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1 PREDSLOV

Vyvoj bioaktivnych latok je vyvoj latok s biologickym G¢inkom pre rézne aplikacie.
Jednou z kateg6rii bioaktivnych latok je aj vyvoj lie¢iv. Vyvoj rozmanitych lieciv, ¢i vyvoj
pesticidov predstavuje vyvoj latok, ktoré svojou aktivitou musia interagovat s nejakym
biologickym objektom, po¢ntc najmensim objektom, akymi st viroidy az po ludsky
organizmus.

Vyvoj ¢i objav takejto latky, skupiny latok nie je vec jednoducha, vyZzaduje
koncentrovany, uceleny a usmerneny vyskum, ktory ma svoje pravidla, schémy a svoje
zakonitosti. Vyskum, ktory ma svoju logiku, svoju krasu, svoje Caro. Pre tento ucel bolo
pripravené a spisané nasledovné skriptum, ktoré prezentuje tie najdoleZitejSie fakty
a zakonitosti potrebné pre ktorykolvek format biologickej $tadie na tGrovni in vitro. Ci uz
s cielom realizovat plo$ny skrining kolekcie vybranych latok, realizaciu $tadie typu SAR,
molekulovy dizajn formatu CADD prepojeny na biologické testovanie, alebo distribu¢né
studie hladania vybranej biologickej aktivity v n-pocetnej kolekcii vzoriek s formulaciou
Statistickych alebo chemometrickych zaverov. Skriptum je urcené predovSetkym pre
Studentov biologickych disciplin. Vypocet vSetkych chemickych a matematickych
aspektov je redukovany na racionalne optimum a tieto kapitoly st doplnené o zakonitosti
skriningu, techniky avybavenia, potrebnej pre tento typ prace v biochemickom
laboratériu, podobne ako zakladny navod ako pristupovat k spracovaniu nameranych dat
- kdatovému ,processing“-u. Skriptum je pripravené na uvedeny acel ako komplexna
pomocka napriklad aj pre tych, ktory realizuja obe Casti Stadii typu SAR i tu pocitacova,
i ta laboratornu cCast avSak svojim rozsahom a obsahom, ¢i zameranim nepostacuje pre
Studentov orietovanych svojou odvornostou len na pocitacovd, ¢i matematicka stranku
SAR Stadii.

Co sa tyka formy, skriptum je pisané jazykom, ktory je beZne pouZivany vo vedeckych
kruhoch, ktoré sa danou problematikou zaoberaj, z tychto dovodov st v texte ponechané
niektoré slovd vpovodnom anglickom tvare, doplnené vhodnym vysvetlenim.
Matematické tvary, rovnice a vztahy st pisané zvlast s ¢islovanim matematickych vztahov,

vysvetlenie zlozitejSich pojmov st doplnené o vhodné grafické ilustracie.

Autor



2 DEFINOVANIE ZAKLADNYCH POJMOV

studia - vedecky experiment s vyslovenou hypotézou, ktorého cielom je hypotézu
potvrdit, alebo vyvratit, alebo experimentom prispiet k definitivnhemu stanovisku,

biologicka aktivita - chemicka aktivita interakcie (v nasom pripade nizko molekulovych
latok) so subcelularnym (viradlna partikula, enzym, protilatka, receptor, protein,
signalna molekula), celularnym (mikrobialna, rastlinna, alebo zivo¢i§na bunka), alebo
hypercelularnym objektom, alebo systémom (tkanivo, pletivo, organ, rastlina,
zivocich, clovek),

biologicky aktivna latka - skratene aj ,bioaktivna latka“ je latka, ,schopna“ prejavu
biologickej aktivity,

virdlna partikula - virus - ,nukleoproteinovy krystal“, infek¢éna Castica, ktora prejavuje
znamky zivota len v hostitel'skej bunke,

enzym - biokatalyzator, molekula schopna katalyzy za fyziologickych podmienok,
najcastejSie protein, alebo glykoprotein, schopna vlastného pasivneho pohybu -
neukotvena molekula,

inhibitor - nizkomolekulova latka (Casto oznacovana ako ligand), schopna reverzibilne,
alebo ireverzibilne blokovat ¢ast enzymovej aktivity,

receptor - vacsia, ukotvena molekula, najcastejSie v membrane, schopna Specifickej
interakcie s konkrétnym ligandom, molekula so schopnostou postvat jednotkov
informaciu dalej do bunky, respektive do tkaniva,

agonista - latka, schopna Specifickej interakcie s receptorom, ktora vedie k cielenému
odovzdanie informacie bunke, alebo tkanivu,

antagonista - latka schopna blokovania interakcie agonistu s receptorom, ktory vedie
k bloku cieleného odovzdanie informacie bunke, alebo tkanivu,

signdlna molekula - regulacna molekula, schopna interakcie s konkrétnym receptorom,
alebo enzymom, ktora sprostredkuje mimobunkov(, mimotkanivov komunikaciu,

QSAR/SAR - skratka anglického vyrazu ,quantitative structure activity relationship/
structure activity relationship® - kvantitativny/vztah S§truktara aktivita -
matematicky vztah, medzi konkrétnou aktivitou kolekcie Strukturalne pribuznych
latok na jednej strane aspoloCnou S$trukturdlnou vlastnostou (Strukturalnymi

vlastnostami) na strane druhe;j,



CADD - skratka anglického vyrazu ,computer aided (assisted) drug desing” pocitacom
sprostredkovany dizajn lieCiv,

docking - Stadie interakcie (kotvenia) medzi latkou (ligandom) na jednej strane a
enzymom, alebo receptorom na strane druhej, interakcie v prevaznej miere
nekovalentné,

biologické deskriptory (aktivitné parametre - syn.) - parametre popisujace biologicka
aktivitu testovanych latok,

fyzikdlno-chemické deskriptory - parametre popisujuce fyzikalno-chemické parametre
testovanych latok,

kompozitné parametre - parametre kvantifikujice obsah vybranych zloziek v kolekcii
testovanych vzoriek,

trénovacia mnozina latok - mnozina latok, testovanim ktorych je cielom ziskat mnozinu
dat vypocitanych parametrov i nameranych tdajov pre komparativnu analyzu,

aplikacnd mnozina Struktir - mnozina Struktar, podrobena vypoctu SAR parametrov,
podla vysledkov ktorych su Struktury vyberané pre testovanie.

proteinovd databanka (http://www.rcsb.org/pdb) - databaza Struktar biologickych

polymérov (proteinov, lipidov, nukleovych kyselin, polysacharidov) samostatne
alebo v podobe komplexov s ligandami,

DPPH - met6da antioxidac¢nej aktivity, schopnost zhasat radikal DPPH®,

ABTS - metoda antioxidacnej aktivity, schopnost zhasat radikal ABTS®,

FRAP - | ferric reducing antioxidant power” — metoda antioxidacnej aktivity, schopnost
redukcie Fe*, detegovaného komplexom s ,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazinom,

RS (redukéna sila) - metdda antioxidacnej aktivity, schopnost redukcie Fe*, detegovaného
komplexom hexakyanoZelezitanu sodného,

IA_ENZ - inhibi¢na aktivita vzoriek na zvoleny enzym (TY -trypsin, TR-trombin, UR -
urokinazu, ELA-elastazu, CATB /CTSB/ - katepsin B, COL - kolagenazu, COX -
cyklooxygenazu a pod.)
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3 PRIPADY STUDII BIOLOGICKEJ AKTIVITY IN VITRO

Priklady $tadii testovania biologickej aktivity in vitro mézu byt nasledovné, radené

od najjednoduchsich po zlozité, vyZzadujace Specificky softvér:

testovanie spektra biologickych aktivit pre konkrétnu latku, bez hladania savislosti
k Strukttre danej latky,

testovanie spektra biologickych aktivit pre konkrétnu (komplexnt) vzorku, bez
hladania suavislosti k analytickej kompozicii danej vzorky,

testovanie konkrétnej, vybranej biologickej aktivity pre konkrétnu (komplexni)
vzorku s paralelnou analyzou zostavy komplexnej vzorky off line, alebo on line
systémom,

testovanie konkrétnej vybranej aktivity pre kolekciu Strukturalne pribuznych latok
/SAR/, pricom nie je znamy receptor a do relacie voci aktivite st dané fyzikalno-
chemické vlastnosti latok,

testovanie konkrétnej vybranej aktivity pre kolekciu Strukturalne pribuznych latok
/“docking“ latok v danom receptore/, pricom je znama 3D Struktara receptora
ado relacie voci aktivite st dané hodnoty interakénej energie, vypocitané na
zaklade CADD simulacie interakcie (kovalentnej, nekovalentnej interakcie) medzi
latkou (ligandom) a receptorom,

testovanie spektra biologickych aktivit pre kolekciu pribuznych (komplexnych)
vzoriek, hladanie Statistickych suavislosti vyskytu danej biologickej vlastnosti
vmnozine pribuznych vzoriek, bez hladania stvislosti k analytickej kompozicii
danej vzorky,

testovanie spektra biologickych aktivit pre kolekciu pribuznych (komplexnych)
vzoriek, hladanie Statistickych suavislosti vyskytu danej biologickej vlastnosti
vmnozine pribuznych vzoriek, s hladanim suavislosti k analytickej kompozicii

vzoriek,

Stadie biologickej aktivity testovanych lat na trovni in vitro, st $tadie, ktoré

prebiehajt mimo zivého organizmu, to znamena §tadie s vhodnym modelom, na vhodnom

aplika¢nom systéme, ktoré mozeme nasledne rozdelit na:
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Studie bioaktivnych latok s vyuzitim chemickych reakcii a detekcii (napr. stanovenie
antioxidacnej aktivity latok, ¢ize schopnost terminovat modelovy radikal DPPH",
ABTS® a pod.),

Stadie bioaktivnych latok na imunologické procesy a mechanizmy s vyuzitim
niektorej z modifikacii ELISA testov s vyuzitim bifunkénych protilatok - jedna sa
o subcelularnu troven s aplikaciou protilatok,

Studie bioaktivnych latok, ako inhibitorov rdéznych enzymov so zaclenenim
izolovanych, purifikovanych enzymov, alebo parcialne purifikovanych frakcii
s enzymovou aktivitou (napriklad inhibi¢na aktivita na trypsin, cyklooxygenazu
a pod.) - jedna sa o subcelularnu trroven,

Studie bioaktivnych latok ako latok s antimikrobialnou aktivitou s zaclenenim zivych
mikroorganizmov do testov (vybrany bakteridlny, kvasinkovy, myceliarny taxén
urcuje povahu testu, ¢i sa jedna o antibakterialnu aktivitu, antikvasinkova aktivitu,
antimyceliarnu, respektive antifungalnu aktivitu) - jedna sa celularnu tiroven, tento
model si vSak vyzaduje aseptické prostredie, ktoré zaruci rast a proliferaciu len
testovaného objektu v danych podmienkach,

Studie aktivity bioaktivnych latok na proliferaciu vybranych buniek ludského
i zivo¢iSneho povodu, teda jedna sa o celularnu Groven, pricom jednotlivé bunkové
linie mo6ze byt normalne fyziologické linie (V79 - fibroblasty ¢inskeho Skrec¢ka, CHO
- ovarialne bunky ¢inskeho Skrecka a pod.) a vtedy sa jedna o meranie miery toxicity
testovanych latok, alebo sa jedna o nadorovo metamorfované linie (napriklad L1210,
HepG2, bunky myssSieho melanému B16 a pod.) a v tom pripade sa jedna o meranie

miery ziaduceho cytotoxického tcinku,

Pod pojmom vhodny aplikaCny model rozumieme stavbu modelu, kde prebieha

reakcia, alebo interakcia s vybranym subceluarnym subjektom (enzym, protilatka), alebo

vybranym celularnym biologickym objektom (mikroorganizmus, zivociSna, rastlinna

bunka). Stadie in vitro moéZu prebiehat vbankach, Petriho miskach, plastovych

mikroplatnickach (6, 12, 24, 48, 96 a viacjamkovych) s detekciou vystupnych parametrov,

najcastejsie ide o fotometetricki detekciu, pripadne fluorometrickG pri konkrétne

zvolenej vinovej dizke /dizkach, minoritne sa jedna o turbidimetrickd, alebo aglutinaént

detekciu.
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4 VYMEDZENIE POJMU BIOAKTiVNA LATKA

Bioaktivna latka je latka schopna biologickej interakcie, t.j. latka prejavujica
biologickt aktivitu. Na jednej strane je nutné poznamenat, Ze mimo farmakologickych
aspektov sa aplika¢ne jedna napriklad aj olatky s pesticidnym (insekticidnym,
herbicidnym, mikrobicidnym) ti¢inkom, tento pojem sa vSak v ociach laickej verejnosti ¢im
dalej zuzuje a aplikuje ako ,terminus technicus” pre latky s lieCivym tc¢inkom, teda lie¢iva
- farmaka. Na druhej strane sa tento termin v o¢iach popularno-vedeckej verejnosti zuzuje
na nizkomolekulové latky, t.j. latky s molekulovou hmotnostou do 500 g.mol”, v stlade so
zauzivanymi Lipinského pravidlami lie¢iv, ¢o prezentuje nasledovna kapitola. Treba vSak

poznamenat, Ze v si¢asnosti maji obe tvrdenia svoje isté obmedzenia.

4.1 LIPINSKEHO PRAVIDLA LIECIV
Je zrejmé, ze latky pouzitelné ako lieCivo maji mat znadmy biologicky
a toxikologicky profil. Metody in silico v dnesnej dobe slizia na urcenie ¢i je alebo nie je
dana latka vhodnym kandidatom na liecivo a ¢i dana latka v mieste posobenia vyvola
v urcitej davke terapeutické tcinky (DUCHOWICZ a kol. 2007). Je zname, Ze miera
absorbcie latky je zavisla od davky, rozpustnosti a povahy podanej latky. Prieskum velkych
databaz obsahujacich biologicky dostupné oralne lieciva, Cize zlGCeniny, ktoré su
absorbované difiziou cez gastrointestinalny trakt, viedol kformulacii Siroko
akceptovanych pravidiel piatich Lipinského pravidiel - kritérii pre lie¢iva, alebo
medzinarodne formulované ako ,Rules of five* (DUCHOWICZ a kol., 2007). Tieto pravidla
hovoria, Ze latka moZe byt vhodnym kandidatom na lie¢ivo ak spifia nasledovné kritéria:
o molekulova hmotnost latky je mensia ako 500 g.mol”, vzhladom na jej schopnost

pasivne prestupovat kompartmentové bariéry,

e rozdelovaci koeficient v systéme n-oktanol /voda v logaritmickom tvare log P musi
mat hodnotu <1, 5 >, pod tento interval je latka velmi polarna a velmi rychlo sa
z organizmu vylucuje, nad tento interval je latka vel'mi nepolarna a nedochadza k jej

sorpcii do GI systému, ale je eliminovana traviacim traktom stolicou,

e pocet donorov vodikovych vazieb, t.j. funkénych skupin vodikov na heteroatomoch
(OH, NH,, SH, COOH, funkéné skupiny), teda vodikov s parcialnym nabojom vac¢sim
ako +0,2 nie je vacsi ako 5,

e pocet akceptorov vodikovych vazieb (heteroatémy s minimalne jednym volnym

elektrénovym parom (-O-, -S-, -N-) nie je vacsi ako 10,
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e pocet rotovatelnych véazieb (sp® hybridizacia atomov), ma byt ¢o najmensi,
maximalne 10.

e ktymto pravidlam je nutné este dodat pravidlo, zZe G¢innost kandidatov lieciv,
vyjadrena parametrom ICs, - inhibi¢na koncentracia, zodpovedna za 50 % inhibiciu

by mal byt idealne pod troviiou lomol.dm™ (loooo

Medzi perspektivnych kandidatov lieCiv patria nizkomolekulové latky, kam
mozeme zaradit napriklad monoméry, diméry, oligoméry odvodené od biologickych
polymérov, v zmysle definicie primarnych metabolitov (proteiny, polysacharidy, lipidy,
polynukleotidy a pod.), ale predovSetkym vyznamna skupina sekundarnych metabolitov,
ktorych funkcia v biologickom organizme moze byt, ale nemusi, byt znama. Casto sa jedna
o sekundarne metabolity rastlin vzmysle obrannych latok s fytoncidnym uacinkom,
produkciou ktorych rastlina reaguje na abiotické a biotické podnety zo svojho okolia.
K tejto kategorii latok radime polyfenoly, alkaloidy, terpény, teda skupinu latok, ktora
vznikd bud spajanim dvojuhlikatého segmentu v podobe acetylkoenzymu A a naslednou
post-syntetickou, enzymovou uUpravou molekuly (polyketidy, terpenoidy), alebo
transaminaciou niektorych aminokyselin, naslednou derivatizaciou v zmysle do-stavby

molekuly a terminalnou postskeletalnou tipravou molekuly.

4.2 DELENIE SEKUNDARNYCH METABOLITOV
Jednym z moznych deleni sekundarnych metabolitov je delenie podla sumarneho

vzorca a pritomnosti heteroatomov. Ako heteroatom je definovany kazdy atom iny ako
uhlik a vodik. Z tohto pohladu mézeme rozdelit sekundarne metabolity na dusikaté, sirne,
kyslikaté a podobne. Pre ¢ast dusikatych a scasti i kyslikatych sekundarnych metabolitov
pouzivame nazov alkaloidy. Sekundarne metabolity mozno dalej delit napriklad podla
biosyntetickych drah. Pozname tri velké, zakladné skupiny metabolitov a to polyketidy
a terpény. Prvé dve, uvedené skupiny zacinaja svoju biosyntézu jednoduchou molekulou
acetylkoenzymom A. Dvojuhlikaty, koenzymom A ,aktivovany“ $tep sa spéaja tri krat na 3-
hydroxy-3-metylglutaryl koenzym A, kde zacina postsynteticka Cast biosyntézu terpénov.

Obrazok 1 popisuje biosyntézu klacového prekurzora syntézy terpénov -

izopentenyldifosfatu klasickou a alternativhou drahou.
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Obrazok 1: Biosyntéza izopentenyldifosfatu klasickou a alternativnou drahou (Ramak a kol,,
2012).

Pre syntézu terpénov je typicka redukcia vSetkych atémov kyslika az na
izopentenyldifosfat, ktory je stavebnou jednotkou izoprenoidov a Sirokej skupiny
terpenoidov. Po retazeni tejto zakladnej jednotky moze prebiehat este aj terminalna post-
skeletalna Gprava molekuly s opatovnym vnesenim atébmu/atémov kyslika do molekuly.

V pripade biosyntézy polyketidov aim pribuznym latkam, dochadza k spajaniu
acetylkoenzymu A do dlhSich molekdl a k terminalnej skeletalnej syntéze bez redukcie
atémov kyslika vo forme karbonylovych funkénych skupin. Kla¢ovym medziproduktom
pri biosyntéze je rozne dlhy polyketidovy retazec v linearnej forme a dalSie intermediaty.
Obrazok 2 popisuje priklad biosyntézy polyketidov na konkrétnom priklade biosyntézy

kyseliny karminove;j.
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Obrazok 2: Biosyntéza polyketidov na priklade biosyntézy kyseliny karminovej (Walsh a Tang,
2017).

Tretiu velk( skupinu biologicky vyznamnych sekundarnych metabolitov tvoria
alkaloidy. Jedna sa o tak velka skupinu sekundarnych metabolitov, Ze by si vyzadovala
samostatny priestor. Na tomto mieste by bolo vhodné a spravne aspon v kratkosti
predstavit a uviest a odcitovat aktualne skriptom, ktoré je venované tymto latkam s
nazvom: ,alkaloidy rastlin a hab* (PirSelova a Havrlentva, 2022). Alkaloidy podla tohto
literarneho zdroja delime na tri zdkladné skupiny:

o Pravé alkaloidy st zvycajne heterocyklické dusikaté bazy odvodené od
aminokyselin. Vykazuju Siroké spektrum fyziologickych t¢inkov a pre ¢loveka a
zivocichy st velmi toxické (napr. nikotin, chinin, 6piové alkaloidy a dalSie).

o Pseudoalkaloidy st taktiez skupinou heterocyklickych dusikatych baz, ale ich
prekuzory nie st aminokyseliny. St obvykle menej toxické nez pravé alkaloidy

(piperidinové, purinové, steroidné a diterpénové alkaloidy).
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e Protoalkaloidy predstavuju bazické aminy odvodené od aminokyselin, ale dusik nie

je stcastou ich aromatického systému (pyrolizidinové alkaloidy).

