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Wykaz stosowanych skrotow

5-HT;a — receptor serotoninowy 1A

A — powierzchnia piku analitu

AIS — powierzchnia piku wzorca wewnetrznego

CLy — klirens watrobowy

Clint — klirens wewnetrzny wyznaczony w warunkach in vitro

K., — stala Michaelisa-Menten

LC-Q-TOF-MS/MS - chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometrem mas z
analizatorami kwadrupolowym i czasu przelotu (ang. liquid chromatography coupled with
quadrupole time of flight mass spectrometry)

MLR - regresja wieloraka (ang. multiple linear regression)

OPLS — metoda ortogonalnych czastkowych najmniejszych kwadratow (ang. orthogonal
partial least squares)

QSMSR - ilo$ciowe =zalezno$ci struktura-stabilno§¢ metaboliczna (ang. quantitative
structure-metabolic stability relationships)

R — wspotczynnik korelacji

RMSE — pierwiastek btedu sredniokwadratowego (ang. root mean square error)

SSRI — selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (ang. selective serotonin
reuptake inhibitors)

SVM — metoda wektorow nosnych (ang. support vector machines)

t1» — mikrosomalny czas pottrwania (wyznaczony w warunkach in vitro)

Deskryptory molekularne uzyte w badaniu:

Eig01 AEA(ri) — eigenvalue n. 1 from augmented edge adjacency mat. weighted by
resonance integral

Eigl0_EA(bo) — eigenvalue n. 10 from edge adjacency matrix weighted by bond order

Eigl1l EA(bo)—eigenvalue n. 11 from edge adjacency matrix weighted by bond order
SpMax_EA — leading eigenvalue from edge adjacency matrix

SpMax_AEA(ri) — leading eigenvalue from augmented edge adjacency mat. weighted by
resonance integral

SpDiam_AEA(ri) — spectral diameter from augmented edge adjacency mat. weighted by

resonance integral
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Streszczenie

Wprowadzenie nowego leku na rynek wigze si¢ nieustannie z badaniami
przedklinicznymi, w trakcie ktérych jednym z pierwszych etapéw jest badanie stabilno$ci
metabolicznej potencjalnego kandydata na lek. Pomimo jednak przyktadania duzej uwagi do
parametru stabilnos$ci, wcigz nie mozna méowic o takiej dostepnosci narzedzi umozliwiajacych

jego pomiar, jak np. w przypadku badan aktywnos$ci farmakologiczne;.

Obszar tematyczny niniejszej pracy doktorskiej obejmuje w pierwszym rzedzie
modelowanie parametrow stabilno$ci metabolicznej dla pochodnych arylopiperazyny
(bedacych kandydatami na nowe leki przeciwdepresyjne) z wykorzystaniem technik
chemometrycznych. Rozprawa koncentruje si¢ na dobraniu odpowiedniej techniki do
modelowania parametréw stabilno$ci metabolicznej oraz stworzeniu modelu przewidujacego
warto$¢ mikrosomalnego czasu pottrwania (t;,). Ponadto, praca prezentuje zastosowanie
procedury inkubacji z ludzkimi mikrosomami w badaniu stabilno$ci metabolicznej
pochodnych benzenosulfonamidu, pozwalajac na skonstruowanie wnioskéw stuzacych do

przysztej syntezy zwigzkow o zwigkszonej odpornosci na reakcje biotransformacji.

Poréwnanie trzech technik chemometrycznych jednoznacznie wskazalo metode
wektorow nosnych (SVM) jako najbardziej optymalna w modelowaniu parametrow
metabolicznych nowych kandydatow na leki. O przydatno$ci metody SVM $wiadcza
uzyskane wysokie wspotczynniki korelacji dla zbioru uczacego i1 walidacyjnego (odpowiednio
R =0,9369 1 R = 0,8440). Uzyskane wyniki predykcji wartosci t;, sa dobrze skorelowane z

warto$ciami wyznaczonymi w warunkach in vitro.

Procedura wyznaczania t;, zostata réwniez wykorzystana podczas badan stabilnosci
metabolicznej pochodnych benzenosulfonamidu. Poréwnanie wyznaczonych wartos$ci ti» ze
strukturami chemicznymi pozwolilo na zaproponowanie zalezno$ci struktura-stabilno$¢
metaboliczna. Wsrdd badanych pochodnych zaobserwowano przy tym negatywny wplyw
podstawnika 4-metoksy-fenylowego oraz 1-naftylowego na stabilno§¢ metaboliczng badanej
grupy pochodnych benzenosulfonamidu.

