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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Σκοπός της διδακτορικής διατριβής ήταν ο in silico εντοπισμός νέων ενώσεων 

κατά των νόσων της ηπατίτιδας C και της μεσογειακής αναιμίας.  

Η ηπατίτιδα C, η οποία τις τελευταίες δεκαετίες διαδόθηκε παγκόσμια, 

οφείλεται στον ιό της ηπατίτιδας C (Hepatitis C Virus, HCV) που προσβάλει 

κυρίως το ήπαρ. Μέχρι σήμερα, δεν έχει ανακαλυφθεί το εμβόλιο κατά της 

ηπατίτιδας C, ενώ η σύγχρονη φαρμακευτική αγωγή είναι αποτελεσματική 

μόνο σε περιορισμένες περιπτώσεις. Η RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση 

NS5B του HCV είναι το κλειδί λειτουργίας της αντιγραφής του ιικού RNA, 

αποτελώντας θεραπευτικό στόχο της νόσου. Η αναζήτηση αναστολέων της 

RNA πολυμεράσης NS5B του HCV έχει οδηγήσει στη διερεύνηση των 

νουκλεοζιτικών (NIs) και μη νουκλεοζιτικών αναστολέων (NNIs), που δρουν 

στο καταλυτικό κέντρο και στις αλλοστερικές θέσεις («παλάμη», «αντίχειρας», 

«δάχτυλα») του ενζύμου, αντίστοιχα, με τους τελευταίους να έχουν 

προσελκύσει το ιδιαίτερο ενδιαφέρον των ερευνητών. 

Στην παρούσα εργασία, συνδυάστηκε η μοριακή πρόσδεση, το 3D-QSAR 

CoMSIA (Three Dimensional Quantitative Structure-Activity Relationship 

Comparative Molecular Similarity Indices Analysis) και η αναζήτηση 

ομοιότητας, με σκοπό να εντοπιστούν ισχυρά παράγωγα του ινδολίου στη 

βάση δεδομένων της ChEMBL, ως αναστολείς της αντιγραφής του HCV, 

μέσω της εικονικής διαλογής. Σε πρώτο στάδιο πραγματοποιήθηκαν 

υπολογισμοί μοριακής πρόσδεσης 41 παραγώγων στο ενεργό κέντρο του 

ενζύμου, «παλάμη» ΙΙ. Σε δεύτερο στάδιο χρησιμοποιήθηκε η πόζα 

πρόσδεσης της κάθε ένωσης για την ευθυγράμμιση με βάση τον υποδοχέα 

και την παραγωγή των πεδίων CoMSIA. Στη συνέχεια, κατασκευάστηκε ένα 

επικυρωμένο μοντέλο 3D-QSAR CoMSIA, ώστε να υπολογιστούν με ακρίβεια 

οι τιμές δραστικότητας. Η ροή εργασίας έδωσε πληροφορίες για τα δομικά 

χαρακτηριστικά που επηρεάζουν την πρόσδεση και την ανασταλτική 

δραστικότητα αυτών των παραγώγων στην πολυμεράση του HCV. Το ληφθέν 

in silico μοντέλο χρησιμοποιήθηκε για την πρόβλεψη της δραστικότητας νέων 

ενώσεων πριν από τη σύνθεση και βιολογική δοκιμή τους, μέσω της 

διαδικασίας της εικονικής διαλογής. Η βάση δεδομένων της ChEMBL που 

χρησιμοποιήθηκε έδωσε 18 νέες ενώσεις που περιέχουν το ινδολικό σκελετό 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%97%CF%80%CE%B1%CF%84%CE%AF%CF%84%CE%B9%CE%B4%CE%B1


 

 
 

και προβλέπεται να έχουν υψηλή δραστικότητα και, ως εκ τούτου, να τους 

δοθεί προτεραιότητα για βιολογική εξέταση. 

Ακολουθήθηκε μία παρόμοια ροή εργασίας με συνδυασμό των υπολογιστικών 

μεθόδων: (i) μοριακής πρόσδεσης, (ii) 3D-QSAR CoMFA (Comparative 

Molecular Fields Analysis), (iii) αναζήτησης ομοιότητας και (iv) εικονικής 

διαλογής της βάσης δεδομένων της PubChem για τον εντοπισμό νέων 

δυνάμει αναστολέων του HCV με δομή βασισμένη στο ανθρανιλικό οξύ. Αυτή 

τη φορά, 53 ενώσεις προσδέθηκαν στην αλλοστερική θέση της RNA 

πολυμεράσης, στον «αντίχειρα» II. Τα πεδία CoMFA δημιουργήθηκαν μέσω 

της ευθυγράμμισης των προσδεμένων δομών στο ένζυμο, ώστε να 

κατασκευαστεί ένα επικυρωμένο και σταθερό μοντέλο 3D-QSAR CoMFA. Το 

προτεινόμενο μοντέλο έδωσε μία πρώτη εικόνα για τα μοριακά 

χαρακτηριστικά που προάγουν τη βιοδραστικότητα, και στη συνέχεια μέσω 

της εικονικής διαλογής, εκτιμήθηκε η δραστικότητα νέων δυνάμει 

βιοδραστικών ενώσεων. 

Η μεσογειακή αναιμία (ή β-θαλασσαιμία) είναι μια κοινή διαταραχή του 

αίματος, που μειώνει την παραγωγή της αιμοσφαιρίνης (Hb) και εμφανίζεται 

σε όλες τις περιοχές της υφηλίου. Η φαρμακολογική επανενεργοποίηση του 

γονιδίου της γ-σφαιρίνης για την παραγωγή της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης 

(HbF) αποτελεί μια πολλά υποσχόμενη θεραπευτική οδό για τη νόσο. Η 

ερυθρολευχαιμική ανθρώπινη κυτταρική σειρά Κ562 έχει τη δυνατότητα να 

εκφράσει τη γ- αλλά όχι τη β-σφαιρίνη. Η διαφοροποίηση των αιμοποιητικών 

κυττάρων Κ562 σχετίζεται με την αύξηση στην έκφραση των γονιδίων της 

εμβρυϊκής σφαιρίνης, όπως των γονιδίων της ζ, ε, και γ-σφαιρίνης. Αυτό το 

χαρακτηριστικό καθιστά τα κύτταρα Κ562 ένα ευρέως χρήσιμο μοντέλο 

κυτταρικής σειράς για τη μελέτη ενώσεων που είναι δυνητικοί επαγωγείς της 

γ-σφαιρίνης στη θεραπεία της β-θαλασσαιμίας. 

Σε μια προσπάθεια σχεδιασμού νέων χημειοτύπων με ενισχυμένη 

κυτταροτοξικότητα εναντίον των κυττάρων της σειράς Κ562, παράχθηκαν 3D 

φαρμακοφόρα μοντέλα, ενώ διεξήχθησαν μελέτες 3D-QSAR CoMFA και 

CoMSIA σε 33 (Ε)-α-βενζυλο-θειο χαλκόνες, ως νέοι αναστολείς της BCR-

ABL. Η BCR-ABL είναι μια μονίμως ενεργή κινάση τυροσίνης, η οποία είναι 

υπεύθυνη για τον κακοήθη μετασχηματισμό και τη χρόνια μυελογενή 



 

 
 

λευχαιμία (CML). Αναπτύχθηκε ένα φαρμακοφόρο πέντε τοποθεσιών 

(AHHRR), με ένα δέκτη δεσμού υδρογόνου, δύο υδρόφοβες ομάδες, και δύο 

αρωματικούς δακτυλίους ως φαρμακοφόρα χαρακτηριστικά, και προέκυψε ένα 

σημαντικό στατιστικά μοντέλο 3D-QSAR με εξαιρετική δυνατότητα 

πρόβλεψης. Το φαρμακοφόρο μοντέλο χρησιμοποιήθηκε επίσης για την 

ευθυγράμμιση των 33 ενώσεων σε μία ανάλυση CoMFA/CoMSIA. Οι ισοϋψείς 

χάρτες για τα πεδία CoMFA και CoMSIA παρείχαν μία δομική εικόνα για το 

πώς αυτά τα μόρια προωθούν την τοξικότητα τους. Συζητήθηκε η δυνατότητα 

χρήσης αυτού του μοντέλου για τον σχεδιασμό φαρμάκων στη θεραπεία της 

β-θαλασσαιμίας, δεδομένου ότι αρκετοί αναστολείς της BCR-ABL είναι σε 

θέση να επάγουν τη διαφοροποίηση των αιμοποιητικών κυττάρων Κ562 

(κυτταρική σειρά της CML BCR-ABL) και, ως εκ τούτου την ενεργοποίηση της 

γ-σφαιρίνης. 
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ABSTRACT 

The aim of this dissertation was the in silico identification of new compounds 

against hepatitis C and beta-thalassaemia diseases. 

Hepatitis C, caused by hepatitis C virus (HCV), mainly affects the liver and 

has spread worldwide in recent decades. To date, no vaccine has been 

discovered against hepatitis C virus, while the current therapy is effective only 

in limited cases. The HCV NS5B RNA-dependent RNA polymerase is the key 

function of the replication of viral RNA, constituting a therapeutic target of 

disease. Search of inhibitors of HCV NS5B RNA polymerase has led to the 

investigation of the nucleoside (NIs) and non-nucleoside inhibitors (NNIs), 

targeting on the catalytic site and allosteric sites (palm, thumb, fingers) of the 

enzyme, respectively. NNIs have attracted the particular interest of 

researchers. 

Molecular docking, 3D-QSAR CoMSIA and similarity search were combined in 

a multi-step framework with the ultimate goal to identify potent indole analogs, 

in the ChEMBL database, as inhibitors of HCV replication, in a virtual 

screening procedure. Initially, 41 known inhibitors were docked into the 

enzyme ‘‘Palm II’’ active site. In a second step, the docking pose of each 

compound was used in a receptor-based alignment for the generation of the 

CoMSIA fields. A validated 3D-QSAR CoMSIA model was subsequently built 

to accurately estimate the activity values. The proposed framework gave 

insight into the structural characteristics that affect the binding and the 

inhibitory activity of these derivatives on HCV polymerase. The obtained in 

silico model was used to predict the activity of novel compounds prior to their 

synthesis and biological testing, within a virtual screening procedure. The 

ChEMBL database was mined to afford 18 compounds containing the indole 

scaffold that are predicted to possess high activity and thus can be prioritized 

for biological screening. 

A similar combination of the computational methods: (i) molecular docking, (ii) 

3D-QSAR CoMFA, (iii) similarity search and (iv) virtual screening using 

PubChem database was applied to identify new anthranilic acid-based 

inhibitors of HCV replication. 53 known inhibitors were initially docked into the 



 

 
 

‘‘Thumb Pocket 2’’ allosteric site of the crystal structure of the RNA 

polymerase. Then, the CoMFA fields were generated through a receptor-

based alignment of docking poses to build a validated and stable 3D-QSAR 

CoMFA model. The proposed model was utilized to get insight into the 

molecular features that promote bioactivity, and then a virtual screening 

procedure was used to estimate the activity of novel potential bioactive 

compounds. 

Beta-thalassaemia is a common blood disorder spread worldwide, that 

reduces the production of hemoglobin (Hb). Pharmacological reactivation of 

the γ-globin gene for the production of fetal haemoglobin (HbF) is a very 

promising therapeutic avenue for the disease. K562 human erythroleukemic 

cell line has the potential to highly express the γ- but not the β-globin gene. 

Erythroid differentiation of K562 cells is associated with an increase in the 

expression of embryo-fetal globin genes such as ζ, ε, and γ-globin genes. 

This characteristic makes K562 cells a widely useful model cell line for the 

study of compounds that are potential γ-globin inducers for use β–

thalassaemia 

In an attempt to aid the design of new chemotypes with enhanced cytotoxicity 

against K562 cells, 3D pharmacophore models were generated and 3D-

QSAR CoMFA and CoMSIA studies were carried out on the 33 novel ABL 

kinase inhibitors (E)-α-benzylthio chalcones. BCR-ABL is a constitutively 

active tyrosine kinase that is responsible for the malignant transformation and 

chronic myelogenous leukemia (CML). A five-point pharmacophore (AHHRR) 

with a hydrogen bond acceptor, two hydrophobic groups, and two aromatic 

rings as pharmacophore features, and a statistically significant 3D-QSAR 

model with excellent predictive power were developed. The pharmacophore 

model was also used for alignment of 33 compounds in a CoMFA/CoMSIA 

analysis. The contour maps of the fields of CoMFA and CoMSIA models were 

utilized to provide structural insight into how these molecules promote their 

toxicity. The possibility of using this model for the design of drugs for the 

treatment of β–thalassaemia since several BCR-ABL inhibitors are able to 

promote erythroid differentiation and γ–globin expression in CML cell lines 

and primary erythroid cells was discussed. 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Οργανικής 

Χημείας του Τμήματος Χημείας του Εθνικού και Καποδιστριακού 

Πανεπιστημίου Αθηνών. Συγκεκριμένα, τα in silico πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν στο Εργαστήριο Μοριακής Μοντελοποίησης, υπό την 

επίβλεψη του Καθηγητή κ. Θωμά Μαυρομούστακου. 

Στο σημείο αυτό, θεωρείται απαραίτητο να αναφερθεί ότι το στάδιο της 

αναζήτησης ομοιότητας που εφαρμόζεται στη ροή εργασίας, η οποία 

ακολουθήθηκε στα Κεφάλαια 4 και 5 του πειραματικού μέρους της 

διδακτορικής διατριβής πραγματοποιήθηκε από τους ερευνητές Αντρέα 

Αφαντίτη και Γεωργία Μελαγράκη, NovaMechanics Ltd. Μάλιστα, η εταιρία 

NovaMechanics Ltd, που εδρεύει στην Κύπρο, χρηματοδότησε όλο το 

ερευνητικό έργο της παρούσας διατριβής, μέσω του Ευρωπαϊκού 

προγράμματος THALAMOSS (THALAssaemia MOdular Stratification System 

for Personalized Therapy of beta-Thalassemia, FP7-HEALTH-2012-

INNOVATION-1, HEALTH.2012.1.2-1). 

Στη διδακτορική διατριβή ακολουθείται η εξής δομή: Στο πρώτο μέρος της 

(περιλαμβάνει τα τρία πρώτα κεφάλαια) εισάγεται το θεωρητικό υπόβαθρο 

προς κατανόηση των in silico αποτελεσμάτων που ακολουθούν. Ειδικότερα, 

στα Κεφάλαια 1 και 2, γίνεται μία βιβλιογραφική ανασκόπηση των ασθενειών 

που μελετώνται, της ηπατίτιδας C και της μεσογειακής αναιμίας, και των 

προσπαθειών καταπολέμησης τους μέχρι σήμερα. Πιο συγκεκριμένα, το 

πρώτο κεφάλαιο επικεντρώνεται στους αναστολείς της RNA πολυμεράσης του 

ιού της ηπατίτιδας C (HCV), και στο δεύτερο περιγράφεται η νόσος της β-

θαλασσαιμίας και πώς η θεραπεία της σχετίζεται με τη χρόνια μυελογενή 

λευχαιμία αλλά και τη δρεπανοκυτταρική αναιμία. Στο Κεφάλαιο 3, γίνεται 

εκτενής παρουσίαση των μεθόδων μοντελοποίησης που εφαρμόζονται στα 

πειράματα μοριακής μοντελοποίησης της παρούσας διατριβής. 

Τα επόμενα τρία και τελευταία κεφάλαια αποτελούν το πειραματικό μέρος της 

διδακτορικής διατριβής. Στα Κεφάλαια 4 και 5 αναπτύσσονται ποσοτικές 

σχέσεις δομής-δράσης δύο διαφορετικών συνόλων δεδομένων αναστολέων 

της RNA πολυμεράσης του HCV, που προσδένονται σε δύο διαφορετικές 
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περιοχές της πολυμεράσης, αντίστοιχα. Συγκεκριμένα, σε κάθε κεφάλαιο, 

περιγράφεται μία ροή εργασίας πολλαπλών βημάτων, στην οποία 

συνδυάζονται η μοριακή πρόσδεση, η μέθοδος του 3D-QSAR, η αναζήτηση 

ομοιότητας και η εικονική διαλογή. Γίνονται κατανοητά τα δομικά 

χαρακτηριστικά που είναι υπεύθυνα για τη βιολογική δράση της κάθε σειράς 

ενώσεων, και τα αποτελέσματα της μελέτης του 3D-QSAR αξιοποιούνται με τη 

διαλογή βάσεων δεδομένων (ChEMBL, PubChem, κ.α.), ώστε να 

προσδιοριστούν νέα παράγωγα της σειράς με επιθυμητή δραστικότητα. 

Τέλος, στο Κεφάλαιο 6 της διδακτορικής διατριβής παράγονται μοντέλα 

πρόβλεψης 3D-QSAR με βάση την κυτταροτοξικότητα μιας ομάδας ενώσεων 

κατά της ανθρώπινης ερυθρολευχαιμικής κυτταρικής σειράς Κ562. Η σειρά 

Κ562 έχει τη δυνατότητα να εκφράσει το γονίδιο της γ-σφαιρίνης αποτελώντας 

χρήσιμο εργαλείο in vitro για τη μελέτη ενώσεων που είναι δυνητικοί 

επαγωγείς της γ-σφαιρίνης στη θεραπεία της β-θαλασσαιμίας.Οι ενώσεις 

αυτές έχουν αξιολογηθεί πειραματικά ως αναστολείς της κινάσης BCR-ABL, 

της οποίας η λειτουργία της ευθύνεται για τη χρόνια μυελογενή λευχαιμία. Σε 

αυτή τη ροή εργασίας συνδυάζονται η δημιουργία φαρμακοφόρου μοντέλου 

με τη μετέπειτα δημιουργία του μοντέλου 3D-QSAR. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΕΙΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΕΠΙΤΥΧΕΣΤΕΡΗ ΚΑΤΑΠΟΛΕΜΗΣΗ 

ΤΗΣ ΗΠΑΤΙΤΙΔΑΣ C 

1.1 Η ασθένεια της ηπατίτιδας C και τρόποι θεραπείας της 

Η ηπατίτιδα C (hepatitis C) είναι μια σοβαρή ασθένεια, η οποία τις τελευταίες 

δεκαετίες διαδόθηκε παγκόσμια. Η ασθένεια οφείλεται στον ιό της ηπατίτιδας 

C (Hepatitis C Virus-HCV), ο οποίος προσβάλει κυρίως το ήπαρ (συκώτι). Οι 

επιστήμονες άρχισαν να ερευνούν την ύπαρξη και τις βλαβερές επιπτώσεις 

του ιού στην ανθρώπινη υγεία τη δεκαετία του 1970, ενώ η ανακάλυψή του 

επιβεβαιώνεται μόλις το 1989.1 Ο ιός της ηπατίτιδας C αποτελεί, σε σύγκριση 

με τους υπόλοιπους ιούς που προκαλούν ηπατίτιδες, τον πιο δύσκολο εχθρό 

κατά της διατήρησης της ομαλής λειτουργίας του ανοσοποιητικού 

συστήματος, γιατί είναι ύπουλος και η διάγνωσή του γίνεται τις περισσότερες 

φορές τυχαία. Περίπου το 60-80% των μολύνσεων από τον HCV εξελίσσεται 

σε χρόνια ηπατίτιδα, που συνήθως οδηγεί σε κίρρωση. Σε ορισμένες 

περιπτώσεις μάλιστα, οι άνθρωποι που εμφανίζουν κίρρωση παρουσιάζουν 

επίσης ηπατική ανεπάρκεια, καρκίνο του ήπατος ή πολύ διογκωμένες φλέβες 

στον οισοφάγο και στο στομάχι, οι οποίες μπορούν να οδηγήσουν σε 

αιμορραγία, ή ακόμα και στον θάνατο.2-5 

Ένα ποσοστό μεγαλύτερου του 3% του παγκόσμιου πληθυσμού (~170 εκ. 

άτομα) έχει χρόνια λοίμωξη από HCV, ενώ 3-4 εκατομμύρια άνθρωποι 

μολύνονται κάθε χρόνο.6-8 Στις Ηνωμένες Πολιτείες, εκτιμάται ότι περίπου 2,7 

εκατομμύρια άτομα ζουν με χρόνια ηπατίτιδα C.3 Το γεγονός αυτό καθιστά τον 

ιό μεγάλη απειλή αποτελώντας μια μάστιγα ακόμα πιο απειλητική και από τον 

ιό HIV (ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας) που προκαλεί το AIDS. Στην Ελλάδα, 

υπολογίζεται ότι περίπου το 2% του γενικού πληθυσμού, δηλαδή 200.000 

άτομα, έχουν χρόνια λοίμωξη από τον ιό της ηπατίτιδας C, ενώ αποτελεί πιο 

σημαντικό το γεγονός ότι το 80% από αυτούς δεν το γνωρίζει (Σχήμα 1.1). 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%97%CF%80%CE%B1%CF%84%CE%AF%CF%84%CE%B9%CE%B4%CE%B1
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Σχήμα 1.1: Παγκόσμια εξάπλωση της ασθένειας της ηπατίτιδας C                                  

(% του πληθυσμού της κάθε χώρας, Center for Disease Analysis). 

Υπάρχουν έξι βασικοί γονότυποι του HCV και αυτοί έχουν 18 υπότυπους (1a, 

1b, 2a-2c, 3a-3c, 4a-4h, 5a, 6a).9 Οι γονότυποι 1, 2 και 3 είναι κατανεμημένοι 

σε όλη την υφήλιο. Ο γονότυπος 4 κυριαρχεί στη Μέση Ανατολή και Αφρική. 

Οι γονότυποι 5 και 6 περιορίζονται στη Νότια Αφρική και Νοτιοανατολική 

Ασία. Ο γονότυπος 3 είναι ιδιαίτερα διαδεδομένος σε χρήστες ενδοφλέβιων 

ναρκωτικών ουσιών σε Ευρώπη και Ηνωμένες Πολιτείες. Ο γονότυπος 1 

αποτελεί τον πιο συνηθισμένο στη Νότιο Αμερική και την Ευρώπη και για 

αυτόν τον λόγο έχει γίνει ο πρωταρχικός στόχος της έρευνας αντι-ιικών 

αναστολέων πρωτεάσης. Στην Ελλάδα, ο γονότυπος 1 εμφανίζεται συχνότερα 

(46,9%), ακολουθούμενος από τους γονότυπους 3 (28,1%), 4 (13,2%) και 2 

(6,9%). Ο γονότυπος 5 ευθύνεται για λοιμώξεις στο 0,4% των κρουσμάτων.10 

Μέχρι σήμερα δεν υπάρχει εμβόλιο κατά της ηπατίτιδας C, όπως συμβαίνει με 

τις ηπατίτιδες Α και Β. Ωστόσο, τα εμβόλια είναι υπό ανάπτυξη και μάλιστα 

ορισμένα από αυτά έχουν δείξει ενθαρρυντικά αποτελέσματα. Η βλάβη στο 

ήπαρ μπορεί να περιοριστεί με κατάλληλη φαρμακευτική αγωγή. Για πρώτη 

φορά, τη δεκαετία του 1980, πραγματοποιήθηκε μία σύντομης χρονικής 

διάρκειας μονοθεραπεία με απλή ιντερφερόνη άλφα (IFN-α) που οδήγησε σε 

βελτίωση της ηπατικής νόσου και στην εξαφάνιση του ιού σε λιγότερο από το 

10% των ασθενών. 

     < 1% 

     1–1,9% 

     2–2,9% 

     > 3% 

     Δεν έχει μελετηθεί 
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Μια σημαντική εξέλιξη στη θεραπεία της χρόνιας ηπατίτιδας C ήταν η 

προσθήκη της ριμπαβιρίνης (RBV) στην IFN-α, ενός νουκλεοζιτικού αναλόγου 

με αντι-ιική δράση. Η θεραπεία με IFN-α σε συνδυασμό με RBV οδήγησε στην 

εξάλειψη του ιού σε ποσοστό 30-40% των ασθενών. Οι ασθενείς με γονότυπο 

1 είχαν πολύ λιγότερο ευνοϊκή απόκριση στη θεραπεία αυτή, σε σύγκριση με 

ασθενείς που παρουσίαζαν λοίμωξη με γονότυπους 2 και 3, ακόμα και για 

μεγαλύτερο χρονικό διάστημα χορήγησης της θεραπείας. Η σύζευξη της 

ιντερφερόνης με ένα μόριο πολυαιθυλενογλυκόλης (PEG) αύξησε τον χρόνο 

ημιζωής του φαρμάκου και τη βιοδιαθεσιμότητά του στον οργανισμό, 

επιτυγχάνοντας έτσι μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα και ευκολία στη 

χορήγησή του. Ωστόσο, η θεραπεία της PEG-IFN-α, μόνη ή σε συνδυασμό με 

τη ριμπαβιρίνη, τα τελευταία 10 χρόνια, είναι αποτελεσματική μόνο σε 

περιορισμένες περιπτώσεις, και συγκεκριμένα σε λιγότερο από το 50% των 

ασθενών με γονότυπο 1. 

Πρόσφατες κλινικές μελέτες έδειξαν, ότι η προσθήκη τελαπρεβίρης (telaprevir, 

Σχήμα 1.2), ενός αναστολέα πρωτεάσης ειδικής για τον ιό της ηπατίτιδας C 

(HCV NS3/4A) σε συνδυασμό με την τρέχουσα θεραπευτική αγωγή, της 

συζευγμένης ιντερφερόνης άλφα με ριμπαβιρίνη, έδειξαν βελτιωμένη ιολογική 

απόκριση σε ασθενείς με χρόνια ηπατίτιδα C με γονότυπο 1. Ωστόσο, η 

θεραπεία προκαλεί δυσμενείς επιπλοκές, όπως κυρίως εξάνθημα. Παρόμοια 

αποτελέσματα έδειξε η θεραπεία με μποσεπρεβίρη (boceprevir, Σχήμα 1.2) 

πάντοτε σε συνδυασμό με PEG-IFN-α και RBV. 

 

Σχήμα 1.2: Οι χημικές δομές των τελαπρεβίρης και μποσεπρεβίρης. 

Συνολικά, με τις προαναφερθείσες θεραπείες στους γονότυπους 2 και 3 το 

ποσοστό επιτυχίας φθάνει το 80%, ενώ στους γονότυπους 1 και 4 τα 

ποσοστά επιτυχίας είναι περίπου 40-50%. Έτσι, λόγω των σοβαρών 
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επιζήμιων επιπτώσεων του ιού στην υγεία και την έκταση των λοιμώξεων, η 

ανάπτυξη νέων θεραπευτικών στρατηγικών για την θεραπεία της ηπατίτιδας C 

συνεχίζει να αποτελεί μία σημαντική πρόκληση για την ερευνητική κοινότητα 

(Σχήμα 1.3). 

 

Σχήμα 1.3: Προσεγγίσεις για την καταπολέμηση της ηπατίτιδας C. 

1.2 Περιγραφή του ιού της ηπατίτιδας C 

Ο ιός της ηπατίτιδας C ανήκει στο γένος hepacivirus και είναι μέλος της 

οικογένειας των Flaviviridae. Πρόκειται για έναν μικρό, με περίβλημα, 

μονόκλωνο, θετικό ιό (+)RNA, το οποίο περιέχει γονιδίωμα που κωδικοποιεί 

μια πολυπρωτεΐνη 3010 αμινοξέων. Η πολυπρωτεΐνη αυτή αποτελείται από 

τέσσερις δομικές πρωτεΐνες που βρίσκονται στο αμινο-τελικό άκρο και έξι μη 

δομικές πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται στο υπόλοιπο δομικό τμήμα της. Στις 

δομικές πρωτεΐνες που παράγονται από τον HCV περιλαμβάνονται η 

πρωτεΐνη του πυρήνα (core), οι Ε1 και Ε2 και η p7, ενώ στις μη δομικές 

πρωτεΐνες περιλαμβάνονται οι NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A και NS5B 

(Σχήμα 1.4). 

Η  πρωτεΐνη του πυρήνα (core) είναι μία άκρως βασική πρωτεΐνη και αποτελεί 

το κύριο συστατικό του πυρηνικού καψιδίου. Οι Ε1 και Ε2 (πρωτεΐνες 

φακέλου) είναι ιδιαίτερα γλυκοζυλιωμένες διαμεμβρανικές πρωτεΐνες που 

χρησιμεύουν για να ενθυλακώνουν το ιικό γονιδίωμα του RNA και να 

συνθέτουν το σωματίδιο του ιού, ενώ η p7 πιστεύεται ότι σχηματίζει διαύλους 

ιόντων που είναι απαραίτητοι για την συναρμολόγηση και την απελευθέρωση 

των μολυσματικών ιών. 

Προσεγγίσεις για την καταπολέμηση της Ηπατίτιδας C 

Μη ειδικός στόχος  
(IFN-α, PEG-IFN-α) 

Ειδικός στόχος  
(αναστολείς των 

πρωτεϊνών του ιού) 
Συνδυασμός στόχων 

PEG-IFN-α      
+ RBV 

PEG-IFN-α + RBV  
+ (τελαπρεβίρη             

ή μποσεπρεβίρη) 

Άλλοι 
συνδυασμοί 
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Σχήμα 1.4: Γονιδιωματική οργάνωση της πολυπρωτεΐνης του HCV. 

Η NS2 είναι μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη βάρους 21-23 kDa, και έχει 

δραστικότητα πρωτεάσης. Η NS3 είναι μία πρωτεΐνη βάρους 67 kDa, της 

οποίας το Ν-τελικό άκρο έχει δραστικότητα πρωτεάσης σερίνης και το C-

τελικό άκρο έχει δραστικότητα ΝΤΡάσης/ελικάσης. Βρίσκεται μέσα στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο και σχηματίζει ένα ετεροδιμερές σύμπλοκο με την 

πρωτεΐνη NS4A, μια μεμβρανική πρωτεΐνη 54 αμινοξέων που δρα ως 

συμπαράγοντας της πρωτεάσης. Η NS4B είναι μία μικρή (27 kDa), υδρόφοβη, 

ενσωματωμένη μεμβρανική πρωτεΐνη με τέσσερις διαμεμβρανικές περιοχές. 

Βρίσκεται μέσα στο ενδοπλασματικό δίκτυο και παίζει σημαντικό ρόλο στην 

πρόσληψη άλλων ιικών πρωτεϊνών. Η NS5A είναι μία υδρόφιλη 

φωσφοπρωτεΐνη χωρίς κάποια εμφανή ενζυματική δραστικότητα. Παρόλα 

αυτά δρα ως ένας πολυλειτουργικός ρυθμιστής κυτταρικών οδών, όπως στην 

ανάπτυξη φιλοξενούμενων κυττάρων και στην αντιγραφή του ιού.11, 12 

Η μη δομική πρωτεΐνη 5Β (NS5B) είναι μία RNA-εξαρτώμενη RNA 

πολυμεράση (RdRp, RNA-dependent RNA polymerase) και αποτελεί το κλειδί 

λειτουργίας της αντιγραφής του ιικού RNA.13 Έχει βάρος 66 kDa και 

αποτελείται από περίπου 590 αμινοξέα. Λόγω της σημαντικής της δράσης, η 

NS5B έχει υποστεί εκτεταμένους δομικούς και βιοχημικούς 

χαρακτηρισμούς.14, 15 Πολλαπλές κρυσταλλογραφικές δομές της RNA 

πολυμεράσης NS5B του HCV σε διάφορες κρυσταλλικές μορφές έχουν 

προσδιοριστεί μέχρι σήμερα και όλες δείχνουν ότι η RNA πολυμεράση έχει μία 

βασική δομή που παρομοιάζεται με το ανθρώπινο χέρι, καθώς περιλαμβάνει 

τα υποτμήματα «παλάμης» (palm), «δαχτύλων» (fingers) και «αντίχειρα» 

(thumb) (Σχήμα 1.5).16 Η λειτουργία του υποτμήματος της «παλάμης» είναι ο 
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σχηματισμός ενός καταλυτικού κέντρου αντίδρασης της νουκλεοτιδικής 

μεταφοράς. Το υποτμήμα των «δαχτύλων» αλληλεπιδρά με τον εισερχόμενο 

τριφωσφορικό νουκλεοζίτη, καθώς και με τη βάση-πρότυπο στην οποία έχει 

αντιστοιχηθεί, ενώ το υποτμήμα του «αντίχειρα» παίζει ρόλο στην τοποθέτηση 

του RNA για έναρξη και επιμήκυνση. 

Η ανάπτυξη του αντι-ιικών παραγόντων του HCV έχει επικεντρωθεί κυρίως 

στο σύμπλοκο πρωτεάσης σερίνης NS3/4A και στην RNA πολυμεράση NS5B 

του ιού της ηπατίτιδας C, και για αυτό αποτελούν τις πιο μελετημένες 

πρωτεΐνες του HCV. Μέχρι πρόσφατα, έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία 

νουκλεοζιτικοί (NIs) και μη νουκλεοζιτικοί (NNIs) αναστολείς για την πιο 

πολυμελετημένη πολυμεράση-στόχο NS5B με στόχο την καταπολέμηση του 

HCV μέσω υψηλής απόδοσης διαλογής μεγάλων βιβλιοθηκών μοριακών 

δομών.17-19 Οι κατηγορίες των αναστολέων του ενζύμου NS5B αναλύονται 

στην παράγραφο 1.3. 

 

Σχήμα 1.5: Αναπαράσταση του ανθρώπινου χεριού και της RNA πολυμεράσης NS5B. 

1.3 Αναστολείς της RNA πολυμεράσης NS5B του HCV  

Όπως προαναφέρθηκε, η αναζήτηση αναστολέων της RNA πολυμεράσης 

NS5B του HCV οδήγησε στη διερεύνηση των νουκλεοζιτικών (NIs) και μη 

νουκλεοζιτικών αναστολέων (NNIs) (Σχήμα 1.6). Οι νουκλεοζιτικοί αναστολείς 

είναι τροποποιημένοι νουκλεοζίτες και τροποποιημένα νουκλεοτίδια που 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως υποστρώματα στο ενεργό καταλυτικό 
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κέντρο της πολυμεράσης, ώστε να ανταγωνιστούν τα φυσικά υποστρώματα. 

Μέσω των τριφωσφορικών μεταβολιτών τους, τα τροποποιημένα νουκλεοτίδια 

και οι τροποποιημένοι νουκλεοζίτες ενσωματώνονται στην αναπτυσσόμενη 

αλυσίδα του RNA, με αποτέλεσμα να προκαλούν τον τερματισμό του σταδίου 

επιμήκυνσης για την αντιγραφή, και έτσι να δρουν ως τερματιστές αλυσίδας 

του RNA. Ο μηχανισμός δράσης των νουκλεοζιτικών αναστολέων 

περιγράφεται στην παράγραφο 1.3.1 του παρόντος κεφαλαίου. Αντίθετα, οι μη 

νουκλεοζιτικοί αναστολείς είναι διάφορα χημικά μικρά μόρια που 

προσδένονται σε αλλοστερικές θέσεις («παλάμη», «αντίχειρας»), διαφορετικές 

από το καταλυτικό κέντρο του υποδοχέα. Οι μη νουκλεοζιτικοί αναστολείς με 

την πρόσδεσή τους πιθανόν να προκαλούν αλλαγές στη διαμόρφωση και τη 

χωροδιάταξη της πολυμεράσης, εμποδίζοντας αποτελεσματικά τη λειτουργία 

του ενζύμου και συνεπώς να αναστέλλουν την έναρξη του σταδίου για την 

αντιγραφή του RNA. 

 

Σχήμα 1.6: Κατηγορίες αναστολέων της RNA πολυμεράσης NS5B του HCV. 

Μέχρι σήμερα, έχει βρεθεί ένας ικανοποιητικός αριθμός αναστολέων της RNA 

πολυμεράσης NS5B του HCV, καθώς έχει αποδειχθεί ότι μειώνουν το ιικό 

φορτίο σε ασθενείς που έχουν μολυνθεί από τον ιό της ηπατίτιδας C.20, 21 

Συμπερασματικά, οι αναστολείς της πολυμεράσης NS5B του HCV αποτελούν 

υποσχόμενα μόρια για τη θεραπεία των ασθενών που είναι μολυσμένοι με 

HCV. 

1.3.1 Νουκλεοζιτικοί αναστολείς (NIs) 

Το καταλυτικό κέντρο της RNA πολυμεράσης του HCV βρίσκεται στο 

υποτμήμα της «παλάμης» (Σχήμα 1.7) και αποτελείται από την κοινή στις 

πολυμεράσες των ιών τριάδα των αμινοξέων Gly-Asp-Asp. Σε αυτή τη θέση, 

ένας 5'-τριφωσφορικός ριβονουκλεοζίτης συνδέεται μέσω συναρμογής με ένα 

Αναστολείς HCV NS5B 
RNA πολυμεράσης    

Νουκλεοζιτικοί 
αναστολείς (NIs) 

Τροποποιημένοι 
νουκλεοζίτες  

Τροποποιημένα 
νουκλεοτίδια  

Μη νουκλεοζιτικοί 
αναστολείς (NNIs) 

Διάφορα χημικά μόρια 
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δισθενές μέταλλό (Mg2+ ή Μn2+) και στη συνέχεια προστίθεται στο 3'-άκρο της 

αυξανόμενης αλυσίδας του RNA μέσω του σχηματισμού ενός 3',5'-

φωσφοδιεστερικού δεσμού. 

 

Σχήμα 1.7: Τα καταλυτικό ενεργό κέντρο της RNA πολυμεράσης NS5B του HCV.
19

 

Κατά συνέπεια, η ανάπτυξη νουκλεοζιτικών αναστολέων της RNA 

πολυμεράσης του HCV που λειτουργούν ως τερματιστές αλυσίδας του RNA 

για να εμποδίσουν τα περαιτέρω γεγονότα της αντιγραφής είναι μια λογική 

στρατηγική στην έρευνα για τους αντι-ΗCV παράγοντες. Η ιοντική φύση όμως 

του φωσφορικού τμήματος των νουκλεοζιτικών αναστολέων εμποδίζει την 

αποτελεσματική μεταφορά τους διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης. Για τον 

λόγο αυτόν απαιτείται η μεταφορά τους υπό μορφή αφόρτιστων νουκλεοζιτών 

ή προφαρμάκων.22 Οι αναστολείς-προφάρμακα διασπώνται μέσα στον 

οργανισμό από τις κυτταρικές κινάσες, ώστε να αποκτήσουν τη δραστική τους 

μορφή (μονοφωσφορική μορφή). Αξιοσημείωτο είναι πως λόγω της 

διατήρησης του ενεργού κέντρου της πολυμεράσης, οι νουκλεοζιτικοί 

αναστολείς έχουν παρόμοια αποτελεσματικότητα σε όλους τους 

απομονωμένους γονότυπους του HCV.23 Για τον ίδιο λόγο, αυτοί οι 

αναστολείς της πολυμεράσης δείχνουν ένα υψηλότερο φράγμα στην ιική 

ανθεκτικότητα σε σχέση με τους μη νουκλεοζιτικούς.24 

1.3.1.1 Τροποποιημένοι νουκλεοζίτες 

Οι νουκλεοζιτικοί αναστολείς του ιού της ηπατίτιδας C μπορεί να είναι 

ριβονουκλεοζιδικά ανάλογα που πρέπει να μετατραπούν στα αντίστοιχα 5’-

τριφωσφορικά τους από τις κυτταρικές κινάσες μέσα στο κυτταρόπλασμα των 
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μολυσμένων κυττάρων, ώστε να μιμηθούν τα φυσικά υποστρώματα της 

πολυμεράσης.25 Οι ΝΙs, γενικότερα, διαθέτουν ένα ελεύθερο 3-υδροξύλιο στο 

σάκχαρο και δεν μπορoύν να θεωρηθούν υποχρεωτικοί τερματιστές αλυσίδας 

(chain terminators) RNA. Ωστόσο, όλοι οι νουκλεοζιτικοί αναστολείς στην 

ανάπτυξή τους περιέχουν τροποποιήσεις στη 2-θέση του σακχάρου. 

Επομένως, είναι νοητό ότι αυτές οι ενώσεις μπορεί να δρουν ως τερματιστές 

αλυσίδας, λόγω της στερεοχημικής παρεμπόδισης που ασκείται από τις 2-C-

μεθυλο- ή 2-φθορο-ομάδες. Η πρωταρχική μετάλλαξη που εντοπίστηκε να 

σχετίζεται με μειωμένη ευαισθησία σε ένα ευρύ φάσμα των 2-

τροποποιημένων αναλόγων νουκλεοζιτών και νουκλεοτιδίων είναι η NS5Β 

S282T.26-28 

Η βαλοπικιταμπίνη (valopicitabine, NM283, Σχήμα 1.8) είναι ένα χορηγούμενο 

διά του στόματος προφάρμακο (εστέρας της 3-Ο-βαλίνης) της 2’-C-

μεθυλοκυτιδίνης (NM107) και αποτελεί το πρώτο ανάλογο νουκλεοζίτη, 

αναστολέα του HCV που τέθηκε σε κλινικές δοκιμές.29 Λόγω όμως της μη 

υποσχόμενης φαρμακολογικής του δράσης που παρατηρήθηκε σε κλινικές 

δοκιμές, η ανάπτυξη της βαλοπικιταμπίνης σταμάτησε. 

Μετά από την 2'-C-μεθυλοκυτιδίνη,30 διάφορα άλλα 2'-τροποποιημένα 

ανάλογα νουκλεοζίτη με στόχευση την RNA πολυμεράση NS5B του HCV 

έχουν αναφερθεί ότι αναστέλλουν την in vitro αντιγραφή του HCV. Αυτά 

περιλαμβάνουν τη 2'-Ο-μεθυλοκυτιδίνη,30 τη 2'-Ο-μεθυλαδενοσίνη,30 τη 2'-Ο-

μεθυλογουανοσίνη,27 τη 7-δεαζα-2'-C-μεθυλαδενοσίνη,31 τη 2'-δεοξυ-2'-

φθορο-2'-C-μεθυλοκυτιδίνη (PSI 6130, Σχήμα 1.8),32 όπως και τη 2'-δεοξυ-2'-

σπυροκυκλοπροπυλοκυτιδίνη (TMC647078).33 Εκτός από την PSI-6130, 

κανένα από τα προαναφερθέντα ανάλογα νουκλεοζιτών δεν αναπτύχτηκαν 

περαιτέρω. 

Τέλος, η μερισιταμπίνη (mericitabine, RG7128, Σχήμα 1.8) είναι ένας δι-

ισοβουτυλο-εστέρας και  προφάρμακο της PSI-6130, και αποτελεί ανάλογο 

νουκλεοζίτη κυτιδίνης (β-D-2'-δεοξυ-2'-φθορο-2'-C-μεθυλοκυτιδίνη).32 Η PSI-

6130 μεταβολίζεται ενδοκυτταρικά στην 5'-τριφωσφορική της β-D-2'-δεοξυ-2'-

φθορο-2'-C-μεθυλοκυτιδίνης και επίσης, ακολουθούμενη από απαμίνωση, 

στην τριφωσφορική της β-D-2'-δεοξυ-2'-φθορο-2'-C-μεθυλουριδίνης (PSI-

6206, Σχήμα 1.8).34 
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 Σχήμα 1.8: Οι δομές των νουκλεοζιτικών αναστολέων NM283, PSI-6130, RG7128 και 

PSI-6206. 

1.3.1.2 Τροποποιημένα νουκλεοτίδια 

Οι νουκλεοζίτες, όπως προαναφέρθηκε, πρέπει να μετατραπούν 

ενδοκυτταρικά στα 5'-τριφωσφορικά τους παράγωγα, ώστε να είναι ενεργοί 

αναστολείς των πολυμερασών των ιών. Πολλοί από αυτούς αποτυγχάνουν, 

πιθανότατα στο πρώτο στάδιο της φωσφορυλίωσης. Για παράδειγμα, οι 

νουκλεοζίτες που μετατρέπονται σε 5'-μονοφωσφορικούς νουκλεοζίτες, είναι 

ενζυμικά αποφωσφορυλιωμένα και αρνητικά φορτισμένα μόρια, που δεν 

εισέρχονται στα κύτταρα, ενώ είναι ασταθή καθιστάμενα ανεπιθύμητα για 

υποψήφια φάρμακα. Για να ξεπεραστεί αυτό το πρόβλημα, έχουν αναπτυχθεί 

στρατηγικές για σύνθεση παραγώγων του 5'-μονοφωσφορικού νουκλεοζίτη 

(νουκλεοτιδίου) όπου στη φωσφορική ομάδα προσαρτάται μια προστατευτική 

ομάδα. Η ομάδα αυτή αποκολλάται από το μόριο στον οργανισμό και έτσι ο 

προστατευμένος 5'-μονοφωσφορικός νουκλεοζίτης δρα ως προφάρμακο.35-38 

Τα νουκλεοτίδια-αναστολείς της πολυμεράσης είναι προφάρμακα που 

στοχεύουν στο ήπαρ και έχουν σχεδιαστεί για να ενισχύσουν τον σχηματισμό 

του δραστικού τριφωσφορικού τους στο ήπαρ, και να ελαχιστοποιείται η 

συστηματική έκθεση του νουκλεοτιδικού φαρμάκου και νουκλεοζιδικού 

μεταβολίτη του. Αυτά τα προφάρμακα νουκλεοτιδικών αναλόγων κατά 

προτίμηση διασπώνται από τα ηπατικά ένζυμα, απελευθερώνοντας έτσι 

αποτελεσματικά τον μονοφωσφορικό νουκλεοζίτη τους στα ηπατικά κύτταρα. 

Η σοφοσμπουβίρη (sofosbuvir, GS-7977 ή PSI-7977) αποτελεί σήμερα τον 

πιο προηγμένο αναστολέα της RNA πολυμεράσης NS5B του HCV στην 

κλινική ανάπτυξη (Φάση ΙΙΙ). Είναι ένα χειρόμορφο ισομερές της PSI-7851 

(Σχήμα 1.9), ένα φωσφοραμιδικό προφάρμακο ενός νουκλεοτιδικού αναλόγου 

ουριδίνης (μονοφωσφορική β-D-2-δεοξυ-2-φθορο-2-C-μεθυλουριδίνη).39 Έχει 
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δειχθεί ότι η PSI-7851 υπάρχει ως ένα 1:1 μίγμα δύο διαστερεοϊσομερών, των 

PSI-7976 και PSI-7977, στο κέντρο του φωσφόρου της φωσφοραμιδικής 

περιοχής (Σχήμα 1.9). Η PSI-7977, το ισομερές Sp, βρέθηκε να αναστέλλει την 

αντιγραφή του HCV πιο αποτελεσματικά από την PSI-7976 (Rp ισομερές). 

 

Σχήμα 1.9: Οι δομές του PSI-7851 και των διαστερεοϊσομερών του (Sp και Rp). 

Η GS-938 (ή PSI-938, Σχήμα 1.10) είναι το προφάρμακο της 

μονοφωσφορικής 2'-F-2'-C-μεθυλογουανοσίνης και δημιουργήθηκε για να δρα 

συνεργιστικά με το νουκλεοτίδιο της πυριμιδίνης, PSI-7977.40 Μία νέα 

προσέγγιση διπλού προφαρμάκου χρησιμοποιήθηκε για να συντεθεί το 

νουκλεοτιδικό ανάλογο BMS-986094 (INX-08189, Σχήμα 1.10).41  

 

Σχήμα 1.10: Οι δομές των νουκλεοτιδικών αναλόγων γουανοσίνης GS-938, INX-08189, 

IDX184, και των PSI-353661 και GS-6620. 
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Το IDX184 αποτελεί ένα διαφορετικό προφάρμακο νουκλεοτιδίου που επίσης 

σχεδιάστηκε για να μεταβολίζεται και να παρέχει υψηλές συγκεντρώσεις της 

2'-C-μεθυλο 5'-μονοφωσφορικής γουανοσίνης στα ηπατοκύτταρα (Σχήμα 

1.10).42 Άλλοι αναστολείς νουκλεοτιδίων της πολυμεράσης που μελετώνται 

σήμερα στις Φάσεις Ι και ΙΙ των κλινικών δοκιμών, είναι η PSI-353661 (Σχήμα 

1.10) που αποτελεί προφάρμακο της μονοφωσφορικής 2'-C-

μεθυλογουανοσίνης,43 και το GS-6620 (νουκλεοτιδικό προφάρμακο της C-

ανάλογου νουκλεοζίτη, Σχήμα 1.10).44 

1.3.2 Μη νουκλεοζιτικοί αναστολείς (NNIs) 

Κυρίως μέσω πειραμάτων υψηλής απόδοσης διαλογής, έχουν ταυτοποιηθεί 

τρεις αλλοστερικές περιοχές δέσμευσης μικρών μορίων στην RNA 

πολυμεράση NS5B του HCV. Αυτές οι αλλοστερικές περιοχές πρόσδεσης 

βρίσκονται στα δομικά τμήματα της «παλάμης» και του «αντίχειρα». Μέχρι 

σήμερα, μόνο στο τμήμα των «δαχτύλων» δεν έχουν εντοπιστεί ξεκάθαρα 

αλλοστερικές θέσεις πρόσδεσης. 

Η αλλοστερική θέση στο τμήμα της «παλάμης» είναι στην ουσία μία ενιαία, 

μεγάλη και έντονα υδρόφοβη κοιλότητα κοντά στο ενεργό κέντρο της 

πολυμεράσης (Σχήμα 1.11).  

 

Σχήμα 1.11: Αναπαράσταση της RNA πολυμεράσης NS5B του ιού της ηπατίτιδας C με 

κορδέλες. Ο αναστολέας είναι προσδεμένος στο αλλοστερικό κέντρο στην περιοχή της 

παλάμης (ροζ: το τμήμα της παλάμης, πράσινο: το τμήμα του αντίχειρα, μπλε: το τμήμα των 

δαχτύλων, κίτρινο: ο β-βρόχος). 



 

15 
 

Πρόκειται για τη μεγαλύτερη περιοχή πρόσδεσης της πολυμεράσης και το 

σχήμα της μπορεί να αλλάζει ανάλογα με τον τύπο του αναστολέα που 

προσδένεται σε αυτήν. Από την άλλη, το τμήμα του «αντίχειρα» αποτελείται 

από δύο επαρκώς καθορισμένες αλλοστερικές θέσεις πρόσδεσης. Οι δύο 

διακριτές και ξεχωριστές αυτές θέσεις είναι η I (πρώτη), που βρίσκεται κοντά 

στην αλλοστερική θέση πρόσδεσης της τριφωσφορικής γουανοσίνης (GTP), 

και η II (δεύτερη), μία υδρόφοβη κυρίως σχισμή, που απέχει περίπου 15 Å 

από την I. 

1.3.2.1 Αναστολείς του τμήματος της «παλάμης» 

Το μέγεθος της θέσης πρόσδεσης στο τμήμα της «παλάμης» είναι 15 Å και 

έχει βάθος 20 Å.45 Οι διαστάσεις αυτές επιτρέπουν σε μία ευρύτερη ποικιλία 

χημικών τύπων να δράσουν ως αναστολείς. Οι περισσότεροι αναστολείς που 

προσδένονται στην περιοχή αυτή παρουσιάζουν δύο σημαντικές 

αλληλεπιδράσεις με την Tyr448, που βρίσκεται στη i+1 θέση της β-στροφής 

του βρόχου του «αντίχειρα». Η μία αλληλεπίδραση είναι ένας δεσμός 

υδρογόνου μεταξύ της –NH ομάδας της κύριας αλυσίδας του αμινοξέος και 

ενός ατόμου-δέκτη ηλεκτρονίων του αναστολέα, ενώ η δεύτερη φαίνεται να 

είναι μία π-π αρωματική αλληλεπίδραση μεταξύ πλευρικής αλυσίδας της 

τυροσίνης και μιας αρωματικής ομάδας του αναστολέα, ή τουλάχιστον μία 

υδρόφοβη αλληλεπίδραση. Μερικές τάξεις αναστολέων σχηματίζουν 

ομοιοπολικό δεσμό με το S της Cys366. Άλλες αλληλεπιδράσεις που έχουν 

διαπιστωθεί είναι αυτές του αναστολέα με τα αμινοξέα Arg386, Ser387, και 

Arg394 στην περιοχή της «παλάμης» της πολυμεράσης. 

Μία από τις πιο μελετημένες χημικές κατηγορίες μη νουκλεοζιτικών 

αναστολέων που έχει βρεθεί ότι προσδένονται στην περιοχή της «παλάμης» 

της πολυμεράσης είναι η κατηγορία των βενζοθειαδιαζινών, με οδηγό την 

ένωση 1.46 Μία αρχική μελέτη σχέσης δομής-δραστικότητας (SAR) με ένωση-

οδηγό την 1 (Σχήμα 1.12), οδήγησε σε μία σειρά ενώσεων, με πιο δραστική 

την SB-71184547 και το παράγωγό της, την SB-75033048 (Σχήμα 1.12). Οι 

αναστολείς που βασίζονται στη βενζοθειαδιαζίνη δείχνουν να έχουν ισχυρή 

δραστικότητα κατά των γονότυπων 1a, 1b και 2a, αλλά πολύ χαμηλότερη 

δραστικότητα έναντι του γονότυπου 3a.46 
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Σχήμα 1.12: Οι δομές των βενζοθειαδιαζινών ενώσεων 1, SB-711845 και SB-750330.  

Όπως και οι άλλοι αναστολείς των αλλοστερικών θέσεων πρόσδεσης της 

πολυμεράσης, έτσι κι αυτές οι ενώσεις αναστέλλουν το ένζυμο πριν την 

επιμήκυνση του RNA. Η σετρομπαβίρη (setrobuvir, RG7790, αναφερόμενη 

αρχικά ως ΑΝΑ598, Σχήμα 1.13) βρίσκεται σήμερα στη Φάση II των κλινικών 

δοκιμών και χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με την ιντερφερόνη και τη 

ριμπαβιρίνη στοχεύοντας σε ασθενείς με ηπατίτιδα C με γονότυπο 1.49, 50 Οι 

αναστολείς ΑΒΤ-333 (Dasabuvir, Σχήμα 1.13) και ΑΒΤ-072 (η δομή δεν είναι 

διαθέσιμη στη βιβλιογραφία) έχουν μελετηθεί in vitro και σε κλινικές δοκιμές 

Φάσης Ι. Ο συνδυασμός του ABT-333 ή του ABT-072 με κοκτέιλ των δύο 

ενώσεων PEG-IFN-α-RBV οδήγησε σε σημαντικά μεγαλύτερη αντι-ιική δράση 

σε ασθενείς που είχαν λάβει θεραπεία μόνο με το κοκτέιλ των δύο ενώσεων 

PEG-IFN-α-RBV.5 

 

 

Σχήμα 1.13: Οι δομές των RG7790 και ABT-333. 

Οι ακυλοπυρρολιδίνες είναι μία ακόμα κατηγορία ενώσεων που προσδένονται 

στην αλλοστερική θέση στο υποτμήμα της «παλάμης» της πολυμεράσης.52 Η 

δραστικότητα των ακυλοπυρρολιδινών επηρεάζεται από τη μετάλλαξη 

M414T.53 Η GSK625433 (Σχήμα 1.14) είχε προχωρήσει σε κλινικές δοκιμές 

Φάσης Ι, αλλά αυτή η μελέτη διεκόπη λόγω των ανεπιθύμητων επιδράσεων 

που σημειώθηκαν σε μελέτες μακροχρόνιας καρκινογένεσης σε ποντίκια.54 
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Μια κατηγορία βενζοφουρανίων ταυτοποιήθηκαν ως ισχυροί αναστολείς της in 

vitro αντιγραφής του HCV (Σχήμα 1.14).55 Η HCV-796 έδειξε σημαντική 

δραστικότητα σε κλινικές δοκιμές σε πρώιμο στάδιο.56 Παρ’ όλα αυτά, η 

ανάπτυξη του HCV-796 διακόπηκε, επειδή ανιχνεύθηκαν αυξημένα ηπατικά 

ενζυμικά επίπεδα σε ορισμένους ασθενείς που έλαβαν θεραπεία με αυτόν τον 

παράγοντα. 

 

Σχήμα 1.14: Οι δομές των GSK625433 και HCV-796. 

