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Kratak sadrzaj

Interakcije medu proteinima nalaze se u osnovi kako fizioloskih, tako i
patoloskih procesa, §to ih Cini vaznim metama za razvoj novih lekova. U ovom radu su
ukratko prikazane strukturne karakteristike kompleksa nastalih interakcijom proteina,
osobine njihovih vezivnih povrSina i teorijske postavke na kojima se zasniva dizajn
malih molekula modulatora proteinskih interakcija. Navedeno je nekoliko
eksperimentalnih metoda primenjivih u razvoju organskih molekula koji deluju na
protein-protein interakcije. Dosadasnji razvoj istraZivanja u ovoj oblasti ilustrovan je
kroz viSe primera uspe$no dizajniranih modulatorskih jedinjenja. Zbog izuzetnog
znacaja u zivim sistemima, a zahvaljujuéi sve boljem razumevanju protein-protein
interakcija, one postaju sve vazniji deo istrazivackih programa za razvoj novih lekova.
Lekovi koji deluju kao modulatori proteinskih interakcija u buduénosti ¢e verovatno
predstavljati sve veci procenat terapijski aktivnih supstanci.

Kljuéne reci: protein-protein interakcije, hot-spot, dizajn lekova

*  Jelena Randelovi¢, jelenar@pharmacy.bg.ac.rs, loreseekeruni@gmail.com

464



Proteini su najvazniji funkcionalni molekuli zivih sistema, ucesnici
gotovo svih fundamentalnih procesa u zivim ¢elijama.

Da bi ostvarili svoju ulogu, proteini stupaju u interakcije sa drugim
biomolekulima, ali i sa malim molekulima. Metaboli¢ki procesi se obi¢no
odvijaju delovanjem niza proteina, tako da su interakcije izmedu proteina
direktno odgovorne za protok informacija i molekula u ¢eliji. Delovanjem na
protein-protein interakcije moguée je uticati na ove procese. Moguce je
nekoliko scenarija koji definiSu ulogu protein-protein interakcija u patoloskim
stanjima:

1. Protein-protein interakcija je direktno ukljucena u patoloski proces i

njenom inhibicijom uspostavlja se fiziolosko stanje.

2. U patoloskom procesu je smanjen normalan nivo interakcije izmedu

posmatranih proteina, pa je potrebno simulirati prisustvo interakcije.

3. Fizioloska interakcija izmedu proteina je previSe izrazena i

prouzrokuje patolosko stanje, pa ju je potrebno inhibirati.

Kao rezultat, vezivne povrsine izmedu proteina predstavljaju potencijalnu
metu za razvoj novih lekova, narocito poslednjih decenija, kada je razvoj
metoda molekularne biologije, hemije i drugih nau¢nih disciplina doveo do
znacajnog povecanja broja reSenih trodimenzionalnih struktura bioloskih
makromolekula. Medutim, vezivne povr§ine u protein-protein interakcijama se
znacajno razlikuju od tradicionalnih ciljnih mesta lekova na proteinima, kakva
su aktivna mesta enzima. Ove razlike uslovljavaju i nove probleme, a time i
nove pristupe u dizajnu i razvoju modulatora njihovih interakcija.

Proteinski kompleksi

Proteinski kompleksi mogu u sebi sadrzati dva ili vise molekula proteina
i javljaju se kako medu slobodnim proteinima u rastvoru, tako i medu
membranskim receptorima. Proteinske subjedinice u kompleksu mogu po gradi
biti identi¢ne, grade¢i homokomplekse, ili razlicite, ako grade heterokomplekse.
Po duZini vremena asocijacije izmedu Cclanova, proteinski kompleksi su
podeljeni na prolazne i trajne. Prolazni kompleksi se stvaraju i razgraduju po
potrebi, obi¢no da bi se obavila odredena, vremenski ograni¢ena funkcija,
nakon cCega se proteinske subjedinice razilaze i nastavljaju da nezavisno postoje
u rastvoru. Proteine koji grade ovakve komplekse odlikuje stabilnost u
slobodnom stanju i dovoljna hidrofilnost povrSina da bi opstali u rastvoru.
Primer takvog kompleksa su kompleksi ciklin zavisnih kinaza i ciklina. Trajni
kompleksi se formiraju neposredno po sintezi proteinskih lanaca, u procesu
formiranja kona¢ne strukture proteina. Njihove subjedinice ne mogu da postoje
nezavisno u rastvoru i ostaju vezane Citav zivotni vek kompleksa. Dobar primer
gradenja trajnih kompleksa je hemoglobin.
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Sa aspekta medicine veci znacaj imaju kratkotrajni, funkcionalni
proteinski kompleksi, ali su oni i znacajno zahtevniji kao ciljna mesta delovanja
lekova, zbog vece polarnosti svojih vezivnih povrSina. U proseku, vezivne
povrsine trajnih kompleksa su hidrofobnije (1), posto njihove subjedinice
nikada ne izlazu ove povrSine rastvaracu, za razliku od clanova prolaznih
kompleksa, Cije su vezivne povrSine u direktnom kontaktu sa vodom kada
kompleks nije formiran.