Biogeneticky su alkaloidy odvodené vacsSinou od nasledovnych aminokyselin:
ornitin, lyzin, fenylalanin, tyrozin, tryptofan a histidin. Niektoré alkaloidy vznikaju z
kyseliny antranilovej alebo kyseliny nikotinovej a dalSie vznikaji z medziproduktov
biosyntézy terpenoidov a steroidov za pritomnosti amoniaku. Na syntéze alkaloidov sa
mozu zriedkavejSie zGcCastfiovat i dalSie aminokyseliny, ako glycin, cystein, metionin,
kyselina asparagova a prolin.

Na zaklade biosyntetickych prekurzorov mozno heterocyklické alkaloidy rozdelit do
niekolkych skupin:

o Alkaloidy odvodené od ornitinu - pyrolidinové, tropanové a pyrolizidinové
alkaloidy.

o Alkaloidy odvodené od lyzinu - piperidinové a chinolizidinové alkaloidy.

¢ Alkaloidy odvodené od kyseliny nikotinovej — pyridinové alkaloidy.

o Alkaloidy odvodené od fenylalaninu - tetrahydroizochinolinové a
benzyltetrahydro-izochinolinové alkaloidy.

¢ Alkaloidy odvodené od tryptofanu - indolové alkaloidy.

o Alkaloidy odvodené od kyseliny anthranilovej — chinolinové a akridinové alkaloidy.

o Alkaloidy odvodené od histidinu - imidazolové alkaloidy.

o Alkaloidy odvodené od kyseliny mevalonovej - terpénové a steroidné alkaloidy.

e Derivaty xantinu - purinové alkaloidy.

5 PREHLAD ATRAKTIVNYCH CIELOV BIOLOGICKY AKTiVNYCH LATOK

Prehlad atraktivnych cielov - ,targetov” pre biologicky aktivne latky je mozné
prezentovat napriklad na zaklade inhibitorov enzymov, ktoré stale zatial vyrazne
prevazuja nad agonistami, antagonistami farmakologicky vyznamnych receptorov,
Inhibitory farmakologicky vyznamnych enzymov mozno radit napriklad podla klinickych
suvislosti, alebo z pohladu jednotlivych skupin enzymov. Ako je zname enzymy sa delia do
Siestich kategorii v stulade s nasledujucou Tabulkou 1. Priklady vybranych enzymov -

atraktivnych ,targetov” a ich klinickych stwvislosti prezentuje nasledovna Tabulka 2.

17



Tabulka 1. Zakladné skupiny enzymov s prislu$nym EC. Cislom.

P.¢. | Skupina enzymov Klasifikacia
1 | Oxidoreduktazy EC. Lx.x.X
2 | Transferazy EC. 2.x.XxX
3 | Hydrolazy EC. 3.x.X.X
4 | Lyazy EC. 4.x.x.X
5 | Izomerazy EC. 5.x.X.X
6 | Ligazy EC. 6.x.x.X

Tabulka 2. Priklady vybranych enzymov - atraktivnych ,targetov“ a ich klinickych suavislosti.

Enzym, skupina enzymov

Klinické suvislosti hyperaktivity

kinazy, topoizomerazy,
histondeacetylazy

nadorové ochorenia,

cyklooxygenazy, lipooxygenazy

zapalové ochorenia,

nitrat oxid syntazy, fosfodiesterazy

kardiovaskularne ochorenia,

trypsin, chymotrypsin

ochorenia pankreasu,

fosfolipazy obezita, dystrofické ochorenia,
epilepsia, nadorové ochorenia, ochorenia spojené
kaspazy s nekrozou tkaniva,

katepsin B, elastazy

atritidy, reumatitidy, imunitné a topické ochorenia,

trombin, kalikrein, hemokoagula¢né
faktory

cievne a trombotické ochorenia,

monoaminoxidazy

psychoézy, depresie,

leucinaminopeptidazy, glukozidazy

diabetes typu II.

metaloproteinazy

nadorové ochorenia, artritidy, reumatitidy,

reverzné transkriptazy, inegrazy,
proteinazy

viralne ochorenia

6 STUDIE TYPU SAR

6.1 CHARAKTERISTIKA SAR STUDII

RieSenia vztahov Struktara - aktivita (Kuchar a Rejholec, 1987; Debnath, 2001)
vyzaduja paralelné, simultanne skimanie v dvoch rovinach. Prvou rovinou je virtualna
realita, ktora sa realizuje predovSetkym na vhodnom hardvéri s aplikaciou vhodného
softvéru a druhou rovina je rovina experimentalna, ktora predstavuje stbor merani
v experimentalnom (redlnom) priestore, prevazne v Specializovanom laboratoriu.
Terminalnym krokom vyskumu, ktorého cielom je porovnanie zaverov a zisteni realnej
a virtualnej reality, je komparativna analyza vhodnymi Statistickymi metédami. Cielom je
najst silad medzi oboma realitami, ktory predstavuje argument pre formulaciu, predikciu

dalsich zaverov na zaklade vypoctov vo virtualnej realite s cielom obist nutnost fyzického
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testovania, Co predstavuje nemalu asporu finan¢nych prostriedkov nutnych na syntézu,
respektive izolaciu a testovanie novy latok.
Na zaklade uvedeného, mozno SAR Stadie rozdelit na niekolko faz:
e trénovacia faza, ktorej cielom je kolektovanie mnoziny virtualnych dat a realnych,
nameranych dat pre trénovaciu mnozinu prvkov (entit - testovanych objektov),
o komparativha faza, kedy sa hladd korelacia medzi virtuadlnymi parametrami
a realnymi parametrami, nameranymi v podmienkach realneho testovania,
o aplika¢na faza, ktorej cielom je predikcia realnych fyzikalnych parametrov len na

zaklade parametrov vypocitanych pomocou komputerov vo virtualnej realite.

Specificky pripadom vyvoja bioaktivnych latok je optimalizicia existujlicej primarnej
StruktGry nazyvanej aj ,lead structure - veducej Struktary. Po objave GcCinnej latky -
veducej Struktury, je dalie Stadium - charakterizovanie moznych §trukturalnych obmien
zakladnej Struktury, ktorych tlohou je modifikacia biologického efektu v kvalitativnom aj
kvantitativnom zmysle. Syntéza alebo vyvoj novych latok sa stGstreduje na obmeny
zakladnej i¢innej Struktiry, ktorej cielom je hlavne:

e zvySenie Gcinku,
¢ zvySenie selektivity tcinku,

e zmena farmakokinetického profilu latky, stability, dostupnosti a pod.,

Optimalizacia biologickej aktivity sa robi s kolekciou /mnozinou/ latok, ktora
vykazuje isté, spolo¢né Strukturalne prvky. Tieto Strukturalne prvky - Strukturalny zaklad,
vysvetlujeme ako sthrn Strukturalnych znakov, ktoré st /predpoklada sa, Ze st/ kauzalne
pre biologicky ucinok.

VSetky latky v mnozine st charakterizované stborom fyzikalno-chemickych
vlastnosti, nazvanych Strukturalne deskriptory, ana druhej strane parametrami
biologickej aktivity. Matematicky vztah , ¢ize zavislost biologickej aktivity Y na vhodne

vybranych fyzikalno-chemickych deskriptoroch x;vyjadruje nasledovna funkcia (1):
Y=fQ kx,), (),

kde konstanty k; st koeficientami k prislusnym fyzikalno-chemickym deskriptorom xi.

19



SAR pristup ainterpretacia tychto matematickych vztahov predstavuje jeden
z najvyznamnejSich nastrojov molekularnej farmakolégie. V pripade vyvoja novych.
uc¢innych lie¢iv umoziuji techniky SAR formulaciu Strukturdlnych obmien vo
vedtcej Strukttre, ktoré v Studovanej kolekcii latok podmieniuji potenciaciu u¢innosti
a pomahaja vysvetlit fyzikalno-chemicka interpretaciu mechanizmu ucinku. Odvodenie

vztahov SAR v pripade lieciv, je zndzornené na Obrazku.3.

Pévodna , materska

Struktara
Aplikaéna mnoZina struktir - navrh ‘ Testovacia mnozZinalatok ‘
7'y S -
Vypocet QSAR i - ‘ Biologické hodnotenie I. ‘
parametrov i e N
-chemické, e L b ;
-Fvarové, Cieleny Toxicky Farmkokineta,
-ing, /hlavny/ Jvedrlajsi/ Farmakodynamika
i ucinok ucinok
QSAR analyza }‘ o
v
Aplikacna mnoZina latok }—){ Syntéza ‘
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Obrazok 3. Schéma odvodenia vztahov medzi Struktirou a biologickou aktivitou /SAR/.

6.2 TYPY SAR

SAR Studie, respektive QSAR Studie mozno rozdelit na dve zakladné skupiny: Studie
SAR ked nie je znamy receptor, ale je mozné korelovat t¢inok predovsetkym v modeloch
na arovni in vitro voci fyzikalno-chemickym a tvarovym parametrom, a druha skupina,
ked je popisany receptor, respektive komplex receptora a ligandu a ten je dostupny
napriklad v proteinovej databanke. Proteinova databanka obsahuje stibory receptorov,
pripadne receptorov a ligandov, siborov ktoré st vlastne mnozinou kartezianskych
stradnic pre kazdy atom, ziskané po vhodnej X-ray, respektive NMR analyze. V takom

pripade hovorime o dokovani §truktur trénovacej, alebo aplika¢nej mnoziny latok.
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6.3 VYPOCTOVA CAST

6.3.1 Proteinova databanka

Na tomto mieste je vhodné predstavit si proteinovi databanku, nakolko je jednym
len z niekolkych, ale majoritnym zdrojom, verejne pristupnych Struktar biologickych
polymérov (proteinov, lipidov, nukleovych kyselin, polysacharidov a dalSich) samostatne
alebo vpodobe komplexov sligandami. Obsahuje aj kovalentne viazané komplexy,
v prevaznej miere sa jedna o nekovalentné asociaty medzi biologickym polymérom. Tieto
stbory mozno primarne rozdelit podla fyzikalneho principu, ktory bol zakladom ich
rieSenia na X ray subory - stbory rieSené kryStalografickou analyzou biologického
polyméru, respektive jeho komplexov, NMR stbory, kde S§truktary je rieSena
v solvatovanom stave modernymi NMR metédami a minoritne subory rieSené pomocou
elektronového mikroskopu ¢i neutronovej difrakcie vnadvaznosti na teoretické
dorie$enie modelu, v niektorych pripadoch sa uplatfiujii aj hybridné pristupy. Dal$im
dolezitym selek¢nym parametrom je presnost rozliSenia, ktora sa udava v jednotkach
v angstrémoch - A, 1A =109 m. Stibory, vyriesené s najvys$sim rozligenim, st prezentované
ako rieSené s rozlienim menej ako 1,5 A. Dana proteinova databanka umoZfiuje uplatnenie
dalSich filtrov, akymi st napriklad: filtrovanie stbor podla taxonomickych stvislosti,
organizmu, typu polyméru, enzymovej klasifikicie, proteinovej symetrie, stechiometrie

proteinu ¢i datumu, kedy bol predmetny stibor zverejneny a spristupneny.

6.3.2 Biologické deskriptory

Biologické deskriptory su biologické parametre, ktoré vhodnym sposobom
vyjadruja, kvantifikuja G¢inok latky na Studovany biologicky systém. Delime ich podla
casovej naslednosti a miery datového procesingu na:

e primarne, ktoré st priamym vystupom s meracich zariadeni, respektive
procesované zakladnym vypoctom (percento rezidualnej aktivity - %RA=[(Aviorka —
Abtank) / (Akontrola = Ablank)*100], respektive percento inhibi¢nej aktivity - %IA={[1- (Avzorka
= Abtank) / (Axontrola = Abtank) ]¥100}. Alebo v skratenom tvare %IA=100 - %RA.
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o sekundarne, ktoré st vypocitané z primarnych deskriptorov - rychlostné konstanty
ki, rovnovazne konstanty K;, parametre Michaelis-Mentonovej rovnice Ky a Viax

a pod.),

¢ biologické deskriptory, ktoré sa viazu k oblasti in vivo, napriklad efektivna davka

EDso, letalna davka LDso a podobne.

Pre vyvoj aktivnych latok je nutna presnost stanovenia daného parametra, ktora je
jednym z limitujtcich faktorov interpretacie zaverov SAR.

Biologické deskriptory mozno kvantifikovat pre rozne urovne biologického
systému, aroven in vitro - izolované makromolekuly (enzymové reakcie, vazba na
proteiny ), izolované tkanivové kultary - troven ex vivo, cely Zivy modelovy organizmus,
napriklad experimentalne zvierata - Giroven in vivo, pripadne sa mdze jednat aj o klinické
hodnotenie na probandoch a dobrovolnikov, ¢o charakterizujeme ako troven in clinico.

Rastuca zlozitost biologického systému sacCasne znamenad aj rastci pocet
biochemickych dejov a mechanizmov, ktoré nam latku menia, modifikuji a metabolizuju.
Preto je nutné pri SAR §tadiach na trovniach in vivo brat do Gvahy vplyv réznych
procesov: absorpciu, distribtaciu, metabolizmus, eliminaciu areakciu s receptorom
v mieste t¢inku. Logicky to v8ak znamen4, ze G¢inok hodnoteny v in vitro podmienkach
nemusi byt adekvatny G¢inku na Grovni in vivo, respektive in clinico, od ktorého sa moze
dramaticky li§it. Volba modelu je podriadena cielu, ¢i chceme riesit i¢innost hotové
lieciva v zlozitejSom biologickom systéme, alebo chceme poznat zakonitosti primarne;

odpovede zmeny G¢inku na Strukturalne variacie, na ¢o model na Girovni in vitro vhodnejsi.

6.3.3 Fyzikalno-chemické deskriptory

Jeden z prvych, zakladnych a najznamejSich pristupov, vyuzivanych v stadiach typu
SAR je Hanschov pristup (Jhanwarb akol., 2011), ktory vychadza z predpokladu, Ze
spravanie sa latky v biologickom systéme je podmienené fyzikdlno - chemickymi
vlastnostami interagujacej latky a zlozkami v biologickom systéme.

Na charakterizaciu fyzikalno - chemickych vlastnosti mozno pouzit konsStanty, ktoré
kvantifikuja termodynamické parametre systému. KonStanty odvodené v modelovych
podmienkach mozno aplikovat aj na biologicky systém, pricom ich hodnoty su

porovnavané so zmenou Gibbsovej energie, entropiou a entalpiou.
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6.3.4 Elektronové parametre

Na urcenie elektronovych efektov substituentov st v SAR Studidch vyuzivané
veli¢iny, ktoré sa daja priamo experimentalne merat (rovnovazne, rychlostné konstanty,
spektralne veli¢iny) alebo maja charakter Statistickych konstant. Polarne konsStanty st
zalozené na linearnych vztahoch s Gibbsovou energiou.

Zaklad hodnotenia elektronového vplyvu substituentov na fyzikalno - chemické

vlastnosti aromatickych zlt¢enin predstavuje Hammetova rovnica (II):

k
log— = po, ID),
gk P (ID

o

kde k, ko st rychlostné, alebo rovnovazne konsStanty substituovanej a nesubstituovanej
latky,nopa o st empirické konsStanty. nocharakterizuje reakciu a nezavisi na substituente a
oozavisi na substituente, ale nie ovplyvnena druhom reakcie a jej podmienkami. Hodnota
o je pozitivna pre nukleofilnt a negativna pre elektrofilnt reakciu. Polarne konstanty o st
pozitivhe pre substituenty pritahujice elektrony anegativne pre substituenty
poskytujice elektrony. Pociatok a meradlo stupnice tychto konstant predstavuje oo= 0
pre vodik a o =1 pre disociaciu benzoovych kyselin vo vode.

Hammetova ookonStanta je sumou indukéného a mezomerného efektu. Z tohto
dévodu sa da akakolvek substituentova konstanta vyjadrit ako Hammetova nokonstanta,
cez linearnu kombinaciu indukéného efektu F a mezomerného efektu R.. Potom pre

ooplati rovnica (II1):
=1 RHF, (110,

kde F a R zavisia na type substituenta, f a r st zavislé na druhu pouzitej substituentovej
konStanty.
Hammetova rovnica plati, ak :
e platnost rovnice neobmedzuje prili§ objemny substituent, ktory mozZe interagovat
s reak¢nym centrom,

e zmena entropie oS je vsérii Studovanych latok konsStantna; vhodny systém

predstavuji meta- a para- substituované aromaticke zlﬂéeniny@
Y—2

X
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v§eobecného vzorca, kde X je substituent, Y spojovaci retazec medzi reak¢nym
centrom Z a aromatickym jadrom.

e mechanizmus reakcie je vcelej sérii zliCenin konsStantny anie priliS zlozity;
nejednotnost mechanizmu sa prejavuje odchylkami od linedrneho vztahu,

o diZka postranného retazca negativne neovplyviiuje prenos efektov substituentov na

reakéné centrum, €o sa prejavi zmenou hodnoty konstantyonno

6.3.5 Lipofilno - hydrofilné vlastnosti

V biologickom systéme pri distribtcii latka prekonava niekolko fazovych rozhrani
v dosledku fragmentacii biologického systému na jednotlivé kompartmety, ohranic¢ené
fosfolipididovou dvojvrstvou. Schopnost latok prechadzat fazovym rozhranim, nazyvame
lipofilitou. Tato vlastnost ma niekolko parametrov (Franke a Schmidt, 1973), najznamej$im

a najpouzivanejSim je rozdelovaci koeficient, definovany rovnicou (IV):

C(o
= ( ), resp. pouZziva sa prevazne jeho logaritmicky tvar (Iv),

C(v)

tj. rozdelovaci koeficient je podiel rovnovaznych koncentracii latky v organickom
rozpustadle (o) avo vode (v), to jest koncentracii, ktoré sa ustalia po dosiahnuti
rovnovazneho stavu najcastejsie v systéme n-oktanol /voda.

Pre experimentalne stanovenie rozdelovacich koeficientov biologicky aktivnych
latok sa pouziva okrem zmesi n-oktanol/voda, aj zmes n-oktanol/pufor vzhladom k
analdgii a snahe simulovat vnatorné prostredie.

Nakolko st hodnoty rozdelovacich koeficientov stanovené najcastejSie pri teplote
20°C, zatial ¢o biologické procesy prebiehaji va¢sinou pri 37°C je nutné ratat s nutnostou
negativnej korekcie hodnoty P, log P v prospech vacSej rozpustnosti vo vodnej faze.

Analégiou Hammetovej konStanty je substituentova Hanschova n konstanta

charakterizujica lipofilné efekty v tvare (V):

7 =logP —logP, , V),
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pricom Py je rozdelovaci koeficient substituovane;j zli¢eniny a P4 je rozdelovaci koeficient
materskej referen¢nej zlicCeniny. S rastticou kladnou hodnotou n sa zvySuje schopnost

lipofilnej interakcie v mieste Gcinku.

6.3.6 Stéricita molekuly

Stérické efekty, pozorované bud vramci jednej molekuly, alebo medzi dvoma
molekulami, sa javy v désledku konkrétnych Strukturalnych prvkov. Jedna sa pritazlivé,
alebo odpudive interakcie, pricom sa uplatiiuju niektoré zo sil, uvedenych v nasledujace;j

Tabulke 3.

Tabulka 3. Typy intermolukalrnych interakcii medzi dvoma molekulami, respektive
intramoleularne v ramci jednej molekuly.

