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Zpisob provozovani potitaZového systému pro provadén
diskrétni podstrukturni analyzy, ktery zahrnuje kroky pfistupu
(210, 220, 410) k databézi (110, 115) molekularnich struktur,
pfitem? tato databdze je prozkoumateln4 prostfednictvim
informaci o molekuldrnich strukturdch a biologickych a/nebo
chemickych vlastnostf; identifikovéani (220) v uvedené
databdzi podskupiny molekul majicich danou biologickou
a/nebo chetnickou vlastnost; stanoveni (230, 420) fragmentd
molekul v uvedené podskuping; pro kazdy fragment
vypotitani (230, 430, 610-650) hodnoty skére, indikujici
pfispévek pfislusncho fragmentu k uvedené dané biologické
a/ncbo chemickeé vlastnosti; a provedeni (240, 250) opakovani
procesu analyzovénim (250) stanovenych fragmentt a
vypocitanych hodnot skére, pitem? nejprve se vybere alespoil
jeden fragment, ktery mé& hodnotu skére, indukujici vysoky
pispévek k uvedené biologické a/nebo chemické vlastnosti, a
potom se opakuji kroky pkistupu, identifikovani, stanoveni a
vypotitani.
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Zpuisob provozovani poé&itadového systému pro provadéni

diskrétni podstrukturni analyzy

Oblast techniky

predkladany vyndlez se tyka poitadového systému a
zplisobu jejiho provozovéni za Ucelem provadéni diskrétni
podstrukturni analyzy. Tato analyza umoziiuje provadéni
poditadovd realizované identifikace molekul majicich uréité
vlastnosti, jako Jje biologickd a/nebo chemickd aktivita.
Po¥itadovs ¥izend diskrétni podstrukturni analyza miZe Dbyt
vyuzita p¥i objevovani 1kt nebo v jinych oblastech, kde Jsou
st¥edem z&jmu biologicky, farmakologicky, toxikologicky,
pesticidn&, herbicidné, katalyticky nebo jinak aktivni

glouceniny.

Dosavadni stav techniky

Pokrok v oblasti napfiklad lékafské chemie zadvisi na
identifikaci biologicky aktivnich molekul. V mnoha ptipadech
jsou vyzkumné programy zam&Ffeny na syntézu malych organickygch
molekul, které budou interagovat se zndmym enzymatickym nebo
receptorovym tercem, aby se vytvoril poZadovany
farmakologicky G&inek. Takové slouleniny mohou, alespott
&istedn&, napodobovat nebo zabrafiovat Vv aktivit& znamych,
p¥irozené se vyskytujicich substanci, ale jsou urceny pro
zajisténi silné&jsiho a/nebo  selektivnéjsiho plisobeni.
gloudeniny, vznikajici z tohoto typu vyzkumu, mohou zanrnovat
uré¢ité strukturni znaky relevantnich, pfirozené se

vyskytujicich substanci.

Vyzkumné programy mohou byt rovnd% zaloZeny na

p¥irozen& se vyskytujicich sloudenindch nalézanych jako
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vysledky zdroju screeningu, dostupnych v p¥irod&, jako jsou

naptiklad vzorky pud nebo rostlinné extrakty.

V neddvnych letech se zvy8il tlak na identifikovani
novych a pouZitelnych biologicky aktivnich molekul a v
dusledku toho byly vyvinuty nové metody generovani sloulenin.
V tomto ohledu mély obzvlastni dileZitost dva vyvoje,
jmenovit& kombinatorni chemie a vysokovykonny screening

(HTS) .

Kombinatorni chemie vyu?ivd robotické nebo manudlni
techniky pro provadéni mnoZstvi mensich chemickych reakci, z

nich? ka¥da vyuZivd odlifnou kombinaci reagentt, soulasné

nebo ‘paraleln&", &imZz se generuje velké mno¥stvi raznych
chemickych entit pro screening. Souhrn sloucenin,
generovanych touto metodou, Jje zndmy Jjako "knihovna®.

Knihovny pro generovéni novych chemickych vodi&l jsou obvykle
tak rozmanité, jak jen je moZné. Za urlitych ckolnosti ale
mohou byt knihovny naklonény nebo =zacileny k uréitému
farmakologickému terdi ¢&i cili, nebo mohou byt zamé¥eny na
urditou chemickou oblast, prostfednictvim volby reagentl
ur&enych pro zavedeni specifickych' strukturnich znakd do
findlnich sloucenin.

Vysokovykonny screening zahrnuje vyuZziti biochemické
analyzy pro rychlé testovdni aktivity velkych poctl
chemickych sloudenin in vitro vzhledem k jednomu nebo vice

biologickym ter¥im. Tato metoda je idedlni pro screening

velkych knihoven sloudenin, vytvofenych kombinatorni chemii.

Navzdory  nezpochybnitelnym  vyhodam kombinatorni
chemie a HTS pfi generovani novych vodicich struktur,

existuji u t&chto metod uréité nevyhody. Vysoky podil
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sloufenin v nezacilenych kombinatornich knihovnach nema
¥adnou vyuZitelnou aktivitu. Objeveni pouZitelnych vodicich
struktur tudi¥ spoléhd na ndhodu a/nebo polet testovanych
sloufenin. Zamé¥ené knihovny mohou mit vy3EI podil aktivnich
sloudenin, ale jsou zavislé na selek&nich kritériich a mohou
dokonce zcela selhat p¥i hledédni optimdlnich sloucenin. Navic
ob& tyto techniky vyZaduji znadné =zdroje a experimentéalni

kapacitu.

Mo¥nost nebo  pravdé&podobnost nalezeni aktivni
molekuly v dané sadd sloudenin miZe byt zvyZena bud zvySenim
celkového po&tu testovanych slouCenin (to jest zvétSenim
velikosti sady) nebo zvyenim podilu aktivnich sloudenin ve
stejné sad&. MiZe byt ilustrovidno, Zze zvySeni podilu
aktivnich slou&enin v sadd sloudenin je mnohem UCinn&j&i pro
zvy$eni pravddpodobnosti nalezeni aktivni molekuly, neZ
jednoduché zvyfeni celkového po&tu sloucenin, které jsou
testovdny. Tento p¥istup sniZuje podet sloulenin, které musi
byt vytvo¥eny a testovény, a je tudiZ také mnohem vyhodnéjsi,
pokud se tyka zdrojli poZadovanych, nap¥iklad, pro nalezeni

biologicky aktivnich molekul.

Podstrukturni analyza, Jjako p¥istup k problému
konstrukce 1ékl, je popsdna v Richard D. Cramer III. a kol.,
J. Med. Chem., 17 (1974), strany 553 aZ 535. Zde je uvedeno,
Ye biologickd aktivita molekuly, nebo jakékoliv jind z jejich
vlastnosti, musi byt vzata do Gvahy prostfednictvim
kombinovani prisp&vkl =z jejich strukturnich Kkomponentd
(podstruktur) a jejich intra- a intermolekuldrnich interakci.
P¥isp&vek dané podstruktury k pravdépodobnosti aktivity mize
byt ziskdn 2z Gdajh o p¥edtim testovanych sloufenindch

obsahujicich tuto podstrukturu. Prvnim krokem je vytvofeni
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nevalifikadni tabulky" podstruktury, kterd shrnuje dostupné
ddaje. "Frekvence aktivity podstruktury" (SAF) Jje definovéana
pro kaZdou podstrukturu jako pomér pocltu aktivnich sloulenin,
obsahujicich tuto podstrukturu, k podétu testovanych
sloudenin, obsahujicich tuto podstrukturu. Sad reprezentuje
ptispévek, se kterou tato podstruktura —miZe ZVySit
pravd&podobnost,  Ze sloudenina bude aktivni. Potom s€
vypo&itd pro kazdou slouceninu aritmeticky primér hodnot SAF

podstruktur p¥itomnych v této sloudeniné.

A¥koliv tento p¥istup dosavadniho stavu techniky
umoziiuje t¥id&ni sloucCenin prost¥ednictvim jejich st¥ednich
hodnot  SAF, siskani t&chto hodnot vyZaduje  vypolet
aritmetického prim&ru SAF hodnot pro kaZdou podstrukturu,
kterd je pritomnda ve slouenin&. Navic, hodnoty SAF,
poradované pro tento vypolet, Jsou vysledkem pFedchozich
vypodtl, které zahrnuji vyhodnoceni kaZdé podstruktury v
ka¥dé jedné z testovanych molekul. Tento p¥istup tudiZ vede
na znadné vypodtové zatiZeni, které briani tomu, aby tatoc
technika byla aplikovédna na vétsi datové sady, které jsou v
soutasnosti dostupné a které by mohly byt pouZity jako zdroj
informaci pro provadd&ni molekuldrni strukturni analyzy.
Metoda podle Cramera ale selhdvd pro vlastni odhad skutecného

prispévku, kterym podstruktura pfispivd k aktivite.

Existuje tudi? mnoZstvi technik dosavadniho stavu

techniky v oblasti chemické strukturni analyzy.

EP 938 055 A popisuje zpusob vytvofeni
kvantitativnich vztahtl strukturni aktivity na z&kladé Gdaju
generovanych z vysokovykonného screeningu prostfednictvim
identifikovani strukturnich charakteristik, které urfuji, Ze

sloudenina je ‘"aktivni". Tento zpusob je zkonstruovan pro
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vytvo¥eni statistického modelu pro biologicky aktivni
slou&eniny, ktery nejprve asociuje ruzné chemické deskriptory
s danym souborem sloudenin a potom, prostfednictvim uziti
podskupin sloufenin se zndmou biologickou aktivitou, vytva¥i
model pro p¥edpovididni, zda novd sloufenina by mohla byt

biologicky aktivni &i nikoliv.

Sheridan a Kearsley, J. Chem. Inf. Comput. Sci., 35
(1995), strany 310 a% 320, popisuji pouZiti vyvojovych
algoritmi pro volbu podskupiny fragment& pro pouZitf pti
konstruovani kombinatorni knihovny. Tento postup =zahrnuje
vytvo¥eni  populace molekul z  podskupin molekuldrnich
fragmentll a vypo&itani skére pro kafdou molekulu na zakladé
specifikovanych deskriptori (napfiklad pary atomd nebo
topologické torze) s vyuzitim postupl zkoumani
pravd&podobnosti nebo sm&rovych vektort. Dal3i populace jsou
vytva¥eny s pouZitim vyvojovych algoritmi a jsou skdérovany.
vysledky vytvé¥eni seznam fragmentd, které se vyskytuji v
maximalng skérujicich molekuldch, ktery pak miZe byt pouZit

jako zaklad pro konstruovani kombinatorni knihovny.

WO 99/26901A1 popisuje zpﬁsob konstrucovani chemickych
substanci, jako jsou molekuly. Sloufenina sest&vid z kostry a
mno¥stvi bodl. Zplsob za&inid volbou kandidétskych prvkd pro
body a vytvofenim prediktivné konstruovaného pole PAD.
P¥iklad PAD sestdvd z mnoZfstvi virtudlnich slouCenin
spliiujicich wuréité kombinatorni podminky. Tyto slouceniny
jsou potom vytva¥eny a testovdny na biologickou aktivitu.
Potom se provede algoritmus pro odhadnuti celkové biologické
aktivity té&ch sloudenin, které nebyly vytvoreny. Pro tento
Gfel se vypolitdvaji hodnoty p¥ispévku k vlastnostem pro

jednotlivé  kandidatské  prvky, které pak ' reprezentuji
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p¥islusny pfispévek kaZdého jednotlivého prvku k aktivité.
Navic je vypolitdn také priumérny p¥isp&vek kazdé skupiny
substituentt v urditém bod& k biologické aktivit&. Je rovné€i

uveden pt¥iklad jak takovyto prisp&vek vypolitat.

H. Gao a kol., J. Chem. Inf. Comput. Sci. (39) 19299,
164 a¥ 168 je ¢&léanek popisujici aplikaci techniky QSAR
(kvantitativnich vztahti strukturni aktivity) pro problém
objevovani 1ékli. Poté&, co isou zvoleny biologicky aktivni
sloudeniny, Jje optimalizovéna jejich biologickd aktivita.
Protoje technika QSAR je zalo¥ena na hypotetickém vztahu mezi
biologickou aktivitou a molekuldrnimi strukturami, zabyva se
tato technika identifikovanim strukturnich vlastnosti, které
#ini sloufeniny aktivnimi, a p¥edpovidanim aktivnich a

neaktivnich analogu.

WO 00/41060 popisuje zpusob korelovani aktivit
substanci se strukturnimi znaky substanci. Termin "znak" se
tyka atom a vazeb struktury, ktera odpovidd ptedloze. V
prvnim kroku jsou stanoveny prvky sady substanci, které
splfiuji dand omezeni strukturnich znakG a vlastnosti. Potom
pro kaZdou kategorii aktivit jsou‘ zkonstruovany substance,
které spadaji do této kategorie. Po rozd&leni sady substanci
mezi ndkolik kategorii aktivit se vypolita ofekdvand aktivita
pro jakoukoliv podsadu a Ppro ka¥dy strukturni znak se
zkonstruuje sada bitovych vektorl pro aktivitu, vlastnost a
znak, které oznafuji polty substanci, které obsahuji uvedeny
znak a jsou v uvedené kategorii aktivit. Tento dokument se
tykd bioclogickych ‘aktivit a rovnd¥ se =zabyvd objevovanim
18kis. |

US 6,185,506 Bl popisuje zpusob volby optimdlni

rozmanité knihovny malych wolekul na z&kladé ové&¥enych
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molekularnich strukturnich deskriptori. Jsou pouZity sady
Gdajtt z mnoZstvi literatury, které obsahuji nejrtznéjsi
chemické struktury a pridruZené aktivity. Aktivitou miZe byt
biologickd a chemickd aktivita. Technika je popséna Vv
kontextu farmakologickych 1&&iv. Navic je popsédn zpusob
vyb&ru podskupiny molekul produktu pro vEechny moZné molekuly
produktu, které by mohly byt vytvoFeny v kombinatorni syntéze
ze specifikovanych reakdnich molekul a spolednych jadrovych
molekul. V &&sti, popisujici dosavadni stav techniky, Je
uveden odkaz na biologicky specifické knihovny, které byly
zdkladé geometrickych

zkonstruovany na znalosti o

uspofradanich strukturnich fragmentl abstrahovanych z
molekularnich struktur, o nichZ je zndmo, Ze jsou aktivni. V
romto dokumentu je uvedeno, Ze je naprosto nezbytné pouZit
mendi raciondln& konstruovanou screeningovou knihovnu, ktera

je5t& zachovad rozmanitost kombinatorn& dostupnych sloulenin.

WO 00/49539 Al popisuje zplsob screeningu sady
molekul pro identifikovédni sady molekuldrnich znakd, které
pravd&podobn& koreluji se specifikovanou aktivitou. Termin
znak se zde tyk& chemickych podstruktur. Sada molekul je
rozt¥idéna do skupin podle jejich molekuldrni struktury, jak
je charakterizovéna sadou deskriptoril. Potom jsou
identifikovany skupiny, které reprezentuji nejvy33i droven
aktivity, a jsou nalezeny ne3ib&Zn&j8i podstruktury mezi
molekulami ve skupindch, které tak mohou byt pIiméfeng
korelovany se zjist&nou Udrovni aktivity. Je vytve¥ena sada
udajti, kterd reprezentuje tyto molekuly, =z polatecni sady
idajt, kterd obsahuje spoledncu podskupinu znaki. Tato
technika je zde popséna v podobé systému na bazi pofitadh pro

provadéni automatizované analyzy sady ddaju.
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US 5,463,564 popisuje postup na bazi politafl pro

P

automatické generovani sloufenin prost¥ednictvim robotického

sestavovani (syntézy) a analyzovdni mnoZstvi chemickych

sloudenin. Tento proces se provadi iteracdné a zam&fuje se na

generovani chemickych entit s definovanymi vlastnostmi

aktivit. Je sestavena knihovna chemickych slou€enin s fizenou

rozmanitosti, kterd zahrnuje mnoZstvi chemickych slouenin.

-

Udaje o strukturni aktivit& jsou ziskdny robotickou analyzou

-

sestavenych sloudenin. Je rovnéZ popséno mnoZstvi databdzi, z

nich¥ ka%di obsahuje pole indikujici hodnotici faktor
pY¥id&leny p¥islufné sloudeniné. Hodnotici faktor jJe pfidé&len
ka¥dé sloufenina na zaklad® toho, jak pfesn& se aktivita této

sloudeniny shoduje s poZadovanou aktivitou.

Shora popisované postupy jsou bud “prediktivnimi"

modely nebo stdle selhavaji pZi uspokojivém zlepSenl

generovani aktivnich  vodicich sloucenin a zvydovani
pravd®podobnosti nalezeni aktivnich slouenin v dané sadé
sloudenin. Navic tyto znamé, bé&Zné techniky nejsou schopné
splnit pot¥ebu zvy%eného mnoZstvi a kvality aktivnich a

vodicich sloudenin, které vstupuji do vyvojového Fetézce.

cilem p¥edkladaného vyndlezu je tudiZ navrhnout

zplisob provozovani pofitadového systému, a také navrhnout
odpovidajici politalovy systém, pro dosaZeni zvy§ené moZnosti
novych, a/nebo chemicky aktivnich

objeveni biclegicky

molekul .

Podstata vyndlezu

Uvedeny cil je vyFfefen podle p¥edklddaného vynalezu

¥efenimi definovanymi v nezdvislych patentovych nédrocich.
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Vyhodna  provedeni  vyndlezu jsou definovdna v

zavislych patentovych narocich.

Jednou vyhodou p¥edkladanéhe vyndlezu je to, Ze jsou
navrZeny poCitalovy systém a zpusob jeho provozovani, které
umozZnuji zvyZeni podilu aktivnich sloufenin v dané sadé
chemickych entit, kde u uvedenych entit jeZt& neni znamo, Ze
maji poZadovanou aktivitu. To se provaddi aplikaci na
znalostech zaloZenych technik pro identifikaci novych sérii
aktivnich a vodicich sloufenin, zejména prost¥ednictvim
stavebnicovych systémll pro provdadé&ni vypodtov& realizované

objevovani &i nalézdni molekul.

»

Dal§i vyhodou predklddaného vyndlezu je to, Ze
prostfednictvim analyzovadni databaze, kterou je moZné
prozkoumidvat  prostY¥ednictvim molekuldrnich struktur a
biologickych a/mebo chemickych vlastnosti, jsou vyloudeny
nakladné experimenty. Proces objevovani podle p¥edkladaného
vynalezu tudiZ miZe byt racionalizovén, coZ dale povede na

- - >

méné nakladné nalézédni &i objevovani 1é&ku.

Dale predkladany vyndlez vyhodn& umoZfiuje provadéni
procesi objevovdni ¢i nalézéni mnohem rychleji, takZe
molekuly, majici urdité poZadované vlastnosti, mohou byt
identifikovény v krat8im &ase ve srovnadni s postupy podle

dosavadniho stavu techniky.

Navic je p¥edklddany vyndlez obzvlast& vyhodny v
oblasti biochemie. V minulosti analyzy DNA sekvenci, a
zejména analyzy sekvenci genomi, vytvo¥ily obsahlé databéze
sekvenci aminokyselin, které mohou byt pouZity jako pod&ted&ni
bod pfi realizaci pYedkladaného vyndlezu. Potom p¥ecdkladany

vynalez umoZfiuje identifikovadni zndmych a/nebo samostatnych
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ligandl a/nebo  dvojic samostatnych ligandi-receptorl
prost¥ednictvim p¥edpovidéni peptidové sekvence na zakladé
vysledka ziskanych se seznamem struktur analyzovanych pro
biologicky aktivni chemické determinanty. Po identifikaci v
peptidové sekvence

databd&zi a interpretaci mohou byt

testovadny biochemickymi testy. predklddany vynalez tudiZ
vyhodn& umoZiiuje odvodit biologické struktury prost¥ednictvim
porovnéni se seznamem chemickych molekul, pro které jiZ byla
stanovena aktivita na wuréitém ter&i, a tudi¥ poskytuje

identifika&ni techniku (zp&tni sekvenéni analyza).

predkladany vyndlez nyni Dbude popsan ponékud
podrobn&ji prost¥ednictvim prikladnych provedeni ve spojeni s

odkazy na ptipojené vykresy.

P¥ehled obrazkl na vykresech

Obr.1 znézoriuje blokové schéma ilustrujici

poditadovy systém pedle vyhodného provedeni

vynalezu;

Obr.2 znazoriuje vyvojovy diagram ilustrujici

hlavni proces provadéni diskrétni strukturni

analyzy podle vyhodného provedeni

p¥edkléddaného vynalezu;

Obr.3 zndzorfuje schematicky n&drtek ilustrujici

opakovaci (re-iteradni) proces podle
vynalezu;
Obr.4 znézorfiuje vyvojovy  diagram ilustrujici

proces vytvafeni knihovny fragmenti podle

vyhodného provedeni p¥edkladaného vynalezu;
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Obr.5

Obr.6

Obr.7

Obr.8

Cbr.9

Obr.10

Cbr.11

Obr.12

zndzorfiuje graf ilustrujici, jak mohou byt
voleny fragmenty na zakladd vypolitanych

hodnot skére;

znazorfiuje vyvojovy diagram ilustruiici
proces vypoltu hodnoty skdére pro fragment
podle  vyhodného provedeni predklédaného

vynalezu;

zndzornuje vyvojovy diagram ilustrujici
proces analyzovéni knihovny fragmentld pIi

provadéni opakovéani (re-iterace) ;

zndzorfiuje  vyvojovy  diagram ilustrujici
proces volby noveé sloudeniny prost¥ednictvim

vyusiti generickych podstruktur;

znazoriluje vyvojovy diagram ilustrujici
proces generovani podstruktur Ppro pouZiti pri

virtudlnim screeningu;

znadzorfiuje  vyvojovy diagram ilustrujici
proces analyzovani knihovny fragmentu pri
provadéni  opakovani, aplikovanim techniky
vizini za zvySené teploty (slugovani -
annealing) podle vyhodného provedeni

vynalezu;

znazoriuje pfriklad mapy relativnich p¥ispévkl
pro ilustraci sludovaci techniky aplikované v

procesu podle obr. 10;
znazorfiuje graf ilustrujici 4&inek slouCeniny
na receptorem zprostfedkované vytvofeni

inositoltrifosfatu;
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Obr.13 znazorfiuje graf ilustrujici G&inek slouceniny

na kinaze zavislé fosforylaci bilkovin;

Obr.14 znazorfiuje graf ilustrujici G&inek slouleniny

na fosfataze zavislé defosforylaci bilkovin;

Obr.15 znazorifluje graf ilustrujici informace ©

relativnich prispévcich vynesenim
determinant vzhledem k Jjejich pFisludnym

hodnotam skére; a

Obr.16A az obr. 16H znazorfiuji dalsi graty

relativniho p¥ispéni, demonstrujici

rovnocennost funkci skore.

p¥iklady provedeni vyndlezu

PYedkladany vynalez bude nyni popsan detailnéji.
Navic budou diskutovdna vyhodnd provedeni predkladaného
vyndlezu ve spojeni s odkazy na ptipojené vykresy. Také bude
jeit& uvedeno mnozstvi pfikladd, jak pfedklddany vyndlez miZe
byt aplikovan v mnoZstvi oblasti objevovédni ¢&i mnalézani

sloudenin.

podle predklddaného vyndlezu je provozovan potitalovy
systém pro provadéni diskrétni podstrukturni analyzy. Je
pfistupovano k databdzi molekul&rnich struktur. Tato databéze
je prozkoumatelna prost¥ednictvim molekulédrnich informaci a
biologickych a/nebo chemickych vlastnosti. Informacemi o©
molekularni struktufe jsou jakékoliv informace vhodné pro

urdeni molekuldrni struktury molekuly. Biologické a/nebo

chemické +vlastnosti zahrnuji biochemické, farmakologické,
toxikologické, pesticidni, herbicidni a katalytické
vlastnosti.
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§ pouzitim datab4dze technika podle p¥edklédaného

vynélezu jdentifikuje podskupinu molekul majicich danou
biologickou a/nebo chemickou vlastnost. V uvedené podskupiné
jsou potom stanoveny fragmenty molekul. Termin "fragment" se
tykd jakékoliv strukturni podjednotky molekuly, v&etné
jednoduchych funk&nich skupin, dvourozm&rnych podstruktur a
jejich rodin, jednoduchych atomi nebo vazeb, a jakékoliv
deskriptori ve dvourozmé&rném nepbo

sestavy strukturnich

t¥irozmdrném molekuldrnim prostoru. Osoby Vv oboru znalé

molekulérni

snadno nahlédnou, e fragmentem muZe Dbyt

podstruktura, kterd nemd zadny znadmy vyznam v b&Zné chemii.

poté, co molekuldrni struktury Vv podskuping jsou
rozdéleny do fragmentd, je vypoliténa hodnota skére pro kaZdy
fragment, kterd indikuje ptisp&vek ptislusného fragmentu k
dané biologické a/nebo chemické vlastnosti. To znamend, Ze
ptedklddany vynalez umo#fiuje p¥idéleni hodnot skére Kk
fragmenttm na zéklad® existujicich znalostf s ohledem na
biologické a/nebo chemické vlastnosti molekul. V nasledujicim
popigu bude molekula, struktura nebo podstruktura oznacena za
naktivni", pokud bude mit dancu vlastnost. Molekula,
struktura nebo podstruktura, kterd neni aktivni bude oznacena
jako  "neaktivni'. PYedkladany ~vynalez tudiZ poskytuje
podstrukturni analyzu zaloZenou na diskrétnich informacich o
biologickych a/nebo chemickych vlastnostech. Hlavni postup
podle pfedkladaného vynalezu je tudi¥ ni¥e nazyvan diskrétni

podstrukturni analyzou (DSA).

Proto¥e podle pF¥edkladaného vynalezu jscou fragmenty
sdru¥ovany s hodnotami skére, které indikuji jejich prispévek
k dané biologické a/nebo chemické vliastnosti, Jje moZné

fragmenty povaZovat za chemické determinanty odpovédné za
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dany biologicky a/nebo chemicky v¥sledek. Identifikace
fragmentt se provadi prost¥ednictvim sledovdni sady logickych
pravidel (algoritmu), kterd pFislufeji vlastnimu procesu DSA.

Vv tomto kontextu hodnota skére je sama funkei:

(a) pfevahy chemického determinantu v podsadé

aktivnich molekul, a

{b) ptevahy stejného determinantu v celém seznamu

uvazovanych slougenin.

Na zAklad® této definice zplsob podle vynalezu potom
identifikuje jeden nebo vice lokalnich extrémd funkce skére,
jejiz odpovidajici chemické determinanty reprezentuji Gplna
nebo &aste¥nd chemickd YeSeni pro poZadovany biclogicky
vysledek. Nalezeni nejvétsich mo¥nych hodnot, kterych funkce
skére miZe dosdhnout v jakékoliv dané datové gadé, jJe
ekvivalentni identifikovani chemickych determinantl
obsaZenych v podskupinéch nejsilnéji biologicky aktivnich
molekul, které maji nejniZ8i pravdépodobnost vyskytu shodou

okolnosti ve stejnych podskupindch. .

predkladany vyndlez bude nyni popsan ve spojeni s
odkazy na pfipojené vykresy a nyni zejména ve spojeni s
odkazy na obr. 1. Obr. 1 znazoriiuje vyhodné provedeni
poditadového systému podle pfedkladaného vyndlezu. Tento
pot¢italovy systém zahrnuje zdkladni jednotku 100 (CPU), ktera
miZe byt ovladéna prostfednictvim u¥ivatelského rozhrani 105.
Zédkladni jednotka 100 a u¥ivatelské rozhrani 105 mohou byt
soucésti jakéhokoliv poditadového systému, jako Je pracovni
stanice nebo osobni po&ita& (PC). Vyhodné je pocitalovym

systémem multiprocesorovy systém pracujici s operaénim
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systémem schopnym soub&Zného zpracovani vice uloh

(multitasking).

zZakladni jednotka 100 je spojena s programovou paméti
130, kterd uklada proveditelny programovy ké6d v&etné
instrukci pro provadéni DSA procesu podle ptedkladaného
vyndlezu. Tyto instrukce zahrnuji funkce 135 fragmentace pro
rozd&lovani molekuldrnich struktur do fragmentt, funkce 140
skére pro vypofet hodnot skére, funkce 145 zobecné&ni
(napFiklad pro nalezeni izomerl) pro lokalizovani
zobecnitelnych poloZek ve strukturdch fragment a pro nahradu
t&chto poloZek zobecnénymi vyrazy, gim¥ se vytvareji
generické podstruktury, funkce 150 virtuédlniho screeningu pro
provadéni virtuilniho screeningu, a funkce 155 gslufovani
(vézani za zvySené teploty - annealing) pro provadéni procesu
sludovani fragmentu podle predklédaného vynélezu. Detaily o
jednotlivych funkeci a procesorech realizovanych

prost¥ednictvim zékladni jednotky 100 pti provadéni téchto

funkci budou popsany podrobnéji niZe.

