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Cel molekularny

» Cel molekularny (TARGET) — makroczasteczka w
Zywym organizmie, ktéra oddziatuje z lekiem i wynikiem
tej interakcji jest pozadany efekt terapeutyczny.

» Typy:
Biatka:
Enzymy,
Receptory,
Kanaty jonowe,
Biatka strukturalne,

Biatka membranowe,

Kwasy nukleinowe




Cel molekularny
» Oddziatywanie lek-cel moze by¢:

niekowalencyjne,
kowalencyjne odwracalne,
kowalencyjne nieodwracalne.

» Ligand moze spowodowac:

zahamowanie funkcji celu molekularnego bez zmiany jego
konformacji (inhibicja enzymu, antagonizm receptora, blokada
kanatu jonowego)

zmiang funkcji celu molekularnego w wyniku zmiany
konformacji (aktywacja enzymu, inhibicja nieckompetycyjna
enzymu, aktywacja receptora, etc.)

Klasy znanych celow molekularnych

» Gtéwnymi klasami sa:
receptory sprzezone z biatkami G (GPCR),

kinazy
peptydazy

Enzymes 47%

GPCRs 30%

DNA 1%
Integrins 1%

lon channels 7%

Miscellaneous 2% Transporters 4%

Nuclear hormone
receptors 4%

Other receptors 4%

CYP — cytochrom P450, NHR — receptory jadrowe wiazace hormony, PDE - fosfodiesterazy




Klasy znanych celow molekularnych

» Gtownymi klasami sa:
receptory sprzezone z biatkami G (GPCR),
kinazy
peptydazy

Other 119 gene
families and singleton
targets 44%

GPCRs 25%

Cys proteases 2%

Gated ion-channel 2%
CYP enzymes 2%

Cation channels 2%

NHRs 3%

Ser proteases
(trypsin) 3%

PDEs 3%

CYP — cytochrom P450, NHR — receptory jadrowe wiazace hormony, PDE - fosfodiesterazy

Nowe leki — nowe cele

» Nowe cele molekularne sa wciaz eksplorowane

I:I New targets
] First-in-class (chemical)

Number of NCEs launched against new targets
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NCE — nowy zwiazek chemiczny




Druggable target

» ‘Druggable target’ — cel molekularny, ktory moze
oddziatywac z lekiem.

Human genome ~30,000

Drug targets
~600-1,500

» Ekspresja transkryptu mRNA stanach zwiazanych z
choroba.

» Biatko znalezione w kontekscie badan nad choroba.
» Biatko bezposrednio zwiazane z choroba.

» Zwiazki chemiczne oddziatujace na cel w badaniach
klinicznych.

» Zwiazki chemiczne oddziatujace na cel jako
zarejestrowane leki.




Ocena celu molekularnego —
proof of the concept

» Musi zosta¢ udowodnione, ze zmiana aktywnosci celu
molekularnego jest scisle powigzana z efektem
terapeutycznym.

» Cel molekularny powinien by¢ zbadany na tylu réznych
poziomach jak to tylko mozliwe (badania in vitro,
komorkowe, na kulturach tkankowych i in vivo).

» Bardzo cenne jest badanie transgenicznych modeli
zwierzecych (gene knockout).

» Efektywnosc¢ potencjalnej terapii moze by¢ oceniona z
uzyciem modelowego zwiazku, przeciwciat.

Ocena celu molekularnego

» Informacje o celu molekularnym wazne dla projektowania
i badania lekow:

Funkcja (ligandy, substraty, kofaktory, produkty, katalizowana
reakcja, oddziatywania z innymi makromolekutami)
Otrzymywanie/izolacja/wystepowanie (jak najefektywniej
uzyskac¢ odpowiednia ilos¢ biatka?)

Whasciwosci fizykochemiczne (rozpuszczalnosé, stabilnos¢,
masa czasteczkowa etc.)

Struktura!!!




Wirus HIV

» Ludzki wirus niedoboru odpornosci;

» 1983, wyizolowany przez Luca Montagniera (nagroda
Nobla 2008) i niezaleznie Roberta Gallo

» Pierwsze leki specyficzne przeciw HIV w potowie lat 90-
tych XX w.

» Ze wzgledu na duza zmiennos$¢ ewolucyjna wirusa
obecnie stosuije sig koktajle trzech lekow.

' Ohge / B

Wirus HIV

» Wirus HIV jest wciaz bardzo powaznym problemem wielu krajow.