Strukturne osobine protein-protein interakcija
Veli¢ina

Ne postoji opste pravilo o gradi vezivnih povrSina izmedu proteina.
Veli¢ina vezivne povriine se kreée od 600 do 4000 A* u kompleksima sa vise
subjedinica, ali je u proseku oko 2000 A* (750 — 1500 A* po proteinskom
molekulu (2) ). Kao poredenje, tipicni bioloski aktivni molekuli obic¢no
zauzimaju oko 150 - 500 A” na svojim proteinskim receptorima (3) . U proseku,
vezivnu povrSinu gradi oko 50 aminokiselina (4). U sastavne komponente
vezivne povrsine izmedu dva proteina ulaze prostorno bliske aminokiseline sa
razli¢itih pozicija u primarnoj strukturi proteina, odnosno ve¢i ili manji
aminokiselinski segmenti njihovih lanaca. Veoma retko je citava vezivna

povrsina izgradena od samo jednog segmenta primarne strukture proteina, u
kontinuitetu.

Oblik

Aktivna mesta enzima obi¢no sadrze jedan ili viSe hidrofobnih dzepova
na svojoj povrsini, koji predstavljaju pogodna mesta za vezivanje malih
molekula. Bioloski aktivna jedinjenja dizajniraju se tako da ispunjavaju
stereohemijske zahteve za interakcije sa aminokiselinama koje grade ove
dzepove. Kod proteinskih interakcija vezivne povrsine su «ravne» - konkavnost
i konveksnost je mnogo manje izrazena, posto su vezivni partneri drugi proteini
koji za kontakt obezbeduju znacajno vecu povrSinu. Veca vezivna povrSina
znaci da nije neophodno lokalizovati energetski znacajne interakcije na mali
prostor, kao Sto je slucaj sa enzimskim dzepovima. Takode, obezbediti
vezivanje malog molekula (M < 750 Da) (5) na ravnoj povrsini izloZenoj
stalnim interakcijama sa molekulima rastvaraca teze je nego vezati mali
molekul u zaklonjeni hidrofobni dZep. Svoju energiju vezivanja mali molekuli
dobijaju iz ograni¢enog broja prostorno lokalizovanih energetskih kontakata.
Ovi kontakti su neretko polarni pa se aktivni molekuli za njih nadmecu sa
molekulima rastvara¢a (6). Za razvoj inhibitora protein-protein interakcija
pozeljno je odabrati konkavnu povrSinu, najbolje hidrofobni dzep, ako postoji.
Ako se u kristalnoj strukturi kompleksa ne uocavaju dzepovi na vezivnoj
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povrsini, moguce je pokusati vezivanje modulatora u dzepove koji se periodi¢no
stvaraju na povrs$ini dok je protein slobodan u rastvoru (7).

Tipovi interakcija

U vezama izmedu proteinskih subjedinica u kompleksu, javljaju se svi
uobicajeni tipovi molekulskih nekovalentnih interakcija.

Jonski parovi se formiraju izmedu terminalnih grupa kiselih i baznih
aminokiselina, npr. Asp i Lys. lako predstavljaju snazne veze, jonski parovi
(soni mostovi) su retki u proteinskim interakcijama, ve¢ najveéu ulogu igraju u
elektrostatickom usmeravanju molekula proteina ka pravilnoj orijentaciji za
interakciju, Sto je efekat analogan onome koji pozitivno naelektrisani regioni
proteina igraju u interakcijama sa DNK.