7Zakladni jednotka 100 je dale spojena s databdzi 115
aktivity struktur, nebo také se seznamem aktivity gloudenin,
pro vyhleddvani informaci o molekuldrnich strukturédch a
informaci o biologickych a/nebo chemickych vlastnostech. Tyto
informace mohu byt podebnd& p¥ijimdny z jednotky 110 pro vstup

dat, kterd umoZiiuje p¥istup k vn€jsim datovym zdrojtum.

ptistupem k jednotce 110 a/nebo k databdzi 115 miZe
byt =ziskana podskupina molekularnich struktur, napiiklad =z
jakéhokoliv dostupného zdroje, Jjako Jjsou soukromé nebo
vetejné databdze, které jsou prozkoumatelné prostfednictvim
podstrukturnich a/nebo biclogickyech vlastnosti. VeFfejné

databaze zahrnuji, ale nejsou omezeny na, databéaze dostupné



10

15

20

25

30

pod naésledujicimi jmény: MDDR, Pharmaprojects, Merck Index,
SciFinder, Derwent. Podskupina molekul mi¥e byt rovnéZ
ziskdna sestavovanim a testovanim slougenin. Molekuly budou
obecn®& zahrnovat Gplné sloudeniny, ale mohou rovné% samy byt
molekuldrnimi fragmenty. Pro jakoukoliv danou biologickou
nebo chemickou vlastnost podskupina obsahuje slouleniny,
které nemaji tuto vlastnost, naptiklad slouceniny, které
nejsou aktivni (nebo spadaji pod danou prahovou hodnotu
aktivity), a rovn&Z sloueniny, které maji tuto vlastnost,
nap¥iklad sloudeniny, které vykazuji poZadovanou aktivitu (to
jest maji aktivitu nad danou prahovou hodnotou) . VEechny
neaktivni slou¥eniny jsou  relevantni a jsou  tudiz

analyzovany.

Po pristupu k vnit¥nim nebo vn&jsim dattm a provedeni
DSA procesu s vyuZitim funkci ulofenych v programové paméti
130 zékladni jednotka 100 ukléda knihovnu 120 fragmentd,
ktera obsahuje stanovené fragmenty molekul spole&n& s jejich

p¥idrufenymi hodnotami skére.

V jednom vyhodném provedeni podle pfedkladaného
vyndlezu je knihovna 120 fragmentl Vysledkem hlavniho procesu
podle vyndlezu. Knihovna 120 fragmentti miZe potom byt pouZita
naptiklad chemickymi nebo biologickymi védci nebo inZzenyry
jako zdroj hodnotnych informaci, které jsou vyuZitelné v

jakémkoliv nésledujicim vyzkumném procesu.

V jiném vyhodném provedeni je knihovna 120 fragmentd
pYechodnym vysledkem hlavniho procesu podle ptedkléadaného
vyndlezu a muZe tudiZ byt uloZena Vv energeticky =zavislé
(nest&lé) pamdti a rovnd%Z v energeticky nezavislé (trvalé)
pam&ti. Knihovna 120 fragmentl podle tohoto provedeni miZe

byt &tena zdkladni jednotkou 100 pTi provadéni dalsich funkci
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ulofenych v programové paméti 130 pro generovani souboru 125

sloudenin.

Soubor 125 sloucenin je soubor molekul, které byly
nalezeny prostfednictvim procesu podle p¥edkladaného vynalezu
a maji nebo nemaji poZadovanou biologickou a/nebo chemickou
vlastnost. Molekuly souboru 125 slougenin mohou byt bud jiZ
snamé nebo mohou byt hypotetickymi strukturami, které predtim
jeit& nebyly sestaveny. V ka?dém p¥ipadd jsou molekuly
souboru 125 sloulenin vysledkem vyhodnoceni hodnot skére,

p¥idé&lenych fragmentim podle diskrétni podstrukturni analyzy.

Jak miZe byt patrné z obr. 1, zdkladni jednotka 100
je dale spojena s datovou pamdti 160, kterd uklada sady 165
sloudenin, sady 170 fragmentld a hodnoty 175 skére. Datové
pam&t 160 je vytvofena pro ukliddani dat &i ddaju pouZivanych
pro uklédani vstupnich parametri p¥i vyvolavéni funkci 135 aZ
155 procesu, nebo pro ukladani vracenych hodnot z t&chto

funkci.

Jak je patrné na obr. 2, ktery ilustruje vyhodné
provedeni hlavniho DSA procesu, obsluha poditadového systému
{lustrovaného na obr. 1 nejprve v kroku 210 vybird aktivitu.
Jak bylo zmiflovédno vySe, aktivita =znamend Jakoukoliv
bioclogickou a/nebo chemickou vlastnost, v&etné biochemickych,
farmakologickych, toxikologickych, pesticidnich, herbicidnich
a katalytickych vlastnosti. Navic p¥i pouZiti vynalezu pro
identifikovéni samostatnych ligandl mbZfe byt aktivitou dany
G¢inek na p¥isludnou bilkovinu (obvykle schopnost vézani -

vytvafeni vazby).

Vv predkléddaném popisu odkaz na urdéitou wvlastnost,

jako 7je biologickd aktivita, miZe byt, pokud neni uvedeno
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jinak, extrapolovan na daldi typy biologickych a/nebo
chemickych vlastnosti. Dale pro vyloudeni jakychkoliv pochyb
terminy "sloudenina', nmolekula” a "molekuldrni struktura"
mohou vSechny zahrnovat molekuldrni podstruktury a rovnéz

celé sloudeniny podle daného kontextu.

Poté, co v kroku 210 jiZ byla zvolena aktivita, je Vv
kroku 220 vybrdn soubor 125 sloudenin. Zvoleny soubor
sloudenin je souborem molekul, které maji byt zkoumdny pro
zjigt&ni, které fragmenty ptispivaji ke zvolené aktivit&. Jak
bude podrobn&ji popsano ni%e, soubor sloulenin, zvoleny v

kroku 220, obsahuje molekuly, o nichZz je znamo, Ze 7Jjsou

aktivni, a molekuly, o nichZ je znamo, e jsou neaktivni.

Jakmile ji% byla zvolena aktivita a soubor sloudenin,
proces pokraluje Vv kroku 230 vytva¥enim knihovny 120
fragmentll. Proces vytvafeni knihovny fragmentli miZe byt
popsédn jako proces vadeni G&innosti molekuldrnich fragmentu,
uvnit¥ podskupiny zndmych struktur, na chemicky a/nebo
biologicky vysledek. Tento proces miZe byt popsan Jjako

sestdvajici z krokl:

I. identifikovani jedné nebo vice podskupin
molekul majicich dané vlastnosti vzhledem k p¥islugnému

chemickému a/nebo biologickému vysledku;

II. vytvo¥eni  p¥edb&Zné  knihovny zahrnujici

fragmenty molekul v uvedené jedné nebo vice podskupinéch;

III. aplikovani algoritmu pro odhad ptispévku
uvedenych fragmentl ve vztahu k p¥islugnému chemickému a/nebo

biologickému vysledku; a

IV. ziskani hodnot skére pro kaZdy uvedeny

fragment, na ktery byl aplikovén uvedeny algoritmus, p¥ilemz
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tyto hodnoty skére mohou byt sefazeny podle velikosti;
ptidem? ty fragmenty, které s nejvétsi pravd&podobnosti
ptispivaji k prisludnému chemickému a/nebo biologickému
vysledku, jsou sdruZeny napfiklad s vysoce za¥azenymi

hodnotami skdére.

Jak bylo zmifiovdno vyZe, knihovna 120 fragmenti
obsahuje fragmenty a rovné&z ziskané hodnoty gkére fragmenti.

Jakmile 7ji% byla v kroku 230 vytvo¥ena knihovna 120

fragmentt, proces mi%e nebo nemusi provést krok 240 opakovani

(re-iterace) .

Realizovanim DSA procesu cpakovacim zpusobem mchu byt
vypodetni zdroje vyuZity velmi efektivng&. Napfiklad mize
proces vyhodn& zalinat s malymi fragmenty. ProtoZe polet
mo¥nych fragment® v molekuldrnich strukturdch se zvy3uje
p¥ibliZn& exponencidliné s meximalni velikosti fragmenty,
které jsou zkoumdny, je tato maximdlni velikost na =zaCédtku
nastavena na spiSe nizkou hodnotu, takiZe miiZe byt zpracovin

dokonce velmi vysoky po&et molekuldrnich struktur.

Proces v krocich 210 aZ 230 odhaluje fragmenty s
vysokym prisp&vkem k poZadované aktivit&. Nalezené fragmenty
mohou byt potom pouZfity v ndsledujicim kole (nebo cyklu} pro
nalezeni fragmentd vét3i velikosti, to jest 8§ vyS8&i
molekuldrni hmotnosti. Priklad opakovaciho procesu je
znazornén na obr. 3. V prvnim kole byl nalezen fragment C=0
jako majici vysoky piispévek k po¥adované aktivité. Tento
fragment je potom pouZit pro zkoumani fragment®i, které maji
v&tEi velikost, ne? vysledny fragment prvniho kola, a které
obsahuji tento fragment. V p¥ikladu podle obr. 3 druhé kolo
ukdzalo, %e vzhledem k poZadované aktivité je nejlep&im

fragmentem této velikosti fragment N-C=0. Tento opakovaci
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tms se zvdtduje velikost fragmentld, a

(914

proces pak pokraduie,
mi¥e vést na sloudeninu, ktera pravd&podobné ma poZadovanou
biologickou a/nebo chemickou vlastnogt a Je vhodna pro

po¥adovanou aplikaci.

P¥i opétovném popisu procesu podle obr. 2, pokud je v
kroku 240 rozhodnuto o provedeni dalfiho kola nebo cyklu, je
v kroku 250 analyzovand knihovna 120 fragmentt vytvofena Vv
kroku 230 a proces Se vraci do kroku 220. P¥iklady toho, jak
je v kroku 250 analyzovana knihovna 120 fragmentd, budou
podrobn&ji popsany ni%e. Jak lze olekdvat, opakovaci proces
umo¥fiuje aplikovéani pokrotiilejsich funkci, Jjako jsou funkce
145 =zobecnéni a funkce 155 slufovani pro dal¥i zlepBeni
procesu objevovani s vyuZitim diskrétni podstrukturni

analyzy.

Nakonec, kdy% je v kroku 240 rozhodnuto, Ye jiZ nemé
byt provedeno Zzadné dalsi opakovani, proces pfechazi k
5

ukondeni, prifemz v kroku 260 se vytva¥i soubor 12

sloucenin.

pokud se nyni op&t tykad kroku 230 vytvafeni knihovny
120 fragmentl, bude ni¥e ve spojeni s odkazy na obr. 4 az
obr. 6 popsano vyhodné provedeni podkroktu tohoto vytvé¥eciho
procesu. Nejprve poté, co Je p¥istoupeno k vnit¥ni databéazi
115 a/nebo k vn&jgimu datovému zdroji a Jjsou identifikovény
podskupiny molekul, jsou Vv kroku 410 p¥ijata data aktivity
struktur, kterd se tykaji identifikovanych molekul. Potom

jsou v kroku 420 stanoveny fragmenty molekul v podskuping.
Molekuly mohou byt rozd&lovany do fragmentd s
vyuZitim mnoZstvi béZnych technik. Nap¥iklad miZe byt pouzit

algoritmus pro nalezeni jakékoliv permutace atomi, které jsou
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vz4djemn& spolu vézédny. Funkce 135 fragmentace mohou vyuZivat
minimalni velikost a maximdlni velikost fragmentd. PIo
poskytnuti jiného p¥ikladu by fragmenta®ni algoritmus mohl
byt instruovdn pro preskoeni <&i vynechani té&ch fragmentu,
které maji atomy organizovany linedrneé. Navic by algoritmus
mohl byt omezen Ppro zadlen&ni nebo vylouZeni urcitych typl
vazeb. Existuje mnoZstvi ruznych typl aplikace fragmentalnich
funkci, se kterymi se osoba v oboru znald miZe snadno

obeznamit.

Ka¥da z molekuldrnich struktur tedy miZe byt
koncep&né& rozdélena na ¥ady diskrétnich podstruktur nebo
fragmentl (viz krok 420). Fragmenty mohou byt jednoduché
funk®ni skupiny, nap¥iklad NO,, COOH, CHO, CONH,; ptesné
dvourozmérné podstruktury, nap¥iklad o-nitrofencl; volné
definované rodiny podstruktur, napfiklad R-OH; jednoduché
atomy nebo vazby, nebo jakdkoliv sestava strukturnich
deskriptort v dvourczmérném nebo t¥irozmérném chemickém

prostoru.

Poté, co v kroku 420 byly molekuly rozdéleny do
fragment®, Jjsou v kroku 430 vypoéitény skére fragmentu
prost¥ednictvim vypoctu hodnoty skére pro kaZdy fragment a
sdrufeni vypoditané hodnoty s fragmentem. Potom jsou

stanoveny v kroku 440 fragmenty & nejvy8sim skére a tyto jsou

v kroku 450 uloZeny.

p¥iklad toho, Jjak Jjsou stanoveny fragmenty s
nejvy&sim skére, je snizorndn na obr. 5. V tomto p¥ikladu
jsou stanovené hodnoty skdére vyneseny vzhledem k poctu
slouXenin, které zahrnuji p¥islusny fragment. V tomto grafu
je kaZdy fragment reprezentovdn bodem. PouZziti tohoto

grafického zndzorn&ni v kroku 440 poskytuje vice informaci,
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ne¥ pouhy vyb&r fragmenti s nejvyssim skére porovnanim hodnot
skére, protofe graf navic vyuzivd informace O podtu

slou¥enin, které obsahuji pfisluné fragmenty.

Proces nalézani nejvétii moZné hodnoty skére maZe byt
povaZovéan za ekvivalentni  vytvareni fylogenni sité
hierarchicky uspot*adanych molekularnich fragmentt,
odpovidajici dané biologické a/nebo chemické aktivité. V
tomto uspotddani jsou uzly sité tvoteny samotnymi fragmenty a
pravdépodobnost, Ze jakykoliv jeden fragment je zékladem
biologické aktivity, je dana vzdalenosti odpovidajiciho uzlu
od poatku, to jest =zakladny samotné sit&. Tedy &im vE&tSi
hodnota skére je pro jakykoliv dany fragment, tim déale je
odpovidajici uzel od podatku mfizky a tim pravdé&podobnéj&i
je, Ze tento fragment reprezentuje chemické YeZeni pro
nap¥iklad farmakofor, ktery je rozpozndvan p¥isludnym danym

terdem.

Nyni bude ve spojeni s odkazy na obr. 6 podrobnéji
popsdn krok 430 vypoftu skére fragmentQ. Aplikace funkeci 140
skére odpovidd vyde zmifiované soustaveé logickych pravidel
nebo vypo&etnich krokl. DSA postup podle ptedkladaného
vynalezu zahrnuje ve vyhodném provedeni krok =zatlené&ni
prom&nnych, tykajicich se ptevahy ka%dého fragmentu, do jedné
nebo vice matematickych funkci, které odhaduji hodnotu skére

pro jakykoliv dany fragment.
Uvedeny algoritmus je funkci:

(a} po&tu molekul x v podskuping, které spliuji
danou prahovou hodnotu vzhledem k poZadovanému vysledku a

které obsahuji dany fragment;
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(b) podtu molekul y v uvedené podskupinég, které
obsahuji uvedeny fragment, at jiZ splfiuji &i nespliiuji

uvedenou prahovou hodnotu;

(c} podtu molekul z v uvedené podskupin&, které
splfiujici uvedenou prahovou hodnotu, at ji%Z obsahuji nebo

neobsahuji uvedeny fragment; a

(d) poftu N viech molekul v podskupiné.

vysledkem, zmifiovanym v (a), miZe byt jakykoliv
pofadovany parametr tykajici se aktivity sloudenin, c¢oZ
zahrnuje, ale neni omezeno na, biologickou, biochemickou,
farmakologickou a/nebo toxikologickou aktivitu. Kazda
sloudenina nebo molekula v datovém souboru miZe potom byt
analyzovana podle toho, zda mé pofadovany parametr ve vztahu
k dané prahové hodnot&, jako Je urditd drovenl aktivity.
prahovd hodnota mi¥e byt nastavena na jakoukoliv poZadovanou
drovefi. V ndsledujicim popisu je "aktivni" sloufeninou takova
sloudenina, kterd spliiuje poZadovanou prahovou hodnotu, a
mneaktivni gloufeninou" je takova sloulenina, kter&d nesplriuje
uvedenou prahovou hodnotu. Tyto terminy nejsou urleny pro
vyjad¥eni jakékoliv absolutni vlastnosti prislusdnych

sloudenin.

P¥isp&vek daného fragmentu mize byt  stanoven
aplikovanim proménnych x, y, z a N, mircu nebo méritkem
asociace nebo funkci 140 skére. Jak je dobfe zndmo osobam v
oboru znalym, existuje mnoho moZnych m&fitek asociace, ktera

spadaji do t¥i hlavnich kategorii:

od&itaci m&¥itka: napf. Nx-yz;
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Pomérovad m&¥itka: napf. x(N-y-z-x)/(z-x) (y-x);

gmiZ%end méritka: napf. (x/z)-(z-x)/N-2z).

M&1lo by byt zcela z¥ejmé, Ze muZe byt zvoleno
jakékoliv m&¥itko asociace a osoby Vv cboru znalé budou snadno

schopné provést vhodnou volbu.

Algoritmus aplikovany v  kroku 430 tudiz maZe

zahrnovat (viz obr. 6):

(1) vyhodnoceni poétu slouCenin x Vv podskuping,
které splfiuji danou prahovou hodnotu vzhledem k p¥islusnému
chemickému nebo biologickému vysledku a které obsahuji dany

chemicky determinant (krok 610);

(ii) vyhodnoceni poctu slou€enin y Vv uvedené
podskupin& sloudenin, které obsahuji uvedeny chemicky
determinant, at ji¥ splfiuji nebo nesplituji uvedenou prahovou

hodnotu (krok 620);

(1i1) vyhodnoceni podtu slouenin z v uvedené
podskupin& slouenin, které spliuji uvedenou prahovou
hodnotu, at Jji% obsahuji nebo neobsahuji uvedeny chemicky

determinant (krok 630);

(iv) vyhodnoceni celkového poltu N v podskuping

slou®enin (krok 640); a

(v) aplikovani m&¥itka asociace na dvé nebo vice
prom&nnych x, y, z, a N (krok 650), vyhodnd na t¥i nebo Ctyri
proménné a zv14&st& vyhodn& na viechny Ctyri prom&nné x, y, 2z,

a N.

ME¥itko asociace miZe byt aplikovéno p¥imo pro

stanoveni hodnoty skére, odpovidajici p¥isp&vku daného
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fragmentu. Vyhodné je ale mé&¥itxo asociace rozvinuto do
funkce skére, aby se vyhcdnezila pravd&podobnost, ze
podstruktura prispiva k vysledka. To umoZiiuje jasnéj&i
stanoveni sefazeni hodnot skérs, ziskanych pro vEechny
analyzované fragmenty. MEFitko ascciace miZe byt rozvinuto do
funkce skoére prostfednictvim postupll obecné dob¥e znémych Vv
cboru. Tyto postupy mohou byt napfiklad vyhodné& zvoleny ze
statistickych metod, Jjako je rzpfiklad metoda kritického
poméru (z); Fisherlv pfesny test, pergonova metoda
chi-kvadratu; Mattel -Haenzelova metoda chi-kvadratu; a metody
zaloené na, ale neomezené na, providéni odhadll strmosti, &
podobn&. Mchou byt ale pouZity i metody jiné neZ statistické.
Takové metody zahrnuji, ale ne‘sou omezeny na, vypodet a
porovnani p¥esnych a p¥ibliznycn konfidencnich intervall,
korelacnich sou®initeld, nebo skutedn® jakékoliv funkce
obsahujici méfitka asociace seszivajici z kombinace jedné,
dvou, t¥i nebo &ty¥ z prom&nnyc: X, ¥, 2, @& N popisovanych
vyse.

pPfiklady matematickych vzorcl reprezentujicich
m&¥itka ascciace nebo funkce skérs, které mohou byt pouzity Vv

predkléadaném vynélezu, zahrnuji:

XN
Nx-yZ

(Wz)~(yN)
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X)

(Xi)

(X1)

(VII)

26 : :'oo

(x/Z)~(z-x)}(N-2)

x(N-y-Z+X)
(z=x)y-%)

NXx - Yz
JZN=2)y(N-Y)

ekx/z}%z—xV(N—zﬂ

(Nx-yZ-NI2)'N
\Nx—yz =112 7
z(N-2) yIN-Y)

X(N-y-z+ X) e—2q/1/ x+1/(y—x)-1—1/(z—x)+1/(N—y—z+x)

(2= X0y =X)

X

P
1

\

2
X, (N=Y—2Z3 +Xq (2, = %4

zkufeny pracovnik v oboru

skére jako vysledek

(N-y—24 +X1)(Zz —X )(Y"Xz)
)y = %4)

snadno

soutinitele momentové

rozpoznd funkci

korelace,
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odrid¥ejici stupeil sdilené odchylky mezi dvéma dichotomickymi

prom&nnymi explicitné nevyjadfenymi v uvedeném vzorci.

Zkugeny pracovnik v oboru snadno nahlédne, Ze funkce
(VII) skére se tykd odhadu poméru moznych pravdépodobnosti s
vyu¥itim strmosti regresni k¥ivky reprezentujici stupeil
sdilené odchylky, kterd existuje mezi dvéma dichotomickymi
proménnymi .

Osoba v oboru znald snadno rozpoznd funkci (IX) skdre
jako statistiku na bazi chi-kvadriatu, modifikovanou pro riizné
omezujici £aktory. Naptiklad vyraz N/2 v gitateli druhého
kvocientu logaritmicky véZeného vysledku je konzervativnim
nastavenim p¥irozeného p¥ibliZenl k binomickému rozdéleni,
co¥ je vyuZitelnou modifikaci pro praci s relativné malymi
hodnotami x, ¥, 2z, a N. Zkufeny pracovnik v oboru snadno
nahlédne, e mohou byt pouZita jind méritka asociace a/nebo
funkce skére pro stejné Gfely na wumisto t&ch, kterid byla
popséna ve vzorcich (I} a (II}, z nichZ nejvhodnéjsi z
hlediska p¥edklddaného vyndlezu obsahujl rizné kombinace

jedné, dvou, t¥i nebo Etyf z promé&nnych x, y, 2, & N.

7kugeny pracovnik v oboru rozpoznd funkci (X) sgkére
jako zpusob pro odhad  hodnoty spodni  hranice  95%
konfiden®niho intervalu m&¥itka (III) s pouZitim logaritmické
transformace pro lep8i porovnatelnost rozd&leni poméru s
normalnim rozdélenim, a aproximaci Taylorovych Yad prvniho

¥&du pro odhad odchylky logaritmu stejného uvedeného poméru.
Osoba v oboru znald nahlédne, Ze funkce (XI) skére je
zplisobem pro porovnani pom&rl pravdépodobnosti, umoziiujici

identifikovat chemické determinanty, které s nejveétdi
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pravdSpodobnosti budou selektivni pro jeden ter& neZ pro
jiny.

zkuSeny pracovnik v oboru rozpoznéd funkci (XII) skére
jako zpusob pro kombinovidni mnoZstvi testu asociace,
umo¥fiujici identifikovat chemické determinanty, které s
nejvétdi pravd&podobnosti maji dfinky na dvé nebo vice danych

vlastnosti soulasné.

Oscba v oboru znald rovné? snadno nahlédne, Ze funkce
skére mife byt modifikovana tak, aby =zahrnovala p¥idavné
proménné vztaZené k materidlu molekuil, biologickym, chemickym
a/nebo fyzik&ln&-chemickym vlas:tnostem. Naptiklad by takovéto
modifikace mohly zahrnovat, ale nijak nejsou omezeny pouze
na, nastaveni pro mocnost slouleniny, selektivitu, toxicitu,
biologickou dostupnost, stabilitu (metabolickou nebo
chemickou}, realizovatelnost syntézy (sestaveni), <Cistotu,
komerdni dosaZitelnost, dostupnost vhodnych reagentu pro
syntézu, cenu, molekuldrni hmotnest, molekuldrni
refraktivitu, molekuldarni cbjem, logP (vypolitany nebo
stanoveny), pofet skupin akceptujicich vodikové vazby, pocet
skupin poskytujicich vodikovou vazbu, néboje (parcidlni a
formalni), protona&ni konstanty, pofet molekul obsahujicich
pridavné chemické kliZe nebc deskriptory, pocet otofnych
vazeb indexy flexibility, indexy tvaru molekul, podobnosti

seskupeni a/nebo objemy pfekryti.

Tzk nap¥iklad miZe byc funkce (VIII) skdére déle
modifikovédna nap¥iklad pro zapofteni molekuldrni hmotnesti
kaZdého  chemického  determinantu  pfZi uvazovani (Mw)

nasledovné:
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MW ei(X/z)-(z-x)/(N-z)]

Podobn& mi¥e byt modifikovéna funkce (IX) skére pro
zadlendni prom&nnych MW a [S], které reprezentuji molekuldrni
hmotnost prisludného chemického determinantu (MW) respektive
podet toho, kolikrat se uvedeny chemicky determinant objevuje

v podskuping aktivnich slougenin x ([S]), nasledovné:

o (Ne-yd-NI2)°N

Score=L0 MW‘[S]' z(N~z)y(N~Y)

aby se tak umoZnila identifikace nejvétgich moZnych,
ojedinglych, biologicky aktivnich chemickych determinantd

bé&hem analyzy.

vysledky algoritmu z kroku 650 poskytuji hodnotu
skére uvarovaného fragmentu. Krocky 610 aZ §§g algoritmu mohou
pyt cpakovény pro kazdy ze zvelenych fragmently v datech. KdyZ
ji% byly vypolitdny hodnoty pro viechny zvolené fragmenty,
vysledky poskytuji hodnotu skére édpovidajici potencidlni
G&ipnosti kaZdého z fragmentl, které Dbyly analyzovany.
Uvedené hodnoty skére mohou byt sefazeny podle velikosti;
ptitemz ty fragmenty, které s nejvétsdi pravd&podobnosti
p¥ispivaji k uvaZovanému chemickému a/nebo biologickému
vysledku, jsou sdruZeny nap¥iklad s vysokymi hodnotami skore.
To umo¥fuje v Kkroku 440 identifikaci jednohc nebo vice
lokdlnich extrémt hgdnot funkce skdére, jejichiZ odpovidajici
chemické determinanty reprezentuji Uplnd nebo ¢tastecna

chemicks fefeni pro po%adovany chemicky nebo biologicky
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vysledek. Nalezeni nejvétZich hodnot skére, které miZe byt
dosaZeno v Jjakékoliv dané datové sad&, je ekvivalentni
identifikovani chemickym determinantim obsaZenym v podskupiné
molekul majicich poZadované vlastnosti, p¥idemZ tyto chemické
determinanty maji nejniZ8i pravdépodobnost vyskytu shodou
okolnosti ve stejnych podskupindch. KdyZz pozZadovanou
vlastnosti Jje dand biologickd aktivita fragmenty nebo
chemické determinanty s nejvit3im skdére  reprezentuji

biologicky aktivni farmakofor.

Opét g8 prihlédnutim ke =zn&zorné&ni na obr. 2 budou
nyni diskutovana vyhodnd provedeni kroku 250 analyzy knihovny

120 fragmenti.