Typ interakcie Priklad Vazc()ll: Jn ;“e;?:;rgla
Disperzné sily Medzi vSetkymi atbmami, ktoré nie s viazané priamou 011
kovalentnou vazbou )

Elektrostaticke Medzi i6nmi: ~-COO" ....."HsN- 21
interakcie Medzi dip6lmi: >C°'=0°"..... 0% = C°'< 1.2
Vodikové vazby Voda(lad): -O-H ........ O< 17

Polypeptidova kostra: >N-H .......0=C< 12
Hydrofobne V pripade lipofilnych latok, latok s malou afinitou k 10
interakcie molekulam vody, latok solvatovatovanych vo vode

Stérické posobenie moze viest k deformaciam vazbovych uhlov, k tkzv. torzii, ¢ ku
zmenSeniu atobmovych polomerov. Pouzitelnou numerickou definiciou stérického efektu

je stéricka konstanta Es definovana nasledovnym vztahom (VI):

ES = log_ (VI)>

v ktorom kx a ku st rychlostné konstanty kyslej hydrolyzy esterov RCOOR’, ktora bola
zvolena ako Standardna reakcia. Hodnota CH;COOR' je pociatok stupnice, takze Es
(CHs) = 0. ObjemnejSie substituenty, ktoré viac brzdia hydrolyzu, maji hodnotu Es< O,
zatial Co pre menej objemné plati Es > 0. Es nie je Cistym stérickym parametrom, ale
CiastoCne zahfna aj elektronové efekty.

Nakolko Es hodnoty neexistuju pre vSetky substituenty, v ddsledku nestability
v podmienkach kyslej hydrolyzy, bola zistena zavislost medzi Es a van der Waalsovymi

polomermi. Chartonove parametre vy s definované vztahom (VII) nasledovne:
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v, =r, —r, =r, —1,20, (VII),
kde r. je minimalny van der Waalsovov polomer pre synteticky substituent X a ry je van
der Waalsovov polomer pre atom vodika. Na vyjadrenie sféricitiy sa ¢asto vyuZivaja aj
parametre suvisiace s molarnym objemom (napr. molarna refrakcia dana Lorentz -

Lorentzovou rovnicou).

6.3.7 Indikatorové premenné

Popis pomocou lipofilného, elektronového alebo stérického parametra ¢asto nestaci
na popis konkrétneho Strukturalneho prvku, napriklad konkrétnej funk¢énej skupiny. Tento
nedostatok sa odstraruje pomocou tzv. indikatorovej premennej, ktora iba charakterizuje
pritomnost alebo nepritomnost daného StruktGrneho prvku pomocou bindrneho
hodnotami 0 a 1. Jej hodnota udava priamo prispevok Struktirneho prvku k hodnotene;j

aktivite.

6.3.8 Lipinského pravidla

Lipinského pravidla piatich (,Lipinski's rule of five“ - eng.), tiezZ zname ako ,Pfizer's
rule“, alebo jednoducho ,Rule of five (RO5) predstavuju zakladny pojem, pravidla pre vyvoj
novych kandidatov lieciv, vSeobecne znamy vedeckej verejnosti v danom odbore. Existuje
niekolko Uprav Lipinského pravidiel lieciv, pre lieciva vSeobecne, pre oralne podavané
lie¢iva, intra- systémovo podavané lieciva. K tymto pravidlam je mozné eSte doplnit
hranicu inhibi¢nej aktivity, vyjadrenej roznymi inhibicnymi konStantami, ktoré definuju
hranicu, pri ktorej je dana latka vyznamna ako lie¢ivo. Lipinského 5 pravidiel ako kritérii

pre novych kandidatov lie¢iv prezentovat nasledovne:
¢ molekulova hmotnost latky 300 az 500 g.mol”, vzhladom na schopnost pasivne
prestupovat kompartmentove bariéry,

e rozdelovaci koeficient v systéme n-oktanol/voda musi mat hodnotu 1 az 5, pod
tento interval je latka velmi polarna a velmi rychlo sa z organizmu vylucuje, nad
tento interval je latka velmi nepolarna a nedochadza k jej sorpcii do systému, ale je

eliminovana traviacim traktom,
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e pocet donorov vodikovych vazieb, t,j. funk¢nych skupin vodikov na heteroatomoch

(OH, NH,, SH, COOH, COH funk¢né skupiny), teda vodikov s parcidlnym nabojom

evv

e pocet akceptorov vodikovych vazieb (heteroatémy s minimalne jednym volnym
elektronovym parom (-O-, -S-, -NN-) ¢o najniz§i, nie vSak vy$§i nie viac ako 10,

evv

5.
e ktymto pravidlam je nutné eSte dodat pravidlo, Ze Gc¢innost kandidatov lieciv,
vyjadrena parametrom ICs, - inhibi¢na koncentracia, zodpovedna za 50 % inhibiciu

by mala byt idealne pod hranicu 1uM.

Medzi perspektivnych kandidatov lie¢iv tym padom patria nizkomolekulové latky,
kam moZeme zaradit napriklad monoméry, diméry, oligoméry odvodené od biologickych
polymérov - vzmysle primarnych metabolitov (proteiny, polysacharid a pod.), ale
predovSetkym obrovskd skupinu sekundarnych metabolitov, ktorych funkcia
v biologickom organizme mdZe byt a nemusi byt znama. Casto sa jedna o sekundarne
metabolity rastlin v zmysle latok s fytoncidnym uc¢inkom, produkciou ktorych rastlina
reaguje na abiotické a biotické podnety zo svojho okolia. K tejto kategérii latok radime
polyfenoly, alkaloidy, terpény, teda skupinu latok, ktora vznika bud spajanim
dvojuhlikatého segmentu v podobe acetylkoenzymu A a naslednou post syntetickou,
enzymovou tpravou molekuly (polyketidy, terpenoidy), alebo transaminaciou niektorych
aminokyselin, naslednou derivatizaciou vzmysle dostavby molekuly aterminalnou
postskeletalnou Gpravou molekuly. (napriklad alkaloidy). Obrazky 1 a2 v texte vysSie
prezentuju zakladny pohlad na chemizmus biosyntézy sekundarnych metabolitov

z kategorie polyketidov a terpenoidov.

Tieto zakladné biosyntetické drahy poskytuju priestor pre biosyntézu obrovského
poctu metabolitov radovo v desat tisicoch az sto tisicoch molekdl. Mnohé z nich st
predmetom testovania ako perspektivni kandidati lie¢iv pre mnohé indikacné oblasti
priamo ale ako takzvané stavebné bloky (,building blocks* - eng.), ktoré po vhodnej

derivatizacii nadobidaja vyznamnu biologickt aktivitu.
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6.4 KVANTITATIVNE MODELY SAR

6.4.1 Hanschova analyza

VSetky parametre pouZivané v tejto analyze su veli¢iny, ktoré sa vztahuja k volnej
energii. Takyto pristup sa oznacCuje ako extratermodynamicky aje vyjadreny

nasledujacou rovnicou (VIII):

logl/C=ar+bo+cEg+....... + const. (VIII),

Hansh a Unger formulovali k tomuto pristupu nasledovné pravidla:

o musi sa vyskasat velky rozsah rozli¢cnych parametrov, napr. log P alebo 7, 6, MR a
stérické parametre. Parametre vybraté pre ,najlepSiu“ rovnicu by mali byt
nezavislé,

o vSetky ,priaznivé“ parametre sa musia overit vhodnou S§tatistickou procedtrou,
napr. postupnou regresiou. ,najlepSou“ rovnicou je ta s najnizSou Standardnou
odchylkou,

¢ ak st vSetky modely rovnaké, treba prijat najednoduchsi model,

¢ 7 dovodov vylucenia nahodnej korelacie musi byt k dispozicii najmenej pat alebo
Sest bodov dat na jednu premennd;

¢ je ddlezité postavit model, ktory je konzistentny s najnov§imi poznatkami fyzikalne;j,

organickej a biofarmaceutickej chémie o Studovanom procese,

Z Hanschovych vztahov sa moZe predikovat hodnota biologickej aktivity. Ak je
predikovana hodnota mimo rozsah uvazovanych parametrov, SAR analyza je nepresna a
nepouzitelna. Hlavné tazisko vyuzitelnosti Hanschovej analyzy vSak spociva v lepSom

pochopeni kvantitativnych vztahov medzi Struktirou a biologickou aktivitou.

6.4.2 Free - Wilsonova analyza

Free - Wilsonov pristup je pravym modelom vztahu Struktara-aktivita a opiera sa
o indikatorové premenné. Pre kazdu Struktdrnu Crtu sa generuje indikatorova premenna,

ktora urc¢uje odli$nost od lubovolne zvolenej referenc¢nej latky.
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VSeobecny matematicky model vyjadruje rovnica (IX):
A=Y ax,+u, (IX),

Aje tdaj o aktivite, a; je prispevok i-teho substituenta k celkovej aktivite a x; ma
hodnotu 1 alebo 0. Hodnoty 1 indikujice pritomnost urc¢itého substituenta alebo
Struktrneho prvku, a O indikujice jeho nepritomnost. Pre matematické spracovanie
tejto zavislosti je mozné aplikovat vhodny softvér s vyuzitim linedrnej mnohonasobnej
regresnej analyzy (Kubinyi, 1997). Free-Wilsonova metdéda mas voje synonyma -
matematicky model, aditivny model alebo pristup ,de novo*.

Free-Wilsonova metdda je lahko aplikovatelna aponuka sa pre aplikaciu v
pociatocnej faze hodnotenia vztahov §truktara-aktivita. Umoziiuje jednoduchy spdsob na
urCenie aktivitného prispevku jednotlivych substituentov. Free-Wilsonova metéda ma
v8ak aj niektoré nedostatky. PredovSetkym Struktrna variicia je nevyhnutna najmenej v
dvoch polohach substiticie. Predpovede pre substituenty, ktoré nie st zahrnuté do

analyzy, nie st mozné. Tato analyza je obmedzena len na linearne zavislosti.

6.4.3 Nelinearne vztahy

Predchadzajace kapitoly popisovali linearne vztahy vramci korelacie Strukttira
aktivita. Nelinearne vztahy st typické napriklad medzi biologickou aktivitou a lipofilitou.
Hodnoty biologickej aktivity vzrastaja s lipofilitou latok linearne, po prekroceni urcitej
hranice so vzrastom lipofility biologicka aktivita bud zostava konstantna alebo postupne
prudko klesa. NajcastejSie sa tento fenomén vysvetluje distribtciou latky v biologickych
systétmoch a v jednotlivych kompartmentoch biologického objektu a asociaciou
s lipofilnymi Struktarami. Ddlezitd tlohu hra aj tvorba miciel a obmedzena rozpustnost
lipofilnych zliCenin a v neposlednom rade tiez princip minimalnej obsadenosti
receptora.

Matematicky opisal nelinearne vztahy Hansch vo svojom parabolickom modeli,

ktory prezentuje vztah (X):

log 1/C = a(logP)? + blog P + ¢ + ... + konst. (X),

29



Istym posunom je model, ktory odvodil Franke. Sformuloval dve rovnice. Jednu pre
lavt linearnu ¢ast a druha pre prava nelinearnu cast ( log Py )je kriticka hodnota log P,
pri ktorej sa linearna zavislost meni na nelinearnu), zavislost prezentuja vztahy (XI)

a (XII):

logl/C=alogP+c , aklogP <log Px (XI),
log 1/C = a(logP)* + Blog P +y , ak log P> log Px (XII),

Dalsie modifikacie nelinearneho matematického popisu pontikli McFarland a Hyde.
McFarlandov pristup slazil na odvodenie popularneho bilinedArneho modelu, ktory

popisuje zavislost (XIII):

log 1/C = an+ blog(B.10™+ 1) + ¢ (XIID),

Bi-linedrny model sa da pouzit na kvantitativny popis rozmanitych nelinearnych
vztahov medzi lipofilitou a aktivitou. Popri parametroch vypocitanych z linearnej
regresie obsahuje tento model aj nelinearny parameter 3, ktory sa uréi postupnou

iteraciou.

6.4.4 3D SAR metdody

Hanschov pristup ku SAR vystihuje kvantitativny vztah medzi parametrami
popisujicimi zmeny v Strukture latky voci referencnej latke a jej fyziologickym alebo
biologickym tGcCinkom. Je to nepostacujici matematicky popis pre nové alebo netradicné
substituenty, na vytvorenie optimalnej Struktary na zaklade rovnice navrhnutej pomocou
SAR vyzaduje velké znalosti z oblasti fyzikalnej a organickej chémie.

Tieto nedostatky mozu byt odstranené pouzitim 3D SAR metdd (Ferreira, 2002),
ktoré vyuZivaja niekolko roznych pristupov a programov :

e CoMFA analyza,

e program GRID / GOLPE,
e program Cerius? MFA,

e metoda HASL,

e metoda Compass,
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e metoda APEX-3D,
e SOMTFA metoda,

6.4.5 Softvér

Existuje mnozstvo softvérovych nastrojov na projektovanie ligandov. Pracuja na
principe modelovania novych molekal, optimalizacie ich Struktary akotvenia do
aktivheho centra scielom urcCenia vSetkych kofaktorov (stérické a elektrostatické
interakcie, vodikové vazby, hydrofébne interakcie), ktoré st zodpovedné za vazbu liganda
s proteinom. Efektivnost vazby liganda na receptor sa kvantifikuje pomocou zdanlive;j
energie vazby. Prikladmi tspesnej aplikacie takychto metdd je vyprojektovanie pocetnych
inhibitorov HIV-proteinazy a inych ligandov. (Remko, M. 2005.)

Softvér na dizajnovanie bioaktivnych latok, vratane lie¢iv mozno rozdelit podla
operacnych systémov, na ktoré je dany softvér stavany. Pre pracovné stanice typu Silicon
graphics pod operaénym systémom UNIX, LINUX je to napriklad softvér Insight,
alebo Cerius II. Pre beZné osobné pocitace, pracujace pod opera¢nym systémom
Windows st to napriklad aplikacie Hyperchem, Gaussian, ACDlab, WeLabViewever a pod.
Softvér HyperChem, dokaze vSetky potrebné parametre pocitat a prispdsobovat kotvenie
inhibitora do aktivheho centra proteinu. Priklady dizajnovanych skupin inhibitorov

s pomocou CADD pristupu prezentuje Tabulka 4.

Tabulka 4. Prispevok CADD pre rozvoj novych lieciv.

Ligandy | Proteiny/ Enzymy

Projekcia zaloZena na znalostiach 3D Struktiary proteinov

Inhibitory aspartickych proteinaz Renin, HIV proteinaza, katepsiny D a E

Inhibitory serinovych proteinaz Trypsin, Trombin, plazminogénovy aktivator,
Factor Xa, Elastaza, p-laktamaza
Aldéza reduktaza, Karbonat anhydraza,
Dihydrofolat reduktaza, Glycolické enzymy,

DalSie inhibitory enzymov Neuraminidaza, Proteinkinazy, Purin nucleoyid
fosforylaza, Reverzna transkriptaza, Tymidilat
syntaza

Ligandy proteinov FKBP-viazuci protein, cladding proteiny
rinovirusov

Projekcia zaloZena na modeloch farmakoféru a D $truktury ligandov

Inhibitory metaloproteinaz Enzymy konvertujlice angiotenzin, Neutralne
endopeptidazy 24.11

DalSie inhibitory enzymov Proteinova tyrozin kindza, HIV-1 integraza

Antagonisti receptorov Receptory integrinu
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6.5 TEORETICKA ANALYZA INTERAKCIE LIECIVO - RECEPTOR

Ako bolo uvedené v predchadzajacich kapitolach, je mozné jednoducho ziskat
vhodny komplex biopolymér - ligand z verejnych zdrojov. Ideélne za experimentalnych
podmienok musi byt vazba ligandu (L) na receptor (R) reverzibilna, nesaturovani a

Specificka. Podstata reakcie je definovana nasledujicou rovnicou (XIV):

L+R <l§:=> LR — echo (XIV),
disoc

L je ligand, R je receptor, Kasoc a Kaisoc SU rychlostné konstanty asociacie, respektive
disociacie komplexu. Pokial chceme §tudovat ,docking” ligandu v nejakej vazobnej kavite
receptora metddami molekulového modelovania je nevyhnutné poznat geometriu ligandu
(lieciva) /L/, receptora (biologického polyméru) /R/, komplexu receptor-ligand /RL/
a k nim koreSpondujtcich energii E. Er a Er. Interakénad energia, ktora by mala byt
v matematickom vztahu k biologickej aktivite (G¢inku) danej latky - ligandu /L/ je
definovana ako pokles energie komplexu voc¢i suctu parcialnych energii samotného

receptora /Er/ a samotného ligandu /E./, definovant vztahom (XV):

AE = {- [ErL — (Er + Ep)]} (XV),

Energiu, akéhokolvek systému je mozZné vypocitat v§eobecne dvoma skupinami
odliSnych metod:
e metdédy zalozené na uaplnom, alebo parcialne parametrizovanom rieSeni
Schrodingerovej rovnice,
¢ empirickymi metédami s vyuzitim empirickych potencialov V),
Molekulové modelovanie (Remko, 2000) vyuZiva principy molekulovej mechaniky,

kvantovej mechaniky, respektive i molekulovej dynamiky.

6.5.1 Molekulova mechanika

Molekulova mechanika je aplikovana na rieSenie optimalizacie geometrie systému,
pricom pod systémom rozumieme pritomnost viac ako jedného objektu, pricom objekty

mozu byt anemusia byt vasociacii, alebo jedného objektu. Vypocéty molekulovej
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mechaniky st relativne rychle a davaju efektivhe odpovede. Vyhodou tohto druhu
vypoctov je rieSenie velkych systémov, pozostavajicich z niekolkych tisicov atémov.
Molekulova mechanika popisuje molekuly ako stbor atémov (gumiciek pospajanych
pruzinami), ktoré je mozné riesit New tonovou mechanikou. Tato mechanika berie do
uvahy potencidlovii energiu vnatro molekulovych interakcii a medzi molekulovych
interakcii (U). Vypocet potencialovej energie vnatro molekulovych interakcii mozno
vypocitat ako sumu Ul - energie kovalentnej vazby kazdej dvojice atomov (,stretching® -
eng.) vztah (XVI), U, - energie uhlov kazdej trojice atdbmov (,bending” - eng.) vztah (XVII),
Us - energie odchylky - torzie kaZdej Stvorice atdbmov vztah (XVIII), Uy - prispevku
elektrostatickej energie medzi nabojmi vztah (XIX) a nakoniec Us - prispevku energie
interakcie medzi neutralnymi atomami - van der Waalsovych sil, ktoré doplnené

o odpudivé sily vystihuje Leonard-Jonesov potencial vztah (XX):

Ui =Y Kp*(b-bo)*/2 (XVI),
Uz =3 Ko*(6-60)°/2 (XVID),
Us =Y Ky*(1+cos(n*g - 3)))* (XVIID),
Us =) K*qir*qo/r (XIX),
Us =Y -A*(ro/r)® + B*(ro/r)"? (XX),

Kde Kb, Ko, K¢, K, 8, A, B st prislusné konstanty,
b - dlZka prislu§nej vizby, b, - konstanta, optimalna diZka vizby v rovnovaznom stave,
0 — uhol troch atémov, 6y — konstanta, optimalny uhol troch atdbmov v rovnovaznom stave,
¢ — velkost torzného uhla Styroch atomov,
q1, q2 — parcialne naboje na prislu§nych atémoch,

r — vzdialenost dvoch atobmov, ro - vzdialenost dvoch atdbmov v rovnovaznom stave,

Na zaklade uvedené je mozné vypocitat energiu systému U podla vztahu (XXI) ako

sumu vSetkych prispevkov nasledovne:

U=U;+ U+ Us+ Us+ Us (XXI),

teda v plnom tvare
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U =YY Kp*(b-bo)?/2 + 3 Ko*(0-00)%/2 + 3 Ko*(1+cos(n* - §)))> + 3 K*qi*qa/r + Y -A*(ro/r)°
+ B*(ro/r)'?

Softvér, aplikujici vypocet molekulovej mechaniky, ma kdispozicii vypocet
niekolkych metod - ,forcefield“ —ov /silovych poli, ktoré sa li§ia parametrizaciou konstant
Ky, Ko, Ko, K, 8, A, B, bo, 80 a 1o. Z&kladnymi metédami pre vypocet molekulovej mechaniky
st AMBER, MM+, OPLS a BIO+, CVFF, dalsie.

6.5.2 Kvantova mechanika

Metody vyuZivajice kvantovit mechaniku, bud exaktne alebo s pomocou ciasto¢nej

parametrizacie riesia Schrédingerovu rovnicu, ktora je znama v tvare (XXII):
HY =E¥ (XXID),

Hamiltonov operator ma pre systém, pozostavajici z n elektrénov a N atébmovych

jadier nasledovny tvar (XXIII):

H=Te+Th+ Ven + Vee + Vi, (XXHI),

kde T st Cleny kinetickej energie a V ¢leny potencialovej energie elektronov a neutréonov,

E je energia v tvare, ktory je popisany vinovou funkciou ¥ .

