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Streszczenie

Metabolizm ksenobiotykéw to zjawisko biochemiczne wystepujgce w przyrodzie w tym
takze w organizmie cztowieka. Szczegdélnym rodzajem ksenobiotykdéw sg leki, a ich
metabolizm moze prowadzi¢ do skutkdw o istotnym znaczeniu klinicznym, takich jak wzrost
lub spadek aktywnosci leku, wywotanie dziatan niepozgdanych czy interakcji
miedzylekowych. Dostepne dane statystyczne $wiadczg o tym, ze postep w dziedzinie badan
metabolizmu potencjalnych lekéw znaczgco zmniejszyt prawdopodobierstwo koniecznosci
wycofania leku z powoddw zwigzanych z tym zjawiskiem. Z drugiej strony rosnie
zainteresowanie technikami obliczeniowymi in silico przewidywania wtasciwosci
metabolicznych kandydatéw na leki, ktére w poréwnaniu z badaniami in vitro i in vivo

cechujg sie zazwyczaj nizszym kosztem wykonania oraz krétszym czasem uzyskania wynikow.

Przedtozona rozprawa doktorska, skupiajgc sie na przyktadzie dwdch odrebnych grup:
pochodnych benzenosulfonamidu o aktywnosci cytotoksycznej oraz analogow
arylopiperazyny o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu depresji i stanéw lekowych,
proponuje kilka schematéw postepowania, ktére z pomocy technik chemometrycznych
wspomagajg, badz utatwiajg podejmowanie decyzji o wyborze kandydata na lek, o
korzystnych wifasciwosciach juz na wczesnym etapie badan przedklinicznych. W toku
prowadzonych badan uzyskano szereg oryginalnych wynikéw, ktdre zaliczy¢ mozna do
dziedziny nauk podstawowych w zakresie biochemii, w szczegdlnosci zaproponowano
kierunki  biotransformacji w grupie badanych pochodnych benzenosulfonamidu
zawierajgcych ugrupowanie tiohydrazonu. Opisano réwniez wystepowanie izomeryzacji
geometrycznej w tej grupie zwigzkdéw. W grupie pochodnych arylopiperazyny oznaczono
ilosciowo stabilnos¢ metaboliczng, a uzyskany metaboliczny czas péttrwania poréwnano z
wartoscig uzyskang dla zwigzku referencyjnego — buspironu. Cze$¢ z badanych zwigzkéw

odznaczata sie stabilnoscig kilkukrotnie wyzszg od buspironu.

w poszczegdlnych etapach badan zaproponowano schematy kilku
interdyscyplinarnych procedur badawczych, obejmujgcych modelowanie molekularne,
eksperymenty biochemiczne i chromatograficzne (takze z wykorzystaniem spektrometrii
mas) oraz kompleksowg analize danych z wykorzystaniem technik chemometrycznych.
Zaproponowane procedury obejmujg: wykorzystanie analizy gtéwnych sktadowych do

wielowymiarowej analizy macierzy danych aktywnosci i macierzy deskryptorow
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molekularnych w celu poszukiwania zaleznos$ci pomiedzy strukturg chemiczng a aktywnoscig;
wykorzystanie regresji wielorakiej w celu opracowania modelu QSAR — ilosciowej zaleznosci
pomiedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng; wykorzystanie metodologii badania
zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng a zachowaniem substancji w ukfadzie
chromatograficznym (QSRR) do wspierania identyfikacji izomeréw geometrycznych. W
ostatnim etapie wykorzystano takze technike regresji czgstkowych najmniejszych kwadratow

do iloSciowego opisu stabilnosci metabolicznej w grupie analogdw arylopiperazyny.

Uzyskane wyniki stanowig oryginalny wkfad w stan wiedzy z zakresu metabolizmu
dwodch badanych grup chemicznych. Natomiast opisane procedury badawcze zostaty
skonstruowane w sposéb umozliwiajgcy ich zastosowanie do badania wtasciwosci innych
grup zwigzkdéw, co nadaje pracy mozliwos¢ praktycznego wykorzystania jej wynikow w

innych projektach z dziedziny chemii lekéw.
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Abstract

The metabolism of xenobiotics is a biochemical phenomenon occurring naturally in the
human body. Drugs are a special type of xenobiotics, and their metabolism may lead to the
clinically significant effects, such as an increase or decrease in the activity of the drug, the
induction of adverse effects or drug interactions. Available statistics indicate that progress in
the field of metabolic studies of potential drug significantly reduced the probability of a
withdrawal of the drug for reasons connected with this phenomenon. Moreover, there is a
growing interest in developing computational techniques of in silico prediction of metabolic
properties of drug candidates. Those techniques are, in comparison to in vitro and in vivo
studies, usually characterized by a lower cost of implementation and reduced time to obtain

results.

The submitted doctoral dissertation is focused on the case of two distinct chemical
groups: cytotoxic benzenesulfonamide derivatives and arylpiperazine analogs designed for
potential use in the treatment of depression and anxiety. The dissertation proposes several
workflows that with the help of chemometric techniques support, or assist decision making
process on the selection of a drug candidate for beneficial properties at an early stage of
preclinical studies. The study produced a series of original results in the field of biochemistry,
and proposes types of biotransformation in the studied group of benzenesulfonamide
derivatives. The dissertation also describes the occurrence of geometric isomerization in this
group of compounds. In the arylpiperazines derivatives group of compounds, metabolic
stability was assessed quantitatively and the resulting metabolic half-life was compared with
that obtained for the reference compound - buspirone. Some of the tested compounds was

characterized by stability several times higher than obtained for buspirone.

In the consecutive stages of the doctoral dissertation several schemes of
interdisciplinary research workflows were proposed. The workflows include molecular
modeling, biochemical and chromatographic experiments (including the use of mass
spectrometry) and comprehensive data analysis using chemometric techniques. Proposed
procedures include: the use of principal component analysis (PCA) to multivariate analysis of
the activity and molecular descriptor data matrixes to search for relationships between
chemical structure and biological activity; the use of multiple stepwise regression model to

develop QSAR — quantitative relationship between the structure and biological activity; the
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application of methodology of constructing models of relationship between chemical
structure and chromatographic retention (QSRR) to support the identification of geometric
isomers. In the last step partial least squares regression was used to quantitatively describe

the metabolic stability of a group arylpiperazine analogues.

Firstly, the obtained results are an original contribution to the state of knowledge of
the metabolism of the two group of drug candidates. On the other hand, the described
research workflows have been designed in a way, so that they can be further applied to
study the properties of other classes of compounds. This gives the opportunity of the

practical implementation of the results in other projects in the field of medicinal chemistry.
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1 Wstep teoretyczny

1.1 Skuteczne opracowywanie nowych lekéw jako wyzwanie
nauvk farmaceutycznych XXI wieku

Jednym z wyzwan XXI wieku, zaréwno dla przemystu farmaceutycznego, jak i
Srodowiska uniwersyteckiego, jest potrzeba ciggtego opracowywania nowych,
udoskonalonych lekéw. Konieczno$¢ ta jest zwigzana z dwoma gtéwnymi czynnikami: wcigz
wydtuzajacg sie dtugoscig zycia [1] oraz wyzwaniami zwigzanymi ze zmianami stylu zycia,
postepem technologicznym i intensywnym eksploatowaniem srodowiska naturalnego, a co
za tym idzie zwiekszajgcym sie zagrozeniem ze strony tzw. choréb cywilizacyjnych, w tym
nowotworéw [2]. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze samo tylko wyeliminowanie braku
aktywnosci fizycznej zwiekszytoby przewidywang diugos¢ zycia w Polsce $rednio o 0,6 roku
poprzez unikniecie choréb, takich jak nowotwory, cukrzycy typu drugiego, czy choroby
niedokrwiennej serca [3]. W ciggu ostatnich dziesieciu lat liczba nowych kandydatéw na leki
wzrosta 0 62%, co pociggneto za sobg podwojenie kosztow zwigzanych z dziatalnoscig typu
badan naukowych i rozwoju (ang. research and development, R&D) [4]. Czesto podawany
koszt opracowania i wprowadzenia leku na rynek, wynoszagcy 800 min dolaréw
amerykanskich wynika z podzielenia catkowitych kosztéw R&D przez liczbe lekdéw
zaaprobowanych do lecznictwa [5]. Wiele wskazuje jednak na to, ze wartos¢ ta jest mocno
przeszacowana poprzez uwzglednienie kosztéw pozanaukowych [5]. Niemniej jednak,
istnieje potrzeba wprowadzenia wysokich standardéw prowadzenia badan przedklinicznych,
szczegdlnie w dziedzinie onkologii, gdzie znaczace osiggniecia w dziedzinie zrozumienia
biologicznego funkcjonowania komérek rakowych, nie przektadajg sie na sukcesy kliniczne, a
wskaznik niepowodzen nowych lekéw jest najwyzszy w porédwnaniu z innymi dziedzinami
medycyny [6]. Przyczyny niepowodzen we wprowadzaniu nowych lekéw do lecznictwa
zmieniaty sie na przestrzeni ostatnich lat [7,8]. Dostepne dane pordwnujgce przyczyny
niepowodzen badan klinicznych z roku 1991 i 2000 wskazujg, ze w ciggu opisywanego
dziesieciolecia znaczgco spadt niekorzystny udziat wtasciwosci metabolicznych i
farmakokinetycznych potencjalnych kandydatéw na leki, z 40% do 11% (Tabela 1). Jest to
wynikiem rosngcej swiadomosci znaczenia tych wtasciwosci juz na wczesnych etapach badan

przedklinicznych, jak réwniez dzieki postepowi naukowemu.
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Tabela 1. Poréwnanie przyczyn niepowodzen badan klinicznych lekéw w latach 1991 i
2000 [7].

Rok

Przyczyna 1991 2000
metabolizm lekéw

i farmakokinetyka 40% 11%

bezpieczenstwo kliniczne 10% 13%

skutecznos¢ 30% 28%

przyczyny biznesowe 5% 22%

toksycznosé 11% 22%

inne 4% 4%

Powyzsze dane sSwiadczg o duzym znaczeniu metabolizmu lekéw i innych wtasciwosci
farmakokinetycznych dla sukcesu w opracowaniu nowego leku. Wszelkie dziatania majgce
usprawni¢ badania metaboliczne ksenobiotykéw, posiadajg szczegdlny aspekt praktyczny.
Szczegblng uwage w ostatnich latach zwrécono na techniki in silico, umozliwiajgce
przewidywanie miejsc metabolizmu w czasteczce, struktury metabolitdw, mozliwosci

inhibicji i indukcji enzymoéw metabolizujgcych ksenobiotyki [9].

1.2 1Iréinicowane zastosowanie farmakologiczne substancji
zawierajgcych pierwszorzedowq grupe sulfonamidowqg

Pierwszorzedowe ugrupowanie sulfonamidowe jest obecne w wielu istotnych grupach
lekéw, takich jak diuretyki (furosemid, indapamid), inhibitory anhydrazy weglanowej
(acetazolamid, dichlorotiazyd), leki przeciwpadaczkowe (zonisamid, sultiam), czy
niesteroidowe leki przeciwzapalne (celekoksyb, waldekoksyb) [10]. Przeglad wybranych

substancji leczniczych zawierajgcych pierwszorzedowg grupe sulfonamidowg oraz ich

zastosowanie zawiera Rycina 1.
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leczniczych zawierajgcych pierwszorzedowgq grupe sulfonamidowg.
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Acetazolamid, metazolamid i diklofenamid (Rycina 1) sg stosowane w leczeniu jaskry.
Dziatajg jako inhibitory anhydrazy weglanowej, szczegblnie izoenzymdw CAll, CAIV i CAXII, co
prowadzi do zmniejszenia stezenia wodoroweglandw, a w zwigzku z tym obnizenia cisnienia
wewnatrz gatki ocznej. 1zoenzymy te niestety wystepujg rowniez w wielu innych tkankach
organizmu, co prowadzi do dziatan niepozadanych, takich jak metaliczny posmak w ustach,
utrata wagi, kwasica metaboliczna lub zmeczenie [11]. W tej grupie lekéw dalsze
poszukiwania nowych substancji aktywnych dotyczyty wprowadzenia lekéw dziatajgcych
miejscowo [10], z ktérych dwa sg dostepne w lecznictwie: dorzolamid [12] i brynzolamid [13]
(Rycina 1). Najnowsze badania koncentrujg sie na opracowaniu czgsteczek, ktére oproécz
funkcji inhibicji anhydrazy weglanowej uwalniajg tlenek azotu (NO), co dodatkowo wzmacnia

dziatanie terapeutyczne w jaskrze [14].

Sultiam jest substancjg o dziataniu przeciwpadaczkowym (Rycina 1). Sugerowany
mechanizm dziatania jest powigzany z wystepowaniem zakwaszania tkanki mézgu, poprzez
inhibicje anhydrazy weglanowej, co wywotuje efekt przeciwdrgawkowy [15]. Zonisamid z
kolei po raz pierwszy zostat wprowadzony do lecznictwa w Japonii w 1989. Jego dziatanie
opiera sie na dwdch prawdopodobnych mechanizmach: stabilizacji bton neuronéw poprzez
blokowanie kanatéw sodowych i wapniowych oraz wptywaniu na synteze, uwalnianie i
degradacje neuroprzekaznikéw (w tym GABA, serotoniny, dopaminy i acetylocholiny) [16].
Lek ten byt réwniez obiektem badan klinicznych w kierunku jego zastosowania w leczeniu

otytosci u dorostych [17].

Sulpiryd jest przedstawicielem sulfonamidéw przeciwpsychotycznych o dziataniu
antagonistycznym wobec receptorow dopaminergicznych [18]. Pomimo braku
jednoznacznych dowoddéw na jego skutecznos¢ w poréwnaniu do placebo, jest to lek czesto
stosowany i rekomendowany szczegdlnie dla pacjentéw w krajach rozwijajacych sie, ze

wzgledu na niski koszt leczenia [19].

Wsréd lekéw o budowie sulfonamidowej znajdziemy réwniez diuretyki, w
szczegolnosci tiazydy i ich analogi, takie jak indapamid, chlortalidon i metolazon (Rycina 1).
Zwiazki te hamuja kanat Na*/Cl” w cewce dalszej nefronu, co prowadzi do zwiekszonego
wydalania kationédw sodu, a wraz nim nadmiaru wody zgromadzonej w organizmie [20].
Stosowane sg réwniez w nadcisnieniu, przy czym tiazydy, (np. hydrochlorotiazyd) wywotujg

podwyzszenie poziomu cholesterolu, a indapamid pozbawiony jest tej niekorzystnej cechy
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[21]. Do popularnych lekdw moczopednych nalezy réwniez furosemid, ktéry dziata w petli

Henlego na zasadzie hamowania reabsorpcji kationéw sodu i potasu oraz chlorkéw.

W latach 90-tych dwudziestego wieku opracowano serie selektywnych inhibitoréw
cykloksygenazy COX-2, w tym rofekoksyb, celekoksyb i waldekoksyb, z czego tylko
celekoksyb nie zostat wycofany ze wzgledu na liczne dziatania niepozgdane ze strony uktadu
sercowo-naczyniowego, ktore wystepowaty u pozostatych przedstawicieli tej grupy [10,22].Z
tego powodu postep w dziedzinie nowych selektywnych inhibitorow COX2 zostat
spowolniony, az do odkrycia aprikoksybu (Rycina 2) [23]. Co ciekawe, zwigzek ten swoje

gtdéwne zastosowanie znalazt w terapii raka trzustki, a nie jako lek przeciwzapalny.

Mechanizm dziatania przeciwnowotworowego sulfonamidow opiera sie na hamowaniu
izoenzymow anhydrazy weglanowej, ktére ulegajg nadekspresji w przypadku wielu typow
nowotwordéw [24]. Wcigz poszukiwane sg nowe substancje selektywnie hamujgce aktywno$é
izoenzymow IX i Xl [25,26]. Wsrdd chemoterapeutykéw o budowie sulfonamidowej
znajdziemy rowniez pazopanib (Rycina 2) — inhibitor kinazy tyrozynowej blokujacy wzrost

guza i angiogeneze, szczegblnie przydatny w leczeniu nowotwordw nerki [27,28].

~
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Rycina 2. Struktura chemiczna przeciwnowotworowych sulfonamidéw: aprikoksybu
[23] (z lewej) i pazopanibu [28] (z prawej).

Ciekawym, nowym zastosowaniem sulfonamidow jest rdéwniez mozliwos¢ ich
zastosowania w leczeniu tupiezu. Dziatanie przeciwtupiezowe opiera sie na hamowaniu

odkrytej niedawno B-anhydrazy weglanowej grzyba gatunku Candida glabrata [29].

Poszukiwania nowych, aktywnych biologicznie sulfonamidéw sg réwniez prowadzone
w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym, przez grupe badawczag kierowang przez dr. hab.
Jarostawa Stawinskiego, prof. nadzw. GUMed. Wsrdéd prac z ostatnich lat wymieni¢ nalezy
serie zwigzkdw o budowie sulfonamidowej, o aktywnosci cytostatycznej i potwierdzonej

inhibicji izoenzymow anhydrazy weglanowej [30,31] oraz aktywnosci przeciwgrzybicznej [32].
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Pochodne benzenosulfonamidu zawierajgce ugrupowanie tiohydrazonu s3g réwniez

przedmiotem zainteresowania opisanym w niniejszej pracy doktorskiej [33—-36].

1.3 Pochodne arylopiperazyny jako grupa lekéw o dziataniu
anksjolitycznym

Dtugotancuchowe pochodne arylopiperazyny, wraz z najwazniejszym przedstawicielem
tej grupy lekdw — buspironem, sg lekami stosowanymi w leczeniu zaburzen lekowych [37] i
depres;ji [38]. Buspiron na poziomie molekularnym dziata jako czesciowy agonista receptora
serotoninowego (5-HT) oraz jako antagonista receptora dopaminergicznego (D) i ai- i 05-
adrenergicznego [39]. Mozliwos¢ selektywnego oddziatywania z podtypem receptora
serotoninowego 5-HT;p jest szczegdlnie intensywnie badana, poniewaz oprdcz dziatania
przeciwlekowego i przeciwdepresyjnego wskazuje sie, ze jego agonisci, pochodne
arylopiperazyny, mogg petni¢ funkcje neuroprotekcyjne [40,41]. N;-podstawione pochodne
Ny-arylopiperazyny mozna podzieli¢ na kilka gtdwnych grup pod wzgledem chemicznym, w
tym: pochodne imidowe, amidowe, alkilowe, aryloalkilowe oraz tetralinowe. Strukture

chemiczng wybranych pochodnych arylopiperazyny przedstawia Tabela 2.

Gepiron [42], znany od 1986 roku, charakteryzuje sie mniejszg wigzalnoscig z
receptorami dopaminergicznymi w stosunku do buspironu. Podobne wfasciwosci
charakteryzuja tandospiron [43]. Zwigzek ten, oprdcz typowego w tej grupie dziatania
anksjolitycznego, moze byé réwniez stosowany w terapii schizofrenii. U pacjentdw, ktérym
podawano tandospiron zaobserwowano poprawe funkcji poznawczych, w tym pamieci, a co
za tym idzie mozliwo$é lepszego funkcjonowania w spoteczenstwie i Srodowisku pracy
[44,45]. Z kolei badania kliniczne zalospironu wykazaty wysoka efektywnos$é w znoszeniu
depresji, ale jednoczesnie u ponad potowy pacjentéw lek wywotywat zawroty gtowy i
nudnosci [46,47]. Badania nad ipsapironem natomiast nie wykazaty jego klinicznej przewagi

nad diazepamem [48].
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Tabela 2. Struktura chemiczna wybranych pochodnych arylopiperazyny.

Struktura chemiczna Nazwa i piSmiennictwo

buspiron [39]

gepiron [42,43]

tandospiron [43-45]

zalospiron [46,47]

ipsapiron [48]

i
N
Q /\ J NAN-190 [49,50]
N N o
__/
O_
H
HO?—\O o\\ i
N flezinoksan [51,52]
a¥e%s
__/

—N /\ (@]
<\:’<>—N N—\—N: adatanseryna [53]

Wsrdd pochodnych o budowie amidowej znajduje sie réwniez zwigzek oznaczony
kodem NAN-190, ktéry znalazt szerokie zastosowanie w badaniach naukowych jako

selektywny agonista receptora 5-HT;a [49,50]. Wsrdd wymienionych powyzej substancji
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aktywnych, w Polsce dostepny jest jedynie buspiron (w preparacie Spamilan®, Egis Polska

oraz preparacie Mabuson®, Pabianickie Zaktady Farmaceutyczne POLFA SA).

Do pochodnych arylopiperazyny zaliczamy réwniez flezinoksan [52] oraz adatanseryne
[53] o budowie amidowej. Flezinoksan byt opracowany jako lek obnizajacy ciSnienie, pdiniej
potwierdzono takze dziatanie przeciwdepresyjne i anksjolityczne. Adatanseryna, opracowana
pod koniec XX wieku jako lek przeciwdepresyjny i anksjolityczny, nie weszta do lecznictwa,
jednakze w 2008 r. opatentowane zostato jej dziatanie m. in., w leczeniu dysfunkcji

seksualnych, ADHD i zachowan agresywnych [54].

1.4 Badanie metabolizmu ksenobiotykéw w warunkach in vitro

Metabolizm ksenobiotykdow, w tym lekdw, jest procesem skomplikowanym, a wiec
trudnym to symulowania lub przewidywania za pomocg technik in silico, in vitro, czy nawet
przy pomocy modeli zwierzecych in vivo. Upraszczajac, proces ten polega na biotransformacji
(chemicznej modyfikacji, przy udziale enzymoéw jako katalizatorow) czasteczki leku, do
bardziej polarnych metabolitow, ktére z kolei sg tatwiej eliminowane z organizmu. Powstanie
mechanizméw metabolizmu ksenobiotykéw uzasadnia sie uksztattowang w procesie
ewolucji potrzebg organizméw zywych do usuniecia z wtasnego ciata obcych substancji,
ktore mogg mie¢ wptyw na ich procesy zyciowe. Z punktu widzenia nauk farmaceutycznych
na uwage zastuguje natomiast fakt, ze metabolity leku, jako czasteczki o zmienionej
strukturze chemicznej nalezy traktowad jako odrebne indywidua chemiczne o zmienionych
(wzgledem macierzystej czasteczki) wtasciwosciach farmakokinetycznych, jak rdéwniez

farmakodynamicznych.

Na etapie badan przedklinicznych, gdy mamy czesto do czynienia z setkami
potencjalnych substancji leczniczych, kluczowg kwestig wydaje sie dobdr odpowiedniego
modelu enzymatycznego, ktéry umozliwi poréwnanie badanych substancji pod wzgledem ich
wtasciwosci metabolicznych. Opracowana zostata szeroka paleta dostepnych modeli,
poczgwszy od preparatéw otrzymywanych z narzadow ludzkich, czy zwierzecych,
rekombinowanych enzymow, linii komdérkowych, koriczac na modelach zwierzecych, w tym
rekombinowanych. W zaleznosci od wybranego modelu otrzymamy informacje przydatne na

innym etapie procesu opracowania nowego leku. Czes$¢ z tych modeli charakteryzuje sie
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wieksza uniwersalnoscia, a inna czes¢ pozwala uzyskaé dane specyficzne dla konkretnego

enzymu metabolizujgcego.

Na wczesnych etapach badan przedklinicznych jedng z pozgdanych cech modelu bedzie
prostota jego wykorzystania, niskie naktady w przeliczeniu na testowany zwigzek, przy
zachowaniu mozliwie duzej istotnosci uzyskanych wynikéw. Zalety te spetniajg frakcje

mikrosomalne otrzymywane z narzagddw ludzkich i zwierzecych [55].

Mikrosomy to subkomédrkowa frakcja, otrzymywana w procesie wirowania
homogenatow komdrkowych. W celu ich otrzymania najczesciej wykorzystuje sie homogenat
watroby, ze wzgledu na jej kluczowe znaczenie dla metabolizmu ksenobiotykéw, ale takze
homogenaty innych narzgddw, takich jak jelito, ptuca, czy nerka [56]. Oprdocz preparatow
ludzkich wykorzystuje sie poréwnawczo mikrosomy odzwierzece, co pozwala dobraé
odpowiedni model zwierzecy in vivo przed pierwszym podaniem potencjalnego leku
zdrowym ochotnikom w badaniach klinicznych. Wsrdod dostepnych komercyjnie mikrosomow
mozna znalez¢ mikrosomy szczurze, mysie, krélicze, pochodzgce od ssakéw naczelnych,
swinki morskiej, czy psa rasy beagle. Podczas korzystania z tego rodzaju modeli, nalezy
zwréci¢ uwage na koniecznos¢ otrzymywania preparatu za pomocg narzaddw pochodzacych

od wielu dawcow, tak aby réznice osobnicze nie wptywaty istotnie na uzyskane wyniki.

Mikrosomy otrzymane z watroby sg bogatym Zrdédtem enzymdéw metabolizujgcych
ksenobiotyki, w tym enzymdéw z rodziny cytochromu P-450 (CYP) [57], monooksygenaz
flawinowych (FMO) [58] i glukuronylotransferaz (UGT) [59]. Zbadanie ich aktywnosci wobec
potencjalnego leku wymaga obecnosci odpowiedniego kofaktora, jakim dla cytochromu i
FMO jest NADPH (zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego),
natomiast dla UGT jest to aktywowany kwas glukuronowy w postaci UDPGA (kwas urydyno-

5'-difosfo-D-glukuronowy).