Jeden zplsob analyzy knihovny 120 fragmentd Je
zndzornén na obkr. 7. Proces zadind vyb&rem fragmentu v kroku
710 na zakladé hodnot skére, stanovenych v pYedchézejicim
kole. Potom jsou v kroku 720 wvyjmuty 2z p¥edchézejiciho
souboru slouceniny, které obsahuji vybrany fragment. ProtoZe
v kroku 710 byl vybradn fragment s vysokym prispévkem k
poZadované aktivité, sloueniny, které jsou vyjmuty v kroku
720, mchou byt povaZovany za aktivni sloufeniny. Potom je
vybran v kroku 730 soubor neaktivnich sloudenin, bud z
pfedchdzejiciho scuboru nebo z databdzi nebo 2z jakéhokoliv
jiného zdroje. Potom jsou aktivni a neaktivni sloudeniny
uvedeny dohromady v kroku 740 pro vytvoreni nového soubcru
sloudenin. Tento novy soubor slouenin je potom vybrédn v
kroku 220 jako soubcr sloulenin pro nédsledujici generace

opakovani, aby se tak pokradeovalo s dalZim kolem.

Nyni bude wve sgpojeni obr. 8 popsdno vyhodné

s
provedeni pro realizaci kroku 730. Toto provedeni vyuZiva
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generické podstruktury pro zvoleni nového souboru sloufenin

pro nasledujici kolo (opakovani) .

Proces podle obr. 8 zalina v kroku 810 analyzovénim
struktury fragmentu, ktery byl vybrdn v kroku 710. P¥i
vyuziti obecného aspektu vynalezu miZe byt fragment, vybrany
v krcku 710, zvolen prostfednictvim vyhodnoceni hodnoty
skére, kterd byla vypoliténa v ptedchozim kole. Navic mbze
byt vybér fragmentu provadén zavisle na daldich faktorech,
které ovliviiuji vhodnost fragmentu jako potételniho podu pro
zobecnéni. Tato vhodnost by mohla byt funkci podtu atomi nebo
vazeb, zpusobu Jjakym Jjsou atomy vazany, trojrozmérné
struktury p¥isludného fragmentu, a tak dale.

Poté, co v kroku 810 jiZ byla analyzovéna struktura
vybraného fragmentu, je v kroku 820 lokalizovéna zobecnitelna
polozka ve struktufe fragmentu. Tato polozka je potom V kreku
830 nahrazena zobecnénym vyrazem pro vytvo¥eni generické
podstruktury (nap¥iklad pro nalezeni bio-isostern) . Prikladem

mbZe byt.

Fragment
g
[Ar]-*N

Genericka
podstruktura

kde v daném vybraném fragmentu byly lokalizovény dvé

zobecnitelné poloZky a nahrazeny zobecn&nymi vyrazy [Ar] a A,
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pfidemZ [Ar] reprezentuje aromatické j&drc a A reprezentuje

C, nebo S.

Generick& podstruktura vytvofend v kroku 830 je potom
v kroku 840 pouZita pro proveden? virtudlniho screeningu pro
nalezeni novych sloulenin odpovidajicich generické
podstruktufe. Termin "virtudlni screening” cznaduje jakykoliv
proces t¥idéni, ktery je provadén pouze S daty, ¢CimZ se
vyluduje nutnost sestavovat (synteticky vytvafet) sloudeniny.
Nové  sloudeniny, které 3jsou odhaleny prost¥fednictvim
virtudlniho screeningu, jsou potom pouZity pro zkonstruovani
nového souboru slouenin v kroku 850, ktery potom miiZe byt

pouZit v nadsledujicim kole opakovani.

Jak miZe byt patrné z cbr. 9, proces virtuidlniho
screeningu miZe byt rozdélen na modifikace fragment vnit¥ni
oblasti a vn&33i oblasti, vytvofenych prost¥ednictvim pouziti
generickych podstruktur. Mod:ifikace vnit¥ni oblasti,
provadéné v kroku 910, zahrnuji substituce, v¥azovani, ruseni
a inverze atomt fragmentu. Polinajic od vyEe zminovaného
p¥esného fragmentu a zobecnéni tohoto fragmentu na generickeu
podstrukturu jsou ziskdny t¥i rizné substituce Vv nasledujicim

p¥ikladu:

Q

Q
O™ w120 (Y

Q

Slou¢enina Genericka (TIJLN
podstruktura o

3

Substituce
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Modifikace wvn&j8i oblasti, provaddéné v kroku 2920,
sestdvaji ze zmén v substituentech fragmentu. Tyto mohou byt

nadhodné, cilené, a tak dale:

Genericka Sloutenina Ki])LN Nové
odstruktur i
P a = o™ o varianty
|
cl- O

Soubory cilenych sloudenin, jsou sbirky wmolekul,
které Jjsou =zalofeny na modifikacich jedné mnebo vice

generickych podstruktur:
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Zatimco na obr. 9 je znizorn&no, Ze kroky provadéni
modifikaci vnit¥nich oblasti a vn&j3ich oblasti Jsou
realizovény sériové (po sob&), mélo by byt osobdm s bé&Znymi
znalostmi v oboru zcela zfejmé, Ze do rozsahu vyndlezu spada
rovné? realizace pouze Jednchoe 2z téchto rlznych typt
modifikaci, nebo realizace obou modifikaci v jiném pofadl
nebo dokonce paralelné (soulasng). M&lo by byt také zfejmé,
Ye vysledkem virtudlniho screeningu je rozmanitd sbirka
sloudenin, které maji vysckou pravdépodobnost, Ze jsou
aktivni, protoZe Jsou bohaté na podstruktury sdruZené s

aktivitou.

Zatimco v kroku 710 je vybradn fragment, ktery tveoil
zdklad pro aplikaci funkci 145 zobecn&ni pro ziskani
generické podstruktury, je dald8im vyhodnym provedenim podle
vynalezu volba vé&tZiho poftu fragmentl s vysokym skére pro
vytva¥eni generickych podstruktur. Nap¥iklad bylo zjiSténo,
e né&sledujici fragmenty maji velké p¥ispévky k poZadované

aktivité a mohou tedy byt vybrdny v kroku 710:

o]

/%/U\N/\\/N\f ,/\N/\_”/N\/; \\/"\N/“\/N\.’/
g : -
N/\/NWO .:‘. WN/\-’/N\‘//
< N
o U
07N \ﬁ/ w NS o

Tyto vybrané fragmenty jsou potom redukovany na

generické podstruktury s vysokym skére, jako:

Aromatic —s
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Tyto generické podstruktury jsou potom pouzity Pro

virtudlni screening komerdnich databazi

) ) J

nebo korporativnich sbirek sloudenin.

zatimco byl popsadn  opakovaci proces (proces
re-iterace) jako vyhodny z 'v?poéeﬁhich dtivodd, protoZe Je
vyhodné zalinat s malymi fragmenty a zveétsovat velikost
fragmentd mezi po sob& jdoucimi koly opakovani, a zatimeco
bylo déle ukdzéno, Ze vykon objevovani mbZe pyt jeité zvysen
prost¥ednictvim uZiti generickych &i cobecnych aspektll v tomto
opakovacim procesu, existuje Jje&ité& dals3i pristup podle
predkladaného vyndlezu pro dalsi zlepdeni procesu digkrétni
podstrukturni analyzy podle vynalezu. Tento dal3i p¥istup jJe
zaloZen na technicé vézani za zvydené teploty (sludovani -
annealing) a bude v nisledujicim popisu popsan ve spojeni s

odkazy na obr. 10.
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Ve vyhodném provedeni podle obr. 10 zadind krok 250
analyzy knihovny fragmentd, kterd Dbyla vytvofena VvV
pfedchazejicim kole, s kroky 1010 a 1020 vybéru prvniho
respektive druhého fragmentu. Oba fragmenty jsou zvoleny na
zaklad® vypo&itanych hodnot skére a mohou byt povaZovény za

fragmenty s vysokym pEisp&vkem.

——

V néasledujicim kroku 1030 se aplikuje funkce 15
siudovani pro spojeni prvnihe a druhé&ho fragmentu. Spojeni
fragment znamend definovani molekuldrni struktury nebo
podstruktury obsahujici oba fragmenty. PIo tento &el miZe
byt pouZito mnoZstvi rlznych funkei 155 sluGovani. Tyto
funkce slufovani se 1i¥i v konkrétni realizaci toho, jak jsou
urcité slutovaci  parametry vyhodnocovany a  pouZity.
Sludovacimi parametry jsou, napfiklad, (pfedem stanovena)
vzddlenost prvniho a druhého fragmentu, t¥irozm&rnd orientace
prvniho a druhého fragmentu, pocet atoml, které jsou vloZeny
mezi fragmenty, pofet vazeb, které jsou pou¥ity pro spejeni

fragment? dohromady, typ vazeb a atomd, a tak dale.

Navic je sluovaci proces ddle vyhodné& kombinovan s
obecnym (generickym) aspektem vyndlezu, jak bylo popisovéano
vyge. Pokud nap¥iklad v krocich 1010 a 1020 jsou vybrany
fragmenty F1 a F2, o nich%Z je znamo, Ze maji vysoké hodnoty
skére, mohla by sludovaci funkce, kterd je vybrédna v kroku

3

1030 a spudténa v kroku 1040 vytvofeni nového souboru

sloudenin, pou¥it pro spojeni fragmenty genericky vyraz:

F1-[G]-F2
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Kde obecny vyraz [G] Jje 'synonymum Ppro molekuldrni
podstruktury danych vlastnosti a sludovacich parametru a
zadvigi na pouZité slulovaci funkei.

Jakmile jiz byly fragmenty zkombinovany
prosttednictvim pfesnych nebo generickych vyrazi, Jje Vv kroku

1040 vytvo¥en novy soubor sloudenin, které obsahuji oba

fragmenty. P¥iklad molekuly nového souboru sloucenin je
snizorn&n na obr. 11, ktery je dvourozmérnou mapou
relativnich pFispévkti, ilustrujici relativni p¥ispéni ve
vztahu k lokalnim soufadnicim. Jak miZe byt patrné z obr. 11,
jsou zde dvé lokdlni maxima, ilustrujici p¥ibliZné hodnoty

skére 1,2 a 1,7 pro fragmenty F1 a F2.

sludovaci proces (annealing) Jje vyhodny ze dvou
dovodl. Prvni vyhodou je to, Ze spojenim dvou fragmentl
majicich vysoky pIispévek k poZadované aktivit&€ mohou byt
ziskany v&t3i molekuly, které vyuZzivaji skutednosti, Ze
obsahuji vice nei jeden fragment s vysokym skére. Vysledné
struktury maji tudi¥ velké nad&je k tomu, aby mély dokonce
v&t&i hodnotu skére, nef je nejvetii hodnota skbére téchto

dvou fragmentu.

Nap¥iklad ve struktu¥e podle obr. 11 vysledna
sloudenina obsahuje fragmenty majici hodnoty skére 1,2 a 1,7,
ale mie dosahnout celkové hodnoty skdre pro celou strukturu
nap¥iklad 2,1. Slufovaci technika tudiZ umo¥fiuje objevovani

W

%i nalézani sloufenin s dokonce vys&i aktivitou.

Druhou vyhodou je to, Ze slufovaci technika umoziuie
vyloudit zablokovani vypofetniho procesu. Jak miZe byt patrné
2 obr. 11, hodnoty relativnich p¥isp&vkl indikuji dvé lokdlni

maxima. P¥i provadéni opakovaciho procesu ilustrovaného na
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obr. 3, se zalitkem s malymi fragmenty a se zvySovanim
velikosti fragmentd v kaZdém dalZ&im n&sledujicim kole
opakovani mi¥e dojit k zablokovéani, kdyZ je vybrany fragment

v jednom z prost¥ednich krokl umistén na lokdlnim maximu.

Napfiklad kdyZ je na konci druhého kola vybran
fragment N-C=0 a tento fragment Jje umist&n na lokalnim
maximu, nésledujici kolc opakovani nebude dsp&€Sné. Jak bylo
popsdno vyse, fragmenty nésledujiciho kola jsou vyhodné
konstruovany =z vybraného fragmentu p¥edchazejiciho kola
prost¥ednictvim pfirtstkového zvétSovani velikosti fragmentu.
TudiZ, at je jakykoliv atom p¥idén k vybranému fragmentu,
nidsledujici kolo posune fragment od lok&lniho maxima. To
znamend, %e v tomto p¥ipad® vysledny fragment mad niZsi

hodnotu skére, neZ vybrany fragment z p¥edchdzejiciho kola.

Pro vylouCeni tohoto zablokovani muZe byt aplikovéna
sludovaci technika prost¥ednictvim vyb&ru dvou dobrych
fragmentl z predchazejiciho kola, spojenim t&chto fragmenti,
vipo&tem hodnoty skére a pokrafovanim v procesu. To miZe byt
providdéno periodicky v kaZdém kole, nebo kdykeliv je

detekovéno zablokovani.

Zatimco p¥edklddany vyndlez byl popsdn s pouZitim
mnoZstvi vyhodnych provedeni, m&lc by byt osobdm s béZnymi
znalostmi v oboru zcela z¥ejmé, Ze tento vyndlez neni nijak
omezen pouze na tato provedeni. Napfiklad miZe byt zménéno
po¥adi krokll ve vyvojovém diagramu zpusobu podle vynélezu,
nebo kroky, které jsou ilustrovany jako provadéné postupné po
sob&, by mohly byt dokonce provdd&ny paraleln& (soulasné),

viz. Naptiklad kroky 1010 a 1020 procesu ilustrovaného na

obr. 10,
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Navic by osob&m s bé&inymi znalostmi a zkuSenostmi Vv
oboru m&lo byt také zcela zfejmé, Ze ne v3echny 2
ilustrovanych krokt zplsobu Jsou poZadovany V kazdé
realizaci. Nap¥iklad v procesu vypoltu skdre podle obr. 6
neni pofadovéno, aby byly vypofitdvany parametry, které
nejsou pouZity funkci skére. Navic by parametry mohly byt
také vypo&itavany paraleln& s vyuZitim operadniho systému pro

soub&3né &i paralelni zpracovavéni vice aloh.

Nyni budou prost¥ednictvim p¥ikladd popsgdna dalsi

provedeni p¥edkladaného vynalezu.

Nap¥iklad knihovna fragmentd, vytvorend v kroku 230,
mi¥e teoreticky obsahovat vSechny moZné fragmenty a jejich
kombinace. To mi%e byt dosafeno v praxi tehdy, kdyZz je
knihovna generovina prost¥ednictvim politace. Pokud je ale
knihovna generovdna manuélneé, bude pravd&podobné obsahovat
pouze vyb&r viech moZnych fragmentu. Zptsob tudiZ mlZe byt
opakovdn s pouZitim kombinaci fragment®, zejména kombinaci
fragmentl, pro které jiZ byly vysoké hodnoty skére ziskdny v

p¥edchozi analyze.

TudiZ nésledné po poééteéhi analyze fragmentld ty
fragmenty, které s nejvétsi pravd®podobnosti ptispivaji k
p¥{slusnému chemickému a/nebo biologickému vysledku, mohou
byt kombinovdny a miZe byt aplikovén algoritmus podle vyse
uvdd&ného popisu pro odhad ptisp&vku uvedeného kombinovaného
fragmentu ve vztahu k po¥adovanému chemickému a/nebo
biologickému vysledku. Ziskand hodnota skére maZe byt
porovnana s hodnotami skére jednotlivych fragmentl pro

v&¥eni, zda tatc kombinace mé& za néasledek zlep&eni prispévku

e]

k pfislu3nému chemickému a/nebo biologickému vysledku.
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V dal3im provedeni ptedklédaného vyndlezu je moZné
vybirat z  fragmentf, majicich nejv&tsi prispévek k
pfisludnému chemickému a/nebo  biologickému vysledku,
spolednou strukturni &ast pro identifikovani, =zda ptrispévek
uvedené spole®né &asti je stejny nebo vyS&i neZ vychozi
fragmenty.

~

Fragmenty s nejvy33imi hodnotami skére reprezentuji
chemicky determinant nebo molekuldrni otisk majici nejvétsi
véhu pro prispéni k danému chemickému nebo biologickému

vysledku.

Po identifikovani uvedeného otisku je potom moZné
vytvo¥it knihovnu sloudenin obsahujicich uvedené chemické
determinanty. Sloueniny mohou byt ziskdny prost¥ednictvim
programu syntézy (sestavovani) kolem p¥isluZného strukturniho
znaku. Alternativnd mohou byt slouleniny, obsahujici chemicky
determinant, identifikovény z komer&nich  katalogh a
nakupoviny od pfrislufného zdroje. Sloueniny nemusi byt
nezbytnd p¥ipravoviny pro farmaceutické uGZely a mohou byt
dostupné z nejrizngjsdich zdroji.

. v

Jakmile jiZ byla sestaveny poZadovand knihovna, mize
byt podrobena screeningu proti urfenym poZadovanym tercum.
Vysledky screeningu mohou identifikovat slouceniny, které
jsou dostate&né aktivni pro dalgi vyvoj, nebo mohou poskytnou
vodieci struktury pro program syntézy. DSA metoda podle
predkladaného vyndlezu umoZfiuje vytvo¥eni rozmanitych a
pfitom jedt& vysoce cilenych knihoven ve vztahu k urditému
biologickému nebo farmakologickému terci. Je tedy podstatné
zvySena pravd€podobnost Usp&chu p¥i screeningu pro aktivni

sloudeniny a/nebo pouZitelné vodici struktury.
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V dalZim provedeni p¥edklddany vyndlez navrhuje
zpisob identifikace molekul, majicich wur&ité poZadované
vlastnosti, jako jsou biologicky aktivni molekuly, pricemz

tento zpusob zahrnuje:

e valeni p¥isp&vku molekuldrnich fragmentl, uvnitf
podskupiny molekul, pro dany chemicky nebo biologicky
vysledek, jak bylo popisovéno vyse,

s« identifikovéni jednoho nebo vice fragmentid s
nejvys88i vahou, a

e sestaveni souboru sloucenin, pricemZ tyto
sloudenin obsahuji jeden nebo vice z uvedenych fragmentd, a
pripadné

e testovani uvedenych sloufenin na poZadované

vlastnosti.

M&lo by byt zcela z¥ejmé, ¥e zplsob miZe byt stejné
tak pouZit pro identifikovani fragmentd, které vedou Kk
neziddoucim  vlastnogstem, jako jsou naptiklad  8kodlivé
biologické vedlejdi G&inky, a tudiZ pro vylouceni slouenin,

majicich takové fragmenty, z dvah o pouZiti.

Zptisob podle p¥edkladaného vyndlezu tudiZ generuje
strukturni hypotézy (fragmenty), u nichZ se pravdépodobnost
toho, ¥e jsou vysvétlenim daného bioclogickéhe, biochemického,
farmakologického nebo toxikologického vysledku, odhaduje
vypodtem kvantitativni hodnoty skére. UvaZfovani hodnoty skére
pro dany fragment umoZiuje osob& pracujici na vyvoji 1éki
provddét informovand rozhodnuti o pE¥istupech, které s
nejvét3i pravdépodobnosti povedou k dosaZeni poZadovaného

cile, jake je identifikace siln&ji plsobicich sloucenin,
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objeveni nové Fady aktivnich sloulenin, identifikace vice
selektivnich nebo vice biologicky dostupnych sloucenin nebo
eliminace toxickych G&inkil.

Zplisob podle predklddaného vyndlezu se zamé&€fuje na
fragmenty p¥itomné v podskupin€ pF¥islusSnych sloudenin, d&imZ
se eliminuje nutnost provéd&t nadmérnd mnoZstvi zdlouhavych
vypo&tll  pro  pravdépodobndji  méné relevantni sektory
chemického prostoru. To mad za nasledek redukel poctu
vypofetnich krokl, které jsou pot¥ebné pro vyfeZeni daného
biologického vysledku, p¥i soufasném zachovani zékladni
lrovnd molekuldrniho vyznamu, ktery je po¥fadovand za uCelem
stanoveni existence biologicky aktivnich chemickych

determinant.

Jak bylo diskutovéno vyZe, proces podle p¥edkladaného
vynidlezu zahrnuje hleddni lokdlnich extrémi jedné nebo vice
funkci, které mohou byt snadno zvoleny tak, aby tyto extrémy
odpovidaly pravdépodobnostem danym v b&zZnych statistickych
tabulkach. To poskytuje elegantni zptisob  vyhodnoceni
potencidlniho p¥isp&vku daného fragmentu k chemickému nebo
biologickému vysledku. Neni ale nezbytné zaloZit analyzu na
statistické teorii za (G&elem <realizace  p¥edkladaného

vynélezu.

DSA metoda podle pfredklddaného vyndlezu miZe byt
vyu¥ita v ¥irokém aplikaci objevovani novych 1léka. Jak bylo
popsédno vyBe, zpusob podle vyndlezu umoZiuje identifikaci
farmakofort, které maji vysokou pravd&podobnost prispivéani k
dané biologické aktivité, jako Jsou napfiklad antagonisty
7-TM receptor(, iﬁhibitory kindzy, inhibitory fosfatazy,

blokdtory iontovych kandlkll a inhibitory protedzy a rovné
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aktivni soulédsti pfirozen& se vyskytujicich peptidergnich

ligandu.

Zplsok rovné&Z umoZiiuje identifikaci  endogennich
moduldtort lékovych ciltl, coZ umoZiiuje identifikaci novych
smért farmakologické intervence a rovnéZ raciondlni zaclenéni
novych farmakologickych vlastnosti do molekul pfedtim

nemajicich tyto uvedené vlastnosti.

Zplisob podle vyndlezu miZe byt rovné€Z pouZit pro
identifikovadni chybné pozitivnich a chybné negativnich
vysledk v datovych souborech, napfiklad souborech, Kkteré
jsou odvozeny z vysokovykonného screeningu. DSA metoda je
rovné€Z pouZitelnd pro pfedvidadni selektivity sloudeniny
napfiklad prost¥ednictvim identifikovani potenciilné

nezaddoucich sekunddrnich G&inku.

Zpusob mliZe byt pouzit stejnym zplusobem pro
predvididni  toxickych  G&inkl sloufeniny prost¥fednictvim
identifikovani jeho "toxikofornich" chemickych determinanti,
coZz ve spojeni s vySe uvedenym umoZiiuje konstruovat databaze
chemickych determinantd s velkym wvyuZitim pro selekci
chemickych fad. V tomto kontextu zbﬁsob podle vyndlezu dile
umoziiuje raciondlni zaClenéni novych farmakologickych
vlastnosti do chemickych sloudenin pfedtim nemajicich
takovéto aktivity. ©Nakonec v disledku svoji schopnosti
identifikovat nejvhodnéj&i dGroven molekuldrni rozmanitosti,
kterd musi byt testovéna b&hem procesu screeningu, DSA metoda
umozZiiuje efektivni provadéni raciondlnich, do 2znadné miry
paralelné realizovanych, automatizovanych a vysoce vykonnych

procestl screeningu, c¢oZ Jje znatelnym zlepSenim oproti

goudasnym strategiim vysoce vykonného objevovani.
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MElo by byt zfejmé, %e ve vy3e popisovaném zpusobu
podle p¥edkladdaného vyndlezu se alespoll jeden krok provadi
prosttednictvim po&itadem *Yizeného systému. Tak nap¥iklad
hodnoty x, y, z a N, ziskané z databdzi, mohou byt zadavany
do a zpracovavéany prost¥ednictvim vhodn& naprogramovaného
potitade. Do rozsahu pFedklddaného vyndlezu tudiZ rovnéZz
spadaji takovéto po&itadem ¥izené nebo poditaclem realizované
postupy.

7 vyde uvedeného popisu je z¥ejmé&, Ze predkladany
vyndlez poskytuje novy zplsob pro rychlou identifikaci
molekul majicich urZité poZadované vlastnosti, Jako jJsou
biologicky aktivni molekuly. Zejména se tento vyndlez tyka
zplisobu va¥eni (&innosti molekuldrnich struktur za Gcelem
identifikovani biologicky aktivnich souasti molekuldrnich
struktur a vyu?iti té&chto soulédsti p¥i konstruovéni cilenych
soubori chemickych sloufenin pro rychlej8i a cenoveé
efektivn&€jEi objevovani 1léku.

Zplisob Jje navrZen pro zvySeni podilu biologicky
aktivnich sloudenin v daném souboru chemickych entit, pF¥ilemz
o té&chto entitdch jest& neni zndmo, Ze by mély poZadovanou
biologickou aktivitu. Uvedeny zptsob zahrnuje aplikaci
rliznych matematickych technik pro kvantitativni stanoveni
vztahtt strukturni aktivity {QSAR). Tento novy postup, ktery
mi¥e byt oznafen jako diskrétni podstrukturni analyza (DSA)
poskytuje feSeni napriklad pro problém rozpoznani
farmakologického obrazu, to jest problém identifikovani
chemickych determinantd (CD), které jsou odpovédné s ohledem
na danou sloudeninu za jakykoliv dany chemicky nebo

biologicky vysledek, kterym miZe byt nap¥iklad biologicka,
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biochemickd, farmakologickd, chemickd a/nebo toxikologicka

aktivita.

Zplisob podle p¥edklddaného vyndlezu md Biroké vyuziti
a neni omezen na oblast farmakologie. Pokud se tyka
biologicky aktivnich slouenin, zplscb podle vynalezu miZe
byt nap¥iklad vyu¥it ve spojeni s pesticidy a herbicidy, kde
poZadovanou biologickou aktivitou je pesticidni respektive
herbicidni aktivita. Zptsob mlZe byt rovnéZ pouzit v
aplikacich reaktivniho modelovani, kde poZadované vlastnosti
jsou spife chemické neZ bioclogické atributy, napfiklad tedy

pr¥i vytvareni katalyzatord.

M&lo by byt zcela z¥ejmé, Ze technikou podle vynalezu
je kombinovidni v podskuping nebo mezi ruznymi podskupinami
t&ch fragmentitl, které s nejvét8i pravdépodobnosti prispivaji
k prisludnému chemickému a/nebo biologickému vysledku, a
aplikovani algoritmu pro odhad prispévku uvedeného
kombinovaného fragmentu vzhledem k p¥isluZnému chemickému
a/nebo biologickému vysledku, p¥i&emZ =ziskand hodnota skére
miZe byt porovndvéna s hodnotami skére jednotlivych fragmentd

pro ové&feni, zda kombinace md za nasledek zlepSeni pfispévku

k pfisluBnému chemickému a/nebo biclogickému vysledku.

Navic predklédany vyndlez umoZiiuje vybé&r, z fragmentu
majicich nejv&t¥i p¥ispévek k prisludnému chemickému a/nebo
biologickému  vysledku, spoleéné  strukturni Casti pro
identifikovani, =zda p¥ispdvek uvedené spolelné dasti je
stejny nebo v&t3i neZ prispévek vychozich fragmenti.

Navic je pouZito miry nebo méfitka asociace, které je
vvhodn& zvoleno z od&itacich m&Fitek, pomérovych mé&¥itek nebo

smifenych mé&¥itek. ME¥itko asociace je vyhodné zallenéno ve
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funkci skére nebo rozvinuta na funkci skdére. Funkce skoére
mi¥e byt rozvinuta s pouZitim statistické metody zvolené z
metody kritickych  pomé&ri, Fisherova testu presnosti,
Personovy metody na bazi chi-kvadrdtu, Mantel Haenzelovy
metody na bazi chi-kvadratu, odhadu strmosti a podobné.
Dal$im vyhodnym provedenim je, Ze funkce skdre je rozvinuta s
pou¥itim metedy zvolené z vypoltu a porovnani p¥esnych a
pfiblinych konfidenénich intervall, koeficient korelace
nebo jakékoliv funkce explicitné obsahujici m&¥itko asociace

zahrnujici jakoukoliv kombinaci jedné, dvou, t¥i nebo tyt =z

prom&nnych x, ¥y, z a N.