6.5.3 Semi-empirické metody

Semiempirické, kvantové metody boli vyvinuté ako alternativny pristup na pocitanie
Struktar aich vlastnosti. St zalozené na podobnom pristupe ako ,ab anitio metody,
s rozdielom, zZe namiesto kompletnej analyzy vSetkych elektronov v molekule, st niektoré
elektronové interakcie zanedbané. Podla stupria ignoracie elektréonovych interakcii
rozoznavame CNDO (,Complete Neglect of Differential Overlap“) a INDO (,Intermediate
Neglect of Differential Overlap“) pristupy. Vramci Hucklovho pristupu st zvazované
arieSené len vplyvy ,vonkajsSich® elektronov, zatial ¢o vplyv vnatornych elektronov je

ignorovany. DalSie semiempirické metody nahradzaji tieto obmedzenia ciastoc¢nou
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parametrizaciou, odvodenou do experimentalnych dat (Stewart; 1990; Levine, 1991). Medzi
semiempiricé kvantové metoddy, zaradené do beZne pouzivanych softvérov moZeme

menovat: CNDO, INDO, MINDO, ZINDO, TNDO a najpouzivanejSie AM1 a PM3.

6.54 Molekulova dynamika

Molekulova mechanika a plne empirické, ¢i semiempirické kvantové metody rataja
dany systém, dana Struktaru v presnej orientacii a optimalizaciu geometrie prevadzaji na
zakale poklesu energie systému itera¢nym vypoctom do splnenia uvedenych podmienok
na terminaciu vypoctu. Molekulova dynamika na rozdiel od predchadzajicich pristupov
simuluje ¢asovo zavislé spravanie molekuly, respektive atdbmov, kombinovanim vypoctu
energie suplatnenim vhodnej metody, vhodného ,forcefield“-u, s Newtonovymi
pohybovymi rovnicami. Simulacia je inicializovana impulzom silového vektora, pre kazdy
atom v molekule a pokracuje kalkulaciou pozicie a hybnosti kazdého atébmu v molekule,

Obrazok. 4.

‘ Udelit jednotlivym atdmom iniciaénu poziciu: r=0), zvolit interval At ‘

|

J Udelit impulz: F=-AV(rl!), a= F/m ‘

‘ Zmena pozicie atémov: riith =l + yil* At +1/2 a*t2+... ‘

|

‘ Kalkuldcia a zaznamenanie energie systému: E( ‘

|

‘ Posun ¢asu: t(*1) =+ At ‘

.1

7{ Opakovanie vypoctu, i-ta iteracia ‘

1

‘ Terminacia vypoctu ‘

Obrazok 4. Algoritmus vypoétu molekulovej dynamiky.

Cielom simulacie je nahodny objav energetickych minim systému/molekuly. Tento
pristup poskytuje dynamicky pohlad na spravanie systému, ¢o sa ¢asto vyuziva na Stadium
kinetiky procesov, napriklad “skladania“ globularnych proteinov, alebo diftzia iénov v
okoli makroolekul, respektive biologickych proteinov. Vyhodou tohto pristupu je
skutoc¢nost, ze ak vypocet systému ,uviazne“ v lokadlnom energetickom minime, termicky

impulz umoznuje unik z tohto energetického stavu a pokracovanie vypoctu hladania
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globalneho energetického minima daného systému, grafické zndzornenie lokalneho
aglobalneho minima, prezentuje Obrazok 5. Strukturalne, dynamické a termodynamické
udaje z vypoctov molekulovej poskytuji pohlad na vztahy Struktara - funkcia, vazobné
afinity, mobility a stabilita proteinov, nukleovych kyselin a dalSich makromolekul, adaje,
ktoré nie mozZné ziskat statickymi modelmi s vypoctami semiempirickych metod a metdd

molekulovej mechaniky.

\\ RO
N

Obrazok 5. Grafické znizornenie lokilneho a globialneho minima hyperfunkcie pri hladani
energetického minima.

6.5.5 Matematické metddy hladanie energetického minima

Na Gvod je vhodné vysvetlit pojem energie, pojem lokalneho energetického minima,
globalneho energetického minima systému. Akakolvek ststavu objektov, ktord je
predmetom ratania, nazyvame systém. Systém ma v danom stave jasne definovana
vSeobecne zauzivany predpoklad - axiom, Ze systém ma vo vSeobecnosti prave jedno
globalne minimum, ktoré vSak nie je exaktne zname a vypo¢tom sa k nemu systém limitne
blizi, preto matematicky sa jedna o iteracny vypocet s kalkuldciou gradientu medzi
kazdymi dvoma cyklami vypoctu. Prakticky sa pri Startovani vypoctu zadavaji terminalne
podmienky, kedy ma vypocet zastat, bud uvedenim poctu cyklov vypoctu, ale najcastejsie
uvedenim hodnoty gradientu po ktory vypocet prebieha.

Na vysvetlenie hladania minima sa pouZiva pojem hyperplochy n-rozmerného

priestoru, v§etkych moznych stavov systému, znazorneného na priklade trojrozmerného
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priestoru, pomocou vrstevnic /drovni/ zndzorneny zvrasneny priestor s minimom.
S grafickych prezentacii je mozné znazornit lokdlne minima iglobalne energetické
minimum, vid Obazok. 6. Na hladanie minima tejto zlozitej funkcie sa najcastejSie
pouZivaja dva algoritmy: krokovy, klesajaci gradient /“steepes descent gradient - eng./,
kde systém prechadza stistavou stavov v smeru gradientu. Jeho vyhodou je Ze sa pomerne
rychlo priblizi energetickému minimu sastavy, ale velmi tazko hlada presnti polohu
minima v blizkosti globalneho minima, ¢o zbytoc¢ne predlzuje vypocet. Tento problém bol
odstraneny konjugovanym gradientom /“conjugate gradient“-eng./, ktory vedie systém
vypoctom cez stavy ktoré st definovanym kompromisom medzi vektormi gradientov v
aktualnom a predchadzajicom kroku vypoctu. Tento pristup pomalSie hladd minimom
v prvej faze vypoctu, ale zbyto¢ne sa ,nemoce” v terminalnej faze vypoctu. Nasledujtci
Obrazok 6. prezentuje porovnanie hladanie energetického minima hyperfunkcie systému

oboma spominanymi metodami.

JSteepest descent™
gradient,
s Konjugovany gradient,

X*

Xo

Obrazok 6. Porovnanie hladanie energetického minima hyperfunkcie systému metddou
steepest descent gradiendu (fialovym) a konjugovaného gradiendu (zelenym).

7  VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA

Chromatografia, ako ucebny celok, je zaradend do tejto problematiky, nakolko
umoziuje priradit latkam jeden vyznamny parameter, ktory je ¢asto aplikovany v §tadiach
typu SAR, Jednd sa konkrétne parameter - retencny cas, ktory je pre dané
chromatografické usporiadanie charakteristicky a odpoveda predovSetkym polarite
(lipofilite) danej latky, do istej miery kvantifikuje interakéné moznosti danej latky, ktoré
vyplyvaja z typu skeletu molekuly, ale predovSetkym z funkénych skupin, rozmiestnenych

na zakladnom skelete molekuly.
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Chromatografia je vo svojej podstate fyzikalna metoda, vyvinutad na separaciu latok.
Separované latky su delené medzi dve fazy, z ktorej jedna je nepohybliva (stacionarna)
a druha (mobilna) sa pohybuje v definovanom smere. Kvapalinova chromatografia (,liquid
chromatography“ - eng. /LC/) je separa¢na metdda, kde pohyblivou fazou je kvapalina
a nepohyblivou fazou je tuha latka, alebo kvapalina zakotvena na inertnom nosici.

Podla druhu nepohyblivej fazy rozliSujeme chromatografiu: kvapalina - tuha faza
(oznacovana ako LSC) a kvapalina - kvapalina (oznacovana ako LLC). Kvapalinova
chromatografia sa podla principu separacie deli na rozdelovaciu, adsorp¢nt, ionexovu,
gélovt, afinitnt a iénovoparov chromatografiu. Pri nastreku dvojice analytov AaB
(vzorka) do chromatografickej kolony naplnenej sorbentom (stacionarna faza) sa najprv
vytvori elu¢ny pas obsahujtici zmes oboch analytov. Tie s potom unasané mobilnou fazou

a na stacionarnej faze dochadza ku ich separacii, Obrazok 7.
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Obrazok 7. Separacia dvojice analytov v separacnej kolone delenim medzi sorbent a eleunt.

Pri prechode separovaného analytu koléonou prejde kazdd molekula vzorky
mnohokrat z pretekajacej fazy do sorbentu a spat. Doba, pocas ktorej separovany analyt
zotrvava na sorbente, zavisi od miery interakcii a ur¢uje poradie, vakom vychadza
z kolony. Cim st vacSie interakeie analytu so stacionarnou fazou, tym vicési je eluény cas,
t. j. tym neskor analyt optsta kolonu. Interakcie separovaného analytu so stacionarnou
fazou maju rézny charakter a zavisia od Struktary analytu a stacionarnej fazy, prezentuje
Tabulka 5.

Ak sa od seba dostatoc¢ne liSia distribu¢né konStanty delenych analytov, dojde po
urcitom cCase k ich ¢iastoénému az k tplnému rozdeleniu do izolovanych pasov - zon. Po

vystupe prvého analytu z kolony indikuje jeho pritomnost v eluate detektor a zaznamena
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elu¢ny pik. Oba rozdelené analyty st zdznamovym zariadenim zaznacené ako dve elu¢né

krivky, tomuto zdznamu hovorime chromatogram.

Tabulka 5. Druhy interakcii analytu so stacionarnou fazou.

Druhy interakcii Strukturalny podstata interakcii
A
hydrofébne interakcie o
OH
(van der Waalsove sily) | o
IWN
. . . 7 . 7, O_H
interakcie dipo6l-dipél O/
/o\/\ M
vodikova vazba ° o
"_|/
[¢]
/\)J\ COOH
I o +H3N
elektrostatické interakcie

Z6ny separovanych latok (analytov) sa pocas prechodu kolénou rozsiruju. Zoéne
analytu odpoveda pik (elu¢na vlna), ktora charakterizuje koncentra¢ny profil analytu
v zone, znazoriuje Obrazok 8. Sirka pikov odraza $irku zony prislusného analytu v koléne.

Sirka piku sa udava v dizkovych alebo ¢asovych jednotkach [mm, cm, s, min].

-
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Obrazok 8. Koncentra¢ny profil analytu v zone a odpovedajice elu¢né zaznamy.
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Stavba chromatografickej kolonky nie je zlozita, chromatografickd koléna je
v podstate tenka rtrka z inertného materialu s dizkou 5 - 30 cm a vnttornym priemerom
3, 4 alebo 4,6 mm naplnend sorbentom s priemerom zfn 3, 5, 10 om, ktory je drzany

v kolone pomocou frit.

71  STACIONARNE A MOBILNE FAZY PRE SYSTEM LLC

Podla polarity stacionarnej fazy sa rozliSuju dve zakladné usporiadania LLC a to
systém s normalnymi fazami NP (staciondrna fdza je poldrna a mobilnad faza je nepoldrna)
a systém s obratenymi /reverznymi/ fazami (,revrse phases“ - eng. /RP/) - (staciondrna
faza je nepolarna amobilna faza je polarna). V Tabulke 6 st uvedené najCastejSie
pouzivané typy stacionarnych faz v systémoch NP a RP a k nim prislichajice organické

rozpustadla (mobilné fazy).

Tabulka 6. Stacionarne a mobilné fazy v LLC.

LLC Stacionarna faza Mobilna faza
-(CHz);-CN

NP
~(CH,)s-NH,

(,normal phase*) pentan, heptan, chloroform a ich zmesi

-O-(CHz).-OH

=Si-CisHs; (skratka C18)
-CsHy;  (skratka C8)
-(CH,)sCsHs (skratka fenylova)

metanol, acetonitril, tetrahydrofuran,
voda a ich zmesi, moZny pridavok pufrov,
pripadne organickych kyselin na tpravu
pH

RP
(,reverse phase*)

Usporiadanie chromatografickej analyzy moze byt nasledovné:

e izokraticka elacia - zloZenie mobilnej fazy sa pocas eltcie analytu z kolony nement,
teda zostava konstantné, tento typ ellcie sa pouziva vtedy, ak sa afinita zloziek
vzorky knepohyblivej faze vyrazne nelisi, Cize separujeme latky s priblizne
rovnakymi fyzikalno - chemickymi vlastnostami.

e gradientova elicia - zloZenie mobilnej fazy sa pocas elticie meni, td sa pouziva
predovSetkym na urychlenie separacného procesu latok so zna¢ne rozdielnymi
vlastnostami v danom separa¢nom systéme. ZloZenie pohyblivej fazy sa meni tak,
aby sa zvySovala elu¢na sila. Zmenu zloZenia mézeme uskutoc¢nit naprogramovanym
pridavanim vzajomne mieSatelnych rozputstadiel alebo roztokov do mobilnej fazy,

¢im menime polaritu, pH a idnov silu pohyblivej fazy. Gradient pridavania moze byt
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naprogramovany rozne a moze mat rozny charakter, napriklad konvexny, konkavny,

linedrny ¢i schodovity.

7.2 VYBRANE ELUCNE CHARAKTERISTIKY

Reten¢ny (elucny) Cas tri: predstavuje ¢as, ktory uplynie od nastreku analytu do
kolény az po dosiahnutie maxima elu¢nej krivky. Mrtvy ¢as tu: odpoveda elu¢nému Casu
nesorbovanej latky, teda latky ktora sa pohybuje kolénou rovnakou rychlostou ako MF, w;
je Sirka j-teho piku v zakladni a wi je Sirka j-teho piku v polovici jeho vysky. Zakladné

elu¢né charakteristiky analytu prezentuje nasledovny Obrazok 9.

=
1

=
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odezva detektoru
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o

Obrazok 9. Zakladné eluéné charakteristiky analytu.

Selektivita chromatografickej kolony charakterizuje, ako velmi sa analyty na kolone
zadrZzuja a je vyjadrena retenénym faktorom k; (kapacitny faktor) podla nasledujace;j

rovnice (XXIV):

ki= (tr,i — tm)/tm = t'R,i/tm (XXIV),
Retencny faktor v praxi udava, kolko krat je elu¢ny objem separovanej latky vacsi

ako mrtvy objem. Velkost reten¢ného faktoru umoznuje odhadntt, do akej miery mozno

eluovat latky z kolony v prijatelnom case. Velkost k; je ovplyvnena vlastnostami pouzitého

sorbentu, elu¢ného ¢inidla a samotnym analytom.
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Ucinnost chromatografickej kolony charakterizuje, ako velmi sa zony separovanych
analytov na kolone vzdaluji. Mierou tGc¢innosti chromatografickej kolony je pocet
teoretickych priehradiek danej kolony (N) pre dany analyt, vypocitany podla rovnice (XXV)

nasledovne:

N = 16* (trj/Wj)* = 5,545* (trj/W1n;)? (XXV),

a dalSim parametrom je vysSkovy ekvivalent teoretickej priehradky (H), uplatnitelny pri

porovnavani kolén roéznej dizky (L), podla rovnice (XXVI) nasledovne:

H=L/n = {L/16* (wj/trj)*} = {L/5,545% (W1ni/trj)*} (XXVI),
Rozdelenie dvoch susednych analytov méze byt dokonalé nebo nedokonalé.

RozliSenie (R;j) charakterizuje mieru relativnej separdcie prip. mieru vzajomného

prekryvania dvoch susednych pikov prezentuje nasledovny Obrazok 10 a podita sa podla

vztahu (XXVII), nasledovne:

Rij = {2%( tri- trj)/(Wi+ Wi} = {2%Atr/(Wi+ i)} (XXVII),

[}
%E wiz=2354¢ Ri2=1.0
T °] w=4c prekrytie 2%
-
™
s
[~
i
]
' Riz2=15
n]
I prekrytie 0,1%
-2

T Y PR

Obrazok 10. RozliSenie R;; a prekrytie pikov dvoch analytov.
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Ziskany chromatogram nam poskytuje jednak kvalitativhu informaciu - polohu
pikov, ¢iZze Rr - retenény Cas. V kvalitativnej analyze sa vyuziva metdda porovnavania
retencnych casov Standardov a analyzovanej zlozky za tych istych podmienok merania.
Kvantitativnou informaciou je plocha pikov (v $pecialnych pripadoch staci aj vyska )
uréend integratorom, ktora je priamo imerna obsahu danej zlozky v zmesi. Kalibracia sa
uskutocniuje metoédou kalibra¢nej priamky (externa kalibracia), metédou vnatorného
Standardu a  metdédou Standardného pridavku. Priklad analytickej informacie

z chromatogramu prezentuje nasledujici Obrazok 11.

RESULTS

Peak RT(min) Height Area WO0,5
1 4.328 0.957 7.827 0.123
2 14.256 2.547 69.946 0.448
3 17.973 3.563 127.562 0.573
4 20.127 0.657 26.181 0.672
5 28.006 1.949 112.721 0.945

Obrazok 11. Priklad analytickej informacie z HPLC zariadenia, alebo integratora.

HPLC (,High Performance Liquid Chromatography“ - eng.) - vysokouc¢inna kvapalinova
chromatografia patri vstcasnosti medzi najfrekventovanejSie metdédy inStrumentalnej
analyzy. Oproti klasickej kvapalinovej chromatografii, kde sa pouZivali Castice s velkostou
100-200 pm sa v HPLC pouzivaju Castice 3-10 um, s ¢im stvisi aj narast odporu kolony-

narast tlaku v systéme a preto treba mobilnt fazu do kolén privadzat pod tlakom.
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7.3 INSTRUMENTACIA V HPLC

Schému HPLC zostavy - zariadenia pre HPLC analyzu prezentuje Obrazok 12.

Obrazok 12. Schéma kvapalinového chromatografu, 1- mobilna faza, 2,3- zmiesavacie
zariadenie, 4-depulzator, 5- pumpa, 6 - davkovacie zariadenie, 7 - slucka, 8 - predkolonka, 9 -
koldna, 10 - detektor, 11 - poéitac, softvér, 12 - odpad.

Zakladom pristroja je vysokotlakové ¢erpadlo, ktoré pracuje na principe dvoch oproti
sebe pracujucich piestov. Piestové Cerpadlo vyvinie tlak aZ 40 MPa pri volitelnom
prietoku mobilnej fazy. Pred pouzitim musi byt MF zbavena rozpusteného vzduchu, ¢o sa
dosiahne v naSom pripade pouzitim ultrazvukovych vin v zariadeni s nazvom degasér
(odplytiovac). Cerpadlo pretlada MF do chromatografickej kolony. Uéinnost kolén zavisi
nielen od kvality, ale aj od jej dizky, materialu z ktorého je zhotovena, od vniitorného
povrchu, spdsobu plnenia. Dizka kolon sa $tandardne pohybuje od 50 do 300 mm,
s velkostou zfn 3-10 um. Povrch silikagélov je slabo kysly, takze viac zadrzuje bazické latky
nez kyslé alebo neutralne. Hodnota pH mobilnej fazy nesmie byt vyssia ako 8, pretoze nad
tato hodnotu je silikagél uz chemicky nestabilny.

Vzorka sa do davkovaca vstrekuje Speciadlnou chromatografickou ihlou (ma gulata
$picku). Najjednoduchsie je davkovanie pri preruSeni toku mobilnej fazy, pomocou
davkovacieho zariadenia je mozné velmi pohodlne a prakticky bez tlaku davkovat
injek¢énou striekackou. Objem davkovacej slucky je v nastavitelny v mikrolitroch. Na
koléne sa zmes rozdeli na jednotlivé zlozky a tie unasané mobilnou fazou MF putujua do
detektora. Detektor sleduje pomocou vhodného snimaca niektora zvlastnosti eluatu
a signal sa po zosilneni vyhodnocuje pocitacovym softvérom. Detektory delime podla
principu nasledovne:

e UV-VIS detektor,
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¢ fluorescenc¢ny detektor,

¢ konduktivny detektor,

e hmotnostna detektor (MSD),

¢ refrak¢ny detektor (RI, alebo RID),
¢ scintila¢ny detektor,

e chiralny detektor,

Jednym z najpouzivanejSich detektorov je UV-VIS detektor, ktory sleduje absorpciu
ultrafialového alebo viditelného ziarenia pri prechode MF obsahujicej eluovant zlozku.
Signal z detektora je zapisany zaznamovym zariadenim. Softvér c¢asto samocinne
vyhodnocuje, spracovava a uklada ziskané data. S ulozenymi datami je mozné kedykolvek

pracovat a st mozné aj korekéné Gpravy.