Ilosciowe zaleznos$ci struktura-stabilno§¢ metaboliczna (ang. quantitative structure-
metabolic stability relationships, QSMSR) oraz zalezno$ci struktura-stabilno$¢ metaboliczna
(SMSR) wraz z wypracowang w przebiegu pracy doktorskiej procedura wyznaczania
mikrosomalnego czasu poOttrwania (t;,) jako miary stabilno$ci metabolicznej moga byc¢
uznane za racjonalne podej$cie usprawniajace wybor i projektowanie nowych kandydatow na
leki podczas badan przedklinicznych.



Abstract

Placing a new drug on the market is continually linked to pre-clinical studies, during
which one of the first steps is to test the potential drug candidate’s metabolic stability.
However, in spite of paying great attention to the stability parameter, it is still not possible to
talk about such an availability of tools as for example, for the study of pharmacological
activity.

The subject area of this PhD thesis covers in the first place the modeling of metabolic
stability parameters for arylpiperazine derivatives, that are candidates for new antidepressants,
using chemometric techniques. The dissertation concentrates on selection of the right
technique for modeling the metabolic stability parameters and creating a model that predicts
the value of in vitro microsomal half-life (t;,2). Moreover, the work presents the application of
incubation with human liver microsomes procedures in the metabolic stability study of
benzenesulfonamide derivatives, allowing to draw conclusions for the future synthesis of
compounds with increased resistance to biotransformation reactions.

The comparison of three chemometric techniques unequivocally pointed out the support
vector machine (SVM) method as the most optimal in modeling of the metabolic parameters
of new drug candidates. The usefulness of the SVM method is demonstrated by the high
correlation coefficients obtained for the learning and validation sets (R = 0.9369 and R =
0.8440, respectively). The results of predicting the values of t;, are well correlated with the
values determined in vitro.

The procedure for the determination of the t;, has also been used during studies
regarding the metabolic stability of benzenesulfonamide derivatives. Comparison of the
determined t;, values with chemical structures allowed us to propose the structural-metabolic
stability relationships. Among the investigated derivatives, the negative effect of the 4-
methoxy-phenyl and 1-naphthyl substituents on the metabolic stability of the set of
benzenesulfonamide derivatives was observed.

Quantitative structure-metabolic stability relationships (QSMSR) and structure-metabolic
stability relationships (SMSR), along with the procedure of determining microsomal half-life
(ti) as a measure of metabolic stability, can finally be considered as a rational approach to

streamlining the selection and design of new drug candidates in preclinical research.
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l. Wstep

Metabolizm jest jedng z gtownych drog ekskrecji lekéw z ludzkiego organizmu. Okoto
75% znanych lekow stanowi substrat dla metabolicznych biotransformacji, co czyni je
glownym sposobem obrony organizmu przed ksenobiotykami [1,2]. Z tego powodu
metabolizm moze stanowi¢ przyczyne probleméw z biodostepnoscig, interakcji migdzy
lekami a takze zmienno$ci osobniczej [3,4], co czyni go jednym z glownych czynnikéw
decydujacych o dopuszczeniu leku do uzytku [5]. Jednym z parametréw opisujacych
podatno$¢ zwigzku na metabolizm jest stabilno$¢ metaboliczna. Wyrazana w réznych
wartosciach (takich jak warto$¢ czasu pottrwania badz klirens wewnetrzny) [6], stabilno$¢
metaboliczna pozwala oszacowaé okres czasu, przez jaki lek bedzie obecny w aktywnej
postaci w organizmie. Pozwala to na przeprowadzanie badan stabilno$ci metabolicznej

zarowno w warunkach in vitro jak i in vivo.

Badania nad stabilno$cia metaboliczng stanowig rowniez istotny krok w procesie
projektowania lekow. Od lat 90-tych stabilno$¢ metaboliczna byla réwnie waznym
czynnikiem jak aktywnos$¢, decydujac o dopuszczeniu leku do terapii badz jego odrzuceniu
[7]. Z tego powodu, niezwykle istotnym jest nie tylko zidentyfikowanie produktéw
metabolizmu potencjalnego kandydata na lek (badajac ich toksycznos$¢ lub aktywno$¢
farmakologiczng), ale tez oszacowanie stabilnosci metabolicznej. Jak pokazuja badania z
2012 roku [8], wplyw stabilno$ci metabolicznej na dopuszczenie lekéw do obrotu zostat
zmniejszony, jednak gtownie dzigki duzej ilosci badan dedykowanych zwigkszeniu

stabilnos$ci metabolicznej lekow [9].