Mikrosomy wystepujg w postaci pecherzykéw bton retikulum endoplazmatycznego i z
tego faktu wynika jedna z ich gtéwnych wad. Modelowanie metabolizmu przy pomocy tylko
mikrosomdéw nie odzwierciedla w petni etapdw procesu zwigzanych z budowg komorek i
narzadéw, takich jak dyfuzja, badz transport do wnetrza tkanki lub komérki [60,61]. Inng,
istotng kwestig jest nieobecnos$é¢ pewnych enzyméw metabolizujgcych, takich jak N-
acetylotransferaza (NAT), S-transferaza glutationowa (GST), metylotransferaza tiopurynowa

(TPMT) oraz sulfotransferaza (ST). Enzymy te przeprowadzajg wazne dla drugiej fazy
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metabolizmu reakcje sprzegania z czgsteczkami, takimi jak glutation czy jon siarczanowy. Aby
uzyskaé peten obraz drugiej fazy, nalezy, oprdcz frakcji mikrosomalnej, zastosowac faze

cytozolowa zawierajgcg wymienione wyzej enzymy.

Metodologia wykorzystania mikrosomow i innych frakcji komérkowych jest zasadniczo
mato skomplikowana i nie wymaga wysokospecjalistycznego sprzetu i aparatury. Inkubacje in
vitro wykonuje sie w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych, tj., utrzymujac
temperature na poziomie fizjologicznym, mieszajgc i kontrolujac czas reakcji. Uzyskane
mieszaniny poinkubacyjne sg nastepnie analizowane jakosciowo jaki i ilosSciowo, najczesciej z

zastosowaniem chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas [55].

Drugim czesto stosowanym uktadem modelowym w badaniach metabolizmu lekdw sg
rekombinowane enzymy produkowane w owadzich [62], drozdzowych [63] i bakteryjnych
[64] systemach ekspresji. Ich unikalng cechg jest mozliwo$é badania aktywnosci tylko
jednego enzymu, co pozwala m.in., doktadnie okresli¢, ktére izoenzymy cytochromu P-450 sg
odpowiedzialne za metabolizm potencjalnego leku. Umozliwia to réwniez przewidywanie
wystepowania interakcji pomiedzy lekami [65,66]. Komercyjnie dostepne sg praktycznie

wszystkie izoenzymy CYP, jak rowniez FMO i UGT i inne.

Bardziej zaawansowane modele metaboliczne opierajg sie na kulturach linii
komorkowych, hepatocytach izolowanych z watroby, czy precyzyjnie wycinanych plastrach
watroby (ang. liver slices) [67]. Te modele wymagajg znacznie bardziej zaawansowanej
technologii prowadzenia eksperymentu; hepatocyty i wycinki watroby charakteryzujg sie
ograniczonym czasem przydatnosci, doswiadczenia s przeprowadzane sterylnie.
Niezaprzeczalng zaletg tych modeli jest jednak zachowanie struktury komorek, czy nawet
tkanek, co skutkuje warunkami biotransformacji bardziej odzwierciedlajgcymi warunki

fizjologiczne.

Wsréd lekéw przeciwnowotworowych dobrym przyktadem ilustrujgcym réznorodnosc
procesow, na ktére ma wptyw zjawisko metabolizmu lekéw jest irynotekan. Irynotekan,
inhibitor topoizomerazy | z grupy pétsyntetycznych pochodnych kamptotecyny, jest
prolekiem aktywowanym przez karboksyesteraze do metabolitu SN-38, ktéry odpowiada za
aktywnos¢ biologiczng. Jedng z drég eliminacji irynotekanu, jak i SN-38 jest Sciezka
metaboliczna katalizowana przez izoenzym cytochromu P-450 CYP3A4. Jednoczesne podanie

winorelbiny (cytostatyk z grupy alkaloidéw barwinka), ktdra jest inhibitorem CYP3A4
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powoduje zmniejszenie eliminacji irynotekanu, nasilajgc jego dziatanie toksyczne (Rycina 3)
[68,69]. Wptyw na farmakokinetyke irynotekanu ma réowniez ziele dziurawca, powoduje ono

zmniejszenie AUC, a takze Cpax [70].

karboksyesteraza

JE— .

SN-38 L0

irynotekan
winorelbina —— | CYP3A4
inaktywacja
i eliminacja
Rycina 3. Schemat wybranych reakcji metabolicznych irynotekanu.

Na podstawie [5-7].

Przyktadem irynotekanu mozna réwniez zobrazowaé wptyw miedzyosobniczych réznic
genetycznych na wystepowanie dziatan niepozgdanych spowodowanych metabolizmem
lekdw. Poza CYP3A4 kluczowa role w eliminacji tego leku petni UDP-glukuronylotransferaza
UGT1A1. Jedna z mutacji genu kodujgcego to biatko jest przyczyng zwiekszonego
prawdopodobienstwa wystgpienia mielosupresji i biegunki u pacjentéw leczonych
irynotekanem. Wystepowanie tego zjawiska jest silng przestankg do rozwoju medycyny
spersonalizowanej z uwzglednieniem osobniczych mozliwosci pacjenta do metabolizowania

lekow [71].

1.5 Rola spektrometrii mas w badaniach metabolicznych

Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas (LC-MS) jest obecnie
powszechnie uzywang technikg w badaniach metabolizmu lekéw, ktére wymagajg izolacji,
identyfikacji oraz oznaczania metabolitéw [72-74]. Technika LC-MS charakteryzuje sie
wysoka czutoscig oraz selektywnoscia, krotkim czasem analizy, a takze tatwoscig w obstudze,
co sprawia, ze jest niezwykle cennym narzedziem w analizie metabolitow. Nowe rozwigzania

instrumentalne oraz metodologiczne w obszarze techniki LC-MS okazaty sie kamieniem
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milowym w procesie opracowywania nowych lekdéw, szczegdlnie w zakresie badan
stabilnosci metabolicznej. Tabela 3 zawiera przeglad analizatorow mas stosowanych w
badaniach metabolicznych, poniewaz zastosowany analizator w gtéwnej mierze decyduje o

rodzaju i jakosci otrzymanej informacji analitycznej.

Spektrometria mas jest nieocenionym narzedziem w badaniach metabolizmu lekdéw, w

szczegdblnosci na etapie:

e ilosciowego wyznaczania stabilnosci metabolicznej in vitro [75,76],

e uystalania struktur metabolitéw [36,77].

Podstawowg informacjg, mozliwg do uzyskania z zastosowaniem spektrometru mas
jest masa czgsteczkowa metabolitu, wyznaczona zaleznie od wykorzystanego analizatora z
rozng doktadnoscia. Na podstawie poréwnania masy nieznanego metabolitu z masg
badanego kandydata na lek, mozliwe jest wskazanie typu reakcji metabolicznej [78]. Typowe
reakcje metaboliczne wraz z odpowiadajgcymi im zmianami masy czgsteczkowej zestawiono
w Tabeli 4 [79]. W kolejnych etapach badah nad strukturg powstajagcych metabolitéw
wykorzystywana jest tandemowa spektrometria mas, ktéra umozliwia zarejestrowanie
widma fragmentacyjnego okreslonego jonu, odpowiadajgcemu potencjalnemu metabolitowi
[80]. Widmo takie poréwnywane jest z widmem czasteczki zwigzku macierzystego, co
prowadzi do przyporzadkowania zmiany struktury chemicznej do okreslonego rejonu

czgsteczki.

Poza wyzej wymienionymi sposobami identyfikacji stosowane s takzie rdznorodne
filtry wspomagajace wykorzystujgce np.: defekt (deficyt) masy pomiedzy nominalng, a

mierzong masg; wzoér izotopowy; wspdlny jon nastepczy, i inne [81].
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Tabela 3. Rodzaje analizatoréow mas stosowane w badaniach metabolizmu lekéw [82].

©
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flig ) biotransformacji
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(ang. biotransformacji,
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TOF, Q-TOF) biotransformacji
badanie
_ putapka przesiev\{oyve - b niska do dob
jonowa (ang. metabolitow, umiarkowana  staba umiarkowanej obra
ion trap, IT) identyfikacja miejsca
biotransformacji
potréjny . _
kwadrupol pomocn!czo W niska/wysoka
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quadrupole, fragm:g;:g:l,vznahza trybu pracy
QqQ)
potrdéjny
kwadrupol z
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identyfikacja miejsca
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Tabela 4. Zestawienie czesto wystepujacych reakcji biotransformacji wraz z
odpowiadajagcymi im zmianami we wzorze sumarycznym i zmiang masy czasteczkowej
[79].

Reakcja biotransformacji Zmiana we wzorze Zmiana masy (Da)
sumarycznym
Faza |

utrata grupy nitrowej -NO, + H -44,9851
dekarboksylacja -CO, -43,9898
depropylacja -C3Hg -42,0468
utrata atomu chloru -Cl+H -33,9611
redukcja grupy nitrowej +H, -0, -29,9742
deetylacja -C,H, -28,0312
utrata czasteczki wody -H,0 -18,0106
utrata atomu fluoru -F +H -17,9906
utlenienie + utrata atomu chloru -Cl+OH -17,9662
demetylacja —CH, -14,0157
utlenienie wigzania podwdjnego -H, -2,0157
utlenienie + utrata atomu fluoru -F+ OH -1,9957

utleniajgca deaminacja -NH+ O 0,984

redukcja wigzania podwdjnego +H, 2,0157
metylacja +CH, 14,0157
utlenienie alkoholu do kwasu karboksylowego -2H+0 13,9792
utworzenie ketonu -2H+0 13,9792
hydroksylacja +0 15,9949
utlenienie N/S +0 15,9949
epoksydacja +0 15,9949
hydratacja +H,0 18,0106
utlenienie grupy metylowej do kwasu -2H+0, 29,9741

karboksylowego
podwdjna hydroksylacja +0, 31,9898
Fazall

acetylacja +C,H,0 42,0106
sprzezenie z glicyng +C,H3NO 57,0215
sprzezenie z siarczanem +S0; 79,9568
sprzezenie z cysteing +C3HsNO,S 119,0041
sprzezenie z N-acetylocysteing +CgHgNO3S 161,0147
sprzezenie z kwasem glukuronowym +CgHsOg 176,0321
sprzezenie z glutationem +C10H15N306S 305,0682

Pomimo niezwyktej popularnosci technika tandemowej spektrometrii mas posiada
takze pewne ograniczenia, w tym brak mozliwosci rozréznienia geometrii czgsteczek oraz

czesto brak mozliwosci ustalenia doktadnego potozenia zmiany w strukturze chemicznej
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metabolitu, np. miejsca hydroksylacji [36]. W takim przypadku wtasciwg technika

uzupetniajgcy bedzie spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR) [83,84].

1.6 Techniki in silico wspomagajgce badania metabolizmu
lekow

Ze wzgledu na relatywnie wysoki koszt badan biologicznych od dawna podejmowane
sg proby umozliwienia, przynajmniej w czesci, zastgpienia ich narzedziami in silico w postaci

modeli predykcyjnych.
Wspomniane narzedzia mogg w gtdwnej mierze uwzgledniac:

e strukture leku/potencjalnego leku (ligandu),

e strukture enzymu metabolizujgcego ksenobiotyki [9].

Techniki oparte na strukturze ligandu nie uwzgledniajg zmian ksztattu tej czgsteczki
podczas interakcji z enzymem metabolizujgcym, co jest ich istotng wadg. Gtdwnym
ograniczeniem modelowania w oparciu o strukture i witasciwosci enzymu sg znaczace

wymagania co do mocy obliczeniowej komputerdw, i w zwigzku z tym czasochtonnosé [9].

W oparciu o rodzaj modelowanej wtasciwosci, modele wykorzystywane w badaniach
metabolicznych mozna podzieli¢ na: umozliwiajgce rozpoznanie miejsca w czgsteczce
podlegajgcej metabolizmowi; ustalenie struktury powstajgcego metabolitu; okreslenie
mozliwosci inhibicji (gtéwnie izoenzymow CYP); okreslenie mozliwosci indukcji (gtéwnie

izoenzymow CYP).

W Tabeli 5 umieszczono krétki przeglad dostepnych narzedzi z dwdch pierwszych grup,
z zaznaczeniem, czy jest to narzedzie komercyjne, czy tez dostepne darmowo. Dla narzadzi
darmowych podano takze adres strony internetowej, umozliwiajacej skorzystanie z

narzedzia.
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Tabela 5. Zestawienie wybranych narzedzi in silico stosowanych w badaniach
metabolicznych.

Nazwa Sposob dostepu PiSmiennictwo

Narzedzia umozliwiajgce okreslenie miejsca zachodzenia reakcji metabolicznej

darmowy

Metaprint2D www-metaprint2d.ch.cam.ac.uk/ [85,86]
MetaSite komercyjny [87]
darmowy
SMARTCyp http://www.farma.ku.dk/smartcyp/ [88,89]
IDSite komercyjny [90]
StarDrop komercyjny [91]
Xenosite darmowy [92]
http://swami.wustl.edu/xenosite/
Narzedzia umozliwiajgce przewidywanie struktury powstajgcego metabolitu
MetaSite komercyjny [87]
darmowy
Metaprint2D-React www-metaprint2d.ch.cam.ac.uk/metaprint2d- [85,86]
react

Na uwage zastuguje fakt braku doniesien literaturowych dotyczacych narzedzi
pozwalajgcych w ilosciowy sposdéb ocenié stabilno$¢ metaboliczng, umozliwiajgcych
porownanie poszczegdlnych pochodnych w jednej serii zwigzkéw. Model o takich cechach,
oparty na metodzie wektoréw nosnych zostat jednakze ostatnio opracowany w zespole,

ktérego cztonkiem jest autor rozprawy doktorskiej [77].
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2 Celizatozenia pracy

Nadrzednym celem pracy bylo opracowanie modeli matematycznych opartych na
technikach chemometrycznych i statystycznych, ktére usprawnig proces podejmowania
decyzji o preselekcji wybranych grup nowosyntezowanych czgsteczek, na wczesnych,
przedklinicznych etapach opracowania nowych, potencjalnych lekéw. Podstawowg
innowacjg zaproponowanych narzedzi jest wykorzystanie iloSciowych danych zwigzanych z

metabolizmem badanych zwigzkdéw.

Badania zawarte w rozprawie doktorskiej obejmujg dwukierunkowo rozwazania
dotyczgce pochodnych benzenosulfonamidu o potencjale przeciwnowotworowym oraz
analogéw arylopiperazyny o przypuszczalnej aktywnosci  przeciwdepresyjnej i
przeciwlekowej. Obejmujg one kluczowe dla przedklinicznych rozwazan techniki wigzania
aktywnosci ze strukturg, eksperymentalne wyznaczenie parametréow metabolicznych oraz
ostatecznie, wykorzystanie tych danych do opracowania modeli matematycznych
opisujgcych ilosciowo zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng, a jej wtasciwosciami

metabolicznymi.
Postawiony w pracy cel realizowano poprzez nastepujgce cele czgstkowe:

e otrzymywanie tréjwymiarowych  modeli  czasteczek o  geometrii
charakteryzujacej sie niskg energia,

e zaproponowanie sposobu wyznaczania i wyboru deskryptorow molekularnych
wykorzystywanych nastepnie podczas budowania modeli chemometrycznych,

e opracowanie procedury wykonywania inkubacji badanych zwigzkéw
chemicznych w obecnosci mikrosomow watroby i NADPH w celu wyznaczenia
parametrow metabolicznych,

e opracowanie metodyki LC-MS wykorzystywanej do jakosciowych i ilosciowych
analiz mieszanin poinkubacyjnych, podczas badan stabilno$ci metabolicznej,

e zaproponowanie modelu wspierajgcego hipoteze wystepowania izomeryzacji
geometrycznej w obrebie pochodnych benzenosulfonamidu,

e ocena zaleznos$ci pomiedzy strukturg chemiczng, a aktywnoscia,

wtasciwosciami  chromatograficznymi i metabolicznymi dla badanych
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pochodnych benzenosulfonamidu i arylopiperazyny z wykorzystaniem technik

statystycznych i chemometrycznych.
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3 Materiaty i metody

3.1 Obiekt badan - potencjalne nowe leki

Realizacja pracy doktorskiej byta mozliwa dzieki wspdétpracy z dwiema grupami
badawczymi, zajmujgcymi sie syntezg nowych substancji o potencjalnym znaczeniu w
lecznictwie. Pierwszg z nich jest zespot kierowany przez dr. hab. Jarostawa Stawinskiego prof.
nadzw. GUMed, kierownika Katedry i Zaktadu Chemii Organicznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Na podstawie tej wspodtpracy otrzymano do badan 23 pochodne
benzenosulfonamidu posiadajgcych w swojej strukturze ugrupowanie tiohydrazonianu o
potencjalnym zastosowaniu przeciwnowotworowym. Drugim osrodkiem wspdtpracujagcym w
ramach pracy doktorskiej byta Katedra i Zaktad Technologii Srodkéw Leczniczych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego i zesp6t naukowy kierowany przez prof. dr. hab.
Franciszka Herolda. Z osrodka warszawskiego pochodzg badane pochodne arylopiperazyny o

potencjalnym zastosowaniu anksjolitycznym i przeciwdepresyjnym.
3.1.1 Pochodne benzenosulfonamidu

Sposéb otrzymywania oraz aktywnos¢ biologiczna pierwszej () z badanych grup
pochodnych benzenosulfonamidu zostata opisana w artykule [33]. Ponizej, w Tabeli 6
przedstawiono struktury chemiczne tej grupy zwigzkéw. Oznaczono tutaj rowniez, w ktérych,
z opisanych w kolejnych podrozdziatach procedurach zostaty wykorzystane poszczegdlne

zwigzki.
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Tabela 6. Struktura <chemiczna pierwszej (I) badanej grupy pochodnych
benzenosulfonamidu.

NO,
R4 1//N\NH
(0]
%’NHZ
o]

Kod R; R, Procedura
SLB-1 CyHs H 3
SLB-2 CsH, H 3
SLB-3 i-C3Hy H 3
SLB-4 i-C3H; NO, 3
SLB-5 i-C4Hq H 1,2,3
SLB-6 t-C4Hq H 3
SLB-7 CsHys H 3
SLB-8 CH,CH,Ph H 3
SLB-9 Ph H 3
SLB-10 4-Cl-Ph H 1,2,3
SLB-11 4-NO,-Ph H 3
SLB-12 4-CH;-Ph H 1,2,3
SLB-13 4-CH;0-Ph H 1,2,3
SLB-14 3-Br,4-OH-Ph H 1,2,3
SLB-15 2-naftyl H 1,2,3

Synteza i aktywno$¢ pozostatych dwdch grup pochodnych benzenosulfonamidu
bedgcych obiektem badan w pracy doktorskiej zostata opisana w artykule [93]. W Tabeli 7 i
w Tabeli 8 umieszczono ich strukture chemiczng oraz przyporzadkowanie do procedur

opisanych w pracy doktorskiej.
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Tabela 7. Struktura chemiczna drugiej (Il) z badanych grup pochodnych
benzenosulfonamidu.
NO,
R N.
Y7 "NH
Cl S R,
O
//S\N-_éN
o .
K
Kod R1 R2 Procedura
SLB-19 Ph H 1,2
SLB-20 4-Cl-Ph H 1,2
Tabela 8. Struktura chemiczna trzeciej (Ill) z badanych grup pochodnych
benzenosulfonamidu.
0:22
R1\I//N\NH/ *0
Cl S
T
S.
O“ NH,
Kod R, R, Procedura
SLB-25 4-Cl-Ph Ph 1,2
SLB-26 3,4-di-Cl-Ph Ph 1,2
SLB-27 4-Cl-Ph 4-Cl-Ph 1,2
SLB-28 4-CH;-Ph 4-NO,-Ph 1,2
SLB-32 4-Cl-Ph 2,4-di-Cl,5-CH3-Ph 1,2
SLB-33 4-CH;-Ph 2,4-di-Cl,5-CH3-Ph 1,2

3.1.2 Analogi arylopiperazyny

W grupie analogéw arylopiperazyny do badan stabilnosci metabolicznej przeznaczono

w pierwszym etapie 8 pochodnych, posiadajgcych podstawnik indolo-tetrahydropirydyny. W

grupie tej pierscien piperazyny zastgpiono cze$ciowo uwodornionym pierscieniem pirydyny.

Ze wzgledu jednak na podobienstwo strukturalne oraz wykazang aktywnos¢ biologiczng

zwigzki te traktowano tgcznie z arylopiperazynami, chronologicznie zbadanymi w etapie

drugim. Sposéb syntezy oraz aktywnos¢ biologiczna zostata opisana w publikacji [75]. W

Tabeli 9 przedstawiono strukture chemiczng tych pochodnych.
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Tabela 9. Struktura chemiczna pierwszej z badanych grup analogdéw arylopiperazyny z
podstawnikiem indolo-tetrahydropirydyny.

Ry
R4
e /O
N__N Rs
A \n/ ~ NN
O =
|
N
H
KOD R, R, R;
141 H b F
144 H cl F
148 CH; H F
149 OCH; H F
152 H CH; Cl
159 OCH; H Cl
161 H H Br
165 H F Br

W badaniach wykorzystano réwniez 8 pochodnych arylopiperazyny z podstawnikiem
piperazyno-chinolinowym. Sposdéb syntezy oraz aktywnos$¢ biologiczna zostata opisana w

publikacji [76]. Ich struktury chemiczne zamieszczono w Tabeli 10.

strona 34



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

Tabela 10. Struktura chemiczna drugiej z badanych grup pochodnych arylopiperazyny
z podstawnikiem piperazyno-chinolinowym.

Ry
R,
272 o
N N
NS \ﬂ/ W\N/\
o N N\
| =
KOD R, R,
Cc7 H OCH;
C2 OCH; H
Ci1 Cl H
ca H cl
(o) H H
Ry
R
_ O
N NV\/\
i N
0 N |N\
=
KOD R1 RZ
C10 H E
Cle CH; H
C17 H CHs,
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3.2 Oprogramowanie

Ponizej zamieszczono liste oprogramowania naukowego zastosowanego w pracy

doktorskiej, wraz z doktadnym okresleniem wersji oraz producenta. Oprécz tego zaznaczono

podstawowe zastosowania wymienionego oprogramowania:

Statistica (v. 10, Statsoft, Tulsa, OK, USA) — statystyka, chemometria,
przygotowanie danych do analiz,

Dragon (v. 6.0, Talete srl, Mediolan, Wtochy) — obliczanie deskryptoréw
molekularnych, analiza korelacji, analiza gtéwnych sktadowych (PCA),
HyperChem (v. 7.5, Hypercube Inc, Gainesville, FL, USA) — modelowanie
molekularne, obliczanie deskryptoréw molekularnych,

DryLab (v. 2000 Plus, LC Resources, Walnut Creek, CA, USA) — wyznaczanie
chromatograficznych parametréw lipofilowosci,

SIMCA (v. 13.0.3, Umetrix AB, Umea, Szwecja) — wielowymiarowa analiza
danych, w tym analiza gtéwnych sktadowych (PCA) i czgstkowych

najmniejszych kwadratéw (PLS).

Lista ta zostata ograniczona do oprogramowania o zastosowaniu typowo naukowym.

W przygotowaniu pracy, szczegdlnie jej ostatecznego ksztattu, w tym rycin, zastosowano

typowe dla tych celéw oprogramowanie, takie jak pakiet Microsoft Office 2010 (Microsoft

Corporation,

Redmont, WA, USA), a takze IrfanView (Irfan Skiljan, Jajce, Bosnia i

Hercegowina) — grafika rastrowa i Inkscape (wolne i otwarte oprogramowanie, rozwijane

przez spotecznosé internetowq poprzez inkscape.org) — grafika wektorowa. Oprogramowanie

sterujgce aparaturg naukowo-badawczag zostato wymienione przy opisach poszczegdlnych

doswiadczen.

3.3 Odczynniki chemiczne

Ponizej zamieszczono liste odczynnikéw chemicznych wykorzystywanych w trakcie

realizacji pracy doktorskiej. Konkretne zastosowanie kazdego z odczynnikdéw opisano w

podrozdziatach dotyczgcych poszczegdlnych procedur i eksperymentow.

Odczynniki wykorzystywane w chromatografii cieczowe;j:
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e metanol, klasa czystosci LC-MS (J.T. Baker, Avantor Performance Materials
Center Valley, PA, USA),

e acetonitryl, klasa czystosci LC-MS (J.T. Baker, Avantor Performance Materials
Center Valley, PA, USA),

e izopropanol klasy czystosci LC-MS (Witko, £édz, Polska) oraz izopropanol klasy
czystosci LC (POCH, Gliwice, Polska),

e kwas mrowkowy, klasa czystosci LC-MS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

e mroéwczan amonu, klasa czystosci LC-MS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

e dodecylosiarczan sodu (SDS) Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA),

e woda, dejonizowana otrzymywana z zastosowaniem aparatury Merck-

Milipore UV3-R, (Merck, Darmstadt, Niemcy).

Odczynniki wykorzystywane w przygotowaniu i przeprowadzeniu inkubacji

enzymatycznych:

e dimetylosulfotlenek, klasa czystosci cz.d.a. (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA),

e metanol, klasa czystosci LC-MS (J.T. Baker, Avantor Performance Materials
Center Valley, PA, USA),

e acetonitryl, klasa czystosci LC-MS (J.T. Baker, Avantor Performance Materials
Center Valley, PA, USA),

e fosforan i wodorofosforan potasu, cz.d.a (POCH, Gliwice, Polska),

e woda, dejonizowana otrzymywana z zastosowaniem aparatury Merck-
Milipore UV3-R (Merck, Darmstadt, Niemcy),

o 5ol sodowa zredukowanego fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego, NADPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

e preparat mikrosomdéw watroby ludzkiej, HLM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA),

e chlorowodorek buspironu, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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3.4 Aparatura

e Chromatograf cieczowy Agilent 1260 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), wyposazony w pompe binarng, degazer, termostat do kolumn,
automatyczny podajnik prébek, detektor UV oraz sprzezony z
chromatografem spektrometr mas typu pojedynczy kwadrupol (Agilent 6200)
z jonizacjg przez rozpylanie w polu elektrycznym (ang. electrospray ionisation,
ESI),

e Chromatograf cieczcowy ACME 9000 (Younglin Lin Instrument, Kyounggi-do,
Korea Potudniowa) wyposazony w detektor UV, automatyczny podajnik
probek oraz termostat do kolumn,

e Chromatograf cieczowy Agilent 1100 sprzezony ze spektrometrem mas firmy
ABSciex (QSTAR XL Q-TOF, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
wyposazony w analizatory kwadrupolowy i czasu przelotu oraz jonizacje przez
rozpylanie w polu elektrycznym,

e Myijka ultradzwiekowa T460 H (EIma Schmidbauer, Singen, Niemcy),

e Waga analityczna WAX 60/160 (Radwag, Radom, Polska),

e Termoblok AccuBlock (Labnet International, Edison, NJ, USA),

e Zamrazarka Bosch (Bosch, Stuttgart, Niemcy),

e Pipety automatyczne Biohit (Biohit Oyj, Helsinki, Finlandia).