Μέχρι και σήμερα δεν έχουν σταματήσει οι προσπάθειες αναζήτησης και 

άλλων κατηγοριών αναστολέων που δρουν στο τμήμα της «παλάμης» της 

πολυμεράσης, όπως είναι η κατηγορία των ακρυλικών οξέων, των 

ισοθειαζολών και των α,γ-δικετο οξέων.57-59 

1.3.2.2 Αναστολείς του τμήματος του «αντίχειρα» 

A. Αναστολείς του τμήματος του «αντίχειρα» I 

Η περιοχή πρόσδεσης του «αντίχειρα» I βρίσκεται 30 Å μακριά από το ενεργό 

κέντρο της πολυμεράσης. Οι αναστολείς αυτής της περιοχής δεσμεύονται σε 

θέσεις που συνήθως καταλαμβάνονται από τις πλευρικές αλυσίδες των 

αμινοξέων Leu30 και Leu31. Αυτή η κατηγορία αναστολέων εμποδίζει τις 

ενδομοριακές επαφές του «αντίχειρα» και του βρόχου του άκρου των 

«δαχτύλων», εμποδίζοντας έτσι και τον σχηματισμό ενός παραγωγικού 

πολύπλοκου ενζύμου για τη σύνθεση του RNA. Για τον λόγο αυτόν, οι 

παράγοντες αυτοί είναι επίσης γνωστοί και ως αναστολείς «βρόχου 

δαχτύλου» και διαθέτουν κοινό πυρήνα βενζιμιδαζολίου ή ινδολίου.60, 61 

Η βελτιστοποίηση της κυτταρικής διαπερατότητας με τη μετατροπή του 

βενζιμιδαζολικού σκελετού στον περισσότερο λιπόφιλο σκελετό ινδολίου 

προέβλεψε περαιτέρω ενίσχυση της αντι-ιικής δραστικότητας, οδηγώντας 

τελικά σε κλινική αντι-HCV δραστικότητα.62-66 Αξιοσημείωτο είναι ότι οι 
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παράγοντες που ανήκουν σε αυτή την κατηγορία των NNIs εμφανίζουν 

μειωμένη δραστικότητα κατά του γονότυπου 1a του HCV σε σύγκριση με τον 

γονότυπο 1b.63, 65, 67 Διάφοροι αναστολείς που βασίζονται στο ινδόλιο (BI 

207127, TMC647055 και BMS791325) βρίσκονται στο στάδιο διερεύνησης 

των κλινικών δοκιμών.62, 64, 65, 68 

Ο πιο προηγμένος αναστολέας αυτής της κατηγορίας είναι η 

ντελεομπαβίρη/BI 207127 (deleobuvir, Σχήμα 1.15). Βρίσκεται στη φάση ΙΙ 

των κλινικών δοκιμών. Ο BI 207127 σε συνδυασμό με PEG-IFN-α και RBV 

έχει αποδειχθεί ότι έχει ισχυρή αντι-ιική δράση, με ένα ευνοϊκό προφίλ 

ασφάλειας και ανεκτικότητας.68 Ένας άλλος αναστολέας του τμήματος του 

«αντίχειρα» I είναι το BMS-791325 (Σχήμα 1.15). 

 

Σχήμα 1.15: Οι δομές των BI 207127 και BMS-791325. 

B. Αναστολείς του τμήματος του «αντίχειρα» II 

Παράγωγα του θειοφαινο-καρβοξυλικού οξέος αναφέρθηκαν να αναστέλλουν 

τη λειτουργία της πολυμεράσης NS5B και της αντιγραφής του RNA του HCV. 

Κρυσταλλογραφικές μελέτες ανακάλυψαν την ύπαρξη μιας υδρόφοβης 

κοιλότητας που βρίσκεται στη βάση του τμήματος του «αντίχειρα» της 

NS5B.69 Όπως και οι NNIs του τμήματος του «αντίχειρα» I, έτσι και τα 

παράγωγα θειοφαινο-καρβοξυλικού οξέος είναι μη ανταγωνιστικά της 

ενσωμάτωσης του νουκλεοτιδίου, καθώς αναστέλλουν ένα βήμα έναρξης για 

τη σύνθεση του  RNA, παρεμβαίνοντας με διαμορφωτικές αλλαγές. Η 

λομιμπαβίρη/VX-222 (lomibuvir) παρουσιάζει μικρή (μΜ) αντι-ιική 

δραστικότητα κατά των HCV 1a και 1b χρησιμοποιώντας τη μέθοδο με τα 

αντίγραφα της αρχικής αντιγραφής (ρεπλικόνια, replicons).70 

Εκτός από τα παράγωγα των θειοφαινο-καρβοξυλικών οξέων, έχουν 

εντοπιστεί και άλλες κατηγορίες μορίων που στοχεύουν σε αυτή την 



 

19 
 

αλλοστερική θέση. Η φιλιμπαβίρη/PF-00868554 (filibuvir, Σχήμα 1.16), ένα 

παράγωγο διϋδροπυρανόνης, είναι ένας ισχυρός και εκλεκτικός in vitro 

αναστολέας του HCV.71 Ασκεί ισχυρή αντι-ιική δράση in vitro έναντι του HCV 

1b αντίγραφου και μειωμένη δραστικότητα έναντι του 1a αντίγραφου της 

αρχικής αντιγραφής. 

Μία άλλη κατηγορία μη νουκλεοζιτικών αναστολέων της πολυμεράσης που 

αλληλεπιδρά με το τμήμα του «αντίχειρα» II είναι η κατηγορία των 

παραγώγων του πυρανοϊνδολίου (όπως το HCV-371, Σχήμα 1.16). Τέθηκε 

υπό κλινική ανάπτυξη, αλλά τα αποτελέσματα δεν ήταν υποσχόμενα και για 

αυτό οι περαιτέρω έρευνες σταμάτησαν.72, 73 Πρόσφατα, υποκατεστημένα Ν-

φαινυλοβενζο-σουλφαναμίδια, έδειξαν επίσης να αναστέλλουν τους 

γονότυπους 1a και 1b HCV σε in vitro αντιγραφή.74 

 

Σχήμα 1.16: Οι δομές των φιλιμπαβίρης και HCV-371. 

Στους πίνακες Π1 και Π2 του Παραρτήματος Ι παρατίθενται συγκεντρωμένοι 

όλοι οι προαναφερθέντες αναστολείς της RNA πολυμεράσης του ιού της 

ηπατίτιδας C. 

1.4 Κρυσταλλογραφικά δεδομένα 

Περισσότερες από 200 κρυσταλλογραφικές μελέτες έχουν καταχωρηθεί στην 

Πρωτεϊνική Βάση Δεδομένων της Brookhaven (PDB), μέχρι και σήμερα. 

Όμως, δεν υπάρχει καμία κρυσταλλογραφική μελέτη της RdRp NS5B του 

HCV με συγκρυσταλλωμένο νουκλεοζιτικό αναστολέα (NI). Παρόλα αυτά, οι 

κρυσταλλογραφικές μελέτες με κωδικούς 1C2P,75 1GX576 και 1GX676 

απεικονίζουν με ικανοποιητική ευκρίνεια το καταλυτικό κέντρο της 

πολυμεράσης, χωρίς αναστολέα αλλά και με τα φυσικά υποστρώματά της, το 

τριφωσφορικό ριβονουκλεοτίδιο της γουανοσίνης ή της ουρακίλης, αντίστοιχα. 

Η πλειοψηφία των κρυσταλλογραφικών μελετών της RNA-εξαρτώμενης RNA 
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πολυμεράσης που έχουν καταχωρηθεί στην Πρωτεϊνική Βάση Δεδομένων 

είναι αυτές που έχουν συγκρυσταλλωμένο μη νουκλεοζιτικό αναστολέα (NNI). 

Αρκετές από αυτές παρουσιάζουν υψηλή ανάλυση (resolution), ενώ τα 

περισσότερα πειράματα ακτίνων Χ (X-ray) εκτελέστηκαν με τον γονότυπο 1b 

του HCV. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν οι κρυσταλλογραφικές 

μελέτες με κωδικούς 2FVC46 και 2GIQ47 της πολυμεράσης με τους αναστολείς 

των βενζοθειαζινών που έχουν προσδεθεί στην αλλοστερική περιοχή της 

«παλάμης». Ακόμη, ο προαναφερθείς αναστολέας HCV-796 δεσμεύεται σε 

δύο διαφορετικές απομονώσεις του γονότυπου 1b του HCV (Con1 και BK) 

στις κρυσταλλογραφικές μελέτες με κωδικούς 3FQL77 και 3FQK.77 Τέλος, η 

κρυσταλλογραφική μελέτη της PDB με κωδικό 3FRZ71 αναπαριστά την 

πρόσδεση της φιλιμπαβίρης/PF-00868554 στο υποτμήμα του «αντίχειρα» ΙΙ 

της πολυμεράσης NS5B του HCV (Σχήμα 1.17). 

 

Σχήμα 1.17: Μοριακή πρόσδεση της φιλιμπαβίρης στο τμήμα του «αντίχειρα» ΙΙ της 

RNA πολυμεράσης NS5B του HCV. 

1.5 Επίλογος 

Μετά από 27 χρόνια από την ανακάλυψη του ιού της ηπατίτιδας C ως νέο 

παθογόνο για τον ανθρώπινο οργανισμό, μόνη εγκεκριμένη θεραπεία της 

ασθένειας παραμένει ο συνδυασμός πεγκυλιωμένης ιντερφερόνης-α και 

ριμπαβιρίνης. Καθώς αυτή η διπλή θεραπεία σχετίζεται με σοβαρές 
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παρενέργειες και δεν επωφελούνται όλοι οι ασθενείς, πρόσφατα, σημειώθηκε 

πρόοδος στην ανάπτυξη φαρμάκων που στοχεύουν ειδικά στις πρωτεΐνες του 

HCV. Σημαντικό στόχο αποτελεί η RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση του 

ιού που είναι απαραίτητη για την αντιγραφή του. Οι μέχρι τώρα προσπάθειες 

ανάπτυξης αναστολέων με στόχο την πολυμεράση του ιού δίνουν ελπίδες για 

τη θεραπεία της ασθένειας. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΜΕΣΟΓΕΙΑΚΗ ΑΝΑΙΜΙΑ (β-ΘΑΛΑΣΣΑΙΜΙΑ) 

2.1 Γενικά για τη β-θαλασσαιμία 

Η μεσογειακή αναιμία ή β-θαλασσαιμία*, όπως έχει επικρατήσει να ονομάζεται 

τα τελευταία χρόνια σε διεθνές επίπεδο, είναι μια κοινή διαταραχή του αίματος 

που απαντάται σε όλο τον κόσμο. Τα άτομα που πάσχουν από τη νόσο δεν 

μπορούν να συνθέσουν τη φυσιολογική μορφή της αιμοσφαιρίνης (Hb), η 

οποία μεταφέρει το οξυγόνο στους ιστούς και αποτελεί βασικό συστατικό του 

αίματος. Η φυσιολογική μορφή της αιμοσφαιρίνης αποτελείται από τέσσερις 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες, δύο α και δύο β αλυσίδες (σφαιρίνες) σε ένα 

τετραμερές. Οι πάσχοντες από β-θαλασσαιμία παράγουν μειωμένη τη β-

σφαιρίνη. 

Πιο συγκεκριμένα, η διαταραχή αυτή μειώνει την παραγωγή της 

αιμοσφαιρίνης και είναι εξειδικευμένη σε σοβαρές κληρονομικές μεταλλάξεις 

στη δομή της β-αλυσίδας της αιμοσφαιρίνης, ή σε διαταραχές στη σύνθεσή 

της.78, 79 Σε ασθενείς με β-θαλασσαιμία, η ανισορροπία στη σύνθεση των β-

αλυσίδων της αιμοσφαιρίνης οδηγεί σε καθίζηση περίσσειας αδρανών α-

αλυσίδων μέσα στα ερυθροκύτταρα, σε σημεία στο εσωτερικό και εξωτερικό 

του μυελού, ενώ σχηματίζονται μικρά, ευαίσθητα ερυθρά αιμοσφαίρια που 

αδυνατούν να μεταφέρουν επαρκώς το οξυγόνο και καταστρέφονται εύκολα 

(Σχήμα 2.1). Ως εκ τούτου, συμπεραίνεται ότι η παθοφυσιολογία της β-

θαλασσαιμίας έχει δύο σκέλη: (α) τη μειωμένη πλήρωση των ερυθροκυττάρων 

με αιμοσφαιρίνη, και (β) τη δημιουργία των καταστροφικών εγκλείστων από 

την περίσσεια ελεύθερων α-αλυσίδων. Η νόσος ταξινομείται ως β0, όταν η 

σύνθεση της β-σφαιρίνης αναστέλλεται ολοσχερώς, β+, όταν η σύνθεση 

μειώνεται σοβαρά και β++, όταν η σύνθεση μειώνεται ήπια. Έχουν περιγραφεί 

τρεις κύριοι τύποι της νόσου: η ελάσσων, η ενδιάμεση, και η μείζων. 

*Σε ιατρικά βιβλία η θαλασσαιμία εμφανίζεται και με άλλες ονομασίες, όπως β-ομόζυγος 

θαλασσαιμία, β-μείζονα θαλασσαιμία, μεσογειακή αναιμία ή αναιμία του Cooley (Cooley’s 

αnaemia, 1928). 
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Σχήμα 2.1: Η παθοφυσιολογία της β-θαλασσαιμίας. 

Χιλιάδες βρέφη με μεσογειακή αναιμία γεννιούνται κάθε χρόνο, καθώς 

κληρονομείται και από τους δύο γονείς που είναι φορείς της νόσου. Η 

μεσογειακή αναιμία εμφανίζεται συχνότερα σε ανθρώπους από τις χώρες της 

Μεσογείου, τη Βόρεια Αφρική, τη Μέση Ανατολή, την Ινδία, την Κεντρική και 

τη Νοτιοανατολική Ασία. Στην Ελλάδα (και κυρίως στην Κρήτη) και την Κύπρο, 

τα ποσοστά υγιών φορέων είναι από τα υψηλότερα στον κόσμο, και 

επομένως η νόσος συγκαταλέγεται ως σοβαρό κλινικό πρόβλημα. 

Υπολογίζεται, ότι 240 εκατομμύρια άτομα σε όλο τον κόσμο είναι ετερόζυγα 

για μεσογειακή αναιμία, ενώ περίπου 200.000 ετησίως είναι οι ομοζυγώτες. 

Η νόσος, χωρίς μια αυστηρή θεραπευτική αγωγή, είναι θανατηφόρα και μέχρι 

στιγμής ανίατη, με εξαίρεση λίγα άτομα που έχουν ιστοσυμβατό συγγενή δότη 

αιμοποιητικών κυττάρων, ώστε να μπορούν να επωφεληθούν μιας 

μεταμόσχευσης. Η παρούσα αγωγή που ακολουθείται είναι η τακτική 

μετάγγιση αίματος και η αποσιδήρωση, δηλαδή η αφαίρεση του σιδήρου που 

συσσωρεύεται από τις μεταγγίσεις, και μπορεί να βλάψει ζωτικά όργανα 

(καρδιά, ήπαρ, ενδοκρινείς αδένες). Μάλιστα, παλαιότερα το συχνότερο αίτιο 

θανάτου όσων έπασχαν από μεσογειακή αναιμία ήταν η καρδιακή ανεπάρκεια 

(Σχήμα 2.2), ενώ αντισώματα του ιού της ηπατίτιδας C έχουν βρεθεί σε 

μεγάλο ποσοστό των πολυμεταγγιζόμενων ασθενών.80, 81 Πιο συγκεκριμένα, 

αντισώματα του HCV έχουν βρεθεί σε ποσοστό 85% των 

πολυμεταγγιζόμενων ασθενών με β-θαλασσαιμία στην Ιταλία, 23% στο 

Ηνωμένο Βασίλειο, 35% στις Ηνωμένες Πολιτείες, 34% στη Γαλλία και 21% 
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στην Ινδία.80 Αυτό το γεγονός οφείλεται στο ότι τα πολυμεταγγιζόμενα άτομα 

είναι πιο επιρρεπή σε τέτοιου είδους ιογενείς λοιμώξεις, όπως στον ιό της 

ηπατίτιδας Β και C, και του HIV. Στην Ελλάδα, τονίζεται πως η αφαίρεση του 

σιδήρου μπορεί να χαρίζει τη ζωή, αλλά εν τούτοις παραμένει μια δύσκολη και 

δαπανηρή τεχνική. Ως εκ τούτου, η ανακάλυψη φαρμακευτικών μορίων 

ενάντια σε αυτή τη νόσο κρίνεται αναγκαία. 

 

Σχήμα 2.2: Αιτίες θνησιμότητας θαλασσαιμικών ασθενών στην Ελλάδα (Ελληνικό Εθνικό 

Αρχείο Καταγραφής 2000–2010).
81

 

2.2 Θεραπευτική αντιμετώπιση της β-θαλασσαιμίας 

Μέχρι σήμερα, η β-θαλασσαιμία θεραπεύεται εν μέρει με τακτικές μεταγγίσεις 

αίματος, την αποσιδήρωση, και με την αντιμετώπιση δευτερογενών 

συμπτωμάτων. Η μεταμόσχευση μυελού αποτελεί τη μοναδική ριζική 

θεραπεία, ενώ η γονιδιακή θεραπεία βρίσκεται ακόμα σε ερευνητικό στάδιο. 

2.2.1 Μεταγγίσεις 

Ο βασικός τρόπος αντιμετώπισης της αναιμίας είναι οι μεταγγίσεις αίματος 

(συμπυκνωμένων ερυθρών). Περισσότερες και πιο συχνές μεταγγίσεις 

απαιτούνται στις σοβαρές μορφές β-θαλασσαιμίας, πιθανόν κάθε λίγες 

εβδομάδες. Ακόμη, ταχτικές μεταγγίσεις απαιτούνται σε απότομη πτώση 

αιμοσφαιρίνης, όπως κατά τη διάρκεια λοιμώξεων, μετά από χειρουργικές 
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επεμβάσεις και κατά την εγκυμοσύνη. Πριν ξεκινήσουν οι μεταγγίσεις, 

απαραίτητο είναι να γίνει εκτενής φαινοτυπικός χαρακτηρισμός των 

ερυθροκυττάρων. 

2.2.2 Αποσιδήρωση 

Οι ταχτικές μεταγγίσεις αίματος προκαλούν συσσώρευση του σιδήρου στο 

αίμα (αιμοσιδήρωση). Στη β-θαλασσαιμία παρατηρείται αυξημένη 

απορρόφηση σιδήρου και από το πεπτικό σύστημα. Ο σίδηρος οδηγεί 

σταδιακά στην καταστροφή των κυττάρων, με αποτέλεσμα τη λειτουργική 

ανεπάρκεια ζωτικών οργάνων (όπως καρδιά, ήπαρ). Δυστυχώς δεν 

υπάρχουν φυσιολογικοί μηχανισμοί για την αποβολή του σιδήρου στο αίμα, κι 

έτσι η θεραπεία με χηλικούς παράγοντες δέσμευσης του σιδήρου αποτελεί τη 

μόνη μέθοδο για να μειωθεί ή να διατηρηθεί σταθερό το φορτίο σιδήρου στον 

οργανισμό ασθενών με β-θαλασσαιμία. Η δεσφεριοξαμίνη (Desferrioxamine ή 

Desferal, DFO) ήταν η πρώτη χηλική ουσία που χρησιμοποιήθηκε για την 

αποσιδήρωση και έχει εφαρμοσθεί για μακρό χρονικό διάστημα με υποδόρια 

έγχυση με χρήση ειδικής αντλίας. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί και ενδοφλέβια 

σε ισχυρότερες δόσεις. Σήμερα είναι διαθέσιμοι και οι δια του στόματος 

χηλικοί παράγοντες αποσιδήρωσης, δεφεριπρόνη (Deferiprone, Ferriprox)82 

και δεφερασιρόξη (Deferasirox, Exjade).83, 84 Μάλιστα, η συνδυαστική 

θεραπεία αποσιδήρωσης με δεσφεριοξαμίνη και δεφεριπρόνη εφαρμόζεται 

σήμερα ως η πλέον αποτελεσματική. Η δεφεριπρόνη έχει την ικανότητα να 

απομακρύνει τον σίδηρο κυρίως από την καρδιά, ενώ σε συνδυασμό με το 

desferal δρα συνεργικά και αποβάλλει τον σίδηρο και από τα άλλα όργανα. Το 

exjade έχει εγκριθεί ως μονοθεραπεία πρώτης γραμμής στη μείζονα 

θαλασσαιμία σε περισσότερες από 70 χώρες παγκοσμίως, 

συμπεριλαμβανομένων των Ηνωμένων Πολιτειών Αμερικής (2005) και της 

Ευρωπαϊκής Ένωσης (2006). Συμπερασματικά, με την πάροδο του χρόνου 

είναι σαφής η βελτίωση της επιβίωσης από τη β-θαλασσαιμία, για αυτό και 

δεν σταματάει η εξέλιξη στη θεραπεία αποσιδήρωσης προς όλο και 

ισχυρότερους χηλικούς παράγοντες και καλύτερης εκτίμησης του φορτίου του 

σιδήρου στο αίμα (Σχήμα 2.3). 
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Σχήμα 2.3: Η εξέλιξη στη θεραπεία αποσιδήρωσης. 

2.2.3 Επαγωγείς της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης 

Η ανθρώπινη ερυθρολευχαιμική κυτταρική σειρά Κ562, που απομονώθηκε 

από έναν ασθενή με χρόνια μυελογενή λευχαιμία (CML)85, 86 σε βλαστική 

κρίση και χαρακτηρίστηκε από τους C.B Lozzio και B.B Lozzio,87 έχει την 

ικανότητα να υπερεκφράσει το γονίδιο της γ- αλλά όχι της β-σφαιρίνης. Η 

διαφοροποίηση των αιμοποιητικών κυττάρων Κ562 σχετίζεται με την αύξηση 

στην έκφραση των γονιδίων της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης, όπως των γονιδίων 

της ζ-, ε-, και γ-σφαιρίνης.88 Αυτό το χαρακτηριστικό καθιστά τα κύτταρα Κ562 

ένα ευρέως χρήσιμο μοντέλο κυτταρικής σειράς in vitro για τη μελέτη ενώσεων 

που είναι δυνητικοί επαγωγείς της γ-σφαιρίνης για χρήση τους στη 

δρεπανοκυτταρική νόσο (SCD), καθώς και για τη μελέτη του μοριακού 

μηχανισμού(-ών) που ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων της ανθρώπινης 

εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης στη β-θαλασσαιμία.89 

Η φαρμακολογική επανενεργοποίηση του γονιδίου της γ-σφαιρίνης είναι μια 

ελκυστική θεραπευτική στρατηγική για τη θεραπεία της β-θαλασσαιμίας και 

της SCD. Η αυξημένη παραγωγή του γονιδίου της γ-σφαιρίνης μπορεί να 

βελτιώσει τα συμπτώματα της νόσου με τη μείωση του πολυμερισμού της 

δρεπανοκυτταρικής Hb (HbS) στην SCD, και εν μέρει την υποκατάσταση του 

μη λειτουργικού γονιδίου της β-σφαιρίνης στη β-θαλασσαιμία, 

αποκαθιστώντας την ισορροπία μεταξύ α και μη-α αλυσίδων σφαιρίνης.90 Έχει 

αποδειχθεί ότι τα μόρια που επάγουν τη διαφοροποίηση των αιμοποιητικών 

κυττάρων Κ562 είναι συχνά σε θέση να ενεργοποιήσουν την έκφραση της γ-

σφαιρίνης σε ερυθροειδή πρωτογενή κύτταρα που απομονώνονται από 

ασθενείς με SCD ή β-θαλασσαιμία.91 Τα κύτταρα Κ562 διαφοροποιούνται 

μέχρι το τελικό στάδιο της ωρίμανσης και χάνουν την ικανότητά τους να 

πολλαπλασιαστούν. 

θεραπεία 
μεταγγίσεων 

1970s 
1980s 

2011 
δεφερασιρόξη 

(FDA) 
δεφεριπρόνη 

(FDA) 
θεραπεία 

DFO 
1980s 2005 
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Η αποκατάσταση της ανισορροπίας παραγωγής α- προς μη-α αλυσίδων της 

φυσιολογικής αιμοσφαιρίνης μπορεί να γίνει με αύξηση της παραγωγής της γ-

αλυσίδας.92 Κυτταροτοξικά φάρμακα, παράγοντες ανάπτυξης, και παράγοντες 

που επάγουν τη διαφοροποίηση είναι γνωστά ως ομάδες παραγόντων που 

αυξάνουν την παραγωγή της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης στον άνθρωπο.93 Η 

ποικιλία των φαρμακολογικών επαγωγικών παραγόντων ομαδοποιούνται σε 

διάφορες κατηγορίες, συμπεριλαμβανομένων των ερυθροποιητίνης (EPO), 

βουτυρικού νατρίου, 5-αζακυτιδίνης και υδροξυουρίας (HU), θαλιδομίδης 

κ.α..90, 93-95  

Η υδροξυουρία είναι η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη ουσία για την παραγωγή 

γ-σφαιρίνης, ενώ αποτελεί φάρμακο επιλογής για την SCD, και άλλες μυελικές 

κακοήθειες κυρίως ως παρηγορητική θεραπεία για τον έλεγχο του αριθμού 

των λευκοκυττάρων. Έχει δειχθεί όμως ότι η μακροχρόνια χρήση της μπορεί 

να προκαλέσει τη σχετική απώλεια της αρχικής ευεργετικής της δράσης.96 

Ακόμη, αύξηση της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης επιτυγχάνεται με τη χρήση των 

λιπαρών οξέων βραχείας αλύσου, ενώ επιθυμητά αποτελέσματα είχαν η 5-

αζακυτιδίνη και η θαλιδομίδη.93, 97-99 Για την περαιτέρω ενεργοποίηση της 

ερυθροποίησης έχουν χρησιμοποιηθεί αυξητικοί παράγοντες ερυθροποίησης, 

όπως είναι η ερυθροποιητίνη και η δαρβοποετίνη.95, 100, 101 

Παρόλο που είναι αρκετά γνωστό ότι οι επαγωγείς της HbF μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν ως πιθανά φάρμακα για την φαρμακολογική θεραπεία της 

β-θαλασσαιμίας, τα προαναφερθέντα φάρμακα που διατίθενται σήμερα για 

τον σκοπό αυτόν έχουν περιορισμένη εφαρμογή λόγω της χαμηλής τους 

αποτελεσματικότητας και εξειδίκευσης, καθώς και των δυνάμει 

κυτταροτοξικών (καρκινογόνων) επιδράσεών τους. Ως εκ τούτου, κρίνεται 

άμεσης ανάγκης ο εντοπισμός νέων τύπων παραγόντων που μπορούν να 

επάγουν την παραγωγή της HbF με μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα και 

χαμηλότερη τοξικότητα, και αποτελεί νέο ορίζοντα στη θεραπεία της β-

θαλασσαιμίας. 

Η κυτταρική σειρά Κ562 είναι μια θετική κυτταρική σειρά της CML BCR-ABL 

και χρησιμοποιείται ευρέως για τον εντοπισμό ισχυρών αναστολέων της 

κινάσης BCR-ABL. Η BCR-ABL είναι μία χιμαιρική πρωτεΐνη, μονίμως 

δραστική τυροσινική κινάση που προάγει την επιβίωση και τον 
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πολλαπλασιασμό σημάτων μέσω πολλαπλών βιοχημικών οδών που 

βρίσκονται κάτω από αυτή (π.χ. Ras/Raf/MEK/ERK, ΡΙ3Κ, JAK/STAT) και 

σχετίζονται με την παραγωγή λευκών αιμοσφαιρίων.102-104 Μεταλλακτική 

ανάλυση αποκάλυψε ότι η δραστικότητα της κινάσης είναι αναγκαία για τον 

κακοήθη μετασχηματισμό, καθιστώντας την κινάση BCR-ABL έναν ελκυστικό 

θεραπευτικό στόχο για τη χρόνια μυελογενή λευχαιμία.105, 106 

Αποτελεί ενδιαφέρον ότι, τα θετικά κύτταρα BCR-ABL φαίνονται να είναι 

ανθεκτικά στην απόπτωση, αλλά η μείωση της δραστικότητας της κινάσης 

τους τα καθιστά ευαίσθητα στην απόπτωση που επάγεται από 

χημειοθεραπευτικό φάρμακο.107 Για τον λόγο αυτόν, πρόσφατες μελέτες 

προτείνουν μια συνδυασμένη χρήση ενός αναστολέα της BCR-ABL με έναν 

αντικαρκινικό παράγοντα για τη θεραπεία της CML.108, 109 Μια τέτοια 

συνδυαστική φαρμακευτική αγωγή προσφέρει τη δυνατότητα να μειώσει τη 

δόση των χημειοθεραπευτικών φαρμάκων, και ως εκ τούτου, τυχόν 

ανεπιθύμητες παρενέργειες που σχετίζονται με τη χρήση τους. Τέτοιοι 

αναστολείς της BCR-ABL φαίνεται να μπορούν να λάβουν μέρος και ως 

επαγωγείς της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης. 

Η μεθανοσουλφονική ιματινίμπη (imatinib, STI571, Gleevec, Novartis, Σχήμα 

2.4) είναι ο πρώτος και πολύ γνωστός, εδώ και δέκα χρόνια, πρώτης γενιάς 

αναστολέας της BCR-ABL, ο οποίος ανταγωνίζεται το ΑΤΡ στο τμήμα της 

κινάσης BCR-ABL όπου προσδένεται.110 Παρόλο που το imatinib, όπως 

αναφέρθηκε, είναι η θεραπεία πρώτης γραμμής για τις περισσότερες 

περιπτώσεις της CML, ένας σημαντικός αριθμός ασθενών εμφανίζουν 

ανθεκτικότητα στο φάρμακο.111 Η ανθεκτικότητα αυτή οφείλεται κυρίως σε 

μεταλλάξεις εντός της θέσης πρόσδεσης του ΑΤΡ στο γονίδιο της BCR-ABL 

που εμποδίζουν την αλληλεπίδραση του imatinib με την περιοχή της κινάσης 

BCR-ABL.111, 112 Οι αναστολείς δεύτερης γενιάς της BCR-ABL είναι επίσης 

ανταγωνιστές των μορίων ΑΤΡ και θα μπορούσαν δυνητικά να παρουσιάζουν 

τα ίδια προβλήματα, όπως η θεραπεία με το imatinib.113 Επομένως, οι μη-

ανταγωνιστές του ΑΤΡ μπορούν να είναι καλύτεροι υποψήφια φάρμακα για τη 

θεραπεία της CML. 

Για αυτόν τον λόγο πιο πρόσφατα, χρησιμοποιούνται οι αναστολείς δεύτερης 

γενιάς του imatinib, οι ντασατινίμπη (dasatinib, BMS-354825, Sprycel, Bristol 
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Myers Squibb, Σχήμα 2.4) και νιλοτινίμπη (nilotinib, AMN107, Tasigna, 

Novartis, Σχήμα 2.4). Οι αναστολείς αυτοί είναι δραστικότεροι από το imatinib, 

έχουν εμφανίσει ταχύτερα αποτελέσματα, ενώ οι ανεπιθύμητες ενέργειες από 

τη χρήση τους διαφέρουν από αυτές του imatinib,114, 115 και κατά συνέπεια, 

χρησιμοποιούνται με επιτυχία, όταν η θεραπεία με το imatinib δεν μπορεί να 

δοθεί λόγω ανεπιθύμητων ενεργειών. 

 

Σχήμα 2.4: Η χημικές δομές των ιματινίμπης, ντασατινίμπης και νιλοτινίμπης. 

2.2.4 Σπληνεκτομή 

Ο σπλήνας υπερπλάσσεται στους ασθενείς με ενδιάμεση β-θαλασσαιμία 

(υπερσπληνισμός). Ο υπερσπληνισμός οφείλεται κυρίως στην υπερλειτουργία 

του σπλήνα λόγω της καταστροφής μεγάλου αριθμού «ελαττωματικών» 

ερυθρών αιμοσφαιρίων, ενώ σε αρκετές περιπτώσεις, κυρίως τα παλαιότερα 

χρόνια, οφειλόταν σε πλημμελείς μεταγγίσεις. Κατά συνέπεια, οι ασθενείς 

πολλές φορές μπορεί να χρειαστεί να υποβληθούν σε αφαίρεση του σπλήνα 

(σπληνεκτομή). Μετά τη σπληνεκτομή, υπάρχει βελτίωση της αναιμίας για 

αρκετά μεγάλο χρονικό διάστημα. Δεδομένου όμως, ότι η σπληνεκτομή έχει 

συσχετισθεί με αυξημένη πιθανότητα επιπλοκών, όπως θρομβοεμβολικά 

επεισόδια και πνευμονική υπέρταση, πρέπει να γίνεται μετά από σοβαρό 

προβληματισμό και εξάντληση άλλων εναλλακτικών τρόπων θεραπείας.116 

2.2.5 Μεταμόσχευση μυελού των οστών 

Η μεταμόσχευση βλαστικών κυττάρων, ή όπως επιστημονικά ονομάζεται η 

αλλογενής μεταμόσχευση αιμοποιητικών κυττάρων (ΜΑΚ), μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σε σοβαρές και επιλεγμένες περιπτώσεις, αποτελώντας τη 
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μοναδική ριζική θεραπεία της νόσου. Πριν από τη μεταμόσχευση βλαστικών 

κυττάρων, πρέπει να λαμβάνονται πολύ υψηλές δόσεις φαρμάκων ή 

ακτινοβολίας για την καταστροφή του παθολογικού μυελού των οστών. Στη 

συνέχεια, λαμβάνονται εγχύσεις βλαστοκυττάρων από συμβατό δότη. 

Ωστόσο, επειδή αυτές οι διαδικασίες έχουν σοβαρούς κινδύνους, 

συμπεριλαμβανομένου του θανάτου, γενικά προορίζονται για τα άτομα με την 

πιο σοβαρή μορφή της νόσου που έχουν στη διάθεσή τους έναν απόλυτα 

ταιριαστό δότη μυελού των οστών – συνήθως έναν αδελφό ή αδελφή. 

2.2.6 Γονιδιακή θεραπεία 

Ως μελλοντικός στόχος για τη ριζική θεραπεία της β-θαλασσαιμίας αποτελεί η 

γονιδιακή θεραπεία, για την οποία γίνονται συντονισμένες και εκτεταμένες 

προσπάθειες. 

2.3 Επίλογος 

Η πρόοδος στη συμβατική θεραπεία έχει βελτιώσει σημαντικά την επιβίωση 

των θαλασσαιμικών ασθενών. Η θεραπεία με τις μεταγγίσεις και η 

αποσιδήρωση, παράλληλα με διαρκή πολυπαραμετρικό έλεγχο των ασθενών 

έχουν ελαττώσει την θνησιμότητα σε μεγάλο βαθμό την τελευταία δεκαετία. Τα 

καρδιακά αίτια δεν είναι πλέον η μόνη κύρια αιτία θανάτου, αν γίνεται 

συστηματική και ελεγχόμενη θεραπεία αποσιδήρωσης. Η μεταμόσχευση του 

μυελού είναι επιτυχής στους νεαρούς ασθενείς με πλήρως συμβατό συγγενή 

δότη, ενώ η γονιδιακή θεραπεία υπόσχεται λαμπρό μέλλον. Τέλος, η επαγωγή 

της HbF με νεότερα ασφαλή σκευάσματα αποτελεί εναλλακτική στοχευμένη 

θεραπευτική προσέγγιση. Το σημαντικότερο όμως συμπέρασμα είναι ότι η 

ασφαλής μετάγγιση και η θεραπεία αποσιδήρωσης παραμένουν οι 

ακρογωνιαίοι λίθοι της αντιμετώπισης της θαλασσαιμίας. Ωστόσο, η 

ενθάρρυνση και ευαισθητοποίηση της κοινής γνώμης σχετικά με τους 

θαλασσαιμικούς ασθενείς και τα προβλήματά τους μπορεί να αλλάξει την 

αρνητική στάση απέναντι στη νόσο και να συμβάλλει σε σημαντικό βαθμό στη 

διεξαγωγή προγεννητικού ελέγχου.  



 

31 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΜΟΡΙΑΚΗ ΜΟΝΤΕΛΟΠΟΙΗΣΗ 

3.1 H διαδικασία προώθησης ενός φαρμακευτικού σκευάσματος στην 

αγορά 

Η ανάπτυξη ενός φαρμακευτικού σκευάσματος, από τη σύνθεση, το βιολογικό 

έλεγχο και την προώθηση του στην αγορά είναι μια πολύπλοκη, χρονοβόρα 

και δαπανηρή διαδικασία. Στο περιοδικό Nature Reviews of Drug Discovery 

(Τεύχος Φεβρουαρίου 2007) γράφεται ότι απαιτούνται 800 εκατομμύρια 

δολάρια για αυτή τη διαδικασία. Αξιοσημείωτο είναι ότι κατά τη διάρκεια όλης 

αυτής της πορείας ελάχιστα μόνο φαρμακευτικά σκευάσματα μεταβαίνουν με 

επιτυχία από στάδιο σε στάδιο και τερματίζουν ώστε να προωθηθούν τελικά 

στην αγορά. Αυτά τα στάδια ελέγχου έχουν καθοριστεί από τον Οργανισμό 

Φαρμάκων των Ηνωμένων Πολιτειών Αμερικής. 

Όταν οι επιστήμονες καταλήξουν σε μια δραστική ένωση, η οποία σε μια 

ανεπιθύμητη διαταραχή του οργανισμού επιφέρει το επιθυμητό αποτέλεσμα, 

ξεκινά ο ενδελεχής έλεγχος της ένωσης. Στον έλεγχο αυτόν μελετώνται η 

φαρμακολογία της και η φαρμακοκινητική και τοξικολογική της δράση.117 Τα 

πειράματα πραγματοποιούνται σε καλλιέργειες κυττάρων, μικροοργανισμούς 

αλλά και πειραματόζωα. Οι προκλινικές μελέτες μπορεί να διαρκέσουν χρόνια 

και πολλές ουσίες μπορεί να παρουσιάσουν ιδιότητες που δεν τις καθιστούν 

ικανές να χαρακτηριστούν ως φάρμακα και να απορριφθούν. Εφαρμόζονται 

σε καλλιέργειες κυττάρων (in vitro), σε απομονωμένα ένζυμα (ex vivo) ή σε 

πειραματόζωα (in vivo). 

Εάν μια δραστική ένωση επιτύχει σε όλες τις προκλινικές δοκιμές, δηλαδή 

αποδειχτεί η μη τοξικότητά της και οι επιθυμητές φαρμακοκινητικές της 

ιδιότητες, τότε κρίνεται ικανή να μεταβεί στην επομένη φάση, τη φάση των 

κλινικών δοκιμών. Οι κλινικές μελέτες διεκπεραιώνονται σε τέσσερα διακριτά 

στάδια (Φάσεις Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, ΙV), τα οποία είναι τόσο χρονοβόρα όσο και 

πολυδάπανα και διαρκούν αρκετά χρόνια. Κατά τη διάρκεια των Φάσεων Ι, ΙΙ, 

ΙΙΙ η δραστική ένωση δοκιμάζεται σε χιλιάδες ασθενείς αλλά και υγιείς 

εθελοντές και έχει ως στόχο να αποδειχτεί η αποτελεσματικότητά της, στη 
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συγκεκριμένη ανεπιθύμητη διαταραχή του οργανισμού για την οποία 

προορίζεται, καθώς και η ασφάλειά της. Μόνο όταν περάσει με επιτυχία όλες 

αυτές τις φάσεις θα εισέλθει στην αγορά. Ακόμη και τότε ελέγχονται τυχόν 

απροσδόκητες παρενέργειες που θα προκύψουν (Φάση IV - 

φαρμακοεπαγρύπνιση). Επομένως, ένα φάρμακο έχει αυστηρότατες 

προδιαγραφές για να εγκριθεί αλλά και να διατηρηθεί στην αγορά.118 

Ένας τρόπος για να ελαττωθεί το μεγάλο κόστος και ο χρόνος παραγωγής 

κάποιου φαρμάκου είναι να επιταχυνθεί η διαδικασία ανακάλυψης των 

χημικών δομών που θα εισέλθουν στις προκλινικές και κλινικές δοκιμές. Η 

εφαρμογή του ορθολογικού σχεδιασμού μπορεί να βοηθήσει σε αυτό. Στη 

δυνατότητα τέτοιας εφαρμογής συνέτειναν οι πρόσφατες ανακαλύψεις σε 

επιστήμες, όπως αυτές της Συνδυαστικής Χημείας, Βιολογίας, Βιοτεχνολογίας, 

Βιοχημείας, Χημειο- και Βιοπληροφορικής, Βιοφυσικής, Υπολογιστικής 

Χημείας, Μοριακής Μοντελοποίησης και των Μοριακών Γραφικών.118 

Στις μέρες μας, είναι πολύ γνωστό ότι η Πληροφορική με τη χρήση των 

υπολογιστών διαδραματίζει κεντρικό ρόλο στην έρευνα και την επιστήμη. 

Μάλιστα, στον κλάδο ανακάλυψης νέων φαρμάκων, η Πληροφορική διαιρείται 

σε δύο επιμέρους ενότητες: τη Χημειοπληροφορική (Cheminformatics) και τη  

Βιοπληροφορική (Bioinformatics). Όμως, με το πέρασμα του χρόνου αυτές οι 

δύο ενότητες φαίνεται να συνδέονται άρρηκτα μεταξύ τους, καθώς είναι 

δύσκολο να διακρίνει κάποιος ανάμεσα στα υπολογιστικά εργαλεία που 

χρησιμοποιούνται στις συγκεκριμένες περιοχές. 

3.2 Μοριακή Μοντελοποίηση 

Η Μοριακή Μοντελοποίηση είναι ένας ερευνητικός κλάδος, ο οποίος 

χρησιμοποιεί γνώσεις Θεωρητικής Χημείας σε συνδυασμό με υπολογιστικές 

τεχνικές, ώστε να αναπαρασταθεί, να εξηγηθεί και να προβλεφθεί η 

συμπεριφορά ενός μορίου ή ολόκληρων μοριακών συστημάτων. Η Μοριακή 

Μοντελοποίηση μπορεί δηλαδή να αποτελέσει μία γέφυρα μεταξύ θεωρίας και 

πειράματος. Ο ερευνητικός αυτός κλάδος, χρησιμοποιεί πολλές τεχνικές, οι 

οποίες βρίσκουν πολλές εφαρμογές και συνεισφέρουν στην επίλυση 

προβλημάτων της Χημικής και Φαρμακευτικής Βιομηχανίας.119 
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Τα τελευταία 20 χρόνια, ο ερευνητικός αυτός κλάδος ή αλλιώς ο in silico 

ορθολογικός σχεδιασμός βρίσκει ευρεία εφαρμογή στον σχεδιασμό 

καινοτόμων φαρμακευτικών μορίων. Ένα πρόσφατο παράδειγμα της 

εφαρμογής αυτής, σε συνδυασμό με συνθετικές μελέτες αλλά και έλεγχο της 

δραστικότητας, αποτελεί το αντιϋπερτασικό φάρμακο της αλισκιρένης, 

γνωστός αναστολέας της ρενίνης.120 Έχουν αναπτυχθεί διάφορες τεχνικές 

Μοριακής Πρόσδεσης και στατιστικές αναλύσεις Σχέσεων Δομής-Δράσης, οι 

οποίες συνεισφέρουν σημαντικά στην ελάττωση του χρόνου και του 

προσωπικού που θα εμπλακεί στη σύνθεση νέων δυνάμει φαρμακευτικών 

προϊόντων. Αυτή η χρήση των in silico (υπολογιστικών) τεχνικών για να 

προσδιορισθούν μόρια-οδηγοί ή άλλες χημικές δομές με υποσχόμενη 

συγκεκριμένη βιολογική δράση καλείται Ορθολογικός Σχεδιασμός Νέων 

Φαρμακευτικών Μορίων με Εξειδικευμένη Βιολογική Δράση.  

Ο Ορθολογικός Σχεδιασμός Φαρμάκων (Rational Drug Design) 

χρησιμοποιείται στο Εργαστήριο μας σε συνδυασμό με τα δεδομένα σύνθεσης 

των δυνάμει φαρμακευτικών μορίων κατά το ακόλουθο σχήμα (Σχήμα 3.1). 

 

Σχήμα 3.1: Τρόπος εφαρμογής του ορθολογικού σχεδιασμού για την ανάπτυξη 

καινοτόμων φαρμακευτικών μορίων στο εργαστήριο Μοριακής Μοντελοποίησης της 

Οργανικής Χημείας. 
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Εκτός από τις in silico τεχνικές χρησιμοποιούνται και πειραματικές, όπως 

χρήση Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού (NMR) στη μελέτη διαμορφωτικής 

ανάλυσης σε διάφορα περιβάλλοντα που προσομοιώνουν τα πραγματικά και 

Βιοφυσικών τεχνικών όπως Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού, Διαφορικής 

Θερμιδομετρίας Διαλογής, Φασματοσκοπία Raman και Ακτίνων Χ για τις 

μελέτες αλληλεπίδρασης φαρμακευτικών μορίων με τις μεμβράνες. 

3.3 Εφαρμογές της Μοριακής Μοντελοποίησης 

Με τη χρήση των μεθοδολογιών της Mοριακής Μοντελοποίησης, μπορούν να 

μελετηθούν οι φυσικές και χημικές ιδιότητες πολλών ενώσεων. Επίσης, 

μπορούν να δοκιμαστούν in silico εκατοντάδες ενώσεις σε σύντομο χρονικό 

διάστημα για τις αλληλεπιδράσεις τους έναντι κάποιου στόχου. Ο στόχος 

αυτός θα μπορούσε να είναι ένα ένζυμο, ένας δίαυλος ιόντων, ένα τμήμα της 

έλικας του DNA ή του RNA ή και ένας υποδοχέας. Είναι δυνατή η ανάπτυξη 

από ένα υπάρχον φαρμακευτικό μόριο γνωστής μοριακής δομής, το οποίο 

κυκλοφορεί στο εμπόριο, νέων πιο αποτελεσματικών φαρμακευτικών 

ενώσεων με λιγότερες ανεπιθύμητες παρενέργειες. 

Συνολικά οι δυνατότητες της Μοριακής Μοντελοποίησης μπορούν να 

συνοψισθούν στις ακόλουθες: 

 Τριδιάστατη αναπαράσταση της μοριακής δομής των μορίων 

 Χρήση μοριακών γραφικών για τον χειρισμό του μοριακού συστήματος 

 Υπολογισμός και ελαχιστοποίηση της ενέργειας ενός μοριακού 

συστήματος 

 Διαμορφωτική ανάλυση ενός μορίου 

 Προσομοίωση ενός μοριακού συστήματος 

 Υπολογισμός των μοριακών ιδιοτήτων 

 Υπέρθεση μοριακών συστημάτων  

 Μελέτη πρόσδεσης μορίων σε υποδοχείς (molecular docking) 

 Μελέτη Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης (QSAR) φαρμακευτικών 

μορίων 

 Μελέτη μεταβολικών ιδιοτήτων 

Όλες αυτές οι δυνατότητες παρέχονται από λογισμικά πακέτα τα οποία είναι 

εμπορικά διαθέσιμα αλλά και που διατίθενται δωρεάν (open access). Δύο 
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προσεγγίσεις οι οποίες χρησιμοποιούνται εκτεταμένα στον Ορθολογικό 

Σχεδιασμό είναι αυτές της Μοριακής Πρόσδεσης (Molecular Docking)121 και 

των Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης (Quantitative Structure-Activity 

Relationship, QSAR).122 Οι μεθοδολογίες αυτές χρησιμοποιούνται αυτόνομα ή 

σε συνδυασμό ανάλογα με το σύστημα που μελετάται. 

Η διαδικασία μελέτης μορίων τόσο με τη Μοριακή Πρόσδεση όσο με τις 

Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (παράγραφος 3.6) αποτελείται από τα 

ακόλουθα στάδια (Σχήμα 3.2): 

 

Σχήμα 3.2: Στάδια μελέτης μορίων που λαμβάνουν μέρος στη μοριακή πρόσδεση ή/και 

το QSAR. 

3.3.1 Σχεδιασμός δομών 

Ο σχεδιασμός δομών, αρχικά διδιάστατος (2D) και έπειτα τριδιάστατος (3D) 

(Σχήμα 3.3) επιτυγχάνεται σταδιακά ή τμηματικά (με χρήση έτοιμων τμημάτων 

από βάση δεδομένων) με τη χρήση λογισμικών σχεδιασμού. Εάν υπάρχουν 

κρυσταλλογραφικά δεδομένα για κάποιο μόριο χρησιμοποιείται η δομή αυτή 

ως εναρκτήρια για την περαιτέρω ανάλυση. Η δόμηση οπτικοποιείται με τη 

χρήση Μοριακών Γραφικών. 
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Σχήμα 3.3: Η αυτόματη μετατροπή του μορίου της ασπιρίνης από διδιάστατη μορφή σε 

τριδιάστατη. 

3.3.2 Ελαχιστοποίηση ενέργειας (energy minimization) 

Κάθε μοριακό σύστημα περιέχει εσωτερική ενέργεια. Αυτή αποτελείται από 

δύο συνιστώσες: την κινητική και τη δυναμική. Η κινητική ενέργεια σχετίζεται 

με τη μάζα, και την ταχύτητα του συστήματος. Η δυναμική ενέργεια σχετίζεται 

με τη διαμόρφωση του μορίου. 

Η δυναμική ενέργεια ενός μορίου είναι συνάρτηση των συντεταγμένων των 

ατόμων του και της διευθέτησης των ατόμων του. Η διευθέτηση ενός ατόμου 

που αντιστοιχεί στη μικρότερη ενέργεια είναι και η πιο σταθερή.118 Πιο 

συγκεκριμένα, ένα μόριο Ν ατόμων προσδιορίζεται από 3Ν καρτεσιανές 

συντεταγμένες (ή 3Ν-6 εσωτερικές), οι οποίες ορίζουν την πολυδιάστατη 

επιφάνεια της δυναμικής ενέργειας (PES – Potential Energy Surface). Κάθε 

ένα σημείο της επιφάνειας αντιστοιχεί σε μία διαμόρφωση του μορίου που 

χαρακτηρίζεται από συγκεκριμένη δυναμική ενέργεια. Σε μια επιφάνεια 

ενέργειας μπορεί να υπάρχουν πολλά ενεργειακά ελάχιστα (τοπικά ελάχιστα). 

Αυτό που θα αντιστοιχεί στη μικρότερη ενέργεια όλων είναι γνωστό ως το 

ολικό ελάχιστο (global energy minimum) (Σχήμα 3.4). 

Στη Μοριακή Μοντελοποίηση, προκειμένου να επιτευχθεί ο προσδιορισμός 

των διευθετήσεων των ατόμων του μορίου (διαμορφώσεις), οι οποίες 

αντιστοιχούν στα σημεία της επιφάνειας με τη χαμηλότερη ενέργεια, 

εφαρμόζονται οι αλγόριθμοι ελαχιστοποίησης ενέργειας (minimization 

algorithms). Έχει αναπτυχθεί ένας μεγάλος αριθμός αλγόριθμων 

ελαχιστοποίησης της ενέργειας. Το συνηθέστερο κριτήριο επιλογής του 

καταλληλότερου είναι ο χρόνος που απαιτείται για να προσεγγισθεί το τοπικό 
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ενεργειακό ελάχιστο. Στους αλγόριθμους αυτούς η εναρκτήρια διαμόρφωση 

του μορίου, «κατέρχεται» την επιφάνεια ενέργειας και σταματά στο πρώτο 

ενεργειακό ελάχιστο που «συναντά». Στην παράγραφο 3.3.2.1 αναφέρονται οι 

ευρέως σε χρήση αλγόριθμοι ελαχιστοποίησης, οι περισσότεροι από τους 

οποίους εφαρμόστηκαν στην παρούσα διατριβή. 

 

Σχήμα 3.4: Δυναμική επιφάνεια. Κάθε ένα σημείο της επιφάνειας αντιστοιχεί σε μία 

διαμόρφωση του μορίου, που χαρακτηρίζεται από συγκεκριμένη δυναμική ενέργεια.                   

(Η εικόνα έχει σχεδιαστεί από τον Δρ. Κ. Παπακωνσταντίνου) 

3.3.2.1 Μέθοδοι και αλγόριθμοι ελαχιστοποίησης της ενέργειας 

Η ελαχιστοποίηση της ενέργειας των μορίων είναι μία σημαντική διαδικασία 

στη μοριακή μοντελοποίηση, καθώς δίνει τις βελτιωμένες μοριακές δομές που 

θα χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια σε όλους τους μετέπειτα υπολογισμούς. Το 

MacroModel123 της εταιρίας Schrödinger είναι ένα πρόγραμμα μοριακής 

μοντελοποίησης με πολλαπλές εφαρμογές και είναι βασισμένο στη θεωρία 

των πεδίων δυνάμεων μοριακής μηχανικής. Διαθέτει μία μεγάλη επιλογή από 

πεδία δυνάμεων, αλλά και ένα μεγάλο αριθμό από μεθόδους ελαχιστοποίησης 

της ενέργειας, επιτρέποντας τη βελτιστοποίηση της γεωμετρίας μιας ευρείας 

τάξης μοριακών δομών. 

Τα πεδία δυνάμεων που είναι διαθέσιμα στο MacroModel είναι τα εξής: 

Μοριακής Μηχανικής (ΜΜ) ΜΜ2*: Όλες οι εξισώσεις που χρησιμοποιούνται 

στο πεδίο δυνάμεων MM2* είναι πανομοιότυπες με αυτές του αυθεντικού 

πεδίου δυνάμεων MM2 που σχεδιάστηκε από τον Allinger124 με τις εξής 

διαφορές: 
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 Στην ηλεκτροστατική εξίσωση, όπου στο MM2* χρησιμοποιούνται μερικά 

φορτία και ο νόμος του Coulomb, ενώ στο MM2 χρησιμοποιούνται δίπολα των 

δεσμών και η εξίσωση Jeans. 

 Στην εξίσωση των κάμψεων εκτός επιπέδου, όπου στο MM2* 

χρησιμοποιείται μία αντικανονική περιστροφή, ενώ στο MM2 χρησιμοποιείται 

η απόσταση πυραμιδοποίησης (pyramidalization distance). Η διαφορά είναι 

σχεδόν ασήμαντη εκτός από τις περιπτώσεις σημαντικής στρέβλωσης των 

συστημάτων sp2. 

 Στη μεταχείριση των συζεύξεων, όπου στο ΜΜ2* γίνεται με τη χρήση 

ειδικών όρων στρέψης V1, V2 και V3 για τα διάφορα συζευγμένα συστήματα 

(conjugated systems), ενώ στο ΜΜ2 γίνεται με τη χρήση ενός π υπολογισμού 

αυτοσυνεπούς πεδίου (Self-Consistent Field, SCF) για ασυνήθιστα 

συστήματα. Ο όρος στρέψης V1 σχετίζεται με τις αλληλεπιδράσεις διπόλου-

διπόλου, ο V2 με τη σύζευξη δεσμού, και ο V3 με τη στερεοχημική ενέργεια. 

ΜΜ3*: Όλες οι εξισώσεις που χρησιμοποιούνται στο πεδίο δυνάμεων MM3* 

είναι πανομοιότυπες με αυτές του αυθεντικού πεδίου δυνάμεων MM3 που 

σχεδιάστηκε από τον Allinger et al.125 εκτός από τις διαφορές που 

παρουσιάζονται παραπάνω. 

Assisted Model Building with Energy Refinement (AMBER)*: Όλες οι 

εξισώσεις που χρησιμοποιούνται στο πεδίο δυνάμεων AMBER* είναι 

πανομοιότυπες με αυτές του αυθεντικού πεδίου δυνάμεων AMBER που 

σχεδιάστηκε από τον Kollman και τους συνεργάτες του.126 Η μοναδική 

διαφορά του AMBER* από το αυθεντικό πεδίο δυνάμεων AMBER είναι ότι στο 

πρώτο χρησιμοποιούνται για τους δεσμούς υδρογόνου ο πρόσφατα 

σχεδιασμένος από τον Kollman όρος 6,12-Lennard-Jones127 και μία 

βελτιωμένη παράμετρος για τον αμιδικό σκελετό των πεπτιδίων.128 

Optimized Potentials for Liquid Simulations (OPLS): Όλες οι εξισώσεις 

που χρησιμοποιούνται στο πεδίο δυνάμεων OPLS είναι πανομοιότυπες με 

αυτές του πεδίου δυνάμεων OPLS/AMBER που σχεδιάστηκε από τον 

Jorgensen.129 

AMBER94: Όλες οι εξισώσεις του πεδίου δυνάμεων AMBER94 και οι 

παράμετροι που χρησιμοποιούνται είναι πανομοιότυπες με αυτές που 



 

39 
 

προτείνει ο Kollman και οι συνεργάτες του για το αυθεντικό πεδίο δυνάμεων 

AMBER.126 Οι διαφορές που παρουσιάζει η έκδοση AMBER94 που 

χρησιμοποιείται από το MacroModel είναι οι εξής: 

 Τα μερικά φορτία στο MacroModel προσδιορίζονται από δίπολα δεσμών 

και όχι ως τιμές φορτίων. Τα μερικά φορτία υπάρχει πιθανότητα να διαφέρουν 

ελαφρώς μεταξύ των δύο εκδόσεων. Η διαφορά αυτή εντοπίζεται στο πέμπτο 

δεκαδικό ψηφίο. 