74 STANOVENIE LOD A LOQ ANALYTOV

Jednym z mnohych parametrov analytickej metddy je medza detekcie a medza
stanovenia, ktorymi sa hodnoti jej citlivost. Tieto parametre sa stanovuju v ramci validacie
analytickej metody.

Medza detekcie LOD je také mnozstvo alebo koncentracia analytu, ktorad mozno
detegovat s postacujacou istotou pre dany analyticky postup. V chromatografii sa medza
detekcie udava ako koncentracia latky, pri ktorej je vyska elu¢nej viny 3-krat vyssia ako
Sum zakladnej linie.

Medza stanovenia LOQ je také mnozstvo alebo koncentracia analytu, ktora moze
byt kvantitativhe analyzovana s postacujacou spolahlivostou danym analytickym
postupom. Prakticky sa ako medza stanovenia udava koncentracia latky, pri ktorejje vyska

elu¢nejviny desatnasobne vyssia ako Sum zakladnej linie.
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8 STAVBA A REALIZACIA SKRININGOVYH EXPERIMENTOV

81 UVOD

Snaha o ziskanie kvalitnych tdajov o biologickej aktivite testovanych entit tvori
rovnocennu sucast §tadii typu SAR, Studii kvantitativnych vztahov Strukttra- aktivita. Pod
pojmom testovacie entity chapame subjekty, ktoré st predmetom testovania, t.j. Cisté
chemické latky (chemické individud), ich zmesi, zmesné vzorky extraktov rastlinného,
zivoc¢iSneho i mikrobiadlneho povodu. Aby ziskané tdaje boli pouzitelné a hodnoverné, ma

i tato Cast SAR Studii svoje pravidla a systém, ktory je predmetom nasledovnych kapitol.

8.11 Skriningové systémy

Skrining je vedecka, presnejsie vyskumna metoda hodnotenia kolekcie testovanych
objektov, spravidla pocetnej mnoziny s n > 10, ¢asto i podstatne viac. Skriningoveé systémy
maja za ciel vybrat v ¢asovo tolerantom limite jeden alebo niekolko testovanych objektov
z velkej mnoziny testovanych objektov na zaklade G¢innosti, odliSnosti. Na skriningové
metody nadvazuja detailné hodnotenie vybranych objektov. Z tychto dovodov st kritéria
na skriningové hodnotenie iné, spravidla menej prisne ako na testovanie vybranych latok,
pretoze ich cielom je vyber perspektivnych objektov a nie detailna, presna kvantifikacia
ich ac¢innosti. Ako priklad mozno uviest naroky na cCistotu testovanych latok, pre
skriningové Sttdie je realizovana syntéza velkej kolekcie latok, /tkzv. ,screening samples*
- eng./ v mnoZzstvo niekolko miligramov, postacuje Cistota 90% (HPLC, plosné %), pre
Studie farmakokinetiky a farmakodynamiky sa syntetizuji uz z primarnej mnoziny len
niekolko vybranych latok v gramovych mnozstvach, nutna je Cistota latky nad 98 %
a schvalenie ziadosti o prvé podanie latky ¢loveku, kam sa vybera na zaklade vysledkov
jedna latka z pévodnej mnoziny sa vyzaduje va¢sie mnozstvo latky ¢istoty nad 99,5 %.

Napriek niz§im kritériam na kvalitu testovanych latok ina kvalitu vystupného
parametra je mozné tieto data aplikovat do SAR §tudie o to viac, ak testované latky maja
Strukturalnu pribuznost a data pre komparativnu analyzu tvoria jeden viazany celok.

Skrining latok sa mozZe odohravat vo virtualnej realite na Grovni in silico (napriklad
»docking® latok v molekulach biologickych polymérov), ale predovSetkym vo fyzickej

realite.

46



Specialnou kategériou skriningovych systémov je vysokovykonny, vysokokapacitny
skriningovy systém - (,High Throughput Screening“ - eng. /HTS/, ktory predpoklada
skrining velkého mnozZstva testovanych entit/. Jedna sa predovSetkym o pracovisko
s robotickym systémom skriningu, s vyuzitim novej generacie mikroplatniciek s po¢tom
testovacich jamiek 384, 1536, alebo 3456, ¢o st nasobky klasickej mikroplatnicky formatu
8 x 12 teda 96 jamiek.

Priklad techniky na HTS prezentuje Obrazok 13, na ktorom je roboticky systém pre
davkovanie velkokapacitnej mikroplatnicky aroézne velkokapacitné mikroplatnicky

v komerc¢nej ponuke.

| |'.i||i|i|i||||l'|“'I

Obrazok 13. Priklad robotického systému pre davkovanie velkokapacitnej mikroplatni¢ky
a rozne velkokapacitné mikroplatni¢ky v komerénej ponuke.

Pre zvySenie kapacity skriningu st testované entity (latky) syntetizované
a testované v podobe tkzv. kniznic latok (,compounds libraries“ - eng.), t.j. zmes latok
napriklad po 10 latok. Ak je medzi 10-timi latkami minimalne jedna latka G¢inn4, prejavi sa
to ¢innostou celej kniZnice, ktora je potom testovana systémom hodnotenia kazdej latky
zvlast, po ich dosyntetizovani na pozadované mnozstvo. Pri syntéze latok sa casto
uplatiiuyje kombinatorialny pristup syntézy (Remko, 2002) na nosi¢i s varirovanim
jednotlivych nasledujtcich stavebnych ,building” blokov latok a terminalnom uvolnené
syntetizovanej molekuly z nosica po ukoncéeni syntézy. Princip kombinatorialnej syntézy
v pripade troch, respektive Styroch odliSnych stavebnych blokov (cukry, aminokyseliny,
iné chemické jednotky), znazornenych v podobe symbolov gulic¢iek inej farby, prezentuje

nasledovny Obrazok 14.
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Obrazok 14. Princip kombinatorialnej syntézy v pripade troch (pocet kombinacii = 27), respektive
Styroch (poéet kombinacii = 81) odliSnych stavebnych blokov (cukry, aminokyseliny, iné
chemické jednotky), znazornenych v podobe symbolov gulic¢iek inej farby, gulickou zelenej farby
je znazorneny nosic.

Na tomto mieste je vhodné poznamenat, Ze kombinatorialna syntéza prebieha
v platni¢kach, v ktorych sa nasledne realizuje aj samotné testovanie produktov syntézy.

Moderné skriningové systémy s majetkom astcasne ,know-how“ velkych
nadnarodnych spolo¢nosti, predovSetkym farmaceutickych firiem, ktoré skriningovy
systém zdokonalovali pre maximalnu uc¢innost, rychlost a spolahlivost vyberu
z pocetnych kolekcii (n=1000 -1000 000) testovanych entit. Skriningove testy sa skladaji
do supersystémov, tak, Ze testovana entita je podrobena testovaniu v danom teste 1,
potom postupuje do testu 2, aZ do testu n, kedy sa testovanie konci. Radenie jednotlivych
testov moze byt napriklad na zaklade klesajucej polarity optimalne tcinnej latky, to
znamena, ze pre kazdy test je mozné odhadntt optimalnu polaritu virtualne Gcinnej
Strukttry a tieto testy zoradit v smere klesajlcej polarity, respektive rastucej lipofility.

Dalsim prvkom organizacie skriningovych supersystémov je skuto¢nost, Ze pre
kazdy test je definovana uc¢innost hodnotou vystupného parametra, nad ktort ziskava
testovana entita v primarnom hodnoteni symbol 1 - G¢inna, respektive pod definovan
hodnotu ziskava symbol 0- netGc¢inna. Takto kazda latka, ktord prejde hodnotenim
v skriningovom supersystéme ziskava obraz o svojej i¢innosti, zapisatelny v digitalnom
kode, napriklad: 1,0,1,1,0,0,0,1,0,0,1. Tento kdd hovori o perspektivach danej latky pre dany
ucel, napriklad pre Gcely vyvoja ako lie¢ivo, nakolko Cast testov v supersystéme sa moze

tykat Gc¢innosti, Cast toxicity, ¢i neziaducich G¢inkov. Ak sa testovana entita javi ako
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perspektivna je realizované detailné, presné hodnotenie uz len vo vybranych testoch.

Schéme supersystému popisuje nasledujaci Obrazok 15.

‘ Testovana entita (TE) ‘

|

‘ Test 1, optimélne logP,; vystup: 0 ak %IA;<%IA <1 ak %IA, ‘

‘ Test 2, optimélne logP,; vystup: 0 ak %1A,<%IA <1 ak %IA, ‘

|

‘ Test i, optimalne logP;; vystup: 0 ak %IA<%IA,<1 ak %IA; ‘

‘ Test n, optimalne logP,; vystup: 0 ak %IA <%IA <1 ak %IA, ‘

|

‘ Terminacia hodnotenia (TE) v superskriningovom systéme ‘

‘ Digitalny obraz (TE) v superskriningovom systéme: 1,0,...1....0 ‘

| logP,>logP,...>logPi...>logPn ‘

Obrazok 15. Schéma hodnotenia testovanej latky v supersystéme s radenim testov na principe
rastucej lipofility s vystupnym parametrom percenta inhibiénej aktivity (%IA) v jednotlivych
testoch.

V spojeni s robotickym vybavenim pontka tento pristup velmi G¢innych nastroj na

hodnotenie testovanych entit a objav novych tcinnych Struktur.

8.1.2 Fotometria

Aby bolo mozné merat GCinnost testovanej entity, vpraxi sa uplatiiuje
komparativny, ,bi-line" systém, kde v testovacom systéme je paralelne testovana ststava
s testovanou entitou ako vzorka abez nej ako kontrola. Na zaklade komparacie
s uplatnenim datového procesingu a metdd primarnej a sekundarnej Statistiky je mozné
vycislit a kvantifikovat Gc¢innost testovanej entity. Aby bola mozna tato komparacia je
nutny merany parameter na primarnu kvantifikaciu. Parameter, jasne meratelny, fyzikalne
opodstatneny, merany bud gravimetricky (vaZenim), opticky vyuzivajuc vhodné zlozky
elektromagnetického spektra, alebo scintila¢ne, merajic pocet impulzov radioaktivnych
Castic po fotonasobici v scintilacnom detektore.

Z hladiska rychlosti, bezpecnosti a uzivatel'skej komfortnosti sa v praxi uplatnili a do

roznych podob rozvinuli fotometrické stanovenia. Tieto stanovenia sa opieraju
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o zakonitosti Lambert-Beerovho zakona. Princip fotometra prezentuje schéma na

Obrazku 16.

Fotodetektor Wystup

R IC[/ % A 0260

1 h Wzorka

Néasohié

Monochromator Kyveta

Obrazok 16. Princip a zloZenie fotometra, pozostavajici zo zdroja svetla, monochromatora,
kyvety s roztokom testovanej entity, vzorky, fotodektora, nasobiéa s detekciou vystupu.

Fotometria, respektive spektrofotemetria patri do skupiny spektralnych optickych
metod zaloZenych na merani a vyhodnocovani. absorpcnych spektier. Pri prechode
elektromagnetického Ziarenia vrstvou absorbujuceho prostredia dochadza, okrem inych
javov, k ¢iasto¢nej alebo uplnej absorpcii. Fyzikilna podstata javu absorpcie suvisi
s excitaciou atbmov a molekul a s pohltenim energie Ziarenia.

Zakladny zakon, ktory kvantitativne popisuje absorpciu svetla pri prechode vrstvou
absorbujuceho prostredia (roztokom absorbujicej latky) je spominany Lambertov -

Beerov zakon (XXVIII):

log Po/®=A=¢e.d.c (XXVII),

kde @ je intenzita svetla pri vstupe do absorbujaceho prostredia, @ - intenzita svetla
zoslabeného absorpciou po prechode absorbujucou vrstvou, A - veli¢ina, ktora
kvantitativne charakterizuje absorpciu a nazyva sa absorbancia, £ - molovy absorpény
koeficient [dm®mol™cm™], d - hribka absorbujtcej vrstvy [cm], ¢ - latkova koncentracia
absorbujacej latky[mol dm™].

V rozsahu platnosti Lambertovho - Beerovho zakona je molovy absorpény koeficient

konstantou, ktora ma vyznam absorbancie roztoku s koncentraciou 1 mol dm™ pri hribke
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absorbujacej vrstvy 1 cm. Pomer @ /&, sa nazyva transmitancia (priepustnost), oznacuje sa

T a Casto sa vyjadruje v %. Udava, kolko % svetelnej energie absorbujtca vrstva prepuasta.

Lambertov - Beerov zakon plati presne len za urcitych podmienok:

 svetlo prechadzajtce vrstvou roztoku musi byt monochromatické,

e koncentracia absorbujucej latky nesmie byt vysokd, idedlne je meranie absorbancie
v intervale linearity, do hodnoty 0,6,

e absorbujica vrstva musi byt pravy roztok. Vkoloidnych roztokoch a suspenziadch
Lambertov - Beerov zakon v dosledku velkého rozptylu svetla na koloidnych
a suspendovanych casticiach neplati,

o platnost Lambertovho - Beerovho zakona je porusSena tiez vtedy, ak zriedovanim

roztoku dochadza k posunu chemickej rovnovahy, na ktorej sa zic¢astiiuje merana latka,

Nevyhodou spektrofotometrie /fotometrie v klasickom usporiadani je velka
spotreba roztokov areagencii nakolko objem klasickych kyviet je 3 ml s moZnostou
detekcie vzorky vroztoku sobjemom 2 ml, dalej pracnost klasického usporiadania
merania vymenou kyviet. Tento nedostatok vhodnym sposobom rieSi pouZivanie

mikroplatni¢kového systému. Obrazok 17 prezentuje ukazku kyviet do spektrofotometra.

Obrazok 17. Ukazka roznych typov kyviet pre spektrofotometriu.

813 Mikroplatnickova technika

Mikroplatni¢kova technika je technika, ktora vyuziva na fotometrické meranie
mikrotitracné platnicky. St to platnicky z plastu, ktoré maju definovany pocet jamiek, kde
kazda jamka nahradza jednu meraciu kyvetu. Jedna sa vlastne o fotometer s ,repeating” -

eng. usporiadanim, kedy pristroj meria, skenuje postupne kazdu jamku v definovanom
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rozsahu vsmere stipcov, alebo riadkov. Mikroplatni¢kova technika méa vyznam, ak
meranie kazdej jamky ma nalezitosti merania v kyvete, to znamena pristroj svojou ,seba“
kontrolou /,selftest* -eng./ musi skontrolovat, Ze v kazdom impulze (meranie jednej
jamky) emituje rovnaké mnozstvo svetla, prislusnej vinovej dizky a detektor deteguje
merany vystup fotondsobica v istom definovanom intervale. Mikroplatni¢kové meranie
ma dalej vyznam ak je rychle a Setri tak okrem nakladov na reaként zmes aj ¢as nutnd na
meranie. Princip mikrolatnickovych c¢itacov /fotometrov, spektrofotometrov/ je rovnaky
ako je popisany na Obrazku 16, stym rozdielom, Ze sa jedna o opakované impulzné
meranie, ktoré pri najmodernejSich pristrojoch trva niekol'ko sekind. Nasledujici Obrazok

18 prezentuje priklad niekolkych mikroplatnickovych &itacov.

Obrazok 18. Priklad jednoduchych ,reader“-ov, konkrétne typu OPSYS MR, od firmy Dynex
a EIx80, od firmy Biotek.

8.14 Systém merania na miroplatni¢kach

Systém merania s vyuzitim mikroplatni¢kovej techniky pozostava z niekolkych faz:
¢ priprava mikroplatnicky,
¢ Startovanie mikroplatnicky,
o kultivacia mikroplatnicky,
e meranie mikroplatnicky,

e dekontaminacia, umytie, likvidacia mikroplatnicky,

Priprava mikroplatnicky moéze prebiehat svyuzitim robotickych, plniacich,

mikroplatnickovych  systémov, alebo manuidlne spouzitim multikanalovych
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automatickych pipiet. Jedna sa o rovnaky systém pipiet, ako bezne pouzivané pipety s tym
rozdielom, Ze maja takzvané ,multistroke“ — eng., usporiadanie pre 4, najcastejSie pre 8
respektive 12 kanalov. Praca s takou pipetou, respektive i presnost prace je rovnaka ako
sbezne pouzivanou automatickou pipetou v biochemickom laboratériu. Okrem
multikanalovch pipiet sa ¢asto vyuzivaja takzvané ,stepre* - eng., multikanalové pipety,
usposobené na 1 nasatie davkovaného roztoku a niekolkonasobné plnenie roztoku do
riadkov, alebo stipcov, zatial' ¢o multikanalova pipeta vyZaduje vhodnti nadobu a nasatie
roztoku pred kazdym plnenim. Co sa tyka $piciek, existuje $iroka ponuka podla objemu,

farebne rozliSena. Priklad multikanalovych pipiet prezentuje nasledujici Obrazok 19.

HEL
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Obrazok 19. Princip a priklad multikanalovych pipiet (A,B) a multikanalového steppera (C).

Mikroplatni¢ka ponuka Siroké moznosti organizicie dat, vyplyvajice z definovania
jednotlivych jamiek, pricom ktorakolvek zjamiek moze byt definovana ako blank (B),
kontrola (K), §tandard (S), alebo testovana jamka (T), pricom $tandard byva testovany vo
viacerych, minimalne piatich koncentraciach (S, S, S; ....Si). Kazda z tychto uvedenych
kategorii byva multiplikovana v podobe paraleliek (j=4 a viac). Paralelky mozu byt radené
v smere riadkov, alebo stipcov s ohladom na charakter multikanalovej pipety (n= 4, 8, 12),
tak aby kazda $picka multikanalovej pipety pracovala s jednou paralelkou. Tejto organizacii
mikroplatni¢ky odborne hovorime Templat mikroplanti¢ky. Priklad jedného z templatov

prezentuje nasledujici Obrazok 20.
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Obrazok 20. Templat mikroplatni¢ky pre hodnotenie 8 latok - inhibitorov (I, I, Is .... Is), blanku
(B) a kontroly (K) a v 6smich paralelnych meraniach v smere riadkov.

Priprava mikroplatnicky vychadza zo skutoc¢nosti, ¢i sa meranie uskutoc¢niuje bez
rizika mikrobialnej kontaminacie - vtedy sa vyuZivaju sterilné mikroplatnicky, alebo na
Cistej, nesterilnej mikroplatni¢ke. Sterilny systém prace, umoznuje prace
s mikroorganizmami a bunkovymi kulttrami.

Startovanie mikroplatni¢ky je pridavok roztoku, ktory je kauzalny, vzhladom na
narast meranej veliCiny - najcastejSie absorbancie, alebo fluorescencie. Zasadou je
pridavat tento roztok naraz a ¢o najrychlejsie, idealne multikanalovou, automatickou
pipetou, alebo multikanalovym stepperom. Cas, ktory uplynie po sken prvych dat sa
nazyva mrftvy ¢as a v merani by mal mensi ako 1 mintta.

Kultivacia mikroplatnicky by mala prebiehat pri definovanych, nemennych
podmienkach, spolo¢nych pre kazda jamku, pre celt mikroplatnicku. Definované
podmienky su najcCastejSie teplota, mieSanie a svetelny reZim. Na zabezpecnie tychto
rezimu st komercne k dispozicii rézne kultivaéné boxy a ,shaker*-e, s rozsahom teplot 0-
60°C, s otackami pri mieSani do 1000 RPM. Pokial st predmetom experimentu bunky
/mikrobialne, zvieracie, ¢i ludské / byva ¢asto nutnym krok vymeny média, ¢o sa deje
centrifugaciou mikroplatni¢iek v centrifigach s vhodnym nadstavcom, pricom pre tento
ucel st vhodné mikropaltnicky typu U, s jamkami s profilom v tvare U oproti platnickam
typu P, ktoré maj ploché dno a st urcené pre beznt biochémiu. Nasledujici Obrazok 21

prezentuje ukazku mikroplatnickovych ,shaker-ov.

