijo kliniCnega ucinka, stranskih ucinkov, prec

In vivo: na testnih zivalih

* Fizioloski ucCinek, stranski ucinki
 Metabolizem
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Odkrivanje/izumljanje ucCinkovine

’r UCINEK NA
IZOLIRANEM

- » - RECEPTORJU!
Zadetek (Hit)

Spojina vodnica
(1-10 spojin)

5,000,000)
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Spojina vodnica?

« Kaj je “zadetek”
» Kaj je spojina vodnica?
« Kako do spojine vodnice?
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Spojina vodnica/ucinkovina

Zmerna afiniteta do tarce (in
vitro): v uM obmog¢ju

Visoka afiniteta (in vitro):
v nM obmogju

Izjemna afiniteta (in vitro): v nM
obmocju

BioloSki ucinek (in vivo)

Biolo$ki u€inek (in vivo)

Selektivnost

Selektivnost

Patentibilnost

Patentibilnost

Nizka toksicnost (in vitro), hERG

Nizka toksi¢nost (in vivo),
teratogenost, Minimalne interakcije
z drugimi ucinkovinami

Jasen odnos struktura-ucinek

Visoka bioloSka uporabnost

Predvidljiv metabolizem

Minimalna rezistenca/toleranca

Kemicna stabilnost

Topnost
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Iskanje spojine zadetka/vodnice

Osnovni principi Neracionalni pristopi

e SistematiCno testiranje: naravnih spojin, sinteznih
spojin, znanih ucinkovin

¢ KliniCna opazanja: nove indikacije na osnovi
stranskih ucinkov, metaboliti znanih ucinkovin

e Cisto nakljugje

e Terapeviske kopije

¢ Resetanje visoke zmogljivosti (HTS = high-
throughput screening)

e Racionalno nacrtovanje
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Testiranje naravnih spojin

Bioloska raznolikost na planetu

* 61% malih molekul (NKE), ki so bile uvedene kot
ucinkovine med 1981-2002 izhaja iz vodnic
naravnega izvora

INKE = nove kemiCne entitete/

« Odstopanja navzgor pri:
Protitumornih uc¢inkovinah 74%
Protibakterijskih u€inkovinah 78%

J. Nat. Prod. 2003, 66, 1022.
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Testiranje naravnih spojin

Rastline

e Do 500,000 vrst; izjemna raznovrstnost

¢ Mnogo sekundarnih metabolitov: alkaloidi, terpeni, glikozidi,
flavoni

Kokain (Erythroxylon coca)

e Ekstrakt listov koke Siroko uporabljan
® |zoliran 1855

e 1884 Karl Koller — uporaba v

oftalmologiji e o,
e | okalni anestetik o kokain
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Testiranje naravnih spojin

Simvastatin IC5, =23 nM
Mikroorganizmi
e Hitro razmnozevanje — velika produkcija

HO, (0]
\q
0 z
= VH
e Metaboliti, kompleksne biomolekule, toksini CH%O g
. . . . T . N 3 /// 3? H \\\H
e Morski organizmi, organizmi iz ekstremnih pogojev = CH(;ES,W
CH\3\‘
HO, (0]
\Cl/
o] ;
B
o
S H H

Mevastatin (Penicilium citrinum)
* inhibitor hidroksimetilglutaril-koencim A reduktaze

(HMG-CoA reduktaza)
» Akira Endo (1971); iskanje inhibitorjev HMG-CoA

kot potencialnih antimikotikov ot _
« Michael Brown, Joseph Goldstein; inhibicija O~ NP

endogene HMG-CoA — inhibicija biosinteze
holesterola Mevastatin 1C5, = 23 nM
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GH

tetrodotoksin
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Talidomid

*Erythema nodosum leprosum — inhibitor TNF-a
*Chronova bolezen (CB) - inhibicija biosinteze TNF-q.,
odzivi na CB v dveh pilotnih kliniCnih testiranjih

* Inhibitor angiogeneze — protitumorna ucinkovina
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ReSetanje sinteznih spojin

Vertikalno reSetanje
o Testiranje le ene serije sorodnih spojin na Stevilne tarCe

Benzodiazepini

° Odkriti 1954, Leo Sternbach
o Nov tip spojin — mnozica testov, odkrit anksiolitiCni uCinek