Przeprowadzenie wielu badan umozliwito powstanie szerokiej gamy procedur,
poswieconych wyltacznie badaniu stabilno$ci metabolicznej w warunkach in vitro, poczawszy
od prostych w wykonaniu eksperymentow, a konczac na wysokoprzepustowych analizach
sprzgzonych z zaawansowanymi technikami rozdzielania ztozonych mieszanin zwigzkéw
[10-13]. Wérod wymienionych procedur na szczegdlng uwage zastuguje podejscie integrujace
badania w warunkach in vitro z warunkami in silico [14-15]. Gtéwnym zatozeniem takich
badan jest stworzenie modeli (klasyfikacyjnych lub regresyjnych) celujacych w
przewidywanie wartosci (np. metabolicznego czasu pottrwania t;, w warunkach in vitro lub
warto$ci klirensu wewngtrznego wyznaczonego w warunkach in vitro), badz wyznaczenie
izoenzymu odpowiedzialnego w najwigkszym stopniu za metabolizm badanych pochodnych.

Wymienione modele dostarczajg istotnych wskazowek na temat zwigkszania stabilnosci
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metabolicznej badanych substancji (zmniejszajac podatno$¢ na biotransformacje kolejnych
serii syntezowanych pochodnych), oraz umozliwiajg oszacowanie stabilno$ci metabolicznej (z

danym statystycznym prawdopodobienstwem) jeszcze nie syntezowanych pochodnych.

Temat niniejszej rozprawy doktorskiej obejmuje zaprezentowanie wykorzystania technik
chemometrycznych w modelowaniu stabilno$ci metabolicznej pochodnych arylopiperazyny, a
takze wykorzystanie zaprezentowanego podejscia do oceny stabilno$ci metabolicznej
pochodnych benzenosulfonamidu, wraz z oceng wplywu struktury badanych zwigzkéw na ich

parametry metaboliczne.
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1. Pochodne arylopiperazyny — opis dzialania, zastosowanie

Depresja jest powszechna choroba, dotykajaca ponad 300 miliondw ludzi na catym
swiecie, stanowigc okoto 5-6% populacji catego $wiata. Zaréwno w przypadku epizodow
depresyjnych, jak i chronicznych zaburzen, osoby zmagajace si¢ z depresja zmagaja si¢ z
problemami w funkcjonowaniu w pracy, szkole, rodzinie. W najgorszym przypadku depresja
moze prowadzi¢ do samobojstwa. Rocznie okoto 800 000 Iudzi umiera w wyniku
samobdjstwa. Wsrdd ludzi w przedziale wiekowym 15-29 lat, samobojstwo jest druga
wiodacg przyczyng $mierci. Pomimo znanych, efektywnych metod leczenia depresji, mniej
niz potowa os6b dotknietych zaburzeniami otrzymuje takie leczenie. Przyczyng takiego stanu
rzeczy sa m.in. brak funduszy, brak dobrze wyszkolonego personelu oraz pi¢tno spoleczne
zwigzane z zaburzeniami psychicznymi [16]. Leczenie farmakologiczne depresji obejmuje
uzywanie lekow z grupy antydepresantow. Do gldwnych celow terapii przeciwdepresyjnej
zalicza si¢ poprawe¢ nastroju, funkcjonowania w spoteczenstwie oraz ogdlne polepszenie

jakosci zycia [17].

Wysokie rozpowszechnienie oraz réoznorodnos$¢ zaburzen depresyjnych doprowadzity do
wprowadzenia na rynek wielu lekow stosowanych w terapii wymienionych zaburzen. Do
jednych z najpopularniejszych grup zaliczy¢ mozna selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny (ang. selective serotonin reuptake inhibitors, SSRI). Ich gtéwng wada
jest dhugi okres oczekiwania na wystgpienie pozadanych efektow klinicznych, wynoszacy
okoto 3-4 tygodni. Proéba wytlumaczenia owego opodznienia bazuje m.in. na hipotezie o
konkurencyjnej inhibicji autoreceptorow 5-HT4 1 inhibicji wychwytu zwrotnego serotoniny
[18]. Ponadto, wyniki dodatkowych badan wykazaty skrocenie poczatku wystapienia efektu
terapeutycznego z 2-3 tygodni nawet do 3-7 dni w przypadku np. podania paroksetyny
(cze$ciowego antagonisty receptorow 5-HT;,) facznie z pindololem (antagonista receptorow

B-adrenergicznych) [19].

