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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 Ζ πξσηεΐλε BRAF αλήθεη ζηελ θαηεγνξία ησλ θηλαζψλ  ζεξίλεο – ζξενλίλεο θαη 

δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζην RAS/RAF/MEK/ERK (ΜΑPK)  ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη. 

O ξφινο ηνπ ελδνθπηηάξηνπ απηνχ κνλνπαηηνχ ζπλίζηαηαη ζηε κεηαγσγή ζεκάησλ απφ ην 

εμσθπηηάξην πεξηβάιινλ πξνο ηνλ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ. Σα ζήκαηα απηά ελεξγνπνηνχλ 

ην κνλνπάηη ειέγρνληαο ηε δηεθπεξαίσζε θξίζηκσλ ιεηηνπξγηψλ ηνπ θπηηάξνπ φπσο ν 

πνιιαπιαζηαζκφο, ε επηβίσζε, ε δηαθνξνπνίεζε θαη ε απφπησζή ηνπ. Πνιινί ηχπνη 

θαξθίλνπ, φπσο ην κειάλσκα, ν θαξθίλνο ηνπ ζπξενεηδνχο, ηνπ παρέσο εληέξνπ, ηνπ 

ήπαηνο, ησλ σνζεθψλ έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε κεηαιιάμεηο ηνπ ελδχκνπ BRAF κε ηε 

κεηάιιαμε V600E λα είλαη ε πιένλ ζπλήζεο. Ζ κεηάιιαμε απηή νδεγεί ζε κφληκα 

ελεξγνπνηεκέλε θαηάζηαζε ηελ πξσηεΐλε BRAF θαη επνκέλσο ζε ζπλερή ελεξγνπνίεζε 

ην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη MAPK κε απνηέιεζκα ζηα θαξθηληθά θχηηαξα λα επηθξαηνχλ ν 

πνιιαπιαζηαζκφο θαη ε επηβίσζε. Σν Vemurafenib θαη ην Dabrafenib απνηεινχλ ηα 

εγθεθξηκέλα θάξκαθα γηα ηε ζεξαπεία ηνπ κεηαζηαηηθνχ ή ηνπ κε ρεηξνπξγήζηκνπ 

κειαλψκαηνο πνπ θέξεη ηε κεηάιιαμε BRAFV600E, φκσο ε απνηειεζκαηηθφηεηά ηνπο 

είλαη πεξηνξηζκέλε ιφγσ αλάπηπμεο αλζεθηηθφηεηαο θαζψο θαη ηεο παξάδνμεο 

ελεξγνπνίεζεο ηνπ κνλνπαηηνχ ΜΑΡΚ ζε wt-BRAF θχηηαξα, πνπ νδεγεί ζε νγθνγέλεζε. 

Tα PLX7904 θαη PLX8394 (Paradox breakers) απνηεινχλ ηνπο αλαζηνιείο ηειεπηαίαο 

γεληάο ηεο κεηαιιαγκέλεο νγθνπξσηεΐλεο πνπ θαίλεηαη λα δηαθεχγνπλ ησλ παξελεξγεηψλ 

ησλ εγθεθξηκέλσλ θαξκάθσλ κε ην δεχηεξν απφ απηά λα είλαη επί ηνπ παξφληνο ζε 

θιηληθέο δνθηκέο. 

΢ηφρνο ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο είλαη ν εληνπηζκφο πηζαλψλ λέσλ 

αλαζηνιέσλ ηεο νγθνπξσηείλεο BRAFV600E. Δθαξκφζηεθε πξσηφθνιιν εηθνληθήο 

ζάξσζεο κε βάζε ηε δνκή ηνπ πξσηετληθνχ ζηφρνπ. ΢πγθεθξηκέλα, ζαξψζεθε εηθνληθά ε 

δηαδηθηπαθή βάζε δεδνκέλσλ Ambinter (3,5 εθαηνκκχξηα κφξηα), κε εθαξκνγή in silico 

κνξηαθήο πξφζδεζεο ζην θαηαιπηηθφ θέληξν ηνπ ππνδνρέα ρξεζηκνπνηψληαο ηελ 

θξπζηαιιηθή δνκή ηνπ ζπκπιφθνπ BRAFV600E:PLX7904. Ζ ξνή εξγαζηψλ πινπνηήζεθε 

ζην πεξηβάιινλ ηεο πιαηθφξκαο δηαρείξηζεο δεδνκέλσλ Knime κε ηελ ελζσκάησζε 

θφκβσλ θηιηξαξίζκαηνο, κνληεινπνίεζεο θαη ειέγρνπ πξφζδεζεο. Ζ βηβιηνζήθε 

θηιηξαξίζηεθε αξρηθά σο πξνο ηηο θπζηθνρεκηθέο ηδηφηεηεο ησλ κνξίσλ θαη κε βάζε 

δηεπξπκέλα θξηηήξηα Lipinski θαη εθαξκφζηεθαλ δηαδνρηθά νη ηερληθέο κνξηαθήο 

πξφζδεζεο απμαλφκελεο αθξίβεηαο, HTVS (High Throughput Virtual screening), SP 
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(Standard Precision) θαη IFD (Induced Fit Docking protocol) ηνπ ινγηζκηθνχ GLIDE ηεο 

ζνπίηαο Schrödinger. Δπηιέρζεθαλ νη πιένλ ππνζρφκελεο ελψζεηο κε βάζε ηε 

βαζκνλφκεζε ηεο πξφζδεζήο ηνπο ζηνλ πξσηετληθφ ζηφρν θαη ηηο επηζπκεηέο 

αιιειεπηδξάζεηο κε θξίζηκα ακηλνμέα ηνπ ελεξγνχ θέληξνπ. Ζ ζεσξεηηθή πξφβιεςε ησλ 

θπζηθνρεκηθψλ ηδηνηήησλ ηνπο κε ην ινγηζκηθφ QikProp ηεο ζνπίηαο Schrodinger 

ηεξάξρεζε πεξαηηέξσ ηηο ελψζεηο ελψ επηιέρζεθαλ θαηά πξνηεξαηφηεηα έμη ελψζεηο κε 

ηθαλνπνηεηηθέο ADME ηδηφηεηεο  ψζηε λα αγνξαζζνχλ θαη λα δνθηκαζηνχλ in vitro σο 

πξνο ηελ ηθαλφηεηα εθιεθηηθήο αλαζηνιήο ηνπ ελδχκνπ BRAFv600e. 

Ζ δηπισκαηηθή εξγαζία πξαγκαηνπνηήζεθε θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ αθαδεκαηθνχ έηνπο 

2017-2018 ζην Ηλζηηηνχην Βηνινγίαο, Φαξκαθεπηηθήο Υεκείαο θαη Βηνηερλνινγίαο ηνπ 

Δζληθνχ Ίδξπκαηνο Δξεπλψλ. 
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ABSTRACT 

 

BRAF belongs to the class of serine-threonine kinases and plays an important role in 

the RAS / RAF / MEK / ERK (MAKK) signaling pathway. The role of this intracellular 

pathway consists of transducing signals from the extracellular environment to the cell 

nucleus. These signals activate the pathway by controlling the processing of critical 

cell functions such as proliferation, survival, differentiation and apoptosis. Many 

types of cancer, such as melanoma, thyroid, colon, liver, ovarian cancer have been 

associated with BRAF mutations with the V600E mutation being the most common. 

This mutation results in the BRAF protein being permanently activated and 

consequently in the MAPK signaling pathway, resulting in proliferation and survival in 

cancer cells. Vemurafenib and Dabrafenib are the approved medicines for the 

treatment of metastatic or non-operable melanoma bearing the BRAFV600E 

mutation, but their efficacy is limited due to the development of resistance and the 

paradoxical activation of the MAPK pathway in wt-BRAF cells, leading in 

tumorgenesis. PLX7904 and PLX8394 (Paradox breakers) are the last generation of 

mutant oncoprotein that appear to escape the side effects of authorized drugs, with 

the latter being currently in clinical trials. 

 

The aim of this diploma thesis is to identify potential new inhibitors of the oncoprotein 

BRAFV600E. A virtual scanning protocol based on the structure of the protein target 

was applied. Specifically, the online Ambinter database (3.5 million molecules) was 

screened by applying in silico molecular binding to the catalytic center of the 

receptor using the crystalline structure of the BRAFV600E: PLX7904 complex. The 

workflow was implemented in the Knime data management platform environment by 

integrating filtering, modeling, and lashing control nodes. The library was initially 

filtered for the physicochemical properties of the molecules and based on expanded 

Lipinski criteria, and the higher throughput (HTVS), SPV (Standard Precision) and 

IFD (Induced Fit Docking Protocol) GLIDE of the Schrödinger suite. The most 

promising compounds were selected based on the calibration of their binding to the 

protein target and the desired interactions with critical amino acids of the active site. 

The theoretical prediction of their physicochemical properties with the QikProp 

software of the Schrodinger Suite further prioritized the compounds, while six 
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compounds with satisfactory ADME properties were selected to be purchased and 

tested in vitro for the selective inhibition of BRAFv600e enzyme. 

 

The diploma thesis was conducted during the academic year 2017-2018 at the 

Institute of Biology, Pharmacy Chemistry and Biotechnology of the National 

Research Foundation. 
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Θεσξεηηθφ Μέξνο 
 

Δηζαγσγή 

Ο νξζνινγηθφο ζρεδηαζκφο θαξκάθσλ κε βάζε ηελ δνκή ελφο βηνινγηθνχ ζηφρνπ 

(structure-based drug design) , απνηειεί έλα λέν εξγαιείν ηεο θαξκαθεπηηθήο ρεκείαο, 

κε ηελ πξψηε πινπνίεζε λα ιακβάλεη ρψξα ην 1973 απφ ηελ νκάδα ησλ Beddell  and  

Goodford  ζην Ζλσκέλν Βαζίιεην [20]. Ζ ηαρεία θαη απνηειεζκαηηθή αλαθάιπςε λέσλ 

ελψζεσλ-νδεγψλ ή ε βειηηζηνπνίεζε ηνπο, σο απνηέιεζκα ηνπ νξζνινγηθνχ 

ζρεδηαζκνχ θαξκάθσλ, θαζηζηνχλ ηνλ ηειεπηαίν, απαξαίηεην ζηνλ θιάδν ηεο 

θαξκαθεπηηθήο ρεκείαο, δεδνκέλνπ φηη ε ηαρχηεηα θαη ην θφζηνο ,ζεσξνχληαη νη θχξηεο 

παξάκεηξνη πνπ ζπλππνινγίδνληαη γηα ηελ εθαξκνγή ή ηελ απφξξηςε ελφο 

πξνγξάκκαηνο αλάπηπμεο λένπ θαξκάθνπ. Δμάιινπ, νη ζχγρξνλεο ηάζεηο γηα 

«ζηνρεπκέλε» ζεξαπεία, ε νπνία απνζθνπεί ζηε ρνξήγεζε παξαγφλησλ  πνπ 

παξεκπνδίδνπλ ηε δξάζε ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλψλ αλαζηέιινληαο ζπγθεθξηκέλα 

κνλνπάηηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ θαξθηλνγέλεζε, είλαη άξξεθηα ζπλπθαζκέλεο κε ηε 

γλψζε ηεο κνξηαθήο βάζεο ηεο αζζέλεηαο.  

Κχξην ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ ζρεδηαζκνχ θαξκάθνπ κε βάζε ηε δνκή ηνπ ζηφρνπ είλαη ε 

αμηνπνίεζε ηεο γλψζεο ηεο ηξηζδηάζηαηεο δνκήο ηνπ καθξνκνξηαθνχ ππνδνρέα πνπ 

ζπλδέεηαη άκεζα κε ηελ αζζέλεηα πνπ ζηνρεχνπκε ψζηε λα εληνπηζηνχλ κέζα απφ 

θαηάιιειεο βηβιηνζήθεο ελψζεηο-νδεγνί, κε κεγάιε  ζπγγέλεηα κε ηνλ βηνινγηθφ ζηφρν 

πνπ λα εκθαλίδνπλ θάπνηα βηνινγηθή δξαζηηθφηεηα έλαληη απηνχ ηνπ ζηφρνπ. 

Πεξαηηέξσ, ε γλψζε ηνπ θέληξνπ πξφζδεζεο θαη ε χπαξμε θξπζηαιινγξαθηθψλ 

δεδνκέλσλ γηα ην ζχκπινθν ηνπ ζηφρνπ κε ελψζεηο πνπ παξνπζηάδνπλ ηελ επηζπκεηή 

δξάζε (αλαζηνιέαο ή αγσληζηήο) απμάλεη αθφκα πεξηζζφηεξν ηελ πηζαλφηεηα 

επηηπρνχο έθβαζεο. Παξαδνζηαθά, νη θαξκαθεπηηθέο εηαηξίεο πξνθεηκέλνπ γηα ηνλ 

εληνπηζκφ λέσλ ελψζεσλ-νδεγψλ έλαληη ελφο ζεξαπεπηηθνχ ζηφρνπ, εθαξκφδνπλ 

ζάξσζε πςειήο ξπζκαπφδνζεο (High Throughput Screening), φπνπ κε ηε ρξήζε 

θάπνηνπ εξγαζηεξηαθνχ ειέγρνπ (in vitro test) ζαξψλνπλ κεγάιεο βηβιηνζήθεο 

ελψζεσλ. Ζ πιένλ ζχγρξνλε πξνζέγγηζε ζηελ αλαθάιπςε λέσλ θαξκάθσλ βαζίδεηαη 

ζηελ Δηθνληθή ΢άξσζε ηεξάζηησλ βηβιηνζεθψλ κνξίσλ κε ηε ρξήζε ππνινγηζηηθψλ 

ηερληθψλ (virtual screening). Ζ ηαμηλφκεζε θαη επηινγή ησλ πιένλ ππνζρφκελσλ 

ελψζεσλ πνπ ζηε ζπλέρεηα ζα δνθηκαζζνχλ ζε in vitro ειέγρνπο, γίλεηαη κε βάζε α. ηελ 
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πξνβιεπφκελε ελέξγεηα πξφζδεζεο ζην ελεξγφ θέληξν ηνπ ππνδνρέα (in silico docking 

score) είηε β. θαη‟ αξράο κε βάζε ηε βέιηηζηε πξνζαξκνγή ηνπο ζε 3D θαξκαθνθφξν 

κνληέιν πνπ θαηαζθεπάδεηαη θαη επηθπξψλεηαη ψζηε λα πεξηιάβεη ηα θχξηα ρεκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά πνπ πξέπεη λα έρεη ην κφξην-πξνζδέηεο γηα λα αιιειεπηδξάζεη επλντθά 

κε ηα θξίζηκα ακηλνμέα ηεο ζέζεο πξφζδεζεο (π.ρ. δφηεο θαη δέθηεο δεζκψλ-Ζ, 

αξσκαηηθά ζπζηήκαηα). Οη ελψζεηο κε ηε βέιηηζηε πξνζαξκνγή θαηφπηλ εμεηάδνληαη σο 

πξνο ηελ πξφζδεζή ηνπο ζην ελεξγφ θέληξν κε βάζε ηηο θπξηφηεξεο αιιειεπηδξάζεηο 

[26]. 

΢ηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία, αλαδεηήζεθαλ λένη αλαζηνιείο αλαζηνιείο ηεο 

κεηαιιαγκέλεο θηλάζεο BRAFV600E. Μεηαιιάμεηο ηνπ ελδχκνπ BRAF παξαηεξνχληαη 

ζε πνιινχο ηχπνπο θαξθίλνπ φπσο ζην κειάλσκα (50%), ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

ζπξενεηδνχο (35-70 %), ζηνλ θαξθίλν ηνπ παρέσο εληέξνπ (5-20%), ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

ήπαηνο  (~14%) θαη ησλ σνζεθψλ (~30%) [3] .  H ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε 

BRAFV600E, φπνπ ην ακηλνμχ βαιίλε ζηε ζέζε  600 αληηθαζίζηαηαη απφ γινπηακηθφ 

νμχ, είλαη ε πιένλ ζπλήζεο θαη επάγεη ηε ζπλερή ελεξγνπνίεζε ηνπ ελδχκνπ κε 

νγθνγελεηηθέο ζπλέπεηεο [32].  Ζ ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε παξαηεξείηαη ζην 90% ησλ 

πεξηπηψζεσλ κειαλψκαηνο. 