» Dostepne s3 terapie hamujace rozwoj infekgji.

Share of the population infected with HIV, 2019

The share of people aged 15 to 49 years old who are infected with HIV.
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Wirus HIV

» Wirus HIV jest wciaz bardzo powaznym problemem wielu krajow.

» Dostepne sa terapie hamujace rozwdj infekgiji.
Death rate from ITIV/AIDS, 2010

The number of deaths from HIV/AIDS per 100,000 people.
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Wirus HIV

» Wirus HIV jest wciaz bardzo powaznym problemem wielu krajow.

» Dostepne s3 terapie hamujace rozwoj infekgji.

Deaths from HIV/AIDS, by age, World, 1990 to 2019
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HIV/AIDS

Share of deaths from HIV/AIDS, 1990 to 2019
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Wirus HIV - budowa

) retrowirus
» kulisty

» Srednica 120 nm




HIV — limfocyt T

Cykl replikacji
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Cykl replikac;ji

Cykl replikacji a cele molekularne

Time of drug addilion {hours postiniection)
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Wprowadzanie lekow przeciw HIV

ANTIRETROVIRALS

Odwrotna transkryptaza HIV

» Syntezuje komplementarng ni¢
DNA na podstawie RNA
(odwrotna transkrypcja)

» Z jednoniciowego RNA powstaj
podwadijna ni¢c DNA ¥olymeraze
» RNA jest hydrolizowane

» Enzym sktada sie z dwoch
podjednostek: p66 (560 aa)

5 e
(440 aa). ;Q
» Podjendnostka p66
zawiera miejsca aktywne
(polimarazowe i nukleazowe).

nuclease

11



Odwrotna transkryptaza HIV

» Podjednostka p66 ma strukture analogiczna do dtoni.

» Miejsce aktywne jest ulokowane w czesci centralnej (na
czerwono)

» Nienukleotydowe
inhibitory wiaza
sie w miejscu
zaznaczonym

na zotto.

Odwrotna transkryptaza HIV

» Odwrotna transkryptaza byta
pierwszym celem molekularnym
lekow przeciw HIV.

» Inhibitory odwrotnej traskryptazy sa | INH
waznymi lekami przeciw HIV )\
N O

» Pierwszym lekiem przeciw HIV byt HO
Retrovir (azydotymidyna, AZT). ’ ®)
Wprowadzony w 1987 w wyniku
przyspieszonej procedury (25
miesiecy). N=N=N

» AZT jest przeprowadzane w
trojfosforan, ktory jest uzywany przez
odwrotng transkryptaze i hamuje
reakcje polimerazowa.
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Witaj w klubie
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Nukleotydowe inhibitory odwrotnej
transkryptazy
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Inhibitory odwrotnej transkryptazy

» Pierwsze nienukleotydowe
inhibitory odwrotne;j
transkryptazy (NNRTI) byty
wprowadzone na rynek w 1996.

» Wszystkie NNRTI wiaza sie do
tego samego miejsca —

Fingers

ok. 10 A od miejsca katalitycznego®
» Wiazanie inhibitoréw powoduje
zmiany konformacyjne enzymu.

Inhibitory odwrotnej transkryptazy

» Struktura motyla
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Proteaza HIV

» Proteaza aspartylowa

» Przecina tancuch polipeptydowy aby otrzymac biatka
niezbedne do stworzenia dojrzatego wirusa.

» Dimer, dwa tancuchy 99 reszt aminokwasowych

» Symetria C,

» Dwie triady katalityczne Asp25-Thr26-Gly27

» Najefektywniej przecina B vy
wiazanie peptydowe !
Phe-Pro lub Tyr-Pro
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Proteaza HIV — miejsce aktywne

Proteaza HIV - twarz buldoga

Whiskers
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Proteaza HIV

» Proteaza HIV jest jednym z
najbardziej eksplorowanych
celow molekularnych lekow.

» Baza PDB zawiera ok. 470
struktur z réznymi ligandami i
mutantami a baza PubMed ok. |7
tys. artykutow dotyczacych tego
biatka.

» Pierwszy inhibitor proteazy HIV
- saquinavir byt wprowadzony na
rynek w 1995.

» Saquinavir znaczaco polepszyt
mozliwosci terapii przeciw HIV.