Biorac pod uwage inne ligandy receptora 5-HT, pochodne arylopiperazyny sa grupa
zwigzkow z potwierdzonym powinowactwem do receptora 5S-HT;4/5-HT,4. Ogdlng strukture
chemiczng pochodnych arylopiperazyny przedstawia Rycina 1. Grupa arylowa badz
heteroarylowa podiaczona bezposrednio do atomu azotu piperazyny oznaczona zostala literg
R, tancuch alkilowy (CH,), nosi nazwe¢ tzw. lacznika (ang. linker) i stuzy do rozdzielenia
arylopiperazynowej od czg¢$ci niefarmakoforowej. Cze$¢ niefarmakoforowa charakteryzuje

si¢ najczesciej obecnoscig grupy imidowej badz amidowe;.
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Rycina 1. Struktura ogdlna pochodnych arylpiperazyny.

Jako wzglednie nowa klasa lekow oraz kandydatow na leki stosowane w schorzeniach
psychicznych, pochodne arylopiperazyny wykazuja wysokie powinowactwo do receptora 5-
HT 4, ale niska selektywno$¢ wobec poszczegdlnych podtypdéw receptorow [20]. Modelowy
lek z tej grupy, buspiron, wraz z jego pochodnymi — etoperidonem oraz trazodonem zyskat
szerokg akceptacj¢ w leczeniu zaburzen psychicznych z wspdtwystepujacym niepokojem
[21]. Wyzej wymienione wlasciwosci czynig pochodne arylopiperazyny cennymi
kandydatami do stosowania w leczeniu lacznie z selektywnymi inhibitorami wychwytu
zwrotnego serotoniny. Poza skréceniem czasu wystapienia efektu terapeutycznego, pochodne
arylopiperazyny moga pomodc réwniez w zmniejszeniu stresu wystepujacego nie tylko

podczas terapii, ale tez w codziennym zyciu os6b dotknietych zaburzeniami depresyjnymi.

14



2. Pochodne benzenosulfonamidu — opis dzialania, zastosowanie

Wsrdd zwigzkow heterocyklicznych pochodych triazyny pochodne benzenosulfonamidu
zajmujg istotng pozycje, gtownie ze wzgledu na swoje szerokie spektrum aktywnos$ci
biologicznej. Pierscien 1,2,4-triazynowy jest jednym z najpowszechniej wystepujacych
podstawnikow heterocyklicznych w naturze. Przypisuje si¢ mu dziatanie przeciwdrgawkowe,
neuroprotekcyjne, usypiajace, anksjolityczne, dziatanie inhibicyjne na receptor
benzodiazepinowy oraz caly szereg innych dziatan [22-27]. Pochodne benzenosulfonamidu,
ktore sg przedmiotem niniejszej rozprawy, charakteryzujg si¢ obiecujagcymi wiasciwosciami
przeciwnowotworowymi, szczeg6lnie przeciwko liniom komérkowym nowotworu okreznicy,
osrodkowego uktadu nerwowego, czerniaka, jajnikdéw, piersi, nerek oraz liniom komoérkowym
biataczki [28]. W toku poszukiwan nowych, maloczasteczkowych chemioterapeutykéw
zsyntezowano seri¢ nowych pochodnych 4-chloro-2-merkapto-N-(5-arylo-1,2,3-triazyn-3-
ylo)benzenosulfonamidu, sktadajacych si¢ z obecnej w strukturze podwdjnie podstawionej

1,2,4-triazyny oraz podstawnika 2-merkaptobenzenosulfonamidowego (Rycina 2).

Rycina 2. Struktura ogdlna pochodnych benzenosulfonamidu. Strzatka z symbolem T wskazuje

pierscien 1,2,4-triazynowy.
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3. Gléwne zalozenia badan stabilnosci metabolicznej