Ήδε έρνπλ εγθξηζεί δχν επηιεθηηθνί αλαζηνιείο ηεο νγθνπξσηετλεο BRAFV600E, ην 

Vemurafenib [6] θαη ην Dabrafenib [19]  γηα ηε ζεξαπεία ηνπ κεηαζηαηηθνχ κειαλψκαηνο 

κε ηε ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε. Ωζηφζν ε απνηειεζκαηηθφηεηά ηνπο είλαη πεξηνξηζκέλε 

δεδνκέλνπ φηη κεηά απφ ζπγθεθξηκέλν ρξνληθφ δηάζηεκα ρνξήγεζεο ηνπο, έρεη 

παξαηεξεζεί φηη αλαπηχζζεηαη αλζεθηηθφηεηα [15]. 

Δηζη, είλαη δηαξθήο ε εξεπλεηηθή αλαδήηεζε γηα ηελ αλαθάιπςε λέσλ επηιεθηηθψλ 

αλαζηνιέσλ ηεο BRAFV600E πνπ πηζαλά λα ζπλδένληαη κε κηθξφηεξε πηζαλφηεηα 

αλάπηπμεο αληίζηαζεο [40]. 

΢ηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία δηελεξγήζεθε εηθνληθή ζάξσζε κηαο ηεξάζηηαο 

δηαδηθηπαθήο βάζεο δεδνκέλσλ κηθξψλ κνξίσλ, ηεο Ambinter, κε ηελ βνήζεηα εηδηθψλ 

πξνγξακκάησλ θαη εξγαιείσλ, θαη επηιέρζεθαλ νη πιένλ θαηάιιειεο κε βάζε ηε 

βαζκνλφκεζε ηεο πξφζδεζήο ηνπο ζηνλ πξσηετληθφ ζηφρν θαη ησλ επηζπκεηψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κε θξίζηκα ακηλνμέα ηνπ ελεξγνχ θέληξνπ.  ΢ην άκεζν κέιινλ, 

επηιεγκέλεο ελψζεηο πξφθεηηαη λα αγνξαζζνχλ θαη λα δνθηκαζηνχλ πεξαηηέξσ in vitro 

ζην ελδπκηθφ assay.  

Ζ δνκή ηνπ θχξηνπ ζψκαηνο ηεο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο πεξηγξάθεηαη ζηελ ζπλέρεηα.  

΢ηo  θεθάιαην 1 αλαιχεηαη ε δνκή ηεο πξσηεΐλεο BRAF θαη ν βηνινγηθφο ηεο ξφινο, ν 
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νγθνγελεηηθφο ξφινο ηεο BRAFV600E,  θαη νη αλαζηνιείο ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηετλεο 

πνπ έρνπλ αλαθαιπθζεί έσο ηψξα. ΢ην θεθάιαην 2 πεξηγξάθνληαη ηα βήκαηα ηνπ 

δνκεκέλνπ θαη νξζνινγηθνχ ζρεδηαζκνχ θαξκάθσλ θαη ζην θεθάιαην 3, δίλεηαη κηα 

πεξηγξαθή ηεο βάζεο δεδνκέλσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ εηθνληθή ζάξσζε θαζψο 

θαη ησλ αιγνξίζκσλ-εξγαιείσλ πνπ αμηνπνηήζεθαλ γηα ηνλ εληνπηζκφ λέσλ πηζαλψλ 

ελψζεσλ-νδεγψλ. ΢ην θεθάιαην 4 γίλεηαη αλάιπζε ηεο κεζνδνινγίαο πνπ αθνινπζήζεθε, 

απφ ηελ εηθνληθή ζάξσζε κέρξη θαη ηελ επηινγή ησλ πιένλ ππνζρφκελσλ ελψζεσλ κεηά 

ηελ δηαδηθαζία κνξηαθήο πξφζδεζεο. ΢ην θεθάιαην 5 παξνπζηάδνληαη αλαιπηηθά ηα 

απνηειέζκαηα. ΢ην θεθάιαην 6 εθηίζεηαη ε ζπδήηεζε ησλ απνηειεζκάησλ θαη ζην 

θεθάιαην 7, γίλεηαη κηα αλαθεθαιαίσζε ησλ ζπκπεξαζκάησλ απφ ηελ φιε δηαδηθαζία. 

΢ην ηέινο δίλεηαη ε βηβιηνγξαθία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1. Ζ πξσηεΐλε BRAF 
 

Ζ πξσηεΐλε BRAF αλήθεη ζηελ θαηεγνξία ησλ θηλαζψλ  ζεξίλεο – ζξενλίλεο θαη 

δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζην RAS/ΜΑΡΚ ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη. Σν ελδνθπηηάξην 

απηφ κνλνπάηη είλαη γλσζηφ θαη ζαλ RAS/RAF/MEK/ERK θαη ν ξφινο ηνπ είλαη είλαη ε 

κεηαγσγή ζεκάησλ απφ ην εμσθπηηάξην πεξηβάιινλ πξνο ηνλ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ. Σα 

ζήκαηα απηά ελεξγνπνηνχλ ην κνλνπάηη ειέγρνληαο ηε δηεθπεξαίσζε θαίξησλ θξίζηκσλ 

ιεηηνπξγηψλ ηνπ θπηηάξνπ φπσο ν πνιιαπιαζηαζκφο , ε επηβίσζε, ε δηαθνξνπνίεζε θαη 

ε απφπησζή ηνπ . ΢ηα θαξθηληθά θχηηαξα, ην κνλνπάηη απηφ είλαη ζπλερψο 

ελεξγνπνηεκέλν κε απνηέιεζκα λα επηθξαηνχλ ν πνιιαπιαζηαζκφο θαη ε επηβίσζε [2], 

[12] . Ζ νηθνγέλεηα ησλ πξσηετλψλ RAF πεξηιακβάλεη ηξεηο ηζνκνξθέο: ηελ ARAF, ηε 

BRAF θαη ηε CRAF. Καη νη ηξεηο ηζνκνξθέο εκπιέθνληαη ζην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη 

RAS/RAF/MEK/ERK φκσο ε BRAF ελεξγνπνηεί ηζρπξφηεξα ην ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη 

ησλ ΜAPK θηλαζψλ. Πεξαηηέξσ, ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο ζηελ πξσηετλε BRAF πνπ 

νδεγνχλ ζηε ζπλερή ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ έρνπλ αληρλεπζεί ζην ~7% φισλ ησλ 

ηχπσλ θαξθίλνπ ελψ νη κεηαιιάμεηο ζηηο πξσηετλεο ARAF θαη CRAF είλαη ζπάληεο. Δηζη, 

ην ελδηαθέξνλ ηεο αληηθαξθηληθήο έξεπλαο έρεη ζηξαθεί πξνο ηελ αλαζηνιή ηεο 

κεηαιιαγκέλεο νγθνπξσηετλεο BRAF [10],[22],[24]. 

 

 

1.1  Ζ ιεηηνπξγία ηεο πξσηεΐλεο BRAF ζε πγηή θχηηαξα 

΢ε θπζηνινγηθά θχηηαξα, ε BRAF ελεξγνπνηείηαη κεηά απφ αιιειεπίδξαζε κε ην 

ζχκπινθν RAS-GTP, ε δεκηνπξγία ηνπ νπνίνπ νθείιεηαη ζε εμσθπηηαξηθά ζήκαηα, φπσο 

νη απμεηηθνί παξάγνληεο πνπ ελεξγνπνηνχλ ππνδνρείο ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο φπσο 

νη ππνδνρείο θηλάζεο ηεο ηπξνζίλεο (RTK). Ζ ελεξγνπνίεζε ηεο BRAF γίλεηαη κέζσ 

εηεξν- ή νκνδηκεξηζκνχ ηεο, θαη θσζθνξπιίσζεο ησλ ακηλνμέσλ ζξενλίλεο-599 θαη 

ζεξίλεο-602 [3],[37],[41]. Σν θαιχηεξα ραξαθηεξηζκέλν ππφζηξσκα ηεο BRAF είλαη ε 

MEK θηλάζε [37], γεγνλφο πνπ ζεκαίλεη φηη ε ελεξγή BRAF ελεξγνπνηεί ζηε ζπλέρεηα 

κέζσ θσζθνξπιίσζεο ηηο πξσηετληθέο θηλάζεο ΜΔΚ (MAP2K1/2 ή MEK1/2) . Οη ΜΔΚ κε 

ηελ ζεηξά ηνπο θσζθνξπιηψλνπλ ηα ππνζηξψκαηά ηνπο, ERK (extracellular signal-

regulated kinases), θαη απηά κεηαθέξνληαη ζηνλ ππξήλα, φπνπ εδξεχεη πιήζνο 



13 
 

ππνζηξσκάησλ ηνπο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπο κεηαγξαθηθνχο θαη κεηαθξαζηηθνχο 

παξάγνληεο, πξνάγνληαο εμέρνπζαο ζεκαζίαο ιεηηνπξγίεο ηνπ θπηηάξνπ ζρεηηδφκελεο κε 

ηελ επηβίσζε, ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ, ηε κεηαλάζηεπζε θαη ηε δηαθνξνπνίεζε 

[2],[37].(εηθφλα 1) 

 

 

1.2  Ζ κεηαιιαγκέλε θηλάζε BRAF
V600E

 

 Μεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηελ BRAF, έρνπλ ελνρνπνηεζεί γηα ηελ 

θαξθηλνγέλεζε ζε δηάθνξνπο ηζηνχο, φπσο ν πλεχκνλαο ,ην παρχ έληεξν, ν ζπξενεηδήο 

θαη νη σνζήθεο. Μηα ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε ηεο πξσηεΐλεο φπνπ ε Βαιίλε 600 

αληηθαζίζηαηαη απφ Γινπηακηθφ νμχ θαη είλαη απνηέιεζκα κηαο γνληδηαθήο κεηαζηξνθήο 

Σ1799Α,  είλαη ε πιένλ ζπλήζεο (90%), επάγεη ηε ζπλερή ελεξγνπνίεζε ηεο 

κεηαιιαγκέλεο BRAF θαη  δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζε πνιινχο ηχπνπο θαξθίλνπ 

φπσο ην θαθνήζεο κειάλσκα (27-70 %) θαη ν θαξθίλνο παρέσο εληέξνπ (5-22 %). Ζ 

BRAFV600E επάγεη ηελ ππεξελεξγνπνίεζε ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ MEK/ERK, κε 

απνηέιεζκα ηελ απμεκέλε κεηαγξαθηθή έμνδν νδεγψληαο ζηελ απνθπγή ηεο γήξαλζεο 

θαη απφπησζεο ηνπ θπηηάξνπ, ηελ αλεμέιεγθηε αληηγξαθή θαη πνιιαπιαζηαζκφ ηνπ, ηελ 

εηζβνιή ζε μέλνπο ηζηνχο θαη άξα κεηάζηαζε (κέζσ ηεο ππεξέθθξαζεο πξσηετλψλ πνπ 

εκπιέθνληαη ζηελ κεηαλάζηεπζε θαη ηελ θπηηαξηθή ζπζηαιηηθφηεηα) θαζψο θαη ηελ 

παξεκπφδηζε ηεο αλνζναπφθξηζεο [3]. Ζ ππεξελεξγνπνίεζε απηή ηεο ERK, επάγεη ηνπο 

ERK-εμαξηψκελνπο βξφγρνπο αξλεηηθήο αλάδξαζεο αλαζηέιινληαο ηε 

δηακεζνιαβψκελε απφ ηνπο ππνδνρείο θηλάζεο ηεο ηπξνζίλεο ζεκαηνδφηεζε ηνπ 

κνλνπαηηνχ.  

΋κσο, ε BRAFV600E κπνξεί λα ζεκαηνδνηεί θαη ζαλ ιεηηνπξγηθφ κνλνκεξέο ελ αληηζέζεη 

πξνο ηελ wild-type BRAF πνπ ν δηκεξηζκφο ηεο είλαη πξναπαηηνχκελν γηα ηελ 

ελεξγνπνίεζή ηεο. Έηζη, ζε θχηηαξα κε κεηαιιαγκέλε BRAF παξαθάκπηνληαη ηα 

αλαζηαιηηθά απνηειέζκαηα ηεο αξλεηηθήο αλάδξαζεο δηακεζνιαβνχκελεο απφ ην ERK 

θαη ηα κνλνκεξή ηεο κεηαιιαγκέλεο θηλάζεο κπνξνχλ λα θσζθνξπιηψλνπλ ηε MEK θαη 

λα ελεξγνπνηνχλ ζπλεπψο ην κνλνπάηη πνπ αθνινπζεί [22]. (εηθφλα 1) 
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Δηθφλα 1 Δλεξγνπνίεζε κνλνπαηηνχ Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) ζε θπζηνινγηθά θχηηαξα (a) θαη ζε 

θχηηαξα κε κεηαιιαγκέλε ηελ BRAF (b) . Ζ BRAF
V600E

 είλαη ηθαλή λα θσζθνξπιηψλεη ηελ ΜΔΚ σο 

κνλνκεξέο, δειαδή είλαη αλεμάξηεηε  δηκεξηζκνχ. ((Figure 1 | [22]) 

 

 

1.3 Αιιαγέο ζηε ζηεξενδηάηαμε ιφγσ ηεο κεηάιιαμεο V600E 

 Ζ BRAF, φκνηα κε ηηο άιιεο επθαξησηηθέο πξσηετληθέο θηλάζεο, έρεη 3 ζπληεξεκέλεο 

πεξηνρέο CR1-CR3, κε ηελ CR1 ζην ακηλνηειηθφ άθξν λα θηινμελεί ηελ πεξηνρή 

πξφζδεζεο ηνπ RAS-GTP θαη ηελ CR3 ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν λα πεξηιακβάλεη ηελ 

θαηαιπηηθή πεξηνρή. Ζ θαηαιπηηθή πεξηνρή πεξαηηέξσ απαξηίδεηαη απφ: 

α) ην κηθξφ ινβφ ζην ακηλνηειηθφ άθξν (Ν-lobe), θαη 

β) ην κεγάιν ινβφ ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν πνπ έρεη έλαλ κηθξφ βξφρν, (C-lobe) ελψ ζηε 

κεζεπηθάλεηα ησλ δχν ινβψλ επξίζθεηαη ε ζέζε πξφζδεζεο ηνπ ATP. O N-ινβφο έρεη 

δνκή β-πηπρσηψλ θχιισλ θαη πεξηιακβάλεη κία καθξηά α-έιηθα (aC-helix) ελψ ε δνκή 

ηνπ C-ινβνχ απνηειείηαη θπξίσο απφ α-έιηθεο. Οη δχν ινβνί  ζπλδένληαη κέζσ ελφο 
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επέιηθηνπ βξφγρνπ (hinge) πνπ επηηξέπεη κεγάιε δηακνξθσηηθή επθηλεζία θαη 

ζπγθεθξηκέλα - νη δπν ινβνί κπνξνχλ λα κεηαθηλνχληαη θαη λα πιεζηάδνπλ είηε λα 

απνκαθξχλνληαη, θαζηζηψληαο ηελ κεζεπηθάλεηά ηνπο, θιεηζηή θαη αλνηρηή αληίζηνηρα. 

΢ηνλ C-ινβφ βξίζθνληαη ηα ακηλνμέα Asp(594)-Phe(595)-Gly(596) (κνηίβν DFG), έλα 

κνηίβν πςειά ζπληεξεκέλν ζηηο πξσηετληθέο θηλάζεο πνπ πεξηιακβάλεηαη ζηελ πεξηνρή 

πξφζδεζεο ηνπ ATP ελψ κεηά ην κνηίβν DFG αθνινπζεί ν βξφρνο ελεξγνπνίεζεο (ΑS) 

πνπ πεξηιακβάλεη ηα ακηλνμέα Thr(599) θαη Ser(602), ε θσζθνξπιίσζε ησλ νπνίσλ 

ζπλδέεηαη κε ηε ζεκαηνδνηηθή ιεηηνπξγία ηεο πξσηεΐλεο. 