Jon-dipol i1 dipol-dipol interakcije se ostvaruju kako izmedu
aminokiselina, tako 1 sa molekulima rastvaraca.

Vodoni¢ne veze u protein-protein interakcijama mogu biti direktne, ili
indirektne, preko molekula vode, a u njihovom formiranju ucestvuju kako atomi
polipeptidnog niza, odnosno «ki¢me» proteina, tako i bocni lanci aminokiselina.
Proteinski kompleksi se medusobno jako razlikuju po broju vodoni¢nih veza na
vezivnoj povrsini (0 - 46) (8), a u proseku je prisutna jedna H-veza na svakih
100 A2(8).

Van der Valsove sile, iako po intenzitetu slabije od polarnih interakcija,
znacajne su za integritet hidrofobnih regiona proteinskih vezivnih povrSina. U
trajnim, homodimernim kompleksima sa pretezno hidrofobnim vezivnim
povriinama, ove interakcije su glavna sila koja omoguéuje vezivanje. Sto je
veca povrSina molekula ukljuena u vezivanje, to je veci uticaj ovakvih
interakcija.

Polarnost vezivnih povrSina se nalazi izmedu polarnosti hidrofobnog
jezgra proteina i hidrofilne povrSine izlozene vodi. Polarnost varira u zavisnosti
od tipa kompleksa — najhidrofilnije su antigen-vezujuce povrsine na antitelima a
najhidrofobnije vezivne povrsine trajnih kompleksa.

Kinetika proteinskih kompleksa

Vreme formiranja proteinskih kompleksa se meri u nanosekundama (9).
Konstante disocijacije (Kd) proteinskih kompleksa su u oblasti 10* — 10™'* M,
(10) ali ne predstavljaju nepremostivu prepreku za razvoj lekova. Ako se mali
molekul modulator slabijeg afiniteta nade u dovoljnoj koncentraciji, on ¢e moci
da utice na biohemijsku ravnotezu vezivanja visokoafinitetnog proteina i ispolji
dejstvo u zivom sistemu (1).
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Teorijske postavke znacajne za dizajn organskih jedinjenja
modulatora proteinskih interakcija

Sve do nedavno smatralo se da su protein-protein interakcije gotovo
nemoguca ciljna mesta lekova, tj. da je nemoguce razviti male molekule koji bi
mogli da se u afinitetu za vezivnu povrsinu interakcije takmice sa nativnim
proteinskim partnerom. Medutim poslednjih decenija razvijeno je nekoliko
teorijskih postavki koje su promenile ovo stanoviste.

1. Teorija hot-spot aminokiselina

Ako bi energija vezivanja izmedu dva proteina u kompleksu bila
ravnomerno rasporedena na sve aminokiseline koje ucestvuju u vezivanju i na
¢itavu vezivnu povrsinu, bilo bi prakti¢no nemoguce razviti male molekule koji
bi mogli da sprece vezivanje dva proteina. Takvi molekuli bi zauzimali samo
mali procenat dostupne jednoli¢ne vezivne povrsSine, na kojoj bi trebalo da
ostvare interakcije barem podjednakog afiniteta i selektivnosti kao i proteinski
molekul koji ometaju a koji ima na raspolaganju svoju Citavu vezivnu povrsinu.

Prema teoriji hot-spot aminokiselina (hot-spot eng. — zariste, kljucno
mesto), energija vezivanja u interakcijama dva proteina nije ravnomerno
rasporedena po Citavoj vezivnoj povrSini. Postoji mali broj aminokiselina koje
ostvaruju kljuéne interakcije za vezivanje i oznaCavaju se kao hot-spot
aminokiseline.

Gore navedena hipoteza je proistekla iz eksperimentalne studije mutacija
na hormonu rasta (11) kada se pokazalo da je mala grupa aminokiselina iz
centralnog dela vezivnih povrSina odgovorna za vezivanje proteina u
kompleksu. Otada je ovo zapazanje potvrdeno na velikom broju analiziranih
proteinskih kompleksa.

Bogan i Torn (12) su pokazali da se kao hot-spot aminokiseline najcesce
javljaju tirozin (Tyr), arginin (Arg) i triptofan (Trp) a veoma retko leucin (Leu),
valin (Val), serin (Ser), treonin (Thr), metionin (Met). Njihova studija je takode
ukazala da je zaklonjenost od rastvaraca potreban, ali ne i dovoljan uslov da
neka aminokiselina sa vezivne povrSine bude hot-spot. Ista hot-spot
aminokiselina moze, u razli¢itom hemijskom okruzenju biti ukljuena u
formiranje razli¢itih kompleksa proteina Ciji je deo (2).