Gltowny cel badan stabilno$ci metabolicznej polega na okres$leniu podatnosci badanych
zwigzkdéw na reakcje biotransformacji. Badania stabilno$ci metabolicznej nalezy poprzedzic¢
innymi badaniami: okre§leniem czystosci zwigzku (preferowana powyzej 90%), stabilno$ci
chemiczne] zwigzku, rozpuszczalnos$ci (preferowana powyzej 10 uM). Sama stabilnos$¢
metaboliczna okre$lana jest w oparciu o wyniki inkubacji z ludzkimi lub zwierzgcymi
frakcjami watrobowymi (okresla si¢ spadek stezenia substancji w trakcie trwania inkubacji).
[losciowo stabilno§¢ metaboliczna wyrazana jest jako wartos¢ mikrosomalnego czasu
pottrwania (t;) i klirensu wewngtrznego (CL;y) in vitro. Wartoéci te mogg postuzy¢ do
obliczenia drugorzedowych parametréw farmakokinetycznych, m.in. klirensu watrobowego
(CLy), czasu pottrwania in vivo lub biodostepnosci. Niska stabilno$§¢ metaboliczna z reguty
oznacza niskg biodostepnos¢ in vivo, stad do dalszych badan wybierane sg jedynie zwigzki z

korzystnymi wiasciwo$ciami farmakokinetycznymi [29,30].

Prawidlowa interpretacja wynikow badan stabilno$ci metabolicznej wymaga spelnienia

sze$ciu ponizej przedstawionych zatozen [31].

1. Szybko$¢ metabolizmu oraz aktywnos¢ enzymow in Vvitro odpowiadajga tym

parametrom w warunkach in vivo.

2. Enzymy watrobowe sa gltdéwnym szlakiem metabolicznym badanych zwiazkow, a

watroba gldownym organem, w ktorym zachodzi ich metabolizm.
3. Gléwng drogg eliminacji badanych zwigzkoéw jest metabolizm tlenowy.

4. Stezenie badanych zwigzkéw podczas inkubacji jest nizsze niz warto$¢ stalej
Michaelisa-Menten (K,,). Jedynie w przypadku nizszego stezenia od wartosci K, szybkos¢
metabolizmu bedzie liniowa w trakcie inkubacji. Ze wzgledu na czgsty brak informacji o
wartosci stalej] Michaelisa-Menten na poczatku badan, stezenia powinny by¢ jak najnizsze. Z
reguly stezenie to jest ograniczone oznaczalno$cig uzywanej metody analitycznej. W
przypadku uzywanej] w badaniach stabilnosci chromatografii cieczowej sprze¢zonej ze
spektrometrig mas, uzywane stezenia nie wykraczajg poza zakres 1-3 uM, ktore sg najczesciej

nizsze niz warto$¢ K., wigkszosci zwigzkow.
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5. Brak obecnosci niespecyficznych biatek, ktére moglyby wigza¢ badane substancje.
Zminimalizowanie obecno$ci biatek w probce wymaga przeprowadzenia inkubacji przy
stezeniu biatek mikrosomalnych w zakresie 0,1-0,5 pg/pL, badz 1x10° komérek/mL w
przypadku uzywania hepatocytow.

6. Brak czynnikow powodujacych inaktywacje enzymow metabolicznych, np. nadmiaru

rozpuszczalnikéw organicznych [31].
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4. Wyznaczanie mikrosomalnego czasu péttrwania (ty,)

Jednym z wymogoéw stworzenia modelu stuzacego do przewidywania stabilnosci
metabolicznej jest jej przedstawienie w postaci wartosci liczbowej. Parametrem opisujagcym
stabilno$¢ metaboliczng jest mikrosomalny czas poitrwania (t;,). W celu wyznaczenia jego
warto$ci, w trakcie prowadzenia inkubacji w buforze fosforanowym w obecnosci
mikrosomow watrobowych, w okreslonych odstepach czasowych pobierana jest probka
mieszaniny inkubacyjnej. Reakcja zatrzymywana jest poprzez dodanie pobranej probki do
roztworu acetonitrylu zawierajgcego wzorzec wewnetrzny (chlorowodorek buspironu o
stezeniu 5 puM). Tak przygotowana probka jest odwirowywana, a roztwdr znad osadu
analizowany przy pomocy chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas.
Zmniejszenie st¢zenia zwigzku w trakcie trwania reakcji jest obserwowane w czasie (W
przypadku badanej grupy pochodnych arylopiperazyny przez 30 min inkubacji). Przyktadowy
wykres (Rycina 3) przedstawia zmniejszenie st¢zenia badanego zwigzku chemicznego w

trakcie trwania inkubacji.