Ζ κεηάβαζε κεηαμχ ηεο ελεξγήο θαη αλελεξγήο θαηάζηαζεο ηεο θηλάζεο πεξηιακβάλεη ηηο 

ζπληνληζκέλεο θηλήζεηο ηνπ ηκήκαηνο ελεξγνπνίεζεο AS θαη ηεο aC-έιηθαο. Ζ αλελεξγή 

θαηάζηαζε δηαθξίλεηαη ζπλήζσο απφ έλα ζπκπαγέο  δνκεκέλν AS θαη κία κεηαηνπηζκέλε 

πξνο ηα έμσ aC-έιηθα (out conformation). Καηά ηελ ελεξγνπνίεζε, ε αλελεξγή 

δηακφξθσζε δηαηαξάζζεηαη επηηξέπνληαο ην AS λα πηνζεηήζεη κηα ζέζε πνπ απαηηείηαη 

γηα ηελ θαηάιπζε (ε'' Καηάζηαζε DFG-in '', φπνπ ην Asp(594) πξνζαλαηνιίδεηαη πξνο ηε 

ζήθε πξφζδεζεο ηνπ ATP ζπκκεηέρνληαο ζηε δέζκεπζε ηφλησλ Mg2+ ψζηε λα γίλεη ε 

θαηάιπζε) θαη ηελ aC έιηθα λα κεηαηνπηζηεί πξνο ηα κέζα (AC-in) ψζηε λα ζρεκαηηζηεί ε 

θαηαιπηηθή γέθπξα  άιαηνο κεηαμχ ηεο ιπζίλεο (K483) ηνπ θιψλνπ b3 θαη ηνπ 

γινπηακηθνχ νμένο (Δ501) ηεο aC-έιηθαο [12],[18]. 
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Δηθφλα 2: (a) ΢πληεξεκέλεο πεξηνρέο CR1-CR3 ηεο πξσηεΐλεο BRAF. (b,c) Γηακφξθσζε ηεο πεξηνρήο ηεο 

θηλάζεο ζηελ ελεξγή (pdb: 4MNE) θαη ηελ αλελεξγή δηακφξθσζε (pdb: 4RZV). Δπηζεκαίλνληαη  

ραξαθηεξηζηηθέο πεξηνρέο ηνπ ελδχκνπ. Ζ ελεξγνπνίεζε ηεο θηλάζεο ζπλνδεχεηαη απφ ηελ κεηαηφπηζε ηεο 

α-έιηθαο (ζε πξάζηλν ρξψκα) απφ ηελ ζέζε OUT πξνο ηε ζέζε IN θαη ηνπ βξφρνπ ελεξγνπνίεζεο AS ηνπ 

νπνίνπ ε αλαδίπισζε επίζεο δηαηαξάζζεηαη θαηά ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο BRAF [18] (d) Μνληέιν ηεο 

πεξηνρήο ηεο θηλάζεο BRAF ζηελ ελεξγή ηεο κνξθή δηακφξθσζε βαζηζκέλν ζηελ θξπζηαιιηθή δνκή pdb: 

3D4Q επηζεκαίλνληαο θξίζηκα δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά [12] 
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 Σα ακηλνμέα (596-601) ηνπ βξφρνπ ΑS φηαλ δελ είλαη θσζθνξπιησκέλνο ζηηο ζέζεηο 

Thr(599) θαη Ser(602), αιιειεπηδξνχλ πδξνθνβηθά κε ηα ακηλνμέα ηνπ β3 θιψλνπ 

(Leu485) θαη ηα ακηλνμέα ηεο aC-έιηθαο (F497) δηαηεξψληαο ηελ BRAF ζε αλελεξγή 

θαηάζηαζε, θαζφηη δελ επηηξέπνπλ ζην ATP λα εηζρσξήζεη ζε απηήλ ηελ πδξφθνβε ζήθε 

[30],[39] (εηθφλα 3).  ΢ηελ παξεκπφδηζε απηή ζπκβάιιεη θαη ην D594 (Αζπαξηηθφ Ομχ) 

ηνπ κνηίβνπ DFG ην νπνίν κπινθάξεη ηελ είζνδν ζηελ θνηιφηεηα πξνζαλαηνιηδφκελν 

πξνο ηα έμσ, εθηφο ηεο ζέζεο πξφζδεζεο ηνπ ATP (DFG out).  

Ζ ππνθαηάζηαζε V600E δηαηαξάζζεη ηελ πδξφθνβε αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ηνπ βξφρνπ 

AS θαη ηεο  aC-έιηθαο ελψ επηπιένλ δεκηνπξγείηαη κηα ιεηηνπξγηθή γέθπξα άιαηνο κεηαμχ 

ηνπ Δ600 θαη ηεο Κ507 ηεο aC-έιηθαο πνπ ζεσξείηαη φηη απνζηαζεξνπνηεί ην έλδπκν απφ 

ηελ αλελεξγή ηνπ δηακφξθσζε θαη ην θαζηζηά ελεξγφ ζε κφληκε βάζε [39]. 

 

 

Δηθφλα 3: Τδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ηεο έιηθαο aC θαη ηνπ βξφρνπ ελεξγνπνίεζεο (ΑS-H1) 

(Figure 2 |[39]) θαη δηαηαξαρή ηνπο απφ ηελ παξνπζία ηεο κεηάιιαμεο V600E  
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1.4 Αλαζηνιείο ηεο BRAF
V600E

 

Oη θηλάζεο απνηεινχλ ζηφρνπο ελδηαθέξνληνο γηα ηελ θαξκαθνβηνκεραλία, ιφγσ ηεο 

ζεκαζίαο πνπ έρνπλ κεηαιιάμεηο ζηελ δνκή ηνπο θαη δπζιεηηνπξγίεο ζηελ δξαζηεξηφηεηά 

ηνπο, ζηελ πξφθιεζε αζζελεηψλ θαη θαξθηληθψλ φγθσλ. ΢πλεπψο, ε αλαζηνιή ηνπο κέζσ 

θαηάιιεια ζρεδηαζκέλσλ θαξκάθσλ θξίλεηαη απαξαίηεηε, γεγνλφο πνπ απνδεηθλχεηαη 

θαη απφ ην φηη πεξίπνπ ην ¼ ησλ θαξκάθσλ πνπ είλαη δηαζέζηκα ζηελ αγνξά έρεη 

ζρεδηαζηεί γηα λα ζηνρεχζεη ηηο πξσηετληθέο θηλάζεο [30].  

Ζ γλψζε ηεο ηξηζδηάζηαηεο δνκήο ηεο ΒRAFV600E έρεη θαηαζηήζεη εθηθηφ ζηνπο 

εξεπλεηέο λα ζρεδηάζνπλ εμεηδηθεπκέλνπο αλαζηνιείο ηεο, νη νπνίνη παξεκπνδίδνπλ ηελ 

ελεξγνπνίεζή ηεο. ΋ινη νη κέρξη ζηηγκήο αλαθαιπθζέληεο αλαζηνιείο ηεο, είλαη κηθξά 

κφξηα, εθ ησλ νπνίσλ 2 ρνξεγνχληαη σο θάξκαθα γηα ην κε ρεηξνπξγήζηκν ή κεηαζηαηηθφ 

κειάλσκα πνπ πξνθαιεί ε κεηαιιαγκέλε νγθνπξσηεΐλε, ην  Vemurafenib (PLX4032) [6] 

θαη ην Dabrafenib [19], κε ην Vemurafenib λα παξνπζηάδεη θαη εμαηξεηηθή εθιεθηηθφηεηα σο 

πξνο ηελ BRAFV600E .(Δηθφλα 4) 
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Δηθφλα 4: Δμεηδηθεπκέλνη αλαζηνιείο ηεο BRAFV600E πνπ ρνξεγνχληαη σο θάξκαθα θαηά ηνπ 

κειαλψκαηνο. Αξηζηεξά: Dabrafenib (GSK2118436) θαη δεμηά: Vemurafenib  (PLX 4032). ΢ηνλ πίλαθα 

παξνπζηάδνληαη νη ηηκέο IC50 (ζπγθέληξσζε ηνπ αλαζηνιέα Vemurafenib πνπ πξνθαιεί ην 50% ηεο 

ελδπκηθήο αλαζηνιήο ηεο κεηαιιαγκέλεο θηλάζεο BRAFv600E, ηεο wt-BRAF θαη ηεο νκφινγεο θηλάζεο 

CRAF. 

 

Παξά ηελ ζπκβνιή ηνπο φκσο ζηελ αχμεζε ηνπ πξνζδφθηκνπ επηβίσζεο ησλ αζζελψλ 

κε κεηαζηαηηθφ κειάλσκα θαη ζηελ κείσζε ηνπ φγθνπ, κεηά απφ έλα δηάζηεκα ρνξήγεζήο 

ησλ ζηνλ νξγαληζκφ, εκθαλίδεηαη φρη κφλν αλζεθηηθφηεηα ησλ φγθσλ έλαληη ζε απηνχο 

ηνπο αλαζηνιείο αιιά θαη κηα παξάπιεπξε αξλεηηθή παξελέξγεηα, ε παξάδνμε 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ΜΑΡΚ, ζε wt-BRAF θχηηαξα, πνπ νδεγεί ζε αλεμέιεγθην 

θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ, θαξθηλψκαηα θαη θεξαηναθαλζψκαηα [28]. Ζ θξπζηάιισζε 

ηνπ PLX4032 κε ην BRAFV600E αλέδεημε έλα αζχκκεηξν δηκεξέο κε ηνλ αλαζηνιέα λα 

πξνζδέλεη κφλν ζην έλα απφ ηα δχν κνλνκεξή πξνθαιψληαο κία κεγάιε κεηαηφπηζε ηεο 

aC-έιηθαο ε νπνία ζεσξείηαη φηη παξεκπνδίδεη ζηεξενρεκηθά ηελ πξφζδεζε θαη ζην 

δεχηεξν κνλνκεξέο [6],[18]. (εηθφλα 6) Πεξαηηέξσ, ν δεζκφο-Ζ Κ507-Δ600 ζην 2ν 

κνλνκεξέο ζεσξείηαη φηη εκπνδίδεη πεξαηηέξσ ηελ πξφζδεζε ηνπ αλαζηνιέα θαη ζε απηφ 

ην κνλνκεξέο ελψ έρεη πξνηαζεί φηη ν δεζκφο απηφο ζηαζεξνπνηεί ηελ ελεξγή  

δηακφξθσζε ηνπ ελδχκνπ, θάηη ην νπνίν δελ ζα έπξεπε λα ζπκβαίλεη [39] 
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Δηθφλα  7: Ζ aC-έιηθα (κε ρξψκα magenta) δείρλεη ηελ ζέζε ηεο φηαλ δελ είλαη πξνζδεδεκέλνο ν 

αλαζηνιέαο PLX4032. Ζ πξφζδεζε  ηνπ PLX4032 ζην έλα κνλνκεξέο ηνπ δηκεξνχο πξνθαιεί κηα 

κεηαηφπηζε ηεο φπσο θαίλεηαη κε ην θίηξηλν ρξψκα. Απηή ε κεηαηφπηζε ζεσξείηαη φηη παξεκπνδίδεη ηελ 

πξφζδεζε ηνπ αλαζηνιέα θαη ζην δεχηεξν κνλνκεξέο (Figure 1a |  [6] ) 

 

΢ε θχηηαξα κε wt-BRAF, φηαλ πθίζηαληαη κεραληζκνί πνπ επλννχλ ην νκν- ή έηεξν 

δηκεξηζκφ ησλ RAF ηζνκνξθψλ (BRAF-BRAF ή BRAF-CRAF) φπσο κεηάιιαμε ζην RAS 

ελίζρπζε ηεο έθθξαζεο ησλ BRAF θαη CRAF, απμνξχζκηζε ηεο ζεκαηνδφηεζεο ησλ 

RTKs, ε αδπλακία ηνπ αλαζηνιέα λα πξνζδεζεί θαη ζηα δχν κνλνκεξή ιφγσ κεηαηφπηζεο 

ηεο aC-έιηθαο πξνθαιεί ηελ παξάδνμε ελεξγνπνίεζε ηνπ MAPK ζεκαηνδνηηθνχ 

κνλνπαηηνχ [18] (Δηθφλα 7) 
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Δηθφλα 7: ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο παξάδνμεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ MAPK ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ 

ζε wt-BRAF θχηηαξα. Oη aC- OUT αλαζηνιείο vemurafenib θαη dabrafenib πξνθαινχλ κεηαηφπηζε πξνο ηα 

έμσ ηεο aC-έιηθαο (κε ρξψκα θφθθηλν) φηαλ πξνζδέλνπλ ζην κνλνκεξέο. Οηαλ πθίζηαληαη κεραληζκνί πνπ 

επλννχλ ην δηκεξηζκφ, ε κεηαηφπηζε απηή παξεκπνδίδεη ηελ πξφζδεζε ηνπ αλαζηνιέα θαη ζην άιιν 

κνλνκεξέο, έηζη παξά ηελ παξνπζία ηνπ αλαζηνιέα, ην κνλνπάηη MAPK ελεξγνπνηείηαη [18]. 

 

Μηα δνκηθή αιιαγή ζην Vemurafenib (εηθφλα 8), νδήγεζε ζηελ δεκηνπξγία ελφο λένπ 

αλαζηνιέα, ηνπ PLX7904 θαη ηνπ αλαιφγνπ PLX8394 ην νπνίν είλαη ζε θιηληθέο δνθηκέο., 

Σα κφξηα απηά αλαζηέιινπλ επηιεθηηθά ηε κεηαιιαγκέλε BRAFV600E ελψ αληίζεηα κε ην 

vemurafenib, δελ παξνπζηάδνπλ παξάδνμε ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ MAPK ζε 

θχηηαξα κε κεηάιιαμε ζην RAS ή ππεξελεξγνπνίεζε ησλ RTKs. Οη αλαζηνιείο απηνί 

νλνκάδνληαη paradox breakers [41].   
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Δηθφλα 8: To Vemurafenib θαη ε ππνθαηάζηαζε ζην ζνπιθνλάκηδν-άθξν θαη ε πεξαηηέξσ βειηηζηνπνίεζε 
κε ηελ ππνθαηάζηαζε ζηε ζέζε-5 ηνπ 7-αδαηλδνιίνπ, νδήγεζε ζηνπο αλαζηνιείο paradox breakers 
PLX7904 θαη PLX8394 (ζε θιηληθέο δνθηκέο) (Figure 1 | Paradox breakers dissociate MAPK pathway 
inhibition from Activation- [41]) 
PLX7904: IC50 BRAFV600E=4,2 nM, IC50 BRAF=140 nM 
PLX8394: IC50 BRAFV600E=3,8 nM, IC50 BRAF=14 nM 

 

 

1.5  PLX7904  

To PLX7904 (εηθφλα 8) αλήθεη ζηελ νκάδα ησλ ιεγφκελσλ “Paradox breakers”, πνπ είλαη  

επηιεθηηθνί αλαζηνιείο ηεο κεηαιιαγκέλεο νγθνπξσηεΐλεο θαη βξίζθεηαη ζε θιηληθέο 

δνθηκέο.  Ζ νλνκαζία ηνπο πξνέθπςε ιφγσ ηνπ πιενλεθηήκαηνο πνπ εκθαλίδνπλ έλαληη 

ησλ Vemurafenib θαη Dabrafenib, φηη δειαδή δελ ελεξγνπνηνχλ θαηά παξάδνμν ηξφπν ην 

κνλνπάηη ΜΑΡΚ θαη ζπγθεθξηκέλα ην MEK-ERK1/2. Δπηπιένλ, ην PLX7904 αλαζηέιιεη 

ηελ θσζθνξπιίσζε  θαη άξα εθπνκπή ζήκαηνο ηεο ERK1/2 ζε θχηηαξα ζηα νπνία 

εθθξάδεηαη ε κεηαιιαγκέλε θηλάζε BRAFV600E θαη πνπ έρνπλ εκθαλίζεη αλζεθηηθφηεηα 

ζην Vemurafenib [4]. Ζ θξπζηάιισζε ηνπ PLX7904 αλέδεημε φηη ν αλαζηνιέαο πξνζδέλεη 