Vyhodng se podle predklddaného vyndlezu provadi krok
vyb&ru molekul, obsahujicich fragmenty s nejvyg8im skére,
jako potencidlnich ligandd a p¥ipadn& nésledné jejich
testovani jako moduldtorl lékového ter&e. Zplsob podle
vyndlezu miZe byt vyhodn€ pouZit pro identifikovani chybné
pozitivnich a/nebo chybné negativnich experiment&lnich
vysledkd. Dal8imi vyhodnymi aplikacemi je provadéni zkoumini

podobnosti, analyzy rozmanitosti a/nebo analyzy shody.

vV ndsledujicim popisu jsou uvedeny ilustrace mnozstvi
aplikaci DSA procesu podle vyndlezu. Priklady jgou vyhodnymi
provedenimi vyndlezu a slou?i pro ilustraci vyndlezu, ale v
¥4dném pripad® nemaji jakoukoliv omezujici funkci pro rozsah

vynalezu.

p¥iklad &. 1 - Raciondlni identifikace novych a

selektivnich receptorovich ligandd

7Zkoudka konkurenénich vazeb byly rozvinuta pro

povrchovy receptor bunék S vyuZitim rekombinadniho
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membranového prepardtu a radiové oznafeného peptidu. Byla
sestavena sbirka slou®enin pro testovani ve zkouSce a byly
identifikovadno nové receptorové ligandy zpUsobem podle
predkléddaného vyndlezu. Prvni krok segtdval ze sestaveni
geznamu 208 struktur antagonistl stejného uvedeného receptoru
prozkoumdnim soufasné vé&decké literatury. Druhy krok sestéaval
z identifikace biologicky aktivnich chemickych determinantd
obsaZenych v t&chto 208 receptorovych ligandech. To znamena,
e byl vytvofen dal%i seznam obsahujici 101130 struktur
popsanych jako majicich Zadny a&inek na uvedeny stejny
receptor a tento seznam byl p¥iddm k prvnimu. Vysledny seznam
101338 struktur byl potom analyzovan na pritomnost biologicky
aktivnich chemickych determinant prost¥ednictvim zvoleni
odéitaciho m&ritka asociace (1), kde proménnd X
reprezentovala pofet aktivnich chemickych struktur
obsahujicich p¥isluBny chemicky determinant, ¥y reprezentovala
celkovy polet chemickych struktur obsahujici stejny chemicky
determinant, z reprezentovala celkovy podet  aktivnich
chemickych struktur v souboru N molekul (to jest z = 208), a
N  reprezentovala celkovy  pocet chemickych struktur

podrobenych analyze (to jest N = 101338).

(1) Nx - yz

ME¥itko asociace (I) potom bylo rozvinuto do funkce
skére (II), kterd, jak odbornik v oboru snadno nahlédne, je
nep¥imou mirou pravd&podobnosti moZného nédhodného vyskytu,
modifikovanou pro rtzné omezujici faktory. Napfiklad vyraz
N/2 v &itateli druhého kvocientu logaritmicky vaZeného

-

vysledku je konzervativnim nastavenim p¥irozeného pfibliZeni
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k binomickému rozd&leni, coZ je vyuzitelnou modifikaci pro
praci s relativné malymi hodnotami x, y, 2, & N. Proménné MW
a [s], které reprezentuji molekuldrni hmotnost pfisludného
chemického determinantu (MW) respektive poclet, kolikrat se
stejny uvedeny determinant objevuje v podskupiné aktivnich
sloudenin x ([S}), byly zallenény do funkce skére za UCelem
umendni  identifikace nejvétdich moZnych, samostatnych,
biologicky aktivnich chemickych determinantd b&hem analyzy.
zkuSeny pracovnik v oboru snadno nahlédne, Ze mohou byt
poufita jinid mé¥itka asociace a/nebo funkce skbére pro stejné
Gi%ely na misto té&ch, kterd byla popsdna ve vzorcich (I} a
(IT), z nich¥ nejvhodn&jsi z hlediska predkladaného vyndlezu
obsahuji ruzné kombinace jedné, dvou, t¥i mnebo Etytr 2z

prom&nnych x, y, 2, & N.

(H) SCOFG:LoJMW._)_(__GNX_'yzl—NIZ)hN
1 (S z(N=z)y(N=-y)

Osoba v oboru znald rovnéZz énadno nahlédne, Ze funkce
ekdére (II) by mohla byt medifikovéna rak, aby =zahrnovala
ptidavné proménné vztaZené k materialu molekul, biologickym,
chemickym a/nebo fyzik&ln&-chemickym vlastnostem. Nap¥iklad
by takovéto modifikace mohly zahrnovat, ale nijak nejsou
omezeny pouze na, nastaveni pro mocnost sloudeniny,
selektivitu, toxicitu, biologickou dostupnost, stabilitu
(metabolickou nebc chemickou), realizovatelnost syntézy
(sestaveni), &istotu, komercni dosz%itelnost, dostupnost
vhodnych reagentl pre syntézu, cenu, molekuld&rni hmotnost,

molekularni refraktivitu, molekuldrni objem, logP (vypolitany
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nebo stanoveny), prevahu dané podstruktury ve sbirce 1lékovych
molekul, celkovy pofet a/nebo typy atomi, celkovy polet
a/nebo typy chemickych vazeb a/nebo orbit, podet skupin
akceptujicich vodikové vazby, polet skupin poskytujicich
vodikovou vazbu, naboje (parcidlni a formdlni), protonalni
konstanty, pofet molekul obsahujicich p¥idavné chemické klice
nebo deskriptory, polet oto&nych vazeb, indexy flexibility,
indexy tvaru molekul, podobnosti seskupeni a/nebo objemy

prekryti.

Analyza 101338 struktur vedla k identifikaci osmi
rozdilnych chemickych determinantt, které mély molekuldrni
hmotnost v rozsahu od 150 do 230 a které m&ly pravdépodobnost
mensi ne? 1 z 10000, Ze budou obsa¥eny v podskupiné aktivnich
chemickych struktur pouze na zdkladé ndhodného vybéru
(p<0,0001) . T&chto osm chemickych determinantl tedy bylo
akceptovédno jako reprezentativnich pro jednu nebo vice
biologicky aktivnich &asti =z 208 receptorovych ligandd
zjist&nych z literatury a bylo sestaveno do ¢tvrtého seznamu.
Vypo&ty s pou¥itim vzorce (II) potom byly opakovany za GCelem
zjisténi, 2zda by mohl byt identifikovan v&t8i chemicky
determinant vyplyvajici z kombinace nebo dalZiho rozdifeni
kterychkoliv z osmi fragmentil. Nejv&t3i, statisticky vyznamny
chemicky determinant, nalezeny v té&chto dalsSich vypoltech,
mEl molekuldrni  hmotnost 335 a byl vybran  jako
reprezentativni kostra nebo farmakologicky aktivni 'otisk'
pro nasledny vybér a syntézu (sestaveni) slouenin. Treti
krok procesu zahrnoval pouziti vy&e popisované
reprezentativni kostry jako Sablony pro virtualni screening a
vib&r sloudenin. Pro tento (el byly provedeny podstrukturni

prizkumy v databdzi pfes 600000 komeréné dostupnych sloucenin
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s pouZitim jak vypolitaného otisku tak i jeho fragmenti. Na
zdkladé té&chto pruzkumd bylo ziskdno celkem 1360 slouenin a
dalSich 1280 sloufenin bylo ndhodn& vybrano a ziskdno od

stejnych dodavatell pro kontrolni agely.

Ctvrty a paty krok, tvofici findlni f&ze procesu,
byly provedeny paraleln&. C&tvrty krok =zahrnoval testovani
dvou soubortt vySe popisovanych sgloulenin v testu vazani
radioligandu. Z 1360 molekul, wvybranych na zakladé
reprezentativni kostry, 205 molekul wvykézalo konkuren&ni
aktivitu p¥i testovani p¥i koncentracich v rozsahu mezi 1 a
10 uM, 21 slouCenin vykazalo aktivitu p¥i testovani p¥i
koncentracich v rozsahu mezi 0,1 a 1 uM a jedna slouenina,
oznacena jako slouCenina A, vykdzala afinitu pro receptor
(Ki) pri 8,1 ¢+ 1,06 nM (n = 12). KaZdd z 1280 n&hodné
vybranych sloufenin selhala p¥i demonstrovani vlastnosti
vazani receptoru pIi testovdni p¥i koncentraci 10 uM. Jako
takovy byl soubor sloudenin, sestaveny na zakladé
reprezentativniho otisku, alespoil 21 krat @&inn&jdi pro
poskytnuti aktivnich molekul, neZ byl soubor néhodné&

vybranych slouenin (p<0,0001).

Bylo zjisténo, Ze sloudenina A reprezentuje novou,
doposud nepopsanou t¥idu inhibitoru p#¥islufného receptoru.
Obr. 12 ilustruje G&inek sloudeniny A na receptorem
zprost¥edkovanou tvorbu inositoltrisfosfatu. Buriky,
vyjadfujici piisludny receptor, byly p¥edem zatiZeny radiovd
oznafenym inositolem a vystaveny receptorovému agonistu za
pfitomnosti zvySujicich se koncentraci sloudeniny A. Tvorba
inositoltrisfosfétu-(IP3) byla méfena néslednd po vypléchnuti

radiové oznacCenych buné&énych inositolfosfatli ze sludovaci

kolony. Sloudenina A vykazovala agonistem indukovanou tvorbu
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Ip, s IC,, o hodnot& 22 nM, coZ je hodnota konzistentni s

afinitou slouleniny pro receptor.

Jak je zndzornéno na obr. 12, slouCenina A podstatné
sniZila receptorem zprost¥edkovanou tvorbu
inositoltrisfosfédtu pt¥i funkénim testu na béazi bunék (IC,,
22 nM), co¥ je =zjidté&ni konzistentni jak s afinitou
sloudeniny pro receptor tak i s poufitim receptorovych
antagonistl ve vy%e popisovanych vypoltech. Nakonec byla
sloufenina A ur&ena jako vysoce selektivni pro p¥islusny
receptor, nebot selhala p¥i demonstrovani zna¢né inhibiZni
(bloka&ni) aktivity p¥i testovdni p¥i koncetraci 10 uM ve

vice ne? 20 jinych testech vazédni receptorovych radioligandd.

Paty krok sestdval v pouZiti vy8e popisované
reprezentativni kostry pro p¥imou koncep&ni konstrukci a
syntézu (sestaveni) novych chemickych sloucenin, ve smyslu
sestavovani latky, a z hlediska identifikovéni novych molekul
s aktivitami vazani receptoru. Pro tento Gfel byl sestaven
seznam chemickych reaktantd a produktd reakci, ve kterém byla
vy8e popisovand biologicky aktivni reprezentativni kostra,
nebo jeji fragmenty, obsaZena bud v chemickych strukturach
reaktantnd nebo ve vyslednych produktech reakci. Bylo zvoleno
vice ne? 2000 kombinaci reasktantd a byly sestaveny
odpovidajici reakéni produkty pro testovéni. Testovani téchto
sloudenin v testu vazéni receptort vedlo k identifikaci nové
t¥idy chemické sloueniny ve smyslu sestavovani latky, z
které mno¥stvi reprezentantl vykdzalo IC,, v rozsahu od 50 do

500 nM.

p¥iklad &. 2 - Raciondlni identifikace novych a

selektivnich inhibitoru kindzy
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Enzymaticky test byl rozvinut pro lidskou kinazu
vznikajici =z&n&tu, pro kterou doposud v literatufe nebyl
popsan %&dny inhibitor. Byl sestaven soubor sloucenin pro
testovdni v testu, tyto sloufeniny byly testovany a byly
identifikovdny nové  inhibitory  kinaz postupem  podle
pfedkladaného vyndlezu. Prvni krok =zahrnoval sestaveni
seznamu 2367 chemickych struktur inhibitor  proteint
vadzajicich nukleotid purinu z v&decké literatury, vcetné
struktur sloudenin prokazujicich se jako inhinitory pro jiné
kindzy, fosfodiesterdzy, receptory vazadni nukleotidu purinu,
a iontové kandlky modulované nukleotidem purinu, dale
oznalované jako ‘"nahradni terle". Druhy krok sestédval =z
identifikace biologicky aktivnich chemickych determinantl
obsaZenych v téchto 2367 chemickych strukturadch. Pro tento
(el byl vytvofen dal8i seznam obsahujici 98971 struktur
popsanych Jjako majicich nulovy Gfinek na tytéZ uvedené
nadhradni terfe a tento seznam byl pfidadn k prvnimu. Vysledny
seznam 101338 struktur byl analyzovdn na pf¥itomnost
biologicky aktivnich chemickych determinantl prost¥ednictvim
vyb&ru pom&rového meéritka (III) asociace, Ve kterém x
reprezentovalo pocet aktivnich chemickych struktur
obsahujicich pfisludny chemicky determinant, y reprezentovalo
celkovy polet chemickych struktur obsahujicich stejny uvedeny
chemicky  determinant, z reprezentovalo celkovy  pocCet
aktivnich chemickych struktur v souboru N molekul (to jest =z
= 2367), a N reprezentovalo celkovy pofet chemickych struktur

podrobenych analyze (to jest N = 101338).
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(1) X(N-y-z+x)
(Z-x)y - x)

M8¥itko (III) asociace potom bylo rozvinuto do funkce
(1v) skdre, kterou osoba v oboru znald snadno identifikuje
jako zpusob pro odhad hodnoty spodni limity 95% konfiden&niho
intervalu m&fitka (III) s pouZitim logaritmické transformace
pro lepsi porovnatelnost rozd&leni pom&ru S normdlnim
rozd&lenim, a aproximaci Taylorovych Fad prvniho ¥adu pro
odhad odchylky logaritmu stejného uvedeného poméru. V tomto
p¥ipad® ve funkc: skére nebyly pouZity Zadné dalgi proménné
jiné neZ x, Yy, 2z @ N, a&koliv osoba Vv OROIU znald snadno
nahlédne, Ze VZOrec (IV) by mohl byt raké modifikovan pro
zahrnut{ dal8ich proménnych se vztahem k materié&lu molekul,
biologickym, chemickym a/nebo fyzikélné—chemick?m
vlastnostem, jak bylo smifiovano v pfikladu 1, ale bez omezeni
na citace uvedené Vv p¥ikladu 1. Oscba s dobrymi znalostmi V
cboru rovnd% snadno nahlédne, te pro stejny Gfel by mohla byt
pouZita jind méfitka agoclace a/neEo funkce skore namisto
t&ch, které byly popsany ve vzorcich (III) a (IV), Z nichZ
nejvhodné&j&i z nlediska predklédaného vynélezu obsahuji ruzné

kombinace dvou, t¥i nebo ty¥ z prom&nnych X, Y, 2 a N.

(IV) qcores MY 2T X) 2.1 TR X Ny 24X

(z-x)y=%)




10

15

20

25

30

Analyza 101338 chemickych struktur, katalogizovanych
pro rlzné biologické aktivity, byla provedena skérovanim
sérii chemickych determinant® s uZitim vzorce (IV), dokud
jedna nebo vice skupin determinant( nebylo rozpoznano jako
obsahujici prvky majici hodnotu vé&tZi neZ jedna, coZ
odpovidalo pravdépodobnosti méné nez 1 z 20 Jjejich
pr¥itomnosti v podskuping biologicky aktivnich struktur na
zdklad® pouze ndhodného vybéru (p < 0,05). Tyto chemické
determinanty tudiZ byly akceptovédny jako reprezentativni pro
jednu nebo vice farmakologicky aktivnich d&&sti inhibitoru
ndhradnich terél, popisovanych v literatu¥e, a byly sestaveny
do ¢&tvrtého seznamu. Na rozdil od vyhleddvéni maximélné
skérujicich kombinaci téchto determinantyi, jak bylo popséno v
p¥ikladu ¢&. 1, byly tyto struktury p¥imo pouZity jako
reprezenativni kostry nebo farmakologicky aktivni "otisky"

pro ndsledny vybé&r a syntézu sloulenin.

T¥eti krok =zahrnoval pouZiti vySe popisovanych
reprezentativnich koster jako Sablon pro virtuidlni screening
a vybér sloudenin. Pro tento  {cel byly  provedeny
podstrukturni prizkumy v databdzi p¥es 250000 komerén&
dosaZitelnych sloufenin s pouZitim jak vypo&itanych otiska,
fragmentll tak i jejich kombinaci. Na zdklad& té&chto prizkuml
bylo =ziskdno celkem 2846 sloulenin, pfifemZz pro kontrolni
G¢ely Dbyl pouZit stejny soubor 1280 n&hodné vybranych
sloudenin, jako bylo popséno v pfikladu ¢&. 1.

- -

Ctvrty a paty krok, tvorici findlni féze procesu,
byly provaddny paralelnd, Ctvrty krok zahrnoval testovani
ziskanych sloudenin v enzymatickém testu. Z 2846 molekul,
vybranych na =zdkladé€ reprezentativnich koster, vykézalo 88

molekul inhibitorni aktivitu p¥i tetsovani pfi koncentraci 5
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pm. Mezi témito vyké&zalo Best molekul hodnotu IC,, v rozsahu
0,2 aZ 2 um a jedna sloufenina, oznafend jako sloulenina B,

vykazala hodnotu IC,, 164 nm (viz obr. 13).

Obr. 13 ilustruje Ufinek sloudeniny B na proteinovou
fosforylaci =zavislou na kindze. P¥isluBnd kindza byla
inkubovéna radiové oznacCenym ATP a peptidovym substritem za
pritomnosti zvySujicich se koncentraci sloufeniny  B.
Proteinova fosforylace byla méfena s pouZitim standardnich
radiometrickych technik. Sloufenina B vyznamné inhibovala
fosforylaci proteinového substrdtu, zavislou na kinéze,

prfilemiZ vykazovala hodnotu IC,, 164 nM.

Mezi 1280 ndhodné vybranymi sloudeninami, testovanymi
pro kontrolni 0c¢ely, pouze t¥i vykdzaly inhibitorni aktivitu
pfi testovacim screeningu, 2z nichZ nejsilndj&i vykazovala
hodnotu IC,, pouze 7,8 uM. Jako takovy byl soubor sloudenin,

sestaveny na zéklad® reprezentativnich otiskd, 13,2 kréat

o

0¢innéisi p¥i dodan aktivnich molekul, neZ byl soubor
nahodné vybranych sloufenin (p <« 0,0001). ©Navic bylo
shledédno, Ze sloufenina B reprezentuje novy, doposud
nepopsany inhibitor ATP-konkureéni kindzy, vykazujici vice
nez 250 ndsobnou selektivitu pro p¥isludnou kindzu pri
tetsovani v selektivnich testech s pouZitim jak strukturné

tak 1 funk&né alterxrnativnich kinaz,

Paty krok sestdval v pouZiti jedné nebo vice z vyde
poisovanych reprezentativnich koster pro p¥imou koncepéni
konstrukci a syntézu novych chemickych sloudenin, ve smyslu
sestavovani latky, a z hlediska identifikov&ni novych molekul
s aktivitami inhibitoru kindzy. Pro tento u&el byl sestaven
seznam chemickych reaktantl a produktt reakci, ve kterém byly

vySe popisované biologicky aktivni reprezentativni Kkostry,
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nebo jejich fragmenty, obsaZeny bud v chemickych strukturéach
reaktantn® nebo ve vyslednych produktech reakci. Bylo zvoleno
vice mne¥ 4000 kombinaci reaktanti a byly sestaveny
odpovidajici reakdni produkty pro testovani. Testovani téchto
sloudenin v testu screeningu vedlo k identifikaci dvou novych
t¥id chemickych sloufenin ve smyslu sestavovéni latky, z
kterych mnoZstvi reprezentantd vykdzalo IC,, v rozsahu od 100

do 500 nM.

P¥iklad &. 3 - Raciondlni identifikace novych a

selektivnich blokatori iontovych kandlku

Byl rozvinut test pro inotovy kandlek, o kterém se
pfedpokldda, Ze m& dlohu p¥i neurodegeneraci, pro Kktery
doposud nebyl v literatu¥e popsdn Zidny inhibitor. Byl
sestaven soubor sloufenin, ktery byl testovdn a Dbyly
identifikovéany nové inhibitory zplusobem podle predkladaného
vyndlezu. Prvni krok sestdval z vytvo¥eni strukturnich dat
pro identifikovani chemickych  determinantd inhibitort
pfisludného kandlku. To bylo provedeno testovédnim prvnich
3680 slou&enin z firemni sbirky p¥edkladatele p¥ihl&sky pti
koncentraci 5 pgM Vv testu screeningu a popisem (katalogizaci)
ka¥dé struktury v seznamu pro jejich inhibiterni aktivitu. §
poufitim hranice 40% inhibice jako prahové hodnoty pro
t¥idéni bylo 36 struktur identifikovdno jake aktivnich a
zbyvajicich 3644 slouCenin bylo kvalifikovéno jako

neaktivnich.

Druhy krok sestdval =z identifikovani biologicky
aktivnich chemickych determinantt obsaZenych ve strukturach
36 inhibitori. Pro tento GZel bylo 3680 katalogizovanych

struktur analyzovano prost¥ednictvim vyb&ru vySe popisovaného
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m&Fitka (I) asociace, ve kterém x reprezentovalo podet
aktivnich chemickych struktur obsahujicich pfislusny chemicky
determinant, y reprezentovalo celkovy pocCet chemickych
struktur obsahujicich stejny uvedeny chemicky determinant, =z
reprezentovalo celkovy poet aktivnich chemickych struktur v
souboru N molekul (to jest z = 36), a N reprezentovalo
celkovy po&et chemickych struktur podrobenych analyze (to
jest N = 3680). M&Fitke (I) asociace potom bylo rozvinuto do
funkce (V) skére, kterou zkudeny pracovnik v oboru snadno
rozpoznad jako vyskledek soulinitele momentové Kkorelace,
odra¥ejici stupefl sdilené odchylky mezi dvéma dichotomickymi

prom&nnymi explicitn& nevyjédfenymi v uvedeném vzorci (V).

(V) Score = — Nx—yz

V tomto pripadé ve funkci skére nebyly pouzity Zadné
dalsi proménné jiné neZ x, y, z a N, ackoeliv osoba v oboru
znalad snadno nahlédne, Ze funkce (Vf.skére by mohla byt také
modifikovana pro zahrnuti dalZich prom&nnych se vztahem x
materidlu molekul, bioclogickym, chemickym a/nebo
fyzik&ln&-chemickym vlastnostem, jak Dbylo zmiflovdno v
pfikladu 1, ale bez omezeni na citace uvedené v pfikladu 1.
Osoba s dobrymi znalostmi v oboru rovn&Z snadno nahlédne, Ze
pro stejny dcel by mohla byt pouzita jind m&Fitka asociace
a/nebo funkce skére namisto téch, které byly popséany ve
vzorcich (I) a (V), zejména proto, 2e funkce (V) skore neni
nem&nnd pri rlznych zméndch pre studijni konstrukce a/nebo

rozd&leni vy, (N-y), z a (N-z). Nejvhodn&jsi z t&chto
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alternativnich postupt =z hlediska p¥edklddaného vyndlezu
obsahuji rGzné kombinace dvou, t¥i nebo &ty¥ z proménnych x,

vy, 2z a N,

Nasledujici panely ukazuji p¥iklady chemickych
determinantd pouZitych pro analyzu a vybranych pro dal3i
zkoumani. Celkem 3680 struktur katalogizovanych pro aktivitu
inhibice kandlku bylo tetsovdnoe na pfitomnost biologicky
aktivnich podstuktur s pouZitim sady chemickych determinantt
zahrnujicich pét determinantt ilustrovanych na panelu A. Mezi
témito p&ti strukturami vykazoval nejvy83i hodnotu skére
determinant ol 4, CcozZ indikuje, ze mel nejvy$si
pravdépodobnost, Ze je zdkladem pro aktivitu inhibice
kandlku. Vypodty tedy byly opakovidny pro struktury obsahujici
determinant &. 4 a byla identifikovédna chemickd struktura,
zndzornéni na panelu B, jako jedna z nejvétdich, statisticky
vznamnych determinantl obsaZenych v souboru 36 inhibitord,

p¥i%emZ tato struktura byla zvolena pro dals8i zkoumani.

Symboly: A reprezentuje C, N, O nebo S; B reprezentuje H nebo

A ©,N ©/NVN @,N\/;N B

No. 1 No. 2 Ne. 3

=3
Score = 0.10 Score = 0,04 Seore = 0.04 ©/A\.,/l\_/fq
shalionas

No. 4 Na. 8
Scere = 0.21 Seore = 90.03

Analyza 3680 katalogizovanych struktur byla porvedena
vytvofenim skére pro série chemickych determinanti se vzorcem

(V) a podrZenim struktur poskytujicich nejvétsi, nenulové
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kladné hodnoty. P¥iklady né&kterych z chemickych determinanty,
pou¥itych v tomto procesu, Jjsou znazornény na panelu A
spolednd s jejich vypo¢itanymi hodnotami skére. Mezi nimi
determinant &. 4 vykazoval nejvy%%i skére a bylo odhadnuto,
e m& pravddpodobnost men3i nei 1 ze 100, Y2 bude obsazen Vv
podskupiné struktur blokujicich kandlek na zékladé pouze
nihodného vyb&ru (p < 0,01). Determinant &. 4 byl tudiz
akceptovan jako reprezentativni z biclogicky aktivni <asti
velkého podilu z 36 inhibitorti a potom byly opakovany vypolty
s pouZitim wvzorce (V) pro zjisténi, zda by mohly byt
identifikovény dokonce jeZté ve&t3i determinanty. Nejvétsi,
statisticky vyznamny chemicky determinant, nalezeny v téchto
dal&ich vypodtech, je zndzornén na panelu B. Tato struktura
byla vybrana jako reprezentativni kostra nebo farmakologicky

aktivni "otisk" pro nésledny vyb&r a syntézu sloulenin.

T¥eti krok zahrnoval pouziti reprezentativni kostry,
popsané v panelu B, jako Sablony pro virtudlni screening a
vyb&r sloudenin. Pro tento Ufel byly provedeny podstrukturni
prizkumy v databdzi pZes 400000 komeréné dostupnych slouCenin
s pou¥itim jak vypo¥itaného otisku tak i jeho fragmentu.
Celkem bylo ziskédno 1760 sloufenin na zdkladé téchto
prizkumi, p¥ifemz pro kontrolni G&ely byl pouZit stejny
soubor 1280 nahodnd vybranych slou&enin, jako bylo popséano Vv

pfikladu ¢&. 1.

Stvrty a paty krok, tvofici findlni faze procesu,
byly provadény paraleln&. Ctvrty krok zahrnoval testovani
ziskanych slouCenin v enzymatickém testu. Z 1760 molekul,
vybranych na zékladé reprezentativnich koster, 84 molekul
vykazovalo inhibitorni aktivity o hodnot& alespoii 40% pri

testovani pri koncentraci 5 pM. Mezi nimi g8 molekul
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vykazovalo hodnoty IC;, Vv podmikromoldrnim rozsahu a jedna
slouXenina, oznafeni jako sloudenina €, vykazovala hodnotu
IC,, 400 nM. Dva pfiklady t&chto slouenin inhibujicich
(iontovy) kan&lek jsou zndzorn&ny niZe, prid¢emZ oba obsahuji

pravé farmakologicky aktivni "otisk” zndzornény na panelu B:

s =T
: OH /f\lil\ ) .
Chu # 0 N\/\N N .
\ F
\

of

. O
Y (N

Tyto dvé kanalek inhibujici sloueniny byly vybrany
pro testovani s pouZitim zplisobu  podle pfedkladaného
vyndlezu. Ob& molekuly vyznamné inhibovaly p¥islusny kandlek.
Jak je znazornéno siln&ji vyznaclenymi podstrukturami,
chemické struktury téchto dvou sloucenin cbsahuil
farmakologicky aktivni chemicky determinant identifikovany s
poufitim zptusobu podle predkladaného vynalezu a zndzorn&ny na

panelu B vyde.

Mezi 1280 niahodnd vybranymi slouéeninami, testovanymi
pro kontrolni UZely, celkem 33 molekul vykazalo inhibitorni
aktivitu o hodnctZ alesponl 40% p¥i testu screeningu. Jako
takovy soubor sloudenin, sestaveny na zdkladé
reprezentativniho otisku ilustrovaného na paneiu B, byl 1,8
krat G&inndj%i pri poskytnuti aktivnich molekul, nez byl
soubor nihodnd vybranych sloulenin (p < 0,005). Soubor

sloudenin, sestaveny na zakladé reprezentativniho otisku
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ilustrovaného na panelu B, byl také 4,9 krit G&inn&jsi p¥i
poskytnuti aktivnich molekul, ne% bylo prvnich 3680 sloucenin

firemni sbirky slouenin (p < 0,0001).