14 4

12 4

10 ~

8 -

6 A

* 1 czas inkubacji = 0 min
Y AN

5 min
10min
|5 min
30 min

Intensywnos¢ sygnatu (x10 000)

0 T T T T T
10 10,5 11 11,5 12 12,5 13
Czas retencji [min]

Rycina 3. Wykres przedstawiajacy zmniejszenie st¢zenia badanego zwiazku chemicznego pod wplywem
reakcji biotransformacji z udziatem enzymow mikrosomalnych watroby ludzkie;j.
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Aby oszacowa¢ wartos¢ tjp, niezbedny jest wykres przedstawiajacy zalezno$¢
wyrazonego logarytmicznie stosunku powierzchni piku zwigzku (A) do powierzchni piku
wzorca wewnetrznego (AIS) w funkcji czasu inkubacji. Warto$cig krytyczng do oszacowania
wartosci tj, jest nachylenie powstatej krzywej. Rycina 4 na przykladzie zwigzku DEP 3

przedstawia gotowy wykres stuzacy do obliczenia wartosci ty ;.

o =N
L

30

In(A/AIS)

w

4 | y=-0,1662x-0,1101
t;,=4,17 min
R=0,9750

Czas inkubacji [min]

Rycina 4. Wykres pozwalajacy na obliczenie warto$ci mikrosomalnego czasu poéttrwania (t;,,)
wyznaczonego w warunkach in vitro (na przyktadzie zwigzku DEP 3).

Model regresji przyjmuje posta¢ rownania liniowego (y = ax + b). Dla zwigzku DEP 3

wyraza si¢ on nastgpujaco:
y=-0,1662 x - 0,1101

gdzie a (nachylenie krzywej) jest wartoscig gradientu uzywang do dalszych obliczen

wedlug zaleznosci:
stata szybkos$ci eliminacji (K) = — gradient
Stad, dla zwigzku DEP 3: k= 0,1662
Wzébr na obliczenie warto$ci mikrosomalnego czasu pottrwania (t;,) to:
(tiz) =1In (2) /k=0,693/k =0,693/0,1662 = 4,17 [min]

Przedstawiony eksperyment musi zosta¢ powtorzony przynajmniej dwa razy w celu
uzyskania $redniej wartosci mikrosomalnego czasu pottrwania (t;2) o mozliwie niskich

warto$ciach odchylenia standardowego [P1].
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5. Wyjasnienie idei integracji podej$cia in vitro oraz in silico

W celu doktadnego przedstawienia roli, jakg odgrywa analiza chemometryczna, nalezy
zrozumie¢ zalozenia kryjace si¢ za tworzeniem modeli sluzacych do przewidywania
stabilno$ci metabolicznej. Badania bedace tematem pracy doktorskiej sa podzielone na trzy
etapy. Pierwszy etap to oszacowanie stabilno$ci metabolicznej w warunkach in vitro oraz
identyfikacja powstalych produktéw metabolizmu. Najbardziej popularna procedura
laboratoryjna zaktada inkubacje badanych pochodnych z enzymami (np. mikrosomami z
ludzkiej watroby lub hepatocytami) [32]. Zwigzki po inkubacji poddawane s3 analizie
ilosciowej (dla oszacowania wartosci t;, opisujacej stabilnos¢ metaboliczng). Analiza ta
umozliwia ocene, w jakim stopniu stezenie leku zmniejsza si¢ w mieszaninie inkubacyjnej
przez czas trwania inkubacji. Najczgsciej wybierang technika analityczna przy tego typu
analizach stuzacych ocenie st¢zenia leku jest chromatografia cieczowa sprzezona ze

spektrometrig mas.

Kolejnym etapem po oszacowaniu stabilnos$ci metabolicznej lub identyfikacji powstatych
produktow metabolizmu jest podejscie in silico. Badane zwigzki muszg zostaé przedstawione
w postaci modeli trojwymiarowych, ktore sg optymalizowane geometrycznie przy pomocy
oprogramowania do modelowania molekularnego, takiego jak np. HyperChem lub Gaussian.
Tak zoptymalizowane, tréjwymiarowe struktury z duzym prawdopodobienstwem oddaja
konformacje czasteczki obecng w naturze, umozliwiajac dalsza analiz¢ przy pomocy technik
chemometrycznych. Stworzone struktury zostaja poddane wyliczeniu deskryptoréw
molekularnych przez sluzace temu oprogramowanie, np. Dragon. Wartosci deskryptorow
molekularnych umozliwiajg przedstawienie wlasciwosci fizykochemicznych badanych
czasteczek w postaci liczbowej, przez co sa niezbednym elementem sktadowym tworzenia

losciowego modelu stabilnosci metaboliczne;.