κε παξφκνην σο πξνο ην vemurafenib ηξφπν ζην έλα κνλνκεξέο ηνπ αζχκκεηξνπ 
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δηκεξνχο. ΋κσο ην κεζχιην ηεο ηειηθήο Ν-κεζπιαίζπινκάδαο πξνζεγγίδεη πεξηζζφηεξν 

ηελ Leu505 ηεο aC-έιηθαο κε απνηέιεζκα ηελ κεηαθίλεζε θαηά 0.6-1 A˚ ησλ ηξηψλ 

αηφκσλ άλζξαθα (Cγ, Cδ1 θαη Cδ2) ηεο πιεπξηθήο αιπζίδαο ηεο Leu505 ζε ζρέζε κε ηελ 

αληίζηνηρε θξπζηαιιηθή δνκή ηνπ Vemurafenib. Οη ζπγγξαθείο πξνηείλνπλ φηη, ζηηο 

ζπλζήθεο θπηηάξνπ , δίρσο ηνπο πεξηνξηζκνχο ηεο θξπζηάιισζεο,  είλαη πηζαλφλ ε 

ηζρπξή αιιειεπίδξαζε ηνπ PLX7904 θαη ηεο Leu505 λα νδεγεί ζε πεξαηηέξσ κεηαηφπηζε 

πξνο ηα έμσ ηεο aC-έιηθαο δηαηαξάζζνληαο ηε δηεπηθάλεηα ηνπ δηκεξνχο θαη ηειηθά 

απνηξέπνληαο ην δηκεξηζκφ ηεο BRAF. Απηή ζα κπνξνχζε λα είλαη κηα πηζαλή εμήγεζε 

γηα ην φηη ηα κφξηα απηά δελ επάγνπλ ηελ παξάδνμε ελεξγνπνίεζε ηνπ ΜΑΡΚ [41] (εηθφλα 

9). 
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Δηθφλα 9: (a) Αιιειεπηδξάζεηο ηνπ PLX7904 κε ηελ BRAFV600E (pdb:4XV1). Οη θφθθηλεο δηαθεθνκκέλεο 

γξακκέο εηθνλίδνπλ ηνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ κε ηα ακηλνμέα Gln530, Cys532 ηνπ hinge region θαη ηα 

ακηλνμέα Asp(594) θαη Phe(595) ηεο πεξηνρήο DFG ε νπνία πηνζεηεί ηε ζηεξενδηάηαμε DFG-in. (b) 

Πξνζέγγηζε ηεο πξνππιζνπιθνλάκηδνκάδαο ηνπ vemurafenib (γαιάδην) πξνο ην ακηλνμχ L505 ηεο αC-

έιηθαο θαη ζχγθξηζε κε ην N-αίζπικεζπι-ζνπιθνλάκηδν άθξν ηνπ PLX7904(πξάζηλν) πνπ πξνζεγγίδεη 

πεξηζζφηεξν ηελ έιηθα (ππνδεηθλχεηαη κε ηε δηάζηηθηε ζθαίξα) .   (Figure 2: Molecular mechanisms of 

paradox breakers-[41])  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 2. Αλαδήηεζε αλαζηνιέσλ κε πξφηππν 

ην PLX7904 
 

Λφγσ επνκέλσο ησλ πνιιαπιψλ πιενλεθηεκάησλ ηνπ PLX7904 ζε φηη αθνξά ζηελ 

αλαζηνιή ηεο κεηαιιαγκέλεο ΒRAF,  πνπ ζπλνςίδνληαη ζηα παξαθάησ: 

1) ζηελ επηιεθηηθή δξάζε ηνπ έλαληη ηεο θηλάζεο BRAFV600E 

2) ζηελ κε-παξάδνμε ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνχ ΜΑΡΚ, ζε wt-BRAF θχηηαξα 

3) ΢ηελ θαηαζηνιή ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ MAPK ζε θχηηαξα ζηα νπνία 

εθθξάδεηαη ε κεηαιιαγκέλε θηλάζε BRAFV600E θαη πνπ έρνπλ εκθαλίζεη 

αλζεθηηθφηεηα ζην Vemurafenib 

ε παξνχζα δηπισκαηηθή ζηφρεπζε ζηε δηεξεχλεζε ηνπ ρεκηθνχ ρψξνπ γηα ηελ εχξεζε 

λέσλ δνκψλ (scaffolds) πνπ ζα πξνζδέλνπλ κε παξφκνην ηξφπν ζην ελεξγφ θέληξν ηεο 

κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο BRAFV600E θαη πηζαλά ζα κπνξνχζαλ λα νδεγήζνπλ ζε 

ελψζεηο-νδεγνχο γηα ηελ αλάπηπμε θαξκάθσλ απαιιαγκέλσλ απφ κεραληζκνχο 

αληίζηαζεο.   

Δμάιινπ, ε κέηξηα απνηειεζκαηηθφηεηα ησλ ήδε εγθεθξηκέλσλ θαξκάθσλ (vemurafenib 

θαη dabrafenib) είηε ζπλδπαζηηθψλ ζεξαπεηψλ έλαληη ηνπ θνιννξζηθνχ θαξθίλνπ θαζψο 

θαη ηνπ θαξθίλνπ ηνπ ζπξενεηδνχο πνπ θέξνπλ ηε ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε θαηαδεηθλχνπλ 

ηελ αλαγθαηφηεηα ηεο εξεπλεηηθήο αλαδήηεζεο πξνο λένπο αλαζηνιείο κε βειηησκέλν 

θαξκαθνινγηθφ πξνθίι [8], [9], [25]. 

 

 

2.1 Δηθνληθή ζάξσζε κε in silico πξφζδεζε ζηνλ ππνδνρέα 

(virtual screening by high-throughput docking)  

΋ηαλ έρεη πξνζδηνξηζηεί πεηξακαηηθά ή κε νκφινγε πξνηππνπνίεζε ε απηνηειήο δνκηθή 

πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο πνπ πεξηέρεη ην θέληξν πξφζδεζεο ηνπ ππνζηξψκαηνο ή ηνπ 

αλαζηνιέα, εθαξκφδεηαη κηα ζεηξά βεκάησλ γηα λα εληνπηζηνχλ κηθξά κφξηα-πξνζδέηεο, 

ελ-δπλάκεη θάξκαθα. Ζ δηαδηθαζία απηή είλαη γλσζηή σο ζρεδηαζκφο θαξκάθσλ κε βάζε 

ηε δνκή ηνπ ππνδνρέα. 

Ζ θξπζηάιισζε ηνπ ζπκπιφθνπ επηηξέπεη ηελ έλαξμε ηεο πξνζέγγηζεο απηήο  κε ηελ 

αλάιπζε θαη γξαθηθή απεηθφληζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ηνπ ππνδνρέα κε ηνλ πξνζδέηε , 

πνπ πεξηιακβάλνπλ ηνπο δεζκνχο-Ζ, ηηο ειεθηξνζηαηηθέο αιιειεπηδξάζεηο, ηηο ιηπφθηιεο 

αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ αιηθαηηθψλ θαη αξσκαηηθψλ ζπζηεκάησλ. Ζ δηαδηθαζία 

πξνζδηνξηζκνχ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ, έρεη σο άκεζν ζηφρν ηνλ εληνπηζκφ ησλ 

θξίζηκσλ αιιειεπηδξάζεσλ πνπ ζρεκαηίδνληαη ζηελ πεξηνρή ηνπ θέληξνπ πξφζδεζεο, 

ηηο νπνίεο νη εξεπλεηέο ρξεζηκνπνηνχλ σο νδεγφ γηα λα θαηεπζχλνπλ ηελ επηινγή κνξίσλ 
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κε ηε κεγαιχηεξε ζπγγέλεηα πξφζδεζεο ζην ελεξγφ θέληξν θαη ηελ απμεκέλε πηζαλφηεηα  

λα δηακνξθψλνπλ ηε δξάζε ηνπ πξσηετληθνχ ζηφρνπ ψζηε λα κπνξέζνπλ λα εμειηρζνχλ 

σο θάξκαθα.   

Μηα απφ ηηο πιένλ ζχγρξνλεο πξνζεγγίζεηο ζηνλ νξζνινγηθφ ζρεδηαζκφ θαξκάθσλ κε 

βάζε ηε δνκή ηνπ ππνδνρέα απνηειεί ε εηθνληθή ζάξσζε ηεξάζηησλ δηαδηθηπαθψλ 

βηβιηνζεθψλ κνξίσλ κε απεπζείαο πξφζδεζε ζηνλ ππνδνρέα (virtual screening by high-

throughput docking). 

 

2.2 Βήκαηα structure-based drug design 
 
  

Ο πεηξακαηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο ηξηζδηάζηαηεο δνκήο πεξηζζφηεξσλ απφ 130.000 

καθξνκνξίσλ επηηξέπεη ηελ αμηνπνίεζε ηεο γλψζεο απηήο γηα ην ζρεδηαζκφ θαξκάθσλ, 

θαζψο ηα πεξηζζφηεξα καθξνκφξηα ζπκκεηέρνπλ ζε βηνινγηθέο δηαδηθαζίεο θαη 

απνηεινχλ παξάγνληεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ εκθάληζε θαη ηελ εμέιημε αζζελεηψλ.  Ζ 

δνκηθή γλψζε ηεο πξσηεΐλεο θαη εηδηθφηεξα ηεο ζήθεο πξφζδεζεο ηνπ ππνζηξψκαηνο ή 

ηνπ αλαζηνιέα, δειαδή ηνπ ελεξγνχ θέληξνπ ηνπ ππνδνρέα, δίλεη ηε δπλαηφηεηα λα 

εθαξκνζηνχλ κηα ζεηξά βεκάησλ θαη ππνινγηζηηθψλ δηαδηθαζηψλ κε ζηφρν ηελ 

αλαδήηεζε λέσλ βειηησκέλσλ πξνζδέηψλ, ελ δπλάκεη θαξκάθσλ. 

Απηφ γίλεηαη κε ηελ αλαδήηεζε ζε ρεκηθέο βάζεηο-βηβιηνζήθεο κνξίσλ θαη ελψζεσλ ή 

ηκεκάησλ ηνπο πνπ πιεξνχλ ζπγθεθξηκέλα θξηηήξηα, φπσο ε ζπκπιεξσκαηηθφηεηα κε ηε 

ζήθε πξφζδεζεο ηνπ ππνδνρέα [5]. Ζ δηαδηθαζία απηή είλαη γλσζηή σο ζρεδηαζκφο 

θαξκάθσλ κε βάζε ηε δνκή ηνπ ππνδνρέα. ΢ηελ πεξίπησζε φπνπ έρεη γίλεη 

θξπζηάιισζε ηνπ ζπκπιφθνπ ππνδνρέα-πξνζδέηε, ε πξνζέγγηζε απηή μεθηλάεη κε ηελ 

αλάιπζε θαη γξαθηθή απεηθφληζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ηνπ ππνδνρέα κε ηνλ πξνζδέηε, 

ησλ πδξνγνληθψλ δεζκψλ, ησλ ειεθηξνζηαηηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ, ησλ πδξνθνβηθψλ 

θαη ησλ  π-π αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ αξσκαηηθψλ δαθηχισλ , θαζψο θαη ηεο 

επηθάλεηαο γεληθά ηνπ ππνδνρέα πνπ ζπκκεηέρεη ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ ζπκπιφθνπ κε ηνλ 

πξνζδέηε. 

Ζ δηαδηθαζία πξνζδηνξηζκνχ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ, έρεη σο άκεζν ζηφρν ηνλ εληνπηζκφ 

ησλ θξίζηκσλ «επαθψλ» πνπ ζρεκαηίδνληαη ζηελ πεξηνρή ηνπ θέληξνπ πξφζδεζεο, 

φπσο απηέο πξνθχπηνπλ απφ ην ζχλνιν ησλ δηαζέζηκσλ ζπκπιφθσλ πξσηεΐλεο-

πξνζδέηε. Μέζσ ηεο δηαδηθαζίαο Μνξηαθήο Πξφζδεζεο (in silico docking), απηέο νη 

θξίζηκεο αιιειεπηδξάζεηο ζα θαηεπζχλνπλ ηελ επηινγή κνξίσλ κε ηελ θαιχηεξε 

ζπκπιεξσκαηηθφηεηα θαη ζπγγέλεηα πξφζδεζεο [18]. 

 

Σν επφκελν βήκα πνπ αθνινπζείηαη ππνινγηζηηθά , είλαη ε επεμεξγαζία-πξνεηνηκαζία ηεο 

πξσηεΐλεο-ππνδνρέα έηζη ψζηε λα πεξηέρεη φια ηα άηνκα (θαηά θχξην ιφγν ηα πδξνγφλα) 

κε ηνπο απαξαίηεηνπο δεζκνχο θαη ηα θαηάιιεια θνξηία, θάηη πνπ δελ εμαζθαιίδεηαη 

θαζ‟νινθιεξίαλ κε ηελ θξπζηάιισζε. Απηφ είλαη πξναπαηηνχκελν γηα ηε δεκηνπξγία ελφο 
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πιέγκαηνο (grid) ζηελ πεξηνρή πξφζδεζεο, ην νπνίν πεξηέρεη φιεο ηηο πιεξνθνξίεο γηα 

ην είδνο ησλ αηφκσλ, ηηο ζπληεηαγκέλεο θαη ηα θνξηία ηνπο θαζψο θαη ηνπο δεζκνχο πνπ 

ηα ζπλδένπλ. Σν πιέγκα απηφ ρξεζηκνπνηείηαη απφ ην ινγηζκηθφ γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ 

ηξφπνπ θαη ηεο ελέξγεηαο πξφζδεζεο ηνπ εθάζηνηε πξνζδέηε. 

Δπφκελν βήκα είλαη ε εηθνληθή ζάξσζε εκπνξηθά δηαζέζηκσλ βηβιηνζεθψλ κνξίσλ. Καηά 

ηε δηαδηθαζία απηή ζα εληνπηζηνχλ κφξηα, ηα νπνία πιεξνχλ ηα επηζπκεηά θξηηήξηα 

πξφζδεζεο. Βαζηθφ θξηηήξην επηινγήο απνηειεί ε βαζκνιφγεζε ηεο πξφζδεζεο, φπσο 

απηή πξνθχπηεη απφ ηε ζπλάξηεζε βαζκνιφγεζεο (docking score), θαη ιακβάλεη 

αξλεηηθέο ηηκέο θαζψο αληηζηνηρεί ζηελ ελέξγεηα πξφζδεζεο. Οπφηε νη ελψζεηο κε ηηο 

ελεξγεηαθά επλντθφηεξεο δηεπζεηήζεηο ζηελ ζήθε πξφζδεζεο ιακβάλνπλ θαη ηηο 

αξλεηηθφηεξεο ηηκέο docking score. Καηά ηελ ηειηθή επηινγή ησλ ελψζεσλ 

ζπλππνινγίδνληαη ηφζν ην score πξφζδεζεο φζν θαη ε εκθάληζε θξίζηκσλ γηα ην 

βηνινγηθφ απνηέιεζκα αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ηνπ πξνζδέηε θαη ηεο πξσηεΐλεο [38].   