 Οι αντικανονικές περιστροφές των ατόμων δεν προσδιορίζονται από το 

AMBER σε περιπτώσεις μορίων υψηλής συμμετρίας. Το γεγονός αυτό δίνει 

μερικές φορές μικρές αυξήσεις στην ενέργεια των μορίων ή μικρές διαφορές 

στη γεωμετρία τους όταν υπολογιστούν από τα δύο πεδία δυνάμεων. Η 

δημοσίευση που αναφέρεται στο πεδίο δυνάμεων AMBER δίνει δύο τύπους 

ατόμων αζώτου με διαφορετικές παραμέτρους van der Waals, αλλά στο 

πρόγραμμα AMBER 4.1 χρησιμοποιείται ένας τύπος παραμέτρων για το 

άτομο αζώτου. Στο AMBER94 χρησιμοποιούνται οι παράμετροι του 

προγράμματος AMBER 4.1. 

Merck Molecular Force Field (MMFF): Η έκδοση που χρησιμοποιείται στο 

MacroModel είναι ακριβώς η ίδια που περιγράφεται από τον Halgren.130-136 To 

MacroModel παρέχει και τους δύο τύπους πεδίου δυνάμεων MMFF, το 

ΜΜFF94 και MMFF94s.  

OPLS_2001: Το πεδίο δυνάμεων αυτό, που αναφέρεται και ως OPLS-AA, 

σχεδιάστηκε από τον Jorgensen στο Πανεπιστήμιο Yale και αποτελεί ένα από 

τα επιτυχέστερα πεδία δυνάμεων για τις προσομοιώσεις συμπυκνωμένης 

φάσης πεπτιδίων. Όλες οι εξισώσεις που χρησιμοποιούνται στο OPLS_2001 

είναι πανομοιότυπες με αυτές του αυθεντικού πεδίου δυνάμεων OPLS-AA.137 

Το OPLS_2001 έχει δοκιμαστεί σε μία ευρεία ποικιλία από οργανικά 

συστήματα και έχει επικυρωθεί η αξιοπιστία των υπολογισμών που 

προσφέρει για τα συστήματα αυτά. Σύγκριση υπολογισμών με χρήση του 

OPLS_2001 με ab initio υπολογισμούς και πειραματικά δεδομένα απέδειξε 

την ακρίβεια των υπολογισμών ενέργειας για συστήματα των οποίων οι 

παράμετροί είχαν προσδιοριστεί με ακρίβεια. Με εξαίρεση τη δυνατότητα 

βελτιστοποίησης των παραμέτρων των φορτίων, των van der Waals 

αλληλεπιδράσεων και εκείνων της περιστροφής δεσμών για τα άτομα θείου 
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στις θειόλες και τους θειαιθέρες,138 όλες οι υπόλοιπες παράμετροι του 

OPLS_2001 είναι με ακρίβεια προσδιορισμένες. Οι νέες χρησιμοποιούμενες 

παράμετροι για τα άτομα του θείου, οι οποίες αποδίδουν σημαντικά 

μικρότερες τιμές για τα φορτία των ατόμων θείου και οι οποίες επικυρώθηκαν 

σε προσομοιώσεις υγρής φάσεις θειολών και θειαιθέρων, βελτίωσαν 

σημαντικά τις ενέργειες διαμόρφωσης της κυστεΐνης και της μεθειονίνης στις 

πρωτεΐνες. 

OPLS_2005: Το πεδίο δυνάμεων OPLS_2005 είναι μία ενισχυμένη έκδοση 

του OPLSAA και παρέχει μεγάλη κάλυψη των απαιτήσεων που έχουν οι 

λειτουργικές ομάδες των οργανικών μορίων. Αποτελεί την τελευταίας 

τεχνολογίας ανάπτυξη της εταιρίας Schrödinger. Ειδικότερα, όλες οι 

περιστροφικές παράμετροι μετασκευάστηκαν για να αναπαράγουν τις 

ενέργειες διαμόρφωσης μορίων, που προέκυψαν από υψηλής ακρίβειας 

κβαντικούς υπολογισμούς και επιπρόσθετες παράμετροι φορτίων εισήχθησαν 

για να καλύπτουν όλες τις λειτουργικές ομάδες των οργανικών μορίων. Οι 

παράμετροι των πρωτεϊνικών μορίων βελτιστοποιήθηκαν για να δίνουν πιο 

ακριβείς υπολογισμούς.138 

Οι αλγόριθμοι ελαχιστοποίησης της ενέργειας που παρέχονται από το 

MacroModel είναι οι εξής: 

Ο αλγόριθμος Polak-Ribiere Conjugate Gradient (PRCG): Ο αλγόριθμος 

αυτός ανήκει στην κατηγορία των μεθόδων σύγκλισης και χρησιμοποιεί 

επίσης τη συνάρτηση πρώτης παραγώγου Polak-Ribiere.139 Χαρακτηριστικό 

του αλγόριθμου αυτού είναι ότι ξεκινά ξανά τη διαδικασία της ελαχιστοποίησης 

κάθε 3Ν επαναλήψεις, όπου Ν ο αριθμός ατόμων του υπό μελέτη 

συστήματος. Με τον τρόπο αυτόν επιτυγχάνεται η λήψη μοριακών δομών 

πολύ χαμηλής ενέργειας. 

Ο αλγόριθμος Truncated Newton Conjugate Gradient (TNCG): Ο 

αλγόριθμος αυτός χρησιμοποιεί μία συνάρτηση δεύτερης παραγώγου για την 

ελαχιστοποίηση της ενέργειας και παρουσιάζει μεγάλη επιτυχία στην 

παραγωγή μοριακών δομών πολύ χαμηλής ενέργειας.140 

Ο αλγόριθμος Oren-Spedicato Variable Metric (OSVM): Ο αλγόριθμος 

αυτός ανήκει στις μεθόδους μεταβλητής μετρικής (variable metric) και 
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χρησιμοποιεί την τροποποίηση Oren-Spedicato της μεθόδου Fletcher-Powell 

quasi-Newton.141 H ταχύτητα των επαναλήψεων είναι σχετικά χαμηλή. Η 

μέθοδος αυτή δεν ενδείκνυται για μοριακές δομές με πολύ στρεβλωμένη 

γεωμετρία. 

Ο αλγόριθμος Steepest Descent (SD): Η μέθοδος αυτή θα ήταν 

προτιμότερο να μη χρησιμοποιείται από μόνη της για την ελαχιστοποίηση 

μοριακών δομών αλλά σε συνδυασμό με άλλες μεθόδους, καθώς δεν 

επιτυγχάνεται πλήρης σύγκλιση στο τέλος της ελαχιστοποίησης. Είναι 

αποτελεσματική, στην ελαχιστοποίηση της ενέργειας μοριακών δομών που 

σχεδιάζονται με κάποιο σχεδιαστικό λογισμικό και οι οποίες είναι πάρα πολύ 

μακριά από κάποιο ενεργειακό ελάχιστο, αλλά πρέπει στη συνέχεια να 

χρησιμοποιείται μια άλλη μέθοδος για περαιτέρω ελαχιστοποίηση της 

ενέργειας.123 

Ο αλγόριθμος Full Matrix Newton Raphson (FMNR): Η μέθοδος αυτή είναι 

αποτελεσματική για την πλήρη σύγκλιση μοριακών δομών και χρησιμοποιείται 

συνήθως σε μεγάλα μοριακά συστήματα.123 

Ο αλγόριθμος Low-memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno 

(LBFGS): Η μέθοδος αυτή είναι αποτελεσματική σε μεγάλα μοριακά 

συστήματα.  

Το λογισμικό της εταιρίας Tripos κάνει χρήση των αλγορίθμων 

ελαχιστοποίησης ενέργειας πρώτης τάξης Βαθύτατης Κατάδυσης (Steepest 

Descent), Βαθμιδωτής Σύζευξης (Conjugated Gradient) και του αλγόριθμου 

Powell. Με χρήση της μεθόδου που χρησιμοποιείται στον τελευταίο αλγόριθμο 

δεν υπολογίζεται το ολικό ελάχιστο, αλλά το ελάχιστο που βρίσκεται δίπλα στο 

σημείο εκκίνησης. Για αυτόν τον λόγο χρησιμοποιείται συνήθως μετά από 

κάποια άλλη τεχνική ελαχιστοποίησης στην οποία έχει εντοπιστεί το περίπου 

σωστό ελάχιστο. 

3.4 Επιπλέον εργαλεία προετοιμασίας δομών 

Απαραίτητη για τη μοριακή πρόσδεση και ένα βήμα πριν από αυτή αποτελεί η 

κατάλληλη προετοιμασία τόσο του υποδοχέα όσο και του μορίου που 

πρόκειται να προσδεθεί. Οι δομές πρέπει να είναι σαφώς προσδιορισμένες, 

με κατάλληλο τύπο ατόμων και δεσμών, ιοντισμό, ταυτομέρεια και ατομικά 
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φορτία. Η εταιρία Schrödinger προσφέρει δύο εργαλεία που χρησιμοποιούνται 

για την προετοιμασία του υποδοχέα όσο και του προσδέτη παρέχοντας 

υψηλής ποιότητας τριδιάστατες αρχικές δομές για τους υπολογισμούς 

μοντελοποίησης. 

3.4.1 Η εφαρμογή προετοιμασίας πρωτεϊνών (Protein Preparation 

Wizard) 

Οι τριδιάστατες δομές των πρωτεϊνών είναι καταχωρημένες κυρίως στη Βάση 

Δεδομένων Πρωτεϊνών της Brookhaven ως αρχεία PDB από όπου μπορούν 

να αντληθούν. Όπως προαναφέρθηκε, τα αρχεία PDB πρέπει πρώτα να 

προετοιμαστούν καθώς δεν είναι κατάλληλα να χρησιμοποιηθούν ως έχουν σε 

υπολογισμούς μοντελοποίησης. Ένα τυπικό αρχείο PDB περιέχει 

πληροφορίες για τα άτομα άνθρακα, οξυγόνου, αζώτου και θείου του 

υποδοχέα-πρωτεΐνης, για τον προσδέτη, αν φυσικά υπάρχει 

συγκρυσταλλωμένος με την πρωτεΐνη, για τα μέταλλα σε περιπτώσεις 

μεταλλοπρωτεϊνών και για τυχόν συμπαράγοντες της πρωτεΐνης, καθώς και 

για τα μόρια νερού (μόνο για το άτομο οξυγόνου). Αξιοσημείωτο αποτελεί το 

γεγονός ότι σε μία X-ray κρυσταλλογραφία δεν αποτυπώνονται τα άτομα 

υδρογόνου και συνεπώς δεν παρέχεται καμία πληροφορία για τον ιοντισμό και 

την ταυτομέρεια των αμινοξέων, όπως είναι η His, το Asp και το Glu.  

Πολλά αρχεία PDB περιέχουν περισσότερες από μία (υπο-)μονάδες της ίδιας 

πρωτεΐνης και θα ήταν προτιμότερο να διατηρηθεί μόνο η μία για να  

επιτευχθούν πιο εύκολα και ταχύτερα οι υπολογισμοί. Λόγω της 

περιορισμένης διακριτικής ικανότητας των πειραμάτων ακτίνων Χ είναι 

δύσκολος ο διαχωρισμός μεταξύ της ομάδας -ΝΗ και -CO των αμινοξέων, για 

αυτόν τον λόγο αυτές οι θέσεις πρέπει να ελέγχονται. Στις PDB μοριακές 

δομές μπορεί να παρατηρηθεί επίσης απουσία πληροφοριών που αφορούν 

τη σύνδεση των αμινοξέων, η οποία πρέπει να ελέγχεται μαζί με τη σειρά των 

δεσμών και τα τυπικά φορτία. Όλα τα προηγούμενα προβλήματα μπορούν να 

λυθούν με την εφαρμογή του Protein Preparation Wizard142, η οποία παρέχει 

μία σειρά από αυτοματοποιημένα βήματα για την προετοιμασία των αρχείων 

PDB παρέχοντας υψηλής ποιότητας τριδιάστατες δομές για τους 
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υπολογισμούς μοντελοποίησης. Τα αυτοματοποιημένα βήματα που 

προσφέρονται στην εφαρμογή Protein Preparation Wizard είναι τα εξής: 

1. Προσδιορισμός της τάξης των δεσμών (assign bond orders): 

Επιτυγχάνεται ο προσδιορισμός της τάξης των δεσμών των αμινοξέων και 

ελέγχεται αν υπάρχουν ασύνδετα αμινοξέα στην πεπτιδική αλυσίδα. 

2. Προσθήκη ατόμων υδρογόνου (add hydrogens): Προστίθενται όλα τα 

άτομα υδρογόνου στη μοριακή δομή, τα οποία βοηθούν στον καθορισμό του 

ιοντισμού και της ταυτομέρειας των αμινοξέων. 

3. Έλεγχος μετάλλων (treat metals): Ελέγχεται αν το μέταλλο έχει τον 

σωστό τύπο ατόμου, τη σωστή γεωμετρία και το σωστό τυπικό φορτίο (formal 

charge). 

4. Έλεγχος των δισουλφιδικών δεσμών (treat disulfides): Ανιχνεύονται, 

προσδιορίζονται και σε περίπτωση απώλειας προστίθενται δεσμοί μεταξύ 

ατόμων θείου που απέχουν απόσταση μέχρι 3,2 Å. 

5. Ανίχνευση επικαλύψεων (find overlaps): Ανιχνεύονται τα άτομα τα 

οποία βρίσκονται σε απόσταση μικρότερη από 0,8 Å και προειδοποιείται ο 

χρήστης για τον αριθμό των ατόμων αυτών έτσι ώστε να ελεγχθούν και να 

διορθωθούν. 

6. Διαγραφή μορίων νερού (delete waters): Διαγράφονται ολόκληρα μόρια 

νερού που δεν διαδραματίζουν κανένα ρόλο στη σταθεροποίηση της δομής 

της πρωτεΐνης ή στην πρόσδεση του προσδέτη. Με την επιλογή αυτή είναι 

δυνατό να διαγραφούν τα μόρια νερού σε μία απόσταση καθορισμένη (σε Å) 

από τον χρήστη από κάθε ετερομάδα (heteroatom, Het) της πρωτεΐνης. 

7. Δημιουργία ετεροκαταστάσεων (generate Het States): Προσδιορίζεται ο 

ιοντισμός και η ταυτομέρεια των ετερομάδων. Για τον σκοπό αυτόν 

χρησιμοποιείται η εφαρμογή Epik, η οποία καθορίζει τον ιοντισμό και την 

ταυτομέρεια των αμινοξέων σε pH = 7. 

8. Βελτιστοποίηση του δικτύου δεσμών υδρογόνου (optimization of 

hydrogen bonding network): Βελτιστοποιείται το δίκτυο δεσμών υδρογόνου 

δίνοντας τον κατάλληλο προσανατολισμό στις ομάδες υδροξυλίου, στα μόρια 

νερού, στις ομάδες αμιδίου των Asn και Gln και στο ιμιδαζόλιο της His. 

9. Διαδικασία βελτιστοποίησης της δομής (optimizing the structure): Το 

τελικό στάδιο της προετοιμασίας της πρωτεΐνης αποτελεί η ελαχιστοποίηση 
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της ενέργειας της με χρήση περιορισμών. Ο στόχος αυτός επιτυγχάνεται με τη 

χρήση της εφαρμογής Impref. Πριν ξεκινήσει η διαδικασία ελαχιστοποίησης 

προσδιορίζεται η τιμή RMSD από την οποία θα επιτραπεί να παρεκκλίνει η 

ελαχιστοποιημένη δομή από την αρχική δομή. Κατά τη διαδικασία αυτή 

χρησιμοποιείται το πεδίο δυνάμεων OPLS_2005. Διατίθεται επίσης η επιλογή 

βελτιστοποίησης μόνο των θέσεων των ατόμων υδρογόνου διατηρώντας τα 

υπόλοιπα άτομα σταθερά, που είναι η συχνότερα χρησιμοποιούμενη. 

3.4.2 Η εφαρμογή προετοιμασίας προσδετών (LigPrep)  

Η εφαρμογή LigPrep143 είναι μία συλλογή εργαλείων μοντελοποίησης για την 

προετοιμασία υψηλής ποιότητας μεγάλου αριθμού τριδιάστατων μοριακών 

δομών (high quality 3D structures) ξεκινώντας από διδιάστατες ή τριδιάστατες 

δομές. Το αποτέλεσμα της εφαρμογής του LigPrep είναι η παραγωγή χαμηλής 

ενέργειας τριδιάστατων δομών των προσδετών, με κατάλληλη στερεοχημεία 

και ιοντισμό. Τα βήματα που ακολουθούνται στην εφαρμογή του LigPrep για 

τα μόρια-προσδέτες είναι τα εξής: 

1. Μετατροπή δομών από διδιάστατη σε τριδιάστατη μορφή: Το LigPrep 

μπορεί να μετατρέψει τη διδιάστατη δομή (μορφής .sdf, smiles κ.α.) σε 

τριδιάστατη οικείας με το πρόγραμμα μορφής. 

2. Προσθήκη ατόμων υδρογόνου (add hydrogen atoms): Το LigPrep 

εντοπίζει τα άτομα που χρειάζονται προσθήκη ατόμων υδρογόνου για να 

έχουν συμπληρωμένο σθένος και τα προσθέτει αυτόματα. 

3. Απομάκρυνση μη επιθυμητών μοριακών δομών (remove unwanted 

molecules): Αν υπάρχουν μοριακές δομές που δεν είναι επιθυμητή η μελέτη 

τους υπάρχει επιλογή με την οποία εντοπίζονται στο LigPrep και 

απομακρύνονται αυτόματα. 

4. Ουδετεροποίηση φορτισμένων ομάδων (neutralize charged groups): 

Οι φορτισμένες ομάδες πρέπει να εξουδετερωθούν προτού δημιουργηθεί η 

κατάσταση ιοντισμού. Κατά την εξουδετέρωση στο LigPrep, ιόντα υδρογόνου 

προστίθενται ή αφαιρούνται.  

5. Δημιουργία καταστάσεων ιοντισμού (generate ionization states): Στο 

LigPrep υπάρχει δυνατότητα αυτόματου προσδιορισμού της κατάστασης 

ιοντισμού κάθε προσδέτη στο pH που καθορίζεται από τον χρήστη. 
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6. Δημιουργία ταυτομερών (generate tautomers): Στο LigPrep μπορεί να 

δημιουργηθούν αυτόματα όλα τα πιθανά ταυτομερή μίας μοριακής δομής και 

να αποθηκευτούν αυτόματα. Η λειτουργία αυτή είναι ελεγχόμενη από τον 

χρήστη, ο οποίος μπορεί να επιλέξει ή όχι τη δημιουργία των ταυτομερών 

ανάλογα αν ενδιαφέρεται να τα μελετήσει.  

7. Φιλτράρισμα δομών (filter the structures): Η επιλογή αυτή επιτρέπει το 

φιλτράρισμα των μοριακών δομών βασισμένο σε κάποια ιδιότητά τους, όπως 

είναι π.χ. το μοριακό βάρος, η τιμή της οποίας καθορίζεται από τον χρήστη. 

8. Δημιουργία εναλλακτικών χειρόμορφων κέντρων (generate 

alternative chiralities): Η επιλογή αυτή δίνει τη δυνατότητα δημιουργίας 

μοριακών δομών όπως εναντιομερών και διαστερεομερών τα οποία 

αποθηκεύονται αυτόματα. Η λειτουργία αυτή είναι ελεγχόμενη από τον 

χρήστη, ο οποίος μπορεί να επιλέξει ή όχι τη δημιουργία των επιπλέον δομών 

ανάλογα αν ενδιαφέρεται να τις μελετήσει. 

9. Δημιουργία χαμηλής ενέργειας διαμορφώσεων των μη αρωματικών 

δακτυλίων (generate low-energy ring conformations): Με την εφαρμογή 

αυτή μπορούν να δημιουργηθούν χαμηλής ενέργειας διαμορφώσεις για μη 

αρωματικούς δακτυλίους, για τους οποίους η διαμόρφωση δεν είναι γνωστή. 

10. Απομάκρυνση των προβληματικών μοριακών δομών (remove 

problematic structures): Στο σημείο αυτό όλες οι μοριακές δομές οι οποίες 

δεν μπορούν να υποβληθούν στο τελευταίο στάδιο βελτιστοποίησης της 

μοριακής τους δομής απορρίπτονται. 

11. Βελτιστοποίηση της μοριακής δομής (optimize the geometry): Στο 

τελικό αυτό στάδιο βελτιστοποιούνται οι μοριακές δομές των προσδετών που 

πέρασαν όλα τα υπόλοιπα στάδια χρησιμοποιώντας μία περιορισμένη έκδοση 

του MacroModel. 

3.5 Μοριακή Πρόσδεση (Molecular Docking) 

Μέσω των in silico πειραμάτων μοριακής πρόσδεσης καθίσταται δυνατή η 

κατανόηση της τοποθέτησης και των αλληλεπιδράσεων που παρατηρούνται 

κατά την πρόσδεση μιας ένωσης σε ένα μεγαλομόριο-στόχο (υποδοχέας).  

Υπάρχουν δύο μοντέλα-θεωρίες που εξηγούν την εξειδίκευση της πρόσδεσης 

μίας ένωσης στο μεγαλομόριο: 
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Α) Το μοντέλο κλειδιού-κλειδαριάς που προτάθηκε από τον E. Fischer το 

1894.144 Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, η δομή του ενεργού κέντρου του 

υποδοχέα είναι τέτοια, ώστε να προσαρμόζεται η ένωση τέλεια στον 

υποδοχέα, όπως ένα μικρό κομμάτι σε ένα μεγάλο πάζλ. 

Β) Το μοντέλο της επαγομένης προσαρμογής που προτάθηκε από τον D.E. 

Koshland το 1958,145 σύμφωνα με το οποίο πρώτα γίνεται η πρόσδεση της 

ένωσης στον υποδοχέα και στη συνέχεια οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 

ομάδων της ένωσης και του ενεργού κέντρου συντελούν στην «τέλεια 

προσαρμογή» (Σχήμα 3.5). 

 

Σχήμα 3.5: Τα δύο μοντέλα που εξηγούν την εξειδίκευση της πρόσδεσης της ένωσης 

στο μεγαλομόριο - στόχο: το μοντέλο κλειδιού - κλειδαριάς (αριστερά), και το μοντέλο της 

επαγόμενης προσαρμογής (δεξιά). (Η εικόνα έχει σχεδιαστεί από τον Δρ. Κ. 

Παπακωνσταντίνου) 

Μοριακή πρόσδεση ορίζεται η πρόβλεψη της δομής του συμπλόκου, που 

προκύπτει από την πρόσδεση ενός μορίου προσδέτη (πρόσδεμα) σε ένα 

μεγαλύτερο μόριο υποδοχέα.121 Ο προσδέτης μπορεί να είναι όπως ήδη 

αναφέρθηκε ένα φαρμακευτικό μόριο και το μεγαλομόριο ένα ένζυμο ή τμήμα 

της έλικας του DNA. Η μοριακή πρόσδεση μικρών μορίων προσδετών στο 

ενεργό κέντρο υποδοχέων επιτελείται υπολογιστικά με τη χρήση 

ηλεκτρονικών υπολογιστών από αλγόριθμους μοριακής πρόσδεσης (Surflex-

Dock, GLIDE, GOLD, FlexX, κ.α.). Σε κάθε αλγόριθμο η διαδικασία της 

μοριακής πρόσδεσης διαφέρει ανάλογα με τα χαρακτηριστικά του. Τρία όμως 
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βασικά χαρακτηριστικά είναι κοινά σε όλους του αλγόριθμους μοριακής 

πρόσδεσης: 

1. Η ανάλυση του διαμορφωτικού χώρου του προσδέτη, 

2. Ο σχηματισμός του συμπλέγματος υποδοχέα-προσδέτη και 

3. Η βαθμολόγηση της πρόσδεσης, δηλαδή ο υπολογισμός της ενέργειας 

πρόσδεσης χρησιμοποιώντας τη συνάρτηση υπολογισμού της ενέργειας 

πρόσδεσης, η οποία διαφέρει από αλγόριθμο σε αλγόριθμο. 

Υπάρχουν διάφοροι αλγόριθμοι με τους οποίους χρησιμοποιούνται 

διαφορετικές παράμετροι (για παράδειγμα δυνάμεις Coulomb και van der 

Waals, δεσμοί υδρογόνου) ώστε να βαθμολογήσουν το μοτίβο πρόσδεσης 

διαφόρων υπό μελέτη ενώσεων. Στις παραγράφους 3.5.5 και 3.5.6 

περιγράφονται αναλυτικά οι αλγόριθμοι Surflex-Dock και GLIDE που 

χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή.  

3.5.1 Η ανάλυση του διαμορφωτικού χώρου του προσδέτη 

Η διαμορφωτική ανάλυση του προσδέτη, κατά τη διάρκεια της πρόσδεσης σε 

ένα υποδοχέα, είναι απαραίτητη διαδικασία, αφού συνήθως δεν είναι γνωστή 

η διαμόρφωση με την οποία προσδένεται στο ενεργό κέντρο.121 Η 

απλούστερη μέθοδος για τη μελέτη του διαμορφωτικού χώρου του προσδέτη, 

είναι η δημιουργία πολλών διαφορετικών διαμορφώσεων του προσδέτη, 

αποθήκευση τους σε μια βάση δεδομένων και στη συνέχεια πραγματοποίηση 

άκαμπτης πρόσδεσης κάθε μίας από αυτές στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα. 

Πιο πρόσφατες και ταχύτερες μέθοδοι, εκτελούν την πρόσδεση έχοντας όλες 

τις διαμορφώσεις μαζί ως ομάδα, μέσα στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα. 

3.5.2 Σχηματισμός του συμπλόκου υποδοχέα-προσδέτη 

Κατά την αλληλεπίδραση του προσδέτη με το ενεργό κέντρο υποδοχέα 

υπάρχουν πολλοί τοπογραφικοί περιορισμοί.121 Σε κάθε αλγόριθμο  

χρησιμοποιείται διαφορετική μεθοδολογία για να τοπογραφηθεί το ενεργό 

κέντρο του υποδοχέα. Η διαδικασία της τοπογράφησης εξαρτάται από τον 

προσδιορισμό των πεδίων τα οποία εντοπίζονται στο ενεργό κέντρο κάποιου 

υποδοχέα και τα οποία θα καθορίσουν τις αλληλεπιδράσεις του προσδέτη με 

αυτό. Η διαδικασία αυτή συνήθως καταλήγει στη δημιουργία ενός αρχείου το 
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οποίο αποτελεί την υπολογιστική απεικόνιση του ενεργού κέντρου του 

υποδοχέα. Για παράδειγμα, ο αλγόριθμος Surflex-Dock δημιουργεί το αρχείο 

«protomol» το οποίο περικλείει όλη την απαραίτητη πληροφορία για το ενεργό 

κέντρο ενός υποδοχέα, ενώ, αντίστοιχα, ο αλγόριθμος GLIDE δημιουργεί το 

αρχείο «grid». Οι αλληλεπιδράσεις που εμπλέκονται στη μοριακή αναγνώριση 

είναι οι ηλεκτροστατικές, οι van der Waals, οι υδρόφοβες, οι δεσμοί 

υδρογόνου και οι αρωματικές (π-π) αλληλεπιδράσεις επιστοίβαξης.146 Η 

δημιουργία των πεδίων από τα οποία χαρακτηρίζεται το ενεργό κέντρο έχει 

ως σκοπό να καθοδηγηθεί η πρόσδεση του προσδέτη και να σχηματιστεί το 

μοντέλο των αλληλεπιδράσεων του με το ενεργό κέντρο του υποδοχέα 

(Σχήμα 3.6). 

 

Σχήμα 3.6: Μόριο προσδεμένο στο ενεργό κέντρο υποδοχέα-ενζύμου. 

3.5.3 Η ενέργεια πρόσδεσης 

Η ενέργεια που χαρακτηρίζει τις αλληλεπιδράσεις ενός προσδέτη με έναν 

υποδοχέα, ονομάζεται ενέργεια πρόσδεσης και δίνεται από την εξίσωση (1). Η 

ενέργεια αυτή αποτελεί το άθροισμα των ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων 

(EI-Electrostatic Interactions), των επαγωγικών αλληλεπιδράσεων (II-

Inductive Interactions), των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων (HI-Hydrophobic 

Interactions) και των συνδυασμένων διαμοριακών αλληλεπιδράσεων (CII-

Combined Intermolecular Interactions) όπως είναι οι δεσμοί υδρογόνου και οι 

αρωματικές (π-π) αλληλεπιδράσεις επιστοίβαξης μεταξύ των δύο μορίων. 
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Για τον υπολογισμό της τελικής ενέργειας πρόσδεσης το άθροισμα αυτό 

ελαττώνεται κατά τον όρο που εκφράζει την απώλεια ενέργειας ή εντροπίας 

κατά την πρόσδεση υποδοχέα-προσδέτη (E*). 

Ebinding = EEI + EII + EHI + ECII + E*                                                              (1) 

Ο υπολογισμός της ενέργειας πρόσδεσης, αφού τοποθετηθεί ο προσδέτης 

στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα, γίνεται με τη χρήση της συνάρτησης 

υπολογισμού της ενέργειας πρόσδεσης, η οποία διαφέρει από αλγόριθμο σε 

αλγόριθμο.121 

3.5.4 Αλγόριθμοι μοριακής πρόσδεσης 

Ο αριθμός των αλγόριθμων μοριακής πρόσδεσης, που είναι διαθέσιμοι για την 

εκτίμηση και τον προσδιορισμό των αλληλεπιδράσεων υποδοχέα-προσδέτη 

είναι μεγάλος. Λόγω του μεγάλου ερευνητικού ενδιαφέροντος συνεχώς 

αναπτύσσονται νέα λογισμικά που χρησιμοποιούν νέες μεθοδολογίες 

προσέγγισης.147 Πολλοί αλγόριθμοι μοιράζονται και κοινές μεθοδολογίες, αλλά 

ο καθένας συμπεριλαμβάνει καινοτόμες τροποποιήσεις και η ποικιλομορφία 

τόσο στην πολυπλοκότητα όσο και στην υπολογιστική ισχύ και ταχύτητα 

παρέχει μία πληθώρα τεχνικών για την αποτελεσματική αντιμετώπιση του 

σύγχρονου προβλήματος του ορθολογικού σχεδιασμού φαρμάκων.148 

Υποθέτοντας ότι η μοριακή δομή του υποδοχέα είναι διαθέσιμη, μία αρχική 

πρόκληση στην ανακάλυψη νέων φαρμάκων είναι η πρόβλεψη τόσο του 

προσανατολισμού του προσδέτη μέσα στο ενεργό κέντρο όσο και της 

συγγένειας πρόσδεσης του σε αυτό (η οποία ποσοτικοποιείται με την ενέργεια 

πρόσδεσης).121 Εξαιτίας της αύξησης της υπολογιστικής ισχύος και της 

απόδοσης των αλγόριθμων μοριακής πρόσδεσης είναι επί του παρόντος 

δυνατή η μοριακή πρόσδεση χιλιάδων προσδετών και η εικονική διαλογή 

(virtual screening) των ενώσεων που παρουσιάζουν την ευνοϊκότερη 

πρόσδεση με σκοπό στη συνέχεια να μελετηθούν πειραματικά για τη δράση 

τους έναντι της πρωτεΐνης-στόχου.149, 150 
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3.5.4.1 Συναρτήσεις βαθμολόγησης των αλγόριθμων μοριακής 

πρόσδεσης 

Η συνάρτηση βαθμολόγησης (scoring function) είναι μία γρήγορη 

προσεγγιστική μαθηματική μέθοδος που χρησιμοποιείται για τη βαθμολόγηση 

των μη δεσμικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ προσδέτη-υποδοχέα. Με τη 

χρήση της συνάρτησης βαθμολόγησης είναι δυνατή η διάκριση των 

ενεργειακά ευνοϊκών τρόπων πρόσδεσης ενός προσδέτη από τους ενεργειακά 

μη ευνοϊκούς κατά τη διαδικασία της μοριακής πρόσδεσης. Μία υψηλής 

ακρίβειας συνάρτηση βαθμολόγησης απαιτεί κατά κανόνα μεγαλύτερη 

υπολογιστική ισχύ και χρόνο με αποτέλεσμα συχνά η πολυπλοκότητα των 

συναρτήσεων να ελαττώνεται, με επακόλουθη ελάττωση της ακρίβειάς τους. 

Οι μέθοδοι βαθμολόγησης συνήθως περιλαμβάνουν πεδία δυνάμεων 

μοριακής μηχανικής όπως είναι το AMBER,151 το OPLS152 ή το CHARMM153 

και εμπειρικές εξισώσεις υπολογισμού της ελεύθερης ενέργειας πρόσδεσης154 

ή άλλες.155 

Ένα σημαντικό μειονέκτημα των αλγόριθμων που υπάρχουν επί του 

παρόντος, είναι ότι δεν μπορούν να υπολογιστούν οι επιδράσεις της 

επιδιαλύτωσης στο υπό μελέτη σύστημα και δεν χρησιμοποιούνται μοντέλα 

διαλυτών κατά τη διάρκεια της μοριακής πρόσδεσης. Σε όλες της μεθόδους 

μοριακής πρόσδεσης, η διαδικασία επιτελείται υπό κενό και το σχηματιζόμενο 

σύμπλοκο υποδοχέα-προσδέτη βαθμολογείται στη συνέχεια από την εξίσωση 

βαθμολόγησης χωρίς να λαμβάνεται υπόψη η επιδιαλύτωσή του. Επιπλέον, ο 

ρόλος των μορίων διαλύτη που βρίσκονται προσδεμένα στην 

κρυσταλλογραφική δομή του υποδοχέα (συνήθως μόρια νερού) καθώς και 

ορισμένα ιόντα συχνά δεν λαμβάνονται υπόψη στους υπολογισμούς. 

3.5.5 Ο αλγόριθμος μοριακής πρόσδεσης Surflex-Dock 

Ο αλγόριθμος Surflex-Dock είναι ένας εμπειρικός αλγόριθμος βαθμολόγησης 

της πρόσδεσης ενώσεων στο ενεργό κέντρο ενός ενζύμου-στόχου.156, 157 

Παρέχεται από το λογισμικό πακέτο SYBYL της εταιρίας Tripos. Η χρήση του 

περιορίζει επιτυχώς τα αποτελέσματα που εμπίπτουν στις περιπτώσεις 

«ψευδώς θετικά» (false positives) και επομένως μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 
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να βοηθήσει στη διαλογή δραστικών αναστολέων συγκεκριμένων στόχων από 

βιβλιοθήκες μεγάλου αριθμού ενώσεων.158, 159  

3.5.5.1 Protomol 

Η χρήση του αλγόριθμου Surflex-Dock επιτρέπει την πραγματοποίηση της 

πρόσδεσης, αφού οριστεί ο διαμορφωτικός χώρος εντός του ενζύμου, στον 

οποίο πρόκειται να προσδεθεί η ένωση (Protomol). Το «Protomol» είναι μία 

υπολογιστική αναπαράσταση του ενεργού κέντρου του υποδοχέα χωρίς αυτό 

να συνεπάγεται όμως ότι αποτελεί και ένα διαμορφωτικό κλειστό χώρο με 

καθορισμένα όρια στον οποίο αποκλειστικά μπορεί να γίνει η πρόσδεση. Ο 

ορισμός αυτού του χώρου βοηθάει στην κατεύθυνση της ένωσης προς την 

αρχική της τοποθέτηση στο ένζυμο. Η βαθμολόγηση των διαφορετικών 

διαμορφώσεων της ένωσης γίνεται με βάση την τοποθέτηση τους στο ένζυμο 

και όχι στα αυστηρά όρια του αρχικού διαμορφωτικού χώρου. 

Ο τρόπος με τον οποίο δημιουργείται ο αρχικός διαμορφωτικός χώρος είναι ο 

εξής.160 Αρχικά, η επιφάνεια του υποδοχέα θεωρείται ότι καλύπτεται από τρεις 

τύπους αισθητήρων αλληλεπιδράσεων (probes), η χρήση των οποίων 

υποδεικνύει περιοχές ύπαρξης δεσμών υδρογόνου και ευνοϊκών υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ των ατόμων του ενεργού κέντρου του υποδοχέα. 

Συγκεκριμένα, περιοχές με παρουσία αισθητήρων μεθανίου (CH4) 

καταμετρώνται ως περιοχές στερικών και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων, 

περιοχές με παρουσία αισθητήρων N-H ως περιοχές δοτών δεσμών 

υδρογόνου και περιοχές με παρουσία αισθητήρων C=O ως δέκτες δεσμών 

υδρογόνου. Στη συνέχεια, με τη χρήση μιας συνάρτησης βαθμολόγησης 

τοποθετούνται και προσανατολίζονται οι αισθητήρες αλληλεπίδρασης με 

τέτοιον τρόπο ώστε να βελτιστοποιούνται οι αλληλεπιδράσεις τους με τα 

άτομα του ενεργού κέντρου του υποδοχέα. Κάθε βαθμολόγηση ενός 

αισθητήρα αλληλεπίδρασης αντιπροσωπεύει τη συνεισφορά του στην 

πρόσδεση κάποιου ατόμου του προσδέτη που παρουσιάζει ίδιες ιδιότητες με 

τον συγκεκριμένο αισθητήρα αλληλεπίδρασης. Στο τέλος, μόνο οι αισθητήρες 

αλληλεπίδρασης με την ευνοϊκότερη βαθμολόγηση καταμετρώνται για το 

επόμενο βήμα.  
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3.5.5.2 Η διαδικασία μοριακής πρόσδεσης 

Αφού οριστεί ο διαμορφωτικός χώρος στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα, 

πραγματοποιείται η τοποθέτηση του προσδέτη. Για την πρόσδεση ευέλικτων 

προσδετών στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα γίνεται χρήση του αλγόριθμου 

Surflex-Dock και της μεθόδου Hammerhead. Η διαδικασία περιλαμβάνει τα 

εξής στάδια:157 

I. Δημιουργία θραυσμάτων του προσδέτη 

Ο προσδέτης χωρίζεται σε θραύσματα (μικρά τμήματα) τα οποία 

τοποθετούνται με διαφορετικούς συνδυασμούς εντός του ενεργού κέντρου του 

υποδοχέα ώστε να επιτευχθούν οι τελικοί προσανατολισμοί του προσδέτη. Η 

διαδικασία αυτή ξεκινά με την ταυτοποίηση των δεσμών που έχουν τη 

δυνατότητα να περιστρέφονται, όπως είναι οι απλοί δεσμοί, οι αμιδικοί δεσμοί, 

οι μη κυκλικοί αλειφατικοί δεσμοί και οι μη τελικοί δεσμοί. Η διαχείριση της 

ευελιξίας των δακτυλίων είναι προαιρετική στο Surflex-Dock. Στα άτομα 

μεταξύ δύο δεσμών που έχουν δυνατότητα περιστροφής, αλλά και σε άτομα 

συνδέσμους (linker atoms) πραγματοποιείται η θραύση του προσδέτη. Στη 

συνέχεια γίνεται διαμορφωτική ανάλυση των θραυσμάτων. Στο τελικό στάδιο 

της διαδικασίας, γίνεται ομαδοποίηση των παρόμοιων διαμορφωτικά 

θραυσμάτων για να δημιουργηθούν τελικά ποικίλα σύνολα θραυσμάτων 

διαφορετικών διαμορφώσεων. 

II. Τοποθέτηση των θραυσμάτων στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα με 

βάση τους αισθητήρες αλληλεπίδρασης 

Αρχικά τοποθετούνται τα διάφορα θραύσματα στο ενεργό κέντρο του 

υποδοχέα με βάση τους αισθητήρες αλληλεπίδρασης διατηρώντας σταθερή 

τη διαμόρφωση τους ενώ απορρίπτονται τα θραύσματα τα οποία εισχωρούν 

υπερβολικά στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα. Στη συνέχεια κατατάσσονται τα 

τοποθετημένα θραύσματα σύμφωνα με τη βαθμολόγησή τους. Τα θραύσματα 

εκείνα που παρουσιάζουν την υψηλότερη βαθμολόγηση χρησιμοποιούνται 

στη συνέχεια ως θραύσματα βάσης (head fragments) για την ανοικοδόμηση 

του προσδέτη στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα. 
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III. Πρόσδεση των υπόλοιπων θραυσμάτων του προσδέτη 

Ξεκινώντας από το θραύσμα βάση του προσδέτη, στο Surflex-Dock 

τοποθετείται το επόμενο θραύσμα στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα, του 

οποίου η διαμόρφωση έχει ήδη αναλυθεί. Βελτιστοποιούνται οι 

προσανατολισμοί και εξακολουθούν να περιορίζονται αυτοί που εισχωρούν 

υπερβολικά στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα. Οι ευνοϊκότερες διαμορφώσεις 

διατηρούνται και αξιολογούνται ώστε να λάβουν τη βαθμολογία πρόσδεσης. 

3.5.5.3 Η συνάρτηση βαθμολόγησης 

Η εμπειρική συνάρτηση βαθμολόγησης που χρησιμοποιεί ο αλγόριθμος 

Surflex-Dock αποτελείται από το άθροισμα ενός αριθμού μη γραμμικών 

συναρτήσεων. Οι συναρτήσεις αυτές εμπλέκουν αποστάσεις των van der 

Waals επιφανειών μεταξύ κατάλληλων ζευγών ατόμων υποδοχέα-προσδέτη. 

Τα ζεύγη ατόμων υποδοχέα-προσδέτη, των οποίων η απόσταση της van der 

Waals επιφάνειάς τους είναι μεγαλύτερη από 2 Å απορρίπτονται. Κάθε άτομο 

στα ζεύγη ατόμων που απομένουν χαρακτηρίζεται στη συνέχεια ως πολικό ή 

μη πολικό και του αποδίδεται το κατάλληλο φορτίο. Η συνάρτηση 

βαθμολόγησης του Surflex-Dock περιλαμβάνει τους ακόλουθους όρους:161 

 Υδρόφοβος: Αποτελεί το άθροισμα της ενέργειας των αλληλεπιδράσεων 

όλων των ζευγών των ατόμων, στα οποία τουλάχιστον το ένα άτομο είναι 

μη πολικό. Τα άτομα αυτά πρέπει να βρίσκονται σε τέτοια απόσταση, έτσι 

ώστε οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις τους να είναι ελκτικές και όχι 

απωστικές. 

 Πολικός: Αποτελεί το άθροισμα της ενέργειας των αλληλεπιδράσεων όλων 

των ζευγών των ατόμων τα οποία είναι πολικά και τα οποία είναι ικανά να 

συμμετέχουν σε δεσμούς υδρογόνου και σε γέφυρες αλάτων. 

 Απωστικός: Αποτελεί το άθροισμα της ενέργειας όλων των ζευγών των 

πολικών ατόμων των οποίων οι αλληλεπιδράσεις είναι απωστικές. 

 Εντροπικός: Είναι μία συνάρτηση, στην οποία μοντελοποιείται η απώλεια 

εντροπίας μεταφοράς και περιστροφής του προσδέτη που προσδένεται στο 

ενεργό κέντρο του υποδοχέα. Στη συνάρτηση αυτή λαμβάνεται υπόψη ο 

αριθμός των δεσμών του προσδέτη που παρουσιάζουν δυνατότητα 

περιστροφής και το μοριακό του βάρος. 
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 Επιδιαλύτωση: Είναι μία συνάρτηση, με την οποία υπολογίζεται η 

διαφορά μεταξύ των πιθανών δεσμών υδρογόνου που μπορεί να 

σχηματίσει ο προσδέτης με το ενεργό κέντρο του υποδοχέα και των 

πραγματικών δεσμών υδρογόνου στους οποίους συμμετέχει. 

Οι πιο κυρίαρχοι όροι της συνάρτησης βαθμολόγησης είναι ο υδρόφοβος και ο 

πολικός, ενώ ο ρόλος της επιδιαλύτωσης θεωρείται αμελητέος. Η 

βαθμολόγηση της πρόσδεσης ενός προσδέτη εκφράζεται σε μονάδες –logKd 

και αποδίδει τη συγγένεια πρόσδεσης κάθε προσδέτη που προσδένεται στο 

ενεργό κέντρο του υποδοχέα. Η σταθερά Kd (dissociation constant) αποτελεί 

τη σταθερά διάστασης του συμπλόκου υποδοχέα-προσδέτη και όσο μικρότερη 

είναι, τόσο ευνοϊκότερη θεωρείται η πρόσδεση ενός προσδέτη ή όσο 

μεγαλύτερος είναι ο αρνητικός λογάριθμος της Kd, τόσο ευνοϊκότερη θεωρείται 

η πρόσδεση ενός προσδέτη. 

3.5.6 Ο αλγόριθμος μοριακής πρόσδεσης GLIDE 

Ένας από τους πιο συχνά χρησιμοποιούμενους αλγόριθμους μοριακής 

πρόσδεσης είναι το GLIDE (Grid-based Ligand Docking with Energetics) του 

πακέτου λογισμικού Maestro της εταιρίας Schrödinger.162 Η χρήση του GLIDE 

επιτρέπει την πρόσδεση μικρών ευέλικτων μορίων στο ενεργό κέντρο 

υποδοχέα σταθερής διαμόρφωσης και αναζητούνται οι ευνοϊκότερες 

αλληλεπιδράσεις προσδέτη-υποδοχέα. Ο υποδοχέας μπορεί να είναι μία 

πρωτεΐνη ή ένας μη πρωτεϊνικός συμπαράγοντας. Η μοριακή πρόσδεση με 

χρήση του αλγόριθμου GLIDE μπορεί να επιτευχθεί θεωρώντας τον προσδέτη 

άκαμπτο ή εύκαμπτο, ενώ ο υποδοχέας παραμένει άκαμπτος (επιτρέπεται 

μόνο η περιστροφή ορισμένων υδροξυλομάδων). Εάν επιλεγεί ο προσδέτης 

να είναι άκαμπτος τότε αυτός προσδένεται στον υποδοχέα ως έχει, ενώ εάν 

επιλεγεί να είναι εύκαμπτος πριν ξεκινήσει η πρόσδεση δημιουργείται ένα 

σύνολο διαμορφώσεων που μπορεί να αποκτήσει. Η θέση, ο 

προσανατολισμός και η διαμόρφωση κάθε προσδέτη που λαμβάνει στο 

ενεργό κέντρο του ενζύμου ονομάζεται «πόζα πρόσδεσης» (ligand pose). Οι 

πόζες πρόσδεσης που δημιουργούνται163, 164 περνούν μέσα από μια σειρά 

φίλτρων ιεράρχησης που εκτιμούν και αξιολογούν τις αλληλεπιδράσεις του 

προσδέτη στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα. Τα ιεραρχικά φίλτρα ελέγχουν το 
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μέγεθος του προσδέτη και τη συμπληρωματικότητα των αλληλεπιδράσεων 

του με το ενεργό κέντρο του ενζύμου χρησιμοποιώντας μία μέθοδο βασισμένη 

στη θεωρία πλέγματος.154 Οι προσανατολισμοί που ελέγχονται από τα 

ιεραρχικά φίλτρα και θεωρούνται ενεργειακά ευνοϊκοί υποβάλλονται στη 

συνέχεια στο τελικό στάδιο της μοριακής πρόσδεσης, στο οποίο 

πραγματοποιείται εκτίμηση και ελαχιστοποίηση της ενέργειας των μη 

δεσμικών αλληλεπιδράσεων υποδοχέα-προσδέτη, χρησιμοποιώντας το πεδίο 

δυνάμεων OPLS-AA και λαμβάνοντας υπόψη τα πεδία του ενεργού κέντρου 

του υποδοχέα. Η τελική βαθμολόγηση διεξάγεται, στον ελαχιστοποιημένης 

ενέργειας προσανατολισμό του προσδέτη. Το GlideScore είναι η συνάρτηση 

βαθμολόγησης του GLIDE, η οποία χρησιμοποιείται για να βαθμολογείται η 

πρόσδεση των δημιουργούμενων προσανατολισμών ενός προσδέτη. Εξ’ 

ορισμού χρησιμοποιείται η συνάρτηση βαθμολόγησης GlideScore για τη 

βαθμολόγηση της πρόσδεσης και δεν υπάρχουν άλλες επιλογές 

συναρτήσεων βαθμολόγησης. Ο όρος βαθμολόγησης Emodel χρησιμοποιείται 

για να κατατάσσει τους προσανατολισμούς του προσδέτη και να επιλέγει 

αυτούς που θα αναφερθούν στον χρήστη. Το Emodel περιλαμβάνει τη 

βαθμολόγηση του GlideScore, την ενέργεια μη δεσμικών αλληλεπιδράσεων 

και την εσωτερική ενέργεια της διαμόρφωσης που δημιουργήθηκε για τον 

προσδέτη. 

3.5.6.1 Ανάλυση του διαμορφωτικού χώρου του προσδέτη 

Το πρώτο βήμα της μοριακής πρόσδεσης ενός προσδέτη με τον αλγόριθμο 

GLIDE είναι η ανάλυση του διαμορφωτικού του χώρου. Κατά τη διαδικασία 

αυτή διεξάγεται μία εμπειρική διαλογή κατά την οποία απορρίπτονται οι 

διαμορφώσεις που δεν προσαρμόζονται στην κοιλότητα που μελετάται. Η 

μέθοδος που χρησιμοποιείται για να διεξαχθεί η διαμορφωτική ανάλυση του 

προσδέτη είναι η Monte Carlo.163 Κάθε προσδέτης κατά τη διαδικασία της 

διαμορφωτικής ανάλυσης χωρίζεται στην περιοχή του πυρήνα (region core) 

και τις περιστρεφόμενες ομάδες (rotamer groups). Κάθε περιστρεφόμενη 

ομάδα συνδέεται με τον πυρήνα με ένα δεσμό, ο οποίος έχει τη δυνατότητα 

περιστροφής και δεν περιέχει άλλους δεσμούς που μπορούν να 

περιστραφούν. Ως πυρήνας θεωρείται ότι απομένει μετά τον περιστρεφόμενο 

δεσμό, όταν αφαιρεθεί η περιστρεφόμενη ομάδα. Με τον τρόπο αυτόν κάθε 
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περιστρεφόμενη ομάδα αναλύεται ξεχωριστά κατά τη διαδικασία της 

διαμορφωτικής ανάλυσης του προσδέτη. Άτομα άνθρακα και αζώτου τα οποία 

συνδέονται με άτομα υδρογόνου (όπως ομάδες -CH3, -NH2, -+NH3) δεν 

λαμβάνονται ως περιστρεφόμενες ομάδες γιατί δεν έχουν ιδιαίτερη 

διαμορφωτική σημασία. 

Κατά τη διαδικασία της διαμορφωτικής ανάλυσης, κάθε περιοχή πυρήνα 

αντιπροσωπεύεται από ένα σύνολο βασικών διαμορφώσεων, ο αριθμός των 

οποίων εξαρτάται από τον αριθμό των περιστρεφόμενων δεσμών που 

περιέχει, τον αριθμό των πενταμελών και εξαμελών μη αρωματικών 

δακτυλίων, τα οποία μπορεί να αναστρέφονται (flip) και τον αριθμό των 

ασύμμετρων ατόμων αζώτου με πυραμιδική γεωμετρία. Αυτό το σύνολο 

περιέχει συνήθως λιγότερες από 500 βασικές διαμορφώσεις, ακόμη και για 

αρκετά μεγάλους και ευέλικτους προσδέτες, και πολύ λιγότερες για 

μικρότερους και άκαμπτους προσδέτες. Στη συνέχεια, καταμετρούνται οι 

διαμορφώσεις που μπορεί να υιοθετήσει η κάθε περιστροφική ομάδα. Ο 

πυρήνας μαζί με τις διαμορφώσεις των περιστροφικών ομάδων συνδυάζονται 

στη συνέχεια για να δώσουν τις τελικές διαμορφώσεις που θα προσδεθούν 

στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα. 

3.5.6.2 Τοποθέτηση του προσδέτη στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα 

Για κάθε διαμόρφωση του πυρήνα του προσδέτη, πραγματοποιείται μία 

αναζήτηση πιθανών θέσεων πρόσδεσης και προσανατολισμών στο ενεργό 

κέντρο του υποδοχέα. Η αναζήτηση ξεκινά με την επιλογή των σημείων 

πρόσδεσης (site points) σε ένα ισομερώς κατανεμημένο πλέγμα διαστάσεων 

2 Å, το οποίο καλύπτει το ενεργό κέντρο του υποδοχέα (Σχήμα 3.7). 

Οι αποστάσεις από κάθε σημείο πρόσδεσης στο πλέγμα προς την επιφάνεια 

του υποδοχέα υπολογίζονται με βάση μία σειρά από προκαθορισμένες 

κατευθύνσεις και ταξινομούνται σε ομάδες αποστάσεων εύρους 1 Å. 

Παρομοίως, οι αποστάσεις από το κέντρο του προσδέτη (το οποίο θεωρείται 

το μεσαίο σημείο των δύο ατόμων του προσδέτη που έχουν τη μεγαλύτερη 

απόσταση μεταξύ τους) προς την επιφάνεια του προσδέτη υπολογίζονται και 

ταξινομούνται σε ομάδες αποστάσεων εύρους 1 Å. Η δεύτερη φάση της 

διαδικασίας τοποθέτησης του προσδέτη στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα 
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διεξάγεται με την τοποθέτηση των ατόμων του προσδέτη τα οποία βρίσκονται 

σε μία καθορισμένη απόσταση από τη διάμετρο του προσδέτη (τη γραμμή 

που συνδέει τα δύο άτομα του προσδέτη, τα οποία βρίσκονται στη 

μεγαλύτερη απόσταση μεταξύ τους). Αυτό γίνεται αρχικά με την επιλογή 

πιθανών προσανατολισμών της διαμέτρου του προσδέτη στο ενεργό κέντρο 

του υποδοχέα. Στη συνέχεια, λαμβάνονται υπόψη οι αλληλεπιδράσεις ενός 

υποσυνόλου ατόμων τα οποία δύνανται να συμμετέχουν σε δεσμούς 

υδρογόνου ή σε αλληλεπιδράσεις με ιόντα μετάλλων, όταν πρόκειται για 

μεταλλοπρωτεΐνες και βαθμολογούνται. Αν η βαθμολόγηση είναι ευνοϊκή, τότε 

ο συγκεκριμένος προσανατολισμός του προσδέτη θεωρείται αποδεκτός και 

βαθμολογούνται όλες οι αλληλεπιδράσεις όλων των ατόμων με το ενεργό 

κέντρο του υποδοχέα.162, 163 

 

Σχήμα 3.7: Στο GLIDE η διαδικασία πρόσδεσης ξεκινά με την επιλογή των σημείων 

πρόσδεσης στο πλέγμα. 

3.5.6.3 Η συνάρτηση βαθμολόγησης 

Όσες διαμορφώσεις περάσουν από όλα αυτά τα φίλτρα αξιολογούνται από τη 

συνάρτηση GlideScore (GS) και λαμβάνουν την τελική βαθμολογία 

πρόσδεσης. Όσο πιο αρνητική είναι η βαθμολογία αυτή, τόσο πιο ισχυρή είναι 

η πρόσδεση του μορίου στον υποδοχέα. 
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Στη συνάρτηση GScore (2) αθροίζονται τα επιμέρους αθροίσματα από τις 

παρακάτω συνισταμένες:163 

GScore = 0.065*vdW + 0.130*Coul + Lipo + HBond + Metal + BuryP + 

RotB + Site                                                                                                    (2)                                                                                  

όπου 

 vdW: ενέργεια των αλληλεπιδράσεων van der Waals. Ο όρος αυτός 

υπολογίζεται με ελαττωμένα τα αμιγή ιοντικά φορτία των ομάδων που 

φέρουν τυπικά φορτία (formal charges), όπως είναι τα ιόντα μετάλλων, οι 

ομάδες καρβοξυλίου και οι γουανιδινικές ομάδες. 

 Coul: ενέργεια Coulomb. Δίνει τη αλληλεπίδραση μεταξύ των ολικών 

ατομικών φορτίων. 

 Lipo: ενέργεια των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Στον όρο αυτόν 

υπολογίζονται οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις. 

 Hbond: ενέργεια των δεσμών υδρογόνου. Ο όρος αυτός χωρίζεται σε 

διαφορετικής βαρύτητας βαθμολόγηση, ανάλογα αν ο δεσμός υδρογόνου 

είναι μεταξύ ουδέτερου δέκτη και δότη δεσμών υδρογόνου, μεταξύ ενός 

ουδέτερου και ενός φορτισμένου ή μεταξύ δύο φορτισμένων ατόμων. 

 Metal: ενέργεια αλληλεπιδράσεων με μέταλλο. Μόνο οι αλληλεπιδράσεις με 

ανιοντικά άτομα δέκτες συμπεριλαμβάνεται σε αυτόν τον όρο. Αν το αμιγές 

φορτίο του μετάλλου στο ενεργό κέντρο του ενζύμου είναι θετικό, 

περιλαμβάνονται οι αλληλεπιδράσεις με ανιοντικά άτομα του προσδέτη, αν 

το αμιγές φορτίο του μετάλλου είναι μηδέν, οι αλληλεπιδράσεις δεν 

λαμβάνονται υπόψη. 