Trzeci etap zaktada wlasciwa integracj¢ obu podejs¢ (in vitro oraz in silico) i zasadnicze
tworzenie modelu. Aby stworzy¢ model, wyniki z etapu in vitro (wartosci stabilno$ci
metabolicznej wyrazone w postaci mikrosomalnego czasu pottrwania wyznaczonego w
warunkach in vitro) sa integrowane z wartosciami deskryptorow molekularnych
pochodzacymi z etapu in silico. To skutkuje stworzeniem zbioru danych umozliwiajacego
stworzenie modelu z uzyciem odpowiednich technik chemometrycznych. Zbiér danych
zostaje poddany analizie chemometrycznej majacej na celu znalezienie zalezno$ci pomigdzy

warto$ciami t;, wyznaczonego w warunkach in vitro (miara stabilno$ci metabolicznej) oraz
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wartosciami deskryptorow molekularnych (bedacych liczbowa reprezentacja wlasciwosci
fizykochemicznych czasteczki). Opisane podejscie skutkuje stworzeniem modelu zdolnego do

przewidywania warto$ci opisujacych stabilno§¢ metaboliczng.
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1. Cel pracy

Celem badan bedacych przedmiotem prezentowanej rozprawy doktorskiej byto
opracowanie procedury wyznaczania stabilno$ci metabolicznej wiaczajacej analize
chemometryczng dla pochodnych arylopiperazyny, umozliwiajaca ustalenie ilosciowych
zalezno$ci struktura-stabilno$¢ metaboliczna (ang. quantitative structure-metabolic stabilitity
relationships, QSMSR). Ponadto, dodatkowym celem badan bylo modelowanie zalezno$ci
struktura-stabilno§¢ metaboliczna w sposéb nie ilosciowy, pordwnujac struktury oraz

wyznaczone wartosci stabilnosci dla pochodnych benzenosulfonamidu.
Cel podstawowy pracy zostal osiagniety poprzez realizacje¢ nastepujacych zadan:

1. wyznaczenie mikrosomalnego czasu pottrwania (t;,) w warunkach in vitro dla 30
pochodnych arylopiperazyny, pozyskanych w wyniku wspolpracy z Katedrg i
Zaktadem Technologii Lekéw 1 Biotechnologii Farmaceutycznej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego,

a) stworzenie oraz optymalizacja geometryczna komputerowych modeli badanych
zwigzkow wraz z wyliczeniem ich deskryptoréw molekularnych,

b) stworzenie macierzy integrujacych wartosci mikrosomalnego czasu pottrwania i
deskryptorow molekularnych

2. analiza porownawcza trzech technik chemometrycznych uzywanych do tworzenia
modeli predykcyjnych: regresji wielorakiej (ang. multiple linear regression, MLR),
ortogonalnych czastkowych najmniejszych kwadratow (ang. orthogonal partial least
squares, OPLS) oraz metody wektorow nosnych (ang. support vector machines,
SVM),

a) stworzenie modelu predykcyjnego przy uzyciu techniki, ktora wykazywata
najwyzszg zdolnos¢ prognostyczng podczas analizy pordownawczej,

b) pordwnanie wartosci przewidywanych przez model oraz wartosci uzyskanych
podczas eksperymentow in vitro,

3. Wyznaczenie warto$ci mikrosomalnego czasu pottrwania (t;;) dla 10 pochodnych
benzenosulfonamidu (pozyskanych w wyniku wspodtpracy z Katedrg 1 Zakladem
Chemii Organicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego)

a) wykonanie analizy zalezno$ci miedzy strukturg chemiczng zwigzkow a

oszacowang stabilno$cig metaboliczng.
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1. Wyniki

1. Poréwnanie metody regresji wielorakiej, metody ortogonalnych czastkowych
najmniejszych kwadratow oraz metody wektoréw nosnych podczas modelowania

stabilnosci metabolicznej

W celu wybrania najbardziej optymalnej techniki chemometrycznej do modelowania
stabilno$ci metabolicznej zdecydowano si¢ na poréwnanie trzech metod uzywanych do
tworzenia modeli predykcyjnych: metody regresji wielorakiej (MLR), metody ortogonalnych
czastkowych najmniejszych kwadratow (OPLS) oraz metody wektorow nosnych (SVM). Do
analizy przystapiono po wyznaczeniu mikrosomalnych czasow poéttrwania in vitro dla 30
pochodnych arylopiperazyny, oraz po stworzeniu i optymalizacji trojwymiarowych modeli

badanych czasteczek.