Ζ παξαπάλσ δηαδηθαζία απνηειεί ην ζηάδην ηνπ ππνινγηζηηθνχ, νξζνινγηθνχ 

ζρεδηαζκνχ θαξκάθσλ, ην νπνίν φκσο ζπληζηά ηελ αξρή ζε κηα δηαδηθαζία, ε νπνία 

εκπιέθεη θιάδνπο ησλ επηζηεκψλ ηεο βηνινγίαο, ηεο βηνρεκείαο, ηεο θαξκαθνινγίαο, ηεο 

νξγαληθήο ρεκείαο, ηεο θξπζηαιινγξαθίαο θαη φρη κφλν. Ζ επηηπρεκέλε επηινγή ησλ 

ελψζεσλ θξίλεηαη απφ ηε βηνινγηθή ηνπο απνηίκεζε. ΢ηε ζπλέρεηα νη ελψζεηο κε ην 

επηζπκεηφ βηνινγηθφ απνηέιεζκα ηξνπνπνηνχληαη κε ζθνπφ λα βειηησζνχλ ηφζν ζε 

επίπεδν βηνδξαζηηθφηεηαο φζν θαη ζε επίπεδν θαξκαθνθηλεηηθψλ ηδηνηήησλ θαη 

ηνμηθφηεηαο in vivo. Οη δηαδηθαζίεο απηέο ππφθεηληαη κε κηα δηαδηθαζία αλαηξνθνδφηεζεο 

απφ ηα βηνινγηθά απνηειέζκαηα θαη απνηεινχλ ηηο πξφθιηλθεο κειέηεο γηα ηελ αλάπηπμε 

ελφο λένπ θαξκάθνπ. 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία, παξνπζηάδνληαη αλαιπηηθά ηα βήκαηα ηεο εηθνληθήο ζάξσζεο κε 

ηε ρξήζε κνξηαθήο πξφζδεζεο  ζηνλ ππνδνρέα ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο  BRAF-

V600E κε ηνλ αλαζηνιέα PLX7904 (PDB: 4ΥV1). 
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3.Τπνινγηζηηθά πξνγξάκκαηα 
 

3.1 Schrödinger 

 H πιαηθφξκα Schrödinger αλήθεη ζηα πην δεκνθηιή πξνγξάκκαηα Τπνινγηζηηθήο 

Υεκείαο θαη κεηαμχ άιισλ δηαζέηεη εξγαιεία γηα ηε κειέηε ηεο πξφζδεζεο κηθξψλ κνξίσλ 

ζε ππνδνρείο θαη γεληθφηεξα γηα ηνλ νξζνινγηθφ ζρεδηαζκφ θαξκάθσλ, βαζηδφκελα ζηε 

γλψζε ηεο δνκήο ηνπ ππνδνρέα. Πξνζθέξεη ηελ δπλαηφηεηα ηνπ ζρεδηαζκνχ, ηεο 

επηινγήο θαη ηεο βειηηζηνπνίεζεο ππνςήθησλ κνξίσλ γηα θάξκαθα. Κεληξηθφ ξφιν ζηελ 

αξρηηεθηνληθή ηεο πιαηθφξκαο Schrödinger θαηέρεη ην πξφγξακκα ΜAESTRO, ζην 

γξαθηθφ πεξηβάιινλ ηνπ νπνίνπ γίλεηαη ελνπνηεκέλα ε δηαρείξηζε φισλ ησλ εξγαιείσλ-

πξντφλησλ ηεο πιαηθφξκαο [29]. 

 

 

3.1.1 MAESTRO 

Σν MAESTRO πεξηιακβάλεη κηα πιεζψξα ρξήζηκσλ εξγαιείσλ, κε ηα νπνία κπνξεί ν 

ρξήζηεο λα θαηαζθεπάζεη ρεκηθέο δνκέο, λα ηηο απεηθνλίζεη ηξηζδηάζηαηα, λα θάλεη 

ππέξζεζε κε άιιεο δνκέο γηα λα ηηο ζπγθξίλεη, λα εληνπίζεη ζπγθεθξηκέλεο ηδηφηεηέο ηνπο, 

φπσο πδξφθνβεο θαη πδξφθηιεο πεξηνρέο ηνπο, λα ηηο απνζεθεχζεη θαζψο θαη λα 

παξνπζηάζεη ηα απνηειέζκαηα ππνινγηζκψλ πάλσ ζε απηέο [34].  

΢ηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθε θαηά θχξην ιφγν γηα λα 

εθηειεζηνχλ νη παξαθάησ δηεξγαζίεο: 

1) Πξνεηνηκαζία ηεο πξσηεΐλεο-ππνδνρέα (Protein Preparetion) 

2) Δχξεζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ηνπ ππνδνρέα θαη ηνπ πξνζδέηε. 

3) Γεκηνπξγία ηνπ πιέγκαηνο (grid) γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ θέληξνπ πξφζδεζεο 

ησλ κηθξψλ κνξίσλ, ην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ δηαδηθαζίαο ηεο κνξηαθήο πξφζδεζεο 

(docking) κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο GLIDE. 

4) Δπηινγή ησλ ελψζεσλ κε βάζε ηε βαζκνινγία πξφζδεζήο ηνπο (docking score) 

θαζψο θαη ζπγθεθξηκέλσλ θξίζηκσλ αιιειεπηδξάζεσλ κε ηελ πξσηεΐλε-ππνδνρέα.   
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3.1.1.1  Πξνεηνηκαζία ηεο πξσηεΐλεο   

Ζ πξνεηνηκαζία ηεο δνκήο κηαο πξσηεΐλεο, ε νπνία έρεη ιεθζεί απφ ηελ PDB, είλαη 

αλαγθαία, πξηλ απφ νπνηαδήπνηε in silico κειέηε. Μηα ηππηθή δνκή πξσηεΐλεο απφ  PDB 

δελ δηαζέηεη άηνκα πδξνγφλνπ, ηα νπνία “ζπκπιεξψλνληαη” ζε φια ηα ακηλνμέα κε βάζε 

ηελ θαηάζηαζε πξσηνλίσζήο ηνπο ζηo pH πνπ επηιέγεηαη θαη ηε δπλαηφηεηα 

ζρεκαηηζκνχ δεζκψλ πδξνγφλνπ. Γηα ηα κφξηα λεξνχ, πνπ ζπλήζσο ζπλππάξρνπλ, ν 

πξνζαλαηνιηζκφο ησλ αηφκσλ Ζ θαζνξίδεηαη απφ ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα δεκηνπξγνχλ 

δίθηπα δεζκψλ πδξνγφλνπ κεηαμχ ηνπο, είηε θξίζηκεο αιιειεπηδξάζεηο κε δέθηεο δεζκψλ 

πδξνγφλνπ ηεο πξσηεΐλεο ή/θαη ηνπ πξνζδέηε. Δπίζεο ε πεξηνξηζκέλε δηαθξηηηθή 

ηθαλφηεηα ηεο θξπζηαιινγξαθίαο αθηίλσλ Υ νδεγεί νξηζκέλεο θνξέο ζηελ έιιεηςε ηεο 

δνκηθήο πιεξνθνξίαο ζε επέιηθηεο πιεπξηθέο νκάδεο ακηλνμέσλ ή θαη κηθξψλ ηκεκάησλ 

ηεο πξσηεΐλεο, γεγνλφο πνπ δηνξζψλεηαη κε ηελ πξνζζήθε ησλ αληίζηνηρσλ αηφκσλ πνπ 

ιείπνπλ. 

΢ε πεξηπηψζεηο πνιπκεξψλ ζπκπιφθσλ πξσηεΐλψλ ππάξρεη ε δπλαηφηεηα επηινγήο ηνπ 

επηζπκεηνχ κνλνκεξνχο θαη δηαγξαθήο ησλ ππνινίπσλ θαζψο θαη άιισλ κνξίσλ πνπ 

δελ επεξεάδνπλ ηε κειέηε (π.ρ. κφξηα ή ηφληα πνπ πξνέξρνληαη απφ ηηο ζπλζήθεο 

θξπζηάιισζεο). Ζ δηαδηθαζία ηεο πξνεηνηκαζίαο νινθιεξψλεηαη κε ηελ ειαρηζηνπνίεζε 

ηεο ελέξγεηαο νιφθιεξνπ ηνπ ζπζηήκαηνο [21], [32]. 

 

3.1.1.2  Πξνεηνηκαζία κνξίσλ-πξνζδεηψλ 

Σα κφξηα ησλ ρεκηθψλ βηβιηνζεθψλ απνζεθεχνληαη ζπλήζσο ζε αξρεία ηχπνπ SMILES 

(Simplified Molecular-Input Line-Entry System), ηα νπνία είλαη αξρεία θεηκέλνπ πνπ 

πεξηέρνπλ θσδηθνπνηεκέλε ηε δνκηθή πιεξνθνξία θάζε έλσζεο. Ζ κεηαηξνπή ησλ 

δηζδηάζηαησλ δνκψλ ησλ αξρείσλ SMILES ζε 3D δνκέο είλαη απαξαίηεηε πξνυπφζεζε 

γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο κειέηεο κνξηαθήο πξφζδεζεο ζην επηιεγκέλν 

καθξνκνξηαθφ ζηφρν. Ζ δηεξγαζία απηή γίλεηαη κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο LigPrep, ηνπ 

Schrödinger, ην νπνίν πξνεηνηκάδεη ηνπο ππνςήθηνπο πξνζδέηεο θαζνξίδνληαο επίζεο 

ηα θνξηία ησλ αηφκσλ ηνπο, ηηο δπλαηέο θαηάζηαζεο πξσηνλίσζεο κε βάζε ην 

επηιεγκέλν εχξνο pH, πηζαλέο ηαπηνκεξείο δνκέο θαη ηελ ρεηξνκνξθία ησλ 

ζηεξενγνληθψλ θέληξσλ. [44] 

 

3.1.1.3  Γεκηνπξγία πιέγκαηνο 

Σα πεξηζζφηεξα πξνγξάκκαηα, γηα λα εθηειέζνπλ αμηφπηζηα θαη πην απνηειεζκαηηθά ηε 

δηαδηθαζία πξφζδεζεο ησλ κνξίσλ ζηνλ ππνδνρέα, δελ ρξεζηκνπνηνχλ φιε ηε δνκή ηνπ 

ππνδνρέα ζηνπο ππνινγηζκνχο ηνπο αιιά κφλν ηελ πεξηνρή ηνπ ελεξγνχ θέληξνπ ηεο 

πξσηεΐλεο. Ζ πεξηνρή απηή ραξηνγξαθείηαη κέζσ ελφο ηξηζδηάζηαηνπ πιέγκαηνο, ην 

νπνίν πεξηιακβάλεη φιεο ηηο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ην είδνο, ηε ζέζε, ην κέγεζνο θαη ην 

θνξηίν ησλ αηφκσλ ηεο ζήθεο πξφζδεζεο.  
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Ζ δηαδηθαζία απηή πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο Glide ηνπ Schrödinger. 

΢ηελ πεξίπησζε πνπ ζηε ζήθε πξφζδεζεο ππάξρεη ζπγθξπζηαιισκέλν έλα κηθξφ κφξην, 

ηφηε απηφ θαζνξίδεη ην θέληξν ηνπ πιέγκαηνο ελψ ην ίδην εμαηξείηαη απφ ηνλ ππνινγηζκφ 

γηα ηε δεκηνπξγία ηνπ πιέγκαηνο. ΢ηελ πεξίπησζε πνπ ν ππνδνρέαο έρεη θξπζηαιισζεί 

δίρσο θάπνηνλ πξνζδέηε ηφηε ην θέληξν ηνπ πιέγκαηνο θαζνξίδεηαη απφ ηελ επηινγή 

θξίζηκσλ ακηλνμέσλ ηεο ζήθεο πξφζδεζεο. [43] 

 

 

3.1.2  LigPrep 

Σν πξφγξακκα LigPrep εθαξκφδεηαη γηα ηελ πξνεηνηκαζία ησλ κνξίσλ πνπ ζα 
δνθηκαζηνχλ σο πηζαλνί πξνζδέηεο ζηνλ ππνδνρέα-πξσηεΐλε. ΢πγθεθξηκέλα κέζσ 
απηνχ εθηεινχληαη νη παξαθάησ δηαδηθαζίεο:  

1.    Γεκηνπξγνχληαη ηξηζδηάζηαηεο κνξηαθέο δνκέο, απφ ηηο αληίζηνηρεο δηδηάζηαηεο 
πνπ δέρεηαη ην πξφγξακκα ζαλ είζνδν.  

2.    Γεκηνπξγνχληαη ηαπηνκεξή, ζηεξεντζνκεξή, θαηαζηάζεηο ηνληζκνχ θαη 
δηακνξθψζεηο δαθηπιίνπ έηζη ψζηε απφ έλα κφξην λα παξάγνληαη πνηθίιεο ρεκηθέο 
θαη δνκηθέο δηακνξθψζεηο (θπξίσο αλ ππάξρεη έιιεηςε ζηεξενρεκηθήο 
πιεξνθνξίαο). Οη ηνληδφκελεο νκάδεο ζα πξέπεη λα είλαη θαηάιιεια πξσηνλησκέλεο 
ή νπδέηεξεο ζην pH πνπ ιεηηνπξγεί ε πξσηεΐλε κέζα ζηνλ νξγαληζκφ, πξηλ ηε 
δεκηνπξγία θαηαζηάζεσλ ηνληζκνχ. 

3.    Απνκαθξχλνληαη ηα αλεπηζχκεηα κφξηα λεξνχ ή άιαηα. 

4.    Πξνζηίζεληαη ηα άηνκα πδξνγφλνπ ζε δνκέο πνπ ζηεξνχληαη απηψλ. 

5.    Απνκαθξχλνληαη πξνβιεκαηηθέο δνκέο. 

6.    Γεκηνπξγνχληαη δηακνξθψζεηο ειάρηζηεο ελέξγεηαο. 

΋ια ηα κφξηα ηεο βηβιηνζήθεο πνπ έρνπλ ππνζηεί επεμεξγαζία κέζσ ηνπ LigPrep 
ιακβάλνπλ φιεο ηηο πηζαλέο, ελεξγεηαθά επλντθέο δηακνξθψζεηο [31]. 
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3.1.3  GLIDE 

Σν Glide πεξηιακβάλεηαη θαη απηφ ζηελ πιαηθφξκα ηνπ Schrödinger, θαη απνηειεί ην 

βαζηθφ πξφγξακκα κνξηαθήο πξφζδεζεο ησλ ππφ κειέηε ελψζεσλ ζην ελεξγφ θέληξν 

ηνπ ππνδνρέα [11]. Οη δηακνξθψζεηο θαη νη αληίζηνηρνη πξνζαλαηνιηζκνί ηνπ θάζε κνξίνπ 

ζηε ζήθε πξφζδεζεο βαζκνινγνχληαη κέζσ κίαο εκπεηξηθήο ζπλάξηεζεο ελέξγεηαο πνπ 

νλνκάδεηαη glide score (GScore) 

GScore = 0.065*vdW + 0.130*Coul + Lipo + Hbond + Metal + BuryP + RotB + Site  

φπνπ, vdW: Δλέξγεηα van der Waals, Coul: Δλέξγεηα Coulomb, Lipo: Ληπνθηιηθφο φξνο, ν 

νπνίνο ππνινγίδεη ηηο επλντθέο πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο, Hbond: Τπνινγηζκφο  

ζεηηθήο ζπλεηζθνξάο δεζκψλ πδξνγφλνπ, Metal: Ο φξνο απηφο πεξηιακβάλεη ηηο 

αιιειεπηδξάζεηο κφλν κε αληνληηθά άηνκα, BuryP: Δλεξγεηαθή πνηλή γηα ηηο πνιηθέο 

νκάδεο πνπ βξίζθνληαη ζε ιηπφθηιεο θνηιφηεηεο, RotB: Δλεξγεηαθή πνηλή γηα ηνλ 

πεξηνξηζκφ ηεο ειεχζεξεο πεξηζηξεθφκελσλ δεζκψλ, Site: Τπνινγηζκφο ησλ πνιηθψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ ζην ελεξγφ θέληξν, πιελ ησλ δεζκψλ πδξνγφλνπ [9].  

Σν Glide παξέρεη ηξεηο επηινγέο πξφζδεζεο κνξίσλ, νη νπνίεο δηαθνξνπνηνχληαη σο 

πξνο ηνπο βαζκνχο ειεπζεξίαο ηνπ κνξίνπ-πξνζδέηε θαη ζηε ζπλάξηεζε βαζκνιφγεζεο 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζε θάζε πεξίπησζε [20].  ΋κσο παξά ην γεγνλφο φηη ν ππνδνρέαο 

δηαηεξείηαη άθακπηνο, ππάξρεη ε δπλαηφηεηα ηεο ξχζκηζεο ηεο αθηίλαο van der Waals 

ησλ αηφκσλ ή ηνπ θάζε αηφκνπ μερσξηζηά, κεηψλνληαο έηζη ηηο ζηεξενρεκηθέο 

παξεκπνδίζεηο πνπ κπνξεί λα πξνθχςνπλ θαη παξέρνληαο κεγαιχηεξε επειημία ζηνλ 

ηξφπν πξφζδεζεο [20]. Οη ηξεηο αιγφξηζκνη πξφζδεζεο κε άθακπην ηνλ ππνδνρέα [31] 

είλαη νη παξαθάησ:  

1. HTVS – High Throughput Virtual Screening: Δηθνληθή ζάξσζε πςειήο αθξίβεηαο 

φπνπ πξαγκαηνπνηείηαη κηα ηαρεία αιιά απνηειεζκαηηθή επηινγή κνξίσλ πνπ κπνξνχλ 

λα πξνζδεζνχλ ζηνλ ππνδνρέα.  