 BuryP: μη ευνοϊκή βαθμολόγηση των απώσεων των πολικών ομάδων. 

 RotB: μη ευνοϊκή βαθμολόγηση για τον περιορισμό περιστροφής σε 

δεσμούς που έχουν δυνατότητα περιστροφής. 

 Site: ενέργεια πολικών αλληλεπιδράσεων με το ενεργό κέντρο του 

υποδοχέα. Ο όρος περιλαμβάνει τις πολικές αλληλεπιδράσεις με το ενεργό 

κέντρο του υποδοχέα που δεν εμπίπτουν στους δεσμούς υδρογόνου σε μία 

υδρόφοβη περιοχή του ενεργού κέντρου. 

Κατά τη διάρκεια ενός in silico πειράματος πρόσδεσης στο GLIDE, μπορούν 

να εφαρμοστούν τρία επίπεδα ακρίβειας. Το επίπεδο HTVS (High Throughput 



 

59 
 

Virtual Screening) διαλογής υψηλού ρυθμού απόδοσης, το οποίο είναι 

κατάλληλο για πολύ μεγάλες βιβλιοθήκες δεδομένων καθώς οι υπολογισμοί 

διεξάγονται ταχέως. Το επίπεδο SP (Standard Precision) παρέχει υψηλότερο 

βαθμό ακρίβειας αλλά διεξάγεται αρκετά ταχέως στη διεκπεραίωση 

μικρότερου αριθμού ενώσεων. Τέλος, το επίπεδο XP (Extra Precision)165 

παρέχει υψηλή ακρίβεια αλλά χρειάζεται μεγαλύτερος χρόνος για τη 

διεκπεραίωση των υπολογισμών. Συνήθως χρησιμοποιείται το επίπεδο XP 

λόγω της μεγάλης ακρίβειας των υπολογισμών, της ικανότητας του να 

απορρίπτονται οι ψευδώς θετικές (false positives) βαθμολογίες και του 

ικανοποιητικού συσχετισμού μεταξύ ευνοϊκών λύσεων και επιτυχούς 

βαθμολογίας (GlideScore).166 Κατά τη μέθοδο XP, στον αλγόριθμο 

τοποθετούνται αρχικά τμήματα του προσδέτη στο ενεργό κέντρο και δομείται 

το μόριο δεσμό προς δεσμό. Οι λύσεις που προκύπτουν, υποβάλλονται σε 

ελαχιστοποίηση ενέργειας και αξιολογούνται από τη συνάρτηση 

βαθμολόγησης XP.  

Η XP συνάρτηση βαθμολόγησης (XP GScore) περιέχει επιπρόσθετους όρους 

σε σχέση με τη συνάρτηση βαθμολόγησης GlideScore, όπως είναι αυτός της 

επιδιαλύτωσης του συστήματος που περιλαμβάνει επιπρόσθετα όρους 

βασισμένους στις αλληλεπιδράσεις των μορίων νερού με διάφορες 

φορτισμένες και πολικές ομάδες του προσδέτη και του υποδοχέα. Επιπλέον, 

στη συνάρτηση XP GScore επιβραβεύεται η πρόσδεση υδρόφοβων μορίων 

σε υδρόφοβα ενεργά κέντρα υποδοχέων. Ο όρος βαθμολόγησης της 

ενέργειας των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων στη συνάρτηση XP GScore 

αναπτύχθηκε για να αντισταθμίζει την υποτίμηση των υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων που γίνεται από άλλες συναρτήσεις βαθμολόγησης. Στον 

όρο αυτόν μπορεί να προστεθούν αρκετά kcal•mol-1 σε περιπτώσεις ευνοϊκών 

υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων και αρωματικών (π-π) αλληλεπιδράσεων 

επιστοίβαξης. 

Η XP συνάρτηση βαθμολόγησης παρέχεται από την παρακάτω εξίσωση:165 

XP GlideScore = Ecoul + EvdW +Ebind +Epenalty                                                                       (3)                                                                  

όπου οι ενέργειες Ebind και Epenalty δίνονται από τις εξισώσεις (4) και (5), 

αντίστοιχα: 
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Ebind = Ehyd_enclosure + Ehb_nn_motif + Ehb_cc_motif + EPI + Ehb_pair + Ephobic_pair    (4) 

Epenalty = Edesolv + Eligand_strain                                                                          (5) 

όπου 

 Ehyd_enclosure: ενέργεια υδροφοβικού εγκλεισμού 

 Ehb_nn_motif: ενέργεια υδρογονικών δεσμών από ουδέτερα άτομα 

 Ehb_cc_motif: ενέργεια υδρογονικών δεσμών από φορτισμένα άτομα 

 EPI: ενέργεια π-κατιοντικών αλληλεπιδράσεων 

 Ehb_pair: ενέργεια ζευγών ατόμων που εμπλέκονται σε υδρογονικούς 

δεσμούς 

 Ephobic_pair: ενέργεια ζευγών ατόμων που εμπλέκονται σε υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις 

3.6 Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (Quantitative Structure-Activity 

Relationships, QSAR) 

Οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (QSAR) κατατάσσονται στις πρώτες 

προσπάθειες για την ανάπτυξη του ορθολογικού σχεδιασμού έχοντας ως 

κύριο στόχο τη σύνθεση μικρότερου αριθμού ενώσεων που θα ελέγχονται για 

τη βιολογική τους δράση. Η ελαχιστοποίηση του παράγοντα τύχη και των 

χρονοβόρων και δαπανηρών πειραμάτων της σύνθεσης και του βιολογικού 

ελέγχου νέων ουσιών, αποτελεί τον ουσιαστικό στόχο της προσπάθειας 

αυτής. Ακολούθως, με τη μέθοδο QSAR επιτυγχάνεται όλο και λιγότερα 

πειραματόζωα να θυσιάζονται αλλά και το περιβάλλον να επιβαρύνεται 

λιγότερο. Τελικός στόχος της τεχνικής QSAR είναι η εύρεση μιας γραμμικής 

εξίσωσης του τύπου (6) ανάμεσα σε μια συγκεκριμένη δράση / δραστικότητα, 

που αποτελεί την εξαρτημένη μεταβλητή (μεταβλητή απόκρισης), και στα 

δομικά χαρακτηριστικά μιας σειράς παρόμοιων δομικά μορίων, μορίων 

δηλαδή που έχουν προκύψει από την ίδια ένωση-οδηγό με κατάλληλες 

τροποποιήσεις στη δομή. 

Βιολογική δράση = α0 + (α1•P1) + (α2•P2) +….+ (αn•Pn)                                  (6)  

Όπου, οι παράμετροι Ρ1 – Ρn εκφράζουν συγκεκριμένες ιδιότητες των 

επιλεγμένων μορίων (π.χ. λιποφιλία) που μπορούν να συσχετιστούν με τη 
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βιολογική τους δράση. Οι παράμετροι αυτές καλούνται περιγραφικές 

μεταβλητές (descriptors) και οι τιμές τους υπολογίζονται είτε πειραματικά είτε 

θεωρητικά, για το κάθε μόριο χωριστά. Αντίστοιχα, οι συντελεστές α0 – αn 

υπολογίζονται με τη χρήση γραμμικής ανάλυσης πολλαπλής 

παλινδρόμησης.167 Οι εξισώσεις τύπου (6) συνοδεύονται πάντα από 

στατιστικά στοιχεία, όπως ο συντελεστής συσχέτισης r (r2), η τυπική απόκλιση 

(s) και η δοκιμασία Fisher, με βάση τα οποία εκτιμάται η αξιοπιστία τους.  

Για να είναι ένα μοντέλο QSAR αξιόπιστο, απαραίτητο στοιχείο αποτελεί η 

προσεκτική επιλογή των δεδομένων. Ιδανικά, ο αριθμός των ενώσεων θα 

πρέπει να είναι όσο το δυνατόν μεγάλος και οι τιμές της βιολογικής τους 

δράσης να είναι καλά κατανεμημένες σε ένα μεγάλο εύρος ώστε να ποικίλουν 

μεταξύ υψηλών έως πολύ χαμηλών τιμών δραστικότητας. Οι τιμές της 

βιολογικής δραστικότητας (IC50, EC50, Ki, κ.α.) μετατρέπονται στον αντίστοιχο 

αρνητικό δεκαδικό λογάριθμό τους, και συνεπώς, όσο μεγαλύτερη είναι η 

προκύπτουσα τιμή, τόσο πιο δραστική είναι η ένωση. 

Υπάρχει πληθώρα παραμέτρων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τη 

δημιουργία ενός μοντέλου QSAR: φυσικοχημικές σταθερές, μοριακές 

παράμετροι, υποδομικά χαρακτηριστικά, τοπολογικοί δείκτες ή παράμετροι 

που προέρχονται από κβαντικούς υπολογισμούς, όπως η διπολική ροπή, τα 

μερικά φορτία, ή μεγέθη ενέργειας ΕLUMO και ΕHOMO, όπου Ε είναι η ενέργεια 

του τροχιακού LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) και του 

τροχιακού HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), αντίστοιχα.168-171  Μία 

καταγραφή των περιγραφικών μεταβλητών, ως προς το πληροφοριακό τους 

περιεχόμενο, την προέλευσή τους και τον τρόπο υπολογισμού τους, 

περιλαμβάνεται στο βιβλίο των Todeschini και Consonni.171 Αξιοσημείωτο 

είναι ότι η ισχυρή επιμέρους συσχέτιση ιδιότητας-δραστικότητας αυξάνει την 

ποιότητα των προβλέψεων του μοντέλου QSAR.172 

3.6.1 Ιστορική αναφορά 

Οι πρώιμες μελέτες σχέσης δομής-δράσης αρχίζουν στα μέσα του 19ου 

αιώνα. Το 1863 στο πανεπιστήμιο του Στρασβούργου, ο Cros στη διατριβή 

του, παρατήρησε πρώτος την αντίστροφη σχέση μεταξύ της τοξικότητας των 

πρωτοταγών αλειφατικών αλκοολών και της διαλυτότητάς τους στο νερό.173 
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Λίγα χρόνια αργότερα, στο έργο των Crum-Brown και Frazer σχετίζεται η 

φυσιολογική δράση μιας ουσίας με τη χημική σύστασή της (1868).174 Μερικές 

δεκαετίες αργότερα, ο Richet παρατήρησε ότι η κυτταροτοξικότητα μίας 

ομάδας απλών οργανικών ενώσεων ήταν αντιστρόφως ανάλογη της 

διαλυτότητάς τους στο νερό (1893).175 Αυτή η ανακάλυψη ακολουθήθηκε από 

τις έρευνες των Meyer και Overton, οι οποίοι απέδειξαν ότι η αναισθητική 

δράση μιας ομάδας οργανικών ενώσεων μεταβαλλόταν ανάλογα με τον 

συντελεστή μερισμού τους σε ελαιόλαδο/νερό (1899).176, 177 

Κατά τη διάρκεια του πρώτου μισού του 20ου αιώνα, ο Ferguson εισήγαγε μια 

θερμοδυναμική γενίκευση στη συσχέτιση της αναισθητικής δράσης με την 

ικανότητα κορεσμού των πτητικών ενώσεων (1939).178 Την ίδια χρονιά, ο 

Hammet έθεσε τα θεμέλια για τη σύγχρονη μέθοδο QSAR συσχετίζοντας τις 

ηλεκτρονικές ιδιότητες των οργανικών οξέων και βάσεων με τις σταθερές 

ιοντισμού τους και τη χημική αντιδραστικότητά τους.179 Το 1964, δημοσιεύτηκε 

για πρώτη φορά από τον βιοχημικό Hansch και τον Fujita η πρώτη εφαρμογή 

ποσοτικής συσχέτισης της βιολογικής δράσης με τη χημική δομή, με τη 

βοήθεια της Στατιστικής.180 Η δημοσίευση αυτή αποτέλεσε τομή για την 

ανάπτυξη των Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης ως νέου ερευνητικού 

πεδίου στον σχεδιασμό των φαρμάκων. Το 1988, ο Cramer πρώτος εισήγαγε 

τις Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης τριών διαστάσεων (3D-QSAR, Three 

Dimensional Quantitative Structure-Activity Relationship), που βασίζονται 

στην τριδιάστατη δομή των ενώσεων.181, 182 

3.6.2 3D Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης (3D-QSAR) 

Οι κλασικές μελέτες QSAR, ή 2D-QSAR συσχετίζουν τη βιολογική δράση των 

φαρμάκων με φυσικοχημικές / μοριακές ιδιότητες (όπως η λιποφιλία), χωρίς 

να λαμβάνεται υπόψη η τριδιάστατη δομή ή η χειρομορφία των μορίων. 

Ωστόσο, για τον υπολογισμό πολλών παραμέτρων (όπως τα 

προαναφερθέντα κβαντομηχανικά μεγέθη ΕΗΟΜΟ, ΕLUMO, μερικά φορτία, 

διπολική ροπή κ.λπ., παράμετροι όγκου και επιφάνειας van der Waals ή 

προσιτής στον διαλύτη κ.λπ.) έχει προηγηθεί γεωμετρική βελτιστοποίηση των 

μορίων στη θερμοδυναμικά ευνοϊκή διαμόρφωση.171, 181, 183-187 Οι παράμετροι 

αυτές αποτελούν περιγραφικές μεταβλητές 3D και εισάγουν έμμεσα την 
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επίδραση της τριδιάστατης δομής των ενώσεων (όχι όμως και του υποδοχέα) 

στην ανάλυση. Οι μελέτες κλασσικού QSAR έχουν συμβάλει στην ανάπτυξη 

νέων φαρμακομορίων και φυτοφαρμάκων,188-191 ενώ οι σύγχρονες εξελίξεις, 

τόσο στο πεδίο των στατιστικών τεχνικών όσο και στην ανάπτυξη λογισμικών 

για τον γρήγορο υπολογισμό πληθώρας περιγραφικών μεταβλητών, έχουν 

ανοίξει νέες προοπτικές για την εφαρμογή τους στον πολυπαραγοντικό 

σχεδιασμό των φαρμάκων.192, 193 

Από την άλλη, έχουν αναπτυχθεί παράλληλα οι Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-

Δράσης τριών διαστάσεων (3D-QSAR), οι οποίες συγκρίνουν τα μόρια μεταξύ 

τους με βάση την τριδιάστατη δομή τους, θεωρώντας μοριακά πεδία ή δείκτες 

ομοιότητας στον χώρο, που δυνάμει αντιστοιχούν σε αλληλεπιδράσεις με τον 

υποδοχέα και καθορίζουν τη βιολογική δράση. Κατ’ αυτόν τον τρόπο αν και η 

δομή του υποδοχέα δεν υπεισέρχεται στην ανάλυση, φαίνεται να είναι έμμεσα 

παρούσα.194, 195  Επιπλέον, η οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων αποτελεί ένα 

πολύ σημαντικό πλεονέκτημα των μοντέλων 3D-QSAR και παρέχει 

πληροφορίες, που μπορούν να οδηγήσουν σε υποθέσεις για το ίδιο το ενεργό 

κέντρο του υποδοχέα, στην περίπτωση που δεν είναι γνωστή η δομή του.196, 

197 

3.6.3 Οι μεθοδολογίες CoMFA και CoMSIA 

Οι περισσότερο ευρέως χρησιμοποιημένες μεθοδολογίες στις μελέτες 3D-

QSAR είναι η μέθοδος CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis – 

Συγκριτική Ανάλυση Μοριακών Πεδίων)182 και η μέθοδος CoMSIA 

(Comparative Molecular Similarity Indices Analysis – Συγκριτική Ανάλυση 

Δεικτών Μοριακής Ομοιότητας (CoMSIA).198 Οι δύο μέθοδοι βασίζονται στην 

τριδιάστατη δομή των χημικών ενώσεων και τη γνώση της βιολογικής τους 

δραστικότητας. 

Ακολούθως περιγράφονται τα στάδια που περιλαμβάνουν οι μεθοδολογίες 

CoMFA και CoMSIA, ενώ στο Σχήμα 3.8 παρουσιάζεται η πορεία που 

ακολουθείται σε μία τυπική ανάλυση CoMFA/CoMSIA. 
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Σχήμα 3.8: Η πορεία που ακολουθείται κατά τη μελέτη 3D-QSAR CoMFA/CoMSIA. 

1. Επιλογή δεδομένων. Τα μόρια που θα μελετηθούν πρέπει να δρουν σε 

κοινό υποδοχέα με τον ίδιο μηχανισμό, δηλαδή να συνδέονται σε 

ταυτόσημες θέσεις με την ίδια σχετική γεωμετρία. Σημαντική προϋπόθεση 

αποτελεί το γεγονός ότι τα μόρια πρέπει να εμφανίζουν μεγάλο εύρος, 

καλώς κατανεμημένης, βιολογικής δραστικότητας, όπως προαναφέρθηκε. 

2. Διαχωρισμός δεδομένων. Επιλέγεται (συνήθως τυχαία ή με χρήση 

κατάλληλου λογισμικού) μία ομάδα μορίων από το παραπάνω σύνολο, που 

θα αποτελέσει την ομάδα εκμάθησης ή ομάδα εκπαίδευσης (training set), 

και που θα χρησιμοποιηθεί για την εξαγωγή του μοντέλου 3D-QSAR. Τα 

μόρια που απομένουν αποτελούν την ομάδα ελέγχου ή ομάδα δοκιμής (test 

set) και χρησιμοποιούνται στη συνέχεια στον έλεγχο της αξιοπιστίας του 

μοντέλου. 

3. Υπολογισμός σημειακών (μερικών) ατομικών φορτίων. Αφού 

επιλεγούν οι ενεργειακά ευνοϊκότερες διαμορφώσεις (έπειτα από την 

πρόσδεσή τους ή όχι στον υποδοχέα) υπολογίζονται τα σημειακά ατομικά 

φορτία της κάθε δομής. Στην παράγραφο 3.6.3.2 περιγράφεται αναλυτικά η 

μέθοδος υπολογισμού των φορτίων. 
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4. Ευθυγράμμιση (alignment). Επιλέγεται το μόριο (συνήθως το πιο 

δραστικό, αλλά και σχετικά δύσκαμπτο μόριο, από το σύνολο δεδομένων) 

που θα χρησιμοποιηθεί ως πρότυπο (template molecule) για τη διαδικασία 

της ευθυγράμμισης. Σε περιπτώσεις που είναι γνωστός ο υποδοχέας με 

τον οποίο τα μόρια αλληλεπιδρούν και προηγείται η πρόσδεσή τους σε 

αυτόν, εφαρμόζεται η τεχνική ευθυγράμμισης βασισμένη στη δομή του 

υποδοχέα και τα φαρμακοφόρα σημεία του (structure-based alignment ή 

pharmacophore alignment). Στη διαδικασία της ευθυγράμμισης, κάθε μόριο 

«τοποθετείται» σε έναν εικονικό «κύβο» (box), ο οποίος περιλαμβάνει ένα 

δικτυωτό πλέγμα (grid/lattice), και άτομα-αισθητήρες (probe atoms) σε 

αποστάσεις που απέχουν ομοίως μεταξύ τους, της τάξης του 1 ή 2 Å 

(Σχήμα 3.9). Τα άτομα-αισθητήρες είναι συνήθως άτομο άνθρακα 

υβριδισμού sp3, ή άτομο με φορτίο +1 και χρησιμοποιούνται για τον 

υπολογισμό της τιμής των στερικών και ηλεκτροστατικών 

αλληλεπιδράσεων σε κάθε σημείο του πλέγματος. Οι τιμές αυτές 

αντιστοιχούν στην ενέργεια που δέχεται ο αισθητήρας στα συγκεκριμένα 

σημεία του τριδιάστατου πλέγματος λόγω της παρουσίας των μορίων εντός 

αυτού. Οι στερικές αλληλεπιδράσεις στο μοντέλο CoMFA υπολογίζονται 

σύμφωνα με το δυναμικό Lennard-Jones, ενώ οι ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις υπολογίζονται σύμφωνα με το δυναμικό Coulomb. Οι 

τιμές αυτών των πεδίων τοποθετούνται σε στήλες μαζί με τις τιμές της 

βιολογικής δράσης (μεταβλητή απόκρισης) και δημιουργείται ο πίνακας, 

που θα χρησιμοποιηθεί για τη συσχέτιση με τη βιολογική δράση. 

5. Εφαρμογή της μεθόδου των Μερικών Ελαχίστων Τετραγώνων (Partial 

Least Squares, PLS). Τα στερικά και ηλεκτροστατικά πεδία τοποθετημένα 

στις στήλες του πίνακα, αποτελούν τις περιγραφικές μεταβλητές, οι οποίες 

από αρκετές χιλιάδες περιορίζονται σε λιγότερες χιλιάδες αν θεωρηθεί μια 

ελάχιστη τιμή σ (όπου σ τυπική απόκλιση κάθε στήλης περιγραφικών 

μεταβλητών). Η διαχείριση ενός τόσο μεγάλου αριθμού περιγραφικών 

μεταβλητών καθίσταται εφικτή με εφαρμογή της μεθόδου των μερικών 

ελαχίστων τετραγώνων PLS. Η στατιστική αυτή τεχνική βασίζεται στη 

μέθοδο των προβολών από ένα πολυδιάστατο χώρο σε ένα χώρο 

λιγότερων διαστάσεων, οι οποίες αποτελούν τις Κύριες Συνιστώσες και 
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είναι γραμμικός συνδυασμός των αρχικών μεταβλητών.199 Στην 

παράγραφο 3.6.3.3 περιγράφεται αναλυτικά η διαδικασία. 

6. Αναπαράσταση αποτελεσμάτων. Τα αποτελέσματα αναπαρίστανται με 

τη μορφή τριδιάστατων ισοϋψών χαρτών (3D contour maps). Αυτοί οι 

χάρτες παρουσιάζουν τις ευνοϊκές και μη στερικές περιοχές γύρω από τα 

μόρια, καθώς και τις ευνοϊκές και μη περιοχές για ηλεκτροθετικούς ή 

ηλεκτραρνητικούς υποκαταστάτες σε ορισμένες θέσεις, τμήματα δηλαδή 

της χημικής ένωσης τα οποία επιδρούν στη δραστικότητά της, είτε 

αυξάνοντας είτε μειώνοντάς τη (Σχήμα 3.10). 

7. Έλεγχος αξιοπιστίας. Αξιολογούνται τα στατιστικά στοιχεία του μοντέλου 

Συνήθως πραγματοποιείται μία διαδικασία ελέγχου αξιοπιστίας με τη 

διαδικασία διασταυρούμενης επικύρωσης (cross-validation) για να 

διαπιστωθεί η εσωτερική ικανότητα πρόβλεψης (internal predictive ability) 

του μοντέλου που προέκυψε. 

8. Πρόβλεψη. Τέλος, πραγματοποιούνται οι προβλέψεις για τα μόρια της 

ομάδας ελέγχου (test set) ή για νέες μοριακές δομές που έχουν σχεδιαστεί, 

είτε με απλή ποιοτική επισκόπηση των μοντέλων ή ποσοτικά, με 

υπολογισμό των πεδίων των μορίων, εισαγωγή τους στο μοντέλο και 

υπολογισμό της βιολογικής δραστικότητας. Στην παράγραφο 3.6.3.4 

περιγράφεται αναλυτικότερα η ως άνω διαδικασία. 

 

Σχήμα 3.9: Ευθυγράμμιση μοριακών δομών και τοποθέτηση τους στο πλέγμα 

(αριστερά), και αλληλεπίδραση κάθε μορίου με τον αισθητήρα (δεξιά). 
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Σχήμα 3.10: Αναπαράσταση των αποτελεσμάτων ανάλυσης CoMFA με τη μορφή 

τριδιάστατων ισοϋψών χαρτών (3D contour maps). 

Η μεθοδολογία CoMSIA αποτελεί επέκταση της μεθοδολογίας CoMFA.198 

Αναπτύχθηκε από τον Klebe ερευνητή στην εταιρία BASF, που είναι το 

μεγαλύτερο εργοστάσιο παραγωγής χημικών στον κόσμο, και έχει έδρα στην 

πόλη Ludwigshafen της Γερμανίας. Η βασική διαφορά της με τη μεθοδολογία 

CoMFA έγκειται στη χρήση δεικτών ομοιότητας (similarity indices) για τον 

υπολογισμό των περιγραφικών μεταβλητών αντί για μοριακά πεδία. Οι δείκτες 

ομοιότητας του αισθητήρα προς τα άτομα των μορίων είναι εξαρτώμενοι από 

την απόσταση στο τριδιάστατο πλέγμα. Η ανάπτυξη της συγκεκριμένης 

τεχνικής έγινε για την αποφυγή προβλημάτων που παρατηρήθηκαν στη 

μέθοδο CoMFA.200 Συγκεκριμένα, στη μέθοδο CoMFA η επίδραση της 

εντροπίας δεν λαμβάνεται υπόψη, ή λαμβάνεται υπόψη κατά τρόπο μη 

ικανοποιητικό. Επιπλέον τα δυναμικά Lennard-Jones και Coulomb 

παρουσιάζουν «μοναδικότητες» στις θέσεις των ατόμων, ενώ λαμβάνουν 

πολύ υψηλές τιμές στις περιοχές πλησίον της επιφάνειας van der Waals. 

Επίσης, κατά την ανάπτυξη ενός μοντέλου CoMSIA λαμβάνονται υπόψη, 

περισσότερες μοριακές αλληλεπιδράσεις. Πλην των ηλεκτροστατικών και 
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στερικών αλληλεπιδράσεων, υπολογίζονται οι υδρόφοβες συνεισφορές καθώς 

και η επίδραση της ικανότητας σχηματισμού δεσμών υδρογόνου (ως δότες και 

δέκτες), χρησιμοποιώντας κατάλληλους αισθητήρες.198 

3.6.3.1 Επιλογή ομάδας εκμάθησης και ομάδας ελέγχου 

Ο διαχωρισμός των δεδομένων σε ομάδα εκμάθησης και ομάδα ελέγχου 

αποτελεί σημαντικό βήμα στην εξαγωγή μοντέλου 3D-QSAR και για αυτόν τον 

λόγο πρέπει να γίνεται με μεγάλη προσοχή. Οι ενώσεις της ομάδας 

εκμάθησης πρέπει να παρουσιάζουν τη μέγιστη δυνατή ποικιλία 

υποκαταστατών και χαρακτηριστικών ομάδων και το μέγιστο δυνατό εύρος 

δραστικότητας. Με την ίδια λογική επιλέγονται και οι ενώσεις της ομάδας 

ελέγχου. Για παράδειγμα, δεν είναι δυνατόν να προβλεφθεί η επίπτωση από 

την παρουσία ενός πολικού υποκαταστάτη σε κάποια θέση μίας ένωσης της 

ομάδας ελέγχου όταν δεν υπάρχει ούτε μία ένωση με πολικό υποκαταστάτη 

στη συγκεκριμένη θέση στην ομάδα εκμάθησης. Η αναλογία των ενώσεων 

κυμαίνεται συνήθως από 70:30 έως και 4:1. 

3.6.3.2 Μέθοδος υπολογισμού φορτίων 

Τα ηλεκτροστατικά σημειακά φορτία των ατόμων ενός μορίου μπορούν να 

υπολογιστούν με διάφορες ημι-εμπειρικές μεθόδους. Στο εμπορικό πακέτο 

SYBYL της Tripos υπολογίζεται το τυπικό φορτίο (formal charge) σε κάθε 

άτομο του μορίου που διαθέτει φορτίο. Αυτός ο υπολογισμός βασίζεται στον 

αριθμό ελεύθερων σθενών (free valences) κάθε ατομικού είδους και τον 

αριθμό δεσμών που αποδίδονται στη συγκεκριμένη περίπτωση σε κάθε 

άτομο. Για τον υπολογισμό των μερικών φορτίων συνήθως χρησιμοποιείται η 

μέθοδος  Gasteiger-Hückel.  Η μέθοδος αυτή αποτελεί συνδυασμό δύο άλλων 

μεθόδων: της μεθόδου των Gasteiger-Marsili201 για τον υπολογισμό της σ 

συνιστώσας του μερικού φορτίου, η οποία στηρίζεται σε μερική εξίσωση της 

ηλεκτραρνητικότητας των τροχιακών (Partial Equalization of Orbital 

Electronegativity, ΡΕΟE) και της μεθόδου του Hückel202 για τον υπολογισμό 

της π συνιστώσας του μερικού φορτίου, η οποία στηρίζεται σε μερική εξίσωση 

της π-ηλεκτραρνητικότητας (Partial Equalization of π-Electronegativity, 

PEPE). Το τελικό συνολικό μερικό φορτίο είναι το άθροισμα των φορτίων 

όπως αυτά υπολογίζονται με τις δύο μεθόδους. Τα τυπικά φορτία ατόμων που 
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περιλαμβάνονται σε ολόκληρο το συζυγιακό σύστημα π θεωρείται ότι είναι 

απεντοπισμένα. Για τον λόγο αυτόν, υπολογίζονται πρώτα τα φορτία Hückel 

ώστε να χρησιμοποιηθούν ως βάση για τον υπολογισμό των φορτίων 

Gasteiger-Marsili. 

3.6.3.3 Ανάλυση των Μερικών Ελαχίστων Τετραγώνων (PLS) 

Η στατιστική ανάλυση στις μεθοδολογίες CoMFA και CoMSIA 

πραγματοποιείται με τη μέθοδο των μερικών ελαχίστων τετραγώνων (Partial 

Least Squares, PLS).199, 203
 Η ανάλυση των μερικών ελαχίστων τετραγώνων, 

όπως αναφέρθηκε, βασίζεται στη μέθοδο των προβολών και εξάγει κάποιες 

Κύριες συνιστώσες που αποτελούν γραμμικό συνδυασμό μιας πληθώρας 

μεταβλητών, στην περίπτωση της μεθόδου CoMFA, των ηλεκτροστατικών και 

στερικών πεδίων, στην περίπτωση της μεθόδου CoMSIA των δεικτών 

ομοιότητας στα διάφορα σημεία του πλέγματος. Το αποτέλεσμα της ανάλυσης 

είναι μια εξίσωση με χιλιάδες συντελεστές που συνοδεύεται από στατιστικά 

στοιχεία. Ανάλογα με το «βάρος» κάθε αρχικής μεταβλητής διαμορφώνονται 

τα ποσοστά της συνεισφοράς των διαφορετικών μοριακών πεδίων ή δεικτών 

ομοιότητας στη διαμόρφωση κάθε συνιστώσας. Με βάση αυτήν την 

πληροφορία επιτυγχάνεται αναπαράσταση (οπτικοποίηση) των 

αποτελεσμάτων που προαναφέρθηκε (Σχήμα 3.10). 

Η ανάλυση των μερικών ελαχίστων τετραγώνων διεξάγεται σε δύο στάδια.  

Στο πρώτο στάδιο κατασκευάζονται μοντέλα στα οποία εφαρμόζεται μία 

εσωτερική επικύρωση (cross-validation) χρησιμοποιώντας τη μέθοδο Leave-

One-Out (LOO). Στη μέθοδο αυτή, κάθε φορά εξάγεται μία ένωση από την 

ομάδα εκμάθησης και η δραστικότητά της προβλέπεται στη συνέχεια 

χρησιμοποιώντας το μοντέλο που δημιουργήθηκε.204 Η διαδικασία αυτή 

επαναλαμβάνεται κυκλικά μέχρις ότου κάθε ένωση έχει βγει από την ομάδα 

εκμάθησης και έχει προβλεφθεί ακριβώς μία φορά. Με τη μέθοδο LOO 

προσδιορίζονται ο συντελεστής της διασταυρούμενης επικύρωσης rcv
2 (ή Q2), 

το τυπικό σφάλμα των προβλέψεων της διασταυρούμενης επικύρωσης 

(Standard Error of Prediction, SEP), και ο βέλτιστος αριθμός των συνιστωσών 

(Optimum Number of Components, ONC). Ο συντελεστής της 

διασταυρουμένης επικύρωσης rcv
2  (Q2) υπολογίζεται από την εξίσωση (7): 
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                          𝑄2 = 1 −
∑(𝑌𝑜𝑏𝑠−𝑌𝑝𝑟𝑒𝑑)

2

∑(𝑌𝑜𝑏𝑠−�̅�)2
                                         (7) 

Όπου οι Yobs και Ypred υποδηλώνουν τις παρατηρούμενες και προβλεπόμενες, 

αντίστοιχα, τιμές δραστικότητας της ένωσης που παραλείπεται κάθε φορά 

από την ομάδα εκμάθησης, ενώ η Y̅ υποδηλώνει τον μέσο όρο των 

παρατηρούμενων τιμών δραστικότητας της ομάδας εκμάθησης. Ένα μοντέλο 

θεωρείται αποδεκτό, όταν η τιμή της Q2 υπερβαίνει το 0,5.205 Το μοντέλο με 

την υψηλότερη τιμή Q2 και τη χαμηλότερη τιμή SEP οδηγείται για περαιτέρω 

ανάλυση. Αυτό που προκύπτει από το στάδιο αυτό είναι ο καθορισμός του 

βέλτιστου αριθμού συνιστωσών. 

Στο δεύτερο στάδιο, χρησιμοποιώντας τον βέλτιστο αριθμό συνιστωσών που 

προήλθε από το προηγούμενο στάδιο, εφαρμόζεται μία μη διασταυρούμενη 

επικυρωμένη μέθοδος (Νo validation) και η τιμή της μη διασταυρούμενης 

επικύρωσης R2
ncv (R

2) υπολογίζεται από την εξίσωση (8): 

                                𝑅2 = 1 −
∑(𝑌𝑜𝑏𝑠−𝑌𝑐𝑎𝑙𝑐)2

∑(𝑌𝑜𝑏𝑠−�̅�)2
                                           (8) 

Όπου Yobs και Ycalc είναι η παρατηρούμενη τιμή δραστικότητας και η τιμή της 

δραστικότητας που υπολογίζεται από το μοντέλο, αντίστοιχα, για κάθε ένωση 

εντός της ομάδας εκμάθησης, και Y̅ είναι ο μέσος όρος των παρατηρούμενων 

τιμών δραστικότητας της ομάδας εκμάθησης. 

Η στατιστική σπουδαιότητα του μοντέλου περιγράφεται από το τυπικό σφάλμα 

εκτίμησης (Standard Error of Estimate, SEE) και την τιμή πιθανότητας 

(δοκιμασία Fisher, F). Αξίζει να σημειωθεί ότι ενώ ο συντελεστής συσχέτισης 

R2 βαίνει αυξανόμενος με την αύξηση του αριθμού των συνιστωσών A 

τείνοντας στο 1, ο συντελεστής Q2 ακολουθεί παραβολική σχέση, όπως 

φαίνεται στο Σχήμα 3.11. Η εφαρμογή της μη διασταυρούμενης επικυρωμένης 

μεθόδου οδηγεί στη δημιουργία του τελικού μοντέλου 3D-QSAR 

CoMFA/CoMSIA. 
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Σχήμα 3.11: Απεικόνιση των συντελεστών R
2 
και Q

2 
ως προς τον αριθμό των 

συνιστωσών Α. 

3.6.3.4 Επικύρωση του μοντέλου 3D-QSAR 

Η δυνατότητα πρόβλεψης του μοντέλου 3D-QSAR CoMFA/CoMSIA 

αξιολογείται με μία εξωτερική ομάδα ελέγχου, χρησιμοποιώντας τα μόρια που 

δεν έχουν συμπεριληφθεί στην ομάδα εκμάθησης κατά τη διαδικασία 

διεξαγωγής του μοντέλου.206 Ο συντελεστής συσχέτισης για την ομάδα 

ελέγχου (R2
test) υπολογίζεται χρησιμοποιώντας την εξίσωση (9):  

                                𝑅𝑡𝑒𝑠𝑡
2 = 1 −

∑(𝑌𝑝𝑟𝑒𝑑(𝑡𝑒𝑠𝑡)−𝑌𝑡𝑒𝑠𝑡)
2

∑(𝑌𝑡𝑒𝑠𝑡−�̅�𝑡𝑟𝑎𝑖𝑛)2
                               (9) 

Όπου 𝑌𝑝𝑟𝑒𝑑(𝑡𝑒𝑠𝑡) και 𝑌𝑡𝑒𝑠𝑡 υποδηλώνουν τις προβλεπόμενες και 

παρατηρούμενες τιμές δραστικότητας της ομάδας ελέγχου, αντίστοιχα, και η 

τιμή �̅�𝑡𝑟𝑎𝑖𝑛 υποδηλώνει τον μέσο όρο των παρατηρούμενων τιμών 

δραστικότητας της ομάδας εκμάθησης. Για ένα ικανοποιητικό μοντέλο 3D-

QSAR, η τιμή του R2
test θα πρέπει να είναι μεγαλύτερη από 0.5. 

Στο Σχήμα 3.12 περιγράφεται συνοπτικά η διαδικασία ανάπτυξης μοντέλου 

3D-QSAR με τελικό στάδιο την αξιοποίηση των αποτελεσμάτων, όταν τα 

στατιστικά στοιχεία ικανοποιούν κάποια όρια. 
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Σχήμα 3.12: Συνοπτική αναπαράσταση ανάπτυξης μοντέλου 3D-QSAR. 

3.6.4 Δημιουργία μοντέλου 3D-QSAR μέσω PHASE 

Το PHASE είναι ένα ακόμη ευρέως διαδεδομένο λογισμικό δημιουργίας 

μοντέλων 3D-QSAR και παρέχεται από την εταιρία Schrödinger. Μέσω του 

PHASE μπορούν να αναπτυχθούν 3D μοντέλα ενώσεων που είτε βασίζονται 

στα φαρμακοφόρα σημεία (pharmacophore-based model) μιας ένωσης είτε 

στα κοινά άτομα (atom-based model).207, 208 

Στις μέρες μας, η χρήση των 3D φαρμακοφόρων στη μοντελοποίηση έχει 

καθιερωθεί παρέχοντας αρκετά πλεονεκτήματα στα πρώτα στάδια του 

ορθολογικού σχεδιασμού. Αρχικά, μπορούν να εντοπισθούν τα χημικά 

χαρακτηριστικά, τα οποία θεωρούνται σημαντικά για τις αλληλεπιδράσεις της 

πρωτεΐνης με τον προσδέτη, και επομένως στη βιολογική δράση. Ακόμη, η 

διαλογή που βασίζεται στα φαρμακοφόρα επιτρέπει την ανάκτηση προσδετών 
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με δομικά ποικίλους βιοϊσοστερικούς σκελετούς, που δεν θα μπορούσαν να 

ανακαλυφθούν με συστηματική παραγωγοποίηση των ήδη χημικών ενώσεων. 

Πιο συγκεκριμένα, με τη χρήση του PHASE μπορούν να γίνουν αντιληπτά τα 

χαρακτηριστικά του φαρμακοφόρου, να ευθυγραμμιστούν οι δομές, να 

προβλεφθεί η δραστικότητά τους, καθώς και να αναζητηθούν νέα υποσχόμενα 

μόρια με τη χρήση των 3D βάσεων δεδομένων.207 Ξεκινώντας από ένα 

σύνολο δραστικών ενώσεων, και χρησιμοποιώντας μια σειρά από τεχνικές 

βαθμολόγησης, προσδιορίζονται τα χαρακτηριστικά των 3D δομών που είναι 

υποθετικά και θεωρητικά κρίσιμα για τη δραστικότητά τους. Μέσω του 

PHASE, πραγματοποιούνται συστηματικές εξερευνήσεις των 

περιστρεφόμενων δεσμών, καθώς και υπολογισμοί που συνδέονται με τις 

ενέργειες των διαμορφώσεων, διατηρώντας μόνο τις πιο λογικές με βάση την 

ενέργεια διαμορφώσεις. 

Η διαδικασία που ακολουθείται στο PHASE 3.4 για τη δημιουργία μοντέλου 

αποτελείται από πέντε βήματα: 

1. Προετοιμασία μορίων: Εισάγονται τα μόρια και προετοιμάζονται 

χρησιμοποιώντας αρχικά την εφαρμογή LigPrep143 ώστε να επιτευχθεί ο 

ιοντισμός τους σε μία δεδομένη τιμή pH, και να παραχθούν τα ταυτομερή 

και στερεοϊσομερή τους. Στη συνέχεια, ακολουθεί η παραγωγή πολλαπλών 

διαμορφώσεων των μορίων (διαμορφωτική ανάλυση) με την εφαρμογή του 

MacroModel123 και της μεθόδου ConfGen, στην οποία χρησιμοποιείται μία 

συνδυασμένη αναζήτηση πολλαπλών ελαχίστων Monte Carlo (Monte Carlo 

Multiple Minimum) και Χαμηλής Συχνότητας (Low Mode). Τέλος, όλα τα 

μόρια ελαχιστοποιούνται με το πεδίο OPLS_2005.138 Η προετοιμασία των 

μορίων μπορεί να προηγηθεί της εισαγωγής τους στον πίνακα του PHASE. 

Στη συνέχεια, ορίζονται τα όρια για τις τιμές δραστικότητας, διαχωρίζοντας 

τις ενώσεις σε τρεις ομάδες, τις δραστικές, τις μη δραστικές και τις 

ενδιάμεσες. 

2. Δημιουργία τοποθεσιών (sites): Χρησιμοποιούνται χημικά 

χαρακτηριστικά που θα ορίσουν τις φαρμακοφόρες τοποθεσίες. Τέτοια 

χαρακτηριστικά είναι ο δότης και δέκτης δεσμών υδρογόνου, η υδροφοβία, 

το θετικό ή αρνητικό φορτίο, ο αρωματικός δακτύλιος κ.α.. 
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3. Εύρεση υποθέσεων κοινού φαρμακοφόρου (CPHs): Κάνοντας χρήση 

των αποτελεσμάτων του προηγούμενου βήματος, δημιουργούνται 

υποθέσεις φαρμακοφόρου που είναι κοινό για όλα τα μόρια. Επιλέγεται το 

μέγεθος των φαρμακοφόρων, δηλαδή ο μέγιστος αριθμός των τοποθεσιών 

καθώς και η απόσταση μεταξύ των φαρμακοφόρων τοποθεσιών. Οι 

υποθέσεις φαρμακοφόρου μπορεί να περιέχουν τρία έως επτά τοποθεσίες, 

ενώ όσο περισσότερες είναι οι τοποθεσίες, τόσο πιο αξιόπιστο θα είναι το 

παραχθέν μοντέλο. Τέλος, επιλέγεται από τον χρήστη ο αριθμός των 

δραστικών ενώσεων που πρέπει να ταιριάζει με το φαρμακοφόρο μοντέλο 

που θα δημιουργηθεί. 

4. Βαθμολόγηση φαρμακοφόρων μοντέλων: Στο βήμα αυτό, επιτυγχάνεται 

η ευθυγράμμιση όλων των μορίων στο μοντέλο. Τα μοντέλα κατατάσσονται 

βάσει μιας συνάρτησης η οποία εξαρτάται από: 

 την ποιότητα της ευθυγράμμισης (RMSD) 

 τον ορισμό ενός διανύσματος που μετρά την απόκλιση της γωνίας 

μεταξύ των διανυσματικών χαρακτηριστικών στα μόρια, και 

 τον ορισμό μιας βαθμολόγησης βασισμένης στην αλληλοεπικάλυψη των 

στερεοχημικών μοντέλων των βαρέων ατόμων σε κάθε ζεύγος μορίων. 

5. Δημιουργία Μοντέλου QSAR: Το σύνολο των ενώσεων χωρίζεται τυχαία 

σε δύο ομάδες, την ομάδα εκπαίδευσης και την ομάδα δοκιμής, με 

αναλογία που ορίζεται από τον χρήστη. Οι δομές ευθυγραμμίζονται στο 

βέλτιστο φαρμακοφόρο και δημιουργείται ένα ορθογώνιο πλέγμα που 

περιστοιχίζει τα ευθυγραμμισμένα μόρια. Η μέθοδος των Μερικών 

Ελαχίστων Τετραγώνων (PLS) χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό της 

τυπικής απόκλισης. Όπως και στις μεθοδολογίες CoMFA και CoMSIA, οι 

ευνοϊκές και μη τοποθεσίες αναπαρίστανται με επιφάνειες (κύβοι) 

διαφορετικών χρωμάτων 

Η διαμορφωτική ανάλυση του προσδέτη αποτελεί σπουδαίο τμήμα της 

διαδικασίας για την κατασκευή φαρμακοφόρων. Αυτή στοχεύει στην εύρεση 

της διαμόρφωσης που προσδένεται στο ενεργό κέντρο του υποδοχέα και είναι 

συνεπώς υπεύθυνη για τη βιολογική δράση. Η θεωρητική διαμορφωτική 

ανάλυση αποτελεί χρήσιμο εργαλείο στην αναζήτηση πολλών και 

διαφορετικών δομών, δεδομένου ότι η φασματοσκοπία NMR δίνει μία μόνο 
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βιοδραστική ανάλυση, ενώ η κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ πολλές φορές δεν 

αντιπροσωπεύει το βιολογικό περιβάλλον. 

Τα στατιστικά στοιχεία ενός μοντέλου 3D-QSAR που προκύπτουν μέσω του 

λογισμικού PHASE είναι τα εξής: 

 SD (Standard Deviation): Είναι η τυπική απόκλιση της παλινδρόμησης. 

Πρόκειται δηλαδή για το RMS σφάλμα (τετραγωνική ρίζα των μέσων όρων 

των τετραγώνων των σφαλμάτων) στις τιμές δραστικότητας, όπως 

κατανέμονται σε n-m-1 βαθμούς ελευθερίας (n = ενώσεις, m = παράγοντες 

PLS). 

 R2 (R-squared): Είναι ο συντελεστής καθορισμού για την παλινδρόμηση. 

Για παράδειγμα, όταν η τιμή του R2 ισούται με 0,80, σημαίνει ότι το μοντέλο 

«αιτιολογεί» το 80% της διασποράς στις παρατηρούμενες δραστικότητες. Η 

τιμή του R2 κυμαίνεται πάντα μεταξύ 0 και 1, ενώ τιμές μεγαλύτερες του 

0,80 θεωρούνται ικανοποιητικές. 

 F (F-ratio): Είναι η αναλογία μεταξύ της διασποράς των τιμών στο μοντέλο 

προς τις παρατηρούμενες τιμές δραστικότητας. Στατιστικά, όσο μεγαλύτερη 

είναι η τιμή του F, τόσο πιο σημαντική είναι η παλινδρόμηση. 

 P: Είναι το επίπεδο σημαντικότητας του F. Μικρές τιμές P σηματοδοτούν 

ένα ικανοποιητικό μοντέλο. Για παράδειγμα, μία τιμή του P ίση με 0,05, 

σημαίνει ότι το F είναι έγκυρο στο 95%. 

 Σταθερότητα (Stability): Είναι η σταθερότητα των προβλέψεων του 

μοντέλου όταν αλλάζει η ομάδα εκπαίδευσης. Η μέγιστη τιμή που μπορεί 

να πάρει είναι 1. Ο παράγοντας αυτός έχει σημασία για τη σύγκριση 

μοντέλων από διαφορετικές φαρμακοφόρες υποθέσεις.  

 RMSE: Είναι το RMS σφάλμα (τετραγωνική ρίζα των μέσων όρων των 

τετραγώνων των σφαλμάτων) στις προβλέψεις της ομάδας δοκιμής. 

 Q2 (Q-squared): Άμεσα ανάλογο του R2, αλλά βασίζεται στις προβλέψεις 

της ομάδας δοκιμής. Σημειώνεται ότι το Q2 μπορεί να λάβει αρνητικές τιμές, 

όταν η διασπορά στα σφάλματα είναι μεγαλύτερες από τη διασπορά στις 

παρατηρούμενες τιμές δραστικότητας. Τιμές μεγαλύτερες του 0,65 

θεωρούνται ικανοποιητικές. 

 Pearson-R: Είναι η τιμή της συσχέτισης μεταξύ της προβλεπόμενης και 

παρατηρούμενης τιμής δραστικότητας για την ομάδα δοκιμής. 
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Πρέπει να τονιστεί ότι η τιμή του R2 πάντα αυξάνεται με την αύξηση του 

αριθμού των παραγόντων PLS, ενώ το ίδιο δεν είναι απαραίτητα ότι ισχύει και 

για την τιμή του Q2. 

Τα δύο λογισμικά, CoMFA/CoMSIA της Tripos και το PHASE της Schrödinger, 

μπορούν να συνδυαστούν ώστε να εξαχθεί ένα μοντέλο 3D-QSAR με τη 

μεθοδολογία του CoMFA/CoMSIA, που όμως η ευθυγράμμιση των μορίων 

έχει πραγματοποιηθεί στην υπόθεση κοινού φαρμακοφόρου μοντέλου κατά τη 

διαδικασία του PHASE. 

3.7 Εικονική Διαλογή 

Όπως περιγράφεται από τον Clark, ο Horvath ήταν ο πρώτος που 

χρησιμοποίησε για πρώτη φορά τη φράση «Virtual Screening (VS)» - Εικονική 

Διαλογή (Σάρωση), το 1997.209, 210 Μετά από αυτή τη δημοσίευση, μία 

εντυπωσιακή αύξηση των δημοσιεύσεων αποδεικνύεται (από δεδομένα που 

λαμβάνονται από το 1997 έως το 2008), που περιγράφει την ανάπτυξη και την 

εφαρμογή των τεχνολογιών εικονικής διαλογής. Το 1998, οι Stahl, Walters και 

Murcko έδωσαν τον πρώτο περιγραφικό όρο για την εικονική διαλογή. 

Πρόκειται για την ανάλυση μεγάλων βιβλιοθηκών που περιέχουν χημικές 

ενώσεις με τη χρήση υπολογισμών υψηλής απόδοσης, με σκοπό την εύρεση 

νέων υποψήφιων φαρμάκων.211 Σκοπός της εικονικής διαλογής, πιο 

συγκεκριμένα, είναι η εύρεση νέων δομών που δεσμεύονται στην πρωτεΐνη-

στόχο. 

Στο πλαίσιο της εικονικής διαλογής χρησιμοποιούνται υπολογιστικά μοντέλα 

έτσι ώστε να γίνει προσομοίωση των φαρμακευτικών ιδιοτήτων μιας ουσίας. 

Με τη μέθοδο αυτή επιτυγχάνεται η δοκιμή πολύ μεγαλύτερου αριθμού 

υποψήφιων φαρμάκων σε σύγκριση με τη μέθοδο του εργαστηρίου. Για αυτόν 

τον λόγο, η εικονική διαλογή θεωρείται η in silico (υπολογιστική) ανάλογη 

μέθοδος της διαλογής υψηλής απόδοσης (High Throughput Screening, HTS) 

(Σχήμα 3.13). Μάλιστα, σε μία μελέτη από τον Doman et al. έχει βρεθεί ότι η 

εικονική διαλογή παρέχει επιτυχέστερα αποτελέσματα από την πειραματική 

διαλογή ενώσεων.212 Έχει αναδειχθεί ως μία αξιόπιστη, αποδοτική οικονομικά 

και λόγω εξοικονόμησης χρόνου τεχνική ανακάλυψης νέων φαρμάκων. Η 
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εικονική διαλογή έχει ήδη παίξει ένα σημαντικό ρόλο στην ανακάλυψη μερικών 

ενώσεων που είναι τώρα στην κλινική φάση τους ή ακόμα και στην αγορά. 

 

Σχήμα 3.13: Γραφική σύγκριση εικονικής διαλογής και διαλογής υψηλής απόδοσης. 

Η παραπάνω παρατήρηση φυσικά, δεν δείχνει ότι δεν υπάρχουν άλλες 

προκλήσεις που απομένουν να ξεπεραστούν από τους ερευνητές που 

ασχολούνται με την εικονική διαλογή. Υπάρχει μια αυξανόμενη ανάγκη για 

ενσωμάτωση πολλών πληροφοριακών πόρων και την οικοδόμηση ενός 

συστήματος ώστε να στηρίξει συναινετικά το αποτέλεσμα πολλών 

στρατηγικών εικονικής διαλογής. Η εικονική διαλογή συνεχίζει να εξελίσσεται 

και εν τω μεταξύ, είναι σοφό να εξερευνηθούν όσες προσεγγίσεις είναι 

δυνατόν ώστε να μεγιστοποιηθεί η πιθανότητα ανάκτησης μεγαλύτερου 

αριθμού νέων δραστικών χημειοτύπων. Διαφορετικοί αλγόριθμοι μηχανικής 

μάθησης έχουν αναπτυχθεί προς την κατεύθυνση αυτή με στόχο τη αύξηση 

της αξιοπιστίας και τα ποσοστά επιτυχίας. Όταν μεγάλες βάσεις δεδομένων με 

εικονικές δομές ή de novo σχεδιασμό των ενώσεων συμμετέχουν στη 

διαδικασία εικονικής διαλογής, θα πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη προσοχή στον 

τομέα της προσβασιμότητας σύνθεσης των προτεινόμενων ενώσεων. Μερικές 
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από τις προτεινόμενες δομές θα μπορούσε να είναι αρκετά περίπλοκες και ως 

εκ τούτου να είναι δύσκολο να συντεθούν εάν απαιτείται σύνθεση με πολλά 

στάδια και προσεκτικά ελεγχόμενες αντιδράσεις. Συνθετικοί χημικοί και ειδικοί 

της Χημειοπληροφορικής μπορούν να συνεργαστούν στενά και να 

εξασφαλιστεί η προσβασιμότητα σύνθεσης των προτεινόμενων ενώσεων με 

επακόλουθη εύρεση νέων ενώσεων, μορίων-οδηγών (hit compounds). 

Μέχρι σήμερα, αρκετές μελέτες έχουν δημοσιευθεί εξαιτίας των μεγάλων 

συνόλων δεδομένων που διατίθενται, καθώς έχει αναφερθεί και μια ποικιλία 

από τεχνικές και ροές εργασίας, προκειμένου να ιεραρχούνται τα πιθανά 

ευρήματα. Οι τεχνικές εικονικής διαλογής που έχουν χρησιμοποιηθεί για τον 

προσδιορισμό πιθανών ισχυρών αναστολέων μπορούν να διαιρεθούν σε δύο 

κύριες κατηγορίες: (α) εικονική διαλογή με βάση τον προσδέτη (Ligand-based 

Virtual Screening, LBVS), και (β) εικονική διαλογή με βάση τη δομή του 

υποδοχέα-στόχου (Structure-based Virtual Screening, SBVS) (Σχήμα 

3.14).213, 214 

 

Σχήμα 3.14: Τεχνικές της εικονικής διαλογής με σκοπό την ανάπτυξη νέων ισχυρών 

αναστολέων. 

Στην πρώτη κατηγορία, διερευνώνται τα βιολογικά δεδομένα με σκοπό τον 

εντοπισμό γνωστών δραστικών ή αδρανών ενώσεων που θα 

χρησιμοποιηθούν για την ανάκτηση άλλων δυνητικά δραστικών μορίων με 

βάση τις μετρήσεις ομοιότητας, τα κοινά φαρμακοφόρα και τις περιγραφικές 

τιμές. Στις τεχνικές εικονικής διαλογής με βάση τον υποδοχέα, χρησιμοποιείται 

η γνώση σχετικά με τον υποδοχέα-στόχο, και ως εκ τούτου, οι υποψήφιοι 

προσδέτες προσδένονται στον στόχο χρησιμοποιώντας υπολογιστικούς 

αλγόριθμους και λειτουργίες βαθμολόγησης για την εκτίμηση της πιθανότητας 

ότι ο προσδέτης θα προσδένεται στον στόχο με υψηλή συγγένεια. 

Εικονική Διαλογή 

Εικονική Διαλογή με 
βάση τον προσδέτη 

Φαρμακοφόρα, QSAR,         
Αναζήτηση Ομοιότητας 

Εικονική Διαλογή με 
βάση τον υποδοχέα 

Μοριακή Πρόσδεση,        
CoMFA/CoMSIA  
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3.7.1 Βάσεις Δεδομένων – Χημικές Βιβλιοθήκες 

Η εικονική διαλογή πραγματοποιείται αναζητώντας τις κατάλληλες ενώσεις 

μέσα από βιβλιοθήκες χημικών ενώσεων. Τέτοιες βιβλιοθήκες είναι εμπορικά 

διαθέσιμες και μπορούν να περιέχουν ενώσεις που έχουν συντεθεί αλλά 

ακόμα και δομές που δεν έχουν προχωρήσει στη σύνθεσή τους. Οποιοδήποτε 

μόριο που μπορεί να διανοηθεί ένας ερευνητής θεωρητικά μπορεί να εκτιμηθεί 

μέσω της εικονικής διαλογής. Αυτό έχει οδηγήσει στην έννοια του χημικού 

χώρου (chemical space) όπου συμπεριλαμβάνεται μία πλήρης συλλογή όλων 

των πιθανών, πραγματικών και φανταστικών, μορίων που μπορούν να 

παραχθούν.215 Γνωστές χημικές βιβλιοθήκες μικρών μορίων είναι η ChEMBL, 

η PubChem, η SureChEMBL, η DrugBank, η HitFinder, η ZINC και άλλες. 