Paty krok sestdval z vyuZiti reprezentativni kostry
zndzornéné na panelu B pro p¥imou koncepéni konstrukci a
syntézu novych chemickych slou®enin ve smyslu sestavovani
latky a =z  hlediska identifikovéni novych molekul s
vlastnostmi inhibice pro (p¥islu3ny) kandlek. Pro tento uGlel
jeden ze 120 farmakologicky aktivnich inhibitort,
popisovanych vy8e, byl vybrdn pro dalsi zkoumani a byl
chemicky modifikovan s pouZitim p¥edtim sestavenych kladnych
a zapornych vysledkll screeningu djako zdroje informaci o
aktivité struktury. To vedlo k syntéze a nésledné
identifikaci  nové, doposud nepopsané t¥idy blokatoru
iontového kandlku, ve smyslu sestavovani latky, p¥idem?
mnoZstvi reprezentantl z této t¥idy vykazovalo hodnoty IC, Vv
rozsahu 100 aZ 500 nM. Testovani selektivity indikovalo, Ze
slouenina byla selektivni pro p¥isludny kandlek oproti 30
daldim lékovym terlim a navic inhibovala dmrti bun&k v modelu

nervové apoptdzy indukované odebranim rtstového faktoru.

Pfiklad &. 4 - Raciondlni identifikace novych a

selektivnich inhibitord protedzy

Byl rozvinut enzymaticky test pro protedzu, ¢ které
se predpokladi, Ze mid klifovou roli p¥i ischemickém poSkozeni
a poranéni. P¥isluSnd protedza byla &lenem rodiny blizce
pfibuznych enzymi, kterd sama byla jedinym terdem z&jmu pro
terapeutickou intervenci. Byl sestaven soubor slouenin pro
testovani v  testu, které  byly testovany, a byly

identifikovény nové inhibitory enzymu zpGscbem podle
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predklédaného vynalezu. prvni krok sestdval z vytvofeni
pot¥ebnych strukturnich dat pro identifikovani chemickych
determinant inhibitort enzymu. To bylo provedeno testovanim
souboru 1680 sloudenin p¥i koncentraci 3 gM v testu
screeningu a popséanim (katalogizaci) kaZdé struktury na
inhibitorni aktivitu. S pouZitim hranice 40% inhibice jako
prahové hodnoty Ppro t¥idéni bylo 17 struktur identifikovano
jako aktivnich a zbyvajicich 1663 molekul byle kvalifikovano

jako neaktivnich.

pDruhy krok sestaval z identifikovani biologicky
aktivnich chemickych determinantl obsa¥enych ve strukturach
17 iphipitorti. Pro tento Gcel bylo 1680 katalogizovanych
struktur analyzovanc prostfednictvim vybé&ru nize
{lustrovanédho smiseného md¥itka (VI) asociace, Ve kterém x
reprezentovalo polet aktivnich chemickych struktur
obsahujicich pfisluiny chemicky determinant, ¥ reprezentovalo
celkovy potet chemickych struktur cbsahujicich steiny uvedeny
chemicky  determinant, z reprezentovalo celkovy  pocet
aktivnich chemickych struktur v souboru N molekul (to jest z
- 17), a N reprezentovalo celkovy ﬁoéet chemickych struktur
podrobenych analyze (to jest N = 1680). V tomto ptipadé bylo
mé¥itko (VI) asociace p¥ime pouzZito jako funkce gkére pro
identifikovani biologicky aktivnich chemickych determinantd

obsa¥enych v pfislusnych 17 inhibitorech.

)~ 2
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V tomto p¥ipad® ve funkci skére nebyly pouZity Zadné

K

dal%f proménné jiné nef x, y, z a N, atkeliv cgoba v oboru
znald snadno nahlédne, ¥e wvzorec (VI) by mohl byt rovneZ
modifikovdn pro zahrnuti dalZich prom&nnych se vztahem Kk
materialu molekul, biologickym, chemickym a/nebo
fyzikdln&-chemickym vlastnostem, Jjak bylo zmifiovdno v

p¥ikladu 1, ale bez omezeni na citace uvedené v p¥ikladu 1.

Osoba s dobrymi =znalostmi v oboru rovnéZ snadno
nahlédne, ¥e pro stejny @Z%el by mohla byt pouZita jina
m&8¥itka asociace a/nebo funkce skére namisto téch, které byly
popsdny ve vzorci (VI), =zejména proto, Ze toto mé¥itko
asociace pouze umoffiuje relativni odhad pravdépodobnosti, se
kterou je dany chemicky determinant zdkladem pro biologickou
aktivitu. Nejvhodn&j&i z t&chto alternativnich postupl =z
hlediska ptredkladaného wvyndlezu obsahuji rhzné kombinace

dvou, tf¥i nebo &ty¥ z proménnych %, y, z a N.

Analyza 1680 katalogizovanych struktur byla provedena
prostfednictvim zjigténi skére u gérii chemickych
determinantd s uZitim wvzorce (VI) a podrZenim struktur
poskytujicich nejvétdi kladné hodnoty. P¥iklady nékterych
chemickych determinantli, pouZitych v tomto procesu, 3jsou
znédzorn&ny ni%e na panelu A spcledné s jejich vypolitanymi
hodnotami skére. Mezi nimi vykézaly determinanty ¢. 7 a &. 8
nejvy%%i skére a byly akceptovdny jako reprezentativni pro
jednu nebo vice aktivnich C&sti obsaZenych v podstatné casti
ze 17 inhibitortl. Vypodty s pouZitim vzorce (VI) potom byly
opakovany, aby se zjistilo, zda by mohly byt identifikovény
dokonce jesté v&ts: chemické determinanty, coZ ale nebyl ten

p¥ipad pti vyuZiti dostupného souboru 17 struktur a

determinanty &. 7 a ¢&¢. 8 byly sloufeny dohromady pro
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vytvoFeni reprezentativni kostry nebo farmakologicky
aktivniho "otisku", jak je znizorn&no niZe v panelu B. Tato

reprezentativni kostra byla nisledn& pouZita pro vybeér a

syntézu sloucenin.

A

o < o  Q
LSRR G ¢
R
L 1
No. @

No. 8 No.7 No. 8 . @
Score =0.28 Score=0.32 Score=0.27 Score=0.17

=0 m

B
| - Singte ‘or
double bond
A
1
Q

Na panelech jsou zndzorn&ny p¥iklady chemickych
determinanttl, poufitych pro analyzu a vybranych pro dalsi
zkoumani. Celkem 1680 struktur, kataleogizovanych pro aktivitu
inhibice protedzy, bylo testovano na p¥itomnost biologicky
aktivnich  podstruktur s pouZitim souboru chemickych
determinantd zahrnujicich &ty¥i determinanty ilustrované na
panelu A. Mezi té&mitc &tyfmi strukturami determinanty ¢. 7 a
&. 8 vykazovaly nejvyssi hodnoty skére, co? indikovalo, Ze
maji nejv&t&i pravdépodebnost toho, Ze tvo¥i zaklad aktivity
inhibice protedzy. Determinant, sestévajici z jednoduchého
penzenovéno kruhu, m&l p¥i porovndni skére 0,02. ProtoZe pri
opakovanych vypoltech s determinanty &. 7 a &. 8 nebyly
identifikovany 2&dné struktury s v&t3im skére, byly tyto dvé
struktury sloufeny do chemického motivu znidzornéného na
panelu B, ktery byl nésledn& pou?it jako farmakologicky
aktivni "otisk" pro virtudlni screening a vybér slouéenin.
Symboly: A reprezentuje C nebo §; B reprezentuje H, C, N, O

nebo atom iakéhokoliv halogenu.
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T¥et{ krok zahrnoval pouZiti reprezentativni kostry,
popsané v panelu B, jake Sablony pro virtudlni screening a
vybdr sloufenin. Pro tento GZel byly provedeny podstrukturni
prazkumy v databazi pFfes 150000 komer&né dostupnych sloucenin
s pouZitim jak vypotitaného otisku tak i jeho fragmentu. Na

saklad® t&chto prizkumd byle ziskano celkem 589 sloulenin.

Stvrty a posledni krok procesu zahrnoval testovani
zigkanych sloudenin v enzymatickém testu. Z 589 sloudenin,
vybranych na ziklad& reprezentativni kostry, 52 molekul
vykazovalo inhibitorni aktivity s hodnotou alespoll 40% pii
testovani v testu s koncentraci 3 uM. Mezi nimi 12 sloucenin
vykazovalo hodnoty IC, Vv podmikromolédrnim rozsahu a Jjedna
slouZenina, oznafenid jako sloufenina D, vykazovala hodnotu
IC,, 65 nM. Sest p¥ikladl téchto molekul inhibujicich proteazu
je znézornéno niZe, p¥igemZz vEechny tyto molekuly obsahuji
alespoi jeden vyskyt farmakolegicky aktivniho notisku"

znazornéného na panelu B:
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Té&chto &est sloufenin inhibujicich proteazu bylo
vybrino pro testovani s pouZitim zplsobu podle p¥edkladaného
vynalezu. Kazdd molekula vyznamné inhibovala prislusny
protein, pfiCemZ vykazovaly hodnoty IC, Vv rozsahu 0,15 aZ 15
um. Jak Jje znézornéno prost¥ednictvim silnéji vyznadenych
podstruktur, struktury ka¥dé =z t&chto Zesti slouCenin
obsahuji farmakologicky aktivni chemicky determinant
identifikovany s vyuZitim vynaleza a znidzornény na panelu B
vyge. N&které z té&chto sloufenin vlastn& obsahuji vice neZ
jednu variantu tohoto otisku, jzko nap¥iklad tetracyklickad

struktura znazornéné vyfe v pravém spodnim rohu.

Jako takovy byl soubor sloucenin, gestaveny na
zadkladé reprezentativniho otisku znizorn&néhc na panelu B,
8,7 krat G&inn&j3i p¥i poskytnuti aktivnich molekul, neZ byl
pivodng& testovany soubor 1680 slcudenin (p < 0,0001). Navic
bylo zjidté&no, Ze 52 raciondlné identifikovanych sloudenin je
selektivnich pro p¥isludnou proteizu, nebot v&tZina (> 90 %)
selhalo p¥i prokazovani inhibiterni aktivity p¥i testovani
p¥i koncentraci 5 pM na p¥ibuzné protedze prisludejici ke
stejné roding enzymi a rovnéi p¥i testovédni za stejnych

podminek pro 12 dalSich lékovych terdu.

p¥iklad &. 5 - Raciondlni identifikace novych a

selektivnich inhibitort fosfatazy

Byl rozvinut enzymaticky test pro fosfatédzu, o které
se predpokladd, Ze ma dileiitou Gilohu p¥i zcitlivéni
(senzibilaci) a regulaci receptoru. Byl sestaven goubker
sloudenin, ktery byl testovén a Dbyly identifikovany nové
inhibitory zpusobem podle pfedkiidaného vynélezu. Prvni krok

sestaval =z vytvofeni potfebnych strukturnich dat Ppro
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identifikovani chemickych determinantud inhibitord p¥islusného
enzymu. To bylo provedeno testovénim prvnich 12160 sloucenin
2 firemni sbirky pFedkladatele p¥ihl&sky p¥i koncentraci 3 pM
v testu screeningu a popisem (katalogizaci) kaZdé struktury v
seznamu pro jejich inhibitorni aktivitu. S pouZitim hranice
50% inhibice jako prahové hodnoty pro t¥id&ni sloulenin bylo
celkem 15 chemickych struktur identifikovéno jako aktivnich a
zbyvajicich 12145 molekul bylo kvalifikovéano jake

neaktivnich.

Druhy krok sesté&val z identifikovéni biclogicky
aktivnich chemickych determinantd obsaZenych ve strukturach
15 inhibitoru. Pro tento ucel bylo 12160 katalogizovanych
struktur analyzovano prostf¥ednictvim vybéru nize
ilustrovaného smiSeného mé¥itka (VII) asociace, ve kterém X
reprezentovalo pocet aktivnich chemickych atruktur
obsahujicich p¥islusny chemicky determinant, y reprezentovalo
celkovy po&et chemickych struktur obsahujicich stejny uvedeny
chemicky  determinant, z reprezentovalo celkovy  pocet
aktivnich chemickych struktur v souboru N molekul (to jest z
- 15), a N reprezentovalo celkovy pofet chemickych struktur

podrobenych analyze (to jest N = 12145) .

Vi
- (47z)- Z/(N-)

MEFitko (VII) asociace potom bylo rozvinuto do funkce
(VIII) skére, pfiéemé oscpba Vv  oboru znald  snadno

identifikuje, Ze tato funkce skére se tykd odhadu poméru
mo¥nych pravdépodobnosti s vyuzitim strmosti regresni k¥ivky

reprezentujici stupeii sdilené cdchylky, kterd existuje mezl
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dvéma dichotomickymi proménnymi, kterd byla ddle modifikovéana
pro zapo®teni molekuldrni hmotnosti kaZdého chemického

determinantu p¥i uvaZovani (MW).

(VI Score =MW . e[(X/Z)‘(Z‘X)I(N"Z)]

V tomto p¥ipad& ve funkci skére nebyly pouZity Zadné
dalii prom&nné jiné neZ x, y, 2z, N nebo MW, adkoliv je
zjevné, Z%e osoba v oboru znald snadno nahlédne, Ze vzorec
(VIII) by mohl byt také modifikovadn pro zahrnuti dal3ich
promé&nnych se vztahem k materidlu melekul, biologickym,
chemickym a/nebo fyzikdlné&-chemickym vlastnostem, jak bylo
zmifiovéano v p¥ikladu 1, ale bez cmezeni na citace uvedené v
p¥ikladu 1. Oscba s dobrymi znalestmi v oboru rovnéZz snadno
nanlédne, %e pro stejny Ul by mohla byt pouZita Jina
mE&¥irka asociace a/nebo funkce skére namisto t&ch, které byly
popsadny ve vzorci (VIII), zejména protoZe porovnédni strmosti
nemusi \' nékterych p¥ipadech umozilovat postafujici
diskriminaci mezi dvm&a blizce ' p¥ibuznymi  chemickymi
determinanty. Nejvhodn&jsi z téchto funkci skdre z hlediska
pfedkléddaného vyndlezu obsahuji rdzné kombinace dveu, t¥i

nebo &ty¥ z proménnych x, ¥y, z a N.

Analyza 12160 katalogizovanych struktur byla
provedena skérovanim sérii chemickych determinantd s vyuzitim
vzorce (VIII) a podrZfenim struktur poskytujicich nejvétsi
kladné hodnoty. To vedlo k identifikaci t¥i rozdilnych
chemickych determinéntﬁ, g molekuldrni hmotnosti v rozsahu od
120 do 220, které m&ly pravdépodobnost mendi neZ 1 z 10, Ze

budou obsaZeny v podskuping aktivnich chemickych struktur
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pouze na zaklad® ndhodného vyb&ru (p < 0,1). Tyto t¥i
chemické determinanty tudiz byly akceptovany jako
reprezentativni pro jednu nebo vice biologicky aktivnich
%4sti 15 inhibitord enzymu, identifikovanych v testu
screeningu, a byly sestaveny do dtvrtého seznamu. Potom byly
opakovany vypolty s pou¥itim vzorce (VIII) za (¢elem
zjisté&ni, =zda by nemchl byt identifikovan vét&i chemicky
determinant vyplyvajici z kombinace nebo dal&iho rozZireni
kterychkoliv ze t¥1 uvedenych fragmenti. Nejveétsdi,
statistisky vyznamny chemicky determinant, nalezeny pfi
t&chto dalsich vypolftech, m&l molekularni hmotnost 255 a byl
vybran Jjako reprezentativni kostra nebo farmakologicky

aktivni "otisk" pro nisledny vyb&r sloulenin.

T#eti krok zahrnoval pouZiti  vySe popisované
reprezentativni kostry jako Sablony pro virtuadlni screening a
vybdr sloudenin. Pro tento Glel byly provedeny podstrukturni
prizkumy v databdzi pIes 800000 komerdn& dostupnych a
autorizovanych slouenin s pouZitim jak vypo&itaného otisku
tak i jeho fragmentl. Na zakladé t&chto prizkumd bylo ziskano
celkem 1242 sloufenin pro testovdni a stejny soubor 1280
nihodn& vybranych sloudenin, jako bylo popséno v p¥ikladu &.

1, byl pouZit pro kontrolni ucely.

Stvrty a posledni krok procesu zahrnoval testovani
ziskanych sloufenin v enzymatickém testu. Z 1242 sloulenin,
vybranych na zékladé reprezentativni kostry, 34 molekul
vykazovalo inhibitorni aktivity s hodnotou alesponl 50% pIi
testovani v testu s koncentraci 3 uM. Mezi nimi osm sloudenin
vykazovalo hednoty IC, Vv podmikromoldrnim rozsahu a jedna
slou¥enina, oznalend jako slouCenina E, vykazovala hodnotu

IC,, 87 nM (viz obr. 14).
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Obr. 14 ilustruje ac¢inek sloueniny E na
defosforylaci proteinu zdvislou na fosfatdzi. P¥isluina

fosfatdze byla inkubovdna s fosforylovanym peptidovym
substratem za pritomnosti  zvySujicich se  koncentraci
sloudeniny E. Byla zkoumana defosforylace substratu
prost¥ednictvim m&¥eni  uvolflovdni  volného fosfatu do
reak®niho média s malachitovou zeleni. Sloulenina E vyznamné
inhibovala defosforylaci zavislou na fosfatdzi, p¥icemi

vykazovala IC., o hodnoté& 87 nM.

Mezi 1280 ndhodné& vybranymi sloufeninami, testovanymi
pro kontrolni G&ely, pouze dvé vykdzaly inhibitorni aktivitu
p¥i testovacim screeningu, z nichZ nejsiln&j&i wvykazovala
hodnotu IC,, pouze 1,8 uM. Jako takovy byl soubor sloudenin,
sestaveny na zakladé reprezentativnich otiskd, 17,5 krat

ginndj&i p¥i poskytovani aktivnich molekul, neZ byl souboxr

fan¥

hodn& vybranych sloufenin (p < 0,0005), a 22,3 krat

=3
an

[amY

in&j8i ne? prvnich 12160 sloufenin firemni sbirky sloulenin

(p < 0,00001).

Navic nakonec bylo shledéno, ze sloulenina E
reprezentuje novou, doposud nepopsanou t¥idu inhibitoru
fosfatdzy, vykazujici vice neZ 20 nésobnou selektivitu pro
p¥islugny terd p¥i testovdni v selektivnich testech s
pouZitim jak strukturn& tak i funkén& alternativnich

fosfataz.

pP¥iklad &. 6 - ZvyEeni potence chemickych sérii

P¥edklddany vyndlez miZe byt rovné€Z pouZit pro
zvySeni potence chemickych sérii. Pro p¥ikladné znazorn&ni

této moZnosti byla testovdna sbirka 1251 sloucenin s
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koncentraci 3 pgM v testu pro protedzu, coZ poskytlo 25
sloufenin vykazujicich inhibitorni aktivity alesponl 40 3.
Byla provedena analyza struktur tak, jak bylo popsanc Vv
p¥ikladu &. 1, coZ vedle na identifikaci mnoZstvi chemickych
determinantt®, z nichZ jeden m&l pravdépodobnost mensi neZz 1 z
10000, ¥e se bude vyskytovat mezi 7 z 25 inhibitorl proteazy
na zaklad® pouze ndhodného vybé&ru (p < 0,0001). NaneStésti
sedm sloudenin, obsahujicich tento determinant, vykazovalo
pouze nizké inhibitorni aktivity (st¥edni hodnota IC,, = 3,4
UM + 1,34 pM, n = 7), coZ je &inilo nekatraktivni pro dalsi
chemické zkoumédni. Néasledné byl p¥isludny determinant
akceptovan jako reprezenatativni pro biologicky aktivni fast
pfislusnych inhibitord a oyl p¥imo pouzit jako
reprezentativni kostra nebo farmakologicky aktivni "otisk"

pro dalsi vybér sloucenin.

Pro tento udel byl proveden screening v databdzi pfes
100000 komerdn& dostupnych molekul na p¥isludny determinant,
pfifem? bylo vybradno 142 molekul pro dalsi testovani. Mezi
témito 142 sloueninami 11 vykazovalo inhibitorni aktivity v
podmikromolarnim rozsahu, p¥ifemz mély st¥edni hodnotu IC,
0,48 M + 0,09 uM (n = 11, stfedni hodnota IC,, podstatné
mendi ne? predchozi hodnota p¥i p < 0,05). Jako takovy tedy
zpisob podle pfedkladaného vyndlezu umoZiiuje podstatné zvy8it

farmakologickou potenci chemickych sérii.

P¥iklad &. 7 - ZvySeni selektivity chemickych sérii

P¥edkladany vynalez mbZe byt rovn&Z pouZit pro
zvydeni selektivity  chemickych  sérii. Pro p¥rikladné
znazornéni této moZnosti byla testov@na sbirka 3360 sloucenin

s koncentraci 3 gM v testu pro kindzu, oznaleném test pro
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kindzu ¢&. 1, «coZ poskytlo 22 sloudenin vykazujicich
inhibitorni aktivity alespofi 40 %. Byla provedena analyza
té&chto struktur tak, jak byloc popsédno v p¥ikladu &. 2, co¥
vedlo na identifikaci wmnoZstvi chemickych determinanti,
p¥i¢emZz u jednoho z nich, oznafeného "determinant &. 10",
bylo odhadnuto, Ze mi& pravdépodobnost menZi ne? 1 z 20, Ze se
bude vyskytovat mezi 3 =z 22 inhibitor kindzy pouze na
zédkladé nahodného vyb&ru (p < 0,05). Nanedtdsti testy
selektivity, provadd&né na Cty¥ech dalZich kindzach, odhalily,
Ze determinant &. 10 byl rovn&Z dilefitou sloZ¥kou inhibitoru
jiné kindzy, oznafené kinidza &. 2, cof vede k tomu, 3Ze
selektivni inhibitory kindzy &. 1 by nemohly byt rozvinuty na
zdklad€ samotného determinantu &. 10. Skutedn&® byl t¥i
struktury, obsahujici determinant &. 10 rovnocenn& potentni
na dvou kindzich, pficemZ dosahovaly st¥ednich hodnot I1C, 7.2
pM + 3,81 uM (n = 3) respektive 21,5 uM + 9,29 uM (n = 3) pro
kindzy €. 1 a ¢. 2, coZ pfedstavuje pomdr selektivity pouze

2,98 ve prospé&ch kindzy &, 1.

Z tohoto divodu bylo 3360 sloufenin, testovanych na
kindzu ¢. 1, cpétovné testovlno p¥i koncentraci 3 uM na
kindzu ¢. 2, coZ poskytlo 92 sloudenin vykazujicich
inhibitorni aktivity alespoil 40 %. Seznam 3360 struktur byl
nasledné kataglizovdn (popsdn) podle aktivity jak na kindzu
¢. 1 tak i na kindzu &. 2 a byla provedena analyza zplsobem
podle predkladaného vyndlezu prost¥ednictvim vyb&ru m&fitka
(III) asociace a jeho rozvinuti na funkei (IX) skére, kde x,
reprezentuje pocCet chemickych struktur aktivnich na kindzu &.
1 a obsahujicich p¥isludny chemicky determinant, x,

reprezentuje poCet chemickych struktur aktivnich na kindzu &.

2 a obsahujicich stejny pF¥islud3ny chemicky determinant, vy
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reprezentuje celkovy podet chemickych struktur obsahujicich
uvedeny chemicky determinant, z, reprezentuje celkovy pocet
chemickych struktur aktivnich na kindze &. 1 v souboru N
molekul (to jest z, = 22}, 2, reprezentuje celkovy pocet
chemickych struktur aktivnich na kindze &. 2 v souboru N
molekul (to jest z, = 92), a N reprezentuje celkovy podet

chemickych struktur podrobenych analyze (to jest N = 3360).

(IX) - : Score = X({N-y -2, + %, )2, =X )Y = %p)
K N=y =z, +3,)(Z, = X, (Y = %)

Osoba v oboru znald snadno rozpoznd funkcil (IX) skére
jako zpusob pro porovnani relativaich pravdépodobnosti,
umo¥iiujici identifikovat chemické determinanty, které s
nejvétdi pravdépodobnosti budou selektivni pro jednu kindzu
oproti druhé. Vtéto souvislosti je revnd% osob& v oboru znalé
zfejmé, Ze vzorec (IX) by mohl byt medifikovan pro zahrnuj i
dal&fich promé&nnych se  vztahem Kk materidlu  molekul,
biologickym, chemickym a/nebo fyzik&1lné-chemickym
vlastnostem, jako bylo zmifovdno v p¥ikladu &. 1, ale bez
omezeni na citace uvadéné v prikladu &. 1. zkugeny pracovnik
v oboru rovn&j snadno nahlédne, Ze mcohou byt poufita jin&
m&¥itka asociace a/nebo funkce skdére pro stejné uCely na
misto té&ch, kterd byla popséna ve vzorcich (III) a (IX).
Nap¥iklad by tak mchlo byt ve funkci (II) skore pouZito

tko (I) asociace a vysledné hodnoty skore pro aktivitu na

H

mey¥
kindzu &. 2 by mohl byt odelteny od hodnot ziskanych pro
aktivitu na kindzu &. 1, nebo obrdcené by hodnoty ziskané pro

aktivitu na kindzu &. 1 mohl byt déleny hodnotami ziskanymi
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pro kindzu &. 2. Rovnd% je moZnych mnoZstvi dalSich ptistupl,

z nich¥ nejvhodn&j8i =z hlediska pfedkladaného vynalezu

()]

vyutivaji funkce skére, obsahujici rtzné kombinace jedné,

dvou, t¥i nebo &ty¥ z proménnych x, y, z, a N.

Skérovani sérii chemickych determinantl s vyuZitim
vzorce (IX) vedlo k identifikaci mnoZstvi selektivnich
chemickych determinant®t prc kindzu &. 1, z nichz Jjeden,
oznadeny "determinant &. 11", sestéval z determinantu ¢. 10
substituovaného s p¥idavnym chemickym motivem. N&sledné byl
determinant c. 11 akceptovan jako reprezentujici
farmakologicky aktivni &ast selektivnich inhibitort kindzy ¢&.
1 a Dbyl pou¥it jako reprezentativni kostra  nebo
farmakologicky aktivni "otisk" pro ndsledny vybér slougenin.
7za timto ffelem byly provedeny podstrukturni prazkumy v
databdzi pres 400000 komerdn& dostupnych sloufenin s pouZitim
determinantu &. 11 a jeho fragmentt. Celkem 498 sloulenin
bylo ziskdno na z&klad® té&chto prizkumli, které po testovani
ve dvou testech poskytly t¥i  inhibitory cbsahujici
determinant &. 10 sse tYednimi hodnotami IC,, 0,94 uM + 0,52
uM (n = 3) respektive 31,6 uM + 4,41 uM (n = 3) pro testy na
kindzu &. 1 a &. 2. Tento vysledek reprezentuje 11 nésobné
zvydeni poméru selektivity u sérii pro kinazu &, 1 oproti
kindze &. 2 (od 2,98 do 33,6, p < 0,05), coz demonstruje, zZe
zplisob  podle  pYedkladaného vyndlezu  umoZiuje zvysSeni

farmakologické selektivity p¥isludnych chemickych sérii.

Pfiklad &. 8 - Raciondlni identifikace sérii s
vicendsobnymi farmakologickymi dcinky
Byl rozvinut funk¥ni test pro ligandem uzavirany

iontovy kandlek, o kterém se pYedpokladad, :Ze ma Glohu p¥i
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v testu, sloufeniny byly testovidny a byly identifikovin nové
blokdtory iontového kandlku zplscbm podle p¥edkladaného
vynédlezu. Zkoumany kandlek byl popsdn jako p¥isluSejici k
roding terdn, které byly prostupné pro ionty sodiku,
aktivované nukleotidy purinu a inhibované urdéitymi blokétory
sodikovych kandlkd. Z tohote divedu Dbylo rozhodnuto
identifikovat otisky majici duédlni schopnost napodobeni
nukleotidll purinu a inhibovéani sodikovych kandkl soudasné, s
ohledem na zvy3ujici se moZnosti rychléhe identifikovéni
inhibitori  p¥islusného ligandem  uzaviraného iontového

kandlku.