W kolejnych podrozdziatach przedstawiono wszystkie procedury wykonywania
doswiadczen i analiz chemicznych, jak i wszelkich procedur modelowania molekularnego,
analizy danych i wykorzystywanych technikach chemometrycznych. Kolejnos¢ opisu wynika
z kolejnosci ich wykonywania, ale takze z logicznego podziatu na procedury laboratoryjne

oraz obliczeniowe.
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3.5 Analiza gtéwnych skladowych (PCA) jako narzedzie
poszukiwania zaleinosci struktura-aktywnosé na
przyktadzie 14 nowych pochodnych benzenosulfonamidu
(procedura 1)

Schemat procedury obejmujgcy poszczegdlne etapy obliczed oraz interpretacje

wynikéw doswiadczalnych zaprezentowano na Rycinie 4.

Opisana procedura, wraz z jej wynikami zostata opublikowana w artykule [34]. Celem
badan tego -etapu byla ocena zaleznosci struktura-aktywnos¢ dla pochodnych
benzenosulfonamidu z wykorzystaniem analizy gtéwnych sktadowych (PCA). Analize PCA
wykonano rownolegle z uzyciem danych eksperymentalnych uzyskanych w testach
cytotoksycznosci oraz wykorzystujgc wartosci deskryptoréw molekularnych uzyskane w

oparciu o tréjwymiarowy model czgsteczki.

W procedurze wykorzystano 14 pochodnych benzenosulfonamidu, oznaczonych
kolejno kodem: SLB-5, SLB-10, SLB-12, SLB-13, SLB-14, SLB-15, SLB-19, SLB-20, SLB-25, SLB-
26, SLB-27, SLB-28, SLB-32 oraz SLB-33 (struktury chemiczne zamieszczono w Tabelach 6-8).
Wykorzystano wszystkie zwigzki z grupy benzenosulfonamidu, dla ktérych byly dostepne

dane aktywnosci.
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14 pochodnych benzenosulfonamidu

Przesiewowy test cytotoksycznosci
invitro
(Developmental Therapeutics Program
NCI/NIH)

2V

Wyniki bada biologicznych log Gis, [MM]

{6 finii komorkowych)

Kod 2wigzku Testowara line kamdrkowa
MOLT-4 Cow 26 SF-538 uace-x7 OVCAR-E ACHN
SLES 5,3 5,19 470 a79 a77 5,7
SLB10 5,3 510 571 557 5,58 553
SLB12 5,60 553 5,96 5,19 5,3 5,63
SLB13 5,30 507 5,43 4,80 514 5,20
SLB14 553 5% 5,47 5,35 5,24 551
SLES a1z 08 5,3 as2 a86 477
SLE-19 5% 4,3 4,42 4,45 4,78 4,74
SLE20 a71 a2 486 a,m asa a47
SLES 2,46 am a0 4,26 a,00 a,00
SLE 26 asz a3 a71 2,40 a,40 asz
SLET 5,00 aor a0 a0 a0 a1
SLET 00 a,00 A0 00 a,00 a,00
SLB-32 4,32 am a54 4% am a59
SLB33 4,75 a,00 a,00 a,00 a,00 4,06

Przygotowanie danych i analiza gfownych

skfadowych (PCA)
20
15
SLB2T
s —mss, 120 =
/ Te '-_' o 8833
JiT-n \ \
S32°  siBu o B2 |
C" i . - owm |
)5 1 34_:?_'253,_@32 st
| \ ]
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|
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SB35
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§ 4 3 2 1 (] 1 2 3 4

Wizualizacia wynikow

Modelowanie molekularne
(HyperChem 7.5)

4

Mechanika molekularna
M

e

Obliczenia pot-empiryczne
AN

9

Trojwymiarowy model czqsteczki

Obliczenie deskryptorow molfekularnych
(Dragon)
oraz przygotowanie danych do analizy PCA

Wizualizacja wynikow

Ocena zaleznosci struktura-aktywnosc

Rycina 4. Schemat procedury 1.
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Zrédtem wynikédw oznaczen biologicznych byt amerykanski program Developmental
Therapeutics Program (DTP) prowadzony wspdlnie przez dwie amerykanskie agencje
rzgdowe NCI (National Cancer Institute) i NIH (National Institute of Health). Ze wzgledu na
dostepnos¢ danych, z panelu 60 dostepnych linii komdrkowych, wybrano 6 linii, wobec
ktérych zostata oznaczona cytotoksycznos¢ dla wszystkich 14 ujetych w tej procedurze
pochodnych benzenosulfonamidu. Do dalszych obliczert wykorzystane zostaty wartosci
logarytméw dziesietnych z Glsp (stezenie powodujace zahamowanie wzrostu komdrek w
50%, przedstawione w M), log Glsp. Doktadng procedure wykonania badan
cytotoksycznosci, jak i sposéb wyliczenia wartosci Glsp umieszczono na stronach
internetowych programu DTP (https://dtp.nci.nih.gov/). Uzyskane dane byty podstawag
analizy gtéwnych sktadowych wykonang za pomoca oprogramowania Statistica (v. 10
Statsoft, Tulsa, OK, USA). Przed analizg PCA dane podlegaty standaryzacji poprzez odjecie od
kazdej wartosci Sredniej wartosci log Glsy dla danej zmiennej (danej linii komdrkowej) oraz

podzieleniu jej przez odchylenie standardowe tej zmiennej.

Do zbudowania tréjwymiarowych modeli badanych czgsteczek wykorzystano
oprogramowanie HyperChem (v. 7.5 Hypercube Inc, Gainesville, FL, USA), za pomoca ktérego
wykonano dwuetapowg procedure obejmujgca mechanike molekularng w oparciu o pole
sitowe MM" oraz, koricowo, obliczenia pét-empiryczne oparte na polu siftowym AMI.
Uzyskane pliki modeli czasteczek zostaty poddane algorytmom obliczeniowym w
oprogramowaniu Dragon (v. 6.0 Talete srl, Mediolan, Wtochy). Oprogramowanie to jest
zdolne do wyznaczenia blisko pieciu tysiecy deskryptoréw molekularnych. Sposréd nich
odrzucono te o statych wartosciach i o odchyleniu standardowym mniejszym niz 0,0001 tak,
aby w dalszych obliczeniach nie korzystac z wartosci nierdznicujgcych badanych pochodnych
benzenosulfonamidu. Dodatkowo, wykonano analize korelacji liniowej pomiedzy
deskryptorami i odrzucono takze te deskryptory, dla ktérych warnos¢ bezwzgledna
wspotczynnika korelacji byta wieksza lub réwna 0,9. Za pomoca tych dwéch etapdw filtracji
danych liczba deskryptorow zostata ograniczona do 640 z poczatkowej liczby 4885.
Nastepnie, wykorzystujgc algorytm doboru zmiennych w oprogramowaniu Statistica (v. 10
Statsoft, Tulsa, OK, USA) dokonano wyboru 20 predyktoréw (deskryptoréw),
charakteryzujacych sie najwyzszg wartoscig statystyki F w analizie wariancji. Jako zmienna

zalezng stosowano kolejno wartosci aktywnosci zmierzonej z uzyciem linii komdrkowej
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nowotworu nerki (ACHN) i nowotworu jajnika (OVCAR-8). Analize gtéwnych sktadowych
(PCA), réwniez w tym przypadku, poprzedzit proces standaryzacji danych poprzez odjecie od
kazdej wartosci $redniej wartosci danej zmiennej oraz podzieleniu jej przez odchylenie

standardowe tej zmiennej.

3.6 Analiza QSAR dla pochodnych benzenosulfonamidu
(procedura 2)

Schemat procedury obejmujgcy poszczegdlne etapy obliczen oraz interpretacje

uzyskanych wynikow doswiadczalnych zaprezentowano na Rycinie 5.

Celem drugiej zaproponowanej procedury badawczej byto opracowanie ilosciowego
modelu obrazujgcego zaleznos¢ pomiedzy strukturg a aktywnoscig badanej serii pochodnych
benzenosulfonamidu (QSAR). Zatozono, ze model powinien opisywac aktywnos¢ zwigzku
biorgc pod uwage catos¢ dostepnych danych wyznaczonych uprzednio przez NCI i NIH. W ten
sposob podjeto probe uzyskania modelu, ktéry umozliwi tatwiejszg identyfikacje zwigzkow o
najwiekszej aktywnosci, bez koncertowania sie na aktywnosci wobec poszczegdlnych linii
komérkowych. Podejscie takie ma na celu uzyskanie zwigzkdw o duzej aktywnosci

cytotoksycznej, gdy celem potencjalnego leku nie jest konkretny rodzaj nowotworu.
3.6.1 Imienna zaleina

W metodologii QSAR jako zmienng zalezng wykorzystuje sie jeden z parametréw
wyznaczonej eksperymentalnie aktywnosci badanych zwigzkéw. Dla 14 badanych zwigzkéw
dostepne byly eksperymentalnie wyznaczone wartosci Glsp z wykorzystaniem 39 linii
komdrkowych. Dane te zostaty transformowane z wykorzystaniem logarytmu dziesietnego,
aby uzyskaé rozktad zmiennych zblizony do normalnego. Dane po transformacji (14 zwigzkow
X 39 zmiennych log Glsp) zostaly poddane analizie gtéwnych sktadowych, po uprzedniej
standaryzacji z wykorzystaniem wartosci $redniej i odchylenia standardowego (tak, jak
opisano w procedurze 1). Ostatecznie, w modelu QSAR zastosowano wspétrzedng
czynnikowg badanych pochodnych (ang. score) dla pierwszej gtdwnej sktadowej jako

zmienng zalezng w modelu QSAR
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14 pochodnych benzenosulfonamidu

N7

Przygotowanie zmiennej zaleinej

N7

Przygotowanie zmiennych niezaleinych

Przesiewowy test cytotoksycznosci

invitro —

{Develapmental Therapeutics Pragram NCI/NIH)

2

2

2V

Wyniki badan biologicznych Glzy[lIM]

Wyznaczenie

parametrow

lipofifowosci:
doswiadczenia

chromatograficzne

RP-LC oraz MILC

Modelowanie
molekularne
(HyperChem 7.5)
« mechanika
molekularna MA*
« obliczenia pof-
empiryczne AM1

N

(39 linii komorkowych)

ey )

= NI =

i [} [

L O T =T A -

T v = < i
SLB-5 515 524 534 502 -478
SLB-10 435 547 539 559 521
SLB-12 493 551 5600 559 -550
siB-13 | 440 533 530 528 548
ste-14 | 570 557 553 539 517

Intensywnosc
sygnatu

L

czas retencji [min]

Trojwymiarowy
mode{ czgsteczki

o

2

2

Przygotowanie danych i analiza gfownych
skfadowych (PCA)

log kw(RP—LC]
log k{MLC]

16
deskryptorow
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91,1% wyjasnionej
wariancji
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Regresja wieloraka
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Rycina 5. Schemat procedury 2.
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3.6.2 Imienne niezaleine

W przypadku Procedury 2, jako wstepny zestaw zmiennych niezaleznych zastosowano
16 deskryptoréw molekularnych, mozliwych do uzyskania w oprogramowaniu HyperChem na
podstawie zoptymalizowanej struktury 3D badanych pochodnych benzenosulfonamidu, a
takze wyznaczone eksperymentalnie dwa parametry lipofilowosci wyznaczone technikami
chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz (RP-LC) oraz micelarnej chromatografii
cieczowej (ang. micellar liquid chromatography, MLC) — procedura wyznaczania
chromatograficznych parametrow lipofilowosci zostata opisana w kolejnych podrozdziatach.
Ponizsza lista obejmuje deskryptory, ktérych wartosci otrzymano z uzyciem oprogramowania
HyperChem: VdWS — powierzchnia Van der Waals’a czgsteczki, SAS — powierzchnia dostepna
dla rozpuszczalnika, V — objetos¢ czasteczki, HE — energia hydratacji, log P — logarytm
wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda, REF — refrakcyjnos¢, POL — polaryzowalnos$é, DIP —
moment dipolowy, TE — energia catkowita, BE — energia wigzgca, HoF — ciepto tworzenia; EE
— energia elektronowa, NE — energia jadra, E_ HOMO — energia orbitalu HOMO, E_LUMO -
energia orbitalu LUMO, Mw — masa molowa. Wartosci deskryptorow przed analizg regresji
podlegaty standaryzacji. Wartosci tych deskryptoréw zostaty wyznaczone opierajgc sie na
tréjwymiarowych modelach czgsteczek otrzymanych zgodnie z metodg opisang w
procedurze 1.
3.6.3 Opracowanie modelu QSAR - regresja wieloraka z algorytmem

krokowym

W celu wyznaczenia wspotczynnikdw réwnania QSAR postuzono sie oprogramowaniem
Statistica (StatSoft, Tulsa, OK, USA) i zaimplementowanym w nim algorytmem krokowej
regresji wielorakiej. Algorytm ten umozliwia dobdr kolejnych zmiennych niezaleznych, tak
aby uzyska¢ maksymalne dopasowanie danych. Badacz ma mozliwos¢ zatrzymania obliczen
na kazdym kolejnym kroku wtgczania kolejnych zmiennych. Kryterium witgczenia kolejnych
zmiennych byto oparte na wartosci istotnosci statystycznej. Zdolnos¢ prognostyczng modelu

zweryfikowano za pomocga walidacji krzyzowej typu LOO (ang. leave-one-out).
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3.7 Wyznaczanie chromatograficznych parametrow
lipofilowosci technikami chromatografii cieczowej w
odwréconym uktadzie faz (RP-LC) oraz micelarnej
chromatografii cieczowej (MLC)

Oba wymienione ponizej parametry zostaty uwzglednione w zestawie zmiennych
niezaleznych w procedurze opracowania modelu QSAR dla pochodnych benzenosulfonamidu
(procedura 2).

3.7.1 Wyznaczenie log kwre-tc)y technikg chromatografii cieczowej w
odwréconym uktadzie faz (RP-LC)

Podczas wyznaczania parametru lipofilowosci technikg RP-LC postuzono sie aparatem
ACME 9000 (Younglin Lin Instrument, Kyounggi-do, Korea Potudniowa) wyposazonym w
detektor UV, automatyczny podajnik prébek oraz termostat do kolumn. Zastosowano
kolumne XTerra C-18 150 x 4,6 mm, ze Srednicg ziaren wypetnienia 5 um (Waters, Milword,
MA, USA). Faza ruchoma sktadata sie z czesci A: woda z dodatkiem buforu fosforanowego o
stezeniu 0,01 M i pH 3, oraz czesci B: metanol. Analize prowadzono w temperaturze 40°C, a
objetosciowe natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 1 mL/min. Dla kazdego zwigzku
przeprowadzono dwie analizy réznigce sie programem elucji gradientowej, (wedtug Tabeli
11).

Tabela 11. Przebieg zmian sktadu eluentu w dwéch programach elucji gradientowej

wykorzystanych podczas wyznaczania chromatograficznych parametréow lipofilowosci
technika chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz (RP-LC).

Program 1 Program 2
t [min] %B t [min] %B
0 5 0 5
20 100 60 100
22 100 62 100
24 5 64 5
34 5 74 5

Wartos¢ log kwre-ic) zostata wyznaczona z uzyciem algorytmu wbudowanego w
oprogramowanie DrylLab (v. 2000 Plus LC Resources, Walnut Creek, CA, USA) na podstawie
eksperymentalnie  otrzymanych  czaséw  retencji oraz  parametréw  procesu
chromatograficznego i danych technicznych chromatografu, w tym objetosci zatrzymania

(ang. dwell volume, Vp). Czas martwy wyznaczono stosujac roztwoér 1% (w/v) tiomocznika.
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Detektor UV rejestrowat absorbancje przy dtugosci fali rownej 254 nm. Do kolumny

wprowadzono 10 pL metanolowego roztworu badanego zwigzku o stezeniu 100 uM. Kazdy z

badanych zwigzkdw analizowano trzykrotnie.

3.7.2 Wyznaczenie log kmic) technikg micelarnej chromatografii cieczowej
(MLC)

Parametr charakteryzujgcy lipofilowosé zwigzku chemicznego — wspédtczynnik retencji,
wyznaczono réwniez alternatywng wobec RP-LC technikg micelarnej chromatografii
cieczowej (MLC). Zastosowano ten sam chromatograf i kolumne chromatograficzng, jak w
przypadku techniki RP-LC. Parametr ten wyznaczono w warunkach elucji izokratycznej,
natomiast faza ruchoma zawierata 15% (v/v) 2-propanolu oraz 85% (v/v) 10 mM buforu
fosforanowego o pH 3. Koncowe stezenie dodecylosiarczanu sodu wynosito 75 mM —
przekraczato stezenie krytyczne micelaryzacji. Réwniez w tym przypadku 1% roztwor
tiomocznika zostat zastosowany do wyznaczenia czasu martwego. Detektor UV rejestrowat
absorbancje przy dtugosci fali réwnej 254 nm. Do kolumny wprowadzono 10 pL
metanolowego roztworu badanego zwigzku o stezeniu 100 uM. Kazdy z badanych zwigzkow

analizowano trzykrotnie.

3.8 Wspomaganie procesu identyfikacji izomeréw
geometrycznych pochodnych benzenosulfonamidu - model
QSRR (procedura 3)

Schemat procedury zostat przedstawiony na Rycinie 6. Catg procedure mozna podzieli¢

na kilka etapow:

e modelowanie molekularne wraz z obliczeniem deskryptoréw molekularnych,
e doswiadczenia chromatograficzne stuzagce wyznaczeniu  parametréw
lipofilowosci,

e opracowanie i walidacja otrzymanego modelu QSRR.
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15 pochodnych benzenosulfonamidu (pary izomerow cis i trans)
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Rycina 6. Schemat ogdlny procedury 3.

strona 47




Mariusz Belka - rozprawa doktorska
3.8.1 Modelowanie tréjwymiarowej struktury i deskryptory

Tréjwymiarowe modele 15 badanych pochodnych benzenosulfonamidu (izomerdw cis i
trans) zostaty skonstruowane z zastosowaniem oprogramowania HyperChem (v. 8.0.3,
HyperCube, Gainesville, USA) wedtug zatozenn analogicznych, jak w procedurze 1 i 2.
Koniecznos$¢ zachowania zdefiniowanej geometrii uktadu tiohydrazonu (Rycina 7) wymusita
arbitralne zdefiniowanie kata torsyjnego pomiedzy atomami S-C=N-N dla izomeréw cis i

trans.

R izomet trans R
kat torsyjny S-C=N-N

| zdefiniowany jako 180° |

S izomet cis S

| kat torsyjny S-C=N-N |

R R zdefiniowany jako 180° R R
—~— N —

Rycina 7. Zastosowana definicja kata torsyjnego dla izomerdw cis i trans badanych
pochodnych benzenosulfonamidu.

Protokdt otrzymania tréjwymiarowego modelu obejmowat obliczenia mechaniki
molekularnej MM+, oraz dalszg optymalizacje pét-empiryczng technikg AM1. Deskryptory
molekularne zostaty otrzymane przy pomocy oprogramowania Dragon (v. 6.0, Talete srl,
Mediolan, Wtochy). Jak wspomniano wyzej, oprogramowanie to umozliwia wyznaczenia
4885 wartosci deskryptorow czgsteczkowych. Sposrdd nich wybrano wytgcznie te bloki
deskryptorow, ktére roéznicowaty izomery cis i trans. Zastosowano deskryptory z
nastepujgcych blokow: deskryptory wywodzgce sie z tréojwymiarowej macierzy potozenia
atomoéw (ang. 3D matrix-based descriptors), tréjwymiarowe autokorelacje (ang. 3D
autocorrelations), deskryptory wywodzace sie z radialnej funkcji dystrybucji (ang. RDF
descriptors), deskryptory reprezentujgce strukture tréjwymiarowg na podstawie dyfrakcji

elektronowej (ang. 3D-MOoRSE descriptors), deskryptory WHIM (ang. Weighted Holistic
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Invariant Molecular descriptors), deskryptory GETAWAY (ang. GEometry, Topology, and
Atom-Weights AssemblY), profile czagsteczkowe Randica, dwuwymiarowe deskryptory CATS
(ang. Chemically Advanced Template Search), deskryptory odlegtosci atoméw w przestrzeni
tréjwymiarowej. Analiza regresji zostata wykonana w programie Statistica (StatSoft, Tulsa,

OK, USA).
3.8.2 Wyznaczenie chromatograficznych parametréw lipofilowosci

Doswiadczenia chromatograficzne zostaty wykonane w sposdb analogiczny jak opisano
w podrozdziale 3.7.1 z uwzglednieniem jednak konieczno$ci zastosowania w tym przypadku
innego uktadu chromatograficznego wraz z detekcjg mas, pomocng w identyfikacji pikow

postulowanych izomerdow geometrycznych.

Wykorzystano chromatograf Agilent 1260 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
wyposazony w automatyczny podajnik prébek, termostat do kolumn, detektor UV oraz
analizator pojedynczy kwadrupol z jonizacjg ESI. Zastosowano kolumne chromatograficzng
Poroshell EC18 150 mm x 3 mm i $rednicg ziaren wypetnienia 2,7 um (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). Proces rozdzielenia przeprowadzono w temperaturze 30°C i z
objetosciowym natezeniem przeptywu fazy ruchomej 0,25 mL/min. Celem wyznaczenia
parametru log k, konieczne byto wykonanie dwdch analiz réznigcych sie programem elucji.
W Tabeli 12 zamieszczono szczegdtowy program zmian sktadu fazy ruchomej w czasie
analizy. Skfadnikiem A fazy ruchomej byta woda dejonizowana z 0,1% dodatkiem kwasu
mrowkowego, natomiast skfadnikiem B byt acetonitryl z takg samg zawartoscia kwasu
mrowkowego.

Tabela 12. Przebieg zmian sktadu eluentu w dwéch programach elucji gradientowej

wykorzystanych podczas wyznaczania chromatograficznych parametréow lipofilowosci
technikg chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz.

Program 1 Program 2
t [min] %B t [min] %8B
0 5 0 5
20 100 60 100
22 100 62 100
24 5 64 5
34 5 74 5

Zmierzone czasy retencji (tg) zostaty, wraz z innymi parametrami procesu

chromatograficznego, wprowadzone do oprogramowania DryLab 2000 Plus (LC Resources,
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Walnut Creek, CA, USA). Oprogramowanie to umozliwia wyznaczenie log k,, opierajgc sie na
rownaniu Soczewinskiego-Snydera [94]: log k = log k,, + S¢ [k — wspdtczynnik retencji, S —
wspotczynnik  kierunkowy krzywej (charakterystyczny dla substancji), ¢ — utamek
objetosciowy rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej, k, — wspotczynnik retencji

ekstrapolowany do 100% wodnej fazy ruchomej].
3.8.3 Opracowanie modelu QSRR

Opisane wyzej deskryptory oraz wartosci log k,, postuzyty jako podstawa modelu QSRR.
Analizowane 29 substancji podzielono na zbiér uczacy (n = 24, ok 85% zwigzkdw) i zbior
testowy (n = 5, ok. 15% zwigzkéw). Wspodtczynniki modelu zostaty oszacowane za pomoca
zbioru uczgcego, z wykorzystaniem algorytmu krokowej regresji wielorakiej i uzyciu
oprogramowania Statistica (v. 10 Statsoft, Tulsa, OK, USA). Liczba deskryptoréw zostata
ograniczona poprzez odrzucenie tych o statych wartosciach i o odchyleniu standardowym
mniejszym niz 0,0001. Dodatkowo, wykonano analize korelacji liniowej pomiedzy
deskryptorami i odrzucono takze te deskryptory, dla ktérych warnos¢ bezwzgledna

wspotczynnika korelacji byta wieksza lub réwna 0,9.

3.9 Biotransformacja pochodnych benzenosulfonamidu -
procedura inkubacji in vitro w obecnosci ludzkiej frakcji
mikrosomalnej

Roztwory podstawowe 15 badanych pochodnych benzenoslufonamidu przygotowano
za pomocg mieszaniny DMSO:metanol (1:9, v/v) w stezeniu 1 mM. Taki sktad rozpuszczalnika
umozliwit unikniecie niekorzystnego zjawiska strgcania. Mieszanina inkubacyjna zawierata
ostatecznie 10 uM badanego zwigzku, 1 mM NADPH (roztwér w buforze reakcyjnym) i 0,53
mg/mL frakcji mikrosomalnej watroby ludzkiej. Cato$¢ uzupetniono buforem reakcyjnym:
100 mM bufor fosforanowo-potasowy o pH 7,4. Inkubacje byly przeprowadzane w
termobloku (Labnet International, Edison, NJ, USA) w temperaturze 37°C. Bezposrednio po
rozpoczeciu reakcji oraz po 120 min z mieszaniny inkubacyjnej pobierana byta prébka do
analizy. Reakcja byta zatrzymywana poprzez dodanie rownej objetosci metanolu z 0,1%
dodatkiem kwasu mréwkowego. Tak otrzymane prébki wirowano (11700 g, 10 min), a
otrzymany supernatant byt bezposrednio przekazywany do analizy LC-MS. Dodatkowo,

wykonano kontrole negatywne, pomijajgc dodatek NADPH oraz mikrosoméw, aby ocenic
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wptyw proceséw chemicznych (przebiegajgcych bez udziatu enzymoéw), ktére zachodzg w

warunkach inkubacji (bufor, temperatura, czas inkubacji).