3.7.1.1 Η βάση δεδομένων της ChEMBL 

Η ChEMBL είναι μία βάση δεδομένων που περιέχει πληροφορίες, σχετικά με 

τη λειτουργία, την πρόσδεση και τις ADMET (Απορρόφησης – Κατανομής – 

Μεταβολισμού – Απέκκρισης – Τοξικότητας) ιδιότητες ενός μεγάλου αριθμού 

βιοδραστικών ενώσεων που εμφανίζουν φαρμακο-ομοιότητα. Όλα τα 

δεδομένα αντλούνται από τη βιβλιογραφία, πάντα από διεθνείς επιστημονικές 

δημοσιεύσεις που έχουν κριθεί, σε ταχτική βάση και στη συνέχεια 

επιμελούνται και τυποποιούνται ώστε να μεγιστοποιηθεί η ποιότητά τους και η 

χρησιμότητά τους.216 Μέχρι σήμερα, η βάση δεδομένων της ChEMBL 

περιλαμβάνει πάνω από 12 εκατομμύρια μετρήσεις δραστικότητας για 

περισσότερο από 1,5 εκατομμύριο ενώσεις και 10.000 πρωτεϊνικούς 

στόχους.217 Τα δεδομένα της ChEMBL διατίθενται και η λήψη τους μπορεί να 

γίνει ελεύθερα από την ιστοσελίδα της, στη διεύθυνση 

https://www.ebi.ac.uk/chembl/ (Σχήμα 3.15). 
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Σχήμα 3.15: Η αρχική σελίδα του ιστοτόπου της βάσης δεδομένων της ChEMBL. 

3.7.1.2 Η βάση δεδομένων της PubChem 

Η PubChem είναι μια δωρεάν διαθέσιμη βάση δεδομένων που 

αρχειοθετούνται οι χημικές δομές μικρών οργανικών μορίων καθώς και οι 

πληροφορίες για τις βιολογικές τους δράσεις στο πλαίσιο του χάρτη πορείας 

για την πρωτοβουλία ιατρικής έρευνας του Εθνικού Ινστιτούτου Υγείας (NIH) 

των Ηνωμένων Πολιτειών Αμερικής. Μέχρι σήμερα, η PubChem είναι η 

μεγαλύτερη στη διάθεση του κοινού μοριακή βάση δεδομένων με εκατομμύρια 

καταχωρήσεις.218 

3.7.1.3 Η βάση δεδομένων της SureChEMBL 

Η SureChEMBL βάση δεδομένων (open patent data) είναι μια συλλογή με 

περισσότερες από 15 εκατομμύρια χημικές δομές που έχουν αντληθεί από τα 

διπλώματα ευρεσιτεχνίας πλήρους κειμένου των Ηνωμένων Πολιτειών (US), 

το Ευρωπαϊκό Δίπλωμα Ευρεσιτεχνίας (ΕΡ) και του Παγκόσμιου Οργανισμού 

(WO) από την 1η Ιανουαρίου 1976. Η βάση δεδομένων SureChEMBL, όπως 

και αυτή της ChEMBL, αποτελεί μέρος της οικογένειας της EMBL-EBI. 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

Σκοπός της διατριβής αποτέλεσε η εξερεύνηση χημικών βάσεων 

δεδομένων προς ανακάλυψη καινοτόμων φαρμακευτικών μορίων για τη 

θεραπεία της ηπατίτιδας C και της μεσογειακής αναιμίας (β-

θαλασσαιμίας) με τη χρήση 3D-QSAR. 

Είναι γνωστό ότι η διαδικασία για την ανάπτυξη ενός φαρμάκου εξακολουθεί 

να είναι χρονοβόρα και δαπανηρή και ότι απαιτείται η συμμετοχή 

επιστημόνων από διαφορετικά επιστημονικά πεδία. Για τη θεραπεία της 

ηπατίτιδας C και της μεσογειακής αναιμίας, όπου ακόμα δεν υπάρχει 

αποτελεσματική φαρμακευτική αγωγή, εκατοντάδες νέες ενώσεις έχουν 

συντεθεί, ώστε να ελεγχθούν για τη βιολογική τους δράση. Επιτυχία στις 

προκλινικές δοκιμές (in vitro, in vivo, ex vivo) οδηγεί στο στάδιο των κλινικών 

μελετών (στον ανθρώπινο οργανισμό). Κατά τη διάρκεια της διαδικασίας οι 

ενώσεις μπορούν να τροποποιηθούν δομικά ώστε να επιτευχθεί το βέλτιστο 

αποτέλεσμα. 

Ένας τρόπος για να ελαττωθεί το μεγάλο κόστος και ο χρόνος παραγωγής 

κάποιου φαρμάκου είναι να επιταχυνθεί η διαδικασία ανακάλυψης των 

χημικών δομών που θα εισέλθουν στις προκλινικές και κλινικές δοκιμές. Η νέα 

προσέγγιση για τον σχεδιασμό φαρμάκων μέσω του in silico ορθολογικού 

σχεδιασμού (Rational Drug Design) στοχεύει προς αυτή την κατεύθυνση και 

έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον των ερευνητών τα τελευταία χρόνια. 

Η έρευνα μέσω του Ορθολογικού Σχεδιασμού επιτελείται με κυκλική πορεία: 

ξεκινάει από τη σύνθεση και τον βιολογικό έλεγχο ενώσεων και καταλήγει πάλι 

σε σύνθεση και βιολογικό έλεγχο νέων ενώσεων με βελτιωμένα 

χαρακτηριστικά. Κεντρικό ρόλο στην προσπάθεια σύνθεσης μικρότερου 

αριθμού ενώσεων που ελέγχονται για τη βιολογική τους δράση 

διαδραματίζουν οι μελέτες των Ποσοτικών Σχέσεων Δομής-Δράσης 

(Quantitative Structure Activity Relationship, QSAR).  

Στο παρακάτω σχήμα αναπαριστάται συνοπτικά το διάγραμμα σχεδιασμού 

μοριακών δομών με βελτιωμένα χαρακτηριστικά, συνδυάζοντας το 

πειραματικό και το υπολογιστικό μέρος μιας μελέτης με χρήση του 3D-QSAR, 

για την αναζήτηση νέων δομών, ως μελλοντικά υποψήφια φάρμακα. 
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Η παρούσα διδακτορική διατριβή στηρίζεται σε μελέτες 3D-QSAR και στη 

δημιουργία τριδιάστατων μοντέλων πρόβλεψης χρησιμοποιώντας τις 

μεθοδολογίες CoMFA και CoMSIA, και αυτή του φαρμακοφόρου μοντέλου, 

ώστε να αναζητηθούν νέες βελτιωμένες δομές αξιοποιώντας τα αποτελέσματα 

των μελετών. Κατά τη διδακτορική διατριβή εφαρμόζονται τα βήματα της 

μελέτης QSAR και αναζήτησης νέων δομών (όπως περιγράφεται στο 

παραπάνω σχήμα). 

Ξεκινώντας πάντα με δεδομένα από τη βιβλιογραφία, όπου περιέχουν 

συντεθειμένες και βιολογικά αξιολογημένες ενώσεις (πρώτο βήμα στο 

παραπάνω σχήμα), αναπτύσσονται μελέτες QSAR και δημιουργούνται 

μοντέλα τριών διαστάσεων, όπου και αξιολογούνται για την ισχύ τους με 

διάφορους τρόπους επικύρωσης (δεύτερο βήμα στο παραπάνω σχήμα). Τα 

γραφικά αποτελέσματα των μελετών QSAR, οι ισοϋψείς χάρτες τριών 

διαστάσεων παρέχουν σημαντικές πληροφορίες για τα δομικά χαρακτηριστικά 

που είναι υπεύθυνα για την επιθυμητή βιολογική τους δράση και 

αξιοποιούνται περαιτέρω (τρίτο βήμα στο παραπάνω σχήμα). Ως εκ τούτου, 

με την εφαρμογή μελετών 3D-QSAR προτείνονται προς σύνθεση και 

αξιολόγηση νέες δομές με βελτιωμένα χαρακτηριστικά, ή/και εντοπίζονται από 

βάσεις δεδομένων μέσω της εικονικής διαλογής (Virtual Screening).  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΑΞΙΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΧΗΜΙΚΗΣ ΒΑΣΗΣ CHEMBL ΓΙΑ ΤΟΝ 

ΕΝΤΟΠΙΣΜΟ ΠΑΡΑΓΩΓΩΝ ΙΝΔΟΛΙΟΥ ΠΟΥ ΔΡΟΥΝ ΩΣ 

ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ ΤΗΣ ΑΝΤΙΓΡΑΦΗΣ ΤΟΥ HCV 

4.1 Εισαγωγή 

Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφεται ροή εργασίας πολλαπλών βημάτων, στην 

οποία συνδυάζονται η μοριακή πρόσδεση, η μέθοδος του 3D-QSAR CoMSIA, 

η αναζήτηση ομοιότητας και η εικονική διαλογή. Σκοπός αυτής της εργασίας 

είναι αφενός να γίνουν κατανοητά τα δομικά χαρακτηριστικά που επηρεάζουν 

την πρόσδεση 41 Ν-υποκατεστημένων παραγώγων του ινδολίου στην RNA 

πολυμεράση ΝS5Β GT1b του HCV, που χρησιμοποιείται ως υποδοχέας, και 

αφετέρου να εντοπιστούν νέοι αναστολείς της πολυμεράσης. Τα 41 Ν-

υποκατεστημένα ανάλογα του ινδολίου έχουν συντεθεί και αξιολογηθεί για τη 

δραστικότητα τους σε δοκιμασίες αναστολής του υπογονιδιωματικού 

αντίγραφου της αρχικής αντιγραφής του HCV χρησιμοποιώντας ένα γονίδιο-

ανταποκριτή της λουσιφεράσης,219 αλλά μέχρι σήμερα καμία ένωση του 

συνόλου δεν έχει συγκρυσταλλωθεί με την RNA πολυμεράση του ιού.  

Αρχικά, έγιναν προσπάθειες όλες οι ενώσεις να προσδεθούν στο ενεργό 

κέντρο του ενζύμου και συγκεκριμένα στην «παλάμη» ΙΙ, θεωρώντας την ως 

την πιο πιθανή κοιλότητα πρόσδεσης. Στη συνέχεια, ο προσανατολισμός και η 

διαμόρφωση (πόζα) πρόσδεσης της κάθε ένωσης χρησιμοποιήθηκε σε μία 

ευθυγράμμιση με βάση τον υποδοχέα προκειμένου να παραχθούν τα πεδία 

CoMSIA. Το μοντέλο 3D-QSAR CoMSIA που αναπτύχθηκε, επικυρώθηκε για 

να διαπιστωθεί η αξιοπιστία του μοντέλου. 

Η υπολογιστική ροή εργασίας που ακολουθήθηκε με σκοπό την εξαγωγή του 

μοντέλου 3D-QSAR CoMSIA απεικονίζεται γραφικά στο Σχήμα 4.1. Στα 

αποτελέσματα της προτεινόμενης αυτής ροής εργασίας απεικονίζεται η 

συσχέτιση των δομικών χαρακτηριστικών που φέρουν οι ενώσεις του συνόλου 

που μελετάται και της ανασταλτικής τους δράση στην RNA πολυμεράση του 

ιού της ηπατίτιδας C. Μάλιστα, η δυνατότητα πρόβλεψης και η ισχύς του 

μοντέλου καθορίστηκαν με ενώσεις που είναι γνωστή η δραστικότητά τους, 
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και κατά συνέπεια, το μοντέλο μπορεί να χρησιμεύσει ως ένα πολύτιμο 

εργαλείο ορθολογικού σχεδιασμού για τη σύνθεση ισχυρότερων αναστολέων 

της RNA πολυμεράσης του HCV.  

 

Σχήμα 4.1: Η υπολογιστική ροή εργασίας που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη 

για τον εντοπισμό νέων ενώσεων ως αναστολείς του HCV. Αρχικά, τα 41 Ν-

υποκατεστημένα ανάλογα ινδολίου προσδένονται στη δραστική θέση της πολυμεράσης του 

HCV για τον υπολογισμό της βαθμολογίας πρόσδεσης. Η πόζα πρόσδεσης του κάθε 

αναστολέα χρησιμοποιείται σε μία ευθυγράμμιση με βάση τον υποδοχέα για τη δημιουργία 

των πεδίων CoMSIA. Στη συνέχεια, εξάγεται το μοντέλο 3D-QSAR CoMSIA, ώστε να 

υπολογιστεί με ακρίβεια η δραστικότητά τους και, τέλος, ανάλογα ινδολίου που 

περιλαμβάνονται στη βάση δεδομένων της ChEMBL έρχονται σε προτεραιότητα για την 

εικονική διαλογή. 

Τέλος, το παραχθέν in silico μοντέλο χρησιμοποιήθηκε για την πρόβλεψη της 

δραστικότητας νέων ενώσεων πριν από τη σύνθεση και βιολογική αποτίμησή 

τους, μέσω της εικονικής διαλογής. Για τον σκοπό αυτόν, έγινε χρήση της 

βάσης δεδομένων της ChEMBL, όπου αναζητήθηκαν ενώσεις με δομή 

ανάλογης αυτής των ενώσεων του συνόλου που μελετάται, και συγκεκριμένα 
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του ινδολίου. Νέες ενώσεις εξήχθησαν μέσω του μοντέλου 3D-QSAR 

CoMSIA, των οποίων η δραστικότητα προβλέπεται να είναι ισχυρή, και έτσι, 

μπορεί να τους δοθεί προτεραιότητα για βιολογική εξέταση. 

4.2 Επιλογή και προετοιμασία της κρυσταλλογραφικής δομής της RNA 

πολυμεράσης του HCV 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στην εισαγωγή, δεν υπάρχει κρυσταλλογραφική 

δομή ακτίνων Χ της RNA-εξαρτώμενης RNA πολυμεράσης του HCV 

συγκρυσταλωμμένη με ανάλογο ινδολίου. Για τον λόγο αυτόν, έγινε 

αναζήτηση από την Πρωτεϊνική Βάση Δεδομένων RCSB προς εξεύρεση μιας 

κρυσταλλογραφικής δομής ακτίνων Χ της πολυμεράσης NS5B GT1b του HCV 

με άλλο μικρό μόριο ως αναστολέα. Η πιο πρόσφατη μελέτη που είχε 

πραγματοποιηθεί με την υψηλότερη ανάλυση ήταν η κρυσταλλογραφική δομή 

με κωδικό PDB: 4KB7, και επιλέχθηκε ως ο υποδοχέας-στόχος στα πειράματα 

μοριακής πρόσδεσης.220, 221 

Το ένζυμο, αρχικά, προετοιμάστηκε με τη χρήση της εφαρμογής «Protein 

Preparation Wizard» της Schrödinger.142 Η εφαρμογή αυτή είναι μία συλλογή 

από εργαλεία για την προετοιμασία τριδιάστατων μοριακών δομών από 

κρυσταλλογραφικές δομές πρωτεϊνών. Χρησιμοποιώντας το εργαλείο 

«Preprocess and analyze structure» ελέγχθηκε η σειρά των δεσμών, 

προστέθηκαν όλα τα άτομα υδρογόνου, ελέγχθηκαν όλοι οι δισουλφιδικοί 

δεσμοί, ενώ όλα τα μόρια νερού σε απόσταση μεγαλύτερη από 5 Å από την 

ενεργό θέση του ενζύμου διαγράφηκαν. Παρέμειναν δέκα μόρια νερού στο 

ενεργό κέντρο του ενζύμου για τους μετέπειτα υπολογισμούς. Στη συνέχεια, 

χρησιμοποιώντας την εφαρμογή Epik 2.3142 προβλέφθηκε ο ιοντισμός και η 

ταυτομέρεια των αμινοξέων του ενζύμου.142, 222 Πραγματοποιήθηκε 

βελτιστοποίηση του δικτύου δεσμών υδρογόνου χρησιμοποιώντας το 

εργαλείο «H-bond assignment» για τις ομάδες υδροξυλίου των αμινοξέων Asn 

και Gln, καθώς και για τον δακτύλιο του ιμιδαζολίου στο αμινοξύ His. Τέλος, 

χρησιμοποιώντας την εφαρμογή «Impref» και το πεδίο δυνάμεων 

OPLS_2005,138 βελτιστοποιήθηκαν οι θέσεις των ατόμων υδρογόνου του 

ενζύμου διατηρώντας όλα τα υπόλοιπα άτομα αμετακίνητα. 
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Είναι γνωστό ότι η RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση NS5B του HCV παίζει 

κεντρικό ρόλο στην αντιγραφή του RNA ιού, και για αυτόν τον λόγο έχουν 

ταυτοποιηθεί αρκετές κατηγορίες αναστολέων της NS5B.223 Η πλειονότητα 

των μη-νουκλεοζιτικών αναστολέων της NS5B που έχουν περιγραφεί μέχρι 

σήμερα, έχει δειχθεί ότι προσδένονται σε μία από τις τέσσερις κοιλότητες 

πρόσδεσης του ενζύμου, την «παλάμη» II.15, 224 Η πρωτεΐνη NS5B, που 

χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη, αποτελείται από 591 αμινοξέα και 

περιέχει τις μεταλλάξεις L47Q, F101Y, K114R και N316Y. Κρυσταλλογραφικές 

μελέτες έχουν δείξει ότι η θέση της «παλάμης II» είναι στρατηγικά 

τοποθετημένη δίπλα στο διατηρημένο καταλυτικό μοτίβο GDD (Glu-Asp-Asp), 

στον κόμβο που σχηματίζεται από το υπόστρωμα εισερχόμενου 

τριφωσφορικού νουκλεοτιδίου (ΝΤΡ) και τα κανάλια του RNA.77 Πρόκειται για 

τη βιοδραστική θέση, η οποία είναι υπεύθυνη για την εκκίνηση του RNA, την 

έναρξη, και την επιμήκυνσή του. Η κοιλότητα της «παλάμης» II αποτελείται 

από μια εξαιρετικά διατηρημένη υδρόφοβη σχισμή που σχηματίζεται μεταξύ 

του πλούσιου σε σερίνη S365 βρόχου, CSS, και την έλικα της παλάμης, 

Pro197-Ser210. Τυπικά, αυτή η κοιλότητα επάγει την πρόσδεση του 

προσδέτη, όπου οι πλευρικές αλυσίδες των αμινοξέων Arg200 και Ser365 

περιστρέφονται για να φιλοξενήσουν αναστολείς.77 

4.3 Σχεδιασμός και προετοιμασία των αναστολέων 

Τα 41 Ν-υποκατεστημένα παράγωγα του ινδολίου της παρούσας μελέτης 

(Πίνακας 4.1) σχεδιάστηκαν χρησιμοποιώντας το σχεδιαστικό πακέτο 

μοριακής μοντελοποίησης του SYBYL 8.0.225 Όλα τα άτομα υδρογόνου 

προστέθηκαν και, στη συνέχεια, τα μόρια ελαχιστοποιήθηκαν ενεργειακά 

χρησιμοποιώντας το πεδίο δυνάμεων της Tripos και όλους τους αλγόριθμους 

ελαχιστοποίησης της ενέργειας με σειρά: Steepest Descent, Powell και 

Conjugate Gradient (με βαθμίδα ελαχιστοποίησης 0,01 kcal/mol•Å). Τέλος, 

υπολογίστηκαν τα φορτία Gasteiger-Hückel για όλες τις ενώσεις. 
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Πίνακας 4.1: Οι μοριακές δομές των 41 Ν-υποκατεστημένων παραγώγων ινδολίου. 

 

 

 

 

ID Ένωση* R1 R2 R3 R4 R5 

1 2 OMe Et OMe H H 

2 7a OH Et OMe H H 

3 7b OEt Et OMe H H 

4 7c NH2 Et OMe H H 

5 7d SOMe Et OMe H H 

6 7e SO2Me Et OMe H H 

7 7f CONH2 Et OMe H H 

8 8a NHCO2Et Et OMe H H 

9 8b NHCOMe Et OMe H H 

10 8c NHCOPh Et OMe H H 

11 8d NHSO2Et Et OMe H H 

12 8e NHSO2i-Pr Et OMe H H 

13 9 

 

Et OMe H H 

14 12 

 

Et OMe H H 

15 16 NHSO2Et Et H H H 

16 17 NHSO2i-Pr Et H OMe H 

17 18 NHSO2Et Et OMe OMe H 

18 19 NHSO2Et Et H Cl H 

19 20 NHSO2Et Et H F H 

20 21 NHSO2Et Et H H Cl 
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21 22 NHSO2Et Et OH H H 

22 23 NHSO2Et Et CF3 H H 

23 24 NHSO2Et Et OEt H H 

24 25a NHSO2Et Et OCHF2 H H 

25 25b NHSO2Et i-Pr OCHF2 H H 

26 25c NHSO2Et c-PrCH2 OCHF2 H H 

27 25d NHSO2c-Pr c-PrCH2 OCHF2 H H 

28 25e NHSO2c-Pr c-Bu OCHF2 H H 

29 25f NHSO2c-Pr n-Pr OCHF2 H H 

30 25g NHSO2c-Pr i-Pr OCHF2 H H 

31 25h NHSO2n-Pr Et OCHF2 H H 

32 25i NHSO2c-Pr Et OCHF2 H H 

33 25j NHSO2i-Pr Et OCHF2 H H 

34 25k NHSO2i-Pr c-PrCH2 OCHF2 H H 

35 26 Et Et OCH2CH2F H H 

36 27 Et Et OCF3 H H 

37 29 Et Et COOH H H 

38 30 Et Et CONH2 H H 

39 31 Et Et CH2OH H H 

40 32 Et Et CH2OMe H H 

41 33 Et Et 
 

H H 

*Η αρίθμηση των ενώσεων της δεύτερης στήλης του πίνακα έχει αντληθεί από την αντίστοιχη 

βιβλιογραφία 219. 

4.4 Μοριακή πρόσδεση με χρήση του αλγόριθμου Surflex-Dock 

Για τη διαδικασία της μοριακής πρόσδεσης χρησιμοποιήθηκε ο αλγόριθμος 

Surflex-Dock από το πακέτο μοριακής μοντελοποίησης SYBYL 8.0.158 O 

αλγόριθμος Surflex-Dock υποστηρίζει μία αυτοματοποιημένη διαδικασία 

ευέλικτης πρόσδεσης για τον προσδέτη βασισμένη σε προσέγγιση ενός 
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άκαμπτου υποδοχέα.159 Ο αλγόριθμος χρησιμοποιεί μια εξιδανικευμένη 

δραστική τοποθεσία προσδέτη που ονομάζεται «protomol», ως στόχο για τη 

δημιουργία διαμορφώσεων του κάθε μορίου. Οι διαμορφώσεις αυτές 

αποκτούν βαθμονόμηση χρησιμοποιώντας τη λειτουργία βαθμολόγησης 

Hammerhead που περιέχει τους όρους των κυρίαρχων υδρόφοβων και 

πολικών επαφών. Σε αυτή τη μελέτη, για την παραγωγή του «protomol», οι 

παράμετροι threshold και bloat αφέθηκαν στις προεπιλεγμένες τιμές 0,50 και 

0 Å, αντίστοιχα. Η συνολική βαθμολογία πρόσδεσης εκφράζεται σε -logKd. 

Κατά τη μοριακή πρόσδεση δεν χρησιμοποιήθηκαν περιορισμοί. 

Κατά συνέπεια και έπειτα από την προαναφερθείσα απαραίτητη 

προετοιμασία, τα 41 Ν-υποκατεστημένα ανάλογα ινδολίου προσδέθηκαν στην 

«παλάμη» ΙΙ της πολυμεράσης, κάθε ένωση έδωσε μία πόζα πρόσδεσης και 

σημειώθηκαν οι βαθμολογίες τους. Τα αποτελέσματα της μοριακής 

πρόσδεσης παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.2. Σημειώνεται ότι, όσο 

μεγαλύτερη είναι η τιμή -logKd, τόσο πιο δραστική είναι η ένωση. Σύμφωνα με 

τα αριθμητικά αποτελέσματα, δεν βρέθηκε πολύ καλή συσχέτιση μεταξύ 

βαθμολογίας πρόσδεσης και δραστικότητας των ενώσεων (Σχήμα Π1, 

Παράρτημα II). 

Πίνακας 4.2: Οι τιμές ΕC50 και pEC50, οι βαθμολογίες μοριακής πρόσδεσης (-logKd), οι 

προβλεπόμενες από το μοντέλο τιμές pEC50 και η διαφορά τους από τις πειραματικές 

για τα N-υποκατεστημένα παράγωγα ινδολίου. 

ID EC50 (μM)** -logKd 
Πειραματική 

pEC50 
Προβλεπόμενη 

pEC50 
Διαφορά 

1  4,1 6,6499 5,3872 5,394 -0,0068 

2 6,1 5,5697 5,2147 5,211 0,0037 

3* 3,0 6,9588 5,5229 5,431 0,0919 

4  7,7 5,4066 5,1135 5,042 0,0715 

5 4,0 6,1834 5,3979 5,442 -0,0441 

6* 2,6 6,2159 5,5850 5,396 0,1890 

7 7,8 5,4369 5,1079 5,008 0,0999 

8 1,3 8,3353 5,8861 5,899 -0,0129 
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9* 1,3 6,9813 5,8861 5,334 0,5521 

10* >100 6,9717 ~4 5,548 - 

11 0,47 8,4014 6,3279 6,077 0,2509 

12 0,65 8,0327 6,1871 6,163 0,0241 

13  2,0 7,9639 5,6990 5,866 -0,1670 

14* 0,90 7,7307 6,0458 5,818 0,2278 

15  9,0 6,5306 5,0458 5,055 -0,0092 

16* 7,4 8,1149 5,1308 5,865 -0,7342 

17* 4,0 8,0993 5,3979 5,872 -0,4741 

18 7,5 6,8257 5,1249 5,223 -0,0981 

19 0,59 6,4013 6,2291 5,918 0,3111 

20 3,5 5,8230 5,4559 5,585 -0,1291 

21  2,0 7,6463 5,6990 5,670 0,0290 

22  0,36 7,5286 6,4437 6,416 0,0277 

23 0,53 10,1101 6,2757 6,405 -0,1293 

24 0,29 9,4398 6,5376 6,588 -0,0504 

25* 0,20 9,4231 6,6990 6,782 -0,0830 

26 0,30 9,8861 6,5229 6,540 -0,0171 

27* 0,17 8,8401 6,7696 6,860 -0,0904 

28  0,19 11,2499 6,7212 6,703 0,0182 

29 0,25 9,0900 6,6021 6,619 -0,0169 

30 0,075 8,3688 7,1249 7,253 -0,1281 

31  0,22 9,7806 6,6576 6,672 -0,0144 

32 0,10 9,3106 7,0000 6,858 0,1420 

33* 0,12 7,8926 6,9208 6,532 0,3888 

34* 0,08 8,6412 7,0969 7,082 0,0149 

35 0,59 10,1156 6,2291 6,235 -0,0059 
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36 0,17 8,8272 6,7696 6,765 0,0046 

37  >11 7,8275 ~4,95 5,360 - 

38  9,0 7,9316 5,0458 5,155 -0,1092 

39 3,5 8,1740 5,4559 5,507 -0,0511 

40* 5,0 8,8153 5,301 5,949 -0,6480 

41 3,0 10,7206 5,5229 5,518 0,0049 

*Ενώσεις της ομάδας ελέγχου 

**Τα κύτταρα Huh7 που φιλοξενούν ένα μονοσιστρονικό ρεπλικόνιο γονότυπου 1b του HCV 

απλώθηκαν σε πλάκες 96 φρεατίων (5.000 κύτταρα/φρεάτιο). Οι ενώσεις προστέθηκαν στις 

πλάκες με μια τελική συγκέντρωση 0,5% DMSO και οι πλάκες επωάστηκαν στους 37 °C. Τα 

κύτταρα συλλέχθηκαν 3 ημέρες μετά την χορήγηση της δόσης και το αντίγραφο RNA 

ποσοτικοποιήθηκε με την αντίδραση RT-PCR πραγματικού χρόνου και το GAPDH RNA ως 

γονίδιο αναφοράς. 

Στην προσπάθεια να δοθεί εξήγηση στα in silico αποτελέσματα μοριακής 

πρόσδεσης, συγκρίνονται στο Σχήμα 4.2 τα αποτελέσματα μοριακής 

πρόσδεσης δύο παραγώγων, ενός δραστικού και ενός αδρανούς μορίου. 

Όπως είναι φανερό, οι πόζες πρόσδεσης που υιοθετούν τα ανάλογα ινδολίου 

στη θέση πρόσδεσης του υποδοχέα δεν είναι όμοιες. Ειδικότερα, ο 

προσανατολισμός της αδρανούς ένωσης (Σχήμα 4.2β) διαφέρει από αυτόν 

της δραστικής (Σχήμα 4.2α), καθώς το άτομο του αζώτου του ινδολικού 

δακτυλίου προσανατολίζεται προς το δεξί κεντρικό τμήμα της θέσης 

πρόσδεσης. Παρόλα αυτά, οι αντίστοιχες βαθμολογίες πρόσδεσης για τη 

δραστική και μη ένωση είναι σχεδόν ίδιες. Στον αλγόριθμο Surflex-Dock, τα 

αποτελέσματα πρόσδεσης περιέχουν τρεις πληροφορίες: τη συνολική 

βαθμολογία πρόσδεσης, την τιμή σύγκρουσης (crash value) και την πολική 

τιμή (polar value). Η συνολική βαθμολογία στον αλγόριθμο Surflex-Dock 

εκφράζει τις συγγένειες πρόσδεσης, οι οποίες περιλαμβάνουν τον υδρόφοβο, 

τον πολικό, και τον απωστικό όρο, και τους όρους εντροπίας και 

επιδιαλύτωσης. Η τιμή σύγκρουσης είναι ο βαθμός της ακατάλληλης 

εισχώρησης του προσδέτη στην πρωτεΐνη και της αλληλοεισχώρησης μεταξύ 

των ατόμων προσδέτη (self-clush) που διαχωρίζονται με περιστρεφόμενους 

δεσμούς. Οι βαθμολογίες σύγκρουσης κοντά στο 0 είναι πιο ευνοϊκές. Η 

πολική τιμή είναι η συνεισφορά των αλληλεπιδράσεων δεσμών υδρογόνου και 
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γέφυρας άλατος με τη συνολική βαθμολογία. Η πολική τιμή μπορεί να είναι 

χρήσιμη για τον αποκλεισμό αποτελεσμάτων πρόσδεσης που δεν κάνουν 

δεσμούς υδρογόνου.226 

 

Σχήμα 4.2: Τα αντιπροσωπευτικά αποτελέσματα μοριακής πρόσδεσης για α) ένα 

δραστικό παράγωγο (25j) και β) ένα μη δραστικό παράγωγο (29) με βαθμολογίες 

πρόσδεσης 7,89 και 7,83, αντίστοιχα. 

Οι παραπάνω τιμές για τη δραστική ένωση 25j και τη μη δραστική 29, 

αντίστοιχα, έχουν ως εξής: Συνολική βαθμολογία πρόσδεσης = 7,8926, Τιμή 

σύγκρουσης = -2,1319, Πολική τιμή = 0,3960 (με έναν δεσμό υδρογόνου) και 

Συνολική βαθμολογία πρόσδεσης = 7,8275, Τιμή σύγκρουσης = -1,5800, 

Πολική τιμή = 0,7698 (με δύο δεσμούς υδρογόνου). Αυτό αιτιολογεί την 

απουσία της συσχέτισης μεταξύ των βαθμολογιών πρόσδεσης και της 

βιολογικής δραστικότητας των ινδολικών παραγώγων. Ως εκ τούτου, η 

μοριακή πρόσδεση δεν μπόρεσε να εξηγήσει τέλεια τα βιολογικά δεδομένα 

της συγκεκριμένης σειράς.  
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4.5 Εξαγωγή του μοντέλου 3D-QSAR CoMSIA 

4.5.1 Ομάδα δεδομένων (Ομάδα εκμάθησης και ομάδα ελέγχου) 

Οι τιμές δραστικότητας των 41 Ν-υποκατεστημένων ινδολικών παραγώγων, 

εκφρασμένες σε EC50, μετατράπηκαν στον αντίστοιχο αρνητικό δεκαδικό 

λογάριθμο pEC50 (-logEC50), και χρησιμοποιήθηκαν ως μεταβλητή απόκρισης 

στην ανάλυση CoMSIA. Το σύνολο των δεδομένων κατανεμήθηκε με τέτοιον 

τρόπο ώστε να ληφθεί μία αντιπροσωπευτική ομάδα εκμάθησης και 

ταυτόχρονα μία ομάδα ελέγχου.227-231 Πιο συγκεκριμένα, η επιλογή των 

μορίων στην ομάδα εκμάθησης έγινε σύμφωνα με τη δομή και την κλίμακα της 

βιολογικής δραστικότητας, έτσι ώστε να συμπεριλαμβάνεται ένα ευρύ φάσμα 

δομών (από την άποψη των διαφορετικών υποκαταστατών, άτομα και 

δραστικότητα) στους εκπροσώπους της ομάδας. Η κατανομή των τιμών 

δραστικότητας για την ομάδα ελέγχου ακολουθεί την κατανομή των τιμών 

δραστικότητας για την ομάδα εκμάθησης. Σύμφωνα με τους ερευνητές 

Golbraikh και Tropsha,231 η προσέγγιση αυτή είναι ορθή, δεδομένου ότι 

αντιπροσωπευτικά σημεία της ομάδας ελέγχου πρέπει να είναι παρόμοια με 

εκείνα της ομάδας εκμάθησης, και αντιθέτως. Ο διαχωρισμός του συνόλου 

δεδομένων σε ομάδα εκμάθησης και ομάδα ελέγχου έγινε με μια ευρέως 

χρησιμοποιούμενη αναλογία, αυτή του 70:30.232 Ως εκ τούτου, η ομάδα 

εκμάθησης (training set) περιλαμβάνει 29 ενώσεις, και η ομάδα ελέγχου (test 

set) τις υπόλοιπες δώδεκα ενώσεις. 

4.5.2 Ευθυγράμμιση της ομάδας δεδομένων (Dataset alignment) 

Στη μέθοδο 3D-QSAR CoMSIA, η ευθυγράμμιση του συνόλου δεδομένων 

είναι πολύ σημαντική διεργασία για την εξαγωγή ενός αξιόπιστου μοντέλου. 

Στην παρούσα μελέτη, οι προσανατολισμοί που εξήχθησαν από τη μοριακή 

πρόσδεση των αναστολέων με το Surflex-Dock, χρησιμοποιήθηκαν στη 

μέθοδο της ευθυγράμμισης. Η ένωση 25g, το πιο δραστικό ανάλογο του 

συνόλου, χρησιμοποιήθηκε ως μόριο-οδηγός (template molecule) για την 

ευθυγράμμιση όλων των υπόλοιπων ενώσεων. Για την ευθυγράμμιση των 

ενώσεων χρησιμοποιήθηκαν δέκα κοινά άτομα που φέρουν όλες οι ενώσεις 

και απεικονίζονται στο Σχήμα 4.3. Οι κυανο- και φαινυλομάδες, ομοίως κοινές 

για όλες τις ενώσεις δεν συμπεριλήφθησαν στο κοινό μοτίβο, έτσι ώστε οι 
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ενώσεις από την εικονική διαλογή που θα ακολουθήσει στη συνέχεια να μην 

περιορίζονται στο συγκεκριμένο δομικό μοτίβο. Η ευθυγράμμιση 

πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας την εφαρμογή «database alignment» 

του πακέτου μοριακής μοντελοποίησης SYBYL 8.0 και τα αποτελέσματα της 

ευθυγράμμισης παριστάνονται στο Σχήμα 4.4. 

 

Σχήμα 4.3: Το κοινό δομικό τμήμα (δέκα άτομα) των 41 ενώσεων που χρησιμοποιείται 

για την ευθυγράμμιση, βασισμένη στη διαμόρφωση της προσδεμένης ένωσης 25g 

(μόριο-οδηγός). 

 

Σχήμα 4.4: Η υπέρθεση της ευθυγράμμισης των ενώσεων της ομάδας εκμάθησης που 

χρησιμοποιούνται για την ανάλυση 3D-QSAR, βασισμένη στη διαμόρφωση της 

προσδεμένης ένωσης 25g. 

4.5.3 Ανάλυση CoMSIA 

Γενικότερα, τα μοντέλα CoMSIA δημιουργούνται κάνοντας χρήση όλων ή 

κάποιου συνδυασμού από τα παρακάτω πεδία ομοιότητας: στερικό, 

ηλεκτροστατικό, υδρόφοβο, δότη δεσμού υδρογόνου, και δέκτη δεσμού 

υδρογόνου.198 Αυτά τα πεδία απεικονίζουν τις διάφορες ιδιότητες στις χωρικές 

περιοχές όπου παίζουν σημαντικό ρόλο στον προσδιορισμό της ανασταλτικής 

δραστικότητας. Στην ανάλυση CoMSIA, τα πέντε διαφορετικά περιγραφικά 

πεδία δεν είναι εντελώς ανεξάρτητα το ένα από το άλλο.122 Ο υπολογισμός 

των πεδίων εφαρμόζεται για τις ενώσεις της ομάδας εκμάθησης. Για την 

επίτευξη του πιο σταθερού μοντέλου, τροποποιείται συστηματικά ο 
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συνδυασμός των πεδίων και επιλέγεται αυτός που δίνει μεγαλύτερη τιμή του 

συντελεστή συσχέτισης της διασταυρούμενης μεθόδου επικύρωσης Q2, το 

μικρότερο σφάλμα, και τη μεγαλύτερη τιμή F. Στην παρούσα μελέτη, το 

σταθερότερο μοντέλο CoMSIA εξάγεται χρησιμοποιώντας τον συνδυασμό των 

στερικού, υδρόφοβου, και δέκτη υδρογονικού δεσμού πεδίων (Πίνακας 4.3). Ο 

βέλτιστος αριθμός συνιστωσών έξι αντιστοιχεί στην υψηλότερη τιμή Q2 στα 

0,632 και στο χαμηλότερο SEP στα 0,453. Ο συντελεστής συσχέτισης της μη-

διασταυρούμενης μεθόδου επικύρωσης R2
train στα 0,974, το SEE στα 0,120 

και η τιμή F στα 131,324, δείχνουν μία επιτυχή στατιστικά συσχέτιση μεταξύ 

των προβλεπόμενων και των πειραματικών τιμών pEC50 για τη μη-

διασταυρούμενη επικύρωση του μοντέλου CoMSIA. 

Πίνακας 4.3: Τα στατιστικά αποτελέσματα του μοντέλου CoMSIA. 

Μοντέλο CoMSIA 

ONC 6 

Q2 0,632 

SEP 0,453 

R2
train 0,974 

SEE 0,120 

F 131,324 

Στερικό / Υδρόφοβο / Δέκτης 
δεσμού Η 

0,276 / 0,421 / 0,303 

R2
test 0,664 

𝑟𝑚
2̅̅ ̅̅ ̅   0,561 

𝛥𝑟𝑚
2 0,200 

Όπου, 

ONC: ο βέλτιστος αριθμός συνιστωσών που χρησιμοποιήθηκαν στην PLS ανάλυση 

Q
2
: ο συντελεστής συσχέτισης της διασταυρούμενης μεθόδου επικύρωσης για τις ενώσεις της 

ομάδας εκμάθησης 

SEP: το τυπικό σφάλμα πρόβλεψης (Standard Error of Prediction) 

R
2
train: ο συντελεστής συσχέτισης για τις ενώσεις της ομάδας εκμάθησης 

SEE: το τυπικό σφάλμα εκτίμησης (Standard Error of Estimate) 

F: η τιμή του Fisher test 
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Στερικό / Υδρόφοβο / Δέκτης δεσμού Η: Η συνεισφορά του στερικού, υδρόφοβου και δέκτη 

δεσμών υδρογόνου πεδίου στην PLS ανάλυση 

R
2
test: ο συντελεστής συσχέτισης για τις ενώσεις της ομάδας ελέγχου 

𝑟𝑚
2̅̅ ̅̅̅ και Δrm

2: παράμετροι για την εξωτερική ισχύ πρόβλεψης του μοντέλου χρησιμοποιώντας 

την ομάδα ελέγχου 

Στο Σχήμα 4.5 παρουσιάζεται η σχέση μεταξύ των προβλεπόμενων και των 

πειραματικών τιμών pEC50. Η ανάλυση CoMSIA δείχνει ότι η σχετική 

συνεισφορά των πεδίων είναι 27,6%, 42,1% και 30,3% για το στερικό, το 

υδρόφοβο, και του δέκτη δεσμού υδρογόνου πεδίο, αντίστοιχα. 

 

Σχήμα 4.5: Διάγραμμα συσχέτισης μεταξύ των προβλεπόμενων τιμών pEC50 και των 

πειραματικών για το μοντέλο CoMSIA, τόσο για την ομάδα εκμάθησης όσο και για την 

ομάδα ελέγχου. 

4.5.4 Επικύρωση του μοντέλου 3D-QSAR CoMSIA 

Για να εκτιμηθεί περαιτέρω η σταθερότητα και η δυνατότητα πρόβλεψης του 

εξαχθέντος μοντέλου CoMSIA πραγματοποιήθηκε εξωτερική επικύρωση.233, 

234 Η επικύρωση διεξήχθη χρησιμοποιώντας τα δώδεκα μόρια που δεν 

περιλαμβάνονται στη δημιουργία του μοντέλου. Οι προβλεπόμενες τιμές 

pEC50 είναι, σε αντιστοιχία με τις πειραματικές τιμές, εντός των ορίων ανοχής 

σφάλματος (Σχήμα 4.5). Η τιμή του συντελεστή συσχέτισης για τις ενώσεις της 

y = x - 6E-05, R² = 0,974 

y = 0,9351x + 0,3435, R² = 0,6683 
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ομάδας ελέγχου, R2
test, υπολογίστηκε στα 0,664, αποδεικνύοντας την 

ικανοποιητική συσχέτιση μεταξύ των προβλεπόμενων και των πειραματικών 

τιμών pEC50.  

Περαιτέρω, η εξωτερική ισχύ πρόβλεψης του ανεπτυγμένου μοντέλου 3D-

QSAR εξετάστηκε χρησιμοποιώντας την ομάδα ελέγχου με τον υπολογισμό 

της τιμής rm
2. Το 𝑟𝑚

2 είναι ένας νέος, αυστηρός και ισχυρός στατιστικός 

δείκτης που έχει αναφερθεί για πρώτη φορά σε δημοσίευση των Roy et al..235 

Στη μελέτη τους έδειξαν ότι ακόμη και όταν η τιμή του Q2 είναι υψηλή, αυτό 

δεν αποτελεί επαρκή προϋπόθεση για τη δυνατότητα πρόβλεψης και την ισχύ 

του μοντέλου. Για να θεωρηθεί αξιόπιστο το μοντέλο, η τιμή του 𝑟𝑚
2̅̅ ̅̅̅ θα πρέπει 

να είναι μεγαλύτερη από 0,5 και η τιμή του 𝛥𝑟𝑚
2 μικρότερη από 0,2. 

Παρακάτω δίνονται οι εξισώσεις υπολογισμού των μετρήσεων του 𝑟𝑚
2:235, 236 

                                                                                                                     (10)    

                                         𝛥𝑟𝑚
2 = |𝑟𝑚

2 − 𝑟′𝑚
2

|                                           (11) 

                               𝑟𝑚
2 = 𝑟2(1 −  |√𝑟2 − 𝑟𝑜

2|)                                      (12) 

                                   𝑟′𝑚
2

= 𝑟2 (1 −  |√𝑟2 − 𝑟′𝑜
2|)                                    (13) 

Όπου r2 και ro
2 είναι οι τιμές του συντελεστή συσχέτισης μεταξύ των 

παρατηρούμενων (άξονας Y) και των προβλεπόμενων (άξονας Χ) τιμών 

δραστικότητας των ενώσεων της ομάδας ελέγχου, με τομή (intercept) και 

χωρίς τομή σε άξονα, αντίστοιχα, και r′o
2 είναι η τιμή του συντελεστή 

συσχέτισης μεταξύ των παρατηρούμενων (άξονας Χ) και των προβλεπόμενων 

(άξονας Y) τιμών δραστικότητας των ενώσεων της ομάδας ελέγχου χωρίς 

τομή σε άξονα. Στην παρούσα μελέτη οι δείκτες 𝑟𝑚
2̅̅ ̅̅̅  και 𝛥𝑟𝑚

2 υπολογίστηκαν 

στα 0,56 και 0,2, αντίστοιχα (Πίνακας 4.3). Οι μετρήσεις του 

𝑟𝑚
2 υπολογίστηκαν με χρήση της εφαρμογής στον ελεύθερα προσβάσιμο 

διαδικτυακό τόπο http://aptsoftware.co.in/rmsquare/. Η έννοια του 𝑟𝑚
2 μπορεί 

επίσης να εφαρμοστεί και στην ομάδα εκμάθησης.  

Τέλος, το μοντέλο επικυρώθηκε και με την εφαρμογή του κόμβου ENALOS 

KNIME (Enalos Model Acceptability Criteria KNIME node),237 καθώς πέρασε 

𝑟𝑚
2̅̅ ̅̅̅ =

𝑟𝑚
2 + 𝑟′𝑚

2

2
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επιτυχώς τις προτεινόμενες δοκιμές (κριτήρια) που αφορούν την ομάδα 

ελέγχου και εγκαθίδρυσε ο Δρ. Tropsha για τη δυνατότητα πρόβλεψης ενός 

μοντέλου (Πίνακας 4.4). Πιο συγκεκριμένα, οι Golbraikh και Tropsha 

πρότειναν ένα σύνολο παραμέτρων για τον καθορισμό της ικανότητας 

πρόβλεψης ενός μοντέλου QSAR.206, 231, 237 Σύμφωνα με τους ερευνητές, ένα 

μοντέλο μπορεί να θεωρηθεί ικανοποιητικό και αποδεκτό, όταν ικανοποιούνται 

οι παρακάτω προϋποθέσεις για την ομάδα ελέγχου: 

 R2 > 0,6  

 Rext
2 > 0,5 

 (R2 - R0
2) / R2 < 0,1 και 0,85 ≤ k ≤ 1,15                                                      

ή (R2 - R΄0
2) / R2 < 0,1 και 0,85 ≤ k΄ ≤ 1,15 

 |(R0
2 - R΄0

2)| < 0.3 

Όπου R2 το τετράγωνο του συντελεστή συσχέτισης των προβλεπόμενων 

έναντι των παρατηρούμενων τιμών δραστικότητας της ομάδας ελέγχου για τη 

γραμμή παλινδρόμησης, Rext
2 ο συντελεστής συσχέτισης της ομάδας ελέγχου 

(R2
test), R0

2 και R΄0
2 οι συντελεστές συσχέτισης των προβλεπόμενων έναντι 

των παρατηρούμενων τιμών δραστικότητας και των παρατηρούμενων έναντι 

των προβλεπόμενων τιμών δραστικότητας της ομάδας ελέγχου για τις 

γραμμές παλινδρόμησης μέσω της αρχής των αξόνων, αντίστοιχα, και k και k΄ 

οι κλίσεις των αντίστοιχων γραμμών παλινδρόμησης μέσω της αρχής των 

αξόνων. 

Πίνακας 4.4: Κριτήρια αποδοχής μοντέλου με χρήση του κόμβου Enalos KNIME. 

Κριτήριο Εκτίμηση Αποτέλεσμα 

R2 > 0,6 ΘΕΤΙΚΗ R2 = 0,668 

Rext
2 > 0,5 ΘΕΤΙΚΗ Rext

2 = 0,664 

(R2 - R0
2) / R2 < 0,1 ΑΡΝΗΤΙΚΗ (R2 - R0

2) / R2 = 0,167 

ή (R2 - R΄0
2) / R2 < 0,1 ΘΕΤΙΚΗ (R2 - R΄0

2) / R2 = 0,004 

|(R0
2 - R΄0

2)| < 0,3 ΘΕΤΙΚΗ |(R0
2 - R΄0

2)| = 0,109 

0,85 < k < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k = 0,991 

ή 0,85 < k΄< 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k΄= 1,005 

ΜΟΝΤΕΛΟ ΜΕ ΔΥΝΑΤΟΤΗΤΑ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ 
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Τα αποτελέσματα του Πίνακα 4.4 υποδεικνύουν ότι αυτή η ευθυγράμμιση 

μπορεί να λάβει αποτελεσματικά υπόψη τις αλληλεπιδράσεις υποδοχέα-

προσδέτη, και συνεπώς το μοντέλο CoMSIA είναι αξιόπιστο και θα μπορούσε 

να χρησιμοποιηθεί για τον σχεδιασμό νέων αναστολέων της αντιγραφής του 

HCV με τα προαναφερθέντα δομικά χαρακτηριστικά. 

4.5.5 Ισοϋψείς χάρτες CoMSIA 

Τα αποτελέσματα μιας ανάλυσης CoMSIA μπορούν να παρουσιαστούν 

γραφικά στους ισοϋψείς χάρτες πεδίων. Σε αυτούς τους χάρτες σκιαγραφείται 

η στατιστική σχέση μεταξύ των πεδίων CoMSIA και της πειραματικής τιμής 

δραστικότητας των ενώσεων έναντι της RNA πολυμεράσης του HCV. Οι τιμές 

των πεδίων εξάγονται από το γινόμενο StDev*Coeff που προκύπτει με τον 

πολλαπλασιασμό του συντελεστή περιγραφής του πεδίου (descriptor 

coefficient) και της αντίστοιχης τυπικής απόκλισης (standard deviation).  

Πιο αναλυτικά, σε αυτούς τους χάρτες γίνονται ορατές οι περιοχές γύρω από 

την ένωση που αλληλεπιδρούν θετικά ή αρνητικά με τον υποδοχέα. Οι χάρτες 

χρησιμοποιούνται για να προσδιορίσουν τα δομικά χαρακτηριστικά που 

αφορούν τη βιολογική δραστικότητα σε αυτή τη σειρά των παραγώγων και 

λαμβάνονται πληροφορίες που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω 

σχεδιασμό παραγώγων ινδολίου ως αναστολείς της αντιγραφής του HCV. Οι 

ισοϋψείς χάρτες με τα πεδία CoMSIA για την πιο δραστική ένωση 25g  

παριστάνονται στο Σχήμα 4.6. 

Οι στερικές (στερεοχημικές) αλληλεπιδράσεις παριστάνονται με τις πράσινες 

και κίτρινες περιοχές ισοϋψών χαρτών (Σχήμα 4.6α), όπου ογκώδεις ομάδες 

κοντά στις πράσινες περιοχές αυξάνουν την ανασταλτική δράση, αλλά 

προκαλούν το αντίθετο αποτέλεσμα κοντά στις κίτρινες περιοχές. Οι 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις εμφανίζονται με κίτρινες και λευκές περιοχές 

ισοϋψών χαρτών (Σχήμα 4.6β), όπου υδρόφοβες ομάδες κοντά στις κίτρινες 

περιοχές αυξάνουν την ανασταλτική δράση, ενώ τη μειώνουν κοντά στις 

λευκές περιοχές. Τέλος, οι αλληλεπιδράσεις δέκτη δεσμού υδρογόνου 

εμφανίζονται με πορφυρές και κόκκινες περιοχές ισοϋψών χαρτών (Σχήμα 

4.6γ), όπου ομάδες με άτομα δέκτες δεσμού υδρογόνου κοντά στις πορφυρές 
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περιοχές αυξάνουν την ανασταλτική δράση, αλλά τη μειώνουν κοντά στις 

κόκκινες περιοχές. 

Όπως μπορεί να παρατηρηθεί από το παρακάτω σχήμα, οι κίτρινες περιοχές 

είναι μεγαλύτερες από τις πράσινες στον ισοϋψή χάρτη του μοντέλου CoMSIA 

για το στερικό πεδίο (Σχήμα 4.6α). Σε συμφωνία με αυτό, οι ενώσεις που 

φέρουν ογκώδεις ομάδες σε θέση κοντά στις κίτρινες περιοχές, όπως για 

παράδειγμα η ένωση 8c, έδειξαν χαμηλή δραστικότητα. Ομοίως, στον ισοϋψή 

χάρτη για το υδρόφοβο πεδίο στο Σχήμα 4.6β, υπάρχουν μόνο λευκές 

περιοχές, εκτός από μία μικρή κίτρινη περιοχή στον υποκαταστάτη R3 του 2-

φαινυλο ινδολίου, και ως εκ τούτου η εισαγωγή υδρόφιλων ομάδων ως 

υποκαταστάτες του μορίου γύρω από αυτή τη θέση φαίνεται να αυξάνει την 

ανασταλτική του δράση. 

Στο πεδίο του δέκτη δεσμού υδρογόνου επισημαίνονται οι περιοχές όπου η 

ένωση και πιθανές ομάδες αμινοξέων στην ενεργό θέση του υποδοχέα θα 

μπορούσαν να σχηματίσουν δεσμούς υδρογόνου που επηρεάζουν σημαντικά 

τη συγγένεια πρόσδεσης. Όπως φαίνεται στον ισοϋψή χάρτη για το πεδίο του 

δέκτη δεσμού υδρογόνου στο Σχήμα 4.6γ, η μεγάλη ευνοϊκά πορφυρή 

περιοχή συνδέεται με δύο άτομα οξυγόνου του σουλφοναμιδίου. Αντίθετα, η 

χαρακτηριστική κόκκινη περιοχή που βρίσκεται στην αριστερή πλευρά της 

ένωσης υποδηλώνοντας ότι ένα άτομο-δέκτης δεσμού υδρογόνου σε αυτό το 

σημείο δεν ευνοεί τη δραστικότητα της ένωσης, αντιστοιχεί τέλεια στη μεθοξυ-

ομάδα στις περισσότερες μελετώμενες ενώσεις ή της καρβοξυλικής ομάδας 

της ένωσης 29, η οποία έχει και τη χαμηλότερη δραστικότητα σε αυτή τη σειρά 

ενώσεων. Τέλος, η μικρή κόκκινη περιοχή στον υποκαταστάτη R1 του 2-

φαινυλο ινδολίου, όπου είναι η ομάδα -ΝΗ της ένωσης 25g, αντιστοιχεί στις 

σουλφονυλο ομάδες των μη δραστικών ενώσεων 7d και 7e (βλ. Πίνακα 4.1).  

Στο Σχήμα 4.7 εμφανίζονται οι ισοϋψείς χάρτες του εξαχθέντος μοντέλου 

CoMSIA γύρω από την αδρανή ένωση 7d αυτή τη φορά.  
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Σχήμα 4.6: Οι ισοϋψείς χάρτες StDev*Coeff των πεδίων CoMSIA για την πιο δραστική 

ένωση 25g: (α) για το στερικό πεδίο (πράσινο: προτιμούνται οι ογκώδεις ομάδες, κίτρινο: δεν 

προτιμούνται οι ογκώδεις ομάδες); (β) για το υδρόφοβο πεδίο (κίτρινο: προτιμούνται οι 

υδρόφοβες ομάδες, λευκό: δεν προτιμούνται οι υδρόφοβες ομάδες); και (γ) για το πεδίο δέκτη 

δεσμού Η (πορφυρό: προτιμούνται οι ομάδες με άτομα–δέκτες δεσμού Η, κόκκινο: δεν 

προτιμούνται οι ομάδες με άτομα–δέκτες δεσμού Η). 
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Σχήμα 4.7: Οι ισοϋψείς χάρτες StDev*Coeff των πεδίων CoMSIA για την αδρανή ένωση 

7d: (α) για το στερικό πεδίο (β) για το υδρόφοβο πεδίο και (γ) για το πεδίο δέκτη δεσμού Η. 
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Όπως μπορεί να παρατηρηθεί, δεν υπάρχει καμία ομάδα κοντά στην πράσινη 

περιοχή στη δεξιά πλευρά του ισοϋψούς χάρτη για το στερικό πεδίο (Σχήμα 

4.7α). Αυτή η απουσία οδηγεί σε μείωση της ανασταλτικής δραστικότητας της 

ένωσης. Η απουσία υδρόφιλων ομάδων στις λευκές περιοχές του ισοϋψούς 

χάρτη για το υδρόφοβο πεδίο μπορεί να εξηγήσει τη μειωμένη ανασταλτική 

δράση της ένωσης (Εικόνα 4.7β). Τέλος, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η 

παρουσία της σουλφονυλο ομάδας κοντά στην κόκκινη περιοχή του ισοϋψούς 

χάρτη στη δεξιά πλευρά της ένωσης και η απουσία της -ΝΗ ομάδας κοντά 

στην πορφυρή περιοχή μειώνουν την ανασταλτική δράση της ένωσης (Σχήμα 

4.7γ). 