Cl

diazepam
N
O ﬁ) _MeNH, \§ \§
8,

@

O O klordiazepoksid O

Cl
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KliniCha opazanja

Sildenafil (Viagra) je bil razvit za 0 Me

zdravljenje angine pectoris in hipertenzije g0 un | N\N

Nizka aktivnost v Fazi Il uCinkovino vrnili SN
CsH7

nazaj v Fazo |

Prostovoljci poro¢ali o poveéani erektilni ° ldenai
funkciji [ ] (Viagra)
Inhibicija fosfodiesteraze tipa 5

Prva ucinkovina v terapiji erektilne
disfunkcije
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Cisto nakljudje

Gumarska industrija

H;C Disulfiram
(antabus)
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\Faculty of pharmiacy
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Terapevtske kopije (“me too”)

Sildenafil (Viagra®)
 prvi inhibitor PDE-5; Pfizer

N/

Registriran 1998 > 1 1)
» Registriran K\N/S\Q\A“
/”\) N

Vardenafil (Levitra ®)

« Bayer, GSK M
» Registriran 2003 i “ //N
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Resetanje visoke ZmOgUIVOStI
(HTS)

« ResSetanje = screening = (nakljucno) biokemijsko, genetsko in/ ali
farmakolosko testiranje

« Kako povecati “output’? Testni sistem za testiranje velikega

nabora raznovrstnih spojin! '

e (o vhn id Staviln tactirani
=’ 1 CA W\ I LI CAL LI

CAVI I UL\JV

verjetnost a zadetke
« zadostna koliCina proteina (tarCe) za testiranje

« V zacCetku 90’: razvoj molekularne in celiCne biologije —
dostopnost stevilnih rekombinantnih proteinov — tarce
za resetanje!
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Resetanje visoke ZmOgUIVOStI
(HTS)

 HTS= High-throughput screening (resetanje visoke
zmogljivosti) — robotizirano nakljucno resetanje
ogromnega Stevila spojin na in vitro testih
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Resetanje visoke ZmOgUIVOStI
(HTS)

Glavne lastnosti HTS

« avtomatizirano testiranje

» mikrogramske ali sub-mikrogramske koliCine
preiskovanih spojin

« testiranje nekaj milijonov spojin/teden

» prednosti — veliko stevilo “zadetkov”
 slabosti — [raznolikost spojin
* VIR SPOJIN!?!
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Kemijske knjiznice - definicija

Kemijska knjiznica - zbirka najmanj 2 do nekaj 100.000
razlicnih spojin, ki jo naredimo s ciljem ugotoviti, katera
spojina ima zeljene lastnosti

Vir kemijskih knjiznic:
*s klasiCno sintezo (neekonomicno)
*s kombinatoriCno sintezo

Kombinatoricna kemijska
kombinatoriCno kemijo
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Kombinatoricha kemija

Tradicionalna * Kombinatoricha sinteza

Sinteza A1 B1 AB:?zooooooEm
A + B — AB A2 B2 A,Jo © o0 000 00
A3 B3 © © 000 00 00
—_—) (0 © © 0 0 0 0 0 O
3 . . cocoococon
An Bm Allo oo 0060000
. AB produkti
1 kemik =

50 spojin/leto 1 02-104 spojin/eksperiment



Kombinatoricha

kemija

Paralelna Kombinatoricha
sinteza sinteza
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Kombinatoricha kemija

Paralelna sinteza

 Avtomatizirana sinteza, na osnovi ene reakcijske sheme
In razlicnih reagentov

» V vsaki reakcijski zmesi nastaja EN PRODUKT
» Sinteza v raztopinah, sinteza na trdnih nosilcih
* Sinteza manjsih, usmerjenih kem. knjiznic

* Uporabnost: optimizacija vodnic




Limiversiens § aba
!.[J'ncultr of pharrzzacy

Kombinatoricha kemija

Kombinatoricna

sinteza
« Osnovna ideja: posnemati

naravoe v Stevilu in Reagenti A1-AX\/Reagent| B1-By
raznovrsnosti spojin!

« V vsaki reakcijski zmesi
nastaja zmes produktov:
SINTEZA MESANIC!