3.10 Ocena stabilnosci metabolicznej pochodnych
benzenosulfonamidu z uzyciem techniki LC-MS

Ocena stabilnosci metabolicznej badanych pochodnych benzenosulfonamidu z uzyciem
techniki LC-MS wykonywano z wykorzystaniem chromatografu Agilent 1260 sprzezonego ze
spektrometrem mas, pojedynczym kwadrupolem z jonizacjg ESI (SingleQuad 6120, Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Wykorzystano kolumne Poroshell C18 EC120 3,0 mm x 100 mm, ze $rednicg ziaren
wypetnienia 2,7 um (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Sktadnikiem fazy ruchomej
A byfa woda dejonizowana (Merck-Millipore) z 0,1% dodatkiem kwasu mréowkowego,
natomiast sktadnikiem B byt acetonitryl z takim samym dodatkiem kwasu mréowkowego.
Program elucji gradientowej zostat przedstawiony w Tabeli 13. Objetosciowe natezenie
przeptywu fazy ruchomej wynosito 0,25 mL/min. Do kolumny wprowadzano 20 pL

supernatantu.

Tabela 13. Przebieg zmiany sktadu eluentu w elucji gradientowej wykorzystanej
podczas oceny stabilnosci metabolicznej pochodnych benzenosulfonamidu.

t [min] %B
0 5
30 100
32 100

32,1 5
42 5

Spektrometr mas byt wyposazony w zrddto jondw z jonizacjg ESI. Zastosowano dodatni
tryb jonizacji. Monitorowano jony pseudomolekularne [M+H]" badanych analitéw, w trybie
SIM (ang. single ion monitoring). Parametry jonizacji przedstawiaty sie nastepujgco: ci$nienie
rozpylacza 40 psig (azot), objetosciowe natezenie przeptywu gazu suszgcego 10 mL/min

(azot), temperatura gazu suszgcego 300°C, napiecie na kapilarze 3 kV.
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W Tabeli 14 zebrano wartosci stosunkéw m/z charakterystycznych dla 15 pochodnych

benzenosulfonamidu.

Tabela 14. Zestawienie wartosci mas molowych oraz wartosci m/z 15 pochodnych
benzenosulfonamidu.

Masa molowa m/z
Kod [g/mol] [M+H]*

SLB-1 428,92 429
SLB-2 442,95 443
SLB-3 442,95 443
SLB-4 485,93 488
SLB-5 455,97 457
SLB-6 455,97 457
SLB-7 471,00 471
SLB-8 505,02 505
SLB-9 476,97 477
SLB-10 511,41 511
SLB-11 521,96 522
SLB-12 490,99 491
SLB-13 506,99 507
SLB-14 571,86 571
SLB-15 527,03 527

3.11 Zebranie widm fragmentacyjnych (LC-Q-TOF-MS)
pochodnych benzenosulfonamidu oraz produktéw ich
biotransformacji. Badanie produktéw biotransformacji
pochodnych benzenosulfonamidu

Opisane w podrozdziale 3.10 parametry chromatograficzne uzyte zostaty takze podczas
kolekcjonowania widm fragmentacyjnych (MS/MS) badanych pochodnych
benzenosulfonamidu i produktéw ich biotransformacji. W tym celu wykorzystano
chromatograf cieczowy Agilent 1100 sprzezony ze spektrometrem mas firmy ABSciex (QSTAR
XL Q-TOF, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), wyposazony w analizatory
kwadrupolowy i analizator czasu przelotu oraz jonizacje ESI, z uzyciem nastepujgcych
warunkéw: dodatni tryb jonizacji, napiecie na kapilarze 5.5 kV, cisnienie gazu rozpylajgcego
20 psig, objetosciowe natezenie przeptywu gazu suszgcego 10 L/min. Analizator czasu
przelotu kalibrowano bezposrednio przed wykonaniem analiz. Srednia wyznaczona
doktadnos$é pomiaru masy wynosita 0,05 Da. Szybko$¢ zbierania widm wynosita: 1 widmo/s.

Dane byty zbierane i analizowane przy pomocy oprogramowania Analyst QS 1.1 (Applied
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Biosystems, Foster City, CA, USA). Analiza zostata wykonana we wspodtpracy z Laboratorium

Pomorskiego Parku Naukowo-Technologicznego w Gdyni.

3.12 Biotransformacja analogow arylopiperazyny - procedura
inkubaciji in vitro w obecnosci ludzkiej frakcji
mikrosomalnej

Roztwory podstawowe badanych substancji zostaty przygotowane w stezeniu 1 mM z
zastosowaniem acetonitrylu jako rozpuszczalnika. W mieszaninach inkubacyjnych
zastosowano 10 UM stezenie zwigzkéw w obecnosci 1 mM NADPH w buforze fosforanowym
(0,1 M, pH 7,4). Inkubacje byty prowadzone w termobloku w temperaturze 37°C. Po 5-min
preinkubacji, reakcja biotransformacji byfta rozpoczynana poprzez dodanie preparatu
mikrosoméw ludzkiej watroby w stezeniu korncowym 1 mg/mL (w przeliczeniu na catkowita
ilos¢ biatka). Bezposrednio po dodaniu mikrosomow, a takze po 5, 10, 15 i 30 min inkubacji
czes¢ mieszaniny inkubacyjnej pobierano, a nastepnie zatrzymywano reakcje enzymatyczng
poprzez zmieszanie jej z réwng objetoscig schtodzonego w tfaini lodowej acetonitrylu,
zawierajgcego wzorzec wewnetrzny. Jako wzorzec wewnetrzny dla wszystkich badanych
pochodnych arylopiperazyny zastosowano chlorowodorek buspironu w stezeniu 10 UM.
Inkubacje kontrolne zostaty przeprowadzone z pominieciem NADPH, w celu wykluczenia
niestabilnosci chemicznej pochodnych. Kazda z prébek byta niezwtocznie odwirowania przez
10 min, przy predkosci 11700 g, a powstaty supernatant byt analizowany za pomocg techniki
LC-MS. W opisany sposdb wykonano inkubacje dla 16 pochodnych, ktérych struktury

zebrano w Tabelach 9 10.

3.13 Ocena stabilnosci metabolicznej analogéw arylopiperazyny
z uzyciem techniki LC-MS

Ocene stabilnosci metabolicznej pochodnych arylopiperazyny z wykorzystaniem
techniki LC-MS wykonywano z wykorzystaniem chromatografu Agilent 1260 sprzezonego ze
spektrometrem mas, pojedynczym kwadrupolem z jonizacjg ESI (Agilent Technologies, Santa

Clara, CA, USA).

Jako faze stacjonarng wykorzystano kolumne Poroshell C18 EC120 3,0 x 100 mm i

Srednicg ziaren wypetnienia 2,7 mm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
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Sktadnikiem fazy ruchomej A byta woda dejonizowana (Merck-Millipore) z dodatkiem 10 mM
mréwczanu amonu, natomiast sktadnikiem B byt acetonitryl z takim samym dodatkiem
buforu mrowczanowego. Program elucji gradientowej zostat przedstawiony w Tabeli 15.
Objetosciowe natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 0,25 mL/min. Do kolumny

wprowadzono 10 pL supernatantu.

Tabela 15. Przebieg zmiany sktadu eluentu elucji gradientowej wykorzystanej
podczas oceny stabilnosci metabolicznej analogdéw arylopiperazyny.

t [min] %B
0 5
15 100
17 100

17,1 5
21 5

+

Zastosowano dodatni tryb jonizacji. Monitorowano jony pseudomolekularne [M+H]
badanych analitéw, w trybie SIM (ang. single ion monitoring). Parametry jonizacji
przedstawiaty sie nastepujgco: cisSnienie rozpylacza 40 psig (azot), objetosciowe natezenie
przeptywu gazu suszgcego 10 mL/min (azot), temperatura gazu suszgcego 300°C, napiecie na

kapilarze 3 kV. Wzorcem wewnetrznym dla 16 badanych pochodnych byt buspiron.

W Tabeli 16 przedstawiono wartosci m/z monitorowanych jonéw dla kazdej z

badanych pochodnych arylopiperazyny.

Metaboliczny czas poéttrwania, t;;; wyznaczano rozpoczynajagc od wyznaczenia
wspotczynnikdéw réwnania regresji w uktadzie y=f(x):

In pole powierzchni piku badanego zwiazku

= f(czas inkubacji
pole powierzchni buspironu f( J )'

Przy czym wyznaczony wspodfczynnik kierunkowy prostej y = ax + b, postuzyt do

wyznaczenia czasu pottrwania z rownania:

—0,693

ti2 =
Opisany powyzej sposdb wyznaczenia metabolicznego czasu péttrwania przy pomocy

mikrosomalnych preparatéw watroby ludzkiej zostat opisany przez Obacha [55].
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Tabela 16. Zestawienie wartosci mas molowych oraz wartosci m/z jonéw
wykorzystanych w analizie ilosSciowej pochodnych arylopiperazyny.

Kod Masa monoizotopowa m/z
[g/mol] [M+H]"
Pochodne arylopiperazyny z podstawnikiem indolo-tetrahydropirydyny
141 508,23 509,2
144 542,19 543,2
148 522,24 523,3
149 538,24 539,3
152 538,21 539,2
159 554,21 555,2
161 568,15 569,2
165 586,14 587,1

Pochodne arylopiperazyny z podstawnikiem piperazyno-chinolinowym

C10 509,28 509,3
c9 505,25 506,3
c17 523,29 524,3
C16 523,29 524,3
c7 535,26 236,3
c2 535,26 236,3
c1 539,21 540,2
ca 539,21 540,2
buspiron 385,25 386,2
3.14 Poszukiwanie zaleznosci pomiedzy wartosciami

deskryptorow molekularnych a stabilnoscig metaboliczng
pochodnych arylopiperazyny z wykorzystaniem analizy
czqgstkowych najmniejszych kwadratéw (PLS, procedura 4)

Trudnosci w opisaniu zaleznosci pomiedzy struktura chemiczng a metabolicznym
czasem poéttrwania wyznaczonym in vitro dla analogdéw arylopiperazyn sktonita do
wykorzystania narzedzi chemometrycznych. W celu zidentyfikowania elementéw struktury
chemicznej, ktére w znaczaco wptywajg na uzyskang eksperymentalnie warto$¢ czasu
pottrwania zastosowano regresje metodg czgstkowych najmniejszych kwadratéw (ang.
partial least squares regression, PLS lub PLS-R). Technika ta jest szczegdlnie uzyteczna, gdy
mozliwe jest zdefiniowanie liczby zmiennych, opisujacych okreslony zwigzek chemiczny,
ktéra znacznie przekracza liczbe zbadanych zwigzkéw. Istnieje wiele sposobow selekcji
zmiennych ze wzgledu na jej wptyw na model PLS [95]. Nalezy nadmieni¢, ze kwestig

nadrzedng proponowanej procedury nie jest mozliwos¢ przewidywania czasu pottrwania,
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lecz mozliwos¢ okreslenia wptywu poszczegélnych cech tego zwigzku na obserwowane
eksperymentalnie wartosci tego parametru. Ogdélny schemat proponowanej procedury

zamieszczono na Rycinie 8.

16 analogdw arylopiperazyny

2

Przedstawienie struktury
chemicznej w notacji SMILES

Wyznaczenie
Rz
metabolicznego czasu f‘l Fdcec(cc)C=5C(=0)
‘e 5 in vit o N m(cccen2ce=cee2)
U poftrwania 1 vitro 991 d: >c4cnc3ccc(8r)cc34)c(
e S _
ti i L ”L‘v." Cr [ -o)N6C=CC=CC=56

Deskryptory molekularne

Nz

Regresja czgstkowych najmniejszych kwadratow

PLS
P o Okreslenie wzglednego
ou ™ |:> wktadu deskryptorow za
ol aow O8O pomocg wartosci VIP
O e7 cro GO
Interpretacja

Rycina 8. Schemat procedury 4.
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Szczegblnym elementem procedury byt dobdr deskryptoréw molekularnych. W
zamysle proponowany model powinien wskazywaé elementy struktury chemicznej, ktére
majg najwiekszy wptyw na stabilnos¢ metaboliczng. Dobrano wiec deskryptory, ktore
zawierajg informacje dotyczgcg sktadu atomowego czgsteczki, jej grup funkcyjnych, czy tez
elementow, ktére mozna zakwalifikowac¢ jako donory i akceptory wigzan wodorowych, czy
centra lipofilowe. Celowo zrezygnowano wiec z etapu modelowania molekularnego, gdyz
tréjwymiarowa struktura badanego zwigzku nie jest konieczna do obliczenia wyzej

wymienionych deskryptordow.

Dwuwymiarowe struktury 16 badanych analogéw arylopiperazyny przedstawiono w
notacji SMILES [96] z wykorzystaniem narzedzia dostepnego w oprogramowaniu ACD
ChemSketch (v. 12.01 Advanced Chemistry Development, Toronto, Kanada). Nastepnie, za
pomocg oprogramowania Dragon obliczono deskryptory z nastepujacych blokow:
deskryptory konstytucyjne (ang. constitutional descriptors), deskryptory licznosci grup
funkcyjnych (ang. functional group counts), deskryptory elementéw czgsteczki o
zdefiniowanym atomie centralnym (ang. atom-centered fragments), desktyptory CATS2D
(ang. Chemically Advanced Template Search [97]) oraz deskryptory par atoméw w
przestrzeni dwuwymiarowe] (ang. 2D atom pairs). Uzyskane wartosci wraz z otrzymanymi
eksperymentalnie czasami péttrwania przeniesiono do oprogramowania SIMCA. Za pomoca
oprogramowania SIMCA zbudowano cztery modele: pierwszy, z wykorzystaniem wszystkich
pieciu wymienionych powyzej blokdw, oraz nastepne, z wykorzystaniem bloku deskryptoréow
CATS2D, z wykorzystaniem bloku deskryptoréw licznosci grup funkcyjnych oraz z
wykorzystaniem deskryptoréw par atomoéw w przestrzeni dwuwymiarowej. Wartosci VIP
opisujgce istotnos$¢ zmiennych dla modelu (ang. Variable Importance for the Projection, VIP
[95,98]) réwniez uzyskano z zastosowaniem oprogramowania SIMCA. Walidacje modeli
wykonano metodg walidacji krzyzowej. Obliczono pierwiastki btedu sredniokwadratowego

RMSEE (dla estymacji) i RMSECV (dla walidacji krzyzowej).
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4 Wynikii dyskusja wynikow

4.1 Analiza gtéwnych skitadowych (PCA) jako narzedzie
poszukiwania zaleinosci struktura-aktywnosé na
przyktadzie 14 nowych pochodnych benzenosulfonamidu
(procedura 1)

w badaniu wykorzystano 14 pochodnych 4-chloro-2-merkapto-5-
metylobenzenosulfonamidu, zawierajgcych w swojej strukturze chemicznej podstawnik
tiohydrazonu. Podczas analizy wykorzystano réwniez dane dotyczace aktywnosci
cytotoksycznej, zmierzone z uzyciem szesciu linii komdrkowych nowotworéw ludzkich

(Tabela 17).

Tabela 17. Dane aktywnosci cytotoksycznej zmierzone przez National Cancer
Institute dla czternastu pochodnych benzenosulfonamidu.

log Gls,
Kod
MOLT-4 COLO 205 SF-539 UACC-257 OVCAR-8 ACHN

SLB-5 5,34 5,19 4,79 4,79 4,77 5,27
SLB-10 5,39 5,10 5,71 5,57 5,58 5,53
SLB-12 5,60 5,53 5,96 5,19 5,34 5,63
SLB-13 5,30 5,07 5,43 4,89 5,14 5,20
SLB-14 5,53 5,38 5,47 5,28 5,24 5,51
SLB-15 4,13 4,08 5,39 4,52 4,86 4,77
SLB-19 5,35 4,35 4,42 4,45 4,78 4,74
SLB-20 4,71 4,82 4,86 4,00 4,50 4,47
SLB-25 4,46 4,01 4,00 4,26 4,00 4,00
SLB-26 4,52 4,34 4,71 4,40 4,49 4,52
SLB-27 5,09 4,07 4,00 4,00 4,00 4,41
SLB-28 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
SLB-32 4,32 4,00 4,54 4,35 4,00 4,59
SLB-33 4,75 4,00 4,00 4,00 4,00 4,06

MOLT-4 — ostra biataczka limfoblastyczna, COLO 205 — nowotwér okreznicy, SF-539 — nowotwdr mozgu,
UACC-257 — nowotwor skéry, OVCAR-8 — nowotwor jajnika, ACHN — nowotwor nerki.
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Z wykorzystaniem danych w Tabeli 17 zostata wykonana analiza gtdwnych sktadowych
(PCA). Jednym z zasadniczych zastosowan PCA jest wyodrebnienie praktycznie uzytecznej
informacji zawartej w wielowymiarowych macierzach danych, trudnych do jednoznacznej
interpretacji z powodu duzej liczby analizowanych prébek (obiektow) i wielu zmiennych
opisujgcych ich cechy. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozliwe jest wowczas poréwnanie
podobienstw i réznic oraz ocena zaleznosci, zaréwno pomiedzy badanymi probkami (w tym
przypadku pochodnymi benzenosulfonamidu), jak i zmiennymi (w tym przypadku danymi
aktywnosci). Jednym ze sposobdéw wizualnego zobrazowania tych zaleznosci jest rzut
przypadkéw na ptaszczyzne wybranych gtdwnych sktadowych. Najczesciej wykorzystuje sie
pierwszg i drugg gtdwng sktadowg, ze wzgledu na najwiekszg ilos¢ informacji jakie zawierajg
dwie pierwsze sktadowe. Rycina 9 przedstawia rzut 14 badanych prébek (z trzech réznigcych
sie strukturg chemiczng grup benzenosulfonamidéw) na ptaszczyzng dwdch pierwszych
gtownych sktadowych uzyskany z danych zawartych w Tabeli 17 (14 przypadkéw x 6
zmiennych).

3

SLB-27
1t [ ]

SLB-5 e

# SLB-33

SLB-14
stB-12 ® SLB-13 SLB-20 S
. @

PC2: 9,11%
o

- SLB-26
SLE: 10 . SLB.-32 sua-zs

SLB-15
L ]

_3 L i i i L " L i i
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
PC1: 84,98%

Rycina 9. Rzut przypadkéw na ptaszczyzne pierwszych dwéch gtéwnych sktadowych.

Otrzymano z wykorzystaniem danych zawartych w Tabeli 17. Za pomoca elips
zaznaczono trzy grupy badanych benzenosulfonamidéw.
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Pierwsza gtéwna sktadowa wyjasnia prawie 85% wariancji zestawu danych
wejsciowych, a druga ponad 9% tej wariancji. Za pomocg wykresu przedstawionego na
Rycinie 9 mozliwe jest zobrazowanie ponad 94% informacji dotyczgcej aktywnosci badanych
pochodnych (Tabela 17). Uzyskane wyniki wskazujg, ze na podstawie danych aktywnosci
wyznaczonej z uzyciem 6 wybranych linii komdrkowych mozliwe jest zatem zréznicowanie 14
badanych pochodnych benzenosulfonamidu pod wzgledem ich potencjalnej aktywnosci
biologicznej. Na Rycinie 9 za pomocgy elipsy zaznaczono trzy gtéwne grupy badanych
zwigzkéw roznigce sie gtdwnymi elementami struktury (Tabela 6-8). Pierwszy klaster (I)
wyrdznia grupe zwigzkdéw (oznaczonych kodami SLB-5, SLB-10, SLB-12, SLB-13, SLB-14, SLB-
15) o najwiekszej aktywnosci w badanym zestawie pochodnych benzenosulfonamidu wobec
analizownaych linii komérkowych. Zwigzek SLB-15 znajduje sie w obrebie klastera |, jednak
jest wyraznie dalej umiejscowiony w poréwnaniu do pozostatych pochodnych
benzenosulfonamidu. Odzwierciedla to jego wzglednie mniejszg aktywnos¢ biologiczng.
Drugi klaster (ll) to mata grupa dwodch zwigzkéw (SLB-19 i SLB-20), posiadajacych
strukturalnie niewielkg modyfikacje chemiczng w pordwnaniu do grupy pierwszej, ale
charakteryzujacga sie natomiast mniejszg aktywnoscig biologicznga. Z kolei trzeci klaster (lll) to
grupa zwigzkdw o najmniejszej aktywnosci biologicznej w poréwnaniu z pozostatymi
pochodnymi benzenosulfonamidu. Pierwsza giéwna sktadowa, wyjasniajaca blisko 86%
zmiennosci zawartej w wykorzystanej tabeli danych (Tabela 17), moze by¢ zatem uwazana za
miare aktywnosci, a uzyskany wykres PCA przedstawia badane pochodne w kolejnosci (od
lewej do prawej strony wykresu): od bardziej aktywnych do mniej aktywnych sposréd
badanych zwigzkéw. Wyniki PCA wskazujg réwniez na istnienie zaleznosci struktura
chemiczna-aktywnos¢ cytotoksyczna. Prébe przedstawienia ilosciowego tej zaleznosci

podjeto sie w dalszym etapie badan.

W ramach pierwszego etapu badan (procedury 1) wykonano réwniez analize gtéwnych
sktadowych  wykorzystujgc  wartosci  deskryptorow  molekularnych  uzyskanych z
tréjwymiarowych modeli badanych czgsteczek. Nowoczesne oprogramowanie do obliczania
wartosci deskryptoréw umozliwia obliczenie kilku tysiecy wartosci opisujacych strukture
chemiczng. Dlatego tez zastosowano kilkuetapowy algorytm ograniczenia ich ilosci, usuwajgc
deskryptory powielajgce informacje oraz te, ktére zawierajg informacje nierdznicujgca

badane zwigzki. Ostatecznie, uzyskano po 20 deskryptoréw dla kazdej z dwéch badanych na
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tym etapie zmiennych aktywnosci cytotoksycznej. Wartosci deskryptoréow przedstawiono w

Tabeli 18, zastosowane deskryptory opisano natomiast w Tabeli 19.

pochodnych

badanych

dla

deskryptoréow molekularnych

C

"]

Warto

18.

Tabela

benzenozulfonamidu.
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Kontynuacja Tabeli 18
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Tabela 19. Skrécone nazwy deskryptoréw molekularnych zastosowanych w analizie
PCA, wraz z anglojezycznymi rozszerzeniami ich nazw. Kolejnos¢ alfabetyczna.

Nr n?c?lseklzzg t::‘; Rozwiniecie skrétu nazwy deskryptora

1 ATS7s Broto-Moreau autocorrelation of lag 7 (log function) weighted by I-state

2 ATS8s Broto-Moreau autocorrelation of lag 8 (log function) weighted by I-state

3 CATS2D_09_DA CATS2D Donor-Acceptor at lag 09

4 E2e 2nd component accessibility directional WHIM index / weighted by
Sanderson electronegativity

5 Eig05_AEA(ed) eigenvalue n. 5 from augmented edge adjacency mat. weighted by edge
degree

6 FO8[C-0O] frequency of C - O at topological distance 8

7 F10[C-S] frequency of C - S at topological distance 10

8 GATS1i Geary autocorrelation of lag 1 weighted by ionization potential

9 GATS7p Geary autocorrelation of lag 7 weighted by polarizability

10 H3s H autocorrelation of lag 3 / weighted by I-state

11 H6m H autocorrelation of lag 6 / weighted by mass

12 HATS5s leverage-weighted autocorrelation of lag 5 / weighted by I-state

13 JGI6 mean topological charge index of order 6

14 LOC lopping centric index

15 MATS1i Moran autocorrelation of lag 1 weighted by ionization potential

16 MATS2e Moran autocorrelation of lag 2 weighted by Sanderson electronegativity

17 MAXDP maximal electrotopological positive variation

18 Mor10p 3D MoRSE signal 10 / weighted by polarizability

19 Mor27u 3D MoRSE signal 27 / unweighted

20 nS number of Sulfur atoms

21 RDF025s radial Distribution Function - 025 / weighted by I-state

22 RDFO50m radial Distribution Function - 050 / weighted by mass

23 SHP2 average shape profile index of order 2

24 SM1_Dz(v) spectral moment of order 1 from Barysz matrix weighted by van der

Waals volume
25 SpMax_EA(dm) leading eigenvalue from edge adjacency mat. weighted by dipole

moment

26 SpMax1_Bh(v) largest eigenvalue n. 1 of Burden matrix weighted by van der Waals
volume

27 SpMax2_Bh(m) largest eigenvalue n. 2 of Burden matrix weighted by mass

28 SpMin3_Bh(s) smallest eigenvalue n. 3 of Burden matrix weighted by I-state
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Macierz danych (14 zwigzkéw x 20 deskryptorow) poddano analizie gtéwnych
sktadowych. Wyniki przedstawiono podobnie, jak w przypadku pierwszej, opisanej wczesniej,
analizy PCA. Na Rycinie 10 przedstawiono rzut punktéw reprezentujgcych 14 pochodnych
benzenosulfonamidu na ptaszczyzne wyznaczong poprzez dwie pierwsze sktadowe, w
przypadku analizy z uzyciem linii komérkowej raka jajnika (OVCAR-8). Jak mozna zauwazy¢
dwie pierwsze gtéwne sktadowe wyjasniajg okoto 65% wariancji zmiennych. Wyodrebniono
trzy podstawowe grupy — trzy klastery. Trzeci klaster (lll) zawiera zwigzki mniej aktywne
biologicznie. Pierwszy (1) i drugi (1) klaster zawiera natomiast zwigzki o wiekszej aktywnosci.
Zwigzek SLB-5 usytuowany jest poza klasterami, prawdopodobnie ze wzgledu na brak
podstawnika aromatycznego, charakterystycznego dla  pozostatych  pochodnych

benzenosulfonamidu.