Danas je analiza hot-spot aminokiselina uobicajeni postupak u
dizajniranju inhibitora interakcija izmedu proteina. Osim eksperimentalnih
tehnika kao §to je mutiranje jedne po jedne aminokiseline vezivnih povrsSina u
alanin i merenje njihovog energetskog doprinosa vezivanju, predvidanje /ot-
spot aminokiselina se vrsi i in silico. (13) Postoji ve¢i broj javno dostupnih
kompjuterskih programa za ovakva predvidanja.
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Otkrice postojanja hot-spot aminokiselina je od velikog znacaja za razvoj
modulatora proteinskih interakcija, poSto omoguéava istrazivac¢ima da odaberu
znaCajne segmente povrSina proteina kao ciljna mesta i kalupe za dizajn
molekula. Energetski znacajne interakcije koje ostvaruje jedna ili viSe hot-spot
aminokiselina oponasane u molekulu leka mogu biti dovoljne da obezbede
vezivanje i aktivnost molekula na povrSini proteina. Na slici 1 prikazana je
interakcija izmedu MDM2/p53 i izdvojene su hot-spot aminokiseline koje su
esencijalne za nastanak proteinskog kompleksa.

hot spot aminokiseline

Slika 1. Hot-spot aminokiseline u interakciji MDM?2/p53 (PDB
unos:1YCR) Slika generisana u VMD programu (program za
vizualizaciju molekulskih struktura) (21)

Figure 1. Hot-spot aminoacids in MDM?2/pS3 protein interaction (PDB
code: 1YCR) Picture generated using VMD software (molecular
structure visualisation software) (21)

469



2. Hipoteza O prstena

Energetski znaCajne hot-spot aminokiseline su veoma Cesto okruzene
prstenom hidrofobnih aminokiselina (O — prsten), Cija je uloga da izoluju
energetski bitne kontakte izmedu proteina od molekula rastvaraca.

Same aminokiseline O prstena nisu energetski znacCajne za vezivanje.
Obi¢no O prsteni postoje na oba proteinska molekula koji se vezuju i
postavljeni su naspramno jedni drugima. Hipoteza O prstena (12, 14) dopunjava
hot-spot hipotezu.

Ometanje funkcije O prstena oko znacajne aminokiseline na proteinskoj
povrsini bi smanjilo njen energetski udeo u vezivanju. Sa druge strane, kako je
O prsten hidrofobniji od svoje okoline, on moze da posluzi kao mesto vezivanja
molekula inhibitora, bilo primarno, ili sekundarno uz uspostavljanje kontakata
koji odgovaraju hot-spot aminokiselini, ako modulator oponasa njeno prisustvo.
Uz pazljiv dizajn, inhibitori koji oponaSaju O prsten mogli bi da izoluju
znacajne hot-spot aminokiseline i sprece njihovo ucesce u vezivanju.

3. Modularna grada vezivnih povrsina u proteinskim kompleksima

Na vezivnim povr§inama proteinskih kompleksa izdvaja se 3 do 9 grupa
vaznih aminokiselina koje su medusobno nezavisne i aditivno doprinose
energiji vezivanja. Mutacija u jednoj grupi znacajno utice na vezivanje te grupe,
tj. u svakoj od grupa, vezivanje je kooperativno.

Modularna grada vezivnih povrsina (15) prisutna je kod velike vecine
proteinskih kompleksa, osim kod onih kod kojih nije postojala evolutivna
moguénost da se ona razvije, tj. kod kompleksa ukljuenih u procese
prezivljavanja ¢elije, kod kojih svaka mutacija dovodi do smrti ¢elija.