54



Obrazok 21. Priklad mikroplatnickového ,skaker‘-a PMS-1000 od firmy Grant Bio
a mikroplatni¢kovy termostat PST-100HL od firmy Biosan.

Meranie mikroplatni¢ky vychadza zo spOsobu merania, v principe st mozné dva
mody merania:

o takzvané ,endpoint“ - eng., meranie, kedy je narast meranej veliciny (absorbancia,
fluorimetria) ukonceny, napriklad pridavkom terminujaceho roztoku, ktory zmenou
pH, i6novou silou, denaturaciou alebo inym procesom zabezpeci koniec procesu
a koniec narastu meranej veli¢iny, vtoyot pripade nie je tak prisne dolezité
terminalne meranie v stanovenom case,

o takzvané kinetické meranie (kineticky mod) , kedy kontinudlne prebieha narast
meranej veli¢iny a je skenovany v presne definovanych casoch, kedy je meranie
spustené bud manualne a je nutné presne dodrzat ¢as snimania dat mikroplatnicky,
alebo je vyuzity kineticky mod zariadenia, alebo obsluzného softvéru, ktory presne
spusta jednotlivé merania,

Po merani je nutné mikroplatni¢ky zlikvidovat umytim, v pripade, Ze predmetom
merania je potencialne infek¢ny agens tak aj dekontaminaciou dekontamina¢nym

roztokom, napriklad roztokom ajatinu.

815 Primarny datovy procesing

Primarny datovy procesing je spracovanie dat, ktoré mikroplatni¢kovy ¢ita¢ meria
a emituje ako primarny zaznam dat, bud vo formate listingu, alebo vo formate matice

s prisluSnym popisom. V zasade je mozny primarny datovy ,processing“ — eng., priamo
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na mikroplatnickovom citaci, alebo na pocitaci s vyuzitim prislusného softvéru (napriklad
softvér ,Revelation quiclink®), alebo je mozné ziskat maticu dat po realizacii konverzie
v bezZnom c¢iselnom formate, alebo v textovom formate a spracovanie dat v programe MS
Excel (zakladna sucast balika Office), eventualne vinych programoch. Predmetom
primarneho ,processing“-u je vypocet zakladnych parametrov a to konkrétne % zvyskove;j
- rezidualnej aktivity (%RA) a % inhibicnej aktivity (%IA) podla nasledujucich vztahov
(XXIX) a (XXX) nasledovne:

%RA = {((Avz-Ag)/(Ak-Ag))*100} (XXIX),
%IA = {[1-((Avz-AB)/(Ak-A))]*100}, resp. %IA = 100 - %RA (XXX),

Pricom Ay; je absorbancia vzorky, As je absorbancia blanku a Ax je absorbancia
kontroly. Primarne parametre %RA, respektive %IA musia byt vypocitané pre kazda jamku

Standardu (S;;) a pre kaZdt jamku s testovanou entitou (Tsj).

8.1.6 Sekundarny datovy procesing

Sekundarny datovy ,procesing” nadvazuje na primarny ajeho cielom je vypocet
zakladnych parametrov. Zakladnym, sekundarnym parametrom pre meranie G¢innosti
latok ako testovanych entit je vypocet nasledovnych parametrov: inhibi¢na koncentracia
ICso — koncentracia zodpovedna za 50% mieru inhibicie, podobne vypocitana efektivna
davka EDso, respektive letalna davka LDso a podobne. Podstata vypoctu je vypocet presnej
koncentracie, ktora odpoveda 50%-alnej miere odozvy (inhibicia, i¢inok, mortalita)
z linearnej zavislosti koncentracie (c) aodozvy (Y), respektive koncentracie (c)

v logaritmickom tvare podla nasledujiceho vztahu (XXXI), nasledovne:

Y =a+b*(c), Y =a+b*log(c) a,b -— konStanty linearnej regresie (XXX1D),

Zistenie hodnot konstant v aplikacii MS Excel je mozné priamo pridanim linearne;j
trendovej zavislosti do grafu svyznaCenim rovnice priamky, pripadne aj hodnoty

korelacného koeficienta r? alebo vypoCtom s pomocou vzorcov (a= INTERCEPT, b=

56



SLOPE, r= CORREL). Pre idealny vypocet parametra ICso (EDso, LDso) musia byt splnené
nasledovné predpoklady:
o mame k dispozicii minimalne 5 dvojic bodov zavislosti odozvy (Y) od koncentracie
(©),
e minimalne 2 dvojice bodov st pod adve dvojice bodov nad predpokladanou
hodnotou ICs (EDso, LDso), vid Obrazok 22,
 zavislost odozvy (Y) od koncentracie (c), respektive log (c) dava hodnota korelacného

koeficienta r? >0,95, v idealnom pripade 0,99,
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Obrazok 22. Spravne a akceptovatelné rozlozenie dat pri vypocte parametrov ICso (EDso, LDso).

Poslednym krokom v ramci sekundarneho datového ,processing“-u je vztiahnutie
nameranych dat k definovanému §tandardu. BeZne pouzivanym S$tandardom pri merani
antioxidacnej aktivity byva TROLOX - chemicky sa jedna o nasledovn latku: 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina - vodorozpustny analég vitaminu E,
Castym Standardom pri enzym-inhibi¢nych testoch byva epigalokatechin galat EGCG
a jednoduchym prepoc¢tom je mozny akykolvek namerany/vypocitany parameter vyjadrit
v jednotkach miligramov zvoleného Standardu. NajCastejSie sa tento pristup aplikuje pre
zmesnych vzorkach - napriklad vzorkidch extraktov. Takto ziskany parameter sa
intenzifikuje vztiahnutim na 1 g nativnej hmoty, alebo 1 ml extraktu, ¢im je umoZnené

vzajomné porovnanie vzoriek extraktov medzi sebou.

8.2 PRIKLADY APLIKACIE SAR STUDI{

8.21 Vztah Strukturalnych parametrov voci inhibiénej aktivite

Ako bolo preukazané v mnohych pdévodnych a vedeckych publikaciach, flavonoidy

st nepochybne Gcinnymi inhibitormi farmakologicky atraktivnych enzymov. Antioxida¢ny
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ucinok flavonoidov je rovnako dobre znamy a bohato publikovany. Obe biologické aktivity
st determinované spolo¢nou vlastnostou polyfenolickych latok, vratane flavonoidov.
Vysledky inhibi¢nej aktivity flavonoidov na bovinny B-trypsin prezentuje (Struktary
flavonoidov, uvedenych v tejto kapitole prezentuje Obrazok 23) Tabulka 7 (Maliar a kol.,
2004). Z vysledkov je zrejmy vyrazny rozdiel v inhibi¢nej aktivite v prospech tri-, tetra-
a pentahydroxysubstituovanych flavonoidov, c¢o podporuje myslienku vyznamu
hydroxyskupin ako donor-akcetornych funkénych zoskupeni pre vodikové interakcie v S'
regione B-trypsinu a urokinazy. NajacinnejSie latky zo skupiny flavonoidov st radovo
potentnejSie ako hydroxysubstituované aromatické kyseliny, ¢o poukazuje na to, Ze
flavonoidovy skelet idealne ,okupuje“ priestor S' regionu B-trypsinu, potvrdzuju to
i zavery pocitacovych §tadii nekovalentnych interakcii medzi vybranymi flavonoidmi
amodelom P-trypsinu, vid pripad nekovalentnej interakcie kvercetinu v katalyticke;j
kavite bovinného f-trypsinu, Obrazok 24.  Vzajomnym porovnanim roznych
Strukturalnych flavonoidov, ako inhibitorov trypsinu pribuznych proteindz, mozno podla
klesajicej inhibi¢nej aktivity ziskat nasledovnt radu: flavonoly >flavony >flavanoly>
izoflavonoidy> flavanoény. Pocitacové studie potvrdili vyznam vhodnej lokalizacie hydroxy
skupin, preferovana je konformacia 3,5,7-trihydroxy, ktora sa zda byt esencialna pre

inhibi¢na aktivitu na oba enzymy.
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Obrazok 23. Struktiry hodnotenych flavonoidov.
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Tabulka 7. Inhibiéné aktivity testovanych latok zo skupiny flavonoidov vyjadrenej parametrom
ICso na bovinny B-trypsin.

Testovana latka ICso na trypsin
(mM)

Flavonoly

Galangin 0.035

Morin 0.027

Kvercetin 0.010

Flavény

6-Hydroxyflavon >1.024

7-Hydroxyflavon >1.024

Chrysin >1.024

7,8-Dihydroxyflavon 0.657

Baikalein 0.055

Flavanony

6-hydroxyflavanén 0,252

Naringenin 0.484

Hesperetin >1.024

Flavanoly

Taxifolin | >1.024

Izoflavonoidy

Daidzein | >1.024

Antokydny

Malvidin | 0,040

Obrazok 24. Optimalizovana geometria kvercetinu v modeli S' regionu hoviadzieho B-trypsinu
po vypocte v programe Hyperchem cyklickou optimalizaciou naboja latky semiempirickou
metodou AM1 a optimalizaciou geometrie komplexu enzym-latka metédou molekulovej
mechaniky AMBER /frontalny a inverzny pohlad/ s vyznaéenim katalytickej triady.

Inhibi¢na aktivita 15-tich vybranych flavonoidov (Tabulka 6) na trypsin slizila ako
zaklad Stadie kvantitativnych vztahov Struktara - aktivita. Do Stadie boli zaradené

rozmanité latky zo skupiny flavonoidov, konkrétne flavony ato monohydroxy
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substituované - 6-hydroxy, 7-hydroxyflavon, dalej dihydroxysubstituované flavony
(chrysin, 7,8-dihydroxyflavon), trihydroxysubstituované flavony (galangin, baikalein), dalej
rozne substituované flavanony (6-hydroxyflavanon, naringenin, hesperetin, jeho
diglykozid hesperidin), dalej taxifolin ako predstavitel flavanolov, daidzein ako
predstavitel izoflavonov a nakoniec malvin ako predstavitel antokyanov.

Prevedend bola jednoparametricka pri¢innd analyza zvolenych parametrov
u ktorych sa predpokladala vztahova suvislost sinhibi¢nou aktivitou latok (suma
parcialnych nabojov na kyslikoch hydroxyskupin X307, suma parcialnych nabojov na
vodikoch  hydroxyskupin X8H', rozdelovaci koeficient (logP), hydratacna energia
obsadeného orbitalu eLUMO, povrch molekuly S, objem molekuly V a refraktivita R).
Prehlad vypocitanych parametrov prezentuje nasledovna Tabulka 8. Boli zistené
vyznamné vztahy medzi inhibi¢nou aktivitou latok na trypsin a polaritou latok vyjadrenou
ako log P (r=0,849, F=10,366), resp. sumou parcialnych nabojov na vodikoch hydroxy
skupin flavonoidov (r=0,890, F=15,204). Vysledky SAR Studii potvrdzuju uz v predoslom
zdoraznovana skuto¢nost, Ze inhibitormi trypsinu sa stavaju polarne latky s reaktivnymi
konformaciami poskytujacimi protéony vodika ako donory tvoriacich sa vodikovych
interakcii v katalytickom centre trypsinu. Poznatky tejto kapitoly prace v nadvaznosti na
predchadzajtce zistenia poukazuji na skuto¢nost, ze molekuly flavonoidov mézu vstapit
do interakcie s katalytickym centrom trypsinu dvoma sposobmi a to prostrednictvom
hydroxyskupin na A kruhu do centra enzymu, alebo hydroxyskupinami na bo¢nom kruhu

(kruh B), vid Obrazok 25.
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Obrazok 25. Schématické znazornenie dvoch moZnych pristupov molekuly flavonov do
katalytickej kavity enzymov.
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Z SAR-ovych §tadii bola postulovana potreba selektivnej derivatizacie (acylacie, alkylacie)
susediacich hydroxy skupin (vicindlne zoskupenie, meta-dihydroxy, alebo susedné
trihydroxy zoskupenie) len na kruhu B, alebo naopak len na kruhu C. Problémy selektivnej
derivatizacie porovnatelne reaktivnych hydroxyskupin flavonoidov chemickou cestou
viedli k predpokladanym lepS§im perspektivam cielenej enzymovej transformacie, a to na

celularnej trovni, alebo na Grovni izolovanych enzymov in vitro.

Tabulka 8. Prehlad vypocitanych fyzikalnochemickych parametrov vybranych flavonoidov
pomocou QSAR modulu vprograme Hyperchem po cyklickej optimalizacii naboja
semiempririckou metodou AM1 a optimalizacii geometrie latok MM metédou AMBER.

Teff::l:?ne 2507 I gl eI-[I(:‘I\,/]lO elig\hfl]l ° [kcallj:::lol"] [de]lzye] [22] [}é] [23]
Galangin | -0964 | 0738 | -1,96 | -0015 | 03321 | -2056 3386 | 4398 |720,66| 79,96
Morin 1427 | 1184 | -401 |-03907 | 00691 | -2948 4207 | 45919 | 7604 | 8317
Kvercetin | -1475 | 1207 | -4,01 | -0,004 | 0,1618 -32,88 3174 | 46135 | 7619 | 8317
6 ‘é‘ﬁ;ﬁ"y -0,679 | 0219 | -0,04 | -0,378 | 0,0798 -11,39 4761 | 42687 |69133| 76,67
7"223;)1” -0,687 | 0225 | -0,04 | -0,3067 | 0,0345 11,47 4447 | 426,87 | 691,58 | 76,67
Chrysin | -0,969 | 0494 | -1,06 | -04033 | 0,043 17,12 515 436,99 |70649 | 78,28
7*8"32%‘11;0“ -0,958 | 0484 | -1,06 | -0,0551 | 0,0418 -16,19 4407 | 434,04 |707,24 | 7828
Baikalein 118 | 0729 | -2,09 | -0,0061 | 0,0623 | -21,08 6104 | 44567 | 72497 | 79,88
Taxifolin 155 | 1175 | -3,02 | -0,2932 | 0,0099 | -33,21 2277 | 459,08 | 77131 | 812
6&233;2? -0,737 | 0218 | 049 |-05763 | 0,1298 -10,79 3,366 435 | 702,81 | 75,05
Naringenin | -1,274 | 071 | -1,56 | -0,0109 | 01094 | -2328 3,44 45165 | 740,26 | 78,26
Hesperetin | -1185 | 0711 | -256 | -0,0752 | 0,3298 | -20,75 3,048 | 422,04 |69423| 84,63
Hesperidin | -4,274 | 1824 | -476 |-0,6033 | 0,0131 -38,22 432 827,68 14955’5 148,15
Daidzein | -0935 | 0446 | -1,03 | -04491 | 0,0786 -19,41 2395 | 42933 |70059| 77,08
Malvin 462 | 197 | -712 | -04104 | 01873 | -40,09 820,8 | 8208 15384’3 157,42

8.2.2 Vztah interakénej energie voci inhibi¢nej aktivite

Pokial je k dispozicii stbor s 3D Strukttrou enzymu, alebo receptora a prislusny
softvér s uréitymi parametrami, je mozné uskutocnit $tdiu modelovanie nevazobnych
interakcii latok v katalytickom centre vybraného enzymu. X-ray, NMR alebo teoreticky

rieSené modely nekovalentnych komplexov enzymov a ligandov, v zmysle inhibitorov
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ponuka verejne pristupna Brookhavenska proteinova databaza, vid Kapitola 6.31. Tato
databaza obsahuje velké mnozstvo siborov proteinaz, Specificky aj napriklad subory
trypsinu, z ktorych je mozné pomocou vhodného softvéru pripravit modelovy systém na
Studium nekovalentnych interakcii s roznymi ligandami v pozicii inhibitorov. Ako priklad
mozno uviest §tadiu modelovanie nekovaletnych interakcii bovinného B-trypsinu
s predmetnou kolekciou vybranych latok zo skupiny flavonoidov (Maliar a kol., 2004).
Nakolko boli flavonoidy testované ako vhodné stavebné bloky inhibitorov s cielom
zamenit kyselinu gaunidinobenzoovt ako xenobioticky prvok v molekulach lie¢iv na baze
inhibicie serinovych proteinaz trypsinovej rodiny bol ako Startovny stbor vybrany
komplex bovinného B-trypsinu s guanidinobenzoovou kyselinou (GBA). Pred tym, ako boli
jednotlivé molekuly flavonoidov zamieniané za GBA bol systém Studovany, tak, aby
Startovné pozicie ¢o najviac odpovedali realite. Ukéazalo sa, Ze molekula flavonoidov
idealne zapada do tkzv. S' regiéonu enzymu, ktory tvori prazdny priestor v blizkosti
katalytickej triady, vstupni branu tvoria fragmenty polypeptidového retazca
SoSovkovitého tvaru, kam moZe molekula flavonoidov vkiznut vdvoch moznych
geometriach, v jednom pripade je rovina kruhu orientovana tak, ze karbonyl v polohe 4
mieri do vnatra enzymu (Startovna pozicia A), respektive smerom von z enzymu (Startovna
pozicia B). Dal§im parametrom bol realny stav karboxy skupiny Asp'®’, ktory moze byt za
danych podmienok v ionizovanom stave (COO), alebo v neionizovanom stave (COOH).
Kombinacia vSetkych moznosti urcuje 4 Startovné stbory ratania pre kazdd molekulu
testovaného flavonoidu. Klasicky format vypoctu S$tadiu ,doking“-u, tj. interakcie
testovanej Strukttry v katalytickom priestore enzymu ma stavbu vypoctu celkovej energie
Cistého enzymu Eenym, celkovej energie samotnej Struktary ligandu Eigna a celkovej
energie komplexu enzym-ligand Eiompex. Interakéna energie je definovana ako miera
znizenie celkovej energie pri asociacii enzym - testovana Struktara Ein, ktora sa vypocita

podla nasledovného vztahu (XXXII).

Eint = Ekomplex —(EenZ}'Im + Eligand) (XXXH),
Nakolko boli definované Styri mozZné, Startovné pozicie, pre kazdy vypocet sa ziska

hodnota Ein. Nasledujuca Tabulka 9 uvadza vysledky SAR Studie kolekcie testovanych

entit zo skupiny flavonoidov, ktorad prezentuje hodnotu parametra ICso, zaporny

logaritmicky tvar hodnoty ICs, teda PICso, molekulovit hmotnost latky /Struktary (MW)
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a hodnoty Ei, vyjadrené ako minimalna (maximalna) hodnota zvypoctov Styroch

Startovnych pozicii, respektive priemerna hodnota zuvedenych Startovnych pozicii

s predpokladom, Ze testované Struktiry mozu nahodne obsadit obe geometrie A i B a 50%

enzymu sa nachadza v stave ionizovanej formy karboxylu Asp'®®. Tabulka 10 prezentuje

komplexné Statistické SAR vypoctu.

Tabulka 9. Tabulka SAR parametrov kolekcie vybranych flavonoidov.

P. ¢. | Latka ICso PIC MW minE;,, | priemerEi,
1 Kvercetin 0,01 5,00 302,20 -25,47 -21,28
2 Myricetin 0,02 4,81 318,20 -25,64 -19,61
3 Morin 0,02 4,70 302,20 -22,27 -18,77
4 Akacetin 0,02 4,55 284,30 -19,73 -16,76
5 Baikalein 0,02 4,26 270,20 -17,62 -12,69
6 Galangin 0,04 4,50 270,20 -16,39 -12,56
7 Apigenin 0,04 4,40 270,20 -15,77 -12,49
8 Izoramnetin 0,04 4,40 316,30 -13,60 -12,42
9 Fisetin 0,05 4,34 286,20 -15,37 -12,94
10 Kempferol 0,06 4,22 286,20 -16,61 -12,14
1 Biochanin A 0,13 3,87 284,30 -16,01 -12,68
12 Naringenin 0,48 3,32 272,30 -12,12 -10,42
13 6-Hydroxyflavon 0,66 3,18 254,20 -10,50 -8,20
14 7-Hydroxyflavon 1,24 2,91 238,30 -5,20 -4,20
15 | 7,8-Dihydroxyflavon 1,52 2,82 | 23830 | -4.80 -3,80
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Tabulka 10. Prehlad vypoc¢itanych Statistickych parametrov linearnej regresie prvého stupna
vybranych flavonoidov pomocou programu Datafit.