2. SP - Standard Precision: Πξφζδεζε πςειήο αθξίβεηαο κεγάινπ πιήζνπο κνξίσλ, 

έσο εθαηνληάδεο ρηιηάδεο. 

3. XP - Extra Precision: Υξεζηκνπνηεί έλα πην απζηεξφ ζχζηεκα βαζκνιφγεζεο ηεο 

πξφζδεζεο ελφο κνξίνπ. Δθαξκφδεηαη θπξίσο ζε κφξηα κε πςειή βαζκνιφγεζε πνπ 

έρνπλ πξνθχςεη απφ ηηο πξνεγνχκελεο κεζφδνπο, θαη εθηειεί κηα πην αθξηβή 

πξνζνκνίσζε πξφζδεζεο ζε απηά. Γηα κεγάιν αξηζκφ κνξίσλ, επηιέγνληαη νη δχν 

πξψηνη αιγφξηζκνη , θαζφηη ν XP απαηηεί κεγάιε ππνινγηζηηθή ηζρχ [14].  
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3.1.3.1  Πξσηφθνιιν επαγφκελεο πξνζαξκνγήο (Induced Fit Docking) 

Οη παξαδνζηαθέο ηερληθέο θαη νη πεξηζζφηεξνη αιγφξηζκνη πξφζδεζεο είλαη ρξήζηκα φηαλ 

ν ππνδνρέαο πθίζηαηαη κηθξέο αιιαγέο ζηελ δηακφξθσζή ηνπ θαηά ηελ πξφζδεζε ηελ 

έλσζεο ζην ελεξγφ θέληξν [23] θαη ζπλεπψο ρξεζηκνπνηνχλ κηα ζηαηηθή, άθακπηε δνκή 

ππνδνρέα [1].   

΢ηελ πξαγκαηηθφηεηα ε ζηεξενδηάηαμε ηεο πξσηεΐλεο κπνξεί λα αιιάμεη φηαλ κηα έλσζε 

πξνζδέλεηαη ζην ελεξγφ ηεο θέληξν, γεγνλφο πνπ κπνξεί λα νδεγήζεη αθφκα θαη ζηελ 

αλάδεημε κηαο θξπκκέλεο θνηιφηεηαο πξφζδεζεο [25], επάγνληαο κηα ακνηβαία 

ηξνπνπνίεζε ηεο δηακφξθσζεο ηεο πξσηεΐλε θαη ηνπ πξνζδέηε. Έηζη ζε κηα 

πξνζπάζεηα πξνζέγγηζεο ηεο πξαγκαηηθφηεηαο, δίλεηαη ε δπλαηφηεηα ηεο δηακνξθσηηθήο 

επειημίαο ησλ ακηλνμέσλ ηεο ζήθεο πξφζδεζε [22]. Ζ „επαγφκελε πξνζαξκνγή΄, φπσο 

νλνκάδεηαη ε παξαπάλσ πξνζέγγηζε, απνζθνπεί ζην λα πξνθχςνπλ πεξηζζφηεξν 

αμηφπηζηα απνηειέζκαηα, θαη λα πεξηνξηζηνχλ νη ςεπδψο αξλεηηθέο πφδεο. Tν 

πξσηφθνιιν Ηnduced Fit Docking ιεηηνπξγεί σο εμήο (εηθφλα 11):  

΢ε πξψην ζηάδην κηθξαίλεη ηηο αθηίλεο van der Waals ηεο πξσηεΐλεο θαη/ή πξνζσξηλά 

απαιείθεη ηηο πιεπξηθέο αιπζίδεο ηεο πνπ ζεσξνχληαη πεξηζζφηεξν επθίλεηεο 

(αληηθαζηζηψληαο κε Αιαλίλε)  θαη πηζαλφλ παξεκπνδίδνπλ ηελ εηζρψξεζε ηνπ κνξίνπ 

ζηε ζήθε [23]. ΢ε απηή ηελ ζήθε πξαγκαηνπνηείηαη πξφζδεζε κε ηε ρξήζε ηνπ GLIDE θαη 

απφ απηή ηε δηαδηθαζία επηιέγνληαη νη θαιχηεξεο πφδεο (ζπλήζσο 20) ηνπ θάζε κνξίνπ.   

΢ην δεχηεξν ζηάδην γίλεηαη πξφβιεςε ηεο δηακφξθσζεο πνπ κπνξεί λα ιάβεη ε πξσηεΐλε 

γηα θάζε πφδα ησλ κνξίσλ, απφ ην πξψην ζηάδην. ΋ζα ακηλνμέα αληηθαηαζηάζεθαλ απφ 

Αιαλίλε, επαλέξρνληαη ζηελ αξρηθή ηνπο κνξθή θαη πξνβιέπνληαη νη ζέζεηο ησλ 

πιεπξηθψλ νκάδσλ ηνπο. Διαρηζηνπνηείηαη ε ελέξγεηα ησλ ζπκπιφθσλ πνπ πξνθχπηνπλ 

θαη ζαλ απνηέιεζκα πξνθχπηεη δηαθνξεηηθή δηακφξθσζε ηεο ζήθεο ηνπ ππνδνρέα γηα 

θάζε πφδα ησλ κνξίσλ πνπ δνθηκάδνληαη.  

΢ην ηξίην βήκα πξνζδέλεηαη μαλά, κε ηε ρξήζε ηνπ GLIDE, ην θάζε κφξην ζηηο 

ηξνπνπνηεκέλεο ζήθεο ηνπ ππνδνρέα κε ηε ρακειφηεξε ελέξγεηα, φπσο απηέο 

πξνέθπςαλ απφ ηελ επαλαδηεπζέηεζε ησλ πιεπξηθψλ νκάδσλ πνπ βξίζθνληαη θνληά ή 

κέζα ζην ελεξγφ θέληξν ηνπ ππνδνρέα.  

Σειηθά ην θάζε ζχκπινθν πνπ πξνθχπηεη βαζκνινγείηαη απφ ην GLIDE (εηθφλα 

παξαθάησ)  [23], [28]. 
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Δηθφλα 11: Γηάγξακκα ξνήο ηνπ Induced Fit Docking [23] 

 

 

 

3.1.4 QikProp  

Σν ζπγθεθξηκέλν εξγαιείν αλήθεη θαη απηφ ζηε ζνπίηα Schrödinger θαη 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ πξφβιεςε ησλ ηδηνηήησλ ADME (απνξξφθεζε, θαηαλνκή, 

κεηαβνιηζκφο θαη απέθθξηζε). Απηφ είλαη εμαηξεηηθά ζεκαληηθφ θαζφηη κπνξεί λα 

ζπκβάιιεη ζεκαληηθά ζηελ απνθπγή ζπαηάιεο ρξήζηκνπ ρξφλνπ θαη πφξσλ γηα 

ηε δνθηκή θαη αλάπηπμε λέσλ θαξκάθσλ. Ζ έγθαηξε αλίρλεπζε ησλ ππνςεθίσλ 

ελψζεσλ πνπ εκθαλίδνπλ πξνβιήκαηα σο πξνο απηέο ηηο ηδηφηεηεο θξίλεηαη 

απαξαίηεηε, έηζη ψζηε λα κεησζνχλ νη πηζαλφηεηεο απνηπρίαο ζε επφκελα ζηάδηα. 
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[46]. Σν πξφγξακκα απηφ ρξεζηκνπνηήζεθε ζην ηέινο ηεο πεηξακαηηθήο 

δηαδηθαζίαο, γηα ηα ηειηθά κφξηα πνπ επηιέρζεθαλ. 

 

 

3.2   Knime 

To KNIME (Konstanz Information Miner), είλαη κηα πιαηθφξκα γηα ηελ εμαγσγή, αλάιπζε, 

κνληεινπνίεζε θαη νπηηθνπνίεζε δεδνκέλσλ θαη απνηειεζκάησλ αιγνξίζκσλ, γηα νιηθή 

ή κεξηθή εθηέιεζε ξνψλ εξγαζίαο θαη γηα πνηθίιεο άιιεο δηεξγαζίεο, νη νπνίεο 

πξαγκαηνπνηνχληαη κε ηε βνήζεηα ελζσκαησκέλσλ εξγαιείσλ-κηθξνγξαθηψλ 

πξνγξακκάησλ, πνπ ιέγνληαη θφκβνη (εηθφλα 12). Σν KNIME  επηδέρεηαη επεθηάζεηο θαη 

ελζσκαηψλεη έλα ζχλνιν απφ πξνγξάκκαηα, φπσο είλαη ην WEKA, ην νπνίν παξέρεη 

αιγνξίζκνπο κεραληθήο κάζεζεο θαη ην ζηαηηζηηθφ παθέην R, δηαζέηνληαο ζπλεπψο 

επηπξφζζεηεο  δπλαηφηεηεο. Οη θφκβνη πνπ πεξηιακβάλεη, είλαη ηα εξγαιεία γηα ηε 

δηεμαγσγή πιήζνο ιεηηνπξγηψλ, κεξηθέο απφ ηηο νπνίεο είλαη νη παξαθάησ:  

1. Δηζαγσγή/αλάγλσζε θαη εμαγσγή/απνζήθεπζε αξρείσλ δηάθνξσλ ηχπσλ φπσο 

Excel, ASCII, ARFF, CSV, αιιά θαη πξνεξρφκελσλ απφ βάζεηο δεδνκέλσλ, θαζψο θαη 

εηθφλεο. 

2. Μεηαηξνπή δεδνκέλσλ θαη αξρείσλ ζηνπο επηζπκεηνχο ηχπνπο (π.ρ δεδνκέλα πνπ 

είλαη ζε κνξθή ζπκβνινζεηξάο κπνξεί λα ηα κεηαηξέςεη ζε αξηζκνχο). 

3. Φηιηξάξηζκα δεδνκέλσλ κε βάζε ζπγθεθξηκέλα θξηηήξηα. 

4. Οκαδνπνίεζε δεδνκέλσλ (π.ρ ηεξαξρηθή νκαδνπνίεζε),  απεηθφληζή ηνπο ζε εηδηθνχο 

ράξηεο θαη δηαγξάκκαηα (π.ρ ηζηφγξακκα) θαη γεληθφηεξε ρξήζε  ησλ  θχξησλ κεζφδσλ 

αλάιπζεο δεδνκέλσλ. 

5. Γεκηνπξγία ζχλδεζεο κε βάζε δεδνκέλσλ, ηξνπνπνίεζή ηεο (π.ρ δηαγξαθή ελφο 

πίλαθά ηεο) θαη εθηέιεζε εληνιψλ. 

6. Δπαλάιεςε κηαο ξνήο εξγαζίαο ή κέξνπο ηεο θαη θαηακέηξεζε ησλ επαλαιήςεσλ. 

 

       

  3.2.1  Γπλαηφηεηεο κέζσ ηεο επέθηαζεο  SCHRÖDINGER 

1. Αλάγλσζε θαη εγγξαθή κνξίσλ θαη δνκψλ πνπ βξίζθνληαη ζε κνξθή MAESTRO, SD, 

PDΒ, Mol2  θαη CANVAS, θαζψο θαη ακηλνμηθήο ή λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ζε 

κνξθή FASTA ή ΜAESTRO. 

2. Αλάγλσζε θαη εγγξαθή πιέγκαηνο δνκήο απφ ην GLIDE. 

3. Μεηαηξνπή ησλ αξρείσλ ελφο ηχπνπ ζε άιιν ηχπν (π.ρ MAESTRO ζε κνξθή PDB)    

4. Τπνινγηζκφο ηδηνηήησλ ησλ κνξίσλ. 

5. Μνληεινπνίεζε ζχκθσλα κε ηε κέζνδν Bayes ή πνιιαπιήο γξακκηθήο 

παιηλδξφκεζεο θαη έιεγρνο ηνπ κνληέινπ. 
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6. ΢άξσζε κηαο ιίζηαο κνξίσλ ή θαξκαθνθφξσλ  κε βάζε έλα ζπγθεθξηκέλν ζρήκα θαη 

ππνινγηζκφο ηεο νκνηφηεηαο. 

7. ΢ρεδηαζκφο θαη αλάπηπμε βηβιηνζήθεο κνξίσλ απφ έλα κφξην-βάζε, ζην νπνίν 

πξνζηίζεληαη ηκήκαηα ζε ζέζεηο πνπ θαζνξίδνληαη απφ ην ρξήζηε. 

8. Πξφβιεςε ηεο δνκήο κηαο πξσηεΐλεο κέζσ ηεο νκνηφηεηαο ηεο πξσηνηαγνχο δνκήο 

ηεο κε άιιεο ζε βάζεηο αθνινπζηψλ, ρξεζηκνπνηψληαο ην BLAST ή κε ηελ θαηαζθεπή 

κνληέινπ νκφινγεο πξνηππνπνίεζεο. 

9. Τπνινγηζκφο ηεο ελέξγεηαο ηεο πξσηετλεο θαη κε ηε ρξήζε θβαληηθήο κεραληθήο 

10. Βειηηζηνπνίεζε ηεο δνκήο ηεο πξσηεΐλεο κέζσ ηεο πξφβιεςεο πιεπξηθψλ αιπζίδσλ 

11. Διαρηζηνπνίεζε ελέξγεηαο, κε ηε ρξήζε κνξηαθήο δπλακηθήο. 

12. Δθηέιεζε εληνιψλ ηνπ MAESTRO. 

13. Γηαρσξηζκφο ηδηνηήησλ θαη εγγξαθή ηνπο ζε δηαθξηηέο ζηήιεο (π.ρ άηνκα θαη δεζκνί 

εγγξάθνληαη ζε δπν δηαθνξεηηθνχο πίλαθεο). 

14. Τπέξζεζε δνκψλ ρξεζηκνπνηψληαο ηα α άηνκα άλζξαθα επηιεγκέλσλ ακηλνμέσλ ηεο 

αιιεινπρίαο. 

15. Τπνινγηζκφο ηεο εληξνπίαο. 

Πεξαηηέξσ δπλαηφηεηεο ηνπ KNIME ζα αλαιπζνχλ ζηελ κεζνδνινγία. 

 

 

 Δηθφλα 12: Κφκβνο ηνπ ΚΝΗΜΔ πνπ θηηάρλεη έλα ηζηφγξακκα ησλ δεδνκέλσλ 
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3.3 Βηβιηνζήθε κνξίσλ AMBINTER 

Ζ βηβιηνζήθε ηεο Ambinter πεξηέρεη 8 εθ. δνκέο κνξίσλ, εκπνξηθά δηαζέζηκεο, ζε SDF 

κνξθή. Πεξηιακβάλεη ηελ 3D δνκέο ησλ ελψζεσλ θαζψο θαη πηζαλά ηαπηνκεξή θαη 

ζηεξεντζνκεξή. Μεηαμχ ησλ ελψζεσλ γηα εηθνληθή ζάξσζε πεξηιακβάλνληαη θπζηθά 

πξντφληα θαη κηθηά ηκήκαηα ελψζεσλ (building blocks).  
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ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΖ ΓΗΑΓΗΚΑ΢ΗΑ 

4. Τπνινγηζκνί in silico 

4.1  Πξνεπεμεξγαζία ηεο πξσηεΐλεο BRAFV600E   

Ζ πξσηεΐλε καο BRAFV600E ζε απηφ ην ζηάδην ηεο πξνεηνηκαζίαο ππέζηε ηελ εμήο 

ηξνπνπνίεζε:  

1) Καζφηη έρεη ζπγθξπζηαιισζεί κε ηνλ αλαζηνιέα PLX7904 ζαλ νκνδηκεξέο, αθαηξέζεθε ε 

κηα ππνκνλάδα θαη ν αλαζηνιέαο 

2) ην pH ξπζκίζηεθε ζην 6+-0.5, δειαδή ζην pH απηφ πνπ ην έλδπκν είλαη ιεηηνπξγηθφ ζε 

ζπλζήθεο in vitro  

3) ε πξσηεΐλε καο απαιιάρζεθε απφ ηα πεξηηηά κφξηα λεξνχ 

4) ηα άηνκά ηεο απέθηεζαλ ην ζσζηφ θνξηίν θαη πξνζηέζεθαλ άηνκα θαη δεζκνί (εηθφλα 

14,16) πνπ έιεηπαλ ζηε δνκή ηνπ παξαιεθζέληνο αξρείνπ απφ ηελ PDB (εηθφλα 13,15).   