Znacaj modularne grade vezivnih povrSina proteinskih kompleksa za
dizajn inhibitora ogleda se u moguénosti razumevanja nacina na koji ¢e polozaj
liganda na vezivnoj povrSini medu proteinima uticati na njihovo vezivanje.
Drugim re¢ima, poznavanje arhitekture 1 organizacije vezivnih povrSina
proteinske interakcije pruza moguénost procene medusobnog uticaja vise
istovremenih promena na njoj — a time i efikasnijeg dizajna liganada sa vise
aktivnih centara povezanih hemijskim linkerima. Optimalan odabir
aminokiselina ¢ije vezivanje treba spreciti, ili iskoristiti, tako da se ostvari
najveta energetska promena u ukupnom vezivanju izmedu dva proteina
predstavlja prednost u dizajniranju liganada. Ona direktno ukazuje na povoljne
orijentacije liganada na aktivnom mestu i potencijalne prostorne rasporede
aktivnih grupa na njima.
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4. Anchor - aminokiseline

Bo¢ni lanci odredenih aminokiselina u strukturama slobodnih proteina
koji stupaju u medusobnu interakciju najve¢i deo vremena nalaze se u
konformaciji koju zauzimaju po vezivanju. Ove aminokiseline stoga pruzaju
pogodna sidra (anchor) za inicijalno povezivanje dva proteina i po vezivanju se
nalaze u odgovaraju¢im dzepovima — sidri$tima, po mehanizmu klju¢ — brava.

Jednom kada su anchor — aminokiseline povezane, ostale vezivne
povrsine proteina se prilagodavaju jedna drugoj, poja¢avajuéi vezivanje.

Anchor — aminokiseline (16) podlezu velikim promenama povrSine
izlozene rastvaracu (solvent accessible surface area - SASA) prilikom gradenja
kompleksa. Drugim re¢ima, po gradenju kompleksa, ove aminokiseline su
duboko zakopane u vezivne dZzepove izolovane od rastvaraca.

Anchor — aminokiseline mogu, ali ne moraju biti hot-spot aminokiseline
tj. aminokiseline sa najve¢im energetskim doprinosom vezivanju. Njihova uloga
je da uspostave brzu, relativno specifiécnu vezu izmedu dva proteina koji
intereaguju, prilikom njihovih interakcija u rastvoru, dajuci ostatku vezivne
povrsine dovoljno vremena da se prilagodi i u¢vrsti kompleks.

Kao anchor — aminokiseline javljaju se cesto lizin (Lys), Arg i
aromati¢ne aminokiseline, nesto rede (u oko 20% ispitanih komplekasa)
alifaticne aminokiseline, a retko asparaginska kis. (Asp) i glutaminska kiselina
(Glu).

Proteinski kompleks moze imati jednu anchor-aminokiselinu (sa ASASA
> 100 A?) ali ako sve aminokiseline imaju ASASA < 100 A? neophodno je vise
«sidara» da dode do formiranja proteinskog kompleksa, pa se uocava vise
anchor - aminokiselina. Na slici 2 prikazan je kompleks ribonukleaze A i
njenog inhibitora sa izdvojenim anchor-aminokiselinama.

Kako se anchor — aminokiseline vezuju u dobro definisane dzepove na
proteinskoj povrSini i odgovorne su za inicijalno povezivanje proteinskih
molekula, one predstavljaju odlicnu metu za dizajn malih molekula modulatora
proteinskih interakcija. Njihovi vezivni dzepovi ¢e dobro usidriti i molekule
inhibitora, a inhibitori koji blokiraju vezivanje anchor — aminokiselina imaju
velike Sanse da sprece formiranje proteinskog kompleksa.
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Inhibitor ribonukleaze

anchor

Ribonukleaza A 'Q/ |
: aminokiseline

Slika 2. Kompleks ribonukleaze A i njenog inhibitora sa izdvojenim
anchor aminokiselinama (PDB unos: 1DFJ) Slika generisana u
VMD programu (program za vizualizaciju molekulskih
struktura) (21)

Figure 2. Ribonuclease A complexed with its inhibitor with anchor-
aminoacids shown (PDB code: 1DFJ) Picture generated using
VMD software (molecular structure visualisation software) (21)