5

SLB-5
[ ]

SLB-26 _SLB-25 SLB-19
e o °

11 SLB-32 SLB-20
® [ ]
LB-27
W SLB-10

SLB-33
E) SLB-14
At 8 s
SLB-13

PC2: 13,95%
o

2}
SLB-28 SLB-15
. ®

3}

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8
PC1:51,45%
Rycina 10. Rzut przypadkdéw na ptaszczyzne dwdch pierwszych sktadowych. Analiza

wykonana na podstawie wartosci deskryptoréw molekularnych wybranych dla linii
komdrkowej OVCAR-8.
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Podobng analize wykonano uzywajgc deskryptoréw molekularnych rozwazanych dla
linii komoérkowej raka nerki (ACHN). W tym przypadku wyniki analizy zostaty przedstawione
w postaci wykresu przestrzennego, ktéry przedstawia wzajemne pofozenie badanych
pochodnych benzenosulfonamidu w przestrzeni trzech pierwszych gtéwnych sktadowych.
Wymienione wyzej sktadowe zwierajg tgcznie ok. 65% wariancji (Rycina 11). Uzyskano trzy
klastery oznaczone kolejno |, Il i lll, w sposéb analogiczny, jak dla analizy PCA dla nowotworu
jajnika. Takze i w tym przypadku klaster pierwszy (l) i drugi (ll) zawiera zwigzki bardziej
aktywne biologiczne, trzeci (lll) zas, te pochodne benzenosulfonamidu o mniejszej

aktywnosci.

Rycina 11. Rzut przypadkow na przestrzen trzech pierwszych gtéwnych sktadowych.
Analiza wykonana na podstawie wartosci deskryptoréw molekularnych wybranych dla
linii komorkowej ACHN.

Podsumowujgc, wyniki uzyskane za pomocg procedury badawczej nr 1, nalezy wskazaé
na wysokg uzytecznos$¢ analizy gtéwnych sktadowych podczas interpretacji uzyskanych
danych aktywnosci. W badanej grupie 14 pochodnych benzenosulfonamidu mozna z caty
pewnoscig wskazac, ze ich aktywnos¢ biologiczna zalezy w gtéwnej mierze od przynaleznosci
do jednej w trzech gtéwnych grup (klasteréw), a mniejszy wptyw majg poszczegdlne

podstawniki w pozycji R; (Tabela 6-8). Na podstawie wynikéw mozna wskazaé, ze grupa
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zwigzkdéw pozbawiona modyfikacji w postaci podstawienia azotu grupy sulfonamidowej
grupa cyjanowg oraz modyfikacji polegajgcej na umieszczeniu sulfonowego atomu siarki
pomiedzy atom azotu hydrazonu a podstawnik aromatyczny, wykazuje lepsze wtasciwosci
biologiczne, niz pochodne zawierajgce wymienione modyfikacje. Wnioski te przedstawiono

schematycznie za pomocg Ryciny 12.

faworyzowany podstawnik .
aromatyczny, jednopierscieniowy %

rupa Il

R, r/N‘NH
cl S R,
PO

O';S‘N'—///N ;

K+ w
znaczgce obnizenie aktywnosci biologiczne
obnizenie aktywnos$ci biologicznej

Rycina 12. Podsumowanie wynikow procedury 1 w ujeciu chemicznym.

4.2 Analiza QSAR dla pochodnych benzenosulfonamidu
(procedura 2)

4.2.1 Lipofilowosé

Lipofilowosc¢ substancji leczniczych niejednokrotnie ma znaczacy, czesto najistotniejszy
wptyw na ich aktywnos¢ biologiczng. Dlatego tez podjeto prdbe wykorzystania dwdch
eksperymentalnych parametréw lipofilowosci wyznaczonych chromatograficznie podczas

projektowania i optymalizacji modelu QSAR dla pochodnych benzenosulfonamidu.

Postuzono sie dwoma technikami chromatograficznymi — chromatografia w
odwréconym uktadzie faz (RP-LC) oraz micelarng chromatografia cieczowg (MLC).
Wyznaczono ekstrapolowany do sytuacji stuprocentowo wodnej fazy ruchomej wspdfczynnik
retencji w RP-LC, przedstawiony jako log kup-icy Oraz wspotczynnik retencji w MLC,
przedstawiony jako log kiuic). Porownanie uzyskanych wynikdw przedstawiono na Rycinie 13.

Mozna zauwazy¢, ze oba parametry lipofilowosci nie korelujg ze sobg, gdy rozpatrywane sg
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wspolnie wszystkie badane pochodne benzenosulfonamidu. Wspotczynnik korelacji
pomiedzy wartosciami log ku(re-ic) i 108 kimic) W grupie pierwszej zwigzkow wynosi natomiast
0,80, za$ w trzeciej 0,95. Zdecydowanie odbiegajgce od reszty pochodnych sg dwa zwigzki
nalezagce do drugiej grupy pochodnych benzenosulfonamidu (SLB-19 i SLB-20).
Charakteryzujg sie one zdecydowanie nizszym wspotczynnikiem retencji wyznaczonym z
uzyciem techniki MLC. Prawdopodobng przyczyng tych niskich wartosci jest zjonizowany
charakter obu zwigzkdéw, co mogto mie¢ wiekszy wptyw na retencje w technice MLC, niz RP-
LC. Brak wysokiej korelacji pomiedzy dwoma zmierzonymi chromatograficznymi
parametrami lipofilowosci oznacza, ze oba parametry wnoszg inng informacje na temat
badanych struktur i ich oddziatywania z zastosowanymi uktadami faz chromatograficznych.
Dlatego tez zdecydowano sie zastosowac oba zmierzone eksperymentalnie parametry jako

zmienne niezalezne (predyktory) podczas konstruowania réwnania QSAR.
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sLp27@ ®SLB-33 SLB-15

mSLE-1MSLB-10

1 SLB-28 @ i
1 SLB-25@ s1a-135' 526 msLB5

log ymc)
o
o

M SLB-14

o
(o]
1

SLB-20 A

o
~
1

mgrupa l
A SLB-19
Agrupa ll

=
N
1

e grupa lll

0 T T T T T
3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 52 54

log Kurp-Lo)

Rycina 13. Pordéwnanie otrzymanych eksperymentalnie wartosci parametréow
lipofilowosci otrzymanych technikami micelarnej chromatografii cieczowej (log
k(mic)) oraz chromatografii cieczcowej w odwréconym uktadzie faz (log ky(rp-Lc))-
Znacznikami oznaczono przynaleino$¢ zwigzku do jednej z trzech grup pochodnych
benzenosulfonamidu: kwadrat — grupa I, tréjkat — grupa Il, koto — grupa III.

4.2.2 Analiza gtéwnych skladowych z wykorzystaniem danych aktywnosci

biologicznej
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W Tabeli 20 umieszczono dane aktywnosci wykorzystane w analizie gtéwnych
sktadowych. Wykorzystano 39 linii komdérkowych (z panelu 60 linii, opisanego w rozdziale

3.5), ze wzgledu na dostepnos¢ danych aktywnosci.

Tabela 20. Zestawienie danych aktywnosci dla pochodnych benzenosulfonamidu
wykorzystanych w procedurze 2.

Linia Kod zwigzku
komérkowa  SLB SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-  SLB-
-5 10 12 13 14 15 19 20 25 26 27 28 32 33
HL-60(TB) 5,15 435 493 440 570 400 4,67 444 430 466 439 400 412 4,16
K-562 524 547 551 533 557 455 4,82 445 423 448 434 400 4,17 4,15

MOLT-4 534 539 560 530 553 4,13 535 471 446 452 509 400 432 4,75
A549/ATC 502 559 559 528 539 427 473 428 400 449 431 400 444 4,00
EKVX 478 521 550 548 517 475 477 470 400 432 400 400 4,00 4,15
HOP-62 487 550 563 523 530 464 477 438 400 420 400 4,00 4,00 4,00
NCI-H226 555 565 578 545 557 4,74 479 4,73 400 435 4,03 400 423 4,00
NCI-H23 543 565 579 533 562 479 481 411 406 469 436 400 457 4,00
NCI-H460 539 566 559 526 553 4,73 473 457 4,18 453 400 400 4,00 4,00
NCI-H522 4,73 549 531 4,88 522 464 484 466 464 405 400 400 4,14 4,00
coL0205 519 510 553 507 538 408 435 48 401 434 407 400 400 4,00
KM12 548 571 58 549 571 460 478 461 400 438 4,15 4,00 4,00 4,00
SW-620 506 549 559 523 545 4,48 4,77 4,68 400 4,43 400 4,00 439 4,00
SF-268 514 564 572 518 566 500 472 459 4,00 4,47 400 4,00 4,00 4,00
SF-295 564 568 576 5438 568 4,70 4,80 464 465 444 400 400 4,00 4,00
SF-539 479 571 59 543 547 539 442 48 400 471 400 400 454 4,00
U251 497 565 558 515 554 471 4,83 432 400 454 420 400 428 4,00
LOXIMVI 524 568 58 544 567 4,69 4,81 452 4,00 444 400 4,00 451 4,00
M14 530 539 575 524 558 436 4,74 426 4,06 4,04 400 4,00 4,00 4,00
MDA-MB-435 553 564 576 533 574 465 449 419 400 437 400 400 4,00 4,00
SK-MEL-28 4,86 6,24 552 518 558 446 476 451 400 408 400 400 400 4,00
SK-MEL-5 496 546 575 615 573 478 471 473 417 439 400 4,00 4,00 4,00
UACC-257 4,79 557 519 489 528 452 445 400 426 440 400 400 435 4,00
UACC-62 550 534 576 552 575 4,81 467 400 400 446 400 4,00 4,00 4,00
IGROV1 517 546 556 502 534 427 475 4,00 400 436 4,00 4,00 4,15 4,00
OVCAR-3 550 576 592 560 569 476 485 467 432 459 400 400 451 4,23
OVCAR4 530 577 589 558 547 421 486 4,68 400 439 400 400 420 4,00
OVCAR-5 483 558 561 512 568 48 480 436 400 428 400 400 400 4,00
OVCAR-8 4,77 558 534 514 524 486 478 450 400 449 400 400 400 4,00
SK-ov-3 487 571 571 523 536 469 400 475 400 400 4,00 400 4,00 4,00

786-0 5,15 5,58 5,74 5,38 5,42 4,73 4,47 4,40 4,00 4,26 4,00 4,00 4,38 4,00
ACHN 5,27 5,53 5,63 5,20 5,51 4,77 4,74 4,47 4,00 4,52 4,41 4,00 4,59 4,06
CAKI-1 5,65 5,47 5,79 5,35 5,64 4,76 4,68 4,44 4,00 4,44 4,00 4,00 4,21 4,00
TK-10 5,53 5,75 5,79 5,61 5,70 5,13 4,80 4,60 4,00 4,28 4,00 4,00 4,00 4,00

uo-31 496 536 562 507 525 425 481 4,47 400 426 4,00 4,00 424 4,00
DU-145 484 566 576 542 528 488 493 475 4,00 427 400 4,00 4,00 4,30
MCF7 563 570 559 532 566 4,70 4,83 48 4,12 452 400 4,00 437 4,00
MDA-MB 556 553 6,10 552 575 4,87 479 477 4,00 454 400 456 4,47 4,00
BT-549 475 533 498 465 512 469 481 469 400 441 400 400 421 4,08
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W przeciwienistwie do procedury 1, w procedurze 2, wykorzystano wiekszg liczbe linii
komédrkowych i w zwigzku z tym wiekszg ilo$¢ danych aktywnosci. W ten sposdb pierwsza
gtéwna sktadowa (PC1) w wiekszym stopniu odzwierciedla aktywnos¢ badanych pochodnych
benzenosulfonamidu. Analiza PCA wykonana z wykorzystaniem macierzy danych
zawierajgcej 14 przypadkdéw (pochodnych) i 39 zmiennych (danych aktywnosci) wykazata, ze
pierwsza gtdwna sktadowa zawierata 91,10% wariancji tabeli danych (Tabela 20). Oznacza to,
ze PC1, ze w znaczgcym stopniu moze zastgpic kilkadziesigt zmiennych aktywnosci i moze
by¢ wykorzystana jako zmienna do modelowania ogdlnej aktywnosci w grupie pochodnych
benzenosulfonamidu. Rzut przypadkéw na ptaszczyzne dwodch pierwszych sktadowych
przedstawiono na Rycinie 14. Widoczne jest rozmieszczenie zwigzkéw wzdtuz osi poziomej
(PC1) odzwierciedlajgce ich ogdlng aktywno$é. Mozliwe jest réwniez wydzielenie trzech

klasterow z trzema gtdwnymi grupami pochodnych benzenosulfonamidu.
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Rycina 14. Rzut przypadkdow na ptaszczyzne dwdch pierwszych gtéwnych sktadowych.

Analiza wykonana na podstawie danych aktywnosci zmierzonej wobec 39 linii

komdrkowych. Zaznaczono przynaleinos¢ pochodnych benzenosulfonamidu do trzech
gtownych grup chemicznych.
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4.2.3 Analiza gtéwnych sktadowych danych deskryptoréw molekularnych

W Tabeli 21 zaprezentowano uzyskane wartosci deskryptoréw molekularnych
obliczonych za pomocg oprogramowania HyperChem. W Tabele 21 wtgczono rdwniez
eksperymentalnie wyznaczone chromatograficzne parametry lipofilowosci. Podobnie jak w
poprzednich etapach badan wykonano analizie gtéwnych sktadowych, aby wykazaé, ze
proponowany zestaw deskryptoréw umozliwia uzyskanie rozmieszczenia przypadkow na
ptaszczyznie kilku pierwszych sktadowych odzwierciedlajgcego aktywnos¢ zwigzkdw. Macierz
danych zawierata 14 przypadkow i 18 zmiennych (Tabela 21). Uzyskane rozmieszczenie
przypadkéw, zaréwno w postaci rzutu na ptaszczyzne dwéch pierwszych sktadowych, jak i
rzutu na przestrzen trzech gtdwnych sktadowych przedstawiono na Rycinie 15. Zestaw
deskryptorow zawierat typowe w analize QSAR parametry, takie jak masa czgsteczkowa,
powierzchnia i objeto$é czasteczki, jej polaryzowalnos¢, moment dipolowy i refrakcyjnosé.
Dodatkowo wykorzystano obliczone wifasciwosci zwigzane z energig czgsteczki, tj. energie
jader atomowych czgsteczki, energie elektrow czgsteczki, energie catkowitg, a takze energie
orbitali HOMO i LUMO. W uzyskanym rzucie obiektéw na ptaszczyzne gtéwnych sktadowych
(Rycina 15) mozliwe jest wyrdznienie trzech wymienionych wczesniej grup chemicznych
pochodnych benzenosulfonamidéw. Zachowane jest rowniez rozmieszczenie zwigzkow
bardziej aktywnych (grupa 1) od mniej aktywnych (grupa IIl). Podobnie jak w przypadku
analizy wynikéw wyznaczania lipofilowosci, wyraznie odrebne sg dwa zwigzki grupy Il (SLB-
19 i SLB-20). Odrebnosé¢ ta jest szczegdlnie widoczna w rzucie na przestrzen trzech

pierwszych gtéwnych sktadowych (Rycina 15B).
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Tabela 21. Wartosci deskryptoréow molekularnych uzyskane za pomoca
oprogramowania HyperChem oraz wyznaczone eksperymentalnie chromatograficzne
parametry lipofilowosci.

Kod

owigzku 108 Kwwia 108 kg Vdws SAS v HE log P REF POL
SLB-5 4,28 0,98 433,85 639,30 1115,75 -11,93 -3,69 124,53 42,65
SLB-10 4,69 1,07 451,50 697,05 1197,92 -14,75 -4,11 139,78 46,90
SLB-12 4,46 1,05 454,61 710,30 1214,01 -13,68 -3,74 139,34 46,80
SLB-13 4,04 0,97 466,31 704,44 1227,09 -16,14 -4,88 141,44 47,44
SLB-14 4,02 0,69 467,92 723,41 1235,34 -19,97 -4,86 144,20 48,23
SLB-15 4,66 1,12 483,01 756,99 1293,43 -15,81 -3,82 153,26 51,15
SLB-19 4,40 0,31 431,57 626,33 1124,05 -11,92 -3,69 124,53 42,65
SLB-20 4,73 0,41 476,34 726,61 1259,65 -15,94 -3,56 140,69 48,43
SLB-25 3,78 0,95 466,39 656,67 1181,49 -10,29 0,23 143,20 46,19
SLB-26 4,00 1,00 486,86 703,06 1248,46 -13,31 0,01 147,92 48,12
SLB-27 4,15 1,13 483,49 680,59 1216,44 -9,41 0,01 147,92 48,12
SLB-28 3,30 1,03 493,56 687,84 1241,80 -13,97 -4,07 147,98 47,94
SLB-32 4,35 1,21 515,43 706,95 1294,21 -8,40 -0,06 156,92 51,88
SLB-33 4,25 1,16 526,94 786,89 1373,75 -11,6 0,32 156,48 51,79

Kontynuacja Tabeli 21

Kod

2wiqzku DipP TE BE HoF EE NE E_HOMO E_LUMO Mw
SLB-5 7,759 -125950 -5025,28  -3,090704 -973027 847076,5 -8,759 -1,185 456,97
SLB-10 9,128 -138851 -5084,08 48,36412 -1065822 926971,6 -8,601 -1,148 511,40
SLB-12 2,978 -134145 -5386,86 43,79388 -1055057 920912,9 -9,025 -1,375 490,98
SLB-13 3,685 -141524 -5477,15 13,06159 -1129366 987841,4 -8,781 -1,376 506,98
SLB-14 10,14 -145779 -5181,25 8,503638 -1120554 972775,5 -8,972 -1,325 571,85
SLB-15 7,38 -142990 -5873,85 69,47157 -1154516 1011526 -8,373 -1,135 682,01
SLB-19 11,79 -137676 -5301,5 33,74717 -1072526 934850,3 -5,924 0,876 501,97
SLB-20 12,11 -145981 -5286,26 25,87295 -1128943 982961,8 -6,021 0,826 536,41
SLB-25 3,624 -138943 -5159,55 -21,60200 -1150996 1012053 -9,062 -1,187 530,47
SLB-26 2,972 -147180 -5076,74 38,09481 -1184573 1037393 -8,616 -1,184 564,91
SLB-27 4,519 -147247 -5143,58  -28,74040 -1221890 1074643 -9,118 -1,267 564,91
SLB-28 6,441 -153389 -5630,61 -14,43990 -1339774 1186385 -9,280 -1,576 555,05
SLB-32 4,433 -159141 -5405,06  -38,24320 -1360903 1201762 -9,109 -1,274 613,38
SLB-33 4,106 -154368 -5641,39 23,63719 -1271977 1117609 -8,561 -0,906 592,97

log ku(re-Lc) — chromatograficzny parameter lipofilowosci wyznaczony technikg RP-LC, log ki) — chromatograficzny parametr lipofilowosci
wyznaczony technika MLC, VdWS — powierzchnia Van der Waals’a czasteczki, SAS — powierzchnia dostepna dla rozpuszczalnika, V —
objetos¢ czasteczki, HE — energia hydratacji, log P — logarytm wspdtczynnika podziatu n-oktanol/woda, REF — refrakcyjnosé, POL —
polaryzowalnosé¢, DIP — moment dipolowy, TE — energia catkowita, BE — energia wigzaca, HoF — ciepto tworzenia; EE — energia elektronowa,
NE — energia jadra, E_HOMO — energia orbitalu HOMO, E_LUMO — energia orbitalu LUMO, Mw — masa molowa.
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Rycina 15. Rzut przypadkéw na ptaszczyzne dwodch pierwszych sktadowych (A) i
przestrzen trzech pierwszych sktadowych (B). Analiza wykonana na wartosciach
deskryptorow molekularnych i eksperymentalnych parametrach lipofilowosci.
Zaznaczono przynaleznos¢ pochodnych do trzech gtéwnych grup chemicznych.

Interpretacja wykreséw na Rycinie 15 opiera sie na wartosciach wspdtrzednych

czynnikowych deskryptoréw wnoszonych do poszczegdlnych gtéwnych sktadowych. Dwa
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wspomniane zwigzki (SLB-19 i SLB-20) charakteryzujg sie np. nizszg wartoscig wspoétrzednej
czynnikowej dla drugiej gtéwnej sktadowej (Rycina 15A). Analizujgc Tabele 22 zawierajaca
wspoétrzedne czynnikowe zmiennych mozna zauwazyé, ze na drugg gtéwng sktadowa
najwiekszy wptyw miaty wartosci ciepta tworzenia, energii orbitalu HOMO oraz log kyrp-L0),
tak wiec w duzej mierze odbiegajgce wartosci tych deskryptoréw majg wptyw na potozenie
obu pochodnych na wykresie (Rycina 15). Najwyzsze wartosci wspétrzednych czynnikowych
zmiennych dla PC2 otrzymano dla deskryptoréw E_HOMO, E_LUMO praz HE.

Tabela 22. Wartosci wspoétrzednych czynnikowych zmiennych dla analizy PCA

wykonanej z wykorzystaniem wartosci deskryptoréw czgsteczkowych i wyznaczonych
eksperymentalnie chromatograficznych parametrow lipofilowosci.

Wspotrzedne czynnikowe zmiennych

Deskryptor molekularny

PC1 PC2 PC3
10g Ku(rp-L0) -0,23 -0,67 0,05
log ko) 0,65 0,43 0,49
vdvs 0,96 -0,11 -0,16
SAS 0,67 -0,58 0,33

v 0,87 -0,42 0,06

HE 0,24 0,57 -0,50

log P 0,55 0,41 -0,42
REF 0,97 -0,13 0,07
POL 0,91 -0,34 0,08
DIP -0,56 -0,59 -0,30

TE -0,86 0,17 0,37

BE -0,53 0,49 -0,16
HoF -0,27 -0,68 0,45

EE -0,89 -0,06 0,36

NE 0,88 0,08 -0,36
E_HOMO -0,50 -0,63 -0,56
E_LUMO -0,46 -0,55 -0,66
Mw 0,77 -0,40 0,00

4.2.4 Model QSAR dla pochodnych benzenosulfonamidu

Wyniki dwéch uprzednio opisanych procedur upowaznity do préby uzyskania réwnania
QSAR o pozgdanej mocy predykcyjnej. Rdwnanie to wyznaczono z pomocg oprogramowania
Statistica (v. 10, Statsoft, Tulsa, OK, USA), ze szczegdlnym uwzglednieniem algorytmu regresji
wielorakiej z krokowym doborem deskryptoréow. Jako zmienng zalezng wykorzystano
wartosci wspétrzednej czynnikowej pochodnych benzenosulfonamidu dla pierwszej gtéwnej

sktadowej otrzymane w analizie PCA z wykorzystaniem danych aktywnosci (PClnq),
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natomiast potencjalnymi zmiennymi niezaleznymi byty proponowane deskryptory

molekularne oraz chromatograficznie wyznaczone parametry lipofilowosci.
Otrzymane rownanie przedstawiono ponizej:
PClyg = 27,85+11,78 - (1,29 £ 0,52) - log P -(0,00003 + 0.00001) - NE,
p<3-10° p<2-10
n=14,R*=0,72,R=0,85, F = 14,62, p<8 - 10", s = 0,036, RMSECV = 0,685

gdzie: log P — wspdiczynnik podziatu n-oktanol-woda szacowany przez

oprogramowanie HyperChem; NE — energia jader atomowych czgsteczki.

Uzyskane parametry pozwalajg stwierdzi¢, ze model ten jest istotny statystycznie oraz
posiada moc predykcyjng. Algorytm krokowe] regresji wielorakiej doprowadzit do
wprowadzenia do réwnania dwdéch deskryptoréw: obliczonej lipofilowosci zwigzku (log P)
oraz energii jgder atomowych czgsteczki (NE). Wspotczynniki regresji obu tych deskryptorow
sg mniejsze od zera, co oznacza, ze im wiekszg wartos¢ przyjmuje deskryptor, tym mniejsza
bedzie ogdlna aktywnosé danego zwigzku (PClng). Znajduje to wyrazne potwierdzenie w
Tabeli 21 w postaci nizszych wartosci obu deskryptoréw dla pierwszej grupy pochodnych
benzenosulfonanidu w poréwnaniu z trzecig grupg tych zwigzkéw. W Tabeli 23 poréwnano
wartosci wspotrzednej czynnikowej pochodnych dla PC1 otrzymane w procedurze PCA oraz
otrzymane za pomocg modelu QSAR. Podsumowujac, uzyskane réwnanie QSAR, moze by¢
wykorzystywane do zgrubnego szacowania aktywnos$ci w badanej grupie zwigzkdéw, na

podstawie wartosci wymienionych wyzej deskryptorow.
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Tabela 23. Poréwnanie wspdfczynnika czynnikowego pierwszej gtéwnej sktadowej
obliczonej w analizie PCA oraz przewidzianej proponowanym modelem QSAR

Kod zwigzku PClyq uzyskane w analizie PCA  PClyq przewidziane modelem QSAR
SLB-5 0,75961 1,11056
SLB-10 1,37885 0,79035
SLB-12 1,52971 0,74124
SLB-13 0,93681 0,64407
SLB-14 1,32409 0,71730
SLB-15 -0,10849 0,29204
SLB-19 0,05713 0,65862
SLB-20 -0,30493 0,38268
SLB-25 -1,00838 -0,58975
SLB-26 -0,50359 -0,67247
SLB-27 -1,01294 -0,86426
SLB-28 -1,13493 -0,55402
SLB-32 -0,83666 -1,50359
SLB-33 -1,07628 -1,15278

4.3 Wspomaganie procesu identyfikacji izomeréw

geometrycznych pochodnych benzenosulfonamidu - model
QSRR (procedura 3)

Zaproponowanie i wykonanie trzeciej czesci badan (procedury 3) podyktowanej byto
wstepnymi wynikami uzyskanymi z doswiadczen nad stabilnoscia metaboliczng w grupie
pochodnych benzenosulfonamidu. Mianowicie, na chromatogramach uzyskanych w wyniku
dozowania mieszanin poinkubacyjnych oprécz piku macierzystego zwigzku obserwowano

dodatkowe piki o0 mniejszej intensywnosci, ale takim samym widmie mas.