Y ICso [uM]
eHOMO | eLUMO En D S \% R ! .
X o8P | "rev] | [eV] | [kealmol"] |[debye]| [A7 | [A% | [Ay | Z°O | TH
A 0,529 1,388 1,243 0,107 -0,087 | -0,039 | -0,022 | -0,125 | 3,246 | -2,353
Standardna 0164 | 2,476 3,545 0,032 0335 | 0016 | 0,009 | 0124 | 1422 | 0,603
odchylka
T-test 3,220 | 0,560 0,351 3,309 -0,258 | -2,382 | -2,567 | -1,007 | 1,824 | -3,899
Prob(t) 0,032 | 0,605 0,744 0,030 0,809 | 0,076 | 0,062 | 0371 | 4,668 | 0,018
95% Interval
spolahlivosti 0,456 6,873 9,843 0,090 0,931 | 0,045 | 0,024 | 0,345 | 3,480 | 1675
(t/-)prea
Dolna hranica
intervalu 0,073 | -5486 | -8,600 0,017 -1,017 | -0,084 | -0,046 | -0,470 | -0,235 | -4,028
spolahlivosti
Horné hranica
intervalu 0,985 8,261 11,086 0,197 0,844 | 0,006 | 0,002 | 0220 | 6726 | -0,678
spolahlivosti
B 0,408 | -0,815 -1,101 1,628 -0,589 | 16,362 | 15,088 | 9,227 | 3,116 | 1,030
Standardna 0458 | 0,406 0,574 0,797 1,406 | 7,266 | 6,249 | 10,098 | 1,794 | 0,530
odchylka
T-test 0,890 | -2,006 -1,917 2,042 -0,419 | 2,252 2,415 0,914 1,322 1,943
Prob(t) 0,424 0,115 0,128 0,111 0,697 | 0,087 | 0,073 | 0413 | 4,910 | 0,124
95% Interval
spolahlivosti 1,272 1,128 1,594 2,213 3,904 | 20174 | 17,349 | 28,037 | 4,391 | 1472
(+/-)preb
Dolna hranica
intervalu -0,864 | -1,943 | -2,694 -0,585 -4492 | -3813 | -2.261 | -18,810 | -1274 | -0,442
spolahlivosti
Horné hranica
intervalu 1,679 0,313 0,493 3,841 3,315 | 36,536 | 32,437 | 37,265 | 7,507 | 2,503
spolahlivosti
Priemerna
rezidualna 1,85E-17 ~4,63E- 740E-17 | -5,18E-16 5,55E- | -5,92E- 1,18E-15 5,92E- | -7:40E- | 2,96E-
. 16 17 16 16 17 16
odchylka
Sucet druhych
mocnin priem. | 0,828 2,759 2,887 0,796 2,926 | 1,230 1,124 | 2373 1,111 0,619
rez. odchyliek
Standardna
rezidualna 0,455 0,831 0,850 0,446 0,855 | 0555 | 05530 | 0,770 | 0,527 | 0,394
odchylka
Korelacny 1 6200 | 0073 | 0,030 0,732 0,016 | 0,587 | 0622 | 0202 | 0,626 | 0,792
koeficient r
F-test 10,366 | 0,314 0,123 10,951 0,067 | 5675 | 6,587 | 1,015 | 6,704 | 15,204
Prob(F) 0,032 | 0,605 0,744 0,030 0,809 | 0,076 | 0,062 | 0,371 | 0,061 | 0,018

Nasledovny Obrazok 26 prezentuje zavislost interakénej energie Eint, aplikovana je
minimalna hodnota Eint a priemerna hodnota Eint zo Styroch vypocétov rdznych

Startovnych pozicii od aktivitného parametra PICs.
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Obrazok 26. Zavislost interakcénej energie Eiy, aplikovana je minimalna hodnota Ei,: a priemerna
hodnota Ei.. V grafe st znazornené rovnice priamky a hodnota korelacného koeficienta r? pre
oba pripady.

Graf na Obrazku 24 demonsStruje vyznam a moznosti SAR, pripade ked je zname 3D
Struktira vazobného miesta, ako vdanom uvedenom pripade, ¢o mozno vysvetlit
nasledovne. Kolekcia vybranych flavonoidov predstavuje trénovaciu mnozinu, ktora
vysvetluje aspekty zavislosti interakénej energie od Strukturdlnych prvkov molekul
flavonoidov na jednej strane a matematicky dokazuje suavislost medzi vypocitanou
interakénou energiou Eiy a aktivitnym parametrom PICs. Na tomto mieste je vhodné
vysvetlit vyznam Strukturalnych prvkov molekdl flavonoidov, na priklade ,rigidity” - eng.,
molekuly, akou je napriklad celo-molekulova miera konjugacie dvojitych vazieb, ktoré
vedie k linearnemu tvaru molekuly bez torzie, €o je priklad flavonov, vratane ucinnych
flavon-3-olov kvercetinového typu, naproti flavanom, kde sp*® hybridizované atémy
v poziciach 2 a3 vedud ktorzii molekuly, podobne aj v pripade izoflavonoidov. Tato

skuto¢nost prezentuje Obrazok 25.

Obrazok 27. Porovnanie celkovej geometrie a torzie molekl typickych predstavitelov roznych
Strukturalnych typov flavonoidov vo vakuu po vypocte v programe Hyperchem, kvercetin-
flavonol (fialova), biochanin - izoflavon (zelena) a naringenin - flavanoén (Cierna).
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Tak ako klesa strata planarity kruhov A, B a C flavonoidov, teda rastie torzia
(odchylka) atomov fenylu v polohe 2 pre vsSetky flavonoidy s vynimkou izoflavonoidov
(poloha 3), tak klesa inhibi¢na aktivita nielen na bovinny B-trypsin, ale prakticky voci
vacsine enzymov, ktoré tieto latky inhibuja.

Vyhladovo je moZné kazdu novt Struktaru flavonoidu zaradit do vypoctu interakene;j
energie Ei. a vypoctom z rovnice zavislosti ziskat predstavu o jej inhibi¢nej aktivite na
bovinny B-trypsin. Tato aplikacia novej Strukttry, netestovanejlatky a odhad jej inhibi¢nej
aktivity plati o to viac v pripade predpokladu, ¢im je nova latka blizsia testovanej kolekcii
z hladiska $trukttry, tym je vysSia spravnost odhadu jej aktivity. Tato skuto¢nost sa pri
vyvoji lie¢iv, ale aj novych G¢innych latok vyuziva ako selekény parameter, ktoré derivaty

syntetizovat a investovat tak do nakladov na ich syntézu.

8.2.3 Matematické vztahy aktivita ako funkcia koncentracie

Stidie SAR, alebo Stidie vztahov aktivita versus koncentracia, predstavujt
matematicky stvis medzi aktivitou na jednej strane a koncentraciou testovanej latky,
respektive nejakého Strukturalneho deskriptora, spolo¢ného pre celt skupinu latok na

strane druhej, podla nasledovnych vztahov (XXXIII) a (XXXIV) nasledovne:

Aktivita = f(c), aktivita v réznom vyjadreni, c= koncentracia (XXXIII),

Aktivita = f(d), aktivita v r6znom vyjadreni, d= akykolvek deskriptor, (XXXIV),

Aktivita, ako zavisla premenna ,Y“, modzZe vyjadrena niektorym z primarne
procesovanych parametrov, %RA, alebo %IA, v pripade inhibi¢nej aktivity na nejaky
enzym, pripadne parametrom MIC (minimalna inhibi¢na koncentracia), pouZivanym
v pripade hodnotenie antimikrobialnej aktivity, alebo niektorym zo sekundarne
procesovanych parametrov, ako napriklad parameter ICso, pripadne ICqo, respektive ICp.
Koncentracia testovanej latky, vzorky, skratka entity moze byt ako nezavisla premenna
,X‘, vyjadrend bud vpriamom tvare alebo inverznom tvare 1/C, respektive
v logaritmickom tvare logC, alebo vkombinacii inverzného a logaritmického vztahu

1/logC. Aplikaciou tychto moznosti sa mdzeme kdostat kréoznym matematickym

vztahom, ktoré moézu vykazovat linearny, polynomialny, exponencialny, logaritmicky
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priebeh, alebo napriklad ja velmi pravdepodobna sigmoidealny priebeh. Rovnicové
vyjadrenie spominanych funkcii prezentuju nasledovné vztahy (XXXV):

Y=a + b*x, linearny vztah, polyném prvého stupna,

Y= a +b*x +c*x?, polynomialna funkcia druhého stupiia,

Y=a+b*x+c*x*+ ...n*x™, polynomialna funkcia m-tého stupnia,

Y=a*e®™), exponencialna funkcia,

Y=a*log(c), logaritmicka funkcia,

Y=v(((x?/a%-1)*b?), odvodena hyberbolicka funkcia,

Y= (d-a)/(1+((x /c)b)))), Hillova funkcia - sigmoidealna funkcia, (XXXV),

Nie je vhodné namerané udaje ,napasovat® do niektorych konkrétnych
matematickych tvarov, pri spracovani dat je mozné sice spustit fitovanie nameranych dat
vSetkymi spomenutymi funkciami a to vo vSetkych tvaroch nezavisle premennej ,x“, v
pripade jednom konkrétnom tvare zavisle premennej ,Y“, ale spravne je vychadzat
z matematického predpokladu suavislosti. O kvalite fitovanych tdajov a teda pri vybere
konkrétnej funkcie pre popis ziskanych dat jednozna¢ne rozhodnt parametre popisujace
korelaciu funkcie Y. =f (x), vo¢i nameranym hodnotam Y..m. Najéastejsie aplikovanym je
parameter - korela¢ny koeficient = r% ktory nadobtida hodnoty z intervalu (0,1), pricom
hodnota 0 indikuje absolttnu ,ne“-korelaciu a hodnota 1 indikuje absolatnu korelaciu. Vo
v§eobecnosti hodnoty r? >0,9 predstavuja vyznamna mieru korelacie a hodnoty r? >0,95
vysokt mieru korelacie, to znamena logiku a homogénnost nameranych dat a spravny
vyber funkcie na fitovanie dat. Na fitovanie vSetkych moznych tvarov matematickych
funkcii v kratkom case, vjednom hodnotiacom kroku existuje Specializovany softvér,
akymi st napriklad programy Statgrapic, Origin, alebo program DataFit. Kvalita
uvedeného softvéru sa zlepSuje zaradenym aktualnych verzii jednotlivych programov, pri
ich vyberu je vhodné podla moznosti ziskat aktualne najvyssie verzie, kde je predpoklad
lepSej vybavy daného softvéru, viacerych aplika¢nych moznosti, alebo lepSie uzivatelské
prostredie, lepSia grafika a podobne.

Pre fitovanie nameranych dat sa ako postacujuci javi napriklad aj program DataFit
verzia 9.0, respektive program DataFitX verzia 2.0 od spolo¢nosti Oakdaleengineering
(dnes uz dostupny len na Specialnych uloziskach). Tento program je formatovo
kompatibilny s programom MS Excel aumoziuje realizaciu regresie, respektive

interpolacie v n-rozmernom prostredi s urcenim, ¢i sa ma jednat o linearnu, respektive
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nelinearnu regresiu. Tento softvér ma predvolené niekolko desiatok najbeznejSie
pouzivanych matematickych fitovacich modelov pouzivanych vo vedeckych §tadiach
(vratane polynomialnych, exponencialnych, hyperbolickych, logaritmickych, roéznych
distribuénych funkcii), pricom je mozné vytvaranie vlastnych, uzivatelom definovanych
modelov. Vyhoda tohto programu je, Ze pontka fitovainie uvedenych dat vSetkymi
pontkanymi modelmi, pricom vo vysledkovej Casti pontika prehlad vSetkych §tatistickych
a grafickych vysledkov jednotlivych modelov, zoradenych podla kvality fitovania

uvedenych nameranych dat.

8.3 APLIKOVANE STATISTICKE METODY KOLEKCII VZORIEK

8.3.1 Datovy processing skriningovych kolekcii

Skriningové kolekcie obsahuja vac¢sie mnozstvo testovanych entit, ¢i sa uz jedna
o jednotlivé latky - chemicky definované individua,a alebo vzorky extraktov, ktoré su
zmesou viacerych latok, najcastejSie porovnavané voci zvolenému Standardu. Pri
skriningovej kolekcii vzoriek je mozné uplatnit Statistiku o jednej premennej (priemer,
smerodajna odchylka, maximalna, minimalna hodnota a pod.) v podobe primarneho
i sekundarneho paramatera. Nadstavbou ktomuto vyjadreniu aktivity je mozZnost
Statistického spracovania celej kolekcie do histogramov. Histogram nam prezentuje
rozdelenie celej mnoZiny n do jednotlivych i kategorii, podla definovanych parametrov,
¢im sa nam cela mnozina vysledkov n rozdeli do podmnoZin ny,n; ..... aZ n;, pri¢om plati Ze
N+ Ny- ..... + 0= n. Priklad, mnoZinu vysledkov - vystupnych parametrov s po¢tom n =100,
rozdelime do i= 5 podmnozin podla hodnot tak, Ze prva podmnozina n; s poctom n;=1
vykazala nulovu aktivitu, podmnozina n, = 22, vykazala 10%-na aktivitu voc¢i Standardu,
podmnozina ns = 60, vykazala 20%-na aktivitu vo¢i Standardu, ns = 10, vykazala 30%-nt
aktivitu vo¢i Standardu a nakoniec podmnozina ns= 7 vykazala 40%-na aktivitu voci
Standardu a ziadna vzorky nevykazala aktivitu vyssiu ako 40% hodnoty aktivity Standardu.
Tato zavislost je vhodné znazornit ako Histogram v podobe stipcového diagramu, ako to
prezentuje nasledujici Obrazok 26. Datové body histogramu je mozné znazornit ako
funkciu % aktivity Standardu ako X-Y zavislost. Nakolko sa jedna o nahodné - normalové
Statistické rozdelenie pocetnosti vramci nejakej vlastnosti, plati pre tato zavislost
Gausova funkcia a jednotlivé body je mozné prelozit Gausovou krivkou v tvare podla

vztahu (XXXVI) nasledovne:
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Y=a*e{-((x-b)’)/(2*c?))} (XXXVI),

kde a, b a ¢ st konStanty, e je zaklad prirodzeného logaritmu, pre vypocet konstant
a, b a c je ur¢eny Specializovany softvér na linearnu a nelinearnu regresiu, napriklad rada
programov DataFit a DataFit X. Priklad prelozenia nameranych bodov frekven¢ného (ale

i absoltitneho) histogramu prezentuje Obrazok 26.
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Obrazok 28. Rozdelenie mnoziny n na podmnoziny ny, n, az n;, histogram rozdelenia v podobe
stlpcového grafu a v podobe X-Y zavislosti, preloZeného Gausovou funkciou.

Jednotlivé konStanty maju svoj vyznam, konstanta ,.b* determinuje x-ova stradnicu
maxima krivky a istym spdsobom urcuje posun krivky v smere x pokial porovnavame viac
kriviek vzajomne (viac nameranych tGc¢inkov pre tua istd kolekciu testovanych vzoriek).
Parameter ,c“ determinuje mohutnost danej krivky, ¢i je Siroka, alebo je tizka a istym
sposobom podava informaciu ¢i rozdelenie danej vlastnosti je Siroké, indukované nejakymi
premennymi, alebo naopak tzke, javiac sa ako konstitutivne. Samozrejme je mozny vycet
konkrétnych vzoriek vkazdom bode stipéeka histogramu, respektive v kazdom bode
krivky, ¢o nadobtda vyznam v poziciach za maximom krivky, kde sa nachadzaju vzorky
ucinnejsie ako je priemer mnoziny, vzhladom na Standard. Podobne je mozZné z priebehu
funkcie Specifikovat s akou pravdepodobnostou je mozné najst jednu vzorku s aktivitou
na trovni napriklad 50%, 70%, ¢i 100% Standardu a k tejto pravdepodobnosti vypocitat

kolko vzoriek by bolo treba testovat pre najdenie jednej vzorky pozadovanej i¢innosti.

8.3.1.1 Porovnanie dat viacerych skriningovych kolekcii

Ako priklad porovnanie je mozné uviest vlastné vysledky kolektivu autora, ktoré uz

boli publikované. S cielom hladat Statisticky rozptyl konkrétnych parametrov v kolekcii
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roznych genotypov ja¢mena (Hordeum vulgare), ovsa siateho (Avena sativa), dalej roznych,
prevazne farebnych odrod pSenice (Triticum aestivum), boli kolekcie koncipované tak, aby
obsahovali modelovo n= 100 vzoriek genotypov, ktoré boli vyberané tak, aby maximalne
mozne pokryvali genotypova a fenotypicka variabilitu, teda pripravené boli kolekcie
maximalnej diverzity. Tieto Stadie mali jednoznaény ciel ato pre potreby dalSieho
Slachtenia vybrat odrody, kde je predpoklad Ziadanej genetickej individuality na jedne;j
strane ana strane druhej by tieto vzorky mohli/mali byt zaujimavé pre prednostni
aplikaciu v potravinarskom priemysle pri vyrobe tkzv. funkénych potravin a napojov,
eventudlne zaujimavé pre izolaciu ucinnych latok a frakcii a mozné farmaceutické
aplikacie.

Vdruhom kroku, vstlade splanovanym chemometrickym hodnotenim boli
stanovované parametre rozdelené na dve kategorie:

e kompozitné parametre stanovenia obsahu celkovych polyfenolov (TPF), celkovych
polyfenolovych kyselin (TPFA), celkovych flavonoidov (TFl), celkovych antokyanov
(TAnt), celkovych aminov (TA) a celkovych tiolov (TT),

¢ aktivitné parametre:

» aktivitné parametre antioxida¢nej aktivity nazvané podla prislu$nej metody
(mechanizmu) antioxidacnej aktivity DPPH, ABTS, FRAP, RS,

» aktivitné parametre inhibi¢nej aktivity na vybrané enzymy, nazvané podla
prislusného enzymu, znamych =z progresie konkrétnych humannych

patologii IA_TY, IA_TR, IA_UR, IA_CATB a pod.,

Vramci hodnotenia boli vSetky vzorky, n=100 pocetnych kolekcii vybranych
agrarnych komodit, podrobené stanoveniu vybranych kompozitnych a aktivitnych
parametrov. Na vysledky bol uplatneny primarny a sekundarny datovy procesing. Celé
kolekcie s n=100 boli po vysledkov v rdmci kazdého parametra delené do frekven¢nych
histogramov, vid Obrazok 26. Pre lepsie pochopenie mozno uviest, Ze v prvom stipci
histogramu sa nachadza pocet odrdd z celej kolekcie n=100, ktoré dosahuja 0 az 10%
hodnoty zvolenej maximalnej aktivity, v druhom stipci po¢et odréd, ktoré dosahujt 10 az
20% hodnoty zvolenej maximalnej aktivity atd. Nakolko je pocetnost vSetkych
hodnotenych kolekcii vhodne setovana presne na n=100 dané tidaje v histogramoch st
absolttne pocetnosti a st¢asne aj hodnoty vo frekven¢nom (percentualnom) vyjadreni.

Volba maximalnej hodnoty aktivity sa odvija bud od aktivity testovaného Standardu,
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testovanych paralelne so vzorkami za rovnakych podmienok, alebo od maximalnej

hodnoty, ktora s v testovanej mnozine vzoriek vyskytla.

8.3.2 Priklady konkrétnych histogramov, preloZzenych Gausovou funkciou

Ak sa jedna o distribaciu nejakej, akejkolvek vlastnosti v mnozine, v kolekcii
testovanych vzoriek, priebeh distribtcie ako je to uvedené v texte vySSie by mala
vystihovat Gausova funkcia, graficky prezentovana Gausovou krivkou. Matematicky tvar
Gausovej funkcie prezentuje vztah (XXXIII). Priklad distribtcie nasledovnej vlastnosti -
antioxida¢nej aktivity stanovenej metédou /mechanizmom zhaSania radikadlu/ DPPH,
v kolekcii 100 vzoriek extraktov jacmena prezentuje nasledujiici Obrazok 29 (Maliar a kol.,
2015).
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Obrazok 29. Gausova krivka, fitujica frekvencny histogram rozdelenia vlastnosti - antioxidacnej
aktivity metédou DPPH extraktov ja¢mena (n=100), v podobe X-Y zavislosti, prelozeného
Gausovou funkciou.