5) Παξήρζεζαλ θαη ηζνκεξείο δνκέο 

 

 

Δηθφλα  13: Μέξνο ηεο πξσηεΐλεο BRAFV600E φπσο είλαη πξηλ ηελ πξνεπεμεξγαζία. Οη θφθθηλνη 

αζηεξίζθνη αληηπξνζσπεχνπλ κφξηα λεξνχ (επεμεξγαζία ηεο δνκήο κέζσ ηνπ MAESTRO)  
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Δηθφλα  14: Μέξνο ηεο πξσηεΐλεο BRAFV600E φπσο είλαη κεηά ηελ πξνεπεμεξγαζία. Οη θφθθηλνη 

αζηεξίζθνη πνπ ήηαλ ηα κφξηα λεξνχ είλαη θαλεξφ φηη απνπζηάδνπλ, θαζφηη δελ ζεσξήζεθαλ απαξαίηεηα 

επεηδή βξίζθνληαλ καθξηά απφ ην ελεξγφ θέληξν, θαη πξνζηέζεθαλ άηνκα ηα νπνία δελ θξπζηαιιψζεθαλ 

(επεμεξγαζία ηεο δνκήο κέζσ ηνπ MAESTRO). 

 

 

Δηθφλα 15: Μέξνο ηεο πξσηεΐλεο BRAFV600E φπσο είλαη πξηλ ηελ πξνεπεμεξγαζία, απεηθνληζκέλν κε 

κπάιεο θαη ξάβδνπο. Οη θφθθηλεο κπάιεο αληηπξνζσπεχνπλ άηνκα νμπγφλνπ (Ο) θαη κάιηζηα ην θεληξηθφ 

πνπ δελ ζπλδέεηαη κε ηα άηνκα ηεο πξσηεΐλεο είλαη κφξην λεξνχ, ζην νπνίν φκσο είλαη θαλεξφ φηη 

απνπζηάδνπλ ηα άηνκα πδξνγφλνπ (Ζ), θαζφηη δελ θξπζηαιιψζεθαλ (επεμεξγαζία ηεο δνκήο κέζσ ηνπ 

MAESTRO). 
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Δηθφλα 16: Μέξνο ηεο πξσηεΐλεο BRAFV600E φπσο είλαη κεηά ηελ πξνεπεμεξγαζία, απεηθνληζκέλν κε 

κπάιεο θαη ξάβδνπο. ΢ην θεληξηθφ κφξην λεξνχ, είλαη θαλεξφ φηη έρνπλ πξνζηεζεί ηα άηνκα πδξνγφλνπ 

(άζπξεο ξάβδνη), φπσο επίζεο θαη ζε φιε ηελ πξσηεΐλε (επεμεξγαζία ηεο δνκήο κέζσ ηνπ MAESTRO). 

 

 

 

 

Δηθφλα 17: ΜΑΔ΢ΣΡΟ – BRAFV600E AFTER PROTEIN PREPARATION –κε θίηξηλεο δηαθεθνκκέλεο 

γξακκέο αληηπξνζσπεχνληαη νη θαιέο αιιειεπηδξάζεηο ηνπ PLX7904 κε ηελ πξσηεΐλε. 
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4.2 Γεκηνπξγία πιέγκαηνο 

΢ε απηφ ην ζηάδην δεκηνπξγήζεθε έλα θνπηί (εηθφλα 18), ην νπνίν αληηπξνζψπεπε ηνλ 

φγθν ηεο πξσηεΐλεο γηα ηνλ νπνίν ππνινγίζηεθε ην πιέγκα, δειαδή θαζφξηζε ηηο 

δηαζηάζεηο θαη ην ζρήκα ηνπ ελεξγνχ θέληξνπ-ζήθεο πξφζδεζεο. Απηφ εζψθιεηε ηνλ 

πξνζδέηε, ην θέληξν ηνπ νπνίνπ πξνζδηνξίζηεθε απφ ην θέληξν ηνπ πξνζδέηε κε ην 

ζρεκαηηζκφ ησλ 3 αμφλσλ X,Y, Z. Δπίζεο αθήζακε ζηελ πξνεπηιεγκέλε επηινγή ηηο 

αθηίλεο van der Waals ησλ αηφκσλ, δειαδή ζηελ επηινγή 1.0 Å, θαη πξνζαξκφζακε ηηο 

δηαζηάζεηο ηνπ κηθξφηεξνπ θνπηηνχ (εηθφλα 19), πνπ θαζνξίδεη ηνλ απνδεθηφ 

πξνζαλαηνιηζκφ ηνπ θάζε πξνζδέηε, έηζη ψζηε λα πεξηιακβάλεη ην ήδε ππάξρνλ κφξην, 

γηα λα ζπλππνινγηζηεί ην κέγεζνο ηνπ PLX7904, θαηά ηελ αγθπξνβφιεζε. 

 

 

 

  

Δηθφλα 18: Σν κσβ θνπηί πνπ έρεη δεκηνπξγεζεί πξνζδηνξίδεη ην ελεξγφ θέληξν ηεο πξσηεΐλεο ή ζήθε 

πξφζδεζεο, νξηνζεηψληαο ηηο δηαζηάζεηο ηνπ πιέγκαηνο. Σν θέληξν ηνπ θνπηηνχ θαίλεηαη απφ ηνπο 3 

άμνλεο X,Y,Z, πνπ εληνπίδεηαη ζην θέληξν ηνπ πξνζδέηε, θαη εθεί ζα δεκηνπξγεζεί έλα κηθξφηεξν θνπηί , 

αληηπξνζσπεπηηθφ ησλ απνδεθηψλ πξνζαλαηνιηζκψλ ηνπ θάζε πξνζδέηε (επεμεξγαζκέλε εηθφλα απφ ην 

MAESTRO). 
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Δηθφλα 19: Σν πξάζηλν θνπηί πεξηιακβάλεη ην κφξην-πξνζδέηε θαη θαζνξίδεη ηνπο απνδεθηνχο 

πξνζαλαηνιηζκνχο πνπ ζα πξέπεη λα ιακβάλεη ν θάζε πξνζδέηεο (επεμεξγαζκέλε εηθφλα απφ ηo 

MAESTRO). 

 

4.3 Δχξεζε θξίζηκσλ αιιειεπηδξάζεσλ BRAFV600E-

PLX7904 

Ζ εχξεζε θαη απεηθφληζε ησλ θαίξησλ αιιειεπηδξάζεσλ ηεο κεηαιιαγκέλεο θηλάζεο θαη 

ηνπ αλαζηνιέα ελδηαθέξνληνο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε βνήζεηα ελφο πξνγξάκκαηνο-

εξγαιείνπ, ηνπ MAESTRO, ην νπνίν αλήθεη ζην Software Schrodinger. Με βάζε ηηο 

θνηλέο θξίζηκεο αιιειεπηδξάζεηο ηνπ ζπγθξπζηαιισκέλνπ κε ηελ πξσηεΐλε καο κνξίνπ 

κε ηηο αιιειεπηδξάζεηο ησλ άιισλ αλαζηνιέσλ κε ηελ πξσηεΐλε καο (εηθφλα 20),  ζα 

θηιηξάξνπκε ζηα επφκελα ζηάδηα φια ηα κφξηα πνπ ζα ζαξσζνχλ απφ ηε βηβιηνζήθε 

AMBINTER. ΋πσο θαίλεηαη θαη ζην παξαθάησ ζρήκα (εηθφλα 21), ην PLX7904 

παξνπζηάδεη κηα θαίξηα επαθή κε έλα απφ ηα ακηλνμέα ηνπ DFG , θαη κε ηα ακηλνμέα 

Γινπηακίλε θαη Κπζηείλε ζηηο ζέζεηο 530 θαη 532 αληίζηνηρα. Απηέο ηηο ηδηφηεηεο ζα 

θξνληίζνπκε λα δηαηεξήζνπκε, θαζφηη ηηο δηαζέηνπλ θαη ηα κφξηα πνπ κέρξη ζηηγκήο 

έρνπλ εκθαλίζεη θαιέο αλαζηαιηηθέο ηδηφηεηεο. 
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Δηθφλα 20: Αιιειεπηδξάζεηο ησλ ζπγθξπζηαιισκέλσλ πξνζδεηψλ Vemurafenib, Dafrabenib, PLX7904  κε 

BRAFV600E θαη BRAFWT 
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Δηθφλα 21: Απεηθφληζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ ηνπ αλαζηνιέα PLX7904 κε ηελ πξσηεΐλε BRAFV600E ζην 

MAESTRO. Σν πξάζηλν ρξψκα δειψλεη ηα πδξφθνβα ακηλνμέα, ην γθξη ηα κέηαιια, ην θφθθηλν ηα αξλεηηθά 

θνξηηζκέλα, ην κπιε ηα ζεηηθά θνξηηζκέλα, ην γαιάδην ηα πνιηθά, ην άζπξν ηελ Γιπθίλε, ηα κσβ βειάθηα 

ηνπο δεζκνχο πδξνγφλνπ θαη νη γθξη εκηδηάθαλνη θχθινη ηελ πεξηνρή ηνπ κνξίνπ πνπ είλαη πξνζβάζηκε απφ 

ην δηαιχηε (2D workspace- Ligand Interaction Diagram). 

 

 

4.4  Δηθνληθή ΢άξσζε ηεο Ambinter 

Με βάζε ηα θξηηήξηα ηνπ Lipinski, ιίγν δηεπξπκέλα, ρξεζηκνπνηήζακε ην GLIDE ζε 

ζπλδπαζκφ κε ην KNIME γηα λα ζαξψζνπκε ηελ δηαδηθηπαθή ρεκηθή βάζε Ambinter θαη 

ζπγθεθξηκέλα ηελ έθδνζε ηνπ 2013, γηα λα εληνπίζνπκε κφξηα πνπ κπνξεί λα 

απνηειέζνπλ νδεγνχο γηα ππνςήθηα θάξκαθα.  (εηθφλα 22) 
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Δηθφλα 22: Γηάγξακκα ξνήο ηνπ ΚΝΗΜΔ γηα ηελ ζάξσζε ηεο Ambinter θαη ην θηιηξάξηζκα ησλ κνξίσλ-

πξνζδεηψλ. 

  

Αλαιπηηθά ζην δηάγξακκα ξνήο γηα ηελ ζάξσζε θαη ην θηιηξάξηζκα ησλ κνξίσλ απφ ηελ 

Ambinter, αθνινπζήζεθαλ ηα εμήο βήκαηα: 

1. ΢ηνλ θφκβν „SDF Reader‟ εηζάγακε ηα αξρεία ηεο Ambinter ζε κνξθή SDF, ηα νπνία 

δηαβάδνληαη θαη δεκηνπξγείηαη έλα αξρείν κε ζηήιεο θαη ηφζεο ζεηξέο, φζεο είλαη θαη ηα 

κφξηα πνπ εηζάγακε. 

2. Λφγσ κεγέζνπο ησλ αξρείσλ κε ηηο γξακκέο πνπ δεκηνπξγνχληαη αξρηθά, γηα ηελ 

δηεπθφιπλζε ηνπ πξνγξάκκαηνο, έπξεπε λα επηζηξαηεχζνπκε έλαλ θφκβν, ν νπνίνο ζα 

ηα ρψξηδε ζε κηθξφηεξα ηκήκαηα, δειαδή ζα αλαιάκβαλε έλα ζπγθεθξηκέλν ηκήκα ηνπ 

αξρείνπ θάζε θνξά. Απηφο ν θφκβνο ήηαλ ν „Row Splitter‟.  

3.  ΢ηε ζπλέρεηα, ππνινγίζηεθαλ νη παξαθάησ ηδηφηεηεο ησλ κνξίσλ, κέζσ ηνπ θφκβνπ ηνπ 

Canvas, ηνλ „Canvas Molecular Descriptors‟ :  

 

α. κνξηαθφ βάξνο 

 

β. αηνκηθφ logP  (πδξνθνβηθφηεηα αηφκνπ) 

γ. πιήζνο αηφκσλ πνπ είλαη δέθηεο πδξνγνληθψλ δεζκψλ 

δ. πιήζνο αηφκσλ πνπ είλαη δφηεο πδξνγνληθψλ δεζκψλ 

ε. πιήζνο πεξηζηξεθφκελσλ δεζκψλ 

ζη. πνιηθή επηθάλεηα 

4. Ο θφκβνο „Property filters‟ πνπ κπήθε ζηε ζπλέρεηα ηεο ξνήο, νλνκάδεηαη κεηαθφκβνο 

δηφηη πεξηέρεη κηα εζσηεξηθή ξνή άιισλ θφκβσλ (εηθφλα 23), ν θαζέλαο απφ ηνπο νπνίνπο 



46 
 

αληηπξνζσπεχεη θαζεκία απφ ηηο ηδηφηεηεο ησλ κνξίσλ  πνπ ππνινγίζηεθαλ κε ηε 

βνήζεηα ηνπ θφκβνπ ηνπ  πξνγξάκκαηνο Canvas [33]. Με ηνλ θφκβν απηφλ, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ην θηιηξάξηζκα ησλ κνξίσλ ηεο Ambinter ζχκθσλα κε θξηηήξηα, ηα 

νπνία απνηεινχλ κηα δηεχξπλζε ησλ θαλφλσλ ηνπ Lipinski θαζφηη ππάξρνπλ θαη θάξκαθα 

κε βηνδξαζηηθφηεηα θαη ηδηφηεηεο ζαλ ηηο παξαθάησ  :  

 

α. 300 < κνξηαθφ βάξνο < 700 

β. πνιηθή επηθάλεηα < 175  Å 

γ. 2 < πιήζνο δεθηψλ πδξνγνληθψλ δεζκψλ < 9 

δ. 0 < πιήζνο δνηψλ πδξνγνληθψλ δεζκψλ < 6 

ε. αηνκηθή πδξνθνβηθφηεηα < 7.0 

ζη. πιήζνο πεξηζηξεθφκελσλ δεζκψλ < 10 

 

Δηθφλα 23: Δζσηεξηθή ξνή θφκβσλ, κε ηελ νπνία γίλεηαη ην ζηαδηαθφ θηιηξάξηζκα ησλ κνξίσλ βάζε ησλ 

θξηηεξίσλ πνπ πξναλαθέξζεθαλ. 

 

 ΢ηελ ηαρχηεηα απηήο ηεο δηαδηθαζίαο ζπλέβαιε ε ρξήζε κηαο ινχπαο, ψζηε λα     

ππνινγηζηνχλ ηα ραξαθηεξηζηηθά ελφο ηεξάζηηνπ αξηζκνχ κνξίσλ-πξνζδεηψλ.  

5. ΋ζα κφξηα απέκεηλαλ κεηά ην θηιηξάξηζκα κε βάζε ηνπο παξαπάλσ πεξηνξηζκνχο, 

κεηαηξέπνληαη ζε κνξθή Maestro απφ ηνλ αληίζηνηρν θφκβν θαη ηειηθά θαηαγξάθνληαη ζε 

αξρείν.  
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4.5   HTVS-docking 

΢ε δεχηεξν ζηάδην, ηα κφξηα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηε ζάξσζε ηεο Ambinter, ηα 

ππνβάιακε ζε εηδηθή πξνεπεμεξγαζία γηα λα γίλνπλ απφ 2d δνκέο 3d, θαη θαηφπηλ λα 

αγθπξνβνιεζνχλ ζηελ πξσηεΐλε καο ψζηε λα γίλεη ην πξψην θηιηξάξηζκά ηνπο. ΋πσο 

είλαη αλακελφκελν θάπνηα απφ ηα κφξηα ζα εκθαλίδνπλ ζηεξενρεκηθέο παξεκπνδίζεηο 

θαηά ηε πξφζδεζή ηνπο θαη ζπλεπψο ζα απνθιεηζηνχλ. 