Przyktadowa para widm fragmentacyjnych uzyskanych technikg LC-Q-TOF-MS dla
zwigzku oznaczonego kodem SLB-13 przedstawiono na Rycinie 16. Préba wyjasnienia tego
zjawiska powinna poprzedzi¢ rozwazania dotyczgce biotransformacji, poniewaz opisane
powyzej zjawisko jest przyktadem niestabilnosci chemicznej zwigzkéw, tzn. wystepowanie

tych pikow byto niezalezne od dodatku mikrosomoéw i NADPH do mieszaniny inkubacyjne;j.
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Rycina 16. Porédwnanie widm fragmentacyjnych pary izomerow

zwigzek gtéwny (postulowany izomer trans); B:
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zwigzku SLB-13. A:
zwigzek dodatkowy (postulowany

izomer cis). Kolorem oznaczono odpowiadajace sobie jony na obu widmach.
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Podstawowg przestankg bedgcg potwierdzeniem wystepowania izomeryzacji
geometrycznej badanych pochodnych w roztworach wodnych jest identyczne widmo
fragmentacyjne Q-TOF-MS/MS obu izomeréw (Rycina 16). Tozsamo$¢ widm
fragmentacyjnych potwierdza te samg konstytucje atomodw, natomiast na tej podstawie nie
jest mozliwe okreslenie jej geometrii. Dostepne widma wykonane technikg NMR nie
potwierdzajg istnienia dwoch izomerdw, ani nie dajg jednoznacznej odpowiedzi, co do
geometrii czgsteczki. W tej sytuacji, dodatkowym narzedziem potwierdzajgcym
wystepowanie izomeryzacji moze byé model QSRR, opisujacy ilosciowo zaleznos¢ pomiedzy
strukturg benzenosulfonamidéw, w tym geometrig ich czasteczki, a ich zachowaniem w

procesie chromatograficznym.

Tabela 24 przedstawia wartosci uzyskanych czaséw retencji oraz wspdtczynnikow
réwnania Soczewinskiego-Snydera (log k = log k, + S [k — wspodtczynnik retencji, S —
wspoétczynnik kierunkowy krzywej (charakterystyczny dla substancji), ¢ - utamek
objetosciowy rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej, k, — wspotczynnik retencji
ekstrapolowany do 100% wodnej fazy ruchomej]) dla wszystkich izomerow bedgcych
obiektem badan. Dla czternastu z pietnastu badanych zwigzkéw wykryto dodatkowy pik o
zdecydowanie nizszej intensywnosci w stosunku do piku zwigzku macierzystego. Dla zwigzku
oznaczonego kodem SLB-4 nie wykazano wystepowania dodatkowego piku. Opierajgc sie na
danych literaturowych zatozono, ze izomerem dominujgcym jest izomer trans, natomiast
izomer reprezentowany przez pik o mniejszej intensywnosci to izomer cis [99-101]. We
wszystkich opisanych w Tabeli 24 przypadkach pary izomeréw rdznity sie znaczaco,
porownujgc czas retencji. W kazdym z przypadkow potwierdzono réwniez te samg mase

czgsteczkowg (wyrazong jako stosunek m/z) obu izomerdéw na chromatogramie.
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Tabela 24. Podsumowanie uzyskanych eksperymentalnie wartosci czaséw retencji
chromatograficznej oraz wyznaczonych parametréow rdwnania Soczewinskiego-
Snydera.

Kod zwiazku oraz Czas retencji w elucji Czas retencji w elucji S log k,,
postulowana gradientowej 30- gradientowej 60-
identyfikacja izomeru minutowej minutowe;j
geometrycznego [min] [min]
SLB-1-trans 27,97 45,94 4,64 3,60
SLB-1-cis 26,03 42,34 5,00 3,52
SLB-2-trans 29,45 48,28 4,04 3,39
SLB-2-cis 27,54 44,88 4,43 3,40
SLB-3-trans 29,35 48,37 4,30 3,56
SLB-3-cis 27,00 43,98 4,62 3,44
SLB-4-trans® 29,37 48,51 4,41 3,64
SLB-5-trans 30,36 50,32 4,22 3,64
SLB-5-cis 28,50 46,83 4,47 3,56
SLB-6-trans 30,52 50,56 4,16 3,62
SLB-6-cis 28,06 45,89 4,40 3,45
SLB-7-trans 31,83 53,19 4,17 3,80
SLB-7-cis 29,97 49,67 4,37 3,69
SLB-8-trans 30,32 50,30 4,28 3,68
SLB-8-cis 29,10 47,99 4,41 3,60
SLB-9-trans 29,80 49,14 4,18 3,54
SLB-9-cis 27,75 45,36 4,49 3,46
SLB-10-trans 31,60 52,64 4,08 3,70
SLB-10-cis 28,95 47,73 4,46 3,62
SLB-11-trans 29,18 48,14 4,41 3,61
SLB-11-cis 27,52 45,08 4,70 3,57
SLB-12-trans 31,11 51,63 4,05 3,62
SLB-12-cis 28,80 47,32 4,35 3,52
SLB-13-trans 29,41 48,44 4,25 3,54
SLB-13-cis 27,91 45,69 4,51 3,50
SLB-14-trans 26,77 43,63 4,76 3,49
SLB-14-cis 25,34 40,95 4,99 3,41
SLB-15-trans 32,03 53,49 4,07 3,75
SLB-15-cis 29,67 49,09 4,37 3,66

® dla zwigzku SLB-4 nie zaobserwowano powstawania drugiego izomeru

W procesie tworzenia modeli QSRR kluczowym elementem byt odpowiedni dobdr
deskryptorow czgsteczkowych. Na tym etapie badan uzyto oprogramowania Dragon jako
zrédta deskryptorow. Oprogramowanie to ma mozliwo$¢ wyznaczenia ponad czterech
tysiecy deskryptoréw, lecz w rozpatrywanym przypadku wiekszos¢ wyliczonych
deskryptorow nie réznicowata pary izomerdw cis i trans, poniewaz ich wartosci zalezaty od
struktury dwuwymiarowej zwigzku (sposobu potfgczenia atomodw na ptaszczyznie), a nie od

jej ksztattu w przestrzeni tréjwymiarowej. Dlatego tez wyselekcjonowano wyitgcznie te
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deskryptory i ich grupy, ktdore rdznicujg izomery w parach cis/trans: deskryptory
geometryczne (ang. geometrical descriptors), deskryptory oparte na macierzy 3D (ang. 3D
matrix-based descriptors), autokorelacje 3D (ang. 3D autocorelations), deskryptory radialnej
funkcji dystrybucji (ang. RDF descriptors), deskryptory 3D-MoRSE (ang. 3D-Molecule
Representation of Structures based on Electron diffraction), deskryptory WHIM (ang.
Weighted Holistic Invariant Molecular descriptors), deskryptory GETAWAY (ang. GEometry,
Topology, and Atom-Weights AssemblY), deskryptory CATS 2D (ang. Chemically Advanced
Template Search), pary atoméw 3D (ang. 3D atom pairs). W ten sposéb ograniczono

catkowitg liczbe deskryptoréw do 1121.

Analiza regresji wielorakiej z algorytmem krokowym postepujgcym pozwolita uzyskac

nastepujgce réwnanie:
log kw = 2,66 + 0,41-H6e + 17,69-R7e” + 0,10-CATS2D_07_DL + 0,01-G(S..Cl)
p<110° p<2:10° p<4-10° p <410
n=24,R°=0,90,R=0,81, F=52,43, p< 1-10™ s = 0,036, Q° = 0,895

gdzie: H6e — H autocorrelation of lag 6 / weighted by Sanderson electronegativity

(deskryptor z grupy GETAWAY descriptors),

R7e” — R maximal autocorrelation of lag 7 / weighted by Sanderson electronegativity

(deskryptor z grupy GETAWAY descriptors),

CATS2D_07_DL — CATS2D Donor-Lipophilic at lag 07 (deskryptor z grupy CATS2D

descriptors),

G(S..Cl) — sum of geometrical distances between S..Cl, (deskryptor z grupy 3D atom

pairs).

Uzyskane réwnanie jest statystycznie istotne, wyjasnia 90% zmiennosci wspdtczynnika
retencji log k,, oraz charakteryzuje sie niskim standardowym btedem estymacji. Zaleznos¢
pomiedzy eksperymentalnymi a przewidzianymi wspdtczynnikami retencji log ky

zobrazowano réwniez graficznie na Rycinie 17.
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Deskryptory GETAWAY (H6e, R7e’) zostaly zaproponowane przez Consonni’ego i
wspotpracownikdédw w 2002 roku. Sg one liczbowym odwzorowaniem geometrii czgsteczki.
Obliczone wartosci mogg by¢ matematycznie wazone, poprzez uwzglednienie réznorodnych
wiasciwosci atomoéw, takich jak masa atomowa, objetos¢ van der Waalsa czy
elektroujemnos$é. W wymienionym powyzej modelu oba zastosowane deskryptory GETAWAY
sg wazone poprzez elektroujemnos¢. Z duzym prawdopodobienstwem wazenie przez
elektroujemno$¢ odzwierciedla wptyw polarnosci i momentu dipolowego na retencje
badanych zwigzkéw. Wptyw tych dwéch deskryptoréw jest bardzo istotny dla

chromatograficznego odrdéznienia dwéch izomerdw.

Deskryptor CATS2D opisujgcy odlegtos¢ topologiczng wystepujgcg pomiedzy centrum
lipofilowym a donorami wigzania wodorowego takze wptywa na retencje, co wydaje sie w
petni racjonalne z punktu widzenia mechanizmu retencji chromatograficznej w uktadzie faz
odwrdconych. Nieoczekiwanie istotny okazat sie réwniez deskryptor G(S..Cl), obliczony jako
suma odlegtosci pomiedzy atomami siarki i chloru. Sugeruje to, ze wymieniona para atomoéw
jest za szczegdlny rodzaj oddziatywania retencyjnego, wptywajgc na rozdzielenie pary
izomerdw geometrycznych cis/trans. Na uwage zastuguje réowniez fakt, ze dla zwigzku o
kodzie SLB-10, ktéry w swojej strukturze posiada dodatkowy atom chloru, odnotowano
najwiekszg rdznice pomiedzy czasami retencji dla pary izomerdw geometrycznych cis i trans

(Tabela 24).
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Rycina 17. Korelacja pomiedzy eksperymentalnymi a przewidzianymi wartosciami
logarytmu wspoétczynnika retencji log k,. Szary odcinek reprezentuje prosty log k,
ekperymentalne = log k, przewidywane.

Opracowany model QSRR, jak i przytoczona interpretacja potwierdzajg hipoteze o
identyfikacji dodatkowego piku jako izomeru geometrycznego. Peftna identyfikacja
wymagataby syntezy obu izomerdw i ich poréwnania, np. pod wzgledem, zachowania w

zastosowanym uktadzie chromatograficznym.

4.4 Biotransformacja in vitro pochodnych benzenosulfonamidu

Dla 15 badanych pochodnych benzenosulfonamidu opracowano metode oceny
stabilnosci metabolicznej z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometriag mas. Chromatograficzne fazy ruchoma i stacjonarna zostaty dobrane w taki
sposdb, aby zapewnic retencje wszystkich 15 zwigzkéw oraz ich rozdzielenie z produktami

biotransformacji (Rycina 18).
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Rycina 18. Przyktadowy chromatogram mieszaniny poinkubacyjnej dla

biotransformacji zwigzku SLB-13. Zaznaczono izomery zwigzku macierzystego wraz z
postulowang identyfikacjg oraz piki produktow biotransformacji M1, przy czym dla
metabolitu M1 nie ustalono struktury geometrycznej.

W sytuacji, w ktérej jedynym zachodzgcym procesem prowadzgcym do zmiany
struktury badanego zwigzku jest biotransformacja katalizowana przez enzymy zawarte w
mikrosomach, mozliwe jest wyznaczenie biologicznego czasu pottrwania in vitro. W sytuacji
wystepowania postulowanej izomeryzacji jest to niestety trudne do realizacji, poniewaz oba
procesy zachodzg réwnoczesnie. llosciowy pomiar procesu biotransformacji jest takze
utrudniony. Dlatego tez, w tej grupie zwigzkdw okreslono procent zmniejszenia powierzchni

piku gtéwnego izomeru po 2 godz inkubacji obliczony wedtug nastepujgcego wzoru:

pole powierzchni piku dominujacego izomeru w czasie 120 min

% niezmienionego zwigzku po 120 min = - — — - - -
pole powierzchni piku dominujacego izomeru w czasie 0 min

Obliczono rowniez procent piku dominujgcego izomeru w stosunku do piku drugiego

izomeru wedtug nastepujgcego wzoru:

pole powierzchni piku pobocznego izomeru w czasie 0 min

% izomeryzacji w czasie 0 min = - — — - - -
pole powierzchni piku dominujacego izomeru w czasie 0 min

Wyniki te zestawiono w Tabeli 25.
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Tabela 25. Zestawienie wynikéw badania stabilnosci metabolicznej pochodnych
benzenosulfonamidu.

% niezmienionego zwigzku

KOD w czasie 120 min % izomeryzacji w czasie 0 min
SLB-1 53,51 5,84
SLB-2 75,13 6,52
SLB-3 76,13 7,76
SLB-4 62,86 0,00°
SLB-5 79,95 5,84
SLB-6 83,88 3,50
SLB-7 60,90 5,53
SLB-8 58,23 5,25
SLB-9 96,03 9,28

SLB-10 90,80 7,79
SLB-11 98,97 1,50
SLB-12 95,11 5,41
SLB-13 95,33 2,66
SLB-14 74,88 0,00°
SLB-15 99,40 4,93

® — zwigzek SLB-4 nie wykazywat izomeryzacji cis/trans
® _ zwigzek SLB-14 nie wykazywat izomeryzacji w czasie 0 min

Podsumowujgc wyniki zawarte w Tabeli 25 nalezy zauwazyé, ze dla zwigzku
oznaczonego kodem SLB-4 nie byto mozliwe zaobserwowanie izomeryzacji cis/trans. Dla
pozostatych zwigzkdéw udziat pobocznego izomeru (prawdopodobnie formy cis-) wynosit od
1,5 do 9,28% w momencie rozpoczecia inkubacji. Analizujgc procentowe zmniejszenie pikdw
badanych zwigzkdw mozna zaobserwowal, ze wiekszo$¢ badanych pochodnych
charakteryzowata sie duzg stabilnoscig, z niewielkim udziatem pikdw produktéw
biotransformacji potencjalnych metabolitow. Najwiekszg stabilnoscia odznaczaty sie
pochodne z podstawnikiem aromatycznym, tzn. SLB-15 (99,4%) oraz SLB-9 (96,03%) do SLB-
13 (95,33%), a nieco mniejszg stabilnos¢ miaty pochodne z podstawnikami alifatycznym, jak
SLB-1 (53,51%), SLB-2 (75,13%), SLB-3 (76,13%), SLB-4 (62,86%), SLB-5 (79,95%). W wyniku
zaproponowanych reakcji enzymatycznych powstawaty jedynie niewielkie ilosci
potencjalnych metabolitdéw, a pomiar ich mas czgsteczkowych wykonany technikg LC-Q-TOF-
MS wskazywat, ze sg to produkty hydroksylacji zwigzku macierzystego. Szczegdlnie wyrdzniat
sie zwigzek SLB-14, ktéry pomimo podstawnika aromatycznego cechowat sie wzglednie

nizsza stabilnoscig (74,88%). Dodatkowo, intensywnos¢ pikéow produktéw biotransformaciji,
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umozliwita ich identyfikacje za pomocy analizy fragmentacyjnych widm mas, co

przedyskutowano w nastepnym podrozdziale.

4.5 Badanie produktow biotransformacji pochodnej
benzotiohydrazonianu o kodzie SLB-14 z zastosowaniem
spektrometrii mas

Identyfikacje produktéw biotransformacji (potencjalnych metabolitéw), wykonano
poprzez poréwnanie sciezek fragmentacji produktéw i zwigzku macierzystego. Wykorzystano
widma mas wykonane technikg Q-TOF-MS zaprezentowane na Rycinach 19 i 20. Tabela 26
zawiera charakterystyke jondw fragmentacyjnych wystepujacych w widmach SLB-14 i jego

gtownych metabolitéw, oznaczonych jako M1, M2 i M3.

Jony F3 i F4 w wiekszosci widm wystepowaty jako jony gtdwne, o najwiekszej
intensywnosci. Rycina 21 przedstawiajgca proponowang sciezke fragmentacji zwigzku SLB-14
utatwia przesdledzenie sposobu identyfikacji poszczegdlnych metabolitéw. Jony F4 i F5
powstajg poprzez rozerwanie wigzania S-C w ugrupowaniu tiohydrazonu, jednak
powstawanie jonu F4 nie jest typowa reakcjg fragmentacji. Jego powstawanie mozna
wyttumaczy¢ tworzeniem stabilnej, obojetnej czgsteczki 3-bromo-4-hydroksybenzenonitrylu
(nie widocznego na widmie). Jony F1 i F3 powstajg poprzez rozerwanie wigzania N-N. Jon F6
powstaje z jonu F5 po utracie rodnika NO,. Uwolnienie rodnika OH moze natomiast
ttumaczyé przeksztatcenie jonu F2 w F1. Opisany wzor fragmentacji jest charakterystyczny
dla wszystkich badanych pochodnych benzenosulfonamidu. Opisane ponizej postulowane
struktury produktow biotransformacji odnoszg sie do przedstawionego ogdlnego schematu

fragmentacji.
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Rycina 19. Widma fragmentacyjne wykonane technikag LC-Q-TOF-MS. A: SLB-14, B:
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biotransformacji M1.
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Rycina 20. Widma fragmentacyjne wykonane technikg LC-Q-TOF-MS. A: produkt
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Tabela 26. Charakterystyka najczesciej wystepujacych jonéw fragmentacyjnych w
widmach zwigzku SLB-14 i jego gtéwnych produktéw biotransformacji oznaczonych
M1, M2 i M3.
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g = £S
S S © T £
= S [=} 23
— = ©
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= )
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HoN
i
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+
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Kontynuacja Tabeli 26

cl S
/
T X
F8 ~ NH 233,94 233,98 0,04 M1, M3
HC ﬁ/ 2
o)

HO
F9 12004 120,07 0,03 M2, M3
+-NH
c

HO NI

F10 \@\ /@/ Xo 256,07 256,11 0,04 M2, M3

_N
¢’ TNH
HO .
= C
F11 | 210,08 210,11 0,03 M2, M3
_N X

c’” NH

4.5.1 Hydroksylacja (M1)

Utlenianie atomu wegla jest jedng z najczestszych reakcji katalizowanych przez enzymy
z grupy cytochromu P-450. Dla metabolitu M1 proponowana jest struktura hydroksylowanej
czgsteczki. Otrzymane widmo nie pozwala jednak doktadnie okresli¢ miejsca podstawienia
grupy OH, a jedynie fragment czgsteczki, w ktérym prawdopodobnie zaszta ta reakcja.
Widmo produktu M1 znajduje sie na Rycinie 19B, oznaczenia jondéw fragmentacyjnych sg
konsekwentne i zgodne z Tabelg 26. Metabolit M1 charakteryzuje sie jonem
pseudomolekularnym o wartoéci m/z 587,0149 ([M+H]*). W widmie fragmentacyjnym
wystepujg jony F1, F2, F3, F5 i F6, co sugeruje, ze ugrupowanie hydrazonu nie zostato
zmienione w procesie biotransformacji. Potwierdzeniem przytaczenia sie atomu tlenu sg jony
F7 i F8. F8 tworzy sie po utracie czasteczki wody z jonu F7, co jest zjawiskiem typowym dla
ugrupowania typu C-OH. Ze wzgleddéw sterycznych najbardziej prawdopodobna wydaje sie
hydroksylacja grupy metylowej, chociaz nie mozna wykluczy¢ réwniez bezposredniej

hydroksylacji pierscienia benzenu.
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Rycina 21. Proponowana $ciezka fragmentacji zwigzku SLB-14.

4.5.2 Debrominacja (M2)

Reakcja metaboliczna polegajgca na powstawaniu metabolitu pozbawionego atomu
chlorowca nazywana jest dehalogenizacjg. Zachodzi¢ moze z zastgpieniem chlorowca grupa
OH (oksydatywna debrominacja), badz tez z zastgpieniem chlorowca atomem wodoru
(reduktywna debrominacja). Na podstawie uzyskanych wynikéw postulowane jest
zachodzenie reduktywnej debrominacji w przypadku SLB-14. Widmo metabolitu powstatego

w tej reakcji (M2) znajduje sie na Rycinie 20A. Wartos¢ m/z dla jonu pseudomolekularnego

stfrona 89



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

wynosi 493,0886. Gtéwne jony wykorzystane w identyfikacji to jon F3 pozbawiony bromu
(m/z 197,9872) oraz F6 rowniez pozbawiony atomu bromu (m/z 288,0261). Dodatkowo
takze jon F5 wystepuje w wersji pozbawionej atomu bromu, a pozostate jony wystepujg w

postaci niezmienionej w stosunku do macierzystego zwigzku SLB-14.
4.5.3 Debrominacja i hydroksylacja (M3)

W wyniku analizy chromatograméw uzyskano rdéwniez widmo fragmentacyjne
kolejnego produktu oznaczonego jako M3 (Rycina 20B). Widmo fragmentacyjne zwigzku
Swiadczy o tym, Zze metabolit ten powstat jako wynik dwdch opisanych wczesniej reakgc;ji:
hydroksylacji i debromizacji. Wartos¢ m/z dla jonu pseudomolekularnego wynosi 509,0889.
W widmie fragmentacyjnym mozna zauwazy¢ jony charakterystyczne zaréwno dla M1 (np.
F8), jak i dla M2 (np. F9, F10, F11). Proponowang w tym przypadku strukturg produktu jest
metabolit pozbawiony atomu bromu i jednoczesnie hydroksylowany w obszarze pierscienia

potgczonego bezposrednio z grupg sulfonamidowsa.

Na Rycinie 23 przedstawiono podsumowanie opisanych zjawisk zachodzgcych w

warunkach in vitro.
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Rycina 22. Podsumowanie procesow zachodzgcych w czasie inkubacji zwigzku SLB-14.

strona 90



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

4.6 Ocena stabilnosci metabolicznej pochodnych
arylopiperazyny

Zestawienie wynikéw z doswiadczen in vitro badania stabilnos$ci metabolicznej
arylopiperazyny przedstawiono w Tabeli 27. Wyniki wyrazono w postaci metabolicznego
czasu pottrwania, ti/;. Dla poréwnania w Tabeli 27 umieszczono takze wartosc¢ t;/; uzyskana
dla buspironu, wyznaczong eksperymentalnie w taki sam sposéb, jak dla 16 pozostatych

pochodnych.

Tabela 27. Zestawienie metabolicznych czaséw péttrwania otrzymanych w warunkach
in vitro dla 16 pochodnych arylopiperazyny.

Kod zwigzku pomiar 1 pomiar 2 srednia (n = 2)
141 32,24 28,18 30,21
144 40,07 32,39 36,23
148 23,03 25,07 24,05
149 14,47 13,23 13,85
152 42,27 44,72 43,49
159 12,31 14,12 13,21
161 42,01 64,18 53,09
165 37,47 56,35 46,91
c9 6,12 6,52 6,32
C10 5,98 5,55 5,77
Cc17 7,43 7,72 7,58
Cl16 15,61 22,65 19,13
c7 5,66 5,01 5,34
Cc2 10,25 10,78 10,52
c1 5,48 5,27 5,38
ca 9,82 10,98 10,40

buspiron 6,64 6,54 6,59

Z poréwnania Srednich wartosci t;; wynika, ze wsrdd badanych pochodnych znalazty
sie zwigzki o stabilnosci zarbwno mniejszej, jak i wiekszej od zwigzku referencyjnego jakim
byt buspiron. Wszystkie zwigzki z grupy pochodnych z podstawnikiem tetrahydropirydyny
(oznaczone kodem 1) wykazywaty stabilnos¢ wiekszg niz buspiron, natomiast tylko czes¢
zwigzkéw z podstawnikiem chinolino-piperazyny (kod C) byta od niego bardziej stabilna.
Najmniej stabilne okazaty sie zwigzki C7, C1 i C8 o czasach péttrwania odpowiednio 5,34 min,
5,38 min i 5,77 min. Zwiazki 161 i 165 o czasach poéttrwania 53,09 min i 46,91 min wykazywaty
natomiast najwiekszg w badanej grupie stabilno$¢ wobec mikrosoméw ludzkich i NADPH.

Wysoka stabilnos¢ jest cechg pozgdang wsrdd nowosyntezowanych potencjalnych lekow.
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Analizujgc wyniki zawarte w Tabeli 27 w kontekscie zaleznos$ci pomiedzy strukturg
chemiczng a wyznaczonym parametrem stabilnosci metabolicznej t;/, trudno jest wyciggnac
jednoznaczne reguty dotyczgce stabilnosci dla catego zestawu badanych pochodnych. Z cata
pewnoscig pochodne chinolino-tetrahydropirydyny cechuje stabilnosé¢ wyzsza niz pochodne
indolo-piperazyny. Bezposredni wptyw poszczegdlnych podstawnikdw jest natomiast trudny
do oceny w badanym zestawie pochodnych. Zauwazyé mozna, ze w parach zwigzkéw, ktére
réznig sie wytacznie potozeniem podstawnika w pierscieniu fenylowym, np. 17 w poréwnaniu
z 12 oraz 11 w pordwnaniu z 14, zwigzkiem stabilniejszym jest ten podstawiony w pozycji para.

Podobng ogdlng zalezno$¢ mozna odnalezé w grupie chinolino-tetrahydropirydyny.