Prakti¢ni pristupi razvoju modulatora proteinskih interakcija

Proteinske interakcije se strukturno medusobno veoma razlikuju, pa se
stoga javljaju i znacajne razlike u njihovoj pogodnosti kao molekularnih meta
za razvoj potencijalnih lekova. Postupak razvoja malog organskog molekula
modulatora proteinske interakcije moZze te¢i na vise fundamentalno razlicitih
nacina i primenom kako eksperimentalnih, tako i in silico metoda. Strukture
mnogih proteinskih kompleksa jo§ uvek nisu reSene, pa je in vitro testiranje
hemijskih biblioteka prirodnih ili sintetisanih jedinjenja jedini put za otkrivanje
njihovih modulatora. Ako je struktura kompleksa poznata, tj. resena, bilo
kristalografski, NMR tehnikama ili sa manje pouzdanosti, formiranjem
homologih modela, informacije o vezivnim povrSinama se mogu iskoristiti za
dizajn modulatora. Informacije o postojanju dZepova na vezivnim povr§inama,
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odredivanje hot-spot 1 anchor aminokiselina, komplementarnost oblika i
prisustvo rastvaraca na vezivnoj povrsini pruzaju dragocene smernice za dalji
tok dizajna (5). Ako su u vezivanje ukljuceni neprekinuti peptidni fragmenti sa
jednog od proteina sa energetski znacajnim kontaktima, oni mogu biti
podvrgnuti testovima vezivanja, prevedeni u peptidomimetike i dalje
optimizovani u pogledu strukturnih i drugih osobina. Ako to nije slucaj,
prostorni raspored energetski znacajnih kontakata moze biti iskoris¢en za de
novo racionalni dizajn (dizajn iz fragmenata) molekula koji ¢e ostvariti
vezivanje, ili za optimizaciju obecavajucih jedinjenja izdvojenih virtualnim ili
in vitro testiranjem hemijskih biblioteka (17, 18).

U tabeli I prikazani su primeri proteinskih interakcija za koje su uspesno
dizajnirani modulatori i metode koje su pri tome primenjene (10, 17-20). Neki
od ovih molekula su ve¢ nasli svoje mesto u terapiji, dok su drugi jo§ uvek u
odredenim fazama klinickih ispitivanja.
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Tabela I

Primeri istrazivanja na medicinski znacajnim protein-protein

interakcijama
TableI  Examples of research conducted on medically imporant protein-protein
interactions
proteinska L.
i .. princip strukture modulatora (22)
interakcija
peptidomimetici, viSe od 20 razli¢itih grupa jedinjenja pregled u:
MDM2/p53 | HTS, virtualno Démling A. Curr Opin Chem Biol 2008; 12 (3): 281-
testiranje 91
HTS (high ?\j
CCRb5/gp120 | throughput )\ N
screenin NN TN
o) L\J/k 6 (
dimerizacija opo.nasanje - ® PN ! AP
HIV1 vezivne povrsine, 3 Y T
roteaze testiranje prirodnih g (fr/’( e g
P proizvoda }J
dimerizacija O O
HSV . o o Cor o o
, .. | peptidomimetici ‘NJKN Jﬁ
ribonukleotid \ P L I
reduktaza O
BelxL ili BA- 1, itro testiranje < \Q
2 / Bak-BH3 : >é< O
- i\
alosterni inhibitor YQ
LFA- racionalni dizajn )ﬁ(
1/ICAM-1 M '
alosterni inhibitor J\@?
.. |testiranje O """ ( ¢
dimerizacija dizajnirane /ﬁ\ S
iNOS | ) )\/\

hemijske databaze

—
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Zakljucak

Protein-protein interakcije su od ogromnog znaCaja za zive sisteme i

zauzimaju vazno mesto u istrazivackim projektima razvoja novih lekova.
Nekada smatran neostvarivim, dizajn modulatora proteinskih interakcija danas
predstavlja izazovno polje istrazivanja, koje se brzo razvija, pruzaju¢i ogroman
broj novih moguénosti za terapiju bolesti.
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Summary

Protein-protein interactions form the basics of both physiological and
pathological processes, which makes them important targets for drug discovery.
Structural characteristics of protein complexes, features of their binding interfaces and
theoretical foundations relevant to the design of small molecules modulators of protein
interactions have been briefly described in this text. Several experimental methods
applicable to the design of drugs acting on protein-protein interactions are listed. The
research progress achieved so far is illustrated through several examples of successfully
designed modulator molecules. Due to the extraordinary significance of protein-protein
interactions in living systems and our improved understanding of them, protein-protein
interactions are becoming an increasingly important part of drug discovery research
projects. Drugs modulating protein-protein interactions are likely going to represent an
increasing percentage of therapeutically active compounds.
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