4.6 Εικονική διαλογή 

Μέχρι σήμερα, αρκετές μελέτες έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία με στόχο 

τον προσδιορισμό νέων ισχυρών αναστολέων της πολυμεράσης του ιού, 

χρησιμοποιώντας διάφορα πρωτόκολλα in silico και ροές εργασίας 

περιλαμβανομένων της εικονικής διαλογής.238-249 

Το μοντέλο 3D-QSAR που εξήχθη μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον έλεγχο 

διάφορων βάσεων δεδομένων ή εικονικών βιβλιοθηκών που υπάρχουν, 

προκειμένου να προσδιοριστούν νέες δραστικές ενώσεις. Μια προσπάθεια 

προς αυτή την κατεύθυνση διεξήχθη χρησιμοποιώντας μια ροή εργασίας στο 

πρόγραμμα KNIME, ώστε να δοθεί προτεραιότητα σε ενώσεις από τη βάση 

δεδομένων της ChEMBL. 

Πιο αναλυτικά, χρησιμοποιήθηκε η βάση δεδομένων της ChEMBL ως μια 

δεξαμενή υποψήφιων ενώσεων ώστε να υποστούν εικονική διαλογή και να 

αξιολογηθεί η δραστικότητα αναστολής του HCV με in silico ροή εργασίας. Η 

ροή εργασίας KNIME για την αξιολόγηση αυτών των ενώσεων, περιλάμβανε 

τα εξής βήματα: Αρχικά, χρησιμοποιήθηκαν εργαλεία Χημειοπληροφορικής 

για την απομόνωση των ενώσεων από τη βάση δεδομένων της ChEMBL, που 

περιλαμβάνουν το βασικό σκελετό του ινδολίου. Συνολικά απομονώθηκαν 

24.000 ενώσεις που είναι ινδολικά παράγωγα. Στη συνέχεια, οι ενώσεις αυτές 

συγκρίθηκαν με την πιο δραστική ένωση του αρχικού συνόλου δεδομένων, 

την ένωση 25g, καθώς προσφέρει την ισχυρότερη αναστολή της 

πολυμεράσης του HCV. Συλλέχθηκαν 2.250 δομικά παρεμφερείς με τη 
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δραστική ένωση ενώσεις χρησιμοποιώντας τον δείκτη ομοιότητας Tanimoto 

και εκφραζόμενες σε «δακτυλικά αποτυπώματα». Τα δακτυλικά αποτυπώματα 

είναι αναπαραστάσεις των δομικών χαρακτηριστικών ενός μορίου, που 

δίδονται ως σειρά δυαδικών ψηφίων (bits) και αντιπροσωπεύουν την 

παρουσία ή απουσία συγκεκριμένων σκελετών στο μόριο. 

Το προτεινόμενο μοντέλο CoMSIA χρησιμοποιήθηκε για να αξιολογηθεί η 

δραστικότητα αυτών των ενώσεων. Η αναζήτηση του βασικού σκελετού του 

ινδολίου και της ομοιότητας των δακτυλικών αποτυπωμάτων που 

εφαρμόστηκε οδήγησε σε έναν «στενότερο χημικό χώρο» που αυξάνει τις 

πιθανότητες επιτυχίας αφού και το μοντέλο 3D-QSAR δομήθηκε με βάση 

ειδικά αυτόν τον σκελετό. 

Η διαλογή των 2.250 ενώσεων μέσω του καθιερωμένου μοντέλου CoMSIA 

κατέληξε σε 18 ενώσεις με υψηλές τιμές pEC50. Οι ενώσεις αυτές (1ν-18v) 

που προέβλεψε το εξαχθέν μοντέλο CoMSIA δίνονται στον Πίνακα 4.5. Οι 

ενώσεις 1v-8v φέρουν μία λιπόφιλη ομάδα ως υποκαταστάτη στη θέση R4 του 

ινδολίου, και για αυτό η δραστικότητά τους κυμαίνεται σε υψηλές τιμές. Τα ίδια 

αποτελέσματα έχουν και οι ενώσεις 12v και 15v, οι οποίες φέρουν μια ογκώδη 

υδρόφοβη ομάδα στη θέση υποκατάστασης R3. 

Πίνακας 4.5: Δομές και προβλεπόμενες τιμές pEC50 των ενώσεων της εικονικής 

διαλογής. 

Ένωση Δομή Προβλεπόμενη pEC50 

1v 

 

7,066 

2vs 

 

7,016 
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3v 

 

6,731 

4v 

 

6,730 

5v 

 

6,716 

6v 

 

6,625 

 

7v 

 

6,584 

8v 

 

6,566 

9v 

 

6,716 
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10v 

 

6,747 

11v 

 

7,116 

12v 

 

6,773 

13v 

 

6,509 

14v 

 

6,638 

15v 

 

6,535 
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16v 

 

6,693 

17v 

 

6,629 

18v 

 

6,600 

Στη συνέχεια, οι ενώσεις 1v-18v, που εξήχθησαν από την εικονική διαλογή, 

ελέχθησαν για την φαρμακο-ομοιότητά τους, ικανοποιώντας τους κανόνες του 

Lipinski (Ro5, Ro3), και τις ιδιότητες ADME (Απορρόφηση, Κατανομή, 

Μεταβολισμός, Απέκκριση). Ο έλεγχος πραγματοποιήθηκε με εφαρμογή του 

QikProp της εταιρίας Schrödinger μέσω του οποίου μπορεί να προβλεφθούν 

φυσικοί σημαντικοί περιγραφείς και φαρμακευτικά σχετικές ιδιότητες 

οργανικών μορίων. Εκτός από την πρόβλεψη των μοριακών ιδιοτήτων, μέσω 

του QikProp παρέχονται διακυμάνσεις για τη σύγκριση των ιδιοτήτων ενός 

συγκεκριμένου μορίου με εκείνες των 95% γνωστών φαρμάκων.250-254 Στον 

Πίνακα 4.6 παρουσιάζονται οι διακυμάνσεις τιμών των μοριακών ιδιοτήτων 

των 18 προβλεπόμενων ενώσεων αλλά και των προβλεπόμενων 

φαρμακευτικών ιδιοτήτων τους. 

Τέλος, η δραστικότητα των 18 προβλεπόμενων ενώσεων από το μοντέλο 3D-

QSAR αναζητήθηκε στη βάση δεδομένων της ChEMBL, και τα αποτελέσματα 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.7.255-263 Είναι αξιοσημείωτο ότι οι ενώσεις 9v, 

10v και 13v έχουν ήδη δοκιμαστεί για αναστολή της RNA-εξαρτώμενης RNA 

πολυμεράσης NS5B του HCV υπότυπου 1b, όπου εμφάνισαν επίσης μια 

ισχυρή αντι-ιική δράση κατά του HCV σε μολυσμένα με τον ιό ανθρώπινα 

ηπατικά κύτταρα. Αυτό πιστοποιεί το γεγονός ότι η προτεινόμενη εικονική ροή 
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εργασίας ελέγχου με βάση τη μοριακή πρόσδεση, το 3D-QSAR CoMSIA και 

την αναζήτηση ομοιότητας από βάση δεδομένων, κατόρθωσε να αποκαλύψει 

τα διαρθρωτικά χαρακτηριστικά, σημαντικά για την αναστολή της αντιγραφής 

του HCV. 

Πίνακας 4.6: Διακύμανση τιμών πρόβλεψης για τις κυριότερες ιδιότητες των ενώσεων 

εικονικής διαλογής, όπως υπολογίστηκαν με την εφαρμογή του QikProp. 

Ιδιότητες / Φυσικοί περιγραφείς  Διακύμανση τιμών  

Μοριακό βάρος 398,5 – 592,7 

Άτομα-δέκτες δεσμού υδρογόνου 2 – 10 

Άτομα-δότες δεσμού υδρογόνου 1 – 3 

Συντελεστής κατανομής νερού/οκτανόλης 3,4 – 7,5 

Διαλυτότητα σε νερό 8,7 – 16,2 

Αριθμός ατόμων αζώτου και οξυγόνου 3 – 8 

Αριθμός μεταβολικών αντιδράσεων 1 – 8 

Πίνακας 4.7: Αναστολή των ενώσεων εικονικής διαλογής βασισμένη σε προηγούμενες 

δημοσιεύσεις. 

Ένωση VS Αναστολή Περιγραφή Αναφορά 

1v Ki=19.000 nM 

Ανασταλτική δράση στην πρόσδεση του 
PGD-2 στην CRTH-2 με τη δοκιμασία 

πρόσδεσης hCRTH-2 χρησιμοποιώντας 
κυτταρικές μεμβράνες ΗΕΚ293 

255 

2v Ki=4.200 nM 

Ανασταλτική δράση στην πρόσδεση του 
PGD-2 στην CRTH-2 με τη δοκιμασία 

πρόσδεσης hCRTH-2 χρησιμοποιώντας 
κυτταρικές μεμβράνες ΗΕΚ293 

255 

3v IC50=8.300 nM 

Ανασταλτική συγκέντρωση κατά του 
αναστολέα ενεργοποιητή 

πλασμινογόνου-1 με τη δοκιμασία 
αντισώματος 

256 
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4v Ki=3.600 nM 

Ανασταλτική δράση στην πρόσδεση του 
PGD-2 στην CRTH-2 με τη δοκιμασία 

πρόσδεσης hCRTH-2 χρησιμοποιώντας 
κυτταρικές μεμβράνες ΗΕΚ293 

255 

5v Ki=4.200 nM 

Ανασταλτική δράση στην πρόσδεση του 
PGD-2 στην CRTH-2 με τη δοκιμασία 

πρόσδεσης hCRTH-2 χρησιμοποιώντας 
κυτταρικές μεμβράνες ΗΕΚ293 

255 

6v Ki=50.000 nM 

Ανασταλτική δράση στην πρόσδεση του 
PGD-2 στην CRTH-2 με τη δοκιμασία 

πρόσδεσης hCRTH-2 χρησιμοποιώντας 
κυτταρικές μεμβράνες ΗΕΚ293 

255 

7v IC50=28.700 nM 

Ανασταλτική συγκέντρωση κατά του 
αναστολέα ενεργοποιητή 

πλασμινογόνου-1 με τη δοκιμασία 
αντισώματος 

256 

8v Ki=1.200 nM 

Ανασταλτική δράση στην πρόσδεση του 
PGD-2 στην CRTH-2 με τη δοκιμασία 

πρόσδεσης hCRTH-2 χρησιμοποιώντας 
κυτταρικές μεμβράνες ΗΕΚ293 

255 

9v 

IC50=6 nM 

Αναστολή της υπότυπου 1b NS5B 
Cdelta21 RNA-εξαρτώμενης RNA 

πολυμεράσης του HCV που εκφράζεται 
σε Escherichia coli JM109 και 
αξιολογείται ως αναστολή της 

ενσωμάτωσης [alpha32P]CTP μετά από 
1 ώρα με τη δοκιμασία σπινθηρισμού 

257 

EC50=50 nM 
   Αντι-ιική δράση κατά του HCV σε 

ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα που έχουν 
μολυνθεί από τον ιό 

10v 

IC50=6 nM 

Αναστολή της υπότυπου 1b NS5B 
Cdelta21 RNA-εξαρτώμενης RNA 

πολυμεράσης του HCV που εκφράζεται 
σε Escherichia coli JM109 και 
αξιολογείται ως αναστολή της 

ενσωμάτωσης [alpha32P]CTP μετά από 
1 ώρα με τη δοκιμασία σπινθηρισμού 

257 

EC50=600 nM 
   Αντι-ιική δράση κατά του HCV σε 

ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα που έχουν 
μολυνθεί από τον ιό 

11v IC50=200 nM 

Ανασταλτική συγκέντρωση έναντι 
ενζύμου 1 μετατροπής ενδοθηλίνης 

χρησιμοποιώντας υπόστρωμα 
προερχόμενο από βραδυκινίνη 

258 
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12v Αναστολή=31 nM 

 Αναστολή της ανθρώπινης 
CSNK2A1/2B που εκφράζεται σε 
Escherichia coli BL21 (DE3) με τη 

χρήση RRRDDDSDDD ως υπόστρωμα 
μετά από 15 λεπτά με τη μέθοδο 

μέτρησης σπινθηρισμού 

259 

13v 

IC50=5 nM 

Αναστολή της υπότυπου 1b NS5B 
Cdelta21 RNA-εξαρτώμενης RNA 

πολυμεράσης του HCV που εκφράζεται 
σε Escherichia coli JM109 και 
αξιολογείται ως αναστολή της 

ενσωμάτωσης [alpha32P]CTP μετά από 
1 ώρα με τη δοκιμασία σπινθηρισμού 

257 

EC50=60 nM 
   Αντι-ιική δράση κατά του HCV σε 

ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα που έχουν 
μολυνθεί από τον ιό 

14v IC50=1.900 nM 
Αναστολή του TACE με τη μέθοδο 
Μεταφοράς Ενέργειας Συντονισμού 

Φθορισμού (FRET) 
260 

15v IC50=4,5 nM 

Ανταγωνιστική δράση σε ανθρώπινο 
ανασυνδυασμένο υποδοχέα 

CRTH2που εκφράζεται σε κύτταρα 
ΗΕΚ293 και αξιολογείται ως αναστολή 

της DK-PGD2 επαγόμενη από τον 
σχηματισμό ενδοκυτταρικού cAMP 

261 

16v IC50=10 nM 
Αναστολή του ανθρώπινου υποδοχέα 

ΡΡΑRgamma με τη δοκιμασία 
εγγύτητας σπινθηρισμού 

262 

17v IC50=16 nM 
Αναστολή του ανθρώπινου υποδοχέα 

ΡΡΑRgamma με τη δοκιμασία 
εγγύτητας σπινθηρισμού 

262 

18v IC50=3 nM 
Ανασταλτική συγκέντρωση κατά της 

ανθρώπινης μη παγκρεατικής 
εκκριτικής φωσφολιπάσης Α2 (sPLA2) 

263 

 

4.7 Συμπεράσματα 

Σε αυτό το κεφάλαιο, εφαρμόστηκε μία υπολογιστική ροή εργασίας εικονικής 

διαλογής που συνδυάζει τη μοριακή πρόσδεση, το 3D-QSAR CoMSIA και την 

αναζήτηση ομοιότητας στη βάση δεδομένων ChEMBL, με σκοπό τον 

εντοπισμό των Ν-υποκατεστημένων ινδολικών παραγώγων που δρουν ως 

αναστολείς της αντιγραφής του HCV. Λόγω της υψηλής δυνατότητας 

πρόβλεψης,264, 265 η ροή μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για τη διαλογή 
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άλλων βάσεων δεδομένων (PubChem, Zinc, κ.α.) ή εικονικών συνδυασμών 

για τον προσδιορισμό παραγώγων με την επιθυμητή δραστικότητα. Με την 

εφαρμογή του μοντέλου κατορθώθηκε να εντοπιστούν οι πλέον υποσχόμενες 

ενώσεις από μια ομάδα νέων παραγώγων και να δοθεί προτεραιότητα σε ένα 

κατάλογο ενώσεων για διαλογή. Η προσέγγιση αποκάλυψε πολλά 

υποσχόμενες χημικές ενώσεις με υψηλό δυναμικό δραστικότητας.266 Από 

αυτές, οι 9v, 10v και 13v έχουν ήδη δοκιμαστεί και έχει βρεθεί ότι έχουν 

ισχυρή αντι-ιική δράση κατά του HCV σε ανθρώπινα ηπατικά κύτταρα που 

έχουν μολυνθεί από τον ιό σε νανομοριακή κλίμακα. Τα ενθαρρυντικά 

αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η προτεινόμενη μέθοδος μπορεί να 

γενικευθεί ως ένα ορθολογικό εργαλείο ανακάλυψης φαρμάκων για την 

ταυτοποίηση νέων ενώσεων-οδηγών για ένα ευρύ φάσμα ασθενειών. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΑΝΑΖΗΤΗΣΗ ΝΕΩΝ ΒΙΟΔΡΑΣΤΙΚΩΝ ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ ΤΗΣ 

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ ΤΟΥ HCV ΣΥΝΔΥΑΖΟΝΤΑΣ ΜΟΡΙΑΚΗ 

ΠΡΟΣΔΕΣΗ, 3D-QSAR ΚΑΙ ΕΙΚΟΝΙΚΗ ΔΙΑΛΟΓΗ 

5.1 Εισαγωγή 

Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφεται ο συνδυασμός των υπολογιστικών μεθόδων 

της μοριακής πρόσδεσης, της ανάλυσης 3D-QSAR CoMFA, της αναζήτησης 

ομοιότητας και της εικονικής διαλογής που χρησιμοποιείται για τον εντοπισμό 

νέων αναστολέων της αντιγραφής του HCV. Προσπάθειες διεξήχθησαν ώστε 

να γίνουν κατανοητά εκείνα τα δομικά χαρακτηριστικά που επηρεάζουν την 

πρόσδεση 53 αναλόγων ανθρανιλικού οξέος στην RNA πολυμεράση NS5B 

GT1b του ιού της ηπατίτιδας C.267, 268 Αυτές οι ενώσεις έχουν συντεθεί και 

δοκιμαστεί ως αναστολείς της αντιγραφής του HCV από τον Stammers et al., 

και μάλιστα αρκετές από αυτές έχουν συγκρυσταλλωθεί με την πολυμεράση 

του HCV. Στην παρούσα μελέτη, όλες οι ενώσεις προσδέθηκαν στην 

κοιλότητα του «αντίχειρα» ΙΙ (TP-2) του ενζύμου και η προσδεμένη 

διαμόρφωση που αποκτά κάθε ένωση χρησιμοποιήθηκε στη συνέχεια σε μια 

ευθυγράμμιση που βασίζεται στον υποδοχέα για την παραγωγή των πεδίων 

CoMFA. Η υπολογιστική ροή εργασίας που ακολουθήθηκε, όπως 

παρουσιάστηκε και στο προηγούμενο κεφάλαιο, προκειμένου να οικοδομηθεί 

ένα μοντέλο 3D-QSAR CoMFA, απεικονίζεται γραφικά στο Σχήμα 5.1. 
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Σχήμα 5.1: Η υπολογιστική ροή εργασίας που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη 

για τον εντοπισμό νέων ενώσεων ως αναστολείς του HCV. Αρχικά, το σύνολο δεδομένων 

των 53 αναλόγων ανθρανιλικού οξέος προσδένονται στην κοιλότητα (TP-2) της πολυμεράσης 

του HCV για τον υπολογισμό της βαθμολογίας πρόσδεσης. Η πόζα πρόσδεσης του κάθε 

αναστολέα χρησιμοποιείται σε μία ευθυγράμμιση με βάση τον υποδοχέα για τη δημιουργία 

των πεδίων CoMFA. Εξάγεται το μοντέλο 3D-QSAR CoMFA, στη συνέχεια, ώστε να 

υπολογιστεί με ακρίβεια η δραστικότητα τους και, τέλος, ανάλογα ανθρανιλικού οξέος που 

περιλαμβάνονται στη βάση δεδομένων της PubChem λαμβάνουν προτεραιότητα για την 

εικονική διαλογή. 

5.2 Επιλογή και προετοιμασία της κρυσταλλογραφικής δομής της RNA 

πολυμεράσης του HCV 

Στην Πρωτεϊνική Βάση Δεδομένων RCSB (PDB) είναι διαθέσιμες πέντε 

κρυσταλλογραφικές δομές ακτίνων Χ της πολυμεράσης NS5B GT1b του HCV 

με συγκρυσταλλωμένο αναστολέα, ένα παράγωγο ανθρανιλικού οξέος. Οι 

δομές αυτές μπορούν να αναζητηθούν στη βάση δεδομένων με τους 

κωδικούς 4J08, 4JU3, 4JU4, 4JU7 και 4JJS. Δεδομένου ότι δεν 

παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στη διαμόρφωση και των πέντε 
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κρυσταλλογραφικών δομών, επιλέχθηκε για επεξεργασία και για τα πειράματα 

μοριακής πρόσδεσης η κρυσταλλογραφική δομή με την υψηλότερη ανάλυση 

ακτίνων Χ (PDB ID: 4JU3, 2.00 Å). Η προετοιμασία της έγινε με τη χρήση της 

εφαρμογής «Protein Preparation Wizard» της Schrödinger.142 Κατά τη 

διαδικασία αυτή, ελέγχθηκε η σειρά των δεσμών και οι δισουλφιδικοί δεσμοί, 

προστέθηκαν όλα τα άτομα υδρογόνου, ενώ όλα τα μόρια του νερού που 

απέχουν μια απόσταση μεγαλύτερη των 5 Å από την αλλοστερική θέση TP-2 

διεγράφησαν. Στη συνέχεια, χρησιμοποιήθηκε η εφαρμογή Epik 2.3 για την 

πρόβλεψη του ιοντισμού και της ταυτομέρειας των αμινοξέων του ενζύμου.142, 

215 Το δίκτυο δεσμών υδρογόνου βελτιστοποιήθηκε προσανατολίζοντας ορθά 

τις ομάδες υδροξυλίου και των ομάδων αμιδίου στα αμινοξέα Asn και Gln, 

καθώς και του δακτυλίου του ιμιδαζολίου για το αμινοξύ His. Τέλος, 

χρησιμοποιώντας την εφαρμογή «Impref» και το πεδίο δυνάμεων 

OPLS_2005,123, 138 βελτιστοποιήθηκαν οι θέσεις των ατόμων του υδρογόνου 

με τη διατήρηση όλων των υπόλοιπων ατόμων στη θέση τους. 

Η περιοχή πρόσδεσης του «αντίχειρα» IΙ (ΤΡ-2) είναι μία στενή υδρόφοβη 

κοιλότητα κοντά στη βάση του τμήματος του αντίχειρα της πολυμεράσης, και 

απέχει περίπου 35 Å από το ενεργό κέντρο του ενζύμου. Η ανάλυση της 

αλληλουχίας έχει δείξει ότι η πρωτοταγής δομή αυτής της θέσης πρόσδεσης 

είναι σχετικά καλά διατηρημένη μεταξύ των γνωστών γονότυπων του HCV.269 

Η θέση πρόσδεσης διασχίζει τον αντίχειρα από εμπρός προς τα πίσω του 

«χεριού» της RdRp, αλλά είναι σχετικά ρηχή και στενή (30 Å × 10 Å ×  10 Å). 

Ο μηχανισμός δράσης για τους αναστολείς της περιοχής ΤΡ-2 είναι άγνωστος. 

Έχει προταθεί ότι η αναστολή οφείλεται στην παρεμπόδιση της σύνδεσης με 

άλλες πρωτεΐνες που είναι σημαντικές για την αντιγραφή.269 Η κοιλότητα του  

«αντίχειρα» ΙΙ αποτελείται από τα αμινοξέα Leu419, Arg422, Met423, His475, 

Ser476, Tyr477, Ile482, Val485, Leu497, Leu489, Arg501, Trp528, και 

Lys533, ενώ ευνοούνται οι δεσμοί υδρογόνου με τα πολικά κατάλοιπα. Η 

παρατηρούμενη αλληλεπίδραση-κλειδί μεταξύ ενός αναστολέα ανθρανιλικού 

οξέος και του ενζύμου είναι οι δύο δεσμοί υδρογόνου μεταξύ των δύο ατόμων 

οξυγόνου της καρβοξυλικής ομάδας και των ατόμων αζώτου του αμιδικού 

σκελετού των αμινοξέων Ser476 και Tyr477. 
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5.3 Σχεδιασμός και προετοιμασία των αναστολέων 

Οι μοριακές δομές που πρόκειται να προσδεθούν (προσδέτες, ligands) 

πρέπει να είναι σε τριδιάστατη μορφή. Αφού σχεδιαστούν σε δομή δύο 

διαστάσεων και μετατραπούν σε τριδιάστατη δομή βελτιστοποιείται η δομή 

τους με μεθόδους ελαχιστοποίησης της ενέργειας. Είναι απαραίτητο οι δεσμοί 

μεταξύ των ατόμων να έχουν το κατάλληλο μήκος και οι γωνίες των δεσμών 

να είναι επίσης οι κατάλληλες. Πρέπει να φέρουν όλα τα άτομα υδρογόνου και 

να είναι κατάλληλα πρωτονιομένες στο pH που εκτελούνται οι in vitro δοκιμές 

στο ένζυμο. Αφού γίνει η προετοιμασία των μοριακών δομών αποθηκεύονται 

στην κατάλληλη μορφή που απαιτεί το υπολογιστικό πρόγραμμα για να 

χρησιμοποιηθούν ως αρχεία εισόδου. 

Για την ανάπτυξη του μοντέλου 3D-QSAR, δημιουργήθηκε μία βάση 

δεδομένων που περιείχε 53 παράγωγα ανθρανιλικού οξέος (Πίνακας 5.1).267 

Τα παράγωγα αυτά έχουν ελεγχθεί πειραματικά για την αναστολή της 

αντιγραφής του HCV σε μία βιοχημική δοκιμασία με κοινό πρωτόκολλο, 

χρησιμοποιώντας μια πρωτεΐνη Δ21NS5B γονότυπου 1b.267, 268 Οι 3D δομές 

των παραγώγων ανθρανιλικού οξέος σχεδιάστηκαν στο πακέτο μοριακής 

μοντελοποίησης Maestro 9.3 της Schrödinger. Όλα τα άτομα υδρογόνου 

προστέθηκαν και τα μόρια υποβλήθηκαν σε πλήρη βελτιστοποίηση δομής, 

χρησιμοποιώντας τη διαδικασία ελαχιστοποίησης του MacroModel 9.9.123 Για 

την ελαχιστοποίηση, επιλέχθηκε το νερό ως διαλύτης και χρησιμοποιήθηκαν 

το πεδίο δυνάμεων OPLS_2005138 και ο αλγόριθμος συζευγμένης κλίσης 

Polak-Ribiere (500 επαναλήψεις με βαθμίδα ελαχιστοποίησης 0,01 

kcal/mol•Å). Οι δομές στη συνέχεια ελέγχθηκαν ώστε να είναι σωστός ο 

ιοντισμός τους και η ταυτομέρειά τους στο pH που εκτελούνται οι in vitro 

δοκιμές στο ένζυμο (pH 7,5) με την εφαρμογή του LigPrep 2.5.143 Τέλος, 

υπολογίστηκαν τα φορτία Gasteiger-Hückel για όλες τις ενώσεις στο 

πρόγραμμα του SYBYL 8.0.201, 202 
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Πίνακας 5.1: Οι μοριακές δομές των 53 παραγώγων ανθρανιλικού οξέος και οι 

πειραματικές τιμές IC50. 

 

 

 

ID Ένωση* R1 R2 R3 IC50 (μM)** 

1 5a 
 

H H 26 

2 5b 
 

H Br 9 

3 5c 
 

Cl H 11 

4 6a 
 

H Br 43 

5 6b 
 

H Br 8,4 

6 6c 

 

H Br 4,5 

7 6d 

 

H Br 6,1 

8 7c 
 

Cl H 6,8 

9 7d 

 

Cl H 4,6 

10 9a 

 

H Ph 3,7 

11 10a 

 

Ph H 6,7 

12 11a 

 

H 
 

0,55 

13 11b 
 

H 
 

0,22 
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14 11c 
 

H 
 

0,34 

15 12a 

 
 

H 0,61 

16 12b 
  

H 0,16 

17 12c 
  

H 0,31 

18 3 
 

H 
 

0,78 

19 4 
 

H 

 

0,47 

20 5 
 

H 
 

0,53 

21 6 
 

H 

 

0,29 

22 7 
 

H 

 

0,33 

23 8 
 

H 

 

0,085 

24 9 
 

H 

 

0,27 

25 10 
 

H 

 

0,37 

26 11 
 

H 
 

0,21 

27 13 

  
H 1,9 

28 14 

  

H 1,1 
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29 15 

  
H 1,5 

30 16 

  

H 2,9 

31 17 

  

H 1,4 

32 18 

  

H 2,2 

33 19 

  

H 3 

 

 

34 23 

 

H 
 

1,64 

35 24 
 

H 
 

0,67 

36 25 

 

H 
 

1,3 

37 26 

 

H 
 

2 

38 28 

  
H 1,4 

39 29 
  

H 0,74 

40 30 

  
H 4,3 
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*Η αρίθμηση των ενώσεων της δεύτερης στήλης του πίνακα έχει αντληθεί από τις αντίστοιχες 

βιβλιογραφικές παραπομπές 267 και 268. 

**Οι τιμές IC50 μετρήθηκαν με τη χρήση μιας πρωτεΐνης Δ21NS5B γονότυπου 1b. Η βιοχημική 

δοκιμασία διεξήχθη σε πλάκες 96 φρεατίων με χρήση 2±10 nΜ ενζύμου, 0,5 μCi [
3
Η]UTP, 1 

μM UTP, 250 nΜ 5’-βιοτινυλιωμένο ολιγο(rU12), 10 μg/ml πολυ(rΑ) σε 20 mM Tris–HCl pΗ 

41 31 

  
H 1,3 

42 36 
 

H 
 

0,46 

43 37 
  

H > 40 

44 38 
 

H 

 

0,19 

45 39 
  

H 1,3 

46 40 
 

H 

 

0,47 

47 41 
 

H 
 

0,74 

48 42 
 

H 
 

0,45 

49 43 
 

H 

 

0,33 

50 44 
 

H 

 

0,3 

51 45 

 

H 

 

0,2 

52 46 
 

H 
 

0,08 

53 47 
 

H 

 

0,19 
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7,5, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,2 U/μl του RNasin, 5% DMSO, 3% γλυκερόλη, 

30 mM NaCl, 0.33% δωδεκυλ-β-D-μαλτοζίτη, 0,01% IGEPAL. Η αντίδραση των 60 μl 

τερματίστηκε μετά από 90 λεπτά στους 22 °C με την προσθήκη 20 μl διαλύματος διακοπής 

(150 μg/ml του tRNA σε 0,5 Μ EDTA) και 30 μl σφαιριδίων επικαλυμμένων με στρεπταβιδίνη 

[8 mg/ml σε 20 mM Tris–HCl pΗ 7,5, 25 mM ΚCΙ, 0.025% (w/v) αζίδιο του νατρίου], για 

Δοκιμασία Εγγύτητας Σπινθηρισμού (Perkin Elmer-Amersham). Μετά από 30 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου, 75 μl των 5 Μ χλωριούχου καισίου προστέθηκαν στα φρεάτια και η 

πλάκα αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 1 ώρα πριν την ποσοτικοποίηση της 

ραδιενέργειας UMP που ενσωματώνεται πάνω στο βιοτινυλιωμένο εκκινητή μετρώντας για 60 

s σε μία TopCount (Packard). 

5.4 Μοριακή πρόσδεση με χρήση του αλγόριθμου GLIDE 

Ο αλγόριθμος GLIDE της Schrödinger χρησιμοποιήθηκε για τη διαδικασία της 

μοριακής πρόσδεσης.162 Η χρήση του GLIDE έδειξε ικανοποιητική 

αναπαραγωγιμότητα της διαμόρφωσης του συγκρυσταλλωμένου προσδέτη 

στο ένζυμο της κρυσταλλογραφικής μελέτης που χρησιμοποιήθηκε, με RMSD 

μικρότερο από 0,2. Ο αλγόριθμος του GLIDE έχει προταθεί στη βιβλιογραφία 

για την ακρίβεια που παρέχει στη μοριακή πρόσδεση αλλά και τη 

βαθμολόγηση.270 Η περιοχή πρόσδεσης ορίστηκε από ένα κύβο διαστάσεων 

12 Å × 12 Å × 12 Å  του οποίου το κέντρο να συμπίπτει με αυτό του προσδέτη 

και επιλέχθηκε η πρόσδεση προσδετών παρόμοιων σε μέγεθος με τον 

συγκρυσταλλωμένο προσδέτη. Οι άλλες παράμετροι που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν οι προεπιλεγμένες από το πρόγραμμα. Το επίπεδο ακρίβειας XP (Extra 

Precision) και το XP GScore χρησιμοποιήθηκαν για την πρόσδεση και τη 

βαθμολόγηση, αντίστοιχα. Επιλέχθηκε η πόζα του κάθε προσδέτη με βάση 

την ευνοϊκότερη βαθμονόμηση και τις επιθυμητές αλληλεπιδράσεις που 

δημιουργούνται μεταξύ πρωτεΐνης και προσδέτη. 

Αρχικά, εφαρμόστηκε μοριακή πρόσδεση στον πιο δραστικό αναστολέα της 

σειράς, την ένωση 8 (ID = 23, Πίνακας 5.1), η οποία έχει ήδη 

συγκρυσταλλωθεί  με την πολυμεράση NS5B του HCV και περιγράφεται από 

τους Stammers et αl..267 Στο Σχήμα 5.2 απεικονίζεται η υπέρθεση της 

συγκρυσταλλωμένης και προσδεμένης με εφαρμογή του αλγόριθμου GLIDE 

ένωσης 8 στην κοιλότητα του αντίχειρα ΙΙ. Από το μικρό RMSD της 

υπέρθεσης, είναι προφανές ότι η χρήση του αλγόριθμου GLIDE που 
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χρησιμοποιείται για τα πειράματα μοριακής πρόσδεσης αναπαράγει τα 

κρυσταλλογραφικά πειραματικά δεδομένα για δομικά παρόμοιες ενώσεις. 

 

Σχήμα 5.2: Το αποτέλεσμα της υπέρθεσης των δύο δομών: με πράσινο χρώμα 

αναπαριστάται η κρυσταλλογραφημένη δομή και με πορτοκαλί η προσδεμένη ένωση 8 

(RMSD < 0.2). 

Στη συνέχεια, με τον ίδιο τρόπο και τα υπόλοιπα παράγωγα του ανθρανιλικού 

οξέος προσδέθηκαν στην αλλοστερική θέση του αντίχειρα ΙΙ της πολυμεράσης 

του HCV. Τα αποτελέσματα πρόσδεσης που εκφράζονται σε XP GScore 

καταγράφονται στον Πίνακα 5.2. Όσο χαμηλότερη είναι η τιμή του XP GScore, 

τόσο ισχυρότερη αναμένεται να είναι η πρόσδεση της ένωσης και πιθανά και η 

αναστολή που θα προκαλέσει. Παρατηρώντας τα αποτελέσματα, δεν 

προκύπτει μία πολύ καλή συσχέτιση μεταξύ βαθμολογίας πρόσδεσης και 

δραστικότητας των ενώσεων, και επομένως, δεν μπορούν να αιτιολογηθούν 

όλα τα βιολογικά αποτελέσματα των ενώσεων της σειράς (Σχήμα Π1, 

Παράρτημα ΙII). 

Πίνακας 5.2: Οι πειραματικές τιμές pIC50, οι βαθμολογίες μοριακής πρόσδεσης, οι 

προβλεπόμενες από το μοντέλο τιμές pIC50 και η διαφορά τους από τις πειραματικές 

για τα 53 παράγωγα ανθρανιλικού οξέος. 

ID XP GScore Πειραματική pIC50 Προβλεπόμενη pIC50 Διαφορά 

1 -7,220 4,585 4,621 -0,036 

2* -7,949 5,046 4,698 0,348 

3 -6,724 4,959 5,037 -0,078 

4 -7,462 4,367 4,683 -0,316 
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5 -6,395 5,076 5,014 0,062 

6* -7,772 5,347 4,913 0,434 

7 -6,357 5,215 5,121 0,094 

8 -7,349 5,167 5,025 0,142 

9 -6,139 5,337 5,081 0,256 

10 -6,739 5,432 5,523 -0,091 

11 -6,525 5,174 5,210 -0,036 

12 -6,138 6,260 6,303 -0,043 

13 -7,369 6,658 6,489 0,169 

14* -7,618 6,469 6,066 0,403 

15 -8,087 6,215 6,317 -0,102 

16* -8,860 6,796 6,276 0,520 

17 -7,845 6,509 6,419 0,090 

18 -8,237 6,108 6,101 0,007 

19 -7,535 6,328 6,535 -0,207 

20* -7,632 6,276 6,511 -0,235 

21 -9,146 6,538 6,513 0,025 

22 -6,961 6,481 6,500 -0,019 

23 -12,606 7,071 7,072 -0,001 

24 -8,971 6,569 6,580 -0,011 

25* -7,468 6,432 6,339 0,093 

26 -7,996 6,678 6,730 -0,052 

27 -6,217 5,721 5,633 0,088 

28 -7,410 5,959 5,980 -0,021 

29* -7,650 5,824 5,881 -0,057 

30 -6,969 5,538 5,601 -0,063 

31 -7,559 5,854 5,805 0,049 

32 -6,790 5,658 5,657 0,001 
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33 -8,554 5,523 5,521 0,002 

34* -7,936 5,785 6,102 -0,317 

35 -8,279 6,174 6,093 0,081 

36 -8,036 5,886 6,060 -0,174 

37 -7,841 5,699 5,622 0,077 

38 -8,148 5,854 5,938 -0,084 

39* -9,008 6,131 6,257 -0,126 

40 -6,555 5,367 5,553 -0,186 

41 -8,811 5,886 5,776 0,110 

42 -9,069 6,337 6,343 -0,006 

43* -8,420 ~4,4 5,607 - 

44 -8,898 6,721 7,005 -0,284 

45 -7,732 5,886 5,882 0,004 

46 -7,496 6,328 6,224 0,104 

47 -8,489 6,131 6,137 -0,006 

48* -8,602 6,347 6,476 -0,129 

49 -8,219 6,481 6,297 0,184 

50 -9,087 6,523 6,580 -0,057 

51 -8,464 6,699 6,485 0,214 

52 -9,211 7,097 6,994 0,103 

53 -9,026 6,721 6,710 0,011 

*Ενώσεις της ομάδας ελέγχου 

Το αποτέλεσμα της μοριακής πρόσδεσης της ένωσης 8 της σειράς αυτής 

παριστάνεται τριδιάστατα στο Σχήμα 5.3. Όπως προαναφέρθηκε, η πόζα που 

υιοθετείται είναι η ίδια με αυτή του συγκρυσταλλωμένου αναστολέα. Η δεξιά 

πλευρά (RHS) του σκελετού του ανθρανιλικού οξέος (4-μεθυλο-φαινυλο 

σουλφοναμιδική ομάδα) τοποθετείται μέσα στη βαθιά λιπόφιλη κοιλότητα του 

ενζύμου και μία νέα αλληλεπίδραση δεσμού υδρογόνου μεταξύ της αριστερής 

πλευράς (LHS) του ανθρανιλικού σκελετού και της πλευρικής αλυσίδας του 
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αμινοξέος R490 (αργινίνη) προστίθεται στους τρεις δεσμούς υδρογόνου του 

μορίου με τα αμινοξέα S476 (σερίνη), Y477 (τυροσίνη) και L497 (λευκίνη), 

όπως εμφανίστηκαν στην κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ.  

 

Σχήμα 5.3: Τα αντιπροσωπευτικά αποτελέσματα πρόσδεσης της ενεργής ένωσης 8 με 

την υψηλότερη βαθμολογία πρόσδεσης -12.606 kcal•mol
-1

. Οι αλληλεπιδράσεις δεσμού 

υδρογόνου απεικονίζονται με κίτρινες διακεκομμένες γραμμές (R: Arg, L: Leu, M: Met, W: Trp, 

R: Arg, S: Ser, Y: Tyr). 

5.5 Εξαγωγή του μοντέλου 3D-QSAR CoMFA 

5.5.1 Ομάδα δεδομένων (Ομάδα εκμάθησης και ομάδα ελέγχου) 

Αρχικά, οι συγκεντρώσεις της ανασταλτικής δράσης (IC50) των 53 αναλόγων 

του ανθρανιλικού οξέος μετατράπηκαν στις αντίστοιχες τιμές pIC50, που 

ισούνται με τον αρνητικό δεκαδικό λογάριθμο των αρχικών τιμών (-logIC50), 

και χρησιμοποιούνται ως εξαρτημένες μεταβλητές στην ανάλυση CoMFA.271 

Στη συνέχεια, το σύνολο των δεδομένων ταξινομήθηκε σε ομάδα εκμάθησης 

και ομάδα ελέγχου. Η ομάδα εκμάθησης περιλαμβάνει αντιπροσωπευτικό 

δείγμα από άποψη μοριακής δομής και βιοδραστικότητας.227-230, 264, 272-282 Η 

κατανομή των τιμών δραστικότητας για την ομάδα ελέγχου ακολουθεί την 

κατανομή των τιμών δραστικότητας για την ομάδα εκμάθησης. Σύμφωνα με 

τους Golbraikh και Tropsha,231 η προσέγγιση αυτή είναι ορθή, δεδομένου ότι 

αντιπροσωπευτικά σημεία της ομάδας ελέγχου πρέπει να είναι παρόμοια με 

εκείνα της ομάδας εκμάθησης, και το αντίθετο. Ο διαχωρισμός του συνόλου 

δεδομένων σε ομάδα εκμάθησης και ομάδα ελέγχου έγινε σε μια ευρέως 
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χρησιμοποιούμενη αναλογία 4:1. Συνεπώς, η ομάδα εκμάθησης αποτελείται 

από 42 μόρια, και η ομάδα ελέγχου από έντεκα μόρια (Πίνακας 5.2). Η 

ανάλυση μερικών ελαχίστων τετραγώνων (PLS) χρησιμοποιήθηκε για την 

εξαγωγή της σχέσης μεταξύ των πεδίων CoMFA και της ανασταλτικής δράσης 

(τιμές IC50).
204, 283 Το μοντέλο 3D-QSAR CoMFA παρήχθη χρησιμοποιώντας 

την πρότυπη εφαρμογή του πακέτου μοριακής μοντελοποίησης SYBYL 8.0. 

5.5.2 Ευθυγράμμιση της ομάδας δεδομένων (Dataset alignment) 

Το παρόν μοντέλο CoMFA παρήχθη χρησιμοποιώντας το αποτέλεσμα της 

ευθυγράμμισης, με βάση την πρωτεΐνη (“protein-based” alignment), της 

ομάδας εκμάθησης. Το αποτέλεσμα της ευθυγράμμισης απεικονίζεται στο 

Σχήμα 5.4. Η δραστική ένωση 8 χρησιμοποιήθηκε ως πρότυπο μόριο για την 

ευθυγράμμιση με τη χρήση δώδεκα ατόμων (Σχήμα 5.5), που είναι κοινά σε 

όλα τα ανάλογα της σειράς που μελετάται.  

 

Σχήμα 5.4: Το αποτέλεσμα της ευθυγράμμισης των ενώσεων της ομάδας εκμάθησης 

που χρησιμοποιήθηκε για την εξαγωγή του μοντέλου CoMFA, βασισμένο στην 

προσδεμένη δομή της δραστικής ένωσης 8. 

 

Σχήμα 5.5: Το κοινό υπόστρωμα με τα δώδεκα άτομα όλων των αναλόγων της σειράς 

που μελετάται. 
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Η υπέρθεση, κατά την οποία το κάθε κοινό άτομο κάθε αναλόγου τοποθετείται 

άκαμπτα πάνω στο αντίστοιχο άτομο της πρότυπης ένωσης διεξήχθη 

χρησιμοποιώντας το βοηθητικό πρόγραμμα «Ευθυγράμμιση βάσης 

δεδομένων» (Align database) που διατίθεται από το υπολογιστικό πρόγραμμα 

SYBYL 8.0 (Tripos). 

5.5.3 Ανάλυση CoMFA 

Γενικότερα, τα μοντέλα CoMFA δημιουργούνται χρησιμοποιώντας το 

συνδυασμό των στερικού και του ηλεκτροστατικά πεδίου. Ο βέλτιστος αριθμός 

συνιστωσών πέντε αντιστοιχεί στην υψηλότερη τιμή Q2 στα 0,708 και στο 

χαμηλότερο SEP στα 0,376. Ο συντελεστής συσχέτισης της μη-

διασταυρούμενης μεθόδου επικύρωσης R2
train στα 0,965, το SEE στα 0,130, 

και η τιμή F στα 199,276 δείχνουν μία ικανοποιητική στατιστικά συσχέτιση 

μεταξύ των προβλεπόμενων και των πειραματικών τιμών pIC50 για τη μη-

διασταυρούμενη επικύρωση του μοντέλου CoMFA (Πίνακας 5.3). Στο Σχήμα 

5.6 παρουσιάζεται η σχέση μεταξύ των προβλεπόμενων και των 

παρατηρούμενων τιμών pIC50. Η ανάλυση CoMFA δείχνει ότι η σχετική 

συνεισφορά των πεδίων είναι 70,4 και 29,6% για το στερικό και το 

ηλεκτροστατικό πεδίο, αντίστοιχα. 

Πίνακας 5.3: Τα στατιστικά αποτελέσματα του μοντέλου CoMFA. 

Μοντέλο CoMFA 

ONC 5 

Q2 0,708 

SEP 0,376 

R2
train 0,965 

SEE 0,130 

F 199,276 

Στερικό / Ηλεκτροστατικό 0,704 / 0,296 

R2
test 0,651 

𝑟𝑚
2̅̅ ̅̅ ̅ 0,598 

𝛥𝑟𝑚
2 0,197 
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Όπου, 

Στερικό / Ηλεκτροστατικό: Η συνεισφορά του στερικού και ηλεκτροστατικού πεδίου στην PLS 

ανάλυση 

 

Σχήμα 5.6: Διάγραμμα συσχέτισης μεταξύ των προβλεπόμενων τιμών pIC50 και των 

πειραματικών για το μοντέλο CoMFA, τόσο για την ομάδα εκμάθησης όσο και για την 

ομάδα ελέγχου. 

5.5.4 Επικύρωση του μοντέλου 3D-QSAR CoMFA 

Όπως αναφέρθηκε και στην παράγραφο 4.5.4 του αντίστοιχου κεφαλαίου, για 

να εκτιμηθεί περαιτέρω η σταθερότητα και η δυνατότητα πρόβλεψης του 

μοντέλου CoMFA πραγματοποιήθηκε η εξωτερική επικύρωση. Η επικύρωση 

πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας τα υπόλοιπα έντεκα μόρια του συνόλου 

δεδομένων που δεν έλαβαν μέρος στη δημιουργία του μοντέλου, αυτά της 

ομάδας ελέγχου. Στο Σχήμα 5.6 μπορεί να γίνει αντιληπτό ότι οι 

προβλεπόμενες τιμές pIC50 των ενώσεων της ομάδας ελέγχου είναι σε 

αντιστοιχία με τις πειραματικές αυτών εντός των ορίων ανοχής σφάλματος 

(κόκκινη γραμμή). Η τιμή του συντελεστή συσχέτισης για τις ενώσεις της 

ομάδας ελέγχου R2
test υπολογίστηκε στα 0,651, αποδεικνύοντας την καλή 

συσχέτιση μεταξύ των προβλεπόμενων και των πειραματικών τιμών pIC50. 

y = 1,0001x - 0,0008, R² = 0,9651 

y = 0,747x + 1,5992, R² = 0,7647 
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Στη συνέχεια, χρησιμοποιώντας ομοίως την ομάδα ελέγχου υπολογίστηκε η 

εξωτερική ισχύ πρόβλεψης του ανεπτυγμένου μοντέλου 3D-QSAR, με τις 

τιμές των 𝑟𝑚
2̅̅ ̅̅̅ και 𝛥rm

2 να υπολογίζονται στα 0,598 και 0,197, αντίστοιχα. Το 

μοντέλο επικυρώθηκε και με την εφαρμογή του κόμβου ENALOS KNIME 

αφού πέρασε επιτυχώς τις προτεινόμενες δοκιμές του Δρ. Tropsha για τη 

δυνατότητα πρόβλεψης ενός μοντέλου (Πίνακας 5.4). 

Πίνακας 5.4: Κριτήρια αποδοχής μοντέλου με χρήση του κόμβου Enalos KNIME. 

Κριτήριο Εκτίμηση Αποτέλεσμα 

R2 > 0,6 ΘΕΤΙΚΗ R2 = 0,765 

Rext
2 > 0,5 ΘΕΤΙΚΗ Rext

2 = 0,651 

(R2 - R0
2) / R2 < 0,1 ΘΕΤΙΚΗ (R2 - R0

2) / R2 = 0,001 

ή (R2 - R΄0
2) / R2 < 0,1 ΑΡΝΗΤΙΚΗ (R2 - R΄0

2) / R2 = 0,128 

|(R0
2 - R΄0

2)| < 0,3 ΘΕΤΙΚΗ |(R0
2 - R΄0

2)| = 0,097 

0,85 < k < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k = 1,013 

ή 0,85 < k΄ < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k΄ = 0,985 

ΜΟΝΤΕΛΟ ΜΕ ΔΥΝΑΤΟΤΗΤΑ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ 

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι κατά την ευθυγράμμιση λαμβάνονται 

αποτελεσματικά υπόψη οι αλληλεπιδράσεις προσδέτη-υποδοχέα, και 

συνεπώς το μοντέλο CoMFA είναι αξιόπιστο και μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

στον σχεδιασμό νέων αναστολέων αντιγραφής του HCV με αυτό το δομικό 

μοτίβο μορίων. 

5.5.5 Ισοϋψείς χάρτες CoMFA 

Τα αποτελέσματα της ανάλυσης CoMFA, όπως και αυτά μιας ανάλυσης 

CoMSIA που περιγράφηκαν στο Κεφάλαιο 4, μπορούν να παρουσιαστούν 

γραφικώς με τους ισοϋψείς χάρτες πεδίων. Στην παρούσα περίπτωση 

μπορούν να αναλυθούν μόνο οι στερικές και ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις της ένωσης με τον υποδοχέα. 

Τα πεδία CoMFA γύρω από τη δραστική ένωση 8 εμφανίζονται στο Σχήμα 

5.7. Οι στερικές (στερεοχημικές) αλληλεπιδράσεις αναπαρίστανται με πράσινα 

και κίτρινα περιγράμματα (Σχήμα 5.7α), όπου ογκώδεις ομάδες κοντά στις 
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πράσινες περιοχές αυξάνουν την ανασταλτική δράση, ενώ προκαλούν το 

αντίθετο αποτέλεσμα όταν βρεθούν κοντά στις κίτρινες περιοχές. 

Οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις εμφανίζονται με περιγράμματα κόκκινου 

και μπλε χρώματος (Σχήμα 5.7β), όπου ομάδες αρνητικά φορτισμένες κοντά 

στις κόκκινες περιοχές αυξάνουν την ανασταλτική δράση και τη μειώνουν 

κοντά στα μπλε περιοχές, όπου αντίθετα ευνοείται η παρουσία των 

ηλεκτροθετικών ομάδων. 

Όπως μπορεί να παρατηρηθεί, οι κίτρινες περιοχές είναι περισσότερες από 

τις πράσινες στους ισοϋψείς χάρτες για το στερικό πεδίο του μοντέλου 

CoMFA (Σχήμα 5.7α). Το μεγάλο πράσινο πολύεδρο και το μικρό γύρω από 

την αριστερή πλευρά (LHS) του ανθρανιλικού σκελετού δείχνουν ότι ογκώδεις 

ομάδες στις θέσεις αυτές αυξάνουν τη δραστικότητα. 

Για παράδειγμα, οι ενώσεις 4, 5, 9, 10 και 40-47 που φέρουν ογκώδεις 

ομάδες, όπως είναι η -CF3 στην ορθο- ή μετα-θέση της φαινυλομάδας έδειξαν 

υψηλές βιοδραστικότητες. Ομοίως, το μικρό πράσινο περίγραμμα στον χάρτη 

πάνω από το άτομο αζώτου δικαιολογεί τις υψηλές βιοδραστικότητες των 

ενώσεων 24, 36, 38 και 40-47, καθώς η ομάδα Ν-iPr αντικαθίσταται από την 

ομάδα Ν-Η. Αντιθέτως, υπάρχει ένα κίτρινο περίγραμμα στον χάρτη γύρω 

από τη δεξιά πλευρά (RHS) του ανθρανιλικού σκελετού που υποδεικνύει τη 

χαμηλή βιοδραστικότητα των ενώσεων που φέρουν ογκώδεις ομάδες στη 

μετα-θέση του βενζολικού δακτυλίου, όπως παρατηρείται και για τις ενώσεις 

5a-c. Το δεύτερο μεγάλο κίτρινο περίγραμμα στον χάρτη δείχνει ότι η 

παρουσία ενός συνδετήρα, όπως το οξυγόνο, μεταξύ των δύο δακτυλίων 

αυξάνει τη βιοδραστικότητα που δεν συμβαίνει με τις ενώσεις 9a και 10a που 

δεν παρουσιάζουν βιοδραστικότητα. Τέλος, οι άλλες τρεις κίτρινες περιοχές 

γύρω από τη δεξιά πλευρά RHS του ανθρανιλικού σκελετού δείχνουν ότι 

ογκώδεις ομάδες μεταξύ του ατόμου του αζώτου και του δακτυλίου δεν 

προτιμώνται, ενώ σουλφοναμιδικές ή καρβοξαμιδικές ομάδες είναι κατάλληλες 

για αυτή τη θέση. 
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Σχήμα 5.7: Οι ισοϋψείς χάρτες StDev*Coeff των πεδίων CoMFA για την πιο δραστική 

ένωση 8: (α) συμπαγείς για το στερικό πεδίο (πράσινο: προτιμούνται οι ογκώδεις ομάδες, 

κίτρινο: δεν προτιμούνται οι ογκώδεις ομάδες), (β) σε πλέγμα για το ηλεκτροστατικό πεδίο 

(μπλε: προτιμούνται οι ηλεκτροθετικές ομάδες, κόκκινο: προτιμούνται οι ηλεκτραρνητικές 

ομάδες). 

Στον ισοϋψή χάρτη για το ηλεκτροστατικό πεδίο (Σχήμα 5.7β), υπάρχει μία 

πολύ μεγάλη μπλε περιοχή γύρω από το σημείο πρόσδεσης. Η παρουσία της 

υποδεικνύει ότι η εισαγωγή ηλεκτροθετικής ομάδας γύρω από αυτή τη θέση 

αυξάνει την ανασταλτική δράση της ένωσης. Παρόλα αυτά, το μεγάλο κόκκινο 

περίγραμμα στον ίδιο χάρτη όπως και η μικρή κόκκινη περιοχή γύρω από την 

αριστερή πλευρά LHS του ανθρανιλικού σκελετού δείχνουν ότι οι ενώσεις με 

ηλεκτραρνητικές ομάδες σε αυτές τις θέσεις παρουσιάζουν μεγαλύτερη 

βιοδραστικότητα. Λαμβάνοντας υπόψη το θετικό δυναμικό της Arg490 που 

τοποθετείται σε χωρική εγγύτητα με την αριστερή πλευρά του ανθρανιλικού 
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σκελετού (LHS), θα ήταν κατάλληλες αρνητικά φορτισμένες ομάδες, όπως 

καρβοξυλομάδες, να τοποθετηθούν σε αυτή τη θέση της ένωσης (ενώσεις 7 

και 8). 

5.6 Εικονική διαλογή 

Το παραγόμενο μοντέλο QSAR, στη συνέχεια, χρησιμεύει ως εργαλείο για τη 

διαλογή βάσεων δεδομένων ή εικονικών βιβλιοθηκών χημικών ενώσεων, με 

σκοπό να δοθεί προτεραιότητα για πειραματική αξιολόγηση στις πιο 

δραστικές ενώσεις που έχουν εξαχθεί από το μοντέλο. Σε αυτό το πλαίσιο, 

πραγματοποιήθηκε εικονική διαλογή αναλόγων ανθρανιλικού οξέος από τη 

βάση δεδομένων της PubChem χρησιμοποιώντας τη ροή εργασίας του 

λογισμικού KNIME. 

Αρχικά, 160.112 ενώσεις που περιέχουν τον σκελετό (ικρίωμα) του 

ανθρανιλικού οξέος αντλήθηκαν από τη βάση δεδομένων της PubChem. Οι 

ενώσεις αυτές συγκρίθηκαν με την πιο δραστική ένωση του αρχικού συνόλου 

δεδομένων της παρούσας μελέτης, την ένωση 8 (ID = 23, IC50 = 0,085 μM), 

χρησιμοποιώντας τον δείκτη ομοιότητας Tanimoto και εκφραζόμενες σε 

«δακτυλικά αποτυπώματα» (η διαδικασία περιγράφεται στο Κεφάλαιο 4). 

Επιλέχτηκαν 1.279 ενώσεις για την ιεράρχηση, των οποίων η μέτρηση της 

ομοιότητας Tanimoto ήταν μεγαλύτερη από 0,80, με βάση την πρόβλεψη του 

προτεινόμενου μοντέλου CoMFA που χρησιμοποιήθηκε για την αξιολόγηση 

της δραστικότητας των ενώσεων. 

Η προσέγγιση αυτή που βασίζεται στον σκελετό και την αναζήτηση 

ομοιότητας δακτυλικών αποτυπωμάτων ενώσεων από τη βάση δεδομένων 

της PubChem, περιόρισε τον αριθμό των υποψήφιων χημικών ενώσεων, και 

συνεπώς, αυξάνει τις πιθανότητες επιτυχίας, δεδομένου ότι το παραγόμενο 

μοντέλο 3D-QSAR αναπτύχθηκε με βάση το ειδικό αυτό μοτίβο σκελετού. 