4.7 Poszukiwanie zaleznosci pomiedzy wartosciami
deskryptorow molekularnych a stabilnoscig metaboliczng
pochodnych arylopiperazyny z wykorzystaniem analizy
czqgstkowych najmniejszych kwadratéw (PLS, procedura 4)

Do procedury czwartej wtgczono 16 badanych analogéw arylopiperazyny oraz
buspiron. Poréwnanie wartosci eksperymentalnego metabolicznego czasu péttrwania z
wartosciami uzyskanymi za pomocg modelu dla czterech opracowanych modeli PLS
przedstawiono na Rycinie 23. Uzyskane modele mozna takie pordwnac¢ na podstawie

wartosci zebranych w Tabeli 28.

Tabela 28. Parametry statystyczne modeli PLS.

nr zastosowane deskryptory RMSEE RMSECV
R2Y Q2 . .
modelu molekularne [min] [min]
1 modele 2-4 plus deskryptory 0,883 0,683 5,89 8,63

konstytucyjne i fragmenty o
zdefiniowanym atomie centralnym

2 CATS2D 0,788 0,705 7,94 8,79
3 pary atomow w przestrzeni 0,800 0,634 7,55 9,48
dwuwymiarowej
4 licznosci grup funkcyjnych 0,732 0,607 8,93 10,02
R2Y — utamek zmiennosci zmiennej y (ti,) zawarty w modelu; Q2 — wspodtczynnik determinancji
modelu otrzymany w procedurze walidacji krzyzowej; RMSEE - S$redniokwadratowy btad

dopasowania modelu; RMScv — $redniokwadratowy btgd modelu otrzymany w procedurze walidacji
krzyzowej

Pod wzgledem wartosci wariancji opisywanej przez model, najbardziej
satysfakcjonujgcy byt model 1 z R2Y = 0,883, co odzwierciedlone jest rowniez najmniejszym
Srednim btedem dopasowania (RMSEE) réwnym 5,89 min, jak i $rednim btedem

przewidywania uzyskanym w procedurze walidacji krzyzowej (RMSECV) réwnym 8,63 min.
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pojedynczych

blokéw  deskryptoréw

najkorzystniejszym byt model 2, ktéry wykorzystuje wartosci deskryptoréw CATS2D.

Parametry dwdéch pozostatych modeli (model 3 i 4) nie réznity sie znaczagco — $redni btad

przewidywania czasu poéttrwania waha sie pomiedzy 8,8 a 10 min, dla modeli 2 i 4.
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Rycina 23. Porownanie otrzymanych eksperymentalnie wartosci metabolicznych

czasow pottrwania 16 analogéw arylopiperazyny i buspironu z wartosciami
uzyskanymi za pomocg modelu PLS zbudowanego z wykorzystaniem deskryptoréow: A)
pieciu blokéw opisanych w rozdziale 3.14; B) deskryptoréw CATS2D; C) deskryptorow
par atomoéw w przestrzeni dwuwymiarowej; D) deskryptorow licznosci grup
funkcyjnych.

Najistotniejsze dla interpretacji modeli wnioski zebrano w Tabeli 29. Zawiera ona

wartosci VIP dla deskryptoréw, dla ktérych parametr ten przyjat wartos¢ wiekszg niz 1. Jesli
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takich deskryptoréow byto wiecej niz 20, przedstawiono liste 20 deskryptoréw o najwyzszej

wartosci VIP.

Tabela 29. Zestawienie wartosci VIP deskryptorow molekularnych w czterech
otrzymanych modelach PLS.

model 1 model 2 model 3 model 4
B10[N-O] 1,78 CATS2D_09_AL 1,39 B10[N-O] 1,89 nRC=N 1,39
F10[N-O] 1,67 CATS2D_05_LL 1,37 F10[N-O] 1,82 nArNR2 1,39

CATS2D_09_AL 1,57 CATS2D_06_LL 1,33 BO3[N-N] 1,61 nR=Ct 1,37

CATS2D_05_LL 1,54 CATS2D_02_AA 1,31 BO6[N-N] 1,61 nHAcc 1,28

CATS2D_06_LL 1,50 CATS2D_03_AA 1,31 BO8[N-N] 1,61 nArX 1,24

C 1,49 CATS2D_06_AA 1,31 B10[N-N] 1,61 nPyridines 1,21

nRC=N 1,49 CATS2D_08_AA 1,31 FO3[N-N] 1,61 nCconj 1,19
nArNR2 1,49 CATS2D 04 LL 1,19 FO6[N-N] 1,61
C-036 1,49 CATS2D_05_AA 1,16 FO8[N-N] 1,61
N-071 1,49 CATS2D 02_LL 1,09 F10[N-N] 1,61
N-074 1,49 FO6[C-N] 1,59
CATS2D 02_AA 1,49 FO1[C-N] 1,58
CATS2D_03_AA 1,49 FO2[N-N] 1,52
CATS2D _06_AA 1,49 FO5[N-N] 1,52
CATS2D_08_AA 1,49 T(N,,N) 1,48
BO3[N-N] 1,49 T(N,,Br) 1,47
BO6[N-N] 1,49 T(O,,Br) 1,47
BO8[N-N] 1,49 BO1[C-Br] 1,47
B10[N-N] 1,49 BO2[C-Br] 1,47

Oznaczenia deskryptoréw:

B — deskryptor przyjmujacy warto$¢ 0 lub 1 w zaleznosci od obecnosci w czgsteczce pary atoméw we wskazanej
odlegtosci topologicznej

F —suma wystgpien w czgsteczce wskazanej pary atomow, we wskazanej odlegtosci topologicznej

T — suma odlegtosci topologicznych pomiedzy wskazanymi atomami

CATS — liczba wystgpien wskazanych typow atomow, we wskazanej odlegtosci topologicznej, przy czym: A:
akceptor wigzania wodorowego, L — atom lipofilowy,

C-036 — Al-CH=X — wegiel z podstawnikiem alifatycznym i wigzaniem podwdjnym

N-071 — Ar-NAI2 — amina z dwoma podstawnikami alifatycznymi i jednym aromatycznym

N-074 — R#N / R=N- stosunek amin czwartorzedowych do trzeciorzedowych

nN — liczba atoméw azotu; nRC=N

nNArNR2 — liczba amin trzeciorzedowych, aromatycznych

nR=Ct — liczba trzeciorzedowych alifatycznych atomoéw wegla sp2

nHAcc — liczba akceptorow wigzan wodorowych na atomach F, O i N

nArX — liczba atomdw chlorowca przytgczonego do uktadu aromatycznego

nPyridines — liczba pirydyn

nCconj — liczba niearomatycznych sprzezonych atomoéw wegla

W modelu 1 dwoma deskryptorami o najwiekszej wartosci parametru VIP okazaty sie
deskryptory B10[N-O] i F10[N-O], ktérych wartos¢ jest zalezna od obecnosci pary atomow N i

O w odlegtosci topologicznej (liczbie wigzan chemicznych pomiedzy atomami) réwnej 10.
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Wymieniona para atomow wystepuje czesciej w grupie zwigzkdédw oznaczonej kodem C, a nie
wystepuje w zwigzkach takich jak 161 i 165, stagd wyzsza wartos¢ tego deskryptora jest
niekorzystna dla stabilnosci metabolicznej. Kolejnym istotnym deskryptorem jest
CATS2D_09 AL, ktérego wartos¢ jest sumg wystgpien w czgsteczce akceptora wigzania
wodorowego w odlegtosci topologicznej rownej 9 od lipofilowego atomu czasteczki. Zwigzki
oznaczone kodem | charakteryzujg sie wartoscig tego parametru rzedu 11-13, natomiast te o
kodzie C rzedu 4-7. Dla buspironu CATS2D_09_AL = 2. Dla stabilnosci metabolicznej wiec
korzystnym jest, aby wartos$¢ tego deskryptora byta jak najwyzsza. Wartosci CATS2D_05_LL i
CATS2D_06_LL reprezentujg faworyzowang odlegto$¢ pomiedzy lipofilowymi atomami.
Deskryptory te przyjmujg wyzszg nizszg dla analogow arylopiperazyny zawierajgcych
podstawnik chinoliny, co potwierdza niekorzystny wptyw tego podstawnika na stabilno$é
metaboliczng w pordwnaniu z podstawnikiem indolowym. Podobny wniosek mozna
zaproponowac na podstawie wartosci deskryptoréw, ktére informujg o liczbie i odlegtosci

pomiedzy atomami azotu, np. nN, BO3[N-N].

Dodatkowo w modelu 3 obecne sg deskryptory takie jak: T(N,,Br), T(O,,Br), BO1[C-Br],
BO2[C-Br], ktore potwierdzajg stabilizujgcy wptyw atomu bromu. W modelu 4 natomiast
zaznaczyt sie stabilizujgcy udziat pirydyny, z deskryptorem rozpoznajagcym jg wewnatrz

uktadu chinoliny.

Interesujace, ze zaden z deskryptoréw w Tabeli 29 nie wskazuje bezposrednio na
wigzanie podwdjne C=C w ugrupowaniu tetrahydropirydyny, ktdére zastgpito piperazyne w
zwigzkach oznaczonych kodem I. Z tego powodu, za zrédto niestabilnosci zwigzkéw z grupy C

mozna uwazac bardziej atom azotu piperazyny, niz nasycenie tego pierscienia.

Podsumowujgc, uzyskane w tym rozdziale wyniki mogg wskazywaé nastepujgce
najwazniejsze cechy badanych analogdéw arylopiperazyny, podwyiszajagce stabilnosé

metaboliczna:

e podstawnik indolowy podstawiony atomem bromu

e zastgpienie atomu azotu atomem wegla w pierscieniu piperazyny
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5 Podsumowanie wynikéw i wnioski

Wyniki zostaty podsumowane z wyszczegdlnieniem nastepujgcych po sobie etapdw

prowadzonych badan, z uwzglednieniem podziatu na zaproponowane procedury badawcze.

Wyniki uzyskane poprzez zastosowanie procedury 1 (Rozdziat 4.1) wskazujg, ze analiza
gtownych sktadowych (PCA), bedgaca technikg wykorzystywang w analizie duzych zestawdéw
danych i redukcji ich wielowymiarowosci moze by¢ uzyteczna w dziedzinie selekcji
nowosyntezowanych pochodnych o potencjalnych wtasciwosciach leczniczych. Poziom
automatyzacji testdow przesiewowych, np. cytotoksycznosci, pozwala zbadaé w krétkim
czasie duzg liczbe nowych zwigzkéw chemicznych, i to z wykorzystaniem wielu testow
biologicznych. Ten podstawowy etap biologicznej oceny moze doprowadzi¢ do wybrania z
catego zbioru kandydatéw na leki, tych o najbardziej korzystnych wtasciwosciach. Ocena taka
moze by¢ trudna w przypadku jednoczesnego analizowania danych aktywnosci dla wielu linii
komédrkowych. Analiza gtéwnych sktadowych moze stuzyé do przedstawienia tych danych w
stosunkowo prosty do interpretacji wykres, przedstawiajgcy wspotzaleznosci pomiedzy
badanymi zwigzkami. Dodatkowo, zastosowanie deskryptoréw czgsteczkowych pozwala

wykazag, ze réznice te wynikajg ze struktury chemicznej.

Procedura druga (Rozdziat 4.2) jest propozycja wykorzystania analizy gtéwnych
sktadowych (PCA) do uzyskania nowej zmiennej, przedstawiajgcej ilosciowo o0godlng
aktywnos¢ w badanej grupie kandydatéw na leki. Zaproponowana procedura, jest
szczegblnie przydatna, gdy do opisu aktywnosci konieczne jest wykorzystanie kilku
zmiennych, a pozadany kierunek zmian aktywnosci zaktada uzyskanie korzystnych wartosci
wszystkich tych zmiennych. W tym przypadku metoda kompresji danych jakg jest PCA,
pozwolita na znaczace zredukowanie wielowymiarowosci informacji zawartej w tabeli
aktywnosci i przedstawienie jej jako jednej zmiennej ilosciowe]j, przedstawiajgcej ogdlng
aktywnos¢ zwigzku. Natomiast proponowane deskryptory, uwzglednione w réwnaniu QSAR
opisujg ilosciowo i w sposdb statystycznie istotny, zwigzek pomiedzy struktura chemiczng a
tg ogdlna aktywnoscig. Uzyskane rdédwnanie moze by¢ wykorzystane do szacowania

aktywnosci kolejnych pochodnych w grupie pochodnych benzenosulfonamidu.

W kontekscie procedury trzeciej, ktéra doprowadzita do opracowania modelu QSRR,

opisujgcego zjawisko izomeryzacji geometrycznej pochodnych benzenosulfonamidu

strona 96



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

(Rozdziat 4.3) oraz czesci, w ktérej zbadano ich stabilnos¢ metaboliczng (Rozdziat 4.4), takze
mozna wyciggnac interesujgce wnioski oraz wskaza¢ zastosowanie praktyczne tego etapu
badan. Opisane wyzej wyniki, to wedfug wiedzy autora rozprawy doktorskiej, pierwsza préba
opisania zachowania zwigzkéw z grupy benzenosulfonamidéw zawierajgcych ugrupowanie
tiohydrazonu w obecnosci enzymdédw metabolizujgcych ksenobiotyki. Badane pochodne
benzenosuflonamidu, zawierajgce ugrupowanie tiohydrazonu wykazaty wysokg stabilnosé,
pomimo zastosowania maksymalnego czasu inkubacji. Oznacza to, ze wymieniona wyzej
struktura moze by¢ takie stabilna wobec mechanizméw eliminacji ksenobiotykdw
zachodzacych w organizmie ludzkim. Zjawiskiem niekorzystnym jest natomiast postulowana
izomeryzacja, ktdra wnosi swoj wktad w zjawisko niestabilno$¢ zwigzku. Mozliwe rdznice
pomiedzy izomerami w aktywnosci biologicznej, wtgczajgc wtasciwosci farmakokinetyczne,
pozostajg nieznane i mogg stanowi¢ wyzwanie badawcze ze wzgledu na brak mozliwosci
zablokowania procesu izomeryzacji i analizy jedynie jednego z postulowanych izomerdw. Z
tego wzgledu, interesujacy wydaje sie zwigzek o kodzie SLB-4, ktéry charakteryzowat sie
dobrg stabilnoscia metaboliczng, a w szczegdlnosci nie zaobserwowano dla niego
dodatkowego piku izomeru cis/trans podczas analizy chromatograficznej. Cechy te mozna
probowacé ttumaczy¢é obecnoscig dodatkowe] grupy nitrowej w jego strukturze. Dalsze
poszukiwanie zwigzkdw w grupie pochodnych benzenosulfonamidu o korzystnych

wtasciwosciach moze uwzglednic uzyskane wyniki.

Do osiggnie¢ przedfozonej pracy doktorskiej nalezy réwniez opisanie przemian
metabolicznych zwigzkéw z grupy pochodnych benzenosulfonamidu, ze szczegdlnym
uwzglednieniem pochodnej oznaczonej kodem SLB-14 (Rozdziat 4.5). Zwigzek oznaczony
kodem SLB-14 ulega, w warunkach zblizonych do fizjologicznych (bufor fosforanowy, pH 7,4,
37°C), przemianom zaleznym i niezaleznym od obecnosci mikrosomow i NADPH. Elementem
braku stabilno$ci chemicznej jest postulowane zachodzenie izomeryzacji geometrycznej z
utworzeniem izomeru cis. Zwigzek SLB-14 ulega réwniez katalizowanej przez mikrosomy
biotransformacji do typowego w tej serii zwigzkdw metabolitu hydroksylowanego oraz
reakcji debrominacji, charakterystycznej jednak tylko i wytacznie dla tej pochodnej. Reakcja
taka, polegajaca na zastgpieniu podstawnika bromowego w pierscieniu aromatycznym
benzenu atomem wodoru zostata tylko kilkukrotnie opisana w literaturze dotyczacej

przemian metabolicznych.
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W Rozdziale 4.6 dokonano natomiast analizy wynikéw badan ilosciowej oceny
stabilnosci metabolicznej 16 analogéw arylopiperazyny oraz poréwnano ich stabilnos¢ ze
zwigzkiem referencyjnym dla tej grupy, jakim jest buspiron. Wéréd badanych zwigzkéw,
znajdowaty sie pochodne o kilkukrotnie wyzszej wartosci wyznaczonego w warunkach in
vitro metabolicznego czasu pottrwania, t;;, w poréwnaniu ze zwigzkiem referencyjnym. Jest
to wilasciwos¢ szczegdlnie korzystna, co prowadzi do wniosku, ze w kontekscie wtasciwosci
metabolicznych, zwigzki oznaczone kodem 161 i 165 sg szczegdlnie atrakcyjne jako kandydaci
na leki przeciwdepresyjne. Z otrzymanych wynikdw mozna rowniez wyciggngé wniosek, ze
dla stabilnosci metabolicznej korzystne jest zastgpienie podstawnika indolo-piperazyny
podstawnikiem chinolino-tetrahydropirydyny. Zagadnienie to bylo kontynuowane w
badaniach opisanych w Rozdziale 4.7, w ktéorym zastosowano regresje czgstkowych
najmniejszych kwadratéw (PLS) do wyselekcjonowania cech korzystnych dla stabilnosci
metabolicznej. Zaproponowana procedura 4, ktéra jest szybka w realizacji dzieki pominieciu
etapu modelowania molekularnego, prawidtowo zidentyfikowata cechy badanych analogéw
arylopiperazyny, ktérych wptyw zaobserwowano juz w analizie opisanej w Rozdziale 4.6.
Procedura ta umozliwia réwniez przewidywanie stabilnosci nowych analogéw o podobnej
strukturze na podstawie zdefiniowanych deskryptorow molekularnych. Pomimo znaczacych
wartosci RMSEE i RMSECV, model ten moze by¢ stosowany do oceny stabilnosci

metaboliczne;.

Najwazniejsze, uzyskane w toku prowadzonych badan osiggniecia mozna przedstawic
w postaci ponizszego podsumowania pracy zawartej w rozprawie doktorskiej. W ramach

prowadzonych badan:

e zaproponowano trzy interdyscyplinarne procedury badawcze, ktorych celem
jest wykorzystanie wielowymiarowych zestawdéw danych biologicznych i
deskryptorow  molekularnych  uzyskanych  technikami  modelowania
molekularnego do opisu zjawiska izomeryzacji geometrycznej i aktywnosci
biologicznej oraz wskazania ich zaleznosci od struktury chemicznej,

e opisano kierunki biotransformacji w grupie pochodnych benzenosulfonamidu,
a takze potwierdzono wystepowanie izomeryzacji geometrycznej, niezaleznej

od zastosowanego uktadu enzymatycznego,
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w grupie pochodnych benzenosulfonamidu, ze wzgledu na stabilnos¢
metaboliczng i fizykochemiczng, zwigzkiem dedykowanym do dalszych
rozwazan jest zwigzek oznaczony kodem SLB-4,

oznaczono ilosciowo stabilnos¢ metaboliczng 16 analogéw arylopiperazyny
oraz buspironu wyrazong w postaci metabolicznego czasu péttrwania ty, a
takze przedyskutowano wptyw struktury chemicznej na uzyskane wartosci ty;;
w grupie analogéw arylopiperazyny szczegdlnie korzystnymi wtasciwosciami
charakteryzowaty sie zwigzki oznaczone kodami 165 oraz 161, odpowiednio 7-i
8-krotnie bardziej stabilne od buspironu

zaproponowany model PLS pozwala numerycznie identyfikowac¢ elementy

struktury chemicznej odpowiedzialne za matg/duzg stabilnos¢ metaboliczna.
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gtownych sktadowych. Analiza wykonana na podstawie danych
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aktywnos$ci zmierzonej wobec 39 linii komdérkowych. Zaznaczono
przynaleinos¢ pochodnych benzenosulfonamidu do trzech gtéwnych
grup chemicznych.

Rycina 15. Rzut przypadkédw na ptaszczyzne dwoéch pierwszych
sktadowych (A) i przestrzen trzech pierwszych sktadowych (B).
Analiza wykonana na wartosciach deskryptorow molekularnych i
eksperymentalnych parametrach lipofilowosci. Zaznaczono
przynaleinos¢ pochodnych do trzech gtéwnych grup chemicznych.

Rycina 16. Porédwnanie widm fragmentacyjnych pary izomerdow
zwigzku SLB-13. A: zwigzek gtéowny (postulowany izomer trans); B:
zwigzek dodatkowy (postulowany izomer cis). Kolorem oznaczono
odpowiadajgce sobie jony na obu widmach.

Rycina 17. Korelacja pomiedzy eksperymentalnymi a przewidzianymi
wartosciami logarytmu wspodtczynnika retencji log kw. Szary odcinek
reprezentuje prostg log kw ekperymentalne = log kw przewidziane.

Rycina 18. Przyktadowy chromatogram mieszaniny poinkubacyjnej
dla biotransformacji zwigzku SLB-13. Zaznaczono izomery zwigzku
macierzystego wraz z postulowang identyfikacjg oraz piki produktéow
biotransformacji M1, przy czym dla metabolitu M1 nie ustalono
struktury geometrycznej.

Rycina 19. Widma fragmentacyjne wykonane technikag LC-Q-TOF-MS.
A: SLB-14, B: produkt biotransformacji M1. Naniesiono proponowane
struktury chemiczne powstajgcych jonéw.

Rycina 20. Widma fragmentacyjne wykonane technikg LC-Q-TOF-MS.
A: produkt biotransformacji M2, B: produkt biotransformacji M3.
Naniesiono proponowane struktury chemiczne powstajgcych jondéw.

Rycina 21. Proponowana $ciezka fragmentacji zwigzku SLB-14.

Rycina 22. Podsumowanie proceséw zachodzacych w czasie inkubacji
zwigzku SLB-14.

Rycina 23. Pordwnanie otrzymanych eksperymentalnie wartosci
metabolicznych czaséw poéttrwania 16 analogéw arylopiperazyny i
buspironu z wartosciami uzyskanymi za pomoca modelu PLS
zbudowanego z wykorzystaniem deskryptorow: A) pieciu blokéw
opisanych w rozdziale 3.14; B) deskryptoréow CATS2D; ()
deskryptoréow par atomoéw w przestrzeni dwuwymiarowej; D)
deskryptoréw licznosci grup funkcyjnych.
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Tabela 28. Parametry statystyczne modeli PLS.
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.58

.69

.63

.68

.71

.73

.75

.78

.83

.87

.91

.92

.94

strona 103



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

Literatura

[1] J.A. Salomon, H. Wang, M.K. Freeman, T. Vos, A.D. Flaxman, A.D. Lopez, C. J.
L. Murray, Healthy life expectancy for 187 countries, 1990-2010: a systematic
analysis for the Global Burden Disease Study 2010, Lancet, 380 (2012) 2144-2162.

[2] A. Jemal, F. Bray, M.M. Center, J. Ferlay, E. Ward, D. Forman, Global cancer
statistics, CA. Cancer J. Clin., 61 (2011) 69-90.

[3] I.-M. Lee, E.J. Shiroma, F. Lobelo, P. Puska, S.N. Blair, P.T. Katzmarzyk, Effect
of physical inactivity on major non-communicable diseases worldwide: an analysis of
burden of disease and life expectancy, Lancet, 380 (2012) 219-229.

[4] M. Hay, D.W. Thomas, J.L. Craighead, C. Economides, J. Rosenthal, Clinical
development success rates for investigational drugs, Nat. Biotechnol., 32 (2014) 40-
51.

[5] H.M. Kantarjian, T. Fojo, M. Mathisen, L.A. Zwelling, Cancer drugs in the
United States: Justum Pretium--the just price, J. Clin. Oncol., 31 (2013) 3600-3604.

[6] C.G. Begley, L.M. Ellis, Drug development: Raise standards for preclinical
cancer research, Nature, 483 (2012) 531-533.

[7] I. Khanna, Drug discovery in pharmaceutical industry: productivity challenges
and trends, Drug Discov. Today, 17 (2012) 1088-1102.

[8] I. Kola, J. Landis, Can the pharmaceutical industry reduce attrition rates?,
Nat. Rev. Drug Discov., 3 (2004) 711-715.

[9] J. Kirchmair, M.J. Williamson, J.D. Tyzack, L. Tan, P.J. Bond, A. Bender, R. C.
Glen, Computational prediction of metabolism: sites, products, SAR, P450 enzyme
dynamics, and mechanisms, J. Chem. Inf. Model., 52 (2012) 617-648.

[10] F. Carta, A. Scozzafava, C.T. Supuran, Sulfonamides: a patent review (2008 -
2012), Expert Opin. Ther. Pat., 22 (2012) 747-758.

[11] D.L. Epstein, Carbonic Anhydrase Inhibitor Side Effects, Arch. Ophthalmol., 95
(1977) 1378-1382..

[12] A. Martinez, F. Gonzalez, C. Capeans, R. Perez, M. Sanchez-Salorio,
Dorzolamide effect on ocular blood flow, Invest. Ophthalmol., Vis. Sci. 40 (1999)
1270-1275.

[13] L. Desantis, Preclinical Overview of Brinzolamide, Surv. Ophthalmol., 44
(2000) S119-S129.

[14] R.M. Steele, F. Benedini, S. Biondi, V. Borghi, L. Carzaniga, F. Impagnatiello,
D. Miglietta, W. K. M. Chong, R. Rajapakse, A. Cecchi, C. Temperini, C. T. Supuran,
Nitric oxide-donating carbonic anhydrase inhibitors for the treatment of open-angle
glaucoma, Bioorg. Med. Chem. Lett., 19 (2009) 6565-6570.

strona 104



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

[15] T. Leniger, M. Wiemann, D. Bingmann, G. Widman, A. Hufnagel, U. Bonnet,
Carbonic Anhydrase Inhibitor Sulthiame Reduces Intracellular pH and Epileptiform
Activity of Hippocampal CA3 Neurons, Epilepsia, 43 (2002) 469-474.

[16] V. Biton, Clinical pharmacology and mechanism of action of zonisamide, Clin.
Neuropharmacol., 30 (2007) 230-40.

[17] K.M. Gadde, D.M. Franciscy, H.R. Wagner, K.R.R. Krishnan, Zonisamide for
weight loss in obese adults: a randomized controlled trial, JAMA, 289 (2003) 1820-
1825.