* Majhne koliCine
 Vecdinoma na trdnih nosilcih

» Uporabnost: odkrivanje MesSanica A1B1-AB,
spojine vodnice
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Kombinatoricha kemua metoda
“mix & split”

Primer — sinteza vseh tripeptidov iz 3 razlicnih aminokislin

Metoda s klasi€no kemijo - 27 razliénih eksperimentov
Metoda “mix and split” — 3 eksperimenti
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

00 %
00 %
00 o%
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

2t
e
2%
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

2%
[

SPLIT
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

o
2%
e
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

oy
i




Fs Lo,
e TR
"
|I T

IFacultv ﬁf— f?/’w.r;‘f.fh-h:‘_]'

Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin
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(<G 2% Ok
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

MIX



'S Y Ee — I
!l*";'lf:Ll]Il' *'rﬂ‘/f /_?/"#fh'?!fr'h:‘_]'

Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

AR A
O8 O% o=
@ oo (O—oe @ —ee

SPLIT
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

o O ®

) ) )
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W W -2
@—oe @—ee @ oo
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

AR A
(N (=8 (=5
@ —©cee @—ee0 @ —oe0
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

00 000 0/e)")
@00 @e0 @00
ooe o0 o0

000 009 @00 000 000 @e0
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

oCe Oo00o oCce
@00 @eO @00
oo o0 (000
00 000 @00 000 000 @0
K & B
o0 @e0 e
: y . - .
St. vseh
9 9 9

tripeptidov



r Taiio Ee S - i
![*";1cultl' of pharrzzacy

Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

oCe 000 ooe

0o @0 @00

Oee o0 (@ 0]
000 000 @00 @eC 000 @0

St. vseh

9 9 9 tripeptidov

\— J

Y

27 tripeptidov
3 viale
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Metoda “mix and split”
Sinteza vseh tripeptidov iz 3 aminokislin

00 000 0/e)")
@00 @e0 @00
ooe o0 o0

000 009 @00 000 000 @e0

[ o) @00 (e}
o0 @e0 e

In vitro test afinitete/ucinka
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Metoda ° d split”
Sinteza ipeptidov iz 3 aminokislin

Sinteza vsakega tripeptida in ponovno
In vitro test
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KombinatoriCha Kemlja metoqa
"mix & split”

. Kako izolirati aktivho spojino pri T $tevilu spojin?

Rekurzivna dekonvolucija

* Metoda identifikacije aktivnhe spojine iz mesSanice

« Moramo ohraniti vzorce pred vsako stopnjo “mix and
split”

Primer

« 27 tripeptidov sintetiziranih z “mix and split” strategijo
iz glicina, alanina in valina
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o _Gly> OQ—a
Qo L» o-
O — O
— Mix and Split v
—~
Q-a Q-ai Q-G
‘ yAlaO_ ‘ ‘ OiAlao_ ‘ O—Alao_
l Gly l Ala lVaI
Q-av—oqy O—cty—u: Gly—
OQ—ra—cly o—Ala—Al O ria— |
O_ —Gly o— —_ Al | O_ —

Vsi mozni dipeptidi v treh vialah
Ohranimo vzorec iz vsake viale



Mix and
Split

OQ—cly—aly—aly
O— Al m— Gly=— Gly

O— — Gly—Gly
O— Gly— Ala—Gly

O—Ala— Ala==Gly
O— — Ala==Gly

O—cey— —ayy
O— Al = Gly
O— - =—Gly

| Ala

O— Gly= Gly=— Ala
O— Al Gly=— Ala

O— — Gly=—— Ala
O— Gly=— Ala== Ala

O—Ala— Ala=— Ala
O— — Alae— Ala

Q- r—ciy—

O—Val— Gly—
o— Gly=—— Ala=—

O—Ala— Ala=—
Q- —au—

Vsi mozni tripeptidi v treh vialah




O~ Gly— rli—acly
O—Ala— Ala==Gly

O— e | ) e Gy
O— Gly=— ——Gly

O_A"d— —Gly
O_ — —Gly
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OQ—Gly— rlam s
Q—rle—Al=—Ala

O— — Alam— Ala
O— Gly=— = Ala

O—Ala— — Ala
o —

- Ala

Neaktivna
mesSanica

Neaktivna
mesanica

Aktivna
mesanica

* 9 moznih tripeptidov v aktivhi mesanici
 Vsi imajo zadnjo AK valin
 Dodamo valin trem mesanicam dipeptidov
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O— Gly=—Gly o— Gly= Ala 2 )v: Gly—
O— Ala== Gly O— Ala=— Ala O— Ala=—
O_ —Gly Q— —an o —
¢ Val ¢ Val i Val
O— Gly=— Gly— 2 )v! Gly— Ala— O— Gly— —
O— Al Gy o— Algm— Alg=— O_ Ala==="2/==
O —av— Q- —an— O_ -

Aktivna mesanica

« Aktivno spojino smo identificirali v mesanici z
alaninom na drugem mestu

 Sintetiziramo vsak tripeptid X-Ala-Val in testiramo
* Celokupno 6 sintez namesto 9
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Nacrtovanje kombmatorlcne
Knjiznice