Οι τιμές pIC50 των 18 πιο ισχυρών ενώσεων (1vs-18vs) που προβλέφθηκαν 

από το καθιερωμένο μοντέλο CoMFA παρατίθενται στον Πίνακα 5.5. Στη 

συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ο έλεγχος των ADME ιδιοτήτων και φυσικών 

παραμέτρων για τις εξαχθείσες ενώσεις, ώστε να διαπιστωθεί αν μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν ως φάρμακα. Όλες οι ενώσεις πέρασαν επιτυχώς τη 

διαδικασία αυτή (Πίνακας 5.6). 
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Πίνακας 5.5: Δομές και προβλεπόμενες τιμές pIC50 των ενώσεων της εικονικής 

διαλογής. 

Ένωση Δομή Προβλεπόμενη pIC50 

1vs 

 

7,094 

2vs 

 

6,968 

3vs 

     

6,903 

4vs 

  

6,827 

5vs 

       

6,581 

6vs 

 

6,804 
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7vs 

 

6,503 

8vs 

 

7,213 

9vs 

 

7,383 

10vs 

 

6,899 

11vs 

 

6,638 

12vs 

 

7,103 
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13vs 

 

6,752 

14vs 

 

6,678 

15vs 

 

6,573 

16vs 

 

6,547 

17vs 

 

6,643 

18vs 

 

6,639 

Τέλος, έγινε αναζήτηση της βιοδραστικότητας αυτών των προβλεπόμενων 

ενώσεων χρησιμοποιώντας τις βάσεις δεδομένων της PubChem και της 

ChEMBL, αλλά δεν βρέθηκαν βιολογικά δεδομένα. Η αναζήτηση συνεχίστηκε 

στη βάση δεδομένων της SureChem, η οποία περιέχει από το 1976 μια 

συλλογή μεγαλύτερη από 15 εκατομμύρια χημικές δομές από διπλώματα 

ευρεσιτεχνιών (πατέντες) των Ηνωμένων Πολιτειών (US), των Ευρωπαϊκών 
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Διπλωμάτων Ευρεσιτεχνίας (ΕΡ) και της Παγκόσμιου Οργανισμού 

Πνευματικής Ιδιοκτησίας (WIPO) διπλωμάτων ευρεσιτεχνίας πλήρους 

κειμένου. Οι πληροφορίες που αντλήθηκαν συνοψίζονται στον Πίνακα 5.7. Για 

τις ενώσεις 15vs-18vs δεν βρέθηκαν δεδομένα. Είναι αξιοσημείωτο όμως ότι 

οι ενώσεις 2vs-14vs έχουν οριστεί ως μικρά μόρια αναστολείς εισόδου του ιού 

του HIV. Στο δίπλωμα ευρεσιτεχνίας με αριθμό US7429677B2,284 έχει 

αναφερθεί ότι αυτές οι ενώσεις αποτελούν αναστολείς της διαδικασίας 

εισόδου του HIV εντός του κυττάρου ξενιστή. Πιο συγκεκριμένα, πρόκειται για 

φαρμακευτικές ενώσεις που έχουν σχεδιαστεί για να παρεμποδίζουν τον ιό 

HIV από την είσοδο του στο ανθρώπινο κύτταρο παρεμβαίνοντας σε διάφορες 

φάσεις της προσκόλλησης και σύντηξης μεταξύ του HIV και του κυττάρου. 

Δεδομένου ότι η ταυτόχρονη μόλυνση από τον ιό HCV και τον ιό του HIV έχει 

γίνει μια παγκόσμια πρόκληση για τη δημόσια υγεία, αποτελεί σημαντικό το 

γεγονός ότι η προτεινόμενη μεθοδολογία μας κατάφερε να αντλήσει και να 

καταλήξει σε αυτά τα μικρά μόρια που έχουν ήδη αποδειχθεί ότι δρουν ως 

αναστολείς του HIV, καθώς και ότι αυτά τα μικρά μόρια θα μπορούσε να είναι 

δυνάμει υποψήφια φάρμακα ως διπλοί αναστολείς της λοίμωξης από τους 

ιούς του HIV και της HCV. 

Πίνακας 5.6: Διακύμανση τιμών πρόβλεψης για τις κυριότερες ιδιότητες των ενώσεων 

εικονικής διαλογής, όπως υπολογίστηκαν με την εφαρμογή του QikProp. 

Ιδιότητες / Φυσικοί περιγραφείς  Διακύμανση τιμών  

Μοριακό βάρος 418,5 – 495,6 

Άτομα-δέκτες δεσμού υδρογόνου 7 – 12 

Άτομα-δότες δεσμού υδρογόνου 1 – 3 

Συντελεστής κατανομής νερού/οκτανόλης -0,3 – 4,3 

Διαλυτότητα σε νερό 11,8 – 18,8 

Αριθμός ατόμων αζώτου και οξυγόνου 7 – 11 

Αριθμός μεταβολικών αντιδράσεων 0 – 3 
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Πίνακας 5.7: Δεδομένα για τις ενώσεις εικονικής διαλογής βασισμένα στη χημική βάση 

δεδομένων με διπλώματα ευρεσιτεχνίας SureChem. 

Ένωση VS 
Ημερομηνία 

Δημοσίευσης 
Εκδοχέας/Αιτών Περιγραφή 

1vs 
2008-12-24 Tibotec 

Pharmaceuticals 
Ltd 

Σύστημα δοκιμής με 
βάση το ομογενές 

φθορισμό χρονικής 
ανάλυσης 

2007-10-11 

2vs-14vs 2008-09-30 
Tibotec 

Pharmaceuticals 
Ltd 

Μικρά μόρια-
αναστολείς εισόδου 

15vs-18vs Δεν βρέθηκαν δεδομένα 

5.7 Συμπεράσματα 

Σε αυτό το κεφάλαιο, αναπτύχθηκε με επιτυχία υπολογιστική ροή εργασίας 

εικονικής διαλογής συνδυάζοντας τη μοριακή πρόσδεση, τη μέθοδο 3D-QSAR 

CoMFA και αυτή της αναζήτησης ομοιότητας, διαλογή που εφαρμόστηκε στη 

βάση δεδομένων της PubChem. Η υπολογιστική αυτή ροή εργασίας στόχευε 

στον εντοπισμό αναλόγων με βάση το ανθρανιλικό οξύ που θα μπορούσαν να 

δρουν ως αναστολείς της αντιγραφής του HCV. Στην προτεινόμενη 

προσέγγιση, αναπτύχθηκε πρώτα ένα ισχυρό, επικυρωμένο τρεις φορές 

προγνωστικό μοντέλο 3D-QSAR CoMFA που στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκε 

για την εικονική διαλογή ενώσεων από τη βάση δεδομένων της PubChem. Ο 

χημικός χώρος αναζήτησης των ενώσεων περιορίστηκε, εστιάζοντας μόνο 

στις ενώσεις που περιέχουν τον σκελετό του ανθρανιλικού οξέος. Η 

αναζήτηση ομοιότητας στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκε για την άντληση των 

ενώσεων που είναι παρόμοιες με τον γνωστό και δραστικό αναστολέα από το 

αρχικό σύνολο δεδομένων της μελέτης. Με αυτόν τον τρόπο, κατορθώθηκε να 

εντοπιστούν οι περισσότερο υποσχόμενες ενώσεις από μια ομάδα νέων 

αναλόγων και να δοθεί προτεραιότητα για πειραματική αξιολόγηση σε έναν 

κατάλογο ενώσεων. Η προσέγγιση αποκάλυψε πολλά υποσχόμενες χημικές 

ενώσεις με πιθανή ισχυρή ανασταλτική δράση.285 Αυτή η ροή εργασίας μπορεί 

επίσης να χρησιμοποιηθεί για τη διαλογή άλλων βάσεων δεδομένων ή 

εικονικών συνδυασμών ώστε να εξαχθούν και άλλα παράγωγα με επιθυμητή 

δραστικότητα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΦΑΡΜΑΚΟΦΟΡΟΥ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ 3D-QSAR ΠΡΟΣ 

ΕΞΕΥΡΕΣΗ ΝΕΩΝ ΙΣΧΥΡΩΝ ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ ΤΗΣ ΚΙΝΑΣΗΣ 

BCR-ABL 

6.1 Εισαγωγή 

Το 2010, ο Reddy και οι συνεργάτες του χρησιμοποίησαν την κυτταρική σειρά 

Κ562, με σκοπό να αξιολογηθεί η in vitro κυτταροτοξικότητα 33 νέων (Ε)-α-

βενζυλο-θειο χαλκονών, που έχουν συνθέσει. Οι ενώσεις αυτές είναι ειδικοί 

αναστολείς της κινάσης τυροσίνης BCR-ABL, και η δομή τους δεν μοιάζει με 

αυτή του ΑΤΡ ή άλλων νουκλεοζιτών πουρίνης και πυριμιδίνης.113 Οι 

συγγραφείς πρότειναν ότι αυτές οι χαλκόνες αναμένεται να δεσμευτούν σε 

περιοχές διαφορετικές από τη θέση πρόσδεσης του ΑΤΡ στην κινάση BCR-

ABL, και ως εκ τούτου τα κύτταρα της CML σε επεξεργασία με τους 

παράγοντες αυτούς μπορεί να μην αναπτύσσουν ανθεκτικότητα στο φάρμακο 

λόγω των μεταλλάξεων στην περιοχή της κινάσης. 

Μερικές από τις ενώσεις βρέθηκαν πολύ ισχυρές κατά των κυττάρων της 

σειράς Κ562, με τιμές ΙC50 που κυμαίνονταν μεταξύ 0,3-0,9 μΜ.113 Η κυτταρική 

σειρά Κ562,87 για την οποία έγινε αναφορά στο Κεφάλαιο 2, είναι μια θετική 

κυτταρική σειρά της CML BCR-ABL και χρησιμοποιείται ευρέως για τον 

εντοπισμό ισχυρών αναστολέων της κινάσης BCR-ABL. Αποτελεί επίσης ένα 

χρήσιμο σύστημα μοντέλου για την αναγνώριση αντικαρκινικών παραγόντων 

που προάγουν τη διαφοροποίηση. Συγκεκριμένα, έχουν την ικανότητα να 

διαφοροποιούνται κατά μήκος της ερυθροειδούς και μεγακαρυοκυτταρικής 

γράμμωσης.286, 287 Η θεραπεία της διαφοροποίησης είναι η προσέγγιση state-

of-the-art για τη θεραπεία νεοπλασματικών νόσων. Κι αυτό γιατί είναι 

προτιμότερο να χρησιμοποιούνται μόρια που επάγουν τη διαφοροποίηση, 

παρά να εμφανίζουν απλά κυτταροτοξικότητα.288 

Φαίνεται ότι υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της αναστολής της κινάσης τυροσίνης 

από χημικές ουσίες, όπως το imatinib, και της επαγωγής της διαφοροποίησης 

των αιμοποιητικών κυττάρων και ενεργοποίησης της γ-σφαιρίνης στα κύτταρα 

Κ562 (κυτταρική σειρά της CML BCR-ABL) και στις πρωτογενείς ερυθροειδείς 
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καλλιέργειες. Αυτή η συσχέτιση φαίνεται να είναι μέσω των από κάτω ή από 

πάνω ρυθμιστικών οδών σηματοδότησης που εμπλέκονται στη 

διαφοροποίηση που επάγεται από την ερυθροποιητίνη (ΕΡΟ). Επιπλέον, η 

αναστολή της κινάσης τυροσίνης φαίνεται επίσης να είναι αποτελεσματική 

στην ανακούφιση του πόνου και της φλεγμονής από SCD με αναστολή της 

ενεργοποίησης των μαστοκυττάρων. Ως εκ τούτου, η έρευνα για την εύρεση 

ισχυρών αναστολέων της κινάσης τυροσίνης που δεν δρουν μέσω της θέσης 

πρόσδεσης του ΑΤΡ θα μπορούσε να έχει δύο ευεργετικά αποτελέσματα: την 

παροχή θεραπείας σε ασθενείς με CML μέσω της διαφοροποίησης των 

καρκινικών κυττάρων, αλλά και την υποβοήθηση των ασθενών με β-

θαλασσαιμία και SCD μέσω της επαγωγής της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης που 

επιτυγχάνεται μέσω της διαφοροποίησης. 

Σε αυτό το κεφάλαιο, περιγράφεται μία ροή εργασίας πολλαπλών σταδίων, η 

οποία συνδυάζει τη μοντελοποίηση φαρμακοφόρου και μελέτες 3D-QSAR 

CoMFA/CoMSIA, προκειμένου να γίνουν αντιληπτά τα δομικά χαρακτηριστικά 

που επηρεάζουν την κυτταροτοξικότητα των 33 προαναφερθέντων χαλκονών 

στην κυτταρική σειρά Κ562. 

Σε μια ορθολογική προσέγγιση του σχεδιασμού φαρμάκων, η δημιουργία 

τριδιάστατων φαρμακοφόρων είναι πολύ χρήσιμη για τον εντοπισμό των 

φαρμακοφόρων χαρακτηριστικών που θα μπορούσαν να βοηθήσουν στον 

σχεδιασμό και την ανάπτυξη νέων ισχυρών μορίων. Οι δομές των (Ε)-α-

βενζυλο-θειο χαλκονών και οι τιμές της in vitro κυτταροτοξικότητάς τους  

αξιοποιήθηκαν προκειμένου να οικοδομηθεί ένα ισχυρό 3D φαρμακοφόρο 

μοντέλο με βάση τα άτομα (atom-based) με τη χρήση του λογισμικού PHASE 

που παρέχεται από την εταιρία Schrödinger.289 Το φαρμακοφόρο μοντέλο 

που αναπτύχθηκε παρέχει σημαντικές πληροφορίες σχετικά με τα δομικά 

χαρακτηριστικά και τη γεωμετρία ενώσεων με ισχυρή κυτταροτοξικότητα κατά 

της κυτταρικής σειράς Κ562. Η ευθυγράμμιση των διαμορφώσεων των 

ενώσεων που ελήφθη με βάση τα φαρμακοφόρα σημεία χρησιμοποιήθηκε στη 

συνέχεια για τον υπολογισμό των CoMFA και CoMSIA πεδίων και την 

ανάπτυξη των αντίστοιχων μοντέλων 3D-QSAR. Ομοίως, οι ισοϋψείς χάρτες 

που παρήχθησαν από την μελέτη 3D-QSAR μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

για τον προσδιορισμό των δομικών χαρακτηριστικών που αφορούν την 
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κυτταροτοξικότητα σε αυτή τη σειρά των ενώσεων και οι πληροφορίες που 

λαμβάνονται μπορούν να χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω σχεδιασμό 

βιοδραστικών μορίων. Η υπολογιστική ροή εργασίας που ακολουθήθηκε 

απεικονίζεται γραφικά στο Σχήμα 6.1. 

 

Σχήμα 6.1: Η υπολογιστική ροή εργασίας που ακολουθήθηκε στην παρούσα μελέτη. 

Μέχρι σήμερα στη βιβλιογραφία, αναφέρονται μόνο λίγες μελέτες QSAR των 

αναστολέων της BCR-ABL. Μοριακή μοντελοποίηση με χρήση των 

αναλύσεων 3D-QSAR CoMFA και CoMSIA εφαρμόστηκε σε μια σειρά από 63 

φαινυλαμινοπυριμιδίνες (PAP), ως αναστολείς της κινάσης BCR-ABL από τον 

San Juan.290 Στη μελέτη του αυτή, γίνονται γνωστές οι δομικές απαιτήσεις του 

προσδέτη, οι οποίες θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν στον σχεδιασμό 

νέων και πιο ισχυρών ενώσεων αναστολέων της BCR-ABL. 
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Λίγα χρόνια αργότερα, μια άλλη ερευνητική ομάδα μελέτησε μια διαφορετική 

σειρά των παραγώγων PAP, περιλαμβανομένου του imatinib, ως αναστολείς 

της κινάσης BCR-ABL, πραγματοποιώντας μελέτες χαρτογράφησης 

φαρμακοφόρου.291 Αναπτύχθηκε ένα φαρμακοφόρο επτά τοποθεσιών, 

αποτελούμενο από μία υδρόφοβη ομάδα (H), δύο δότες δεσμού υδρογόνου 

(D) και τέσσερις αρωματικούς δακτυλίους (R) χρησιμοποιώντας το λογισμικό 

του PHASE. Κατασκευάστηκε ένα στατιστικά σημαντικό μοντέλο 3D-QSAR με 

μια εξαιρετική ισχύ πρόβλεψης, και ως εκ τούτου, το ληφθέν μοντέλο 

προτάθηκε από τους συγγραφείς ως ένα χρήσιμο εργαλείο για τον σχεδιασμό 

νέων μορίων-οδηγών με ισχυρή δράση ενάντια της δράσης της κινάσης BCR-

ABL. 

Το 2014, ο R. Baskaran και οι συνεργάτες του κατέληξαν σε επτά ενώσεις, 

που προέρχονται από διάφορες βάσεις δεδομένων μικρών μορίων, 

χρησιμοποιώντας υψηλής απόδοσης εικονική διαλογή.292 

Πραγματοποιήθηκαν μελέτες μοριακής πρόσδεσης και προσομοιώσεις 

μοριακής δυναμικής (MD),  οι οποίες έδειξαν ότι οι ενώσεις αυτές έχουν 

βαθμολογίες πρόσδεσης στη κινάση BCR-ABL υψηλότερες από αυτή του 

imatinib. Ο Zhang και οι συνεργάτες του στις μελέτες τους (2013, 2014), 

συνέθεσαν μία νέα κατηγορία παραγώγων του αναστολέα nilotinib, καθώς και 

μια σειρά από πυριδιν-3-υλο πυριμιδίνες και αξιολογήθηκαν πειραματικά για 

τη δραστικότητα τους στην κινάση BCR-ABL.293, 294 Μελέτες μοριακής 

πρόσδεσης διεξήχθησαν επίσης, προκειμένου να διερευνηθεί η ο τρόπος 

πρόσδεσης αυτών των ενώσεων στο ένζυμο. 

Ακόμη, σε μια άλλη μελέτη, διεξήχθησαν αφενός μοντελοποίηση 3D 

φαρμακοφόρου και αφετέρου μελέτες QSAR σε μια σειρά 25 παραγώγων του 

nilotinib, προκειμένου να προσδιοριστούν τα χημικά χαρακτηριστικά που 

συνεισφέρουν στην ανασταλτική δράση του nilotinib έναντι της δράσης της 

κινάσης BCR-ABL.295 Έτσι, με το PHASE, δημιουργήθηκε ένα φαρμακοφόρο 

επτά τοποθεσιών, που περιλάμβανε δύο δέκτες δεσμού υδρογόνου (Α), δύο 

δότες δεσμού υδρογόνου (D), και τρεις αρωματικούς δακτυλίους (R). Το 

παραγόμενο μοντέλο έδειξε υψηλή ισχύ πρόβλεψης για την ομάδα ελέγχου 

των αναστολέων της BCR-ABL. Πρόσφατα, ο Ma και οι συνεργάτες του 

μελέτησαν N(9)-αρενθένυλο-πουρίνες, ως αναστολείς της κινάσης BCR-ABL, 
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χρησιμοποιώντας ένα συνδυασμό μεθόδων, του 3D-QSAR, της μοριακής 

πρόσδεσης και των προσομοιώσεων MD, προκειμένου να διερευνηθούν οι 

μοριακοί μηχανισμοί των αλληλεπιδράσεων μεταξύ προσδέτη και υποδοχέα, 

και να δοθεί μία εικόνα για τα δομικά χαρακτηριστικά που απαιτούνται στον 

σχεδιασμό νέων βιοδραστικών αναστολέων.296 

6.2 Σχεδιασμός και προετοιμασία των αναστολέων 

Οι 33 ενώσεις που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη αντλήθηκαν από 

τη βιβλιογραφία και είχαν καθορισμένη στερεοχημεία και τιμές 

κυτταροτοξικότητας (Πίνακες 6.1 και 6.2). Σύμφωνα με τη μελέτη των 

συγγραφέων, η κυτταροτοξικότητα των 33 ενώσεων εξαρτάται από τη θέση 

της θειο-ομάδας στο μόριο, την κατάσταση οξείδωσης του θείου και τη φύση 

και θέση των υποκαταστατών στους αρωματικούς δακτυλίους. Οι δομές των 

ενώσεων σχεδιάστηκαν με τη χρήση του ChemBioDraw Ultra 12.0,297 και 

εισήχθησαν στον πίνακα εργασίας του Maestro 10.2298 με τη μορφή των 

SMILEs τους. Οι διδιάστατες χημικές δομές μετατράπηκαν σε 3D 

χρησιμοποιώντας την εφαρμογή LigPrep 3.4299 και προστέθηκαν όλα τα 

άτομα υδρογόνου, δημιουργήθηκαν τυχόν στερεοϊσομερή και διάφορες 

καταστάσεις ιοντισμού (σε εύρος pH 7,0 ± 2,0) και τα μόρια 

βελτιστοποιήθηκαν γεωμετρικά. Τέλος, οι δομές υποβλήθηκαν σε πλήρη 

διαμορφωτική ανάλυση με χρήση του MacroModel 10.8,300 ώστε να 

παραχθούν όλες οι πιθανές διαμορφώσεις του κάθε μορίου. Οι διαμορφώσεις 

δημιουργήθηκαν με τη συνδυασμένη μέθοδο δειγματοληψίας στρέψης 

(torsional) και χαμηλού επιπέδου (Low mode) χρησιμοποιώντας ως μέγιστο 

τα 1.000 βήματα και το πεδίο δυνάμεων OPLS_2005.138 Όλες οι 

διαμορφώσεις των ενώσεων στη συνέχεια ελαχιστοποιήθηκαν 

χρησιμοποιώντας τη μέθοδο Polak-Ribiere Conjugated Gradient (PRCG, 500 

επαναλήψεις με βαθμίδα ελαχιστοποίησης 0,01 kcal/mol•Å) με το νερό να 

ορίζεται ως διαλύτης. Μετά από αυτή την προετοιμασία, οι ενώσεις ήταν 

έτοιμες για χρήση. Οι τιμές της in vitro κυτταροτοξικότητας των 33 ενώσεων, 

εκφρασμένες σε IC50, κυμαίνονται από 0,2-75 μΜ, μετατράπηκαν στον 

αρνητικό λογάριθμο της τιμής IC50 (pIC50) και ορίζονται στον Πίνακα 6.2. 
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Πίνακας 6.1: Οι χημικές δομές των (E)-α-βενζυλο-θειο χαλκονών. 

 

ID Ένωση* R2 X R1 R3 

1 6a 4-Br CH2S COOH 3-NO2, 4-Cl 

2 6b 4-Br CH2S COOH 3-NO2, 4-Br 

3 6c 4-Br CH2S COOH 3-NO2, 4-F 

4 6d 4-Cl CH2S COOH 3-NO2, 4-F 

5 6e 4-Cl CH2S COOH 3-NO2, 4-Cl 

6 6f 4-Cl CH2S COOH 3-NO2, 4-Br 

7 6g 4-F CH2S COOH 3-NO2, 4-Cl 

8 6h 4-F CH2S COOH 3-NO2, 4-F 

9 6i 4-F CH2S COOH 3-NO2, 4-Br 

10 6j 4-F CH2S F 3-NO2, 4-F 

11 6k 2-F CH2S COOH 3-NO2, 4-Cl 

12 6l 2-Cl CH2S COOH 3-NO2, 4-F 

13 6m 2,4-Cl2 CH2S COOH 3-NO2, 4-Cl 

14 6n 2,4-Cl2 CH2S COOH 3-NO2, 4-F 

15 6o 2,4-Cl2 CH2S COOH 3-NO2, 4-Br 

16 6p 4-CH3 CH2S COOH 3-NO2, 4-F 

17 6q 4-CF3 CH2S COOH 3-NO2, 4-F 

18 6r 4-Br CH2S COOCH3 3-NO2, 4-F 

19 6s H CH2S COOH 3-NO2, 4-F 

20 8a 4-Br CH2SO2 COOH 3-NO2, 4-F 

21 8b 4-Br CH2SO2 COOH 3-NO2, 4-Cl 

22 11 4-Br S COOH 3-NO2, 4-F 
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23 6aa 4-Br CH2S COOH 3-OCH3, 4-F 

24 6ab 4-Br CH2S COOH 3-Br, 4-OH 

25 6ac 4-Br CH2S COOH 3-NO2, 4-OH 

26 6ad 4-Br CH2S COOH 2-F, 5-NO2 

27 6ae 4-Br CH2S COOH 3-F, 4-NO2 

28 6af 4-Br CH2S COOH 2-NO2, 4-F 

29 6ag 4-Br CH2S COOH 2-F, 4-NO2 

30 12a 4-Br CH2S 
 

3-NO2, 4-F 

31 12b 4-Br CH2S 

 

3-NO2, 4-F 

32 12c 4-Br CH2S 

 

3-NO2, 4-F 

33 12d 4-F CH2S 

 

3-NO2, 4-F 

*Η αρίθμηση των ενώσεων της δεύτερης στήλης του πίνακα έχει αντληθεί από την αντίστοιχη 

βιβλιογραφία 113. 

Πίνακας 6.2: Οι τιμές IC50, οι pIC50, και οι προβλεπόμενες pIC50 των (E)-α-βενζυλο-θειο 

χαλκονών με βάση τα μοντέλα 3D-QSAR PHASE, CoMFA και CoMSIA. 

ID IC50 (μM)** pIC50 
Προβλεπόμενη 

pIC50 PHASE 
Προβλεπόμενη 
pIC50 CoMFA 

Προβλεπόμενη 
pIC50 CoMSIA 

1  0,7 6,155 6,16 6,213 6,188 

2 0,9 6,046 6,11 6,195 6,203 

3* 0,3 6,523 6,33 6,423 6,371 

4*  0,5 6,301 6,35 6,426 6,402 

5 0,5 6,301 6,22 6,214 6,222 

6 0,6 6,222 6,31 6,203 6,243 
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7 0,5 6,301 6,29 6,292 6,252 

8* 0,4 6,398 6,32 6,504 6,438 

9 0,4 6,398 6,37 6,278 6,274 

10* 0,6 6,222 6,36 6,339 6,481 

11* 0,8 6,097 6,39 6,259 6,444 

12 0,5 6,301 6,38 6,492 6,466 

13  0,6 6,222 6,17 6,202 6,189 

14 0,4 6,398 6,43 6,405 6,430 

15  0,6 6,222 6,23 6,178 6,202 

16 0,3 6,523 6,37 6,407 6,477 

17 0,4 6,398 6,42 6,427 6,453 

18 0,3 6,523 6,48 6,566 6,517 

19 0,3 6,523 6,44 6,486 6,448 

20 5 5,301 5,16 5,115 5,083 

21  25 4,602 4,78 4,796 4,991 

22  1,5 5,824 5,88 5,782 5,820 

23 20 4,699 4,72 4,670 4,709 

24 35 4,456 4,41 4,474 4,425 

25* 75 4,125 4,50 4,573 4,390 

26* 7,5 5,125 5,06 4,918 4,704 

27 5,0 5,301 5,30 5,330 5,284 

28  20 4,699 4,62 4,700 4,640 

29 7,5 5,125 5,17 5,123 5,081 

30 0,6 6,222 6,25 6,179 6,180 

31  0,2 6,699 6,74 6,750 6,707 

32 0,75 6,125 6,18 6,109 6,101 

33* 0,3 6,523 6,55 6,365 6,628 

*Ενώσεις της ομάδας δοκιμής 
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**Τα κύτταρα Κ562 απλώθηκαν σε 1 x 10
5
 κύτταρα/ml και επωάστηκαν με διάφορες 

συγκεντρώσεις της κάθε ένωσης. Το DMSO χρησιμοποιήθηκε για τον αρνητικό έλεγχο. Μετά 

από 96 ώρες της θεραπείας προσδιορίστηκε η κυτταρική βιωσιμότητα.  

6.3 Δημιουργία του φαρμακοφόρου μοντέλου 

Το λογισμικό του PHASE (έκδοση 3.4), που παρέχεται από την εταιρία 

Schrödinger, χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να αναπτυχθεί μια υπόθεση 

κοινού φαρμακοφόρου (CPH) για μοντέλο, καθώς και η επακόλουθη 

ευθυγράμμιση που βασίζεται σε αυτή την υπόθεση. Στην παρούσα μελέτη, 

όλες οι δομές μετά την προετοιμασία τους εισήχθησαν στον πίνακα της ροής 

εργασίας του PHASE, και η κυτταροτοξικότητα (τιμές pIC50) επιλέχθηκε να 

χρησιμοποιηθεί ως μεταβλητή της πειραματικής δραστικότητας. Στη συνέχεια, 

εφαρμόστηκαν τα όρια για τη δραστικότητα των ενώσεων του συνόλου 

δεδομένων, με τα οποία τα μόρια που έχουν τιμή pIC50 ≥ 6,50 θεωρήθηκαν 

ως δραστικά, και τα μόρια που έχουν τιμή pIC50 ≤ 5,00 θεωρήθηκαν ως 

ανενεργά. Τα υπόλοιπα μόρια θεωρήθηκαν μέτριας δραστικότητας. Ως εκ 

τούτου, στο σύνολο δεδομένων υπήρχαν έξι δραστικές ενώσεις και πέντε 

ανενεργές. 

Σε επόμενο βήμα, ορίστηκαν τα χαρακτηριστικά ενός φαρμακοφόρου. Το 

PHASE παρέχει ένα ενσωματωμένο σύνολο έξι χαρακτηριστικών 

φαρμακοφόρου: δέκτης δεσμού υδρογόνου (Α), δότης δεσμού υδρογόνου (D), 

υδρόφοβη ομάδα (H), αρνητικά φορτισμένη ομάδα (Ν), θετικά φορτισμένη 

ομάδα (Ρ), και αρωματικός δακτύλιος (R). Κάθε χαρακτηριστικό 

φαρμακοφόρου ορίζεται από ένα σύνολο προτύπων χημικής δομής. Όλα τα 

πρότυπα ορίζονται ως αναζητήσεις SMARTS και αποδίδεται μία από τις τρεις 

πιθανές γεωμετρίες, που καθορίζει τα φυσικά χαρακτηριστικά της τοποθεσίας: 

(α) σημείο (point): η τοποθεσία βρίσκεται σε ένα μόνο άτομο στην αναζήτηση 

SMARTS 

(β) διάνυσμα (vector): η τοποθεσία βρίσκεται σε ένα μόνο άτομο στην 

αναζήτηση SMARTS, και η κατεύθυνση θα εκχωρηθεί σύμφωνα με ένα ή 

περισσότερα διανύσματα που προέρχονται από το άτομο, και 

(γ) ομάδα (group): η τοποθεσία βρίσκεται στο κέντρο μιας ομάδας ατόμων 

στην αναζήτηση SMARTS. Για τους αρωματικούς δακτυλίους, η κατεύθυνση 
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της τοποθεσίας ορίζεται από ένα διάνυσμα που είναι κάθετο προς το επίπεδο 

του δακτυλίου. 

Στη συνέχεια, προσδιορίστηκαν τα κοινά φαρμακοφόρα χρησιμοποιώντας μία 

δενδρική τεχνική διαχωρισμού, η οποία συγκεντρώνει παρόμοια 

φαρμακοφόρα ανάλογα με τις αποστάσεις μεταξύ των τοποθεσιών τους 

(δηλαδή την απόσταση ανάμεσα σε ένα ζεύγος τοποθεσιών του 

φαρμακοφόρου). Μετά την εφαρμογή των προκαθορισμένων 

χαρακτηριστικών για κάθε μόριο, δημιουργήθηκαν τα κοινά φαρμακοφόρα 

που περιέχουν πέντε τοποθεσίες με τη χρήση ενός «κύβου», με τελικό 

μέγεθος το 1 Å, και με την προϋπόθεση ότι όλες οι δραστικές ενώσεις θα 

πρέπει να ταιριάζουν με αυτό. Τα φαρμακοφόρα των τριών και τεσσάρων 

τοποθεσιών δεν συμπεριλήφθησαν σε αυτή την αναζήτηση, δεδομένου ότι 

τέτοιες υποθέσεις δεν μπορεί να περιέχουν όλα τα απαιτούμενα 

χαρακτηριστικά, και ως εκ τούτου δεν θα είναι δυνατή η πολύ καλή διάκριση 

μεταξύ δραστικών και αδρανών ενώσεων. Επιπλέον, για τον λόγο ότι οι 

ενώσεις του συνόλου δεδομένων είναι αρκετά παρόμοιες σε δομή, δεν 

επελέγησαν οι έξι τοποθεσίες στα κοινά φαρμακοφόρα, προκειμένου οι δομές 

που πιθανόν να υποβληθούν στη συνέχεια σε μία περαιτέρω εικονική διαλογή 

από βάση δεδομένων να μην περιορίζονται.  

Συγκεντρώθηκαν 3.450 υποθέσεις κοινού φαρμακοφόρου (CPHS) των πέντε 

τοποθετήσεων που ανήκουν σε πέντε διαφορετικούς συνδυασμούς των 

χαρακτηριστικών (AAHRR = 272, HHRRR = 887, AHRRR = 909, AHHRR = 

1.275, AARRR = 107). Σε επόμενο βήμα, οι υποθέσεις, που ήταν αρκετές 

λόγω των πολλών «κουτιών», υποβλήθηκαν σε μία διαδικασία αυστηρής 

βαθμολόγησης, ώστε να αποδοθεί η καλύτερη ευθυγράμμιση των 

επιλεγμένων δραστικών ενώσεων (σκορ επιβίωσης). Η διαδικασία 

βαθμολόγησης παρέχει μια ιεράρχηση των διαφόρων υποθέσεων, όπου 

επιτρέπονται να γίνουν ορθολογικές επιλογές σχετικά με το ποιες υποθέσεις 

είναι πιο κατάλληλες για περαιτέρω διερεύνηση. Στη διαδικασία 

χρησιμοποιήθηκαν οι προεπιλεγμένες παράμετροι για τους όρους διάνυσμα, 

όγκο και τοποθεσία, και με μέγιστο συνολικό RMSD ίσο με 1,2 Å. Οι 

παράμετροι στον τύπο του σκορ επιβίωσης διατηρήθηκαν ως προεπιλογή, 

εκτός από τα βάρη του σκορ επιλεκτικότητας και τον αριθμό των 
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ταιριασμάτων που ορίστηκαν 0 και 1, αντίστοιχα. Οι υποθέσεις που 

προέκυψαν από αυτή τη διαδικασία στη συνέχεια βαθμολογήθηκαν σε σχέση 

με τις πέντε αδρανείς ενώσεις, χρησιμοποιώντας ένα βάρος ίσο με 1. 

Οι υποθέσεις που πέτυχαν στη διαδικασία βαθμολόγησης, και πιο 

συγκεκριμένα αυτές με τα μεγαλύτερα σκορ επιβίωσης χρησιμοποιήθηκαν στη 

συνέχεια για την κατασκευή μοντέλων 3D-QSAR με βάση τα άτομα με το 

PHASE. Το σύνολο δεδομένων των ενώσεων χωρίστηκε τυχαία σε ομάδα 

εκπαίδευσης και ομάδα δοκιμής σε μία αναλογία 75:25. Ως εκ τούτου, η 

ομάδα εκπαίδευσης αποτελείτο από 25 ενώσεις και η ομάδα δοκιμής από 

οκτώ (Πίνακας 6.2).  

Οι ενώσεις και των δύο ομάδων ευθυγραμμίστηκαν με βάση τις υποθέσεις 

κοινού φαρμακοφόρου που πέτυχαν στο προηγούμενο στάδιο, και κάθε 

αποτέλεσμα ευθυγράμμισης αναλύθηκε με τη μέθοδο PLS, όπως 

περιγράφεται από το PHASE.207, 208 Σε αυτή τη μέθοδο, οι περιγραφικές 

παράμετροι του PHASE αποτελούν τις ανεξάρτητες μεταβλητές και οι τιμές 

pIC50 θεωρούνται ως η μεταβλητή απόκρισης. Επελέγησαν τέσσερις 

συνιστώσες PLS για την ανάλυση, και ως εκ τούτου, κατασκευάστηκαν 

γραμμικά μοντέλα παλινδρόμησης βασισμένα στα άτομα των ενώσεων της 

ομάδας εκπαίδευσης, που περιείχαν μία, δύο, τρεις και τέσσερις συνιστώσες 

της ανάλυσης PLS. Η ισχύ πρόβλεψης για κάθε ανάλυση προσδιορίστηκε 

χρησιμοποιώντας τα μόρια της ομάδας δοκιμής που δεν συμπεριλήφθησαν 

στην κατασκευή του μοντέλου.  

Περισσότερο αξιόπιστα στατιστικά αποτελέσματα έδωσαν οι αναλύσεις με 

τέσσερις συνιστώσες PLS, ενώ τα μοντέλα 3D-QSAR με τις ευνοϊκότερες 

παραμέτρους (συντελεστής συσχέτισης, τυπικό σφάλμα κ.α.) ανήκουν στις 

υποθέσεις κοινού φαρμακοφόρου με ID AHHRR.423 και AAHRR.76. Τα 

στατιστικά αποτελέσματα των δύο μοντέλων περιγράφονται στον Πίνακα 6.3, 

και στον Πίνακα 6.2 έχουν συμπεριληφθεί οι προβλεπόμενες τιμές pIC50 των 

ενώσεων του συνόλου δεδομένων, όπως εξήχθησαν με βάση το μοντέλο της 

υπόθεσης κοινού φαρμακοφόρου με ID AHHRR.423, που θεωρήθηκε και το 

τελικό φαρμακοφόρο μοντέλο της μελέτης. Το φαρμακοφόρο εμφανίζεται στο 

Σχήμα 6.2 και περιέχει μία κόκκινη σφαίρα που υποδεικνύει τη θέση ενός 

δέκτη δεσμού υδρογόνου (Α), δύο πράσινες σφαίρες που δείχνουν τις 
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υδρόφοβες περιοχές (H), και δύο πορτοκαλί δαχτυλίδια υποδεικνύοντας τους 

αρωματικούς δακτυλίους (R). Οι αποστάσεις και οι γωνίες μεταξύ των 

χαρακτηριστικών του φαρμακοφόρου παρουσιάζονται στο Σχήμα 6.3 και 

στους Πίνακες Π1, Π2 του Παραρτήματος ΙV. 

Πίνακας 6.3: Στατιστικές παράμετροι των μοντέλων 3D-QSAR με το PHASE. 

ID # Συν. PLS SD R2 F P Σταθερότητα RMSE Q2 Pearson-R 

AHHRR.423 4 0,0819 0,9884 425,6 4,854 10-19 0,7288 0,1922 0,9418 0,9776 

AAHRR.76 4 0,0779 0,9895 471,4 1,769 10-19 0,7124 0,3774 0,7756 0,9525 

Οι παράμετροι και οι έννοιες τους αναλύθηκαν λεπτομερώς στο Κεφάλαιο 3. 

 

Σχήμα 6.2: Η υπόθεση κοινού φαρμακοφόρου για την ένωση 6c (ID AHHRR.423). Τα 

χαρακτηριστικά του φαρμακοφόρου παρουσιάζονται με κόκκινες (ανοιχτό) σφαίρες για τον 

δέκτη δεσμού υδρογόνου (A) με τα βέλη να δείχνουν προς την κατεύθυνση των μονήρων 

ηλεκτρονίων, με πράσινες σφαίρες για τις υδρόφοβες ομάδες (H), και πορτοκαλί δακτυλίους 

για τους αρωματικούς δακτυλίους (R). 
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Σχήμα 6.3: Οι αποστάσεις μεταξύ των σημείων του φαρμακοφόρου με ID AHHRR.423. 

Τα στατιστικά αποτελέσματα του τελικού μοντέλου 3D-QSAR εμφανίζονται να 

είναι εξαιρετικά, με R2 = 0.9884, Q2 = 0.9418, και Pearson-R = 0.9776, και η 

πολύ υψηλή συσχέτιση μεταξύ των πειραματικών και των προβλεπόμενων 

τιμών pIC50 των ενώσεων γίνεται πιο εμφανής με το διάγραμμα των τιμών 

αυτών για την ομάδα εκπαίδευσης και την ομάδα δοκιμής, όπως 

παρουσιάζεται στο Σχήμα 6.4. 

 

Σχήμα 6.4: Το διάγραμμα των πειραματικών έναντι των προβλεπόμενων τιμών pIC50 

για την ομάδα εκπαίδευσης και την ομάδα δοκιμής με το λογισμικό του PHASE. 

y = 1,0003x - 0,0018, R² = 0,9885 

y = 1,095x - 0,6364, R² = 0,9562 
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Τα αποτελέσματα της μοντελοποίησης 3D-QSAR μπορούν επίσης να 

παρουσιαστούν χρησιμοποιώντας τα 3D εικονικά διαγράμματα του 

φαρμακοφόρου (Σχήμα 6.5). Σε αυτά τα διαγράμματα, το μοντέλο 3D-QSAR 

που εξάγεται από το PHASE αναπαριστάται από χρωματιστές περιοχές (μπλε 

και κόκκινους κύβους) σύμφωνα με το πρόσημο των τιμών των συντελεστών 

τους. Οι μπλε κύβοι αναφέρονται σε θετικούς συντελεστές, όπου το εκάστοτε 

χαρακτηριστικό είναι ζωτικής σημασίας για την αύξηση της δραστικότητας, 

ενώ οι κόκκινοι κύβοι αναφέρονται σε αρνητικούς συντελεστές 

υποδεικνύοντας ότι η υποκατάσταση του χαρακτηριστικού είναι υπεύθυνη για 

τη μείωση της δραστικότητας. Στο παρόν μοντέλο 3D-QSAR από το PHASE, 

οι παράμετροι (α) υδρόφοβο/μη-πολικό, (β) αρνητικά και (γ) θετικά 

φορτισμένο, και (δ) δέκτης ηλεκτρονίων, είναι που συμβάλλουν στην 

δραστικότητα και θα συζητηθούν στη συνέχεια ξεχωριστά. 

Στο Σχήμα 6.5α παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του υδρόφοβου μοντέλου. 

Ο χάρτης δείχνει μία μεγάλη μπλε περιοχή γύρω από τον φαινολικό δακτύλιο 

Β, που δείχνει ότι οι υδρόφοβες ομάδες προτιμώνται για την αύξηση της 

δραστικότητας. Παρομοίως, οι υδρόφοβες ομάδες ευνοούνται γύρω από το 

φαινολικό δακτύλιο C, εκτός από τη θέση R3, όπου υπάρχουν οι κόκκινοι 

κύβοι. Στον ίδιο χάρτη, η μεγάλη κόκκινη περιοχή πάνω από τον δακτύλιο Β 

υποδεικνύει ότι υδρόφιλες ομάδες σε αυτήν την περιοχή επηρεάζουν θετικά τη 

δραστικότητα, αυξάνοντάς τη. Οι υποκαταστάσεις του φαινολικού δακτυλίου Α 

των ενώσεων 12a-12d είναι επίσης σε αυτήν την κόκκινη περιοχή, το οποίο 

δικαιολογεί γιατί τα μόρια είναι αρκετά δραστικά. Οι περισσότερες 

πληροφορίες παρέχονται για τον υποκαταστάτη της μετα-θέσης στον 

φαινολικό δακτύλιο C, όπου δείχνουν ότι σε αυτή την περιοχή μια υδρόφιλη, 

φορτισμένη (θετικά ή/και αρνητικά), καθώς και μία ομάδα απομάκρυνσης 

ηλεκτρονίων αυξάνει τη δραστικότητα. Ως εκ τούτου, η ομάδα -ΝΟ2 στη μετα-

θέση του φαινολικού δακτυλίου C είναι η καλύτερη επιλογή, καθώς και μια 

ομάδα -CN. Επιπλέον, γύρω από την καρβοξυλομάδα της ένωσης 6c στο 

Σχήμα 6.5β υπάρχουν και μπλε και κόκκινοι κύβοι. Αυτό σημαίνει ότι αρνητικά 

φορτισμένες ομάδες προτιμώνται στις περιοχές όπου βρίσκονται οι μπλε 

κύβοι και αποφεύγονται στις περιοχές που είναι κοντά στους κόκκινους. 

Επιπλέον, σε αυτή τη θέση, μία ομάδα δέκτης ηλεκτρονίων ευνοείται. 
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Σχήμα 6.5: Τα εικονικά διαγράμματα PHASE 3D-QSAR που εμφανίζονται για την ένωση 

6c: (α) υδρόφοβο, (β) αρνητικά ιοντικό, (γ) θετικά ιοντικό, και (δ) δέκτη ηλεκτρονίων μοντέλο, 

όπου οι μπλε κύβοι δείχνουν θετικό συντελεστή (αύξηση δραστικότητας), ενώ οι κόκκινοι 

κύβοι δείχνουν αρνητικό συντελεστή (μείωση δραστικότητας). 

6.4 Δημιουργία των μοντέλων CoMFA και CoMSIA 

Η αρχική μας ιδέα ήταν να κατασκευαστεί μοντέλο CoMFA/CoMSIA που να 

βασίζεται στην ευθυγράμμιση των ατόμων της ένωσης, χρησιμοποιώντας  την 

χαμηλότερη ενεργειακά διαμόρφωση της κάθε ένωσης. Παρόλη την 

προσπάθεια δεν ελήφθησαν ικανοποιητικά αποτελέσματα. Για αυτόν τον 

λόγο, προτάθηκε ένας συνδυασμός υπόθεσης κοινού φαρμακοφόρου και 

μελέτης CoMFA/CoMSIA, χρησιμοποιώντας την ευθυγράμμιση που βασίζεται 

στην CPH για μελέτη 3D-QSAR. 

Για την παραγωγή του μοντέλου QSAR στο PHASE, ευθυγραμμίστηκαν όλες 

οι δραστικές, οι ανενεργές και οι μετρίως δραστικές ενώσεις με βάση όλα τα 
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χαρακτηριστικά του φαρμακοφόρου. Το αποτέλεσμα της ευθυγράμμισης του 

συνόλου δεδομένων απεικονίζεται στο Σχήμα 6.6.  

 

Σχήμα 6.6: Η ευθυγράμμιση όλων των (E)-α-βενζυλο-θειο χαλκονών με βάση την κοινή 

υπόθεση φαρμακοφόρου που χρησιμοποιήθηκε για τους υπολογισμούς των πεδίων 

CoMFA και CoMSIA. 

Όπως παρατηρείται από την υπόθεση του κοινού φαρμακοφόρου που 

χρησιμοποιήθηκε, απαιτείται μία υδρόφοβη ομάδα στη δεξιά πλευρά του 

σκελετού της χαλκόνης, και πιο συγκεκριμένα, στην παρα-θέση του 

φαινολικού δακτυλίου C (βλέπε δομή στον Πίνακα 6.1). Παρ 'όλα αυτά, η 

ένωση 6ad δεν φέρει καμία ομάδα σε αυτή τη θέση, ενώ αντίθετα οι ενώσεις 

6ab, 6ac και 6ag φέρουν υδρόφιλες ομάδες, όπως -ΟΗ και -ΝΟ2. Αυτό το 

γεγονός δικαιολογεί και την ασθενή δραστικότητα αυτών των μορίων. 

Ενδιαφέρον αποτελεί ότι οι προαναφερθείσες ενώσεις έχουν μία υδρόφοβη 

ομάδα στην παρα-θέση του φαινολικού δακτυλίου B. Για τον λόγο αυτόν, οι 

ενώσεις αυτές έχουν αναποδογυριστεί οριζοντίως («flip»), ώστε να 

ευθυγραμμιστεί η υδρόφοβη υποκατάσταση στην παρα-θέση του δακτυλίου 

στο φαρμακοφόρο. 

Η τελική αυτή ευθυγράμμιση της υπόθεσης κοινού φαρμακοφόρου με ID 

AHHRR.423 χρησιμοποιήθηκε περαιτέρω ώστε να πραγματοποιηθούν οι 
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CoMFA και CoMSIA μελέτες. Τα στατιστικά αποτελέσματα του μοντέλου 

CoMFA δημιουργούνται χρησιμοποιώντας τον συνδυασμό των στερικών και 

ηλεκτροστατικών πεδίων και παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.4. Για την 

κατασκευή των μοντέλων CoMFA και CoMSIA προηγήθηκε ο ίδιος 

διαχωρισμός των ενώσεων. Ο βέλτιστος αριθμός συνιστωσών έξι αντιστοιχεί 

στην υψηλότερη τιμή διασταυρούμενης επικύρωσης Q2 στα 0,633 και στο 

χαμηλότερο SEP στα 0,485. Ο συντελεστής συσχέτισης της μη-

διασταυρούμενης μεθόδου επικύρωσης R2
train στα 0,984, το SEE στα 0,101, 

και η τιμή F στα 184,2 δείχνουν μία ικανοποιητική στατιστικά συσχέτιση 

μεταξύ των προβλεπόμενων και των πειραματικών τιμών pIC50 για τη μη-

διασταυρούμενη επικύρωση του μοντέλου CoMFA.  

Πίνακας 6.4: Στατιστικές παράμετροι των μοντέλων 3D-QSAR CoMFA και CoMSIA. 

Παράμετροι Μοντέλο CoMFA Μοντέλο CoMSIA 

ONC 6 5 

Q2 0,633 0,703 

SEP 0,485 0,425 

R2
train 0,984 0,974 

SEE 0,101 0,126 

F  184,212 142,948 

Στερικό / Ηλεκτροστατικό / 

Υδρόφοβο / Δέκτης δεσμού Η 
0,563 / 0,437 

0,125 / 0,301 / 

 0,209 / 0,366 

R2
test 0,932 0,905 

Όπου, 

Στερικό / Ηλεκτροστατικό / Υδρόφοβο / Δέκτης δεσμού Η: Η συνεισφορά του στερικού, 

ηλεκτροστατικού, υδρόφοβου και δέκτη δεσμών υδρογόνου πεδίου στην PLS ανάλυση 

Στο Σχήμα 6.7 (πάνω), παρουσιάζεται η σχέση μεταξύ των προβλεπόμενων 

και των πειραματικών τιμών pIC50. Η ανάλυση CoMFA δείχνει ότι η σχετική 

συνεισφορά των πεδίων είναι 56,3% και 43,7% για το στερικό και το 

ηλεκτροστατικό πεδίο, αντίστοιχα. Η εξωτερική επικύρωση για την ομάδα 

δοκιμής R2
test υπολογίστηκε να είναι ίση με την τιμή 0,932 ακολουθώντας την 

εξαιρετική συσχέτιση μεταξύ των προβλεπόμενων και πειραματικών τιμών 
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pIC50. Τέλος, το μοντέλο επικυρώθηκε και με την εφαρμογή του κόμβου 

ENALOS KNIME (Enalos Model Acceptability Criteria KNIME node), καθώς 

πέρασε επιτυχώς τις προτεινόμενες δοκιμές (κριτήρια) από τον Δρ. Tropsha 

για τη δυνατότητα πρόβλεψης ενός μοντέλου και τα αποτελέσματα 

παρουσιάζονται στον Πίνακα  6.5. 

 

 

 

Σχήμα 6.7: Τα διαγράμματα των πειραματικών έναντι των προβλεπόμενων τιμών pIC50 

για το μοντέλο CoMFA (πάνω) και το μοντέλο CoMSIA (κάτω).  

y = x + 0,0003, R² = 0,984 
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Πίνακας 6.5: Κριτήρια αποδοχής των τριών μοντέλων με χρήση του κόμβου Enalos 

KNIME. 

Κριτήριο Εκτίμηση Αποτέλεσμα 

Μοντέλο 3D-QSAR με το PHASE 

R2 > 0,6 ΘΕΤΙΚΗ R2 = 0,956 

Rext
2 > 0,5 ΘΕΤΙΚΗ Rext

2 = 0,942 

(R2 - R0
2) / R2 < 0,1 ΘΕΤΙΚΗ (R2 - R0

2) / R2 = 0,025 

ή (R2 - R΄0
2) / R2 < 0,1 ΘΕΤΙΚΗ (R2 - R΄0

2) / R2 = 0,009 

|(R0
2 - R΄0

2)| < 0,3 ΘΕΤΙΚΗ |(R0
2 - R΄0

2)| = 0,015 

0,85 < k < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k = 0,990 

ή 0,85 < k΄ < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k΄ = 1,009 

ΜΟΝΤΕΛΟ ΜΕ ΔΥΝΑΤΟΤΗΤΑ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ 

Μοντέλο 3D-QSAR CoMFA  

R2 > 0,6 ΘΕΤΙΚΗ R2 = 0,943 

Rext
2 > 0,5 ΘΕΤΙΚΗ Rext

2 = 0,932 

(R2 - R0
2) / R2 < 0,1 ΘΕΤΙΚΗ (R2 - R0

2) / R2 = 0,023 

ή (R2 - R΄0
2) / R2 < 0,1 ΘΕΤΙΚΗ (R2 - R΄0

2) / R2 = 0,006 

|(R0
2 - R΄0

2)| < 0,3 ΘΕΤΙΚΗ |(R0
2 - R΄0

2)| = 0,016 

0,85 < k < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k = 0,991 

ή 0,85 < k΄ < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k΄ = 1,008 

ΜΟΝΤΕΛΟ ΜΕ ΔΥΝΑΤΟΤΗΤΑ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ 

Μοντέλο 3D-QSAR CoMSIA  

R2 > 0,6 ΘΕΤΙΚΗ R2 = 0,921 

Rext
2 > 0,5 ΘΕΤΙΚΗ Rext

2 = 0,905 

(R2 - R0
2) / R2 < 0,1 ΘΕΤΙΚΗ (R2 - R0

2) / R2 = 0,0 

ή (R2 - R΄0
2) / R2 < 0,1 ΘΕΤΙΚΗ (R2 - R΄0

2) / R2 = 0,006 

|(R0
2 - R΄0

2)| < 0,3 ΘΕΤΙΚΗ |(R0
2 - R΄0

2)| = 0,006 

0,85 < k < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k = 0,987 

ή 0,85 < k΄ < 1,15 ΘΕΤΙΚΗ k΄ = 1,011 

ΜΟΝΤΕΛΟ ΜΕ ΔΥΝΑΤΟΤΗΤΑ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ 
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Τα αποτελέσματα της ανάλυσης CoMFA παριστάνονται γραφικά με ισοϋψείς 

χάρτες. Σε αυτούς τους χάρτες, όπως έχει γίνει γνωστό, παρουσιάζονται οι 

περιοχές γύρω από την ένωση που είναι ευνοϊκές ή δυσμενείς για τη 

δραστικότητά της. Πιο συγκεκριμένα, οι ισοϋψείς χάρτες χρησιμοποιούνται για 

να προσδιοριστούν τα δομικά χαρακτηριστικά που αφορούν τη βιολογική 

δραστικότητα σε μια σειρά ενώσεων και οι ληφθείσες πληροφορίες μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω σχεδιασμό πιο ισχυρών χημικών δομών 

έναντι της κυτταρικής σειράς της μελέτης. 

Τα πεδία CoMFA γύρω από την πιο δραστική ένωση, 12b, εμφανίζονται στο 

Σχήμα 6.8. Οι στερικές αλληλεπιδράσεις αντιπροσωπεύονται από πράσινους 

και κίτρινους ισοϋψείς χάρτες (Σχήμα 6.8α), όπου ογκώδεις ομάδες κοντά στις 

πράσινες περιοχές αυξάνουν τη δραστικότητα και η παρουσία των ογκωδών 

ομάδων κοντά τις κίτρινες περιοχές μειώνει τη δραστικότητα. Οι 

ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις εμφανίζονται με κόκκινους και μπλε 

ισοϋψείς χάρτες (Σχήμα 6.8β), όπου οι φορτισμένες αρνητικά ομάδες κοντά 

στις κόκκινες περιοχές αυξάνουν τη δραστικότητα, ενώ το αντίθετο 

αποτέλεσμα προκαλούν κοντά στις μπλε περιοχές. Θα πρέπει να σημειωθεί 

ότι οι ισοϋψείς χάρτες για το στερικό και ηλεκτροστατικό πεδίο δεν είναι όμοιοι 

με εκείνους του μοντέλου CoMSIA, και ως εκ τούτου θα συζητηθούν 

ξεχωριστά. 

Όπως μπορεί να παρατηρηθεί, υπάρχουν δύο μεγάλα χρωματιστά πολύεδρα 

αλλά και αρκετά μικρότερα που αντιπροσωπεύουν το στερικό πεδίο στον 

χάρτη του μοντέλου CoMFA (Σχήμα 6.8α). Το πράσινο περίγραμμα γύρω από 

τις ομάδες σε μετα- ή παρα-θέση του φαινολικού δακτυλίου C δείχνει ότι 

ογκώδεις ομάδες σε αυτές τις θέσεις μπορούν να αυξήσουν την 

κυτταροτοξικότητα. Για παράδειγμα, η υποκατάσταση με την ομάδα -ΝΟ2 

ή/και αλογόνα μπορεί να οδηγήσει σε υψηλές δραστικότητες. Η ομάδα στην 

παρα-θέση δεν πρέπει να είναι πιο ογκώδης από την ομάδα στη μετα-θέση 

του φαινολικού δακτυλίου C, λόγω της ύπαρξης ενός μικρού κίτρινου 

περιγράμματος πάνω από αυτή τη θέση και κοντά στην πράσινη περιοχή. Ως 

εκ τούτου, ο συνδυασμός μιας νιτρο-ομάδας και αλογόνου για τις δύο αυτές 

θέσεις, μετα- και παρα- αντίστοιχα, είναι ο πλέον κατάλληλος. Αντίθετα, το 

κίτρινο περίγραμμα κοντά στις ομάδες στην oρθο-θέση του φαινολικού 
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δακτυλίου C δικαιολογεί τις χαμηλές δραστικότητες των ενώσεων 6ad, 6af και 

6ag, καθώς ογκώδεις ομάδες στην θέση αυτή επηρεάζουν δυσμενώς την 

κυτταροτοξικότητα. 