Inhibitory proteazy HIV na rynku
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Integraza

» Enzym pozwalajacy na integracje materiatu
genetycznego wirusa z DNA gospodarza.

» Integraza takze jest dobrym celem
molekularnym dla lekéw przeciw
HIV.

» Pierwszy inhibitor integrazy zostat

wprowadzony na rynek w 2007
(Raltegravir).

Integraza

» Znane inhibitory integrazy hamuja przesuwanie tancucha DNA (integrase
strand transfer inhibitors, InSTI).

» Inhibitory wiaza sie tylko do kompleksu integrazy z wirusowym DNA

» Inhibitory oddziatuja z 2 jonami magnezu w miejscu aktywnym oraz z DNA.

b¢z human foamy virus
integrase

Raltegravir binding site

18



Inhibitory integrazy

» Inhibitory integrazy sktadaja sie z dwoch czesci:
Domeny wiazacej metal

Grupy aromatycznej (interkalujacej DNA)

Q
Raltegravir (2007) o)
|

C
Elvitegravir (2012)
H
N
O
H
o]

Dolutegravir (2013)

Inhibitory wejscia (entry inhibitors)

» Inhibitory blokujace oddziatywanie wirus-limfocyt T i hamujace wejscie
wirusa do komorki.

» Inhibitory moga oddziatywa¢ zaréwno z biatkami z powierzchni wirusa
(gp41 i gp120) jak i tymi z powierzchni komérki eukariotycznej (CD4 i
CCR5)

variable &%
Fof 27  loops™

"A -,
A
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Inhibitory wejscia (entry inhibitors)

» Inhibitory blokujace oddziatywanie wirus-limfocyt T i hamujace wejscie
wirusa do komorki.
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Inhibitory wejscia (entry inhibitors)

» Fuzeon, peptydowy inhibitor (36 aa) wejscia wiazacy sie do biatka gp41.
» Uzywany w przypadku nieskutecznosci innych terapii.

» Wysoki koszt rocznej terapii (ok.25 000 USD).
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Inhibitory wejscia

4

Malaviroc, antagonista receptora CCR5. Blokuje oddziatywanie CCR5 z
gp120.

Wiaze si¢ do hydrofobowej wneki CCR5 i zmienia konformacije
zewnatrzkomorkowej petli.

Tropizm — czg$¢ wirusdw uzywa tylko receptoréw CCRS5 (wirusy R5),a
czes¢ CXCR4 (wirusy X4), a inne obu(wirusy X4R5).
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ZmiennosSc¢ wirusa HIV

Zarazony cztowiek ma ok. 10 000 — 100 000 wiruséw /mL

| mutacja na | 000 — 10 000 nukleotydow

Genom HIV to 10 000 nukleotydow.

Kazdy cykl replikacji moze spowodowa¢ |-10 mutac;ji!!!

Moze by¢ wiele mutantow wirusa (takze u jednego pacjenta) o
roznej odpornosci na leki.
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HAART

» Typowo stosuje sie kombinacje 3 lekow, co umozliwia

zwalczanie mutantéw na podobnym poziomie.
» HAART - highly active antiretroviral therapy
» Typowo stosowana jest mieszanka dwoch

nukleozydowych inhibitorow odwrotnej transkryptazy i

nienukleozydowego RTI lub inhibitora proteazy

» Monoterapia powoduje selekcje wiruséw odpornych na

zastosowany lek.
» HAART umozliwia zahamowanie replikacji do

niewykrywalnego poziomu i odbudowanie limfocytow T.

Przychody

» Przychody z lekéw przeciw HIV
ciagle rosna.
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Podsumowanie HIV

» Leki przeciw HIV s3 bezposrednio zwigzane z réznymi fazami
replikacji wirusa:
inhibitory wejscia;
odwrotna transkryptaza;
integraza;
Oddziatywanie biatka regulatorowego Tat (Trans-activator of

transcription) z elementem RNA —TAR (Trans Activation
Response); 5/

proteaza;

inhibitory dojrzewania wirusa (maturation).

Kwas betulinowy

Podsumowanie

» Wybor celu molekularnego jest kluczowy dla sukcesu
projektu farmaceutycznego

» Badania podstawowe dotyczace celu molekularnego
znaczaco zwiegkszaja mozliwosci projektowania lekow.

» Zastosowanie kombinacji kilku lekow z roznymi celami
molekularnymi daje mozliwosc¢ terapii patogenow o duzej
zmiennosci
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