 

  Δηθφλα 24: Γηάγξακκα ξνήο ηνπ ΚΝΗΜΔ γηα ηελ αγθπξνβφιεζε ησλ κνξίσλ-πξνζδεηψλ      ζηελ 

BRAFV600E, κε HTVS docking 

Αλαιπηηθά ζηελ εηθφλα πεξηγξάθεηαη ε εμήο δηαδηθαζία:  

1. Αξρηθά εηζάγνπκε ηα κφξηα-ππνδνρείο ηεο Ambinter ζε κνξθή SDF, ηα νπνία ν θφκβνο 

„Molecule Reader‟ δηαβάδεη θαη απηφκαηα ηα κεηαηξέπεη ζε κνξθή Μaestro 

2. ΢ηνλ θφκβν „Glide Grid Reader‟ εηζάγνπκε ην αξρείν πνπ πεξηέρεη ην πιέγκα γχξσ απφ 

ην ελεξγφ θέληξν ηεο πξσηεΐλεο, φπσο ην ζρεδηάζακε, κέζσ ηνπ Μaestro, ζηνλ 

θξχζηαιιν κε ηνλ αλαζηνιέα. Ο θξχζηαιινο είλαη ε δνκή κε θσδηθφ 4XV1 πνπ είλαη 

θαηαρσξεκέλε ζηε PDB 

3. Σα κφξηα απφ ηνλ πξψην θφκβν πθίζηαληαη πξνεπεμεξγαζία κέζσ ηνπ θφκβνπ „LigPrep‟ , 

φπνπ ξπζκίδνληαη φιεο νη παξάκεηξνη ζχκθσλα κε ην pH ζην νπνίν ζπγθξπζηαιιψζεθε 

ε πξσηεΐλε καο κε ηνλ αλαζηνιέα PLX7904, δειαδή γχξσ ζην 6 (7+-0.5) [36]. Σν 

LigPrep εθηφο ηνπ φηη „κεηακνξθψλεη‟ ζε δηαρεηξίζηκεο δνκέο ηα κφξηα απφ ηελ 

βηβιηνζήθε, εθαξκφδεη θαη θίιηξα γηα λα εμαηξέζεη φζεο ελψζεηο δελ πιεξνχλ ηα θξηηήξηα 

πνπ έρνπκε ζέζεη  

4. ΢ηε ζπλέρεηα είλαη έηνηκα γηα λα αγθπξνβνιεζνχλ ζηε ζήθε πξφζδεζεο ηεο πξσηεΐλεο , 

κε ηνλ θφκβν „Glide Ligand Docking‟ 

5. Tέινο θαηαγξάθνληαη ζε αξρείν νη πφδεο ηνπο, κηα γηα ην θάζε κφξην, ζε κνξθή Maestro, 

ζηελ δηθή καο πεξίπησζε.   
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4.6 SΡ-docking 

Καηφπηλ, αθφηνπ πήξακε απφ ην HTVS-docking ηα κφξηα πνπ κπνξνχλ λα 

πξνζδεζνχλ ζηελ ζήθε ηεο πξσηεΐλεο καο, ζέζακε έλα θξηηήξην έηζη ψζηε λα 

θξαηήζνπκε κφλν απηά πνπ αιιειεπηδξνχλ κε ηελ Cys532 ηνπ ππνδνρέα καο. Απφ 

ηα απνηειέζκαηα, θξαηήζακε φζα είραλ βαζκνιφγεζε αγθπξνβφιεζεο πάλσ απφ 

7.5 θαη ζε απηά θάλακε SP-docking (εηθφλα 25), έλα πην αθξηβέο κνληέιν ηνπ GLIDE. 

Δλδεηθηηθά παξαθάησ θαίλνληαη θάπνηα κφξηα κε ην ζθνξ ηνπο κεηά ην SP-docking. 

(εηθφλα 26) 

΢αλ παξάκεηξν ζέζακε λα γξαθηεί κφλν κηα πφδα, ε θαιχηεξε, απφ ην θάζε κφξην. 

 

Δηθφλα 25: Γηάγξακκα ξνήο γηα ην SP-docking 

 

 

΋πσο πξνέθπςε απφ ην SP-docking κε ην PLX7904, ην ζθνξ ηνπ αλαζηνιέα καο ήηαλ 

13.289. Άξα απνθαζίζακε λα επηιέμνπκε γηα ηελ ηειηθή θάζε ηεο αγθπξνβφιεζεο, ην 

Induced Fit Docking, ηα κφξηα πνπ είραλ βαζκνινγία πνπ απείρε ην πνιχ 3 κνλάδεο απφ 

ηε βαζκνινγία ηνπ αλαζηνιέα καο.  
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Δηθφλα 26: Πίλαθαο απφ ην MAESTRO (project table) πνπ πεξηέρεη ελδεηθηηθά κφξηα απφ ην SP-docking κε 

ηε βαζκνινγία ηνπο ζηελ αγθπξνβφιεζε. 
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4.7    Induced Fit Docking 

΢ε απηφ ην ζηάδην, έγηλε επηινγή ησλ κνξίσλ πνπ είραλ αθελφο βαζκνινγία κεγαιχηεξε 

απφ 10 θαη αθεηέξνπ κηα ηνπιάρηζηνλ αιιειεπίδξαζε-επαθή κε ηα ακηλνμέα DFG (εηθφλα 

27) θαη είηε 2 δεζκνχο πδξνγφλνπ κε ηα ακηλνμέα ζηηο ζέζεηο 530 θαη 532 (εηθφλα 28) ή 2 

δεζκνχο πδξνγφλνπ κε ην ακηλνμχ ζηε ζέζε 530 (εηθφλα 29). Απηά  δνθηκάζηεθαλ κε ηελ 

ηερληθή ηνπ Induced Fit Docking , ε νπνία επηηξέπεη δηακνξθσηηθή επειημία θαη ζηνλ 

ππνδνρέα θαη ζπλεπψο επηιέγεηαη γηα αθφκα πην αθξηβή απνηειέζκαηα. ΢αλ παξάκεηξνη 

ηέζεθαλ ε θαηαγξαθή ησλ 10 θαιχηεξσλ πφδεσλ ησλ κνξίσλ θαη ε αθξίβεηα λα γίλεη 

ζχκθσλα κε ηελ ηερληθή ηνπ SP-docking.   

 

 

Δηθφλα 27: Ρχζκηζε θίιηξνπ ησλ κνξίσλ , έηζη ψζηε λα επηιεγνχλ κφλν απηά πνπ έρνπλ αιιειεπίδξαζε κε 

έλα ηνπιάρηζηνλ ακηλνμχ απφ απηά πνπ αλήθνπλ ζην DFG, ζηηο ζέζεηο 594,595, 596.  
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Δηθφλα 28: Ρχζκηζε πεξαηηέξσ θίιηξνπ κνξίσλ, γηα λα επηιεγνχλ κφλν απηά πνπ έρνπλ δπν πδξνγνληθνχο 

δεζκνχο κε ηα ακηλνμέα ζηηο ζέζεηο 532, 530.  
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Δηθφλα 29: Ρχζκηζε πεξαηηέξσ θίιηξνπ κνξίσλ, γηα λα επηιεγνχλ κφλν απηά πνπ έρνπλ δπν πδξνγνληθνχο 

δεζκνχο κε ην ακηλνμχ ζηε ζέζε 530. 
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5. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 
Απφ ηα κφξηα πνπ έκεηλαλ κεηά ηα θίιηξα πνπ ζέζακε, επηιέμακε απηά αθελφο κε ηηο 

πεξηζζφηεξεο απφ ηηο επηζπκεηέο αιιειεπηδξάζεηο, δειαδή επαθή κε ηνπιάρηζηνλ έλα 

απφ ηα ακηλνμέα ηνπ DFG, δεζκφ πδξνγφλνπ κε ηελ Cys532 θαη αλ γίλεηαη θαη δηπιφ 

δεζκφ κε ην ζπγθεθξηκέλν ακηλνμχ γηα κεγαιχηεξε ζηαζεξφηεηα θαζψο θαη δεζκφ 

πδξνγφλνπ κε ηελ Gln530 , θαζφηη κε ηελ πξνζζήθε ηεο επειημίαο ηεο ζήθεο ηνπ 

ππνδνρέα πνιιέο απφ ηηο επαθέο πνπ είρακε ζέζεη ζε πξνεγνχκελα βήκαηα κπνξεί λα 

ράζεθαλ ή λα πξνζηέζεθαλ, θαη αθεηέξνπ κε ην θαιχηεξν ζθνξ πξφζδεζεο. ΢ε απηά 

θαηφπηλ , κε ηε βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο QikProp, ππνινγίζακε ηηο θπζηθνρεκηθέο ηνπο 

ηδηφηεηεο έηζη ψζηε λα ζπκπεξάλνπκε πνηα έρνπλ πξννπηηθέο λα απνηειέζνπλ θάξκαθα 

ή κέξνο θαξκάθσλ, κεηά απφ θαηάιιειε επεμεξγαζία. Οη ελψζεηο πνπ παξνπζηάδνληαη 

ζηνλ παξαθάησ πίλαθα είλαη απηέο πνπ επηιέμακε ζην ηέινο κεηά ην IFD θαη κεηά 

παξαηίζεληαη ζε δηζδηάζηαηε θαη ηξηζδηάζηαηε κνξθή :  
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1) Αmb118350 
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2) Amb1014705 

 

 

3) Amb4457708 
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4) Amb11172602 
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5) Amb528858 
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6) Amb2666853 
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7) Amb6489391 
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8) Amb11184309 
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9) Amb566868 
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10)  Amb786106 
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11)  Amb2714088 
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12) Amb3262470 
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13) Amb7069473 

 

 

 

14) Amb7083944 
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15) Amb13911821 
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16) Amb14363754 
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Γεληθά ε ξνή ηεο κεζνδνινγίαο πνπ αθνινπζήζεθε ζα κπνξνχζε λα ζπλνςηζηεί ζην 

παξαθάησ ζρήκα φπνπ θαίλεηαη αθξηβψο ν αξηζκφο ησλ κνξίσλ πνπ απέκελαλ κεηά απφ 

ην θάζε ζηάδην. 
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5.1   Τπνινγηζκφο ηδηνηήησλ ησλ πην δξαζηηθψλ κνξίσλ 

κε ην QikProp 
 

Οη ηηκέο ησλ θπζηθνρεκηθψλ ηδηνηήησλ ησλ επηιεγκέλσλ ελψζεσλ  πξνζδηνξίζηεθαλ 

κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο Qikprop ηνπ ππνινγηζηηθνχ παθέηνπ Schrödinger Suite 

2017. Οη ηηκέο ζηηο παξελζέζεηο αληηζηνηρνχλ ζην εχξνο ησλ ηηκψλ ησλ ηδηνηήησλ γηα 

ην 95% ησλ θαξκαθεπηηθψλ νπζηψλ.  

ΜΟΡΗΑ  ΑΠΟ ΣΖ ΥΖΜΗΚΖ  ΒΗΒΛΗΟΘΖΚΖ AMBINTER 

                                    3.500.000           

       ΦΗΛΣΡΑΡΗ΢ΜΑ  ΒΑ΢ΔΗ   ΗΓΗΟΣΖΣΩΝ 

                         2.100.000 

        ΖTVS  DOCKING 

              380.000 

      SP DOCKING 

            68.935 

     IFD  

     231 

 16     
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Kσδηθφο έλσζεο QPlogP  

νθηαλφιε/λεξφ 

 (-2.0 / 6.5) 

QP log S  
Τδαηνδηα-
ιπηφηεηα 

(-6.5 / 0.5) 

QP log K hsa -Πξφζδεζε ζηελ 
Αιβνπκίλε ηνπ νξνχ 

                (-1.5 / 1.5) 

QP log BB -Γηαπεξαηφηεηα 
Αηκαηνεγθεθαιηθνχ θξαγκνχ 

                 (-3.0 / 1.2) 

Πξσηνγελείο 

Μεηαβνιίηεο 

(1/8) 

Γξάζε ζην 

ΚΝ΢ 

(--/++) 

 1)Amb118350 2.631 -5.224 -0.072 -0.926 4 -- 

   2)Amb1014705 4.977 -8.182 0.969 -4.156 5 -- 

   3)Amb4457708 2.085 -3.772 0.410 -1.954 13 -- 

     4)Amb11172602 3.014 -5.672 0.336 -1.285 2 -- 

 5)Amb528858 2.443 -3.582 -0.230 -1.423 3 -- 

   6)Amb2666853 4.284 -5.500 -1.047 -1.237 9 -- 

   7)Amb6489391 2.999 -5.230 0.215 -1.244 9 -- 

     8)Amb11184309 3.362 -5.474 0.317 -0.824 4 -- 

 9)Amb566868 3.949 -5.702 -0.047 -2.140 7 -- 

10)Amb786106 2.190 -3.835 -0.451 -1.006 4 -- 

  11)Amb2714088 0.351 -2.902 -0.481 -1.751 1 -- 

  12)Amb3262470 1.937 -3.231 -0.477 -1.430 5 -- 

  13)Amb7069473 2.498 -4.785 -0.012 -1.382 3 -- 

  14)Amb7083944 2.187 -3.985 -0.501 -1.963 5 -- 

   15)Amb13911821 1.845 -4.570 -0.206 -1.162 5 -- 

   16)Amb14363754 1.915 -4.693 -0.081 -1.252 7 -- 
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Kσδηθφο έλσζεο Παξαβηάζεηο  

ηνπ θαλφλα Lipinski 

 (Rule of 5) 

Παξεκπφδηζε ηνπ 
Καλαιηνχ HERG 

K+: 

log IC50 

(αλεζπρεηηθφ < -5) 

Γηαπεξαηφηεηα Caco-2 
θπηηάξσλ (nm/sec) 

(<25 κηθξή, >500 
κεγάιε) 

Γηαπεξαηφηεηα 

MDCK 
θπηηάξσλ 

(nm/sec) 

(<25 κηθξή, 

>500 κεγάιε) 

Απνξξφθεζε απφ γαζηξεληεξηθφ 

ζχζηεκα ζε ιήςε απφ ην ζηφκα  

                                 (+-20%) 

(<25% κηθξή) 

      1)Amb118350 0 -4.924 631 379 92 

          2)Amb1014705 2 -8.826 14 5 51 

        3)Amb4457708 0 -8.698 2 0 46 

  4)Amb11172602 0 -5.951 345 156 90 

      5)Amb528858 0 -3.788 46 22 71 

        6)Amb2666853 1 -9.106 8 7 56 

        7)Amb6489391 0 -5.942 275 191 88 

8)Amb11184309 0 -6.219 650 450 97 

          9)Amb566868 0 -4.208 33 23 77 

      10)Amb786106 0 -3.749 341 422 85 

        11)Amb2714088 0 -4.673 75 30 63 

        12)Amb3262470 0 -4.939 139 230 77 

        13)Amb7069473 0 -6.347 246 204 84 

        14)Amb7083944 0 -3.271 18 14 62 

      115)Amb13911821 0 -4.474 134 170 76 

11116)Amb14363754 0 -6.387 259 115 81 
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Ζ εθηίκεζε ησλ ηδηνηήησλ ADME ησλ εμεηαδφκελσλ ελψζεσλ αλαδεηθλχεη φηη 

ηνπιάρηζηνλ έμη απφ απηέο (Amb350, 106, 602, 088, 473, 858) έρνπλ ην 

θαηάιιειν θπζηθνρεκηθφ πξνθίι θαη ζπγθεθξηκέλα πεξηνξηζκέλν αξηζκφ 

πξνβιεπφκελσλ κεηαβνιηηψλ.  

Οη ελψζεηο απηέο θαηά πξνηεξαηφηεηα ζα πξνκεζεπηνχλ πξνθεηκέλνπ λα 

εμεηαζζεί in vitro ε ηθαλφηεηά ηνπο λα αλαζηείινπλ εθιεθηηθά ηελ BRAFV600E. 
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