 

Σχήμα 6.8: Οι ισοϋψείς χάρτες StDev*Coeff των πεδίων CoMFA για την πιο δραστική 

ένωση 12b: (α) για το στερικό πεδίο όπου με πράσινο: προτιμούνται οι ογκώδεις ομάδες, και 

κίτρινο: δεν προτιμούνται οι ογκώδεις ομάδες, (β) για το ηλεκτροστατικό πεδίο, όπου με 

κόκκινο: προτιμούνται οι ηλεκτραρνητικές ομάδες και μπλε: προτιμούνται οι ηλεκτροθετικές 

ομάδες. 
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Στον ισοϋψή χάρτη για το ηλεκτροστατικό πεδίο στο Σχήμα 6.8β, υπάρχει μια 

σημαντική μπλε περιοχή γύρω από τον κεντρικό σκελετό υποδεικνύοντας ότι 

η εισαγωγή των ομάδων με θετικό φορτίο γύρω από τον σκελετό αυξάνει την 

κυτταροτοξικότητα. Παρόλα αυτά, το μεγάλο κόκκινο περίγραμμα κοντά στη 

μετα-θέση του φαινολικού δακτυλίου C υποδεικνύει ότι ενώσεις με 

ηλεκτραρνητικές ομάδες στη θέση αυτή, όπως είναι η νίτρο-ομάδα, κατέχουν 

υψηλότερη δραστικότητα. 

Ομοίως, τα στατιστικά αποτελέσματα του παραχθέντος μοντέλου CoMSIA 

παρουσιάζονται επίσης στον Πίνακα 6.4. Ο συνδυασμός από τα ακόλουθα 

πεδία ομοιότητας: στερικό, ηλεκτροστατικό, υδρόφοβο, και δέκτης δεσμού 

υδρογόνου δίνει τη μεγαλύτερη τιμή του συντελεστή συσχέτισης της 

διασταυρούμενης μεθόδου επικύρωσης Q2, το μικρότερο σφάλμα, και τη 

μεγαλύτερη τιμή F. Ο βέλτιστος αριθμός συνιστωσών πέντε αντιστοιχεί στην 

υψηλότερη τιμή Q2 στα 0,703 και στο χαμηλότερο SEP στα 0,425. Ο 

συντελεστής συσχέτισης της μη-διασταυρούμενης μεθόδου επικύρωσης R2
train 

στα 0,974, το SEE στα 0,120 και η τιμή F στα 142,9 δείχνουν μία 

ικανοποιητική στατιστικά συσχέτιση μεταξύ των προβλεπόμενων και των 

πειραματικών τιμών pIC50 για τη μη-διασταυρούμενη επικύρωση του μοντέλου 

CoMSIA. Στο Σχήμα 6.7 (κάτω) παρουσιάζεται η σχέση μεταξύ των 

προβλεπόμενων και των πειραματικών τιμών pIC50, τόσο για την ομάδα 

εκπαίδευσης όσο και την ομάδα δοκιμής. Η ανάλυση CoMSIA δείχνει ότι η 

σχετική συνεισφορά των πεδίων είναι 12,5%, 30,1%, 20,9% και 36,6% για το 

στερικό, το ηλεκτροστατικό, το υδρόφοβο, και το δέκτη δεσμού υδρογόνου 

πεδίο, αντίστοιχα. Η εξωτερική επικύρωση για την ομάδα δοκιμής έχει τιμή 

R2
test = 0,905, επικυρώνοντας την ικανοποιητική συσχέτιση μεταξύ των 

προβλεπόμενων και των πειραματικών τιμών pIC50. Το μοντέλο CoMSIA 

πέρασε επίσης τις προτεινόμενες δοκιμές του Δρ. Tropsha για δυνατότητα 

πρόβλεψης και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.5. 

Οι ισοϋψείς χάρτες για τα πεδία του μοντέλου CoMSIA γύρω από την πιο 

δραστική ένωση, 12b, εμφανίζονται στο Σχήμα 6.9. Οι στερικές 

αλληλεπιδράσεις αντιπροσωπεύονται από πράσινα και κίτρινα περιγράμματα 

(Σχήμα 6.9α), όπου ογκώδεις ομάδες κοντά στα πράσινες περιοχές αυξάνουν 

τη δραστικότητα, αλλά προκαλούν το αντίθετο αποτέλεσμα κοντά στις κίτρινες 
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περιοχές. Οι ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις εμφανίζονται με κόκκινα και 

μπλε περιγράμματα (Σχήμα 6.9β), όπου ηλεκτροθετικές ομάδες κοντά στις 

μπλε περιοχές και ηλεκτροαρνητικές ομάδες κοντά στις κόκκινες περιοχές 

αυξάνουν τη δραστικότητα. Οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις εμφανίζονται με 

κίτρινα και λευκά περιγράμματα (Σχήμα 6.9γ), όπου υδρόφοβες ομάδες κοντά 

στις κίτρινες περιοχές αυξάνουν τη δραστικότητα ενώ τη μειώνουν κοντά στις 

λευκές περιοχές. Οι αλληλεπιδράσεις δέκτη δεσμού υδρογόνου εμφανίζονται 

με περιγράμματα πορφυρού και κόκκινου χρώματος (Σχήμα 6.9δ), όπου 

ομάδες με άτομα που δρουν ως δέκτες δεσμού υδρογόνου κοντά στις 

πορφυρές περιοχές αυξάνουν τη δραστικότητα, αλλά να τη μειώνουν κοντά 

στις κόκκινες περιοχές.  

Συγκεκριμένα, στον ισοϋψή χάρτη για το στερικό πεδίο (Σχήμα 6.9α), 

παρατηρούνται τρία πολύεδρα, ένα πράσινου και δύο κίτρινου χρώματος. Το 

πράσινο περίγραμμα στον φαινολικό δακτύλιο Β υποδεικνύει ότι ογκώδεις 

ομάδες στις 3- και 4-θέσεις του δακτυλίου αυξάνουν την κυτταροτοξικότητα. 

Για αυτές τις θέσεις θα μπορούσε να είναι κατάλληλα τα ογκωδέστερα 

αλογόνα. Σε αντίθεση, με τη 2-θέση του ίδιου δακτυλίου όπου μια ογκώδης 

ομάδα κρίνεται δυσμενής για τη δραστικότητα. Ομοίως, ογκώδεις ομάδες δεν 

είναι ευνοϊκές στην παρα-θέση του φαινολικού δακτυλίου Α και 

προσανατολισμένες προς τον φαινολικό δακτύλιο C, σε αντίθεση με τις 

ομάδες που είναι προσανατολισμένες προς τον φαινολικό δακτύλιο Α, όπως 

οι ενώσεις 12a-12d. Στον ισοϋψή χάρτη για το ηλεκτροστατικό πεδίο (Σχήμα 

6.9β), τρία μεγάλα μπλε πολύεδρα δείχνουν ότι θετικά φορτισμένες ομάδες 

είναι πιο ευνοϊκές από ό,τι οι αρνητικά φορτισμένες κοντά σε αυτές τις 

περιοχές. Στον ισοϋψή χάρτη για το υδρόφοβο πεδίο (Σχήμα 6.9γ), ένα 

μεγάλο κίτρινο περίγραμμα γύρω από το φαινολικό δακτύλιο Β δείχνει ότι 

υδρόφοβες ομάδες είναι ευνοϊκές για τη δραστικότητα, εκτός από μια μικρή 

περιοχή κοντά στην παρα-θέση του ίδιου δακτυλίου, όπου και ευνοούνται οι 

υδρόφιλες ομάδες. Υδρόφοβες ομάδες ευνοούνται επίσης και στην παρα-

θέση του φαινολικού δακτυλίου C. 
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Σχήμα 6.9: Οι ισοϋψείς χάρτες StDev*Coeff των πεδίων CoMSIA για την πιο δραστική 

ένωση 12b: (α) για το στερικό πεδίο όπου με πράσινο: προτιμούνται οι ογκώδεις ομάδες 

(βαθμός συνεισφοράς 80%), και κίτρινο: δεν προτιμούνται οι ογκώδεις ομάδες (βαθμός 

συνεισφοράς 20%); (β) για το ηλεκτροστατικό πεδίο, όπου με κόκκινο: προτιμούνται οι 

ηλεκτραρνητικές ομάδες (βαθμός συνεισφοράς 80%) και μπλε: προτιμούνται οι 

ηλεκτροθετικές ομάδες (βαθμός συνεισφοράς 20%); (γ) για το υδρόφοβο πεδίο όπου με 

κίτρινο: προτιμούνται οι υδρόφοβες ομάδες (βαθμός συνεισφοράς 80%) και λευκό: δεν 

προτιμούνται οι υδρόφοβες ομάδες (βαθμός συνεισφοράς 20%), και (δ) για το πεδίο δέκτη 

δεσμού υδρογόνου όπου με πορφυρό: προτιμούνται τα άτομα δέκτες δεσμού υδρογόνου 

(βαθμός συνεισφοράς 80%) και κόκκινο δεν προτιμούνται τα άτομα δέκτες δεσμού υδρογόνου 

(βαθμός συνεισφοράς 20%). 
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Τέλος, στον ισοϋψή χάρτη του πεδίου για δέκτη δεσμού υδρογόνου (Σχήμα 

6.9δ), τα μόνα άτομα που προτιμώνται για τη δημιουργία δεσμών υδρογόνου 

ως δότες ηλεκτρονίων είναι τα δύο άτομα του οξυγόνου της νιτρο-ομάδας στη 

θέση R3 του φαινολικού δακτυλίου C (πορφυρά πολύεδρα). Αντίθετα, ένα 

μικρό κόκκινο περίγραμμα πίσω από αυτόν τον δακτύλιο και ένα μεγάλο 

κόκκινο γύρω από το κεντρικό υδρόφοβο μέρος του σκελετού της ένωσης 

δείχνουν ότι περισσότερα άτομα υδρογόνου κοντά σε αυτές τις περιοχές 

μπορεί να βελτιώσουν την κυτταροτοξικότητα με τον σχηματισμό δεσμών 

υδρογόνου. 

Όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, οι μελέτες CoMFA/CoMSIA χρησιμοποιώντας 

την απλή ευθυγράμμιση βασισμένη στα άτομα των ενώσεων του συνόλου 

δεδομένων δεν ήταν επιτυχείς, ενώ η παραγωγή μιας υπόθεσης κοινού 

φαρμακοφόρου και η περαιτέρω χρήση του στις μελέτες QSAR κατέληξαν σε 

ένα εξαιρετικό μοντέλο. Ως εκ τούτου, τα αποτελέσματα του συνδυασμού των 

δύο αυτών μεθόδων μπορούν να αξιοποιηθούν για περαιτέρω ανάλυση με 

σκοπό τον εντοπισμό νέων ισχυρών αναστολέων ενάντια της κυτταρικής 

σειράς Κ562. 

Η κινάση BCR-ABL, μία μονίμως δραστική κινάση τυροσίνης, εμφανίζεται να 

είναι υπεύθυνη για την κακοήθη μετάλλαξη στις περισσότερες περιπτώσεις 

CML, και ως εκ τούτου αποτελεί έναν πολλά υποσχόμενο θεραπευτικό στόχο. 

Παρά το γεγονός ότι το imatinib, ένας γνωστός αναστολέας της κινάσης BCR-

ABL, αποτελεί τη θεραπεία πρώτης γραμμής για την πλειοψηφία των 

περιπτώσεων CML, λόγω της υψηλής απόδοσής του και δευτερεύουσων 

παρενεργειών, πολλοί ασθενείς γίνονται ανθεκτικοί στο imatinib. Η υψηλή 

συχνότητα μεταλλάξεων στο τμήμα της κινάσης BCR-ABL είναι υπεύθυνη για 

αυτό το γεγονός. Ως εκ τούτου, ο προσδιορισμός νέων αναστολέων της 

κινάσης BCR-ABL που δεν στοχεύουν την περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ 

αποτελεί επιτακτική ανάγκη. 

Για τον σκοπό αυτόν, διεξήχθησαν μελέτες μοριακής πρόσδεσης στη δομή της 

κινάσης BCR-ABL. Χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο «SiteMap» της εταιρίας 

Schrödinger,301 και την κρυσταλλική δομή της κινάσης με κωδικό PDB ID = 

4K5V από την Πρωτεϊνική Βάση Δεδομένων, εντοπίστηκαν οι πέντε πιο 



 

162 
 

πιθανές θέσεις πρόσδεσης του υποδοχέα. Μεταξύ αυτών των θέσεων ήταν 

και η περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ, όπου είναι προσδεμένο και το imatinib. 

Στην παρούσα διατριβή, πραγματοποιήθηκαν επιπρόσθετα πειράματα 

μοριακής πρόσδεσης της πιο δραστικής ένωσης της σειράς των χαλκονών, 

12b, στις πέντε πιθανές θέσεις πρόσδεσης. Για τα πειράματα αυτά, 

ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο μοριακής πρόσδεσης του GLIDE της 

Schrödinger,302 και το αποτέλεσμα των πειραμάτων έδειξε ότι η ένωση 

προσδένεται με πολύ υψηλότερη βαθμολογία πρόσδεσης σε μια εναλλακτική 

θέση πρόσδεσης της κινάσης και όχι στη θέση πρόσδεσης του ΑΤΡ. Η νέα 

θέση πρόσδεσης φαίνεται να αποτελείται τόσο από υδρόφοβα όσο και πολικά 

αμινοξέα χωρίς ειδικές απαιτήσεις (Σχήμα 6.10). Αυτό επιτρέπει την 

αναζήτηση μιας πληθώρας πιθανών υποψηφίων, καθώς συνηθίζεται τα 

φάρμακα να είναι δομικά αμφίφιλα μόρια, και να ασκούν μία ευνοϊκή 

πρόσδεση. Η διαπίστωση αυτή, ως εκ τούτου, ανοίγει ένα νέο δρόμο για νέα 

ειδικά υποψήφια μόρια ως αναστολείς της κινάσης BCR-ABL. Στο Σχήμα 6.11, 

αναπαρίσταται τριδιάστατα ο τρόπος πρόσδεσης της πιο δραστικής ένωσης 

της σειράς, 12b, στην εναλλακτική θέση πρόσδεσης της κινάσης BCR-ABL. 

6.5 Συμπεράσματα 

Οι 33 (Ε)-α-βενζυλο-θειο χαλκόνες που συντέθηκαν από τον Reddy και τους 

συνεργάτες του, αξιολογήθηκαν ως νέοι μη ΑΤΡ-ανταγωνιστικοί αναστολείς 

της κινάσης BCR-ABL.113 Σε αυτή τη μελέτη, παρήχθησαν μοντέλα 

πρόβλεψης 3D-QSAR με βάση την κυτταροτοξικότητα των 33 (Ε)-α-βενζυλο-

θειο χαλκονών κατά της κυτταρικής σειράς Κ562, ενώσεις αναστολείς της 

κινάσης BCR-ABL.303 Έγινε χρήση του PHASE για την ανάπτυξη υποθέσεων 

κοινού φαρμακοφόρου (CPHs) και μοντέλων πρόβλεψης που στη συνέχεια 

επικυρώθηκαν. Η ευθυγράμμιση των ενώσεων που λήφθηκε 

χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη μοντέλων CoMFA και CoMSIA. Τέλος, οι 

τριδιάστατοι ισοϋψείς χάρτες των τριών μοντέλων, με συμβατά δομικά 

αποτελέσματα, θα μπορούσαν να συνδυαστούν, με τέτοιον τρόπο ώστε να 

παρέχουν δομική εικόνα των ενώσεων και πώς αυτά τα μόρια προωθούν την 

τοξικότητά τους. Ακόμη, θα μπορούσε να εκτιμηθεί η ικανότητα να 

περιορίζουν την ανάπτυξη λευχαιμικών κυττάρων ενώσεων από οποιαδήποτε 
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εμπορική/«in house» βάση δεδομένων μέσω μιας διαδικασίας εικονικής 

διαλογής. 

 

Σχήμα 6.10: Το διάγραμμα αλληλεπιδράσεων για τη δραστική ένωση 12b στο 

εναλλακτικό σημείο πρόσδεσης της κινάσης BCR-ABL. 



 

164 
 

 

Σχήμα 6.11: Τα αντιπροσωπευτικά αποτελέσματα πρόσδεσης της δραστικής ένωσης 

12b στο εναλλακτικό σημείο πρόσδεσης της κινάσης BCR-ABL με βαθμολογία 

πρόσδεσης –9,172 kcal•mol
-1

. Η πιο δραστική ένωση 12b παρουσιάζεται με σφαίρες και 

ράβδους, ενώ οι δεσμοί υδρογόνου με τα αμινοξέα Arg351 και Glu478 εμφανίζονται με 

διακεκομμένες κίτρινες γραμμές. 
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ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

1. Η έρευνα μέσω του Ορθολογικού Σχεδιασμού αποτελεί μία συνεχή 

κυκλική πορεία: ξεκινάει από τη σύνθεση και τον βιολογικό έλεγχο 

ενώσεων και καταλήγει πάλι σε σύνθεση και βιολογικό έλεγχο νέων 

ενώσεων με βελτιωμένα χαρακτηριστικά. Ο Ορθολογικός Σχεδιασμός 

Φαρμάκων, και γενικότερα, οι υπολογιστικές in silico μέθοδοι 

διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στη διαδικασία ανακάλυψης 

φαρμακευτικών ενώσεων με λιγότερο χρόνο και κόστος. 

2. Παρόλο που τα πειράματα μοριακής πρόσδεσης πολλές φορές δεν 

μπορούν να εξηγήσουν τέλεια τη βιολογική δραστικότητα ενώσεων, οι 

ποσοτικές σχέσης δομής-δράσης (QSAR) εξυπηρετούν τον στόχο αυτόν. 

3. Οι τριδιάστατοι ισοϋψείς χάρτες επικυρωμένων μοντέλων 3D-QSAR 

παρέχουν σημαντικές πληροφορίες για δομικά χαρακτηριστικά των 

ενώσεων που είναι υπεύθυνα για την αυξημένη βιολογική δράση. 

4. Ο συνδυασμός υπολογιστικών μεθόδων, όπως της μοριακής πρόσδεσης, 

του 3D-QSAR CoMFA/CoMSIA, της αναζήτησης ομοιότητας και της 

εικονικής διαλογής βάσεων δεδομένων κατέληξε σε σημαντικά 

αποτελέσματα. Πιο συγκεκριμένα: 

 Ξεκινώντας από ένα σύνολο δεδομένων 41 παραγώγων ινδολίου με 

γνωστές δραστικότητες κατά της RNA πολυμεράσης του ιού της 

ηπατίτιδας C, και μέσω της μοριακής πρόσδεσης, του 3D-QSAR 

CoMSIA, της αναζήτησης ομοιότητας και της εικονικής διαλογής της 

βάσης δεδομένων της ChEMBL, κατορθώθηκε να εντοπιστούν νέα 

παράγωγα ινδολίου με υψηλές προβλεπόμενες τιμές 

δραστικότητας. 

 Ξεκινώντας από ένα σύνολο δεδομένων 53 παραγώγων 

ανθρανιλικού οξέος με γνωστές δραστικότητες κατά της RNA 

πολυμεράσης του ιού της ηπατίτιδας C, και μέσω της μοριακής 

πρόσδεσης, του 3D-QSAR CoMFA, της αναζήτησης ομοιότητας και 

της εικονικής διαλογής της βάσης δεδομένων της PubChem, 

κατορθώθηκε να εντοπιστούν νέα δυνάμει δραστικά παράγωγα 

ανθρανιλικού οξέος και να δοθεί προτεραιότητα για πειραματική 

αξιολόγηση σε έναν κατάλογο ενώσεων. 
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5. Αυτές οι ροές εργασίας μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν για τη 

διαλογή άλλων βάσεων δεδομένων ή εικονικών συνδυασμών, ώστε να 

εξαχθούν και άλλα παράγωγα με επιθυμητή δραστικότητα. 

6. Η χρήση της εικονικής διαλογής αποδείχτηκε αποδοτική, και η ίδια η 

μέθοδος αξιόπιστη, καθώς πολλές από τις νέες ενώσεις που 

εντοπίστηκαν έχουν ήδη δοκιμαστεί και έχει βρεθεί ότι έχουν ισχυρή αντι-

ιική δράση κατά του HCV. 

7. Η μοντελοποίηση φαρμακοφόρου και οι μεθοδολογίες CoMFA/CoMSIA 

κατάφεραν να συνδυαστούν με επιτυχία και να δώσουν ενθαρρυντικά 

αποτελέσματα. Οι ισοϋψείς χάρτες που παρήχθησαν από την μελέτη 3D-

QSAR για τις 33 χαλκόνες μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον 

προσδιορισμό των δομικών χαρακτηριστικών που αφορούν την 

κυτταροτοξικότητα σε αυτή τη σειρά των ενώσεων και οι πληροφορίες 

που λαμβάνονται μπορούν να χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω 

σχεδιασμό βιοδραστικών μορίων. 

8. Αναμένεται οι χαλκόνες να δεσμευτούν σε περιοχές διαφορετικές από τη 

θέση πρόσδεσης του ΑΤΡ στην κινάση τυροσίνης BCR-ABL, και ως εκ 

τούτου τα κύτταρα της CML σε επεξεργασία με τους παράγοντες αυτούς 

μπορεί να μην αναπτύσσουν ανθεκτικότητα στο φάρμακο λόγω των 

μεταλλάξεων στην περιοχή της κινάσης. Πειράματα μοριακής πρόσδεσης 

στις πιθανές θέσεις πρόσδεσης της BCR-ABL έδειξαν για την πιο 

δραστική ένωση από το σύνολο των χαλκονών ότι προσδένεται με πολύ 

υψηλότερη βαθμολογία πρόσδεσης σε μια εναλλακτική θέση πρόσδεσης 

της κινάσης, και όχι στη θέση πρόσδεσης του ΑΤΡ. 

9. Φαίνεται ότι υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της αναστολής της κινάσης 

τυροσίνης BCR-ABL από χημικές ουσίες, όπως το imatinib, και της 

επαγωγής της διαφοροποίησης των αιμοποιητικών κυττάρων και 

ενεργοποίησης της γ-σφαιρίνης στην κυτταρική σειρά Κ562. Ως εκ τούτου, 

η εύρεση ισχυρών αναστολέων της κινάσης τυροσίνης που δεν δρουν 

μέσω της θέσης πρόσδεσης του ΑΤΡ θα μπορούσε να έχει δύο ευεργετικά 

αποτελέσματα: την παροχή θεραπείας σε ασθενείς με CML μέσω της 

διαφοροποίησης των καρκινικών κυττάρων, αλλά και την υποβοήθηση 

των ασθενών με β-θαλασσαιμία μέσω της επαγωγής της εμβρυϊκής 

αιμοσφαιρίνης που επιτυγχάνεται μέσω της διαφοροποίησης.  
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ΠΙΝΑΚΑΣ ΟΡΟΛΟΓΙΑΣ 

Πίνακας ορολογίας με τις αντιστοιχίσεις των ελληνικών και 

ξενόγλωσσων όρων 

Ξενόγλωσσος όρος Ελληνικός όρος 

2D Διδιάστατος 

3D Τριδιάστατος 

Absorption, Distribution, Metabolism, 
Excretion, Toxicity 

Απορρόφηση, Κατανομή, 
Μεταβολισμός, Απέκκριση, Τοξικότητα 

add hydrogens προσθήκη ατόμων υδρογόνου 

Align database Ευθυγράμμιση βάσης δεδομένων 

alignment ευθυγράμμιση 

assign bond orders προσδιορισμός της σειράς δεσμών 

atom-based model μοντέλο βασισμένο στο άτομο 

Bioinformatics Βιοπληροφορική 

box κύβος 

chain terminators τερματιστές αλυσίδας 

chemical space χημικός χώρος 

Cheminformatics Χημειοπληροφορική 

Chronic Myelogenous Leukemia Χρόνια Μυελογενής Λευχαιμία 

combined intermolecular interactions 
συνδυασμένες διαμοριακές 
αλληλεπιδράσεις 

Common Pharmacophore Hypothesis Υπόθεση Κοινού Φαρμακοφόρου 

Comparative Molecular Field Analysis Συγκριτική Ανάλυση Μοριακών Πεδίων 

Comparative Molecular Similarity 
Indices Analysis 

Συγκριτική Ανάλυση Δεικτών Μοριακής 
Ομοιότητας 

Conjugated Gradient Βαθμιδωτή Σύζευξη 

conjugated systems συζευγμένα συστήματα  
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contour maps ισοϋψείς χάρτες 

core πυρήνας 

cross-validation διασταυρούμενη επικύρωση 

Cross-validated correlation coefficient 
συντελεστής συσχέτισης της 
διασταυρούμενης επικύρωσης                                          

delete waters διαγραφή μορίων νερού 

descriptor coefficient συντελεστής περιγραφικής μεταβλητής 

descriptors περιγραφικές μεταβλητές 

dissociation constant σταθερά διάστασης 

electrostatic interactions ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις 

energy minimization ελαχιστοποίηση ενέργειας 

Extra Precision Εξαιρετική Ακρίβεια 

false positives ψευδώς θετικά 

Food and Drug Administration  
(Οργανισμός) Διαχείρισης Τροφίμων 
και Φαρμάκων 

filter the structures φιλτράρισμα δομών 

find overlaps ανίχνευση επικαλύψεων 

fingers δάχτυλα (τμήμα) 

flip αναστροφή 

formal charge τυπικό φορτίο 

free valences ελεύθερα σθένη 

generate alternative chiralities 
δημιουργία εναλλακτικών χειρόμορφων 
κέντρων 

generate heat states δημιουργία ετεροκαταστάσεων 

generate ionization states δημιουργία καταστάσεων ιοντισμού 

generate low-energy ring 
conformations 

δημιουργία χαμηλής ενέργειας 
διαμορφώσεων  δακτυλίων 

generate tautomers δημιουργία ταυτομερών 
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global energy minimum ολικό ενεργειακό ελάχιστο 

grid/lattice πλέγμα 

group ομάδα 

head fragments θραύσματα βάσης 

Hepatitis C Virus Ιός της Ηπατίτιδας C 

high quality 3D structures 
υψηλής ποιότητας τριδιάστατες 
μοριακές δομές 

High Throughput Screening  Διαλογή Υψηλής Απόδοσης 

High Throughput Virtual Screening Εικονική Διαλογή Υψηλής Απόδοσης 

hit οδηγός δομή 

hydrophobic interactions υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις 

in silico υπολογιστικά 

inductive interactions επαγωγικές αλληλεπιδράσεις 

internal predictive ability εσωτερική ικανότητα πρόβλεψης 

intercept τομή (σε άξονα γραφικής παράστασης) 

ligand Προσδέτης (πρόσδεμα) 

Ligand-based Virtual Screening 
Εικονική Διαλογή με βάση τον 
προσδέτη 

ligand pose 
πόζα πρόσδεσης (στιγμιαία απεικόνιση 
διαμόρφωσης προσδέτη στο κέντρο 
δράσης)   

ligand preparation (ligprep) προετοιμασία προσδέτη 

Low Mode (αναζήτηση) χαμηλής συχνότητας 

Molecular Docking Μοριακή Πρόσδεση 

Monte Carlo Multiple Minimum 
(αναζήτηση) πολλαπλών ελαχίστων 
Monte Carlo 

minimization algorithms αλγόριθμοι ελαχιστοποίησης 

neutralize charged groups εξουδετέρωση φορτισμένων ομάδων 

no validation μη διασταυρούμενη επικύρωση 
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optimum number of components βέλτιστος αριθμός συνιστωσών 

open access ελεύθερη προσβασιμότητα 

optimization of hydrogen bonding 
network 

βελτιστοποίηση του δικτύου δεσμών 
υδρογόνου 

optimize the geometry βελτιστοποίηση μοριακής δομής 

optimizing the structure διαδικασία βελτιστοποίησης δομής 

palm παλάμη (τμήμα) 

Partial Least Squares  
(Ανάλυση) Μερικών Ελαχίστων 
Τετραγώνων 

Potential Energy Surface Επιφάνεια Δυναμικής Ενέργειας 

pharmacophore φαρμακοφόρο 

pharmacophore-based model μοντέλο βασισμένο στο φαρμακοφόρο 

point σημείο 

probe αισθητήρας αλληλεπίδρασης 

probe atoms άτομα αισθητήρες 

protein-based alignment 
ευθυγράμμιση βασισμένη στην 
πρωτεΐνη 

Protein Preparation Wizard Εφαρμογή Προετοιμασίας Πρωτεϊνών 

pyramidalization distance απόσταση πυραμιδοποίησης 

Rational Drug Design Ορθολογικός Σχεδιασμός Φαρμάκων 

region core περιοχή του πυρήνα 

remove problematic structures 
απομάκρυνση προβληματικών 
μοριακών δομών 

remove unwanted molecules 
απομάκρυνση μη επιθυμητών 
μοριακών δομών 

replicon 
μονάδα αντιγραφής, ρεπλικόνιο, 
αντιγραφόνιο 

RNA-dependent RNA polymerase RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση 

rotamer groups περιστρεφόμενες ομάδες 
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Quantitative Structure-Activity 
Relationships 

Ποσοτικές Σχέσεις Δομής-Δράσης 

scoring function συνάρτηση βαθμολόγησης 

similarity indices δείκτες ομοιότητας 

site τοποθεσία 

site points σημεία πρόσδεσης 

solvent accessible-surface επιφάνεια μορίου προσιτή στον διαλύτη 

stability σταθερότητα 

standard deviation τυπική απόκλιση 

Standard Error of Estimate Τυπικό Σφάλμα Εκτίμησης 

Standard Error of Prediction Τυπικό Σφάλμα Πρόβλεψης 

Standard Precision Τυπική Ακρίβεια 

Steepest Descent Βαθύτατη Κατάδυση 

structure-based alignment ευθυγράμμιση βασισμένη στη δομή 

Structure-based Virtual Screening 
Εικονική Διαλογή με βάση τον 
υποδοχέα 

template molecule μόριο-πρότυπο 

Test set Ομάδα ελέγχου ή δοκιμής 

thumb αντίχειρας (τμήμα) 

Training set Ομάδα εκμάθησης ή εκπαίδευσης 

treat disulfides έλεγχος δισουλφιδικών δεσμών 

treat metals έλεγχος μετάλλων 

variable metric μεταβλητή μετρική 

vector διάνυσμα 

Virtual Screening Εικονική Διαλογή (Σάρωση) 

X-ray resolution Διακριτική ικανότητα ακτίνων Χ 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ – ΑΡΚΤΙΚΟΛΕΞΑ – ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ 

Ακρωνύμια και ανάπτυξή τους 

2D Two Dimensional 

3D Three Dimensional 

A Hydrogen bond Acceptor 

ADMET Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity 

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome 

AMBER Assisted Model Building with Energy Refinement  

Arg Arginine 

Asn Asparagine 

Asp Aspartic acid 

ATP Adenosine Triphosphate 

BCR-ABL Breakpoint Cluster Region - Abelson 

CHARMM Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics 

CII Combined Intermolecular Interactions 

CML Chronic Myelogenous Leukemia 

CoMFA Comparative Molecular Field Analysis 

CoMSIA Comparative Molecular Similarity Indices Analysis 

ConfGen Conformer Generation 

CPH Common Pharmacophore Hypothesis 

Con1 Consensus genome 1 

Cys Cysteine 

D Hydrogen bond Donor 

DNA Deoxy-ribonucleic acid 

EC50 half maximal Effective Concentration 

EI Electrostatic Interactions 
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Emodel Model Energy score 

EP European Patent 

EPO Erythropoietin  

F Fisher test 

FDA Food and Drug Administration 

FMNR Full Matrix Newton Raphson 

GLIDE Grid-based Ligand Docking with Energetics 

Gln Glutamine 

Glu Glutamic acid 

Gly Glycine 

GOLD Genetic Optimization for Ligand Docking 

GS GlideScore 

Gt1b Genotype 1b 

GUI Graphical User Interface 

H Hydrophobic group 

Hb Haemoglobin 

HbF Fetal Haemoglobin 

HbS Sickle Haemoglobin 

HCV Hepatitis C Virus 

Het Heteroatom 

HI Hydrophobic Interactions 

HIV Human Immunodeficiency Virus 

His Histidine 

HOMO Highest Occupied Molecular Orbital 

HTS High Throughput Screening 

HTVS High-Throughput Virtual Screening 

HU Hydroxyurea 
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IC50 half maximal Inhibitory Concentration 

IFN-α Interferon-alpha 

II Inductive Interactions 

JAK/STAT 
Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of 
Transcription 

K562 human erythroleukemic cell line 

Kd  dissociation constant 

kDa KiloDalton 

Ki binding constant 

KNIME Konstanz Information Miner 

LBFGS Low-memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno 

LBVS Ligand-Based Virtual Screening 

Leu Leucine 

LHS Left-Hand Side 

LigPrep Ligand Preparation 

LOO Leave One Out 

LUMO Lowest Unoccupied Molecular Orbital 

ΜΑΚ Μεταμόσχευση Αιμοποιητικών Κυττάρων 

μΜ Micromolar 

MD Molecular Dynamics 

MM Molecular Mechanics 

MMFF Merck Molecular Force Field 

N Negatively charged group 

nM Nanomolar 

NIH National Institute of Health 

NI Nucleoside Inhibitor 

NMR Nuclear Magnetic Resonance 
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NNI Non-Nucleoside Inhibitor 

NS Non-Structural 

NTP Nucleotide Triphosphate 

ONC Optimum Number of Components 

OPLS Optimized Potentials for Liquid Simulations 

OSVM Oren-Spedicato Variable Metric 

P Positively charged group 

PDB Protein Data Bank 

PEG  Pegylated 

ΡΕΟE Partial Equalization of Orbital Electronegativity  

PEPE Partial Equalization of π-Electronegativity 

PES Potential Energy Surface 

pEC negative logarithm of Effective Concentration 

pIC negative logarithm of Inhibitory Concentration 

PHASE Pharmacophore Alignment and Scoring Engine 

PI3K Phosphatidylinositide 3-Kinase 

PLS Partial Least Squares, Projection to Latent Structures 

PRCG Polak-Ribiere Conjugated Gradient 

RHS Right-Hand Side 

QSAR Quantitative Structure Activity Relationship 

Q2 ή r2
cv  Cross-validated correlation coefficient 

R2
train ή R2

ncv ή R2 Non-validated correlation coefficient 

R2
test ή R2 correlation coefficient for test set 

rm
2 metric (external validation for test set) 

R Aromatic Ring 

Ras/Raf/MEK/ERK Rat Sarcoma/Rapidly Accelerated Fibrosarcoma/ 
Mitogen-activated protein kinase/Extracellular signal-
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Regulated kinase 

RBV Ribavirin 

RdRp RNA-dependent RNA polymerase 

RMSD Root Mean Square Deviation 

RNA Ribonucleic Acid 

Ro3 Rule of Three 

Ro5 Rule of Five 

SBVS Structure-Based Virtual Screening 

SCD Sickle Cell Disease 

SCF Self-Consistent Field 

SD Standard Deviation 

SEE Standard Error of Estimate 

SEP Standard Error of Prediction 

Ser Serine 

SMARTS Smiles Arbitrary Target Specification 

SMILE Simplified Molecular-Input Line-Entry 

SP Standard Precision 

TNCG Truncated Newton Conjugate Gradient 

Tyr Tyrosine 

US United States 

vdW van der Waals 

VS Virtual Screening 

WO World Organization 

XP Extra Precision 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι 

Πίνακας Π1: Δομές νουκλεοζιτικών αναστολέων. 

Τροποποιημένοι Νουκλεοζίτες 

NM283 

             

PSI-6130 

             

RG7128 

 

PSI-6206 

              

Τροποποιημένα Νουκλεοτίδια 

GS-7977 

     

PSI-7851 

      

GS-938 
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INX-08189 

      

IDX184 

      

PSI-353661 

 

GS-6620 

 

 

Πίνακας Π2: Δομές μη νουκλεοζιτικών αναστολέων. 

Μη νουκλεοζιτικοί αναστολείς 

SB-711845 

 

SB-750330 
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RG7790 (ΑΝΑ598) 

 

ΑΒΤ-333 

 

HCV-796 

 

BI 207127 

 

BMS-791325 

 

PF-00868554 

        

HCV-371 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ 

 

 

Σχήμα Π1: Διάγραμμα συσχέτισης μεταξύ των βαθμολογιών μοριακής πρόσδεσης με 

το Surflex-Dock (–logKd) και των πειραματικών τιμών pEC50 για τα 41 παράγωγα 

ινδολίου. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙII 

 

 

Σχήμα Π1: Διάγραμμα συσχέτισης μεταξύ των βαθμολογιών μοριακής πρόσδεσης με 

το GLIDE (XP GScore) και των πειραματικών τιμών pIC50 για τα 53 παράγωγα του 

ανθρανιλικού οξέος. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙV 

Πίνακας Π1: Ενδομοριακές αποστάσεις μεταξύ των χαρακτηριστικών του 

φαρμακοφόρου. 

Σημείο1 Σημείο2 Απόσταση (Å) 

A1 H3 7,290 

A1 H6 2,103 

A1 R8 3,702 

A1 R9 5,008 

H3 H6 7,090 

H3 R8 5,776 

H3 R9 2,769 

H6 R8 3,985 

H6 R9 4,411 

R8 R9 4,219 

 

Πίνακας Π2: Γωνίες μεταξύ των χαρακτηριστικών του φαρμακοφόρου. 

Σημείο1 Σημείο2 Σημείο3 Γωνία 

H3 A1 H6 76,2 

H3 A1 R8 51,7 

H3 A1 R9 14,9 

H6 A1 R8 81,7 

H6 A1 R9 61,5 

R8 A1 R9 55,5 

A1 H3 H6 16,7 

A1 H3 R8 30,2 

A1 H3 R9 27,8 

H6 H3 R8 34,2 
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H6 H3 R9 11,5 

R8 H3 R9 43,4 

A1 H6 H3 87,0 

A1 H6 R8 66,8 

A1 H6 R9 93,7 

H3 H6 R8 54,5 

H3 H6 R9 7,2 

R8 H6 R9 60,1 

A1 R8 H3 98,2 

A1 R8 H6 31,5 

A1 R8 R9 78,1 

H3 R8 H6 91,3 

H3 R8 R9 26,8 

H6 R8 R9 65,0 

A1 R9 H3 137,3 

A1 R9 H6 24,8 

A1 R9 R8 46,3 

H3 R9 H6 161,3 

H3 R9 R8 109,8 

H6 R9 R8 54,9 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ V 

(Το ερευνητικό έργο κατά τη χρονική περίοδο της διδακτορικής διατριβής) 

Επιστημονικές Δημοσιεύσεις 

 σε διεθνή περιοδικά 

1. E. Vrontaki, G. Melagraki, E. Kaffe, T. Mavromoustakos, G. Kokotos, V. 

Aidinis, A. Afantitis, Computer Aided Drug Design Approaches for 

Identification of Novel Autotaxin (ATX) Inhibitors, Curr. Med. Chem., 2016, 

accepted after revision 

2. E. Vrontaki, G. Melagraki, A. Afantitis, T. Mavromoustakos, G. Kollias, 

Searching for novel Janus kinase-2 inhibitors using a combination of 

pharmacophore modeling, 3D QSAR studies and virtual screening, Mini 

Rev. Med Chem., 2016, accepted 

3. E. Vrontaki, G. Melagraki, S. Voskou, M.S. Phylactides, T. 

Mavromoustakos, M. Kleanthous, A. Afantitis, Development of a 

predictive pharmacophore model and a 3D-QSAR study for an in silico 

screening of new potent BCR-ABL kinase inhibitors, Mini Rev. Med 

Chem., 2016, accepted 

4. E. Vrontaki, G. Melagraki, T. Mavromoustakos, A. Afantitis, Searching for 

Anthranilic Αcid-Βased Thumb Pocket 2 HCV NS5B Polymerase Inhibitors 

through a Combination of Molecular Docking, 3D-QSAR and Virtual 

Screening, J. Enzyme Inhib. Med. Chem., 2016, vol. 31, no. 1, pp. 38–52. 

5. T. Kellici, D. Ntountaniotis, E. Vrontaki, G. Liapakis, P. Moutevelis-

Minakakis, G. Kokotos, S. Hadjikakou, A.G. Tzakos, A. Afantitis, G. 

Melagraki, S. Bryant, T. Langer, V. Di Marzo, T. Mavromoustakos, 

Rational Drug Design Paradigms: The Odyssey for designing better 

Drugs, Comb. Chem. High Throughput Screen., vol. 18, no. 3, 2015, pp. 

238–256. 

6. E. Vrontaki, G. Melagraki, T. Mavromoustakos, A. Afantitis, Exploiting 

ChEMBL database to identify indole analogs as HCV replication inhibitors, 

Methods, vol. 71, Jan. 2015, pp. 4–13. 

7. E. Vrontaki, G. Leonis, A. Avramopoulos, M.G. Papadopoulos, M. Simčič, 

S.G. Grdadolnik, A. Afantitis, G. Melagraki, S.K. Hadjikakou, T. 
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Mavromoustakos, Stability and binding effects of silver(I) complexes at 

lipoxygenase-1, J. Enzyme Inhib. Med. Chem., vol. 30, no. 4, 2015, pp. 

539–549. 

8. E. Vrontaki, G. Leonis, M.G. Papadopoulos, M. Simčič, S. Golic 

Grdadolnik,  A. Afantitis, G. Melagraki, S.K. Hadjikakou, T. 

Mavromoustakos, Comparative binding effects of aspirin and anti-

inflammatory Cu-complex in the active site of LOX-1, J. Chem. Inf. 

Model., vol. 52, no. 12, Dec. 2012, pp. 3293–3301. 

 σε ελληνικά περιοδικά 

9. E. Vrontaki, G. Melagraki, A. Afantitis, T. Mavromoustakos, 

Nanomaterials and Quantitative Structure-Activity Relationships, 

Pharmakeftiki, 2016, in press 

10. E. Vrontaki, G. Melagraki, A. Afantitis, A. Tsantili – Kakoulidou, T. 

Mavromoustakos, 3D Quantitative Structure-Activity Relationships (3D-

QSAR): A short overview, Pharmakeftiki, vol. 27, no. IV, Oct.–Dec. 2015, 

126–137. 

11. E. Vrontaki, G. Melagraki, T. Mavromoustakos, A. Afantitis, Exploiting 

ChEMBL Database to Identify Indole Analogues as HCV Replication 

Inhibitors, Rev. Clin. Pharmacol. Pharmacokinet. Int. Ed., vol. 28, no. 1, 

2014, p. 31. 

12. Ε. Βροντάκη, Θ. Μαυρομούστακος, Γ. Μελαγράκη, Α. Αφαντίτης, 

Προσεγγίσεις για την Επιτυχέστερη Καταπολέμηση της Ηπατίτιδας C, 

Ιατρικά Νέα, 2014, Τεύχος 56, σελ. 16–22. 

 σε διεθνή επιστημονικά βιβλία 

12. E. Vrontaki, T. Mavromoustakos, G. Melagraki, A. Afantitis, Chapter 14: 

Quantitative Nanostructure-Activity Relationship models for the Risk 

Assessment of NanoMaterials, in Quantitative Structure-Activity 

Relationships in Drug Design, Predictive Toxicology, and Risk 

Assessment, K. Roy, Ed, 2015, IGI Global, pp. 535–559. 
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Συμμετοχή σε Σεμινάρια – Συνέδρια 

1. NMR Applications in Life Sciences, Exploring Peptides & Proteins, Patras, 

Greece, June 18-20, 2015 

2. IXth Joint Meeting in Medicinal Chemistry, Athens, Greece, June 7-10, 

2015 

3. 12ο Συνέδριο Χημείας Ελλάδας – Κύπρου, Χημεία, πυλώνας ανάπτυξης 

στη μετά κρίση εποχή, Θεσσαλονίκη, 8-10 Μαΐου 2015 

4. Σεμινάριο «Ο ρόλος των επιστημόνων στην εποχή της κρίσης», στο 

πλαίσιο του Εξ Αποστάσεως Μεταπτυχιακού στις Επιστήμες Αγωγής του 

Πανεπιστημίου Λευκωσίας σε συνεργασία με την Έδρα UNESCO του 

Πανεπιστημίου Λευκωσίας, Αθήνα, 28 Φεβρουαρίου 2015 

5. Symposium on Mass Spectrometry and Health, National and Kapodistrian 

University of Athens, Athens, Greece, November 18-19, 2014 

6. 1st International Congress: From Drug Discovery to Drug Delivery, Athens, 

Greece, November 13-15, 2014 

7. 4th THALAMOSS Scientific Meeting “Markers and Targets for 

Theranostics of Thalassemia” and 4th THALAMOSS GA Meeting, Athens 

Greece, November 5-6, 2014 

8. The Onassis Foundation Science Lectures Series 2014 in Chemistry and 

Biology: «Molecular Conformational Fluctuations: Origins of Biological 

Specificity and Applications in Pharmacochemistry», FORTH (ΙΤΕ), 

Heraklion, Crete, August 25-29, 2014 

9. Ενημερωτική Ημερίδα για τον Ζύθο, Γενικό Χημείο του Κράτους, Αθήνα, 

20 Ιουνίου 2014 

10. 32nd Cyprus-Camerino-Noordwijkerhout Symposium in Trends in Drug 

Research, Limassol, Cyprus, May 18-22, 2014 

11. 15ο Συνέδριο Ιατρικής Χημείας, Πάτρα, 9-11 Απριλίου 2014 

12. Β’ Κύκλος ομιλιών των Μορφωτικών Εκδηλώσεων του Εθνικού Ιδρύματος 

Ερευνών με τίτλο: «Η έξαρση των παρασιτικών νόσων στην Ελλάδα & 

Διεθνώς: Προκλήσεις για την έρευνα και τη δημόσια υγεία», Εθνικό 

Ίδρυμα Ερευνών, Αθήνα, 18 Φεβρουαρίου - 4 Μαρτίου 2014 

13. Διημερίδα «Νέες τεχνικές σχεδιασμού φαρμάκων – Μελέτη της δράσης 

τους σε μοριακό επίπεδο» από το Τμήμα Οργανικής και Φαρμακευτικής 
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Χημείας του Ινστιτούτου Βιολογίας, Φαρμακευτικής Χημείας και 

Βιοτεχνολογίας, Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών, Αθήνα, 7-8 Οκτωβρίου 2013 

14. Επιστημονικό forum «Τεχνολογικές εξελίξεις στη διάγνωση και θεραπεία 

του καρκίνου: Υπερθερμία – Νανοτεχνολογία», Αρεταίειο Νοσοκομείο, 

Αθήνα 4 Οκτωβρίου 2013 

15. Meeting of SYSPATHO program, ENS, Lyon, France, September 19-20, 

2013 

16. Διημερίδα «Χημεία και Ερευνητικές Προκλήσεις» από τo Τμήμα 

Οργανικής και Φαρμακευτικής Χημείας του Ινστιτούτου Βιολογίας, 

Φαρμακευτικής Χημείας και Βιοτεχνολογίας, στα πλαίσια του έργου FP7-

REGPOT “ARCADE”, Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών, Αθήνα, 23-24 Απριλίου 

2013 

17. Scientific / Kick-off Meeting of THALAMOSS (THALAssaemia Modular 

Stratification System for personalized therapy of beta-thalassaemia) 

Ferrara, Italy, January 14-15, 2013 

18. International Conference on Chemistry for Health, Εθνικό Ίδρυμα 

Ερευνών, Αθήνα, 9 -14 Σεπτεμβρίου 2012 

19. 32nd European Peptide Symposium στο Μέγαρο Μουσικής, Αθήνα 

(Megaron Athens International Conference Centre), 2-7 Σεπτεμβρίου 

2012 

Διαλέξεις – Ομιλίες σε Συνέδρια 

1. “Searching for HCV inhibitors combining Molecular Docking, 3D-QSAR 

CoMFA and Virtual Screening procedures”, στο 12ο Συνέδριο Χημείας 

Ελλάδας – Κύπρου, Χημεία, πυλώνας ανάπτυξης στη μετά κρίση εποχή, 

Θεσσαλονίκη, 8-10 Μαΐου, 2015 

2. “3D Quantitative structure-activity relationships employed for the 

optimization of CK-666” in 3rd Greece-Turkey bilateral collaboration Project 

Meeting “Discovery of novel Arp2/3 inhibitors: Synthesis, in silico design 

and in vitro analysis”, Biomedical Research Foundation, Academy of 

Athens, Greece, March 17-18, 2015 

3. “An integrated approach using a combination of molecular docking and 3D-

QSAR CoMSIA to understand the molecular basis of action of the indole 
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analogues as inhibitors of HCV replication” in Meeting of SYSPATHO 

program, ENS, Lyon, France, September 19-20, 2013 

4. “NovaMechanics Ltd Cheminformatics & bioinformatics solutions” in 

Scientific / Kick-off Meeting of THALAMOSS (THALAssaemia Modular 

Stratification System for personalized therapy of beta-thalassaemia) 

Ferrara, Italy, January 14-15, 2013 

Ανακοινώσεις σε Συνέδρια (Γραπτές) 

1. E. Vrontaki, G. Melagraki, T. Mavromoustakos, A. Afantitis, Development 

of predictive pharmacophore model and 3D-QSAR CoMSIA study for the in 

silico screening of new potent β-thalassaemia agents, IXth Joint Meeting in 

Medicinal Chemistry, Athens, Greece, June 7-10, 2015 

2. E. Vrontaki, G. Melagraki, T. Mavromoustakos, A. Afantitis, Searching for 

anthranilic acid-based thumb pocket-2 HCV NS5B polymerase inhibitors 

through a combination of Molecular Docking, 3D-QSAR and Virtual 

Screening, 1st International Congress: From Drug Discovery to Drug 

Delivery, Athens, Greece, November 13-15, 2014 

3. E. Vrontaki, G. Melagraki, T. Mavromoustakos, A. Afantitis, An in silico 

effort to discover new HCV Replication Inhibitors, 32nd Cyprus-Camerino-

Noordwijkerhout Symposium in Trends in Drug Research, Limassol, 

Cyprus, May 18-22, 2014 

4. E. Vrontaki, G. Melagraki, A. Afantitis, Developing in silico tools towards 

the personalized therapy of beta-thalassemia, 32nd Cyprus-Camerino-

Noordwijkerhout Symposium in Trends in Drug Research, Limassol, 

Cyprus, May 18-22, 2014 

5. E. Vrontaki, G. Leonis, A. Avramopoulos, M. G. Papadopoulos, M. Simčič, 

S. Golic-Grdadolnik, A. Afantitis, G. Melagraki, S.K. Hadjikakou, T. 

Mavromoustakos, Stability and Binding Effects of Ag Metal Complexes at 

LOX-1, 32nd Cyprus-Camerino-Noordwijkerhout Symposium in Trends in 

Drug Research, Limassol, Cyprus, May 18-22, 2014 

6. E. Vrontaki, G. Melagraki, T. Mavromoustakos, A. Afantitis, Exploiting 

ChEMBL database to identify indole analogues as HCV replication 

inhibitors, 15th Conference of Medicinal Chemistry, Patras, Greece, April 9-

11, 2014 

http://quintessence.com.cy/udata/contents/files/Conferences/Trends-inDrug-2014/CVs/Vrontaki%20E.pdf
http://quintessence.com.cy/udata/contents/files/Conferences/Trends-inDrug-2014/CVs/Vrontaki%20E.pdf
http://quintessence.com.cy/udata/contents/files/Conferences/Trends-inDrug-2014/Poster%20Abstract/Vrontaki2.pdf
http://quintessence.com.cy/udata/contents/files/Conferences/Trends-inDrug-2014/Poster%20Abstract/Vrontaki2.pdf
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Συμμετοχή σε Διεθνή Προγράμματα – Υποτροφίες 

1. Ερευνητικό πρόγραμμα «THALAMOSS» (THALAssaemia Modular 

Stratification System for personalized therapy of beta-thalassemia) από το 

7ο πρόγραμμα – πλαίσιο έρευνας της Ευρωπαϊκής Ένωσης FP7-HEALTH-

2012-INNOVATION-1 (HEALTH.2012.1.2-1) (2012–2015) 

2. Ερευνητικό πρόγραμμα «Συνεργασία» με τίτλο: «Αναστολείς 

Φωσφολιπασών A2: Ανάπτυξη αλυσίδας φαρμακευτικής ανακάλυψης για 

την αντιμετώπιση φλεγμονωδών νευρολογικών διαταραχών» με Κωδικό 

Αριθμό 70/3/12128, το οποίο διαχειρίζεται ο Ειδικός Λογαριασμός 

Κονδυλίων Έρευνας του Πανεπιστημίου Αθηνών, και συγχρηματοδοτείται 

από το Ευρωπαϊκό Ταμείο Περιφερειακής Ανάπτυξης, και εντάσσεται στο 

Επιχειρησιακό Πρόγραμμα «Ανταγωνιστικότητα και Επιχειρηματικότητα» 

(ΕΠΑΝ ΙΙ), του  Περιφερειακού Επιχειρησιακού Προγράμματος (ΠΕΠ) 

Αττικής, Α.Π. 3 «Ενίσχυση της Ανταγωνιστικότητας, της Καινοτομίας και της 

Ψηφιακής Σύγκλισης», του Άξονα Προτεραιότητας (Α.Π.) 1 «Δημιουργία και 

αξιοποίηση της καινοτομίας υποστηριζόμενης από έρευνα και τεχνολογική 

ανάπτυξη» (Υποτροφία 7 μηνών) 

3. Ερευνητικό πρόγραμμα «IKYDA» (IKY-DAAD), όπου το ΙΚΥ και η 

Γερμανική Υπηρεσία Ακαδημαϊκών Ανταλλαγών (DAAD) στο πλαίσιο 

διμερούς συμφωνίας, υλοποιούν από το έτος 2000 με στόχο την περαιτέρω 

προώθηση της επιστημονικής συνεργασίας των Ιδρυμάτων Τριτοβάθμιας 

Εκπαίδευσης καθώς και των ερευνητικών ιδρυμάτων της Ελλάδας και της 

Γερμανίας (2015–2016) 

Επικουρικό Έργο 

 Συνεπικουρία στη διεκπεραίωση διπλωματικής εργασίας (Δ. Πετροπούλου, 

προπτυχιακός) και ερευνητικής εργασίας διπλώματος ειδίκευσης (Ι. 

Πετροπούλου, υποψήφια MSc) 

 Επικουρία μελών ΔΕΠ στην άσκηση φοιτητών (εργαστήριο) για τα 

μαθήματα Οργανικής Χημείας ΙΙ και Οργανικής Χημείας ΙΙΙ 

 Επιτήρηση εξετάσεων προπτυχιακών φοιτητών τόσο του τμήματος Χημείας 

όσο και του τμήματος Φυσικής 
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ΑΝΑΦΟΡΕΣ 

1. M. Houghton, The long and winding road leading to the identification of 

the hepatitis C virus, J. Hepatol., vol. 51, no. 5, Nov. 2009, pp. 939-948. 

2. J. Cohen, The scientific challenge of hepatitis C, Science, vol. 285, no. 

5424, Jul. 1999, pp. 26-30. 

3. M.J. Alter, D. Kruszon-Moran, O.V. Nainan, G.M. McQuillan, F. Gao, 

L.A. Moyer, R.A. Kaslow, and H.S. Margolis, The prevalence of hepatitis 

C virus infection in the United States, 1988 through 1994, N. Eng. J. 

Med., vol. 341, no. 8, Aug. 1999, pp. 556-562. 

4. P.L. Almasio, D. Ingrassia, B. Vergara, and S. Filosto, New therapeutic 

prospects in HCV treatment, Expert Rev. Anti-infect. Ther., vol. 6, no. 6, 

Dec. 2008, pp. 775-779. 

5. C.W. Shepard, L. Finelli, and M.J. Alter, Global epidemiology of hepatitis 

C virus infection, Lancet Infect. Dis., vol. 5, no. 9, Sep. 2005, pp. 558-

567. 

6. A.U. Neumann, N.P. Lam, H. Dahari, D.R. Gretch, T.E. Wiley, T.J. 

Layden, and A.S. Perelson, Hepatitis C viral dynamics in vivo and the 

antiviral efficacy of interferon-alpha therapy, Science, vol. 282, no. 5386, 

Oct. 1998, pp. 103-107. 
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