Tvar Gausovej krivky zavisi od dvoch pohladov, konkrétne od volby mierky na osi x-
ovej, kde mdze byt mierka prispdsobena jednému, konkrétnemu parametru, podstatne
viac aplikovatelna je moznost zobrazenia distribtcie viacerych vlastnosti v grafe, kde je
nutné mierku upravit na spolo¢ny parameter. Tito moznost prezentuje nasledovny
Obrazok 30, kde je znazornena biologicka aktivita - konkrétne inhibi¢na aktivita 100
pocetnej kolekcie vzoriek extraktov ja¢mena na 5 vybranych enzymov, na trypsin
(promotor pankreatickych ochoreni), trombin (prométor trombotickych ochoreni),

urokinazu (prométor malignych nadorovych ochoreni, (kolagenazu (promoétor ochoreni,
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spojenych s degradaciou extracelulirneho matrixu) a nakoniec na cyklooxygenazu

(promoétor zapalovych ochoreni a ochoreni muskoskeletalnej sustavy).
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Obrazok 30. Gausova krivka, fitujaca histogramy rozdelenia nasledovnych vlastnosti - inhibi¢na
aktivita n=100 pocetnej kolekcie vzoriek extraktov réoznych genotypov jaémena na proteolytické
enzymy (trypsin, trombin, urokinaza, kolagenaza a cyklooxygenaza).

Z grafu na Obrazku 30 je zrejmy roznych priebeh Gausovej funkcie pre jednotlivé
enzymy a tym determinovany rozny tvar Gausovych kriviek. Poloha vrcholu krivky a jej
pozicia, vzhladom na os x determinuje s akou pravdepodobnostou a akym vyznamom ma
zmysel hladat, o¢akavat dant vlastnost - inhibi¢na aktivitu v kolekcii vzoriek extraktov
ja¢merna. Na prvy pohlad je zrejmé, Ze jaCmen, plodina ako takd a vyrobky z nej by mali
vykazovat inhibi¢nt aktivitu na uvedené enzymy v poradi klesajaceho inhibi¢ného G¢inku:
trombin>kolagendza>cyklooxygenaza>urokindza>trypsin avtomto istom poradi aj
ocakavat prevenciu, respektive kurativny u¢inok chordb asociovanych z hyperaktivitou
jednotlivych enzymov pri konzumacii jaémena a vyrobkov z nich.

Pre komplexnt ilustraciu st v grafe naznaCené pokracovanie distribtcii,
prelozenych Gausovou funkciou v zdpornom, nerealnom (virtualnom) kvadrante ktory
demonstruje skutoénost Ze rozna pozicia krivky, pozdiz osi x nAm moéze odhalit celd
krivku, respektive len jej pol-vinu, alebo len jej okrajovy fragment. Jedna sa o Cisto
virtualny, matematicky pohlad.

Tento pristup je uplatnitelny na vzorky akejkolvek povahy, podmienkou je kolektacia
dostatoc¢ne pocetnej mnoziny (idealne n=100). Takyto sposob interpretacie je uplatnitelny
na latky, zmesné, chemické vzorky, vzorky extraktov rastlin, extraktov mikrobialnych

kultivatov, environmentalnych vzoriek, potravinarskych vzoriek apod. Na ilustraciu
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nasledujici Obrazok 31 prezentuje distribacie biologickych aktivit, fitovani Gausovou

funkciou pre kolekciu potravinarskych odréd maku siateho , n=15 (Kroslak a kol., 2017).
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Obrazok 31. Gausova krivka, fitujuca histogramy rozdelenia nasledovnych vlastnosti, A -
antioxida¢na aktivita roznymi metédami (mechanizmami), B - inhibi¢na aktivita na vybrané
proteolytické enzymy, n=15 pocéetnej kolekcie vzoriek extraktov potravinarskych odréd maku.

Dal&i Obrazok 32 prezentuje distribucie biologickych aktivit, fitovanti Gausovou

funkciou pre kolekciu vybranych vzoriek piva (n=30).
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Obrazok 32. Gausova krivka, fitujica histogramy rozdelenia nasledovnych vlastnosti, A -
antioxidaéna aktivita roznymi metédami (mechanizmami), B - inhibi¢na aktivita na vybrané
proteolytické enzymy, n=30 pocetnej kolekcie vzoriek piv, ziskanych z obchodnych retazcov.

8.3.3 Interpretacia parametrov Gausovej krivky

Pre Gi€ely porovnanie viacerych vzoriek (komodit) vzajomne medzi sebou, respektive
pre porovnanie viacerych vlastnosti v ramci jednej vzorky (komodity) je vhodné uviest

vSetky mozné intepretacie Gausovej krivky, Gausovej funkcie.
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“

Parameter ,a“ Gausovej funkcie, ktorou fitujeme =ziskané udaje pocetnosti
distribuc¢nych histogramov, ¢i uz v absolitnom vyjadreni, alebo vo frekvenc¢nom vyjadreni
demonstruje vysku krivky. Parameter ,b* Gausovej funkcie demonstruje polohu maxima
krivky vo vyjadreni rozmerovo osi ,x“ a parameter ,c“ vyjadruje Sirku krivky v polovici
vySky krivky, parameter r*- korela¢ny koeficient urcuje kvalitu miery fitovania
nameranych Gdajov touto funkciou a sti¢asne aj skutoc¢nost, Ze nakolko dany distribu¢ny
priebeh opisuje (vystihuje) Gausova funkcia.

Ako uz bolo spomenuté, poloha vrcholu krivky, teda parameter ,b* determinuje
s akou pravdepodobnostou a akym vyznamom ma zmysel hladat, o¢akavat dant vlastnost
v kolekcii vzoriek, respektive pri porovnani viacerych typov vzoriek (komodit), kde ma
zmysel dant vlastnost ocakavat.

K logickej interpretacii Gausovej krivky sa viazu parametre ,a“, ,c“ a r’>. Parametre
,a“a,c* uréuju tvar krivky, st vo vzajomnej, nepriamo timernej relacii. Cim je krivky uzsia
(mens$ia hodnota parametra ,c“) je tym padom vysSia (vic¢Sia hodnota parametra ,a“)
a Casto v tychto pripadoch ma aj vysSiu hodnotu korelacného koeficienta “r*“. Znamena
to, Ze ziskané data su Statisticky logické, ,homogénne“ bez vedlajSich vplyvov. Dva pripady
kriviek svysokymi hodnotami korela¢ného koeficienta ,r** asacasne sroznymi
hodnotami parametra ,c“ indikuju ¢i je dana vlastnost tizko-variabilna (niz§ia hodnota
parametra ,c“), alebo vysoko-variabilna (vys$Sia hodnota parametra ,c*), ¢o je mozné
ohladom vzoriek sekundarne aplikovat na poznatok, odkial vlastnost pochadza, teda ze
danad vlastnost je konStitutivna, respektive indukovana /indukovatelna/ v pripade
rastlinnych vzoriek, alebo determinovana viac- ¢i menej technologickym procesom pri
priprave potravinarskych vzoriek a pod. Tychto interpretacii je viac, zavisia od povahy
a podstaty testovanej vzorky.

Posledna interpretacia sa viaze ku konkrétnym vzorkam, ktorych data st schované
v stipci histogramu na konci Gausovej krivky, lokalizované za maximom krivky. Napriklad
ak posledna nenulova hodnota pocetnosti je rovna hodnote 1 a sti¢asne odpoveda na osi
x konkrétnej hodnote vlastnosti a ta je si¢asne maximalna v hodnotenej kolekcii s n=100,
znamena to ze tak vynimoc¢na (kvalitni, hodnotnt apod.) vzorku moézeme najst
s pravdepodobnostou 1/100, alebo naopak, aby sme nasli jednu tak kvalitna vzorku

Statisticky musime hladat a testovat 100 vzoriek.
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8.34 Analyza hlavnych komponentov

Analyza hlavnych komponentov (,Principal Component Analysis“ - eng., skratene
PCA) je matematicka Statisticka metdda, ktora vyuziva ortogonalnu transformaciu na to,
aby previedla prvky mnoZiny pozorovani, u ktorych je mozné, Ze st korelované, na prvky
takej mnoziny hodnot, ktoré st linearne nekorelované. Tieto sa potom oznacuji ako
hlavné komponenty. Pri analyze hlavnych komponentov ide teda o to, Ze hladame taka
mnozinu linearnych kombinacii pévodnych premennych (pozorovani), ktora zachovava ¢o
najvacsie mnozstvo informacii o povodnych premennych (pozorovaniach) a zaroven jej
dimenzia bude mensia alebo nanajvy$ rovna ako dimenzia pdvodnej mnoziny (pocet
prvkov novej mnoziny bude mensi alebo nanajvys rovny ako pocet prvkov pdvodnej
mnoziny). Tymto postupom sa docieli to, Ze bude mozZné Studovat dany Statisticky
problém v podpriestore s menSou dimenziou, ¢o ma velky vyznam pri dalSej analyze
Statistického stboru /testovanie hypotéz, hladanie oblasti spolahlivosti, grafické
znazorfiovanie pozorovani, a pod./ (Lamo$ a kol., 1998). Tolko definicia. Dalej v texte
budeme pouzivat zauzivanu anglicka skratku PCA analyzy. Nesporne ma tento Statisticky
pristup, tato metéda mnoho aspektov a vyznamov. My sa vS§ak v dalSom z(zime na vyznam
tejto Statistickej metody pre Studie biologickej aktivity in vitro kde poukdZem na jeden
dolezity aspekt. Je nim skutocnost Ze v testoch in vitro ¢asto krat dostaneme velké
mnozstvo udajov, v ktorych sa tazko orientovat. Predstavme si zZe vysledkova matica
pozostava z ,n“ riadkov hodnotenych entit a ,m* stipcov nameranych parametrov. Pokial
by sme spektrum ,n“ hodnotenych entit chceli posadit z pohladu jedného parametra je to
jednoduché, uplatnime na to Statistiku o jednej premennej (vygenerujem MAX, MIN, AVG
a STD hodnoty). Pokial z pohladu dvoch parametrov, teda pohybujeme sa v dvoj-
dimenzionalnom priestore to sa eSte da, v troj- a ,m"“-dimenzionalnom priestore je to uz
nemozné. Potrebujeme systematicka redukciu ,m“-rozmerného priestoru na dvoj,
pripadne trojdimenzionalny priestor tak, aby sme si vysledkov vedeli znazornit aj graficky.
Systematicky znamena, Ze softvér vybaveny na tato Statistick operaciu vygeneruje dva
alebo tri (podla volby) virtualne parametre PCA1, PCA2, PCA3, pri¢om plati, ze kazdy z tych
PCAi parametrov je virtualnou, linedrnou kombinaciou realnych jestvujicich vystupnych
parametrov p1 az p» na zaklade korelovatelnosti, vid definiciu o korelovatelnosti
povodnych premennych vyssie v texte. Laicky vysvetlené sa moze stat Ze prva povodna

premenna koreluje napriklad s tretou, piatou a siedmou a z nich sa vytvori virtualny
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parameter PCAl. Podobne sa do PCA2 moéze napriklad zliat druha a $tvrtd povodna
premennd a do PCA3 Siesta, 0sma a deviata premenna a docielili sme tak redukcie 9
rozmerného priestoru do trojrozmerny. To znamen4, Ze miesto poévodnej matice s ,, n“
entitami a 9-timi stipcami pdévodnych premennych ,mame teraz novi maticu
zdoraziujem virtualnych, vypocitanych dat, ktorad pozostava z ,n“ entit a troch (PCAI,
PCA2, PCA3) stipcov. Takto si vieme kazdd entitu z ,n“- ¢lenného stsboru znazornit
v trojdimenzionalnom priestore. V praxi sa CastejSie pouziva redukcia ,m“ dimenzionalnej
matice na dvojrozmerna maticu dat (PCA1 a PCA2), ¢o je vhodnejsie pre format tlacenych
vedeckych cCasopisov, V principe vieme tymto mechanizmom, touto metdédou urobit
redukciu akéhokolvek ,m*“- dimenzionalneho priestoru na dvoj, respektive trojrozmerny.
Samozrejme vhodnost tejto redukcie nam popisuje kumulativne percento, uvedené pod
jednotlivymi PCAi (i=2, alebo 3) parametrami. Pre potreby tohto skripta vyberam kvoli
jednoduchosti vysledok PCA analyzy 8-ich extraktov roznych jedincov a taxénov Salvie

Salvia sp., (Vulganova a kol., 2019) ktora prezentuje nasledovny Obrazok 33.

PC 1 (81.4%)
Obrazok 33. Dvojrozmerna PCA analyza vSetkych primarnych udajov 6smich extraktov zo Salvia

officinalis L. (zeleny kriz), Salvia divinorum, Salvia apiana (éerveny kruh) a dvoch extraktov
kalusovych kultuar, odvodenych zo Salvie(modré diamanty).
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Na vysvetlenie Obrazku 30 je vhodné uviest, Ze 8 pripravenych extraktov Salvie, (6
z nativnych rastlin a dva z kalusov, odvodenych od Salvie) bolo podrobenych na obsah
nasledovnych kompozitnych parametrov (TPF -obsah celkovych polyfenolov, TPFA-
obsah celkovych polyfonickych kyselin, TFL- obsah celkovych flavonoidov, TA- obsah
celkovych aminov, TT- obsah celkovych tiolov), dalej na antioxida¢nt aktivitu /AA/
nasledovnymi metodami (DPPH, ABTS, RP a FRAP/, dalej na inhibi¢nt aktivitu /IA/ voci
nasledovnym proteinazam (TY - trypsin, THR- trombin, PL-plazmin, UR-urokinaza)
avneposlednom rade na analyticky parameter na obsah kyseliny rozmarinovej (RA).
Dvojrozmernd PCA analyza viedla ku vysokej hodnote kumulativneho percenta 81,4%
(PCAl1) + 9,11% (PCA2) = 90,51%. Z prvého pohladu na PCA graf je zrejmé, Ze pozicie
vektorov jednotlivych pévodnych premennych poukazuji na skuto¢nost, zZe samostatny
sub-klaster premennych tvoria AA vSetkymi metdédami, dalej zhruba dal§i zhluk
povodnych premennych tvoria TPF TPFA, TFL, TT spolu sIA_TY, IA_THR, IA_UR aRA
a relativne odliSny sub-priestor tvoria TA a IA_PL. To poskytuji cenny zdroj informacii,
ktory typ sekundarnych metabolitov determinuje ktory typ biologickej aktivity. Laicky
vysvetlené, ¢im zvieraju vektory jednotlivych povodnych premennych mensi uhol, tym
viac spolu suvisia. Napriklad ako sa zda obsah kyseliny rozmarinovej v extraktoch /RA/

tzko stvisi s inhibi¢nou aktivitou na trombin, o nieCo menej na trypsin a urokinazu.

8.3.5 Zhlukova analyza

Zhlukova analyza alebo klastrova analyza je ,skupina metdd, ktorych cielom je
rozklad stiboru objektov na niekolko relativne rovnorodych podmnoZin (zhlukov) tak, aby
objekty patriace do rovnakého zhluku si boli ,Co najviac“ podobné, zatial ¢o objekty
pochadzajice z roznych zhlukov maja byt ,,¢o najviac* nepodobné.”.

Klastrova analyza zahina rézne techniky, pricom sa ¢lenia na dve zakladné skupiny:
hierarchické zhlukovacie metddy a nehierarchické zhlukovacie metddy. V ramci klastrove;j
analyzy sa rozliSuja sa 3 druhy Gloh a to: najst dopredu nadefinované mnozstvo zhlukov,
najst mnoziny zhlukov, ktorych pocet nie je Specifikovany, alebo vytvorit hierarchicky
strom.

Pre vSetky zhlukovacie metody plati, Ze st zaloZené na niektorej miere vzdialenosti

alebo podobnosti medzi jednotkami. Na vypocet vzdialenosti mozno pouzit euklidovska

78



vzdialenost, Hammingovu vzdialenost, Minkovskeho vzdialenost alebo Mahalanobisovu
vzdialenost.

Pre logické ajednoduché vysvetlenie zhlukovej analyzy je mozné pouZit tdaje,
prezentované o vysledkov analyz obsahu bio-aktivhych komponentov a bio-aktivity 8
roznych extraktoch nativnych rastliniek a kalusov $alvie, prezentované v predchadzajice;j
kapitole. Poloha jednotlivych bodov - vysledkov jednotlivych extraktov Salvie v 2D-PCA
grafe je pre vedca logicka, pre laicka verejnost tazSie interpretovatelna. Tie isté data
povodnych premennych, zaclenené do PCA analyzy je moZné interpretovat
prostrednictvom zhlukovej teda klastrovej analyzy (,cluster analysis® - eng. /CA/).
Vysledok zhlukovej analyzy formou hierarchického stromu uz vysvetlenych pévodnych

dat 8-ich extraktov matérie Salvie prezentuje nasledovny Obrazok 34.

o Salvia apiana

JSalvia officinalis L.
(1. Bohunice)
,Salvia officinalis L. __
(var. bicolor)
. Salvia officinalis L.
(var. purpurescens)
Salvia officinalis 1..
(Pobedin)

o Salvia divinorum

callus culture:
Salvia sclarea
callus culture:
Salvia aethipis

Obrazok 34. Zhlukova /CA/ analyza vSetkych primarnych tudajov 6smich extraktov zo Salvia
officinalis L. (zelenym),Salvia apiana (éervenym) a Salvia divinorum + dvoch extraktov
kalusovych kultir, odvodenych zo Salvie(modrym).

Vo vieobecnosti plati , Ze v tomto type CA analyzy si treba v§imat dizku tseciek po
najblizSie vetvenie. Z vysledkov CA analyzy na Obrazku 31 je zrejmé, Ze tato analyza
odhalila zhluk, teda podobnost v§etkych vzoriek Salvia officinalis na jednej strane a Salvia
divinorum spolu s extraktmi oboch kalusovych kultdr na strane druhej. Uplne solitérne

postavenie, ktoré vyplyva s odli§nosti v bio-aktivite extraktov vykazala Salvia apiana.
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9 VYZNAM TOHTO MATERIALU V KONTEXTE STUDIA

Prezentované skriptum s nazvom: _STUDIE BIOLOGICKEJ AKTIVITY IN VITRO* je
na jednej strane len stru¢ny vytah danej problematiky, ktora je samozrejme velmi obsiahla.
Jeho cielom je, respektive bolo naznacit Citatelovi dant problematiku v celej jej Sirke. To
znamena, poc¢nuc teoériou k dizajnu a modelovaniu bio aktivnhych molekul pre ich vyber
pre hodnotenie v testoch biologickej aktivity in vitro, cez zaklady analytického stanovenia
predovsetkym metdédami HPLC az po samotné hodnotenie, primarny, sekundarny datovy
»procesing“ az po aplikaciu nameranych dat pre §tadie typu SAR/QSAR.

BohuZial pre komplexnost, potrebnt pre vyskum bioaktivhych molekal ako
kandidatov buducich lie¢iv, je nutny taky Siroky zaber a nutny je nadhlad nad zakladnymi
principmi jednotlivych casti vyskumu. Vyskumu, kde tspesny vyskumnik v danej oblasti
musi chapat vSetky zlozky timu, ktory nutne pozostava z navrhovatelov (molekulovych
dizajnérov), chemikov (syntetikov, hladacov realnych Struktar), analytikov, datovych
analytikov az po biochemikov, ktori prevadzaju samotné merania. Toto vSetko tvori jeden
celok, ktori sa snazi o objav novych kandidatov lie¢iv, preferencne z oblasti jestvujucich,
prirodnych latok, ale isyntetickych latok a dokazat ich mozny, terapeuticky potencial
vedeckymi metodami.

Ako autor by som rad tymito slovami o potrebe a komplexnosti takého vyskumu
uzavrel vyznam prezentovaného skripta v kontexte Studijného materialu, ktory sa skryva
pod nie vzdy na prvy pohlad jasnym nazvom - ,bioaktivita“.

Pevne verim, ze Citatelia tohto Studijného materialu si jeho citanie uziji, podobne
ako som si to uzival aj ja autor pri jeho pisani a koncipovani a Ze im bude zaujimavym ale

i praktickym sprievodcom pri ich vyskume a v ich praci.
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