Prvni krok procesu zahrnoval sestaveni dvou seznaml
chemickych struktur prost¥ednictvim prozkoumani soulasné
literatury. Prvni seznam obsahoval struktury 79
zdokumentovanych inhinitorl sodikového kandlku. Druhy seznam
obsahoval struktury 2367 inhibitord proteint vézajicich
nukleotid purinu (viz p¥iklad &. 2 pro detaily). Druhy krok
procesu  sestéval z identifikace Dbiologicky aktivnich
chemickych determinantd souasng obsafenych v obou seznamech
chemickych struktur. Pro tento &el byl kaZdy seznam doplnén
strukturami vice neZ 100000 molekul, které byly popsény jako
majici nulovy WU&inek na pfrislusné ndhradni terCe, a byla
provedena analyza prost¥ednictvim vyb&ru odefitaciho m&¥itka
(I{ asociace, jako bylo popséno v p¥ikladu &¢. 1, a rozvinutim
tohoto mé&¥itka asociace na funkci (X) skére, priCemz x,
reprezentuje polet chemickych struktur aktivnich v sodikovych
kandlcich a obsahujicich p¥isluiny chemicky determinant, x,

reprezentuje polet chemickych struktur aktivnich u proteind

védzajicich nukleotid purinu a obsahujicich stejny uvedeny
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chemicky determinant; Y, reprezentije celkovy podet struktur
obsahujicich  chemicky determinant v  seznamu struktur
katalogizovanych pro u&inky blokevini sodikovych kandlkl, v,
reprezentuje celkovy pofet strukIur obsahujicich chemicky
determinant v  seznamu  struktur  Kkat alogizovanych  pro
inhibitorni d&inky vézéni proteint s nukleotidem purinu, zZ,
reprezentuje celkovy poet struxkiur inhibujicich sodikové
kanidlky v souboru N; molekul (to jest =z, = 79}, Z
reprezentuje celkovy pofet chemickych struktu aktivnich pfi
vazani proteind s nukleotidem purizu v scuboru N, molekul (to
jest z, = 2367), a N, a N, reprezentuji celkovy pocet
chemickych  struktur podrobenycr  analyze Vv p¥isludnych

seznamech katalogizovanych struktur.

(X) Score=7j—-\/ (Nox; —y,2, )7, - / (Nzxz_Yzzz)zNz
V2 VN =2y (N —y,) 1 Z,(N, =25y, (N2 —Ys5)

zkugeny pracevnik v oboru snadno nahlédne, Ze funkce
(x) skdére Jje zpusobem pro zkomzinovani dvou riznych testld
asociace, ktery umoZiiuje identifixovat chemické determinanty,
které s nejvEtdi pravdépodobnosti maji G¥inky souasné jak na
sodikové kandlky tak i na proteiny vazaj {ci nukleotid purinu.
V tomto kontextu je osob& v obor: znalé rovné? zcela zfejmé,
Yo vzorec (X) by mohl byt modifikovan pro zahrnuti dal3ich
proménnych se vztahem k materidlu molekul, biologickym,
chemickym a/nepo fyzikdln&-chemickym vlastnostem, jak bylo
smifiovano v prikladu &. 1, ale kez ocmezeni na citace uvadéné
v ptikladu ¢. 1. Je rovnd% jasné patrné, Ze pro stejny Glel

mohou byt pouZita jind méfitka ssociace a/nebo funkce skére
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namisto t&ch, které byly popsany ve vzorcich (1y a (X),
zejména prozoe funkce (X) skdre nebere do Gdvahy sm&r rozdily,
existujicich mezi podily dvou datovych souboru, piiéemz po
celou dobu vyZaduje, aby tyto podily byly srovnatelné a navic
aby hodnota N, byla srovnatelnd s N, a aby ob& tyto hodnoty
byly v&t&i ne? 20. Napfiklad Je moZné poZadovat vaZeni
vysledkt pro datové soubory, ve kterych jsou velikosti vzorkul
podstatngé odlisné, prost¥ednictvim pouZiti dunkce skoére,
zaloené na vajeném pruméru rozdilu mezi podily (viz p¥iklad
21 ni¥e). Alternativng& ije moZné poZadovat zaldlenéni t¥eti,
nebo &tvrté, nebo paté farmakologické vlastnosti do vypodtu,
prifem¥ v tomto pripadé je z¥ejmé&, %e vzorec (X) miZe byt
rozii¥en na jeho obecné&jdf podobu (XI), Ve kcexré d
reprezentuje polet seznami sloudenin prochézejicich analyzou
a kde vysledné hodnoty skére mohou byt p¥imo wvztahovény k
tabulkim standardniho normdlnihc rozd&leni, aby se stanovila
pravd&podobnost nalezeni  jednoho nebo vice chemickych
determinantu, které jsou zidkladem v3ech  uvaZovanych
farmakologickych vlastnosti. Je rovné&Z moZnych mnoZstvi dalsi
p¥istupt, z nich%Z nejvhodn&j8l =z hlediska predkladanéno
vynalezu vyuZfivaji funkce skdre, zahrnujici rtzné kombinace

dvou, t¥i nebo &ty¥ z proménnych X, y, z a N.

1 & | (Nx-yz)?N
(X1) —
dg”‘ z)y(N-y) )

Analyza dvou seznaml katalogizovanych struktur byla
provedena prostfednictvi skérovéani gérii chemickych

determinantd s uZitim vzorce (X) a podrZenim struktur
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poskytujicich nejv&tZi hodnoty vét31 neZ 2. To vedlo na

identifikaci chemického determinantu majicicho
pravd&podobnost men3i neZ 1 z 20 vyskytu v obou podskupinéch
biologicky aktivnich struktur pouze na zakladé n&hodného
vyb&ru (p < 0,05). Tento chemicky determinat, oznadeny
ndeterminant &. 12" byl tudi® akceptovan jako reprezentativni
pro jednu nebo vice biologicky aktivnich gasti, Jjak pro
inhibitory sodikového kandlku tak 1 pro inhibitory vazani
proteinu s nukleotidem purinu, a byl pFfimo pouzit Jjako
reprezentativni kostra nebo farmakologicky aktivni "otisk"

pro nasledny vybér sloulenin.

Tfet{ krok =zahrnoval ©pouZiti vy8e popisované
reprezentativni kostry jako Sablony pro virtudlni screening.
Pro tento G&el byly provedeny podstrukturni prazkumy v
databazi p¥es 250000 komer&n& dostupnych sloulenin s pouZitim
determinantu &. 12 1 jeho fragmentd. Na z&kladé téchto
prizkumi bylo ziskdno celkem 800 sloucenin pro testovani a
stejny soubor 1280 n&hodn& vybranych sloufenin, jako bylo

popséno v p¥ikladu &. 1, byl pouZit pro kontrolni ucely.

Ctvrty a posledni krok proéesu zahrnoval testovani
ziskanych sloudenin v testu iontového kandlku. Z 800 molekul,
vybranych na zaklad® determinantu &. 12, vykazovalo dvacet
t¥i sloudenin inhibitorni aktivitu alespofl 40 % p¥i testovani
s koncentraci 3 uM. Mezi nimi t¥i sloufeniny vykazovaly
hodnoty IC,, v podmikromoldrnim rozsahu a jedna sloucenina,

oznatend jako sloudenina F, vykazovala hodnotu IC, 145 nM +

56 nM (n = 4). Mezi 1280 n&hodné vybranymi sloufeninami,
testovanymi pro kontrolni udely, pouze Jjedna molekula
vykazovala  vyznamnou inhibitorni aktivitu v nizkém

mikromoldrnim rozsahu a 7jeji chemickd struktura vlastné
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obsahovala podstatnou &ast determinantu &. 12. P¥ekvapivé,
kdy? stejny sgoubor 800 sloufenin byl testovan na kinazu, o
které se rovnd¥ predpoklddi, %e mad dGlohu p¥i imunitni reakci,
osm sloudenin vykédzalo inhibitorni aktivity alespeii 40 % p¥i
testovédni s koncentraci 5 uM, sloufenina F vykazala hodnotu
1C,, 1,2 uM a dal&i sloulenina, oznafend jako sloulenina G,
vykdzala IC,, 137 nm + 48 nM (n = 4). Bylo rovn&Z zjiSté€no, Ze
sloudeniny F, G a mnoZstvi blizce p¥ibuznych molekul, rovnéz
obsahujicich determinant &. 12 v jejich strukturédch, rovnéz
inhibovaly (blokovaly) sodikové kandlky, p¥icemZz obvykle
vykazovaly 50 a% 100 % inhibici (blokaci} p¥i 1 gM. V souhrnu
tedy tyto vysledky demenstruji, Ze zplsob podle pfedkladaného
vyndlezu umoZiuje vybrat a/nebo zkonstruovat slouCeniny s
mno¥stvim farmakologickych vlastnosti, coZ miZe byt zajimavé
p¥i vyvoji 1ékl pro pouZiti p¥i 1é&eni chorobnych stavl
ovliviiovanych vice faktory, jako je nap¥iklad bez jakéhokoliv
omezeni zan&t. Prost¥ednictvim analogie miZfe byt rovné€Z zcela
jasn& z¥ejmé, Ze zpusob podle pfedklédaného vynalezu miZe byt
pou¥it pro za&len&ni novych farmakologickych vlastnosti do

chemickych sérii, které pfedtim takovéto vlastnosti nemély.

p¥iklad &. 9 - Seatavovdni seznamiu biologicky

aktivnich chemickych determinantt

Ve vyhodném provedeni p¥edklddaného vyndlezu miZe byt
zplsob podle vynélezu rovneZ pouZit pro sestavovani seznami
biologicky aktivnich chemickych determinantl, které déle
mohou byt pouZfity jako referenfni databdze pro pouziti pfi
provad&ni raciondlni konstrukce 1léku, Jjako napfiklad v

programech, provddéjicich poditadov& ¥izend rozhodovani, pro

pouziti v 1éka¥ské chemii. Pro zndzorn€ni prikladem byla
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farmakologicky aktivnich molekul, p¥idemZ kazdy seznam
zahrnoval chemické struktury slou@enin vykazujicich danou
farmakologickou vlastnost, Jjako nap¥iklad vazéni sigma
receptoru, agonismus receptoru dopaminu D, & antagonismus
receptoru estrogenu. KaZdy seznam byl nasledng analyzovan
podle predkléddaného vyndlezu prostfednictvim vyb&ru méritka
(ITI) asociace, jak bylc popséno v p¥ikladu &. 2, a jeho
rozvinutim do funkce (IV) skére, kterd byla pouZita pro
skérovani ruznych chemickych determinantd obsaZenych v jednom
nebo vice seznamech prochdzejicich analyzou. Tyto vypolty
vedly k identifikaci velkého poftu farmakologicky aktivnich
chemickych determinantl, z nichZ tfi jsou zndzornény v Céasti

vysledné matice v nésledujici tabulce:

Daterminant Sigraz Ligend D Aconisl@  pnptagonista
estrogenu
N
g\/ 1.85 B.12 005
Ne. 13
N~
@ C 240 0.00 0.00
No, 14
0
0.91 2.93 28.17
Ne. 19
Tato tabulka roskytuje referencni seznam
farmakologicky aktivnich  chemickych determinantd. Bylc

sestaveno dvacet p&t seznmami struktur obsahujicich molekuly,
o kterych bylo popsanc, Ze maji jednu z dvaceti péti rlznych

farmakologickych vlastnosti, a tyto seznamy struktur byly
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analyzovany zpusobem podle pYedkladaného vyndlezu s pouZitim
m&Y

p&t vlastnosti =zahrnovalo napfiklad schopnost vé&zat se. na

tka (ITI) ascciace a funkce (IV) skdére. Uvedenych dvacet

[N

sigma Treceptory (sigma ligand), agonismus pro receptor
dopaminu D, (D, agonist) a antagonismus pro receptor estrogenu
(estrogen antagonist). Mald C&st vysledné matice s 26 sloupci
je zndzorn&na v tabulce vyfe. Hodnoty veétsi ne¥ 1 indikuji,
Ye dany chemicky determinant mid pravdépodobnost mensi nez 1 z
20, %e se bude vyskytovat p¥i ndhodném vyb&ru v souboru
molekul sdilejicich stejnou farmakologickou vlastnost, coZ
indikuje, %e determinant s nejveétsi pravd&podobnosti bude
molekularnim zakladem pro stejnou uvedenou viastnost.
Tabulky, jako je zn&zornénd tabulka, tvo¥i archivy &i zdroje
biologicky aktivnich determinantu nebo notiskt", které mohou
byt pouzZity jako referenéni seznamy pro provadéni

informovanych rozhodnuti p¥i objevovéni a vyvoji 1léku.

Interpretace vysledné tabulky se provadi nésledovné.
Slou¥eniny, jejich%Z chemické struktury obsahuji determinant
&. 13 s vét3i pravddpodobnosti budou vykazovat vlastnosti
agonistu receptoru dopaminu D, spi¥ neZ vliastnosti bud vézéni
sigma receptoru nebo antagonistu receptoru estrogenu, protoie
8,12 > 1,85 > 0,05. Obradcen® tedy determinant &. 13 je
vyhodny determinant pro konstruovani souborl potencidlnich
agonistll receptoru dopaminu D,, protoZe 8,12 > 2,93 > 0,00.
Stejnym zplsobem potom slouleniny, je] ich% chemické struktury
obgahuji determinant &. 14, budou s vétEi pravdé&podobnosti
ligandy sigma receptoru nez bud agonisty receptoru dopaminu
nebo antagonisty receptoru estrogenu, protoZe 2,4 > 0,00 =
0,00. Opét je potom determinant &. 14 vyhodnym determinantem

pro sestavovani soubort ligandll sigma receptori, protoZe 2,40
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> 1,85 > 0,91. Nakonec sloudeniny, jejichZ chemické struktury
cbsahuji determinant &. 15, budou s nejvétsi pravd&podobnosti
vykazovat vlastnosti inhibice (blokace) receptoru estrogenu,
proto¥e 28,17 > 2,93 > 0,91, pricemz alternativné je
determinant &. 15 vyhodnym otiskem pro sestavovdni souborn
potencidlnich antagonistd receptoru estrogenu, protoZe 28,17

> 0,05 > 0,00.

Osob& v oboru znalé je zjevné, Ze pro konstruovani
takovychto tabulek by mohla byt pouZita jin& m&fitka asociace
a/nebo funkce skére namisto té&ch, které jsou popsany ve
vzorcich (III) a (IV). Rovnd% je zcela z¥ejmé, Ze pouZita
funkce skére by mohla zahrnovat dal3i proménné se vztahem Kk
materidlu struktur, biologickym, chemickym a/nebo
fyzik4ln&-chemickym vlastnostem, Jjak bylo zmifiovano v
p¥ikladu &. 1, ale bez omezeni na citace uvadéné v prikladu
& 1. Dale je rovnd% zcela zjevné, Ze funkce skore nebo
proces skérovdni by rovn€Z mohly byt modifikovany pro
zahrnuti krokt véZeni nebo normalizace za ufelem snazZiho
porovnavéni jednotlivych hodnot skére vzédjemnd mezi sebou,
co¥ je jist®& p¥ipad vyse wuvedené tabulky, kde pri jeji
konstrukci byly pouZity podobn& veliké vzorky, ale nemusi to
byt p¥ipad jinych datovych souborli. Nakonec je rovnéz zcela
z¥ejmé, e stejny postup by mohl byt pouZit pro sestavovani
referen&nich seznaml struktur skérovanych pro jiné uvazované
vlastnosti v procesu objevovani, jako Jje mnapfiklad bez
jakéhokoliv omezeni obecné terapeutické pouZiti, toxicita,

absorpce, distribuce, metabolismus, a/nebo vym&Sovani.

P¥iklad g. 10 - Predvidani sekunddrnich

farmakologickych pusobeni molekuly
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predkladany vyndlez mi¥e byt dale pouZit pro

sekunddrnich plsobeni molekuly. Pro ilustraci této

(=0

predvidan
mo¥nosti byla identifikovéna nova t¥ida blokatorl iontového
kandlku, jak je =zndzorndno v p¥ikladu &. 3. Jak bylo v
ptredchézejicim popséno pro jiné inhibitory tohoto stejného
kandlku, zékladni chemickd struktura této nové chemické série
inhibitorti obsahovala chemicky determinant 2zndzorn&ny Vv
panelu B pt¥ikladu &. 3, zjevn& ve formé determinantu &. 5
znidzorn&ného v panelu A p¥ikladu ¢C. 3. Porovnanim
determinantu &. 5 s determinanty obsaZenymi ve vySe uvadéné
tabulce bylo odhaleno, %e p¥isluiné inhibitory mé&ly velmi
vysokou mo¥nost vézani na sigma receptory, zejména proto, Ze
chemicka struktura determinantu &. 5 je shodnd s chemickou
strukturou determinantu &. 14. Nasledné& byly blokatory
kanalku, obsahujici determinant &. S, tetovany v testech na
vézani sigma o, a ¢, receptory, a bylo zjisténo, Ze vykazuji
podmikromoldrni afinity pro ob& mista. Jako takové tyto
vysledky demonstruji, Ze hodnoty skére, ziskané s pouzitim
zplsobu podle predklddaného vynélezu, umoZriuji predvidat
sekundarni plsobeni chemickych sérii, coZ Je extrémné

uZitedné pro sériovy postup v lékaiské chemii.

P¥iklad &. 11 - Identifikace a p¥edviddni toxického

pusobeni molekuly

7 predchdzejicich p¥ikladl je z¥ejmé, Ze zpisob podle
predkl&daného  vyndlezu miZe Dbyt YOVNEZ pouZit pro
identifikovani toxikofornich chemickych determinantt
obsa¥enych v pesticidech, herbicidech, insekticidech a
podobn&, a to jednodufe prost¥ednictvim analyzovani geznami

struktur, které ijsou popsdny ¢&i katalogizovany pro
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toxikologické vlastnosti namisto farmakologickych. V této

souvislosti mi%e byt predklidany vynadlez p¥imo aplikovan pro
identifikaci mocnéjsich selektivnéjsich nebo giteji

plsobicich toxickych chemickych sérii pro pouZiti, napriklad,

v programech zemdd&lské chemie pro ochranu urody.

Alternativnd mi%e byt predklddany vyndlez pouZit pro
sestavovani referen&nich seznami nebo databdzi toxickych
chemickych  determinantl  zptisobem  shodnym s  postupem
popisovanym v p¥ikladu &. 9. Takové seznamy mohou byt potom
poufity pro odhadovani pravdépodobnosti, Ze chemické tady
budou vykazovat dany toxicky G&inek, <coZ lze vyuzit,
nap¥iklad, pri screeningu  potravind¥skych  p¥imési a
chemik&lii ovliviujicich Zivotni prost¥edi.

Pro ilustraci moZnosti pYedvidédni toxickych uUCinkd
p¥i nasazeni pro farmaceuticky vyzkum bylo testovano 4480
sloudenin na zainteresovanou bund®nou fosfatdzu pro 1éZ&eni
zandtu. Celkem 25 sloudenin vykazovalo inhibitorni aktivity o
hodnot& alespoii 40 % p¥i testovadni v testu s koncentraci 10
uM, ptrigem?Z vBechny vykazovaly hodnoty IC,, Vv nizkém
mikromoldrnim  rozsahu. Nisledn& byla zplgobem  podle
pfedkladaného vyndlezu provedena analyza, coz vedlo na
identifikaci dvou molekuldrné rozdilnych chemickych
determinantuy, které s nejvetsi pravdépodobnosti  budou
zadkladem farmakologické aktivity, p¥ifemZ tyto determinanty
byly oznaleny jako determinanty &. 16 a &. 18. ProtoZe tyto
dva determinanty byly p¥itomny v rovnocennych molekuldch a
oba byly vnimdny jako sechopné poskytovat chemické série,
které by byly rovnocenn& pfistupné pro dal3i chemické

zkoumani, bylo rozhodnuto zvolit mezi  témito dvéma
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determinanty na zdklad® predvidanych toxickych vedlejSich

Yy
1i¢incich

edd e

5

~

Pro tento &el byly struktury determinantd &. 16 a ¢&.
17 porovnavany se strukturami obsaZenymi v toxikologické
databdzi a bylo zjiZténo, Ze molekuly, obsahujici determinant
&. 16 v jejich  strukturdch, mély podstatné& veétsi
pravdé&podobnost, e budou cytotoxické, neZ slouceniny
obsahujici pouze determinant ¢&. 17. To indikovalo, Ze
inhibitory fosfatézy, nesouci determinant &. 16, by byly méneg
zajimavé pro dalsi postup v dusledku vlastni cytotoxicity
farmakologického  otisku. Tato  hypotéza  byla ovéYena
experimentaln& vystavenim kultivovanych bun&k koncentracim 1
uM obou t¥id inhibitoru a zm&Fenim Zivotaschopnosti bunék s
pou¥itim standardniho testu MTT, p¥icemZ bylo zjidté&no, Ze
viechny sloueniny, obsahujici determinant &. 16, indukovaly
smrt bundk b&hem 24 hodin po aplikaci, coZ nebyl pfipad u
vétdiny sloulenin nesoucich determinant &. 17. Jako takové
tyto vysledky zjevné  demonstruji, Ze zpusob  podle
pfedkladaného vyndlezu umoZiiuje identifikovat a/nebo
pfedvidat chemické série, které s nejvét®i pravdépodobnosti
vykazuji toxické vlastnosti v daném nasazeni. V tomto
kontextu je zcela zjevné, Ze shodné vypolty mohou byt
provdddny s poufitim, napfiklad ddaji o wutagenicité
(schopnost plsobit zmény d&di¢nych vlastnosti - mutace)
(testy Ames), (dajl o inhibovéni isozymu P4502, nebo ddajt
odvozenych 2z jakychkoliv jinych dal3ich relevantnich testd

toxicity.
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Pr¥iklad &. 12 - Identifikace biologicky aktivmich

Easti receptorovych ligandd

Receptor buné&&ného povrchu byl vybrén jako pfisludny
terd pro Fizeni jistych endokrinnmich chorob. Tento receptor
byl popsin jako endogenné aktivovany prost¥ednictvim hormonu

nonapeptidu, vytvérenému podvéskem mozkovym. Byl sestaven

seznam chemickych struktur, popsanych jako ligandy stejného

uvedeného receptoru, prost¥ednictvim prozkoumdni védecké

literatury. Tentoc seznam byl nislednd& analyzovén zpusobem

podle p¥edklédaného wvyndlezu ¢ wvyuZitim mé&Fitka (III)

asociace, funkce (IV) skére, rp¥idem? seznam chemickych

determinant® zahrnoval fragmenty dvaceti bé&Znych aminockyselin

(glyein, alanin, wvalin, leucin, isoleucin prolin, serin,

theorin, tyrosin, fenylalanin, cryptofan, lysin, arginin,

histidin, aspartét, glutamét, asparagin, cystein a

methionin), doplnényé fragmenty struktury hlavniho

peptidového fetézce (NH-CH-CO-),. Priklady téchto

determinantl jsou ilustrovény nizZe:

0
M, L Y
HO k/
SN = = =
—

N N N

/ Z = P
\_/ N /. L/

. .21
Tryptophan No. 18 No. 18 No. 20 No. 2

Nc. 24

No. 25

No. 26
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Kostra peptidu No. 27 No. 28
0 0 0 0
N'\’/lL : lK N - H\ - N\/\ - B /2‘
| N NTTA N N -
il il
0 0
No. 29 No. 30 No. 31 No. 32 Ne. 33

Toto jsou p¥iklady chemickych determinanti odvozenych
z aminokyselin a hlavniho peptidového Feté&zce a pouZitych pro
znalyzu. Seznam receptorovych ligandd byl sestaven
prost¥ednictvim prozkoumdni v&decké literatury a analyzovan
zptisobem podle predkladaného vyndlezu s vyuZitim meéfitka
(III) asociace, funkce (IV) skére a seznamu chemickych
determinantt zahrnujicich rGzné fragmenty dvaceti bé&Zngch
aminokyseiin, doplnéné fragmenty struktury hlavniho
peptidového Yet&zce  (NH-CH-CO-),. P¥iklady nékterych z
determinantt odvozenych z trytofanu jsou znézorn&ny v prvnich
dvou tadcich. Tyto determinanty byly bud pfesnymi fragmenty
(nap#iklad determinanty &. 18, ¢&. 19, &. 20, &. 21 a ¢. 26),
sestavami p¥esnych fragmentl (napfiklad determinant &. 22),
nepfesnymi fragmenty {(napfiklad determinanty &. 23, C. 24 a
%. 25), nebo sestavami pFesnych a nep¥esnych fragmentd
(nejsou ilustrovdny). Spodni dv& Fady ilustruji priklady
determinantil, odvozenych =ze struktury hlavniho peptidového
fet&zce (NH-CH-CO-), a reprezentujicich p¥esné fragmenty
(determinanty &. 29, &. 31 a &. 32) a nepfesné fragmenty
(determinanty &. 27, &. 28, &. 30 a &. 33). Symboly: A
reprezentuje C nebo S; B reprezentuje C nebo N; E

reprezentuje C, N, O nebo §.

Skérovani fragmentd prost¥ednictvim vzorce (IV) vedlo

na identifikaci mnoZstvi chemickych determinanti majicich
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hodnoty skére v&t3i nez 1, coi indikuje, Z¥e odpovidajici
struktury m&ly pravdépodobnost rensi ne 1 z 20, Ze budou
obga¥eny v podskupiné farmakologicky aktivnich slouCenin
pouze na zadkladé nahodného vyoéru (p < 0,05). PE¥iklady
takovychto determinantd Jsou znidzorndny niZe spolelné s

jejich ptislusnymi hodnotami skdre:

yAN F

No. 34 Ngc. 35 No. 28 No. 37
Score = 3.08 Seore = 1.17 Score = 1.06 Scare = 3.78
Ne P

O
HO
N 0
N, 38 No. 39 No. 20 Na. 41

Score =212 Score = 1.18 Score = 1.92. Score = 2.83

Toto jsou p¥iklady vysoce skdrujicich chemickych
determinantt identifikovanych v prvnim kole analyzy. Soubor
receptorovych ligandd byl analyzovan podle predkladaného
vyndlezu  prostfednictvim gkérovani vy8e ilustrovanych
chemickych determinanti a rovnez mno¥stvi dalgich s vyuZitim
funkce (IV) skére. Hodnoty vé&t8i neZz jedna indikuji, Ze
determinant mé pra\fdépodobnost mendi ne¥ 1 z 20, Ze se bude
vyskytovat v podskupin& receptorovych ligandd pouze na

zakladd nahodného vybéru. Obridzek vySe ilustruje nékteré =z
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vice gkérujicich chemickych determinantg, které byly

. o p .
identifikovany timtc procesem.

Tyto determinanty Dbyly tudiZ akceptovany jako
reprezentativni pro jednu nebo vice aminokyselin, obsaZenych
v primdrni sekvenci peptidového hormonu, a byly sestaveny do
druhého seznamu. Potom byly opakovany vypolty s pouZitim
vzorce (IV) za fGfelem identifikovadni nejvice skérujicich
kombinaci té&chto novych determinantl, =z nichZ mnoZstvi
ziskalo hodnoty skére veétd3i neZ 10. Struktura chemického
determinantu s nejvy$8im skdére, cznadend jako determinant ¢&.
42, potom byla nésledné porovnidvana se strukturami 800
dipeptidd zahrnutych v rlznych kombinacich 20 aminokyselin,
pricemZ bylo zji%t&no, Ze pouze jedna dipeptidovad sekvence,
oznafend A -A,, obsahovala cely determinant ¢&. 42. Tento
vysledek byl uvaZovédn pro indikaci, Ze pF¥isludny hormon s
nejvétsi pravdépodobnosti zahrnuje sekvenci A -A, nékde ve své
primarni struktufe a navic, Ze alespofi jedna z téchto dvou
aminokyselin m& dileZitou dlochu p¥i +vazédni endogenniho
ligandu na jeho receptor. Ovéfeni sekvence hormonu odhalilc,
Ze skutefné& zahrnuje predvidanou &sekvenci A ,-A,, coz jJe
skutednost, kterd bylo vypolitina, Ze ma& pravdépodobnost
pouze 0,019 vyskytu na zdkladé ndhodného vybé&ru. Prekvapivée
dal8i prace prokézala, Ze peptidy, obsahujici mutaci v poloze
A, sekvence A,-A, (napfiklad A ,-A, nebo A -A, namisto A -3A,, kde
A, A,, A, a A, jsou razné aminokyseliny) vykazovaly znatelné&
niz8i afinitu pro receptor, coZ ilustruje, Ze alesponl jeden
ze dvou predvidanych zbytkd, skute&n& tvo¥i dlleZitou
soudést, kterd tvori  zdklad pro Dbioleogickou  funkci
prisludného hormonu. Souhrnné tedy tyto vysledky demonstruji,

Ze zpusob podle p¥edkladaného vyndlezu umoZfiuje identifikovat
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biologicky aktivni &&sti peptidovych ligandl, coZ je uZitelné
v programech 1éka¥ské chemie, které se zam&¥uiji na raciondlni
konstruovani, naptiklad, inhibitort peptidomimetickych enzymi

a/nebo receptorovych ligandi.