[18] C. Bell, S. Bhikha, H. Colhoun, F. Carter, C. Frampton, R. Porter, The response
to sulpiride in social anxiety disorder: D2 receptor function, J. Psychopharmacol., 27
(2013) 146-151.

[19] J. Wang, S. Sampson, Sulpiride versus placebo for schizophrenia, Cochrane
Database Syst. Rev., 4 (2014) CD007811.

[20] F.J. Al Badarin, M.A. Abuannadi, C.J. Lavie, J.H. O’Keefe, Evidence-based
diuretic therapy for improving cardiovascular prognosis in systemic hypertension,
Am. J. Cardiol., 107 (2011) 1178-1184.

[21] R.P. Ames, A comparison of blood lipid and blood pressure responses during
the treatment of systemic hypertension with indapamide and with thiazides, Am. J.
Cardiol., 77 (1996) B12-B16.

[22] P. Sooriakumaran, COX-2 inhibitors and the heart: are all coxibs the same?,
Postgrad. Med. J., 82 (2006) 242-245.

[23] A. Kirane, J.E. Toombs, K. Ostapoff, J.G. Carbon, S. Zaknoen, J. Braunfeld, R.
E. Schwarz, F. J. Burrows, R. A. Brekken, Apricoxib, a novel inhibitor of COX-2,
markedly improves standard therapy response in molecularly defined models of
pancreatic cancer, Clin. Cancer Res., 18 (2012) 5031-5042.

[24] A. Thiry, J.-M. Dogné, B. Masereel, C.T. Supuran, Targeting tumor-associated
carbonic anhydrase IX in cancer therapy, Trends Pharmacol. Sci., 27 (2006) 566-573.

[25] P.C. McDonald, J. Sanghera, M. Singh, Y. Lou, M. Vallejo, C.T. Supuran, S.
Dedhar, Abstract 841: Therapeutic targeting of cancer cells in the hypoxic
microenvironment using an orally bioavailable small molecule inhibitor of carbonic
anhydrase IX, Cancer Res., 74 (2014) 841-841.

[26] L. Dubois, S.G.J.A. Peeters, S.J.A. van Kuijk, A. Yaromina, N.G. Lieuwes, R.
Saraya, R. Biemans, M. Rami, N. K. Parvathaneni, D. Vullo, M. Vooijs, C. T. Supuran,
J.-Y. Winum, P. Lambin, Targeting carbonic anhydrase IX by nitroimidazole based
sulfamides enhances the therapeutic effect of tumor irradiation: A new concept of
dual targeting drugs, Radiother. Oncol., 108 (2013) 523-528.

[27] S. V Keisner, S.R. Shah, Pazopanib: the newest tyrosine kinase inhibitor for
the treatment of advanced or metastatic renal cell carcinoma, Drugs, 71 (2011) 443-
454,

strona 105



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

[28] C.N. Sternberg, I.D. Davis, J. Mardiak, C. Szczylik, E. Lee, J. Wagstaff, C. H.
Barrios, P. Salman, O. A. Gladkov, A. Kavina, J. J. Zarba, M. Chen, L. McCann, L.
Pandite, D. F. Roychowdhury, R. E. Hawkins, Pazopanib in locally advanced or
metastatic renal cell carcinoma: results of a randomized phase IIl trial, J. Clin.
Oncol., 28 (2010) 1061-1068.

[29] D. Vullo, W. Leewattanapasuk, F.A. Miihlschlegel, A. Mastrolorenzo, C.
Capasso, C.T. Supuran, Carbonic anhydrase inhibitors: inhibition of the p-class
enzyme from the pathogenic yeast Candida glabrata with sulfonamides, sulfamates
and sulfamides, Bioorg. Med. Chem. Lett., 23 (2013) 2647-2652.

[30] J. Stawinski, A. Pogorzelska, B. Zotnowska, K. Brozewicz, D. Vullo, C.T.
Supuran, Carbonic anhydrase inhibitors. Synthesis of a novel series of 5-substituted
2,4-dichlorobenzenesulfonamides and their inhibition of human cytosolic isozymes |
and Il and the transmembrane tumor-associated isozymes IX and XII, Eur. J. Med.
Chem., 82 (2014) 47-55.

[31] B. Zotnowska, J. Stawinski, A. Pogorzelska, J. Chojnacki, D. Vullo, C.T.
Supuran, Carbonic anhydrase inhibitors. Synthesis, and molecular structure of novel
series N-substituted N’-(2-arylmethylthio-4-chloro-5-
methylbenzenesulfonyl)guanidines and their inhibition of human cytosolic isozymes |
and Il and the transmembrane tumor-associated isozymes IX and Xll., Eur. J. Med.
Chem. 71 (2014) 135-47.

[32] ). Stawinski, A. Pogorzelska, B. Zotnowska, A. Kedzia, M. Ziétkowska-Klinkosz,
E. Kwapisz, Synthesis and anti-yeast evaluation of novel 2-alkylthio-4-chloro-5-
methyl-N-[imino-(1-oxo-(1H)-phthalazin-2-yl)methyl]lbenzenesulfonamide
derivatives, Molecules, 19 (2014) 13704-13723.

[33] J. Stawinski, Synthesis of a new series of 4-chloro-2-mercapto-5-
methylbenzenesulfonamide derivatives with potential antitumor activity, Eur. J.
Med. Chem., 39 (2004) 179-188.

[34] M. Belka, L. Konieczna, P. Kawczak, T. Ciesielski, J. Stawinski, T. Baczek, The
Chemometric Evaluation of Antitumor Activity of Novel Benzensulfonamide
Derivatives Based on their Physiochemical Properties, Lett. Drug Des. Discov., 9
(2012) 288-294.

[35] M. Belka, J. Stawinski, L. Konieczna, P. Kawczak, T. Ciesielski, T. Baczek,
Antitumor activity of novel benzensulfonamide derivatives in view of their
physiochemical properties searched by principal component analysis, Med. Chem., 9
(2013) 517-525.

[36] M. Belka, W. Hewelt-Belka, J. Stawinski, T. Bagczek, Mass Spectrometry Based
Identification of Geometric Isomers during Metabolic Stability Study of a New
Cytotoxic Sulfonamide Derivatives Supported by Quantitative Structure-Retention
Relationships, PLoS One, 9 (2014) e98096.

[37] H.L. Goldberg, R.J. Finnerty, The comparative efficacy of buspirone and
diazepam in the treatment of anxiety, Am J Psychiatry, 136 (1979) 1184-1987.

strona 106



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

[38] M. Landén, G. Bjorling, H. Agren, T. Fahlén, A randomized, double-blind,
placebo-controlled trial of buspirone in combination with an SSRI in patients with
treatment-refractory depression, J. Clin. Psychiatry, 59 (1998) 664-668.

[39] L.A. Riblet, D.P. Taylor, M.S. Eison, H.C. Stanton, Pharmacology and
neurochemistry of buspirone, J Clin Psychiatry, 43 (1982) 11-18.

[40] D. Ignjatovi¢, D. Vojnovi¢ Milutinovié¢, A. Nikoli¢c-Koki¢, M. Slavi¢, D. Andric,
M. Tomié¢, S. Kosti¢-Rajaci¢, The mechanisms responsible for neuroprotective
capacity of arylpiperazine dopaminergic ligands against cell death induced by
sodium nitroprusside, Eur. J. Pharmacol., 683 (2012) 93-100.

[41] M. Popovic, Z. Stanojevic, J. Tosic, A. Isakovic, V. Paunovic, S. Petricevic, T.
Martinovic, D. Ciric, T. Kravic-Stevovic, V. Soskic, S. Kostic-Rajacic, K. Shakib, V.
Bumbasirevic, V. Trajkovic, Neuroprotective arylpiperazine
dopaminergic/serotonergic ligands suppress experimental autoimmune
encephalomyelitis in rats., J. Neurochem., (2015).

[42] A.S. Eison, M.S. Eison, M. Stanley, L.A. Riblet, Serotonergic mechanisms in the
behavioral effects of buspirone and gepirone, Pharmacol. Biochem. Behav., 24 (1986)
701-707.

[43] A. Hamik, D. Oksenberg, C. Fischette, S.J. Peroutka, Analysis of tandospirone
(SM-3997) interactions with neurotransmitter receptor binding sites, Biol.
Psychiatry, 28 (1990) 99-109.

[44] T. Sumiyoshi, M. Matsui, I. Yamashita, S. Nohara, M. Kurachi, T. Uehara, S.
Sumiyoshi, C. Sumiyoshi, H. Y. Meltzer, The effect of tandospirone, a serotoninlA
agonist, on memory function in schizophrenia, Biol. Psychiatry, 49 (2001) 861-868.

[45] T. Sumiyoshi, M. Matsui, S. Nohara, I. Yamashita, M. Kurachi, C. Sumiyoshi, K.
Jayathilake, H. Y. Meltzer, Enhancement of Cognitive Performance in Schizophrenia
by Addition of Tandospirone to Neuroleptic Treatment, Am. J. Psychiatry, 158 (2001)
1722-1725.

[46] E. Muth, J. Moyer, J. Haskins, M. Abou-Gharbia, R. Stephens, T. Ward,
Zalospirone, Wy-50,324, and WAY-100,289: new serotonergic agents with
psychotherapeutic potential, Eur. Neuropsychopharmacol., 1 (1991) 207-209.

[47] K. Rickels, A. Derivan, N. Kunz, A. Pallay, E. Schweizer, Zalospirone in major
depression: a placebo-controlled multicenter study, J. Clin. Psychopharmacol., 16
(1996) 212-217.

[48] W.F. Boyer, J.P. Feighner, A placebo-controlled double-blind multicenter trial
of two doses of ipsapirone versus diazepam in generalized anxiety disorder, Int.
Clin. Psychopharmacol., 8 (1993) 173-176.

[49] R.A. Glennon, N.A. Naiman, M.E. Pierson, M. Titeler, R.A. Lyon, E. Weisberg,
NAN-190: an arylpiperazine analog that antagonizes the stimulus effects of the 5-
HT1A agonist 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin (8-OH-DPAT), Eur. J.
Pharmacol., 154 (1988) 339-341.

strona 107



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

[50] L. Rydelek-Fitzgerald, M. Tietler, P.W. Fletcher, A.M. Ismaiel, R.A. Glennon,
NAN-190: agonist and antagonist interactions with brain 5-HT1A receptors, Brain
Res., 532 (1990) 191-196.

[51] W. Wouters, M. Tulp, P. Bevan, Flesinoxan lowers blood pressure and heart
rate in cats via 5-HT1A receptors, Eur. J. Pharmacol., 149 (1988) 213-223.

[52] B. Seletti, C. Benkelfat, P. Blier, L. Annable, F. Gilbert, C. de Montigny,
SerotoninlA receptor activation by flesinoxan in humans. Body temperature and
neuroendocrine responses, Neuropsychopharmacology, 13 (1995) 93-104.

[53] M.A. Abou-Gharbia, W.E. Childers, H. Fletcher, G. McGaughey, U. Patel, M.B.
Webb, J. Yardley, T. Andree, C. Boast, R. J. Kucharik, K. Marquis, H. Morris, R.
Scerni, J. A. Moyer, Synthesis and SAR of Adatanserin: Novel Adamantyl Aryl- and
Heteroarylpiperazines with Dual Serotonin 5-HT 1A and 5-HT 2 Activity as Potential
Anxiolytic and Antidepressant Agents, J. Med. Chem., 42 (1999) 5077-5094.

[54] J.M. M. Abou-Gharbia, J. Barrett, W. Childers, Methods for the treatment and
prevention of neurodegenerative conditions, 2008.(patent nr US 20030092753 A1l).

[55] R.S. Obach, Prediction of human clearance of twenty-nine drugs from hepatic
microsomal intrinsic clearance data: An examination of in vitro half-life approach
and nonspecific binding to microsomes, Drug Metab. Dispos., 27 (1999) 1350-1359.

[56] S. Asha, M. Vidyavathi, Role of human liver microsomes in in vitro metabolism
of drugs-a review, Appl. Biochem. Biotechnol., 160 (2010) 1699-1722.

[57] S. Rendic, Summary of information on human CYP enzymes: human P450
metabolism data, Drug Metab Rev., 34 (2001) 83-448.

[58] S.K. Krueger, D.E. Williams, Mammalian flavin-containing monooxygenases:
structure/function, genetic polymorphisms and role in drug metabolism, Pharmacol.
Ther., 106 (2005) 357-387.

[59] R.H. Tukey, C.P. Strassburg, Human UDP-glucuronosyltransferases:
metabolism, expression, and disease, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 40 (2000) 581-
616.

[60] T. Iwatsubo, N. Hirota, T. Ooie, H. Suzuki, N. Shimada, K. Chiba, T. Ishizaki, C.
E. Green, C. A. Tyson, Y. Sugiyama, Prediction of in vivo drug metabolism in the
human liver from in vitro metabolism data, Pharmacol. Ther., 73 (1997) 147-171.

[61] J. Brian Houston, Utility of in vitro drug metabolism data in predicting in vivo
metabolic clearance, Biochem. Pharmacol., 47 (1994) 1469-1479.

[62] J. Buters, M. Shou, J. Hardwick, K. Korzekwa, F. Gonzalez, cDNA-directed
expression of human cytochrome P450 CYP1A1l using baculovirus. Purification,
dependency on NADPH-P450 oxidoreductase, and reconstitution of catalytic
properties without purification, Drug Metab. Dispos., 23 (1995) 696-701.

strona 108



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

[63] C.M. Masimirembwa, C. Otter, M. Berg, M. Jonsson, B. Leidvik, E. Jonsson, T.
Johansson, A. Backman, A. Edlund, T. B. Andersson, Heterologous Expression and
Kinetic Characterization of Human Cytochromes P-450: Validation of a
Pharmaceutical Tool for Drug Metabolism Research, Drug Metab. Dispos., 27 (1999)
1117-1122.

[64] D.F. McGinnity, S.J. Griffin, G.C. Moody, M. Voice, S. Hanlon, T. Friedberg, R.
J. Riley, Rapid Characterization of the Major Drug-Metabolizing Human Hepatic
Cytochrome P-450 Enzymes Expressed in Escherichia coli, Drug Metab. Dispos., 27
(1999) 1017-1023.

[65] S. Preissner, K. Kroll, M. Dunkel, C. Senger, G. Goldsobel, D. Kuzman, S.
Guenther, R. Winnenburg, M. Schroeder, and R. Preissner, SuperCYP: a
comprehensive database on Cytochrome P450 enzymes including a tool for analysis
of CYP-drug interactions., Nucleic Acids Res., 38 (2010) D237-243.

[66] S.-M. Huang, J.M. Strong, L. Zhang, K.S. Reynolds, S. Nallani, R. Temple, S.
Abraham, S. Al Habet, R. K. Baweja, G. J. Burckart, S. Chung, P. Colangelo, D. Frucht,
M. D. Green, P. Hepp, E. Karnaukhova, H.-S. Ko, J.-l. Lee, P. J. Marroum, J. M.
Norden, W. Qiu, A. Rahman, S. Sobel, T. Stifano, K. Thummel, X.-X. Wei, S. Yasuda, J.
H. Zheng, H. Zhao, L. J. Lesko, New era in drug interaction evaluation: US Food and
Drug Administration update on CYP enzymes, transporters, and the guidance
process, J. Clin. Pharmacol., 48 (2008) 662-670.

[67] P. Dogterom, Development of a simple incubation system for metabolism
studies with precision-cut liver slices, Drug Metab. Dispos., 21 (1993) 699-704.

[68] N.F. Smith, W.D. Figg, A. Sparreboom, Pharmacogenetics of irinotecan
metabolism and transport: an update, Toxicol. In Vitro., 20 (2006) 163-175.

[69] L. lyer, C.D. King, P.F. Whitington, M.D. Green, S.K. Roy, T.R. Tephly, B. L.
Coffman, M. J. Ratain, Genetic predisposition to the metabolism of irinotecan (CPT-
11). Role of uridine diphosphate glucuronosyltransferase isoform 1Al in the
glucuronidation of its active metabolite (SN-38) in human liver microsomes, J. Clin.
Invest., 101 (1998) 847-854.

[70] R, J. Mathijssen, J. Verweij, P. de Bruijn, W. J. Loos, A. Sparreboom, Effects of
St. John’s Wort on Irinotecan Metabolism, JNCI J Natl Cancer Ins.t, 94 (2002) 1247-
1249.

[71] J.-F. Gagne, Common Human UGT1A Polymorphisms and the Altered
Metabolism of Irinotecan Active Metabolite 7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin (SN-
38), Mol. Pharmacol., 62 (2002) 608-617.

[72] A.-E.F. Nassar, R.E. Talaat, Strategies for dealing with metabolite elucidation
in drug discovery and development, Drug Discov. Today, 9 (2004) 317-327.

[73] N.J. Clarke, D. Rindgen, W.A. Korfmacher, K.A. Cox, Peer Reviewed:
Systematic LC/MS Metabolite Identification in Drug Discovery, Anal. Chem., 73
(2001) 430 A-439 A.

strona 109



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

[74] Z. Tozuka, H. Kaneko, T. Shiraga, Y. Mitani, M. Beppu, S. Terashita, A.
Kawamura, A. Kagayama, Strategy for structural elucidation of drugs and drug
metabolites using (MS)n fragmentation in an electrospray ion trap, J. Mass
Spectrom., 38 (2003) 793-808.

[75] A. Gomoédtka, A. Ciesielska, M.Z. Wrdbel, A. Chodkowski, J. Kleps, M.
Dawidowski, M. Wolak, K. Stachowicz, A. Stawinska, G. Nowak, G. Satata, A. J.
Bojarski, M. Belka, S. Ulenberg, T. Baczek, P. Skowronek, J. Turto, and F. Herold,
Novel 4-aryl-pyrido[1,2-c]pyrimidines with dual SSRI and 5-HT1A activity. Part 5,
Eur. J. Med. Chem., 98 (2015) 221-236.

[76] A. Chodkowski, M.Z. Wrébel, J. Turto, J. Kleps, A. Siwek, G. Nowak, M. Belka,
T. Baczek, A. P. Mazurek, and F. Herold, Novel 4-aryl-pyrido[1,2-c]pyrimidines with
dual SSRI and 5-HT1A activity. Part 4, Eur. J. Med. Chem., 90 (2015) 21-32.

[77] S. Ulenberg, M. Belka, M. Krél, F. Herold, W. Hewelt-Belka, A. Kot-Wasik, T.
Baczek, Prediction of overall in vitro microsomal stability of drug candidates based
on molecular modeling and support vector machines. Case study of novel
arylpiperazines derivatives, PLoS One, 10 (2015) e0122772.

[78] P.R. Tiller, S. Yu, J. Castro-Perez, K.L. Fillgrove, T.A. Baillie, High-throughput,
accurate mass liquid chromatography/tandem mass spectrometry on a quadrupole
time-of-flight system as a “first-line” approach for metabolite identification studies,
Rapid Commun. Mass Spectrom., 22 (2008) 1053-1061.

[79] A. Tolonen, M. Turpeinen, O. Pelkonen, Liquid chromatography-mass
spectrometry in in vitro drug metabolite screening, Drug Discov. Today, 14 (2009)
120-133.

[80] K. Levsen, H.-M. Schiebel, B. Behnke, R. Do6tzer, W. Dreher, M. Elend, H.
Thiele, Structure elucidation of phase Il metabolites by tandem mass spectrometry:
an overview, J. Chromatogr. A, 1067 (2005) 55-72.

[81] M. Zhu, H. Zhang, W.G. Humphreys, Drug metabolite profiling and
identification by high-resolution mass spectrometry, J. Biol. Chem., 286 (2011)
25419-25425.

[82] K.A. Youdim, K.C. Saunders, A review of LC-MS techniques and high-
throughput approaches used to investigate drug metabolism by cytochrome P450s, J.
Chromatogr. B, 878 (2010) 1326-1336.

[83] J.P. Shockcor, S.E. Unger, P. Savina, J.K. Nicholson, J.C. Lindon, Application of
directly coupled LC-NMR-MS to the structural elucidation of metabolites of the HIV-
1 reverse-transcriptase inhibitor BW935U83, J. Chromatogr. B, 748 (2000) 269-279.

[84] K.lI. Burton, J.R. Everett, M.J. Newman, F.S. Pullen, D.S. Richards, A.G.
Swanson, On-line liquid chromatography coupled with high field NMR and mass
spectrometry (LC-NMR-MS): a new technique for drug metabolite structure
elucidation, J. Pharm. Biomed. Anal., 15 (1997) 1903-1912.

strona 110



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

[85] A. Bender, H.Y. Mussa, R.C. Glen, S. Reiling, Similarity searching of chemical
databases using atom environment descriptors (MOLPRINT 2D): evaluation of
performance, J. Chem. Inf. Comput. Sci., 44 (2004) 1708-1718.

[86] S. Boyer, C.H. Arnby, L. Carlsson, J. Smith, V. Stein, R.C. Glen, Reaction site
mapping of xenobiotic biotransformations, J. Chem. Inf. Model., 47 (2007) 583-590.

[87] G. Cruciani, E. Carosati, B. De Boeck, K. Ethirajulu, C. Mackie, T. Howe, H.
Thiele, MetaSite: understanding metabolism in human cytochromes from the
perspective of the chemist, J. Med. Chem., 48 (2005) 6970-6979.

[88] P. Rydberg, D.E. Gloriam, J. Zaretzki, C. Breneman, L. Olsen, SMARTCyp: A 2D
Method for Prediction of Cytochrome P450-Mediated Drug Metabolism, ACS Med.
Chem. Lett., 1 (2010) 96-100.

[89] P. Rydberg, D.E. Gloriam, L. Olsen, The SMARTCyp cytochrome P450
metabolism prediction server., Bioinformatics, 26 (2010) 2988-2989.

[90] J. Li, S.T. Schneebeli, J. Bylund, R. Farid, R.A. Friesner, IDSite: An accurate
approach to predict P450-mediated drug metabolism, J. Chem. Theory Comput., 7
(2011) 3829-3845.

[91] H. T’jollyn, K. Boussery, R.J. Mortishire-Smith, K. Coe, B. De Boeck, J.F. Van
Bocxlaer, G. Mannens, Evaluation of three state-of-the-art metabolite prediction
software packages (Meteor, MetaSite, and StarDrop) through independent and
synergistic use, Drug Metab. Dispos,. 39 (2011) 2066-2075.

[92] J. Zaretzki, M. Matlock, S.J. Swamidass, XenoSite: accurately predicting CYP-
mediated sites of metabolism with neural networks, J. Chem. Inf. Model., 53 (2013)
3373-3383.

[93] J. Stawinski, Z. Brzozowski, Synthesis, and In Vitro Antitumor Activity of a
New Series of 4-Chloro-2-mercapto-5-methylbenzenesulfonamide Derivatives, Polish
J. Chem., 81, (2007) 1433-1440.

[94] E. Soczewinniski, Mechanistic molecular model of liquid-solid chromatography,
J. Chromatogr. A, 965 (2002) 109-116.

[95] T. Mehmood, K.H. Liland, L. Snipen, S. Sebg, A review of variable selection
methods in Partial Least Squares Regression, Chemom. Intell. Lab. Syst., 118 (2012)
62-69.

[96] D. Weininger, SMILES, a chemical language and information system. 1.
Introduction to methodology and encoding rules, J. Chem. Inf. Model., 28 (1988) 31-
36.

[97] M. Reutlinger, C.P. Koch, D. Reker, N. Todoroff, P. Schneider, T. Rodrigues, G.
Schneider, Chemically Advanced Template Search (CATS) for Scaffold-Hopping and
Prospective Target Prediction for “Orphan” Molecules, Mol. Inform., 32 (2013) 133-
138.

strona 111



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

[98] T.N. Tran, N.L. Afanador, L.M.C. Buydens, L. Blanchet, Interpretation of
variable importance in Partial Least Squares with Significance Multivariate
Correlation (sMC), Chemom. Intell. Lab. Syst., 138 (2014) 153-160.

[99] P. Kovarikova, K. Vavrovd, K. Tomalova, M. Schdngut, K. Hruskova, P.
Haskova, J. Klimes, HPLC-DAD and MS/MS analysis of novel drug candidates from the
group of aromatic hydrazones revealing the presence of geometric isomers, J. Pharm.
Biomed. Anal., 48 (2008) 295-302.

[100] C. Dugave, L. Demange, Cis-trans isomerization of organic molecules and
biomolecules: implications and applications, Chem. Rev., 103 (2003) 2475-2532.

[101] J.P. Terhorst, W.L. Jorgensen, E/Z Energetics for Molecular Modeling and
Design, J. Chem. Theory Comput., 6 (2010) 2762-2769.

strona 112



Mariusz Belka - rozprawa doktorska

Podziekowania

Przedstawiona rozprawa doktorska powstata w Katedrze Chemii Farmaceutycznej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, ale réwniez dzieki wspotpracy z kilkoma krajowymi
osrodkami naukowymi i laboratoriami. Jej powstanie nie bytoby mozliwe dzieki zyczliwej

pomocy wielu osdb. Szczegdlnie pragnatbym podziekowad:

prof. dr. Tomaszowi Baczkowi, mojemu promotorowi oraz Kierownikowi Katedry i

Zaktadu Chemii Farmaceutycznej;

wszystkim wspotpracownikom z Katedry i Zaktadu Chemii Farmaceutycznej, szczegdlnie

dr Lucynie Koniecznej i dr. Piotrowi Kawczakowi;

doktorantom Katedry i Zaktadu Chemii Farmaceutycznej, w szczegdlnosci mgr.
Szymonowi Ulenbergowi, dr. inz. Szymonowi Dziombie i mgr Natalii Miekus oraz innym

studentom, z ktorymi miatem przyjemnos¢ wspotpracowac;

dr. hab. Jarostawowi Stawinskiemu, prof. nadzw. GUMed wraz z zespotem Katedry i

Zaktadu Chemii Organicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego;

prof. dr. hab. Franciszkowi Heroldowi wraz z zespotem Katedry i Zaktadu Technologii
Lekow i Biotechnologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,

szczegoblnie dr. Markowi Krélowi;

strona 113