* Pravilna izbira ogrodja za sintezo
* Lastnosti primernih ogrodij?
* Sintezna dostopnost na trdnih nosilcih

OGRODJE

:

“pajku podobna”, “paglavcu podobna”,
dispergirane funkc. skupine zdruzene funkc. skupine
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Nacrtovanje kombinatoricne

Ar

Benzodiazepini

o

T3 R4

N )\ Rs
\r e N/
1 |
R, (o)

Re
Dipeptidi

Ry <o C

Knjiznice

R4
Ox N rR,Rz Rop HO,C N %
—o0 —}’
R4 N | Z
R \ /!—N\ R N R3
2 R, o) Rs
Hidantoini B-Laktami Piridini
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Kombinatoricha kemija: ZAKAJ?

Primerjava stroskov (1996) v $

Tradicionalna Kombinatoricna
kemija kemija

St. spojin na 4 3,300
enega sintetika

na mesec

Celotna cena 30,000 USD 40,000 USD

Cena za spojino 7,500 USD 12 USD
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Resetanje visoke zmoglji vosti

(HTS)

PROGRESS

GlaxoSmithKline's high-throughput-screening scorecard

1996 1999 2003 2004
Compounds screened 100,000 430,000 615,000 1,050,000
Average lead potency 3,000nM 400nM_ 10 nM 10 nM
Screen success 20% 50% 58% 65%
Leads per target 1.0 1.7 1.9 2.0

SOURCE: GlaxoSmithKline
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Racionalno nacrtovanje

Metode temeljijo na
Na osnovi strukture (endogenega) liganda (LBDD)
Na osnovi 3D strukture tarCe (SBDD)

Ligand — based (LBDD)

BiolosSka taca

N :
\
\}:.x___

et-based (SBD

—
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Racionalno nacrtovanje

Smisel — predhodni filter spojin v
virtualnem svetu
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Na osnovi liganda - LBDD

Na osnovi farmakofora

« 3D Farmakofor je zbirka stericnih in
elektronskih lastnosti, ki so potrebne za
zagotovitev optimalnih medmolekulskih
interakcij s specificno biolosko tarco in vodijo do
iIndukcije ali inhibicije bioloskega odziva
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Na osnovi liganda - LBDD

* Primer 2D farmakofora
* Antagonisti 1 receptorjev

SOt

ro ra;olol
TO AP
OH N
atenolol ) \( /\@MJ\

\o)‘\/\@ )\ bisoprolol ~
esmolol /ﬁA



Skupine pomembne za analgetiCni ucinek

MORFIN




Skupine pomembne za analgetiCni ucinek

MORFIN




Skupine pomembne za analgetiCni ucinek

MORFIN




Skupine pomembne za analgetiCni ucinek
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3D farmakofor opioidnih analgetikov

-,







Ionska vez
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Na osnovi 3D strukture tarce -
SBDD

« Potrebujemo 3D strukturo tarCe/vezavnega mesta
* rentgenska kristalografija, NMR

PROTEIN DATA BANK:
http://www.pdb.org/pdb/home/home.do
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SBDD — De novo
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SBDD - sidranje

« Nacrtovanje podprto z
racunalniki

e Uporabljamo 3D strukturo
makromolekule — tarCe

* “Docking” ali sidranje — 3D
prileganje virtualne ucCinkovine
virtualni makromolekuli

« QOcenimo jakost interakcije
spojina — makromolekula

« REZULTAT - virtualna
molekula, ki tvori najmocCnejso
interakcijo (in silico)
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Odkrivanje/izumljanje ucCinkovine

Spojina Optimizacija
vodnica » vodnice »
(1-10 spojin)

Kandidati

za klinicna

testiranja
(5 spojin)
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Odkrivanje/izumljanje ucCinkovine

» Casovno in denarno izjemno potraten
proces, povrh tega najveckrat ni
rezultatov!

* Dolgotrajen proces, povdarek na
varnosti

* Vloga Farmaceviske kemije — pripraviti
varno in ucinkovito zdravilno ucinkovino!
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Literatura predavanj

Foye’s Principles of Medicinal Chemistry, 6. Ed. :
* QOverview

« 1. Natural products

e 2. Drug Design and....

G. L. Patrick: An introduction to medicinal
chemistry, 4. Ed. :

* 12. poglavje
* 15. poglavje
* 16. poglavje
G.Thomas: Medicinal Chemistry
* Poglavje 2.6