P¥iklad &. 13 - Pfedvidini proteinovych interakei

P¥edkladany  vynalez rovnéz umoZiiuje predvidat
existenci proteinovych interakci zplsobem analogickym k
postupu popsanému v piedchidzejicim p¥ikladu. Pro ilustraci
byl realizovén screening iontového kanalku tak, jak bylo
popsdno v p¥ikladu ¢. 3, cof vedlo na identifikaci vice nezZ
dvou tuctl molekul wvykazujicich alespofi 40% inhibici pfFi
testovani p¥i koncentraci 5 pM. Chemické struktury téchto
inhibitord byly sestaveny do seznamu, ktery byl analyzovan
podle popisu v p¥ikladu &. 12. To vedlo na identifikaci gérifi
vysoce skérujicich, chemickych determinantd odvozenych 2
aminokyselin a peptidového hlavniho Yeté&zce, pfifemZ po dalsi
analyze bylo zjiBt&no, ¥e prisluZny kandlek s nejvétsi
pravd&podobnosti bude interagovat s inhibitornim peptidem
nebo proteinem specificky obsahujiéim uréitou dipeptidovou
sekvenci, oznalenou A,-A,. P¥ekvapivé tyto inhibitorni
proteiny ji% byly p¥edtim popsény v literatufe, pFiCemZ
viechny z nich obsahovaly m"kandlek inhibujici" oblast 20
aminokyselin, obsahujici p¥esné p¥edpovézenou dipeptidovou
sekvenci A.-A,. ProtoZe miZ¥e byt stanoveno, Ze jakékoliv
sekvence z 20 aminokyselin mid pravd&podobnost pouze 0,046, Ze
bude obsa¥ena v daném sekvenfnim uspofaddni dvou danych
rezidui na =zakladé nahodného vyb&ru, 1lze odhadnout, Z2e
pravdépodobnost spravné predpovézené existence dvou

rozdilnych dipeptidovych sekvenci, existujicich ve dvou
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nepfibuznych proteinech, na zékladé nahodného vybéru v tomto
a v ptedchizejicim p¥ikladu je menSi neZ 1 =z 1097. P¥esto
nicmén& byly v obou pfripadech provedeny spravné odhady, coZ
demongtruje, Ze ptedkladdany vynidlez umoZiiuje identifikovat
a/nebo p¥edvidat existenci urditych typl proteinovych
interakci. To miZe byt provddéno jednodufe identifikovanim
sekvence aminokyselin, obsahujici nejvét&8i moZny chemicky
determinant  identifikovany z podskupiny farmakologicky
aktivnich struktur, a potom vyhledavdnim v sekvendnich
databazich proteinl obsahujicich p¥isludnou sekvenci
aminokyselin. Popis tohoto procesu je uveden v p¥ikladu &. 14
niZe. V této souvislosti je z¥ejmé osobé v oboru znalé, Ze
uvedeny pristup neni omezen vyhradné na identifikaci
dipeptidovych sekvenci, protoZe v zavislosti na strukturach
farmakologicky aktivnich sloudenin prochédzejicich analyzou by
mohly byt rovn&€Zz detekovany tripeptidové nebo dokonce
tetrapeptidové sekvence. Je rovnéz zcela zjevné, Ze podobny
pfistup by rovnéZ mohl byt pouZit pro ne-peptidové ligandy,
to znamena, Ze zpusob by rovnéZ mohl byt upraven pro detekci,
naptriklad, uhlovodanovych  sekvenci (to jest cukri) ,

nukleotidli, a podcbné.

P¥iklad &. 14 - Identifikace paru samostatného

ligandu a receptoru

P¥edklddany vynédlez miZe byt dile aplikovédn pro
identifikaci samostatnych ligandd a/neboc dvojic samostatnych
ligandd a receptoru. Proces je zah&jen sestavenim seznamu
chemickych struktur majicich dany G&inek na p¥islu&ny protein
(obvykle schopnost vézéni), ale pro které v okamZiku vyzkumu

nejsou znadmé 24dné ligandy. Tyto informace mohou byt
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generovany mnoZstvim zpiscbl, jako je, ale bez omezeni na
tyto postupy, provedeni NMR studif, méfeni souhlasnych zmén
prost¥ednictvim kruhového dichroismu, mé&¥eni interakci
proteini a ligandd prostfednictvim povrchové  plazmové
rezonance, nebo v pfipadé€ samostatného receptoru provedeni
testu s konstitutivn& aktivovanymi mutanty p¥isluSného

receptoru.

Pro ilustraci tohoto kenceptu predpoklédejme, Ze
experimenty vySe popisovaného typu Jjsou provédény na
samostatném receptoru, coZ poskytuje struktury ilustrované

nize: po

5)0
(@]
P
=
g
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O
bd prd
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To je hypoteticky seznam struktur analyzovanych pro

biologicky aktivni chemické determinanty. Devé&t struktur,
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zndzorn&nych vySe, bylo analyzovdno podle ptedklddaného
vynialezu, jak bylo popsdno v p¥ikladu &. 12, s vyuZitim vyse
zmiflovaného seznamu chemickych determinantd odvozenych z

aminokyselin a peptidového zdkladniho Ffetézce.

Analyza struktur podle popisu v p¥ikladu &. 12 vedla
na indentifikaci mnoZstvi chemickych determinantd odvozenych
z aminokyselin a peptidového zdkladniho Fet&zce s hodnotami
skére vEtEimi neZ 1. P¥iklady takovychto determinantl jsou
zndzorndny niZe spole&n& s odpovidajicimi hodnotami jejich

skoére.

N\\ N
B b
P |
HO =
No. 43 Ne. 44
Score = 4.43 Scors =4.90

Toto jsou pfiklady vysoce skérujicich chemickych
determinantt identifikovanych v prvnim kole analyzy. Soubor
hypotetickych receptorovych ligandﬁ. byl analyzovédn podle
vyndlezu prost¥ednictvim skérovdni chemickych determinanti
zndzorné&nych v prvnim panelu pfikladu &. 12 a rovnéZ mnoistvi
dal&ich prost¥ednictvim funkce (IV) skdére. Hodnoty vé&tsi nez
jedna indikovaly, Ze determinant mé&l pravdépodobnost mensi
ne¥ 1 z 20, Ze se bude vyskytovat v podskupiné ligandl pouze
na z&kladé ndhodného vybéru. VySe Jsou zndzornény dva
chemické determinanty s nejvyssim skére, které Dbyly

identifikovény uvedenym procesem.
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Z téchto prikladl je zfejmé, Ze determinanty &. 43 a
&. 44 mohou byt obsaZeny pouze v chemickych strukturéach
aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. Z toho 1lze tedy
usuzovat, 2Ze peptidy, které interaguji se samostatnym
receptorem, pravdé€podobné obsahuji reziduum bud tyrosinu neboc
fenylalaninu ve svych sekvencich a 2e tato rezidua
pravdépodobné maji dileZitou dlohu bud p¥i vézédni ligandu
a/nebo aktivaci receptori témitc peptidy. Pokud jsou vysoce
skérujici determinanty &. 43 a &. 44 n&sledné opétovné
analyzovény, aby se zjistilo, =zda kombinace s fragmenty
dal&ich aminokyselin neposkytuji dokonce je3té vy38i hodnoty
skére, mohou byt dale identifikovadny fragmenty, Jako je

determinant ¢. 45 ilustrovany na ndsledujicim panelu A.

A NAHH B QO HH

~ TN
N W ALK
0 oo _ 0

\ 9
HO KO
No. 45
Score = 41.36 ‘ Tyr- Gly

Tyto panely zndzorfuji vysoce skdrujici chemické
determinanty identifikované v druhém kole analyzy. Chemické
determinanty, Jjake jsou vyEe opopsané determinanty, byly
opétovné analyzovany podle predklddaného vyndlezu pro
stanoveni, zda kombinace s fragmenty dazl&ich aminokyselin by
nevytvo¥ily struktury s jedté& vy8Simi hodnotami skére. Jedna
z nich, oznalenid jako determinant &. 45 (panel A}, vykazovala

hodnotu skdre vétSi neZ 40. P¥ekvapivé cely tento determinant
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&. 45 je obsaZen ve struktu¥e dipeptidové sekvence Tyr-Gly

samostatného terde obsahuje dipeptidovou sekvenci Tyr-Gly ve

své primadrni struktufe.

protoZe je zjevné, Ze cely determinant &. 45 je
obsaZen ve struktufe dipeptidu tyrosin-glycin (Tyr-Gly), lze
usuzovat, Ze samostatné ligandy, které hledame, s nejvétgi
pravdépodobnosti obsahuji sekvenci Tyr-Gly nékde v jejich
prim&rnich strukturach. Na zdkladé této informace mohou byt
podrobeny screeningu databdze sekvenci aminokyselin, aby se
tak identifikovaly znadmé a/nebo samostatné ligandy obsahujici
p¥edvidanou Tyr-Gly sekvenci, které po selekci a vyjadfeni
mohou byt testovdny v  plvodnim testu  biochemického
screeningu. Alternativné miZe byt chemicky determinant ¢&. 45
pfimo pouzZit pro sestaveni souborl sloulenin potencidlnich

mimetik Tyr-Gly.

Nakonec Jje vhodné wuvést, Ze chemické struktury,
pouzité v tomto p¥ikladu, Jjsou vlastné agonigty opicidnich
receptort, nalezené v literatu¥e, a Z2e p¥irozené se
vyskytujici agonisty opiodidnich recéptorﬁ, to jest dynorfin
A, fi-endorfin, 1leu-enkefalin a met-enkefalin, vsechny
cbsahuji predvidanou sekvenci Tyr-Gly ve svych primdrnich
strukturdch. ProtoZe reziduum tyrosinu bylo ilustrovano jako
bezvyhradné& poZadované pro aktivitu opiocidniho agonistu,
tento p¥iklad dale ilustruje schopnost predkladaného vynédlezu
identifikovat bioclogicky aktivni Casti receptorovych ligandu.
Je rovnéZ patrné, Ze vySe popisované odhady mohou byt
zlepSeny prost¥ednictvim pouZiti alternativnich algoritmi
vyuzivajicich proménné x, vy, z a N, jako Jje nap¥iklad

Fischertlv p¥esny test. OvSem bylc analyzovdno pouze devét
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struktur s pouZitim zplsobu, pro ktery nebyla provedena
adekvatni korekce pro vzorky malych velikosti, coZ miZe vést
k tomu, Ze hodnota skdre 41,96 pro determinant &. 45 miZe byt

ponékud nadhodnocena.

Pfiklad &. 15 - Identifikace endogennich modulidtord

lékovych terédu

Osob& v oboru znalé je ziejmé, Ze predkladany vynalez
miZe byt rovn&Z aplikovdn na identifikaci endogennich

modul&dtort lékovych terll. Pro uvedeni p¥ikladu byl rozvinut

s

funkéni test pro prisludny iontovy kandlek p¥i 1é&en
neurodegenerace. Soubor sloudenin byl podroben screeningu a
vysledny seznam inhibitort byl analyzovdn na p¥itomnost
biologicky aktivnich chemickych determinant®, jak bylo
popsédno v prikladu &. 2. To vedlo na identifikaci vysoce
skédrujiciho chemického determinantu, o kterém byle zjidténo,
Ze je obsaZen v podskuping& molekul endogenn& vytva¥enych v
eukaryotickych buttkdch. Odpovidajici sloufeniny byly ndsledné&
opatfeny (nakoupeny) a testovany v testu, ptrifemZ bylo
zji%t&no, Ze prisludny kandlek je selektivn& inhibovéan
{blokovéan) podmikromoldrnimi koncentracemi ur&ité podt¥idy
bunédného fosfolipidu, ktery velmi p¥ekvapiv& byl jiZ pfedtim
sdruZen s neuronalni apoptézou prost¥ednictvim neznamych
mechanisml jinych skupin. V souhrnu tedy tyteo vysledky
demonstruji, Ze predklddany vyndlez umoZriuje identifikaci

o

endogennich moduldtort lékovych terdl.
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P¥iklad &. 16 - Identifikace klammé kladnych

experimentdlnich vysledkd

Byl rozvinut enzymaticky test pro proteinovou kindzu,
o které se predpoklada, Zze mid duleZitou tdlohu p¥i imunitni
reakci. Podle ptedklddaného vyndlezu byl sestaven soubor
gloudenin pro screening na dany terd, presngji podle popisu v
pfikladu &. 2. SlouCeniny souboru potom byly nésledné
testovany v testu s koncentraci 5 uM, coz vedlo na
identifikaci 35 molekul vykazujicich inhibitorni aktivitu
alespoii 40%. Struktury té&chto sloudenin byly analyzovany s
pouzitim zjednoduSené varianty vzorce (II) jako funkce skore,
a odpovidajici hodnoty skére byly p¥imo porovnavany S
hodnotami statistické tabulky, coZ poskytlo odhady
pravd@podobnosti, Ze se dané chemické determinanty vyskytuji
mezi podskupinou 35 farmakologicky aktivnich sloufenin pouze

na zaklad& ndhodného vybé&ru.

s pouzitim prahové hodnoty Ppro pravdépodobnost
nadhodného vyskytu p < 0,05 bylo stanoveno, e 14 z 35
inhibitort s nejvétdi pravdépodobnosti reprezentuje klamné
kladné vysledky. Nasledné opé&tovné testovani 14 sloudenin v
testu potvrdilec tuto hypotézu, co? ilustruje, ¥e predklédany
vynadlez umoZiiuje identifikaci klamné kladnych

experimentdlnich vysledku.

p¥iklad &. 17 - Identifikace klamné zapornych

experimentdlnich vysledkd
Provedenim vypoltl analogickych k vypolttm podle
popisu v p¥ikladu &. 16 predklddany vynédlez dale umoZiiuie

identifikaci klamn& z&pornych experimentdlnich vysledkd. Pro
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uvedeni p¥ikladu byly analyzovany chemické struktury sérii
inhibitort fosfatdzy na pritomnost farmakolegicky aktivnich
chemickych determinantd, jako bylo popséno v p¥ikladu ¢. 16.
vysledné, nejvice skérujici chemické determinanty byly
pouZity jako farmakologicky aktivni "otisky" pro provedeni
podstrukturnich prizkumd v seznamu chemickych struktur
odpovidajicich sloulenindm, které byly puvodné testovany v
testu. To odhalilo mnoZstvi molekul, které obsahovaly jeden
nebo vice z vyde zmifiovanych chemickych determinantl, ale
které byly nicmén& presto identifikovény jako negativni v
testu screeningu. Odpovidajici molekuly Dbyly nasledné
op&tovng testovany v testu, pfiemZ bylo zjisteéno, Ze vice
ne¥ 15 % z nich bylo klamn& negativnich, pfifemz dokonce
jedna sloulenina vykazovala podmikromolérni  inhibitorni
aktivitu. Tyto vysledky jasné demonstruji, :Ze zpisob podle
ptedklédaného vyndlezu umozfiuje identifikaci klamn& zapornych

experimentdlnich vysledki.

P¥iklad é. 18 - Provedeni kvantitativnich

konfiguradnich a konformadnich analyz

V dile zlepZeném provedeni predklddaného vyndlezu jJe
mo¥né rovnd% vyuiit algoritmy =zahrnujici rtzné kombinace
proménnych %, y, z a N pro kvantitativni konforma&ni a/nebo
konfigura®ni analyzu. Pro ilustrovéni této moZnosti je zfejmé
z vysledkl, uvedenych v p¥ikladu ¢&. 4, Ze struktura
farmakologicky aktivniho, protedzu inhibujiciho "otisku",
zndzorn&nd v panelu B pfikladu &. 4, neni ani konfiguralné
ani  konforma&n& definovéna. Skuteén& je nemoZné =z
reprezentace této struktury sdélit, zda je vzhledem ke dvéma

karbonylovym nebo sulfonylovym skupindm trans-oid nebo
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cis-oid konformaci wverze jednoduché vazby otisku, ktery je
farmakologicky aktivni, nebo navic zda Je (E) nebo (Z)
konfiguraci otisku, ktery je aktivni v ptipad& verze dvojité
vazby stejné uvedené struktury. Divodem je to, Ze vypocty
provédd&né v piikladu & 4 byly cileny na identifikaci
chemického determinantu, Kktery s nejvetsi pravdépodobnosti
bude zikladem inhibitorni aktivity pro proteazuy, bez
uvazovani mo¥nych konformaci a/nebo konfiguraci, které takovy
determinant mi¥e mit. Vzhledem ke skutednosti, Ze mnozstvi
farmakologicky aktivnich struktur obsahuje dvojité vazby
a/nebo kruhové systémy, které slouZi pro konformadni omezeni
chemickych determinantll omezenim jejich celkového poltu
otodnych vazeb, Jje mozné pou¥it predklddany vynadlez pro
stanoveni toho, které konformace a/nebo konfigurace daného
chemického determinantu budou s nejveétsl pravd&podobnesti

farmakologicky aktivni.

pro uvedeni nazorného p¥ikladu bylo Sest (protedzu
inhibujicich/blokujicich) struktur, ilustrovanych v pIikladu
&. 4, analyzovano prostfednictvim skérovani sérii konformalné
a konfigura&né definovanych chemickych determinantl
odvozenych ze struktury zndzornéné na panelu B pfikladu <. 4,

pFifem? bylo pouZito funkce (IV) skére.

O
L |
L jednoduché | jednoducha
nebo dvojna 4 nebo dvojna
W/J vazba vazba
|
Q -0
No, 46 No. 47

Score = 36.80 Score = 14.10
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Tento panel ilustruje kvantitativni konforma&ni/

xonfigura®ni analyzu protedzu inhibujicihe (blckujiciho)
chemického determinantu. Sest struktur, zndzorn&nych v

pFikladu &. 4, bylo analyzovano podle p¥edkladdaného vynélezu
s pou¥itim seznamu konforma&n& a konfiguradné& definovanych

chemickych determinantd.

Chemicky determinant &. 46, zndzorn&ny vySe spolelné
s mén& skérujicim chemickym determinantem &. 47, ziskal jednu
z hodnot s nejvetdim skdre, z &ehoZ lze usuzovat, Ze (Z)
konfigurace verze s dvojitou vazbou otisku bude s veétgil
pravd&podobnosti vyhodnym uspofddanim obsaZenym v chemickych
strukturdch inhibitort p¥isludné protedzy. Tato hypotéza byla
nésledn& ové&Y¥ena prost¥ednictvim déle cileného vysoce
vykonného screeningu, cof poskytlo mnoZstvi inhibitorn
protedzy, ve kterych byl farmakologicky aktivni otisk
skute&nd& omezen v (Z) nebo "cisoid" konfiguraci a pouze Vv

malém mnocZstvi z nich nebyl takto omezen.

V souhrnu tedy tyto vysledky demonstruji, Ze zptsob
podle pF¥edklidaného vyndlezu umoifiiuje identifikaci biologicky
aktivnich konformaci a/nebo konfiguraci chemickych
determinant®. Nakonec je =zcela z¥ejmé, Z2e takovéto vypolty
mohou byt provadény s mnoZstvim alternativnich algoritmid
vyuZivajicich rizné kombinace promé&nnych x, y, z a N. V této
souvislosti je vhodné zminit, Ze vySe popisované odhady mohou
byt dale zlepZeny =zallenénim daldich proménnych do riznych
funkci skére, jako Jsou proménné které berou do dvahy
farmakologickou potenci (silu) chemickych struktur, ale

samozfejmé bez omezeni pouze na tyto prom&nné.
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p¥iklad &. 19 - Providdéni prizkumd podobnosti

7 predchdzejicich prikladl Jje zFejmé, Ze koncept
molekularni podobnosti, Jjak Je nahliZen zpusobem podle
p¥edkladaného vynalezu, je ndpadng rozdilny od toho, co je
obecné& akceptovano Jjako vyznam tohoto terminu. Nap¥iklad
sloudeniny v hypotetickém seznamu podle p¥ikladu &. 14 jsou
velmi nepodobné, dokud zde neni zjevny zpuscb pro zat¥idéni
t&chto deviti molekul do jedné chemické rodiny s pouzitim
klasickych shlukovacich technik. P¥esto nicmén& bylo Vv
prikladu ¢&. 14 ilustrovéno, Ze tyto sloueniny jsou ve
skutednosti extrémné& podobné v té nife, %e ka%?dd =z nich
obsahuje alespofl jeden vyskyt chemického determinantu, ktery
je reprezentativnim fragmentem aminokyseliny tyrosinu; viz

nisledujici panel:
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Toto jsou fragmenty aminokyseliny tyrosin, obsaZené
ve strukturach  deviti agonisti opiodniho receptoru.
Struktury, znazornéné vySe, jsou nepodobné v té mite, Ze Je
obti¥né je sestavit do jedné chemické rodiny s vyuZitim
klasickych shlukovacich technik. Tyto struktury Jsou ale
ptresto velmi podobné ve smyslu ptedklddaného vynalezu Vv té
mite, %e vdechny obsahuji alespofi jeden fragment chemického
determinantu definovaného aminokyselinou tyrosin, jehoZ

vyskyty jsou zvyraznény siln&jsimi Carami.

Jako takovy tedy mliZe byt pfedkladany vynalez snadno
pouzit pro m&teni molekulérni podobnosti a/nebo  pro
porovnévani podobnosti, které mohou existovat mezi rlznymi
soubory chemickych sloufenin. PFi stru&né ilustraci konceptu
je snadno patrné, ¥e jedna nebo vice referen®nich molekul
miZe byt zvoleno ze seznamu chemickych struktur a analyzovano
na pritomnost urditych chemickych determinant’, které po
identifikaci mohou byt pouZity pro provadéni jednoho nebo
vice podstrukturnich prizkumi v Jjedné nebo vice novych
molekulach za udelem zjisténi, zda tyto jsou podobné prvnim.
prosttednictvim skérovani odpovidajicich chemickych
determinantt funkci skére tak, jak bylo popisovano Vv
predchizejicich p¥ikladech, a prostfednictvim skérovani
novych chemickych struktur na »5kladé, nap¥iklad, wnoZstvi
riznych determinanti, které tyto struktury mohou obsahovat,
je mo¥né piidélovat hodnoty testovanym molekulam, které pak
odra¥ej{ stupefl podobnosti s ptivodnim souborem referennich
sloudenin. Tento proces je velmi u¥itedny ptri konstruovani

cilenych soubori sloucenin pro objevovani 1é&ku, protoZe

umo¥fiuje vyzkumnikovi rychle identifikovat sloudeniny majici
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velké podily podobnosti ve smyslu p¥edkladaného vyndlezu s

farmakologicky aktivnimi referennimi sloufeninami.
P¥iklad &. 20 - Analyzovani rozmanitosti souboru
sloudenin

ptedkladany vynadlez mhZe byt dale pouZit pro
analyzovani rozmanitosti souboru sloucenin zplisobem
analogickym k tomu, <¢o byloc popsdno Vv pfedchéazejicim
p¥ikladu. V této souvislosti je zjevné osobé& v oboru znalé,
Ye koncept chemickych determinantd miZe byt snadno vyuZit pro
porovndvani daného souboru slougenin s jakymkoliv dalgim.
Nap¥iklad miZe byt vybrdn soubor slouenin pro vysoce vykonny
screening prost¥ednictvim analyzovdni odpovidajiciho seznamu
chemickych struktur podle predkladaného vynalezu, pFidemz
jako referen&niho souboru "lékovych" molekul se pouzije
referen®ni soubor chemickych struktur, jako jsou chemické
struktury obsa¥ené v databdzich Merck Index, Derwent, MDDR
nebo Pharmaprojects. V tomto p¥ipad® molekuly, jejichz
struktury jsou v podstaté zahrnuty v nizce skérujicich
chemickych determinantech, Jsou pfitomné ve velké <&asti
referendnich struktur. Naproti tomu molekuly, které jsou v
podstaté zahrnuty ve vysoce skérujicich chemickych
determinantech, Jjsou posuzovdny jako '"nelékové", protoZe
stejné determinanty jsou pouze slabé reprezentovany v souboru
referendnich slou¥enin. Tyto informace jsou velmi uZiteéné
pro konstruovdni objevovacich experimentl, protoZe pomdhaiji
vyzkumnikovi p#i identifikovéni chemickych struktur, které by
m&ly byt =za&lenény do nebo vyloudeny ze souboru slouCeniny

pro provdd&ni screeningu. V tomto kontextu je zjevné, Ze pro
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tento G&el miZe byt pouZito mnoZstvi algoritmd zahrnujicich

rizné kombinace prowénnych x, vy, z a N.

P¥iklad &. 21 - Specidlni algoritmy

Je zcela z¥ejmé, Ze pfedchizejici p¥iklady
neposkytuji vylerpdvajici seznam viech algoritm,
vyu¥ivajfcich rGzné kombinace proménnych x, y, z a N, které
mohou byt poufity pro provadéni diskrétni podstrukturni
analyzy. V této souvislosti je rovnéZ zcela z¥ejmé osobé v
oboru znalé, %e funkce (XII), (XIII) a (XIV) skdre mohou byt
rovné?¥ pou¥ity pro adresovdni mnoZstvi otdzek prezentovanych
v ptedchazejicich prikladech. V n&kterych prikladech je
skutedn& dokonce mnohem vhodn&jgi ze statistického hlediska
vyu?it jeden =z t&chto vzorch namisto jednoho ze vzorcl
explicitné uvédénych v p¥ikladech. Proto¥e je ale predkladany
vyndlez primidrné konstrucvan pro identifikovani chemickych
determinant obsa¥enych v seznamu chemickych struktur, které
jsou s nejv&tii pravdépodobnosti zakladem daného biologického
G&inku, byl tento popis primadrné& zaméfen na relativni
skérovani a nasledné rozt¥idéni chemickych determinantd.
P¥esto jsou nicméné niZe uvedeny vzorce (XII), (XIII) a (XIV)
pro p¥ipad, %e a) je poZadovén presny odhad pravdépodobnosti
vyskytu p¥i ndhodném vyb&ru pro malé soubory vzorku (viz
vzorec (XII), kde s odpovidd neijmen8i hodnoté mezi prom&nnymi
x, (y-x), (z-x) a (N-y-z+x)); b) predpoklddd se, zZe pomerne
vateny odhad soudasnych prispévka dvou determinantll je
vhodn&j8i pro pouZiti v p¥ikladu ¢. 8 (viz vzorec (XIII), kde
d odpovidd podtu samostatnych chemickych determinanti); nebo
c) povazuje se =za duleZzité odhadnou sledované U&inky p¥i

vyhodnocovani soufasnych prispévkl dvou vzajemnd propojenych
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chemickych determinantil (viz vzorec ({(XIV)). V tomto kontextu
jsou definice promd&nnych x, y, 2z, a N ptesn& takové, jak bylo

popsano v predchazejicim popisu.

3 N y)iz'(N )
o -21[ Hy =x) (z~x)H(N=y = zfx)lr«]
q N ‘:_ N N
sy ... Seore= ’; Nxyz /F zy( y)}
| s2-N-1)°
(XIV) SCOre=(N j—Z—:—2x)

Nakenec je rovnd%Z zjevné osobd v oboru znalé, Ze
pouziti ur&itych proménnych ve funkcich skére a/nebe
algoritmech zkonstruovanych pro identifikovani Dbiolegicky
aktivnich  chemickych determinantd, ale ne explicitné
popsanych v ptedchédzejicich p¥ikladech, miZe byt matemat icky
ekvivalentni pouZiti ruznych kombinaci prom&nnych x, Yy, Z @
N. Pro nézornou ilustraci funkce skoére, vyuzivajici proménou
g definovanou Jjako reprezentujici polet neaktivnich molekul,
jejichZ chemické struktury cbsahuji dany chemicky
determinant, je ekvivalentni pou?iti promé&nnych x a y jako
g=y-x. Podobn& funkce skére, wvyuzivajici proménnou I
definovancu Jjako reprezentujici celkovy pocet aktivnich
sloufenin, které neobsahuji dany chemicky determinant, Je€
algebraicky ekvivalentni pouZiti prom&nnych X a 2, protoie
mi¥e byt snadno ukézdno, Ze r=2-X. Rovnd? funkce skore,
vyuzivajici promgnnou s definovanou jako reprezentujicl

celkovy pocet neaktivnich sloudenin, které neobsahuji dany
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chemicky determinant, Je ekvivalentni pouZiti promé&nnych X,
y, z a N, protoZe s=N-y-Z+X. Nakonec algoritmy vyuZivajici
prom&nné t a u, reprezentujici celkovy pocet molekul, jejichi
struktury neobsahuji dany determinant (t), respektive celkovy
pofet neaktivnich molekul (u), 3jsou ekvivalentni pouZiti
prom&nnych N, y a/nebo z, protoZe mize byt snadno ukazano, ZzZe

t=N-y a u=N-z.

-

pfiklad &. 22 - Mapovani relativnich p¥isp&vku

predkladany vyndlez rovné€Z umoZnuje konstruovani
diagrami® relativnich p¥ispévkld. To jsou grafické reprezentace
chemickych struktur, ve kterych jsou indikovéany relativni
ptispévky ruznych atomi, vazeb, fragmentld a/nebo podstruktut
pro dany bioclogicky vysledek prost¥ednictvim heodnot skore,
vypo&itanych podle popisl Vv p¥edchézejicich pfikladech. Ve
vvhodném provedeni zpliscbu podle vynalezu jsou pouZity
pravd&podobnostni hodnoty skére, jake Jsou ty, které byly
vypofitdny s pouZitim vzorce (XI1), kde P(R) reprezentuje
pravdépodcbnost, e dany chemicky determinant ie obsazen v
podskuping  biologicky aktivnich struktur na  zdkladné
néhodného vyb&ru, coiZ Je vypoditdno s vyuZitim vzorcl
pouzivajicich nejriiznéjsi kombinace proménnych x, y, 2z & N,

jak bylo popséno Vv predchizejicim.

{X1n) Scare = {1-F(A)]-100%

Vv tomto kontextu je zcela zfejmé, Ze mno¥stvi m&fitek

asociace a/nebo funkci skére je moZné pouZit pro odhad P(A).



Dva  priklady diagrami relativnich pEispé&vk budou nyni

diskutovany ponékud podrobn&ji. Nisledujici panel

OH OH
NH
5 O /@/k/ 2 o /@)\
: N
H = N
s
Zkoumana = No. 4
molekula Score =1.2%
: YodSvd
N /\/U\ u
H
No. 47 No. 43 a
Score = 10.4% Score = 14,79 s(:or'\;o; 111"2‘3%
OH OH O | CH
15 ) H :
@ | < 0 I
\)L |
/ )k
N N S N
H H u
No. 50 No. 51 No. 52 No. 5
5 ' : - 93
Scere = 23.8% Score = 55.2% Scere = 63.0% Score = 92,89,
OH
X
l ~
P
20 No. 54 Ne. 55 55
) or . Nc. 58 Nc. 57
Score = 98.1% Score = 12.0% Scors = 0.3% Scare = 0.0%
ukazuje  pfisludnou  molekuly deplnénou sériemi
chemickych determinantt sestavenych z  fragmentd stejné
uvedené molekuly, které byly skérovany s poufitim vzorce
25 . s wwa . e
(XII) a modifikac! m&¥itka (I) asociace pro stanoveni P(A).
Obr. 15 zndzorfiuje stejné informace v grafické podob&, kde
determinanty jsou vyneseny protl jejich p#isludnym hodnotém
skdre. V tomto kontextu je zjevné, Ze stejné informace mohu
byt reprezentovidny ve form& pravdépodobnostnich obrysovych
30

map, jak je zndzornéno na nasledujicim panelu:
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Celkové jesou takovéto diagramy velmi uZitecné pro
vonstruovani soubortl sloudenin, protoZe pomdhaji vyzkumnikovi
zdkladé odhadl

sloudenin na matematickych

p¥i  vybéru
dispé&&nosti néahodného vypbéru v daném testu, coz snizuje
pot¥ebu spoléhat se na koncept molekuldrni rozmanitosti Ppro
identifikovani novych, biologicky aktivnich chemickych sérii.
Tyto diagramy jsou rovné% zajimavé v lékarske chemii, protoZe
reprezentace jakéd Jje napt¥iklad znazornénad na panelu vyZe,
jasng indikuje, které casti molekuly mohou byt pEfim&Fene
modifikovdny & minimdlnim rizikem ztraty farmakologické
aktivity. Naproti takovéto grafy upozorifiuji toxikologa na to,
které &asti toxické slouleniny musi byt modifikovény za
GZelem eliminovani neZidouciho a¥inku.

Pro ziskani mapovéani relativnich pFispévkiy,
znazorndného vySe a na obr. 15, byly podle p¥edkléddaného
vyndlezu  skdrovany chemické determinanty, odpovidajici
fragmentlm biologicky aktivni molekuly, & uZitim funkce skore
vyu¥ivajici prom&nné x, v, z a N, co¥ umofovalo primy odhad
souboru aktivnich

pravdé&podobnosti nahodného vyskytu v

molekul (P(A)). Odpovidajici hodnoty P(A) byly transformovany

s pou¥itim funkce (XII} skore, poskytujici pravd&podobnostni

-

hodnoty skére pro kaZdy determinant, co¥ odrazi relativni
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pravdépodobnost, %Ze odpovidajici chemicka struktura byla
zédkladem p¥isluiné bioclogické aktivity. Hodnoty mohou byt
ilustrovany jako na obr. 15, ktery je grafickou reprezentaci
hodnot skére pro ruzné chemické determinanty. Chemicky
determinant &. 54 odpovidad lokdlnimu maximu této série. Nebo
mohou byt tyto hodnoty ilustrovany jako na vyde uvedeném
panelu, ktery je pravdépodobnostni obrysovou mapou
indikujici, ktery fragment nebo sektor p¥isludné chemické
struktury & nejv&tdi pravdépodobnosti pfispiva k biologické
aktivit® (determinant &. 54 obsa¥eny v oblasti vymezené 95%
obrysovou linii). Dal3i zplsob prezentovéani uvedenych hodnot

je znazornén na obr. 1l.

P¥iklad &. 23 - Ekvivalence funkci skére

Funkce skdre, pouZité v p¥edchizejicich pIikladech
jsou vEechno zpusoby pro identifikovani chemickych
determinantti, které jsou s nejv&tii pravd&podobnosti zdkladem
daného biologického, farmakologického a/nebo toxikologického
G¥inku. zZatimco je osob& v oboru znalé =zcela zjevné, Ze
urditd m&¥itka asociace a/nebo funkce skére jsou nejlépe
vyufita pro adresovani pouze urditych typa otézek, pfi
pou¥iti ve zplisobu podle p¥edkladaného vyndlezu podle vyse
uvedeného popisu ka%dy vzorec umoZfiuje identifikaci stejného,
nejvice skérujiciho chemického determinantu, ktery s nejveétsi
pravdépodobnosti je zakladem daného biclogického G¢inku. Jako
takové vzorce, prezentované v pY¥edchézejicich prikladech,
jsou funk&n& ekvivalentni ve smyslu diskrétni podstrukturni

analyzy.

7za (&elem uvedeni nédzorného p¥ikladu byla provedena

analyza chemickych struktur 131 agonistd receptoru dopamin D,
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osm krat paraleln® s vyu¥itim osmi m&¥itek asociace a funkci
skére, obsahujicich rizné kombinace proménnych x, y, z a N,
jak je zndzorn&no niZe. Studie byla provadéna jako podle
p¥edchoziho popisu, zejména p¥idénim chemickych struktur
101207 molekul, které byly popsdny jako majici nulovy ucinek
na receptor depamin D,, k prvnimu seznamu 131 molekul a
skérovanim sérii 19 chemickych determinant®l, zndzornénymi
ni¥e, s u%itim funkci (XV) aZ (XXIII) skére, pficemZ znaly
tena¥ snadno nahlédne, Ze tyto funkce reprezentuji stejné
funkce, které byly pouZity v mnoZstvi pFedchazejicich
p¥ikladl, a nebo jejich blizce pfibuzné varianty.

C N N N7

Nao. 58 No. 59 No. &G No. 61

N/\/ NN N/\/K NW

Na. 62 Neo. 63 No. 64 No.65
No. 88 Na. 87 No. 63 No. €9
| < _A
N . N N N N/\\/A\A/
No. 70 No., 71 No. 72 No. 73
A AL - '
- e N
~ A ~ A
N/\/kA"' N/\/&A/A N/\/&‘A/
No. 74 No. 75 No. 78

Toto Jsou chemické determinanty skérované s osmi
ruznymi funkcemi  skére. 19  chemickych  determinantu,
znazorné&nych vyse, byle skdrovéno s pouZitim funkci (XV) aZ

(XXII) a seznamu chemickych struktur katalogizovanych pro
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PRNENE

aktivitu agonistu receptoru dopamin D,. PouZité funkce Jsou

nasledujici:

(XV) Score =MW - (x/ z)
(XVI) Score=(x/z)~-(y/N)
(XVI1) Score =Nx-yz
(xviy Score = Y= 22X)
(z-x)y - x)

Nyl NI 2N

(XIX) Score =
Z(N-2) y(N-y)
(XX) Score = XN=y=2-x) o 2v VxH Uy =X)+ 1 {z=x)= U (N=y-2+X)
(2= Xx)y-x)
(XX1) Scare = et X2 Y2
JZN=-2] y(N~y)
(XX Score = elXZ-{z-x)/(N-2)

Obr. 16A a% obr. 16H znizorfuji odpovidajici diagramy
relativnich prispé&vkd. Chemické determinanty, zndzernéné Vv
panelu vyse, byly skérovany podle p¥edchdzejiciho popisu a
vyneseny proti jejich odpovidajicim hodnotdm skére. Qkr. 1l6A
znazorfiuje skoére zi{skanid g funkci (XV), obr. 16B znézornuje
skére ziskand s funkci (XvI), obr. 16C znidzoriuje skére
ziskand s funkci (XVII), obr. 16D znézorfiuje skore ziskand s
funkci (XVIII), obr. 16E znazoriiuje skére ziskand s funkci
(XIX), obr. 16F znézorfiuje skore ziskand s funkci (XX), obr.

16G znazoriiuje skére ziskand s funkcei (XXI), a obr. 16&H
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znazorfiuje skdére ziskand s funkci (XXII). Ka?da funkce skére

nezménitelnd zvyraziiuje stejny chemicky determinant (&. 73)
jako majici nejvEtd8i pravdépocobnost, e je zakladem

biologické aktivity.

Jak je znazorndno diagramy relativnich p¥ispévka,
prezentovanymi na obr. 16A aZ obr. 16H, ka%¥did z osmi funkci
skére spravn& identifikovala chemicky determinant &. 73 Jjako
odpovidajici lokdlnimu maximu, co% znameni, %e to je chemicky
motiv s nejvdt3i pravdépodobnosti zakladajici aktivitu
agonistu dopaminu D, v seznamu 12 testovanych determinanti.
Prekvapiv& se ruzné funkce skére 1lisily, pokud se tyka
ohodnoceni méné& skéruijicich chemickych determinantll, takiZe
nap¥iklad determinant ¢&. 62 byl povaiZovan za ddlezity pro
biologickou aktivitu ohodnocenim ra tretim mist® ve vypoctech
s pouZitim funkci (XV), (XVI} & (XVII) skére, zatimco s
pou¥itim funkce (XXII) skére byl Jako treti{ hodnocen
determinant &. 63, s pouZitim funkei (XIX) a (XXI) skére byl
jako tY¥eti ohodnocen determinant &. 65 a nakonec s pouzitim
funkci (XVIII) a (XX) skdére byl jako tfeti hodnocen

determinant ¢&. 66.

celkové tyto drobné rozdily maji malou dileZitost pro
Gsp&¥ny vysledek metody, proteis Vv ka¥dém pripadé méne
skérujici determinanty jsou viastné fragmenty vé&tsiho,
nejvice skérujiciho determinantu &. 73 (viz panel vyZe).
Takto postaduje p¥imé pouZiti chenmického determinantu &, 73 a
jeno fragmentd pro zkonstruovani soubort slouenin pro vysoce
vykonny screening, protoZe ty:o bude nem&nné obsahovat
struktury obsahujici kaZfdy z mérné skdrujicich determinantt.
Vvzorky typu sloufenin, které oy wohly byt zallenény do

takového souboru jsou zndzornény niZe:
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Tyto vzorky struktur jsou p¥iklady sloulenin, které
by mohly byt vybradny pro zaclen&ni do souboru sloucenin,
zkonstrucvaného pro identifikaci agonistd receptoru dopamin
D,. Ka%dd ze struktur, zndzornénych vySe, obsahuje chemicky

determinant &. 73 nebo jeho podstatnou Cast.

Afkoliv tedy matematické zddvodnéni, které je
podkladem konstrucvani, a pouZiti osmi ruznych funkci skoére
je v kaZdém p¥ipadé jiné, vSechny tyto postupy identifikujl

zcela stejny a tenty% chemicky determinant, Xktery Je s

nejvétsi pravdépodobnosti zdkladem biologickée aktivity. Jako

takové jsou algoritmy, obsahujici ruzné kombinace proménnych
X, Yy, z a N nebc g, r, s, t a u, jak bylo zminovano v
funk®n& ekvivalentni ve smyslu

p¥edchézejicim popisu,

pfedkliddaného vynalezu.

p¥iklad &. 24 - Nastroje pro objevovéni 1éki na bdazi
informatiky
Z predchizejicich p¥ikladd je zcela zFeimé, Ze

predkladany vyndlez miZe byt zatlenén do jedné nebo vice
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sérii procedur, jake jsou, ale bez Jjakéhokoliv omezeni,
potitadové programy konstruované pro zvySeni G¢innosti vysoce
vykonného screeningu, objevovadni sloulenin, c¢ilené chemie,
rozvoj slouenin a/nebo optimalizace vodicich struktur.
Takové procedury nebo programy jsou vyhodné konstruovany pro
pfimé strojové a/mebo robotické systémy, které provadéji
screening 1&kd, vyb&r sloudenin, vytva¥eni souboru a/nebo
chemické syntézy kontrolovanym, polo-autonomnim nebo plné
autonomnim zpusobem. Takové procedury zahrnuji, ale nejsou
¥adnym zplsobem na n& omezeny, nésledujici pfiklady, které

ptedstavuji vyhodnad provedeni p¥edklddaného vynalezu:

e Proces, ve kterém chemické struktury,
katalogizované s odpovidajicimi experimentdlnimi vysledky,
jsou analyzovany a jsou podle p¥edkladaného vynalezu

identifikovany biologicky aktivni chemické determinanty.

e DProces, ve kterém jsou biologicky aktivni chemické
determinanty, identifikované podle p¥edkladaného vyndlezu,
poufity pro provedeni prizkumi v chemickych databézich,
virtudlnich nebo jinych, za Ufelem identifikovéni sloulenin,
biopreparatd, reakCnich &inidel, produktﬁ reakci, ptechodnych
struktur nebo jingych, které s nejvdt3i pravdépodobnosti
vykazuji danou farmakologickou, biochemickou, toxikelogickou

a/nebo biologickou vlastnost.

e DProces, ve kterém biologicky aktivni chemické
determinanty, identifikované podle p¥edkléddaného vynalezu,
jsou uloZeny v registru spolecné s pridruZenymi
experimentdlnimi Gdaji a/nebo hodnotami skére, v elektronické
form& nebo jiné, a pravideln& aktualizovaném ¢Ci nikeliv,
ktery potom slouZi jako archiv strukturnich informaci pro

poufiti v procesu provdd&jicim rozhodovéni, automatizovaném
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i nikoliv, pro vyb&r chemickych sloulenin, sérii a/nebo
1-

coster pro vysoce vykonny screening, lékafskou chemii a/nebo

.

optimalizaci vodicich struktur, pticemZ uvedené
experimentalni vysledky a hodnoty skére se tykaji jakékoliv
dané farmakologické, biochemické, toxikologické a/nebo

biologické vlastnosti.

e Proces, ve kterém je predkladany vyndlez, jak je
popsdn v kterémkoliv z p¥edchézejicich prikladd, pouZit pro
identifikovani farmakologickych moduldtort 1lékovych terZd,
jako naptiklad, ale bez omezeni na, receptorové ligandy,
inhibitory kindzy, moduldtory iontovych kanalk?l, inhibitory
protedzy, inhibitory fosfatdzy a ligandy steroidnich

receptori.

s DProces, ve kterém je predkléddany vynélez, jak Je
popsdn v kterémkoliv z p¥edchdzejicich p¥iklady, primo
poufit, nebo vyuZit ve zkonstruovaném politadovém programu,
pro analyzu chemickych struktur =za G8elem zvySeni potence
chemickych sérii, =zvySeni selektivity chemickych sérii,
konstruovani sloudenin s vice farmakologickymi — dcinky,
ptedvidani potencialnich sekundarnich farmakologickych
pisobeni molekuly, pfedvidani potencidlnich toxikelogickych
ptisobeni molekuly, identifikovéni biologicky aktivnich c¢asti
receptorovych ligandd, p¥edviddni potencialnich proteinovych
interakci, identifikovani part samostatnych ligandid a
receptort a/nebo  identifikovani endogennich  modulatord
lékovych terdl. Posledni vyuZiti se vztahuji zejména na
oblasti funk®nich genomi a proteoml, ve kterych, napfiklad,
mohou byt vybrany sekvence nukleotidd a/nebo aminokyselin pro

priuzkumy na zdkladé chemickych struktur molekul

identifikovanych v  testu biochemického screeningu a
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zpracovanych podle vynélezu, jako napfiklad pro identifikaci

samostatnych ligandu.

e Droces, ve kterém je predkladany vyndlez bud p¥imo
pouZit, nebo pouZit ve zkonstruovanych programech, pro
identifikovani klamavé kladnych a/nebo zdpornych

experimentdlnich vysledkd.

e Proces, ve kterém je predkladany vynalez bud p¥imo
pou%it, nebo pouZit ve zkonstruovanych programech, pro
predviddni potenci&dln& nebezpelnych G&inkd molekuly pro
&lov&ka, %ivodichy a/nebo prost¥edi, jako napfiklad pfi
provédéni screeningu chemikdlii pro pouZiti v potravind¥skych
p¥im&si nebo Jjako potravind¥skych p¥im&€si, v plastech,

textiliich, a podobné.

e DProces, ve kterém je predklédany vynalez bud pfimo
pouZit, mnebo pouZit ve zkonstruovanych programech, pro
provdd&ni  konfiguradnich analyz, konforma&nich analyz,
stereochemickych analyz, analyz podobnosti a/nebo analyz

rozmanitosti.

e DProces, ve kterém je predkladany vyndlez bud pfimo
pou¥it, nebo pouZit ve zkonstruovanych programech, pro
generovédni map relativnich pfisp&vkid a/nebo grafickych
reprezentaci biologicky aktivnich <asti nebo chemickych

struktur.

e Proces, ve kterém je ktervkoliv z vySe uvedenych
procesll pouZit samostatné nepo bud v sériovych a/nebo
paralelnich kombinacich pro provozovani nistroje informatiky,
po¥itadového programu a/nebo expertniho systému, urdeného pro
poufiti p¥i provaddéni objevovdni 1éku, herbicidd a/nebo

pesticidd.
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e Procesg, ve kterém je kterykoliv z vySe uvedenych

-

. U - v
it samecstatn€ neboc bud v géricvych a/nebeo

procest pouZ
paralelnich kombinacich pro #izeni funkce za¥izeni a/nebo
prost¥edkll &i ndstrojl, automatizovand &i nikoliv, autonomné
&i nikoliv, a pro vytva¥eni aktualizovatelnych registra
chemickych determinantidl, katalogizovanych s hodnotami skdre
¢1i nikoliv, pro pouziti p¥i raciondlnim vytvareni chemickych
struktur, ziskavani chemickych sloudenin, racionalnim
vytva¥eni  experimentalnich  protckoltt a/nebo  ddajd o
screeningu, a/nebo raciondlnim vyb&ru vysledkll a/nebo
chemickych struktur v sektoru farmaceutického a/nebo

zemédélského vyzkumu.

Osocba s béZnymi =znalostmi v oboru snadno nahlédne
dalg&i moZné procedury vyuzivajici principy predkladaného

vynalezu.

Zastupuje :
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptisob provozovadni poéitalového systému pro provadéni
diskrétni podstrukturni analyzy, vyznadujici se tim, Ze
zahrnuje kroky:

pristupu (210, 220, 410) k databazi (110, 115)
molekularnich struktur, pricemz tato databéze je
prozkoumatelnd prost¥ednictvim informaci o molekulérnich
strukturach a biologickych a/nebo chemickych vlastnosti;

identifikovani (220) v uvedené databadzi podskupiny
molekul majicich danou  biologickou a/nebo chemickou
vlastnost;

stanoveni (230, 420) fragmentll wmolekul v uvedené
podskuping;

pro ka%dy fragment vypoditani (230, 430, 610-650)
hodnoty skére, indikujici prisp&vek p¥islugného fragmentu k
uvedené dané biologické a/nebo chemické vlastnosti; a

provedeni (240, 250) opakovani procesu analyzovanim
(250) stanovenych fragment a vypo&itanych hodnot skore,
pfifemf nejprve se vybere alespoli jeden fragment, ktery ma
hodnotu skére, indikujici vysoky p¥isp&vek k uvedené
biologické a/nebo chemické vlastnosti, a potom se opakuiji

-

kroky pfistupu, identifikovéni, stanoveni a vypolitani.

2. Zpisob podle nédroku 1, vyznadujici se tim, Ze krok
vypo&itdni hodnoty skére cbsahuje krok:
vypoditdni (610) po&tu (x) molekul v uvedené podskupiné

molekul, které obsahuji dany fragment.

3. Zpisob podle narokt 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze
dile zahrnuje krok:

identifikovédni v uvedené databdzi druhé podskupiny
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molekul, které nemaji uvedenou biclogickou a/nebo chemickou
viastnost;
pridemZ krok vypolitdni hodnoty skére zahrnuje krok:
vypoditani (620) podtu (y) molekul v uvedené podskupiné
a uvedené druhé podskuping molekul, které obsahuji dany

fragment.

4, Zpusob podle jednoho z ndrokd 1 aZz 3, vyznadujici se
tim, %e uvedeny krok vypo&itdni hodnoty skére zahrnuje krok:
vypolitani (630) poftu (z) molekul v uvedené podskupiné

molekul.

5. Zzplisob podle jednoho z nérokd 1 aZ 4, vyznadujici se
tim, Ze ddle zahrnuje krok:

identifikovani v uvedené databdzi druhé podskupiny
molekul, které nemaji uvedenou danou biologickou a/nebo
chemickou vlastnost;

prifem¥ uvedeny krok vypo¢itdni hodnoty skore zahrnuje
krok:

vypoditani (640) celkového po&tu (N) molekul v uvedené

podskuping a uvedené druhé podskupiné molekul.

6. Zpisob podle jednoho z ndrokd 1 aZ 5, vyznadujici se
tim, %e proces opakovdni se provadi vybérem fragmenti

ndsledujiciho kola, které maji vy88i molekuldrni hmotnost,

ne¥ fragmenty predchdzejiciho kola.

7. Zphisob podle jednoho z ndrokl 1 aZ 6, vyznadujici se
tim, Ze dale zahrnuje kroky:

vybdru (710) fragmentu na zdkladé vypolitanych hodnot
skdére;

analyzovani (810) struktury vybraného fragmentu;

lokalizace (820) =zobecn&né polotky ve  struktufe
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fragmentu; a
nahrady (830) zobecn&né poloZky zobecn&nym vyrazem pro

vytvoreni generické podstruktury.

8. Zpusob podle naroku 7, vyznalujici se tim, Ze dale
zahrnuje krok:
provedeni (840) virtudlniho screeningu s pouzitim

generické podstruktury.

9. Zpisob podle jednoho z nadrokd 1 az 8, vyznadujici se
tim, %e krok analyzovani stanovenych fragmentd a vypocitanych
hodnot skére zahrnuje kroky:

vyb&ru (1010) prvniho fragmentu na zédkladé vypoditanych
hodnot skére;

vyb&ru (1020) druhého fragmentu na zdkladé vypocitanych
hodnot skére; a

vytvoreni (1030) molekuldrni podstruktury obsahujici

uvedeny prvni fragment a uvedeny druhy fragment

prost¥ednictvim aplikace funkce vézédni Yeté&zcu.

10. Zptisob podle jednoho z ndrockd 1 aZ 9, vyznadujici se
tim, %e krok analyzovani stanovenych fragmentl a vypocitanych
hodnot skdére zahrnuje kroky:

vyb&ru (710) alespon jednoho fragmentu na zdkladé
vypolitanych hodnot skoére;

vyjmuti (720) sloufenin 2z predchédzejici podskupiny
molekul, pridem? vyjmuté sloudeniny  obsahuji vybrany
fragment;

vyb&ru (730) sloudenin =z p¥edchdzejici podskupiny
molekul, neobsahujicich vybrany fragment, nebo sloucenin

neobsa¥enych v pfedchizejici podskupin€ molekul; a
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vytvoteni (740) nové podskupiny molekul, obsahujici

vwimutd a vybrané sglouleniny.
Y]

11. Zplisob podle jednoho z narokd 1 a¥ 10, vyznadujici se
tim, Ze dale zahrnuje krok:
vytvo¥reni (230) knihovny (120) fragment®, obsahujici

stanovené fragmenty a vypo¢itané hodnoty gkdre.

12. Zplisob podle jednoho z nirokd 1 a¥ 11, vyznadujici se

tim, ¥e databdze je autorizovanad databaze.

13. Zplisob podle jednoho z narok 1 a¥ 12, vyznadujici se

tim, ¥e databaze je vefejnd databaze.

14. Zptisob podle jednoho z narokd 1 a¥ 13, vyznadujici se
tim, %e databidze je databdzi sekvenci aminckyselin a/nebo
nukleovych kyselin, a uvedend biologickd a/nebo chemicka

vlastnost je dany G¥inek na prisludny protein.

15, Zptusob podle jednoho z narokt 1 a? 14, vyznadujici se
tim, %e uvedend biologicka a/nebo chemickd vlastnost je
farmakologickd vlastnost a zpusob se pou¥ije pro objevovani

1ékl.

16. Zptisob podle jednoho z nirok 1 a¥ 15, vyznadujici se
tim, %Ze déle zahrnuje krok:
sestaveni (260) souboru sloufenin, které obsahuji

alespofi jeden ze stanovenych fragmenti.

17. Zpisob podle naroku 16, vyznadujici se tim, 3Ze déle
zahrnuje krok:
testovani sloudenin z uvedeného sestavenédho souboru na

uvedenou danou biologickou a/nebo chemickou vlastnost.
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18. Poditadovy programovy produkt uspotddany pro provadeni

zptisobu definovaného podle jednohe z narokld 1 aZ 17.

19. Knihovna fragment vytvofend provedenim zpusobu podle

jednoho z narokd 1 aZ 17.

20. Poditadovy systém pro provadéni diskrétni podstrukturni
analyzy, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:

prost¥edky (100, 110, 115) pro pEistup k databizi
molekuldrnich struktur, pricemZ tato databéaze je
prozkoumatelnd prost¥ednictvim informaci o molekularnich
strukturdch a biologickych a/nebo chemickych vlastnosti;

prost¥edky (100, 130) pro identifikovani v uvedené
databazi podskupiny molekul majicich danou biologickou a/nebo
chemickou vlastnost;

prost¥edky (100, 130, 135) pro stanoveni fragmentu
molekul v uvedené podskupinég;

prosttedky (100, 130, 140) pro vypolitdni pro kazdy
fragment hodnoty skére, indikujici p¥isp&vek pfrislusného
fragmentu k uvedené dané Dbiologické a/nebo  chemické
vlastnosti; a

prost¥edky (100, 130} pro stanoveni, =zda ma byt
provedeno opakovéni procesu, a pokud ano pro analyzovani
stanovenych fragmenty a vypo&itanych hodnot skére a pro

provedeni procesu opakovani.

21. Poditadovy systém podle naroku 20, vyznadujici se tim,
fe je uspoPaddin pro provedeni zpusobu podle jednoho z naroku

1 az 17.

22. Lékova sloudenina ziskana sestavenim molekuly
obsahujici alespoti jeden fragment stanoveny provedenim

zpisobu podle jednoho z nérokua 1 aZ 17.
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