Do przeprowadzenia poroéwnania technik, warto$ci mikrosomalnego czasu pottrwania
winny spelnia¢ warunek normalnego rozktadu. Po przetransformowaniu wartosci przy
pomocy funkcji y = log(x), normalno$¢ rozktadu potwierdzono testem Shapiro-Wilka

(p>0,05).

Gotowa do analizy macierz danych (powstata z potaczenia warto$ci mikrosomalnego
czasu pottrwania oraz wartosci deskryptorow strukturalnych) poddano procedurze doboru
zmiennych z pakietu Data Mining oprogramowania Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, USA).
Dobér zmiennych pozwolit na ograniczenie ilosci deskryptorow wchodzacych w sktad
modelu z 2787 do 4, wybranych pod katem istotnos$ci statystycznej. Kolejnym etapem byto
wlasciwe tworzenie modeli oraz ocena zdolnosci predykcyjnej uwzgledniajac wspotczynnik
korelacji dla zbioru walidacyjnego oraz wartosci btedu $redniokwadratowego. Walidacje
stworzonych modeli oparto na zewnetrznym zbiorze, sktadajacym si¢ z 8 tych samych

zwigzkow dla wszystkich 3 modeli.
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Rycina 5. Korelacja pomigdzy wartosciami eksperymentalnymi log t,, i przewidywanymi przy uzyciu modelu
stworzonego metoda regresji wielorakiej.

logt;,= 0,99 0,0178 + (0,0807 Eig Ea(bo)) — (0,1257 Eigl0 EA(bo))

n=30 R=0,8041 R*=0,6466 F=10,97 p=2,5 10* s=0,225

Roéwnanie 1. RoOwnanie regresji stworzone przy uzyciu metody MLR.

Model stworzony technikg regresji wielorakiej charakteryzowal si¢ najmniej
satysfakcjonujagcymi  parametrami sposrdd wszystkich trzech stworzonych modeli.
Wspotczynniki korelacji wynosity odpowiednio: R = 0,8041 dla zbioru uczacego oraz R =
0,8522 dla zbioru walidacyjnego. Wartosci pierwiastka biedu $redniokwadratowego dla
zbioru uczacego wyniosty odpowiednio: RMSE = 0,0748 dla zbioru uczacego oraz RMSE =
0,0654 dla zbioru walidacyjnego. Pomimo zalet, jakie niesie uzycie regresji wielorakiej
(obecno$¢ rownania pozwalajagcego na ocen¢ stopnia, w jakim poszczegodlne deskryptory
wplywaja na stabilnos¢ metaboliczng), wyniki predykcji wartoSci mikrosomalnego czasu

pottrwania nie sg zadowalajace.
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Rycina 6. Korelacja pomiedzy wartosciami eksperymentalnymi log t;,, i przewidywanymi z uzyciem modelu
stworzonego metoda ortogonalnych czastkowych najmniejszych kwadratow.

log ti2=0,6993 — (0,0213 SpMax AEA(ri)- (0,1213 Eigl0 EA(bo))
~(0,0773 Eigll EA(bo)- 0,0213 Eig0l AEA(ri))

n=30 R=0,8069 R*=0,6510 p 0,05

Rownanie 2. Rownanie regresji stworzone przy uzyciu techniki OPLS.

Dla modelu stworzonego metoda ortogonalnych czastkowych najmniejszych kwadratow
(przy pomocy oprogramowania SIMCA 13.0.3) parametry statystyczne okazaty si¢ lepsze niz
w przypadku modelu stworzonego przy pomocy regresji wielorakiej. Wspotczynnik korelacji
dla zbioru uczacego i1 walidacyjnego wyniost odpowiednio: R = 0,8069 oraz R = 0,8654.
Pierwiastek btedu S$redniokwadratowego dla zbioru wuczacego przyjal wartosé
RMSE = 0,0730, a dla zbioru walidacyjnego RMSE = 0,0740. Gt6wng r6znicg przemawiajaca
na korzy$§¢ modelu wykonanego przy pomocy techniki OPLS jest bardziej kompletne
réwnanie, w sklad ktorego wchodzg wszystkie 4 deskryptory. W przypadku réownania dla
modelu wykonanego technika MLR, réwnanie skladalo si¢ jedynie z 2 z 4 wybranych
deskryptorow (przy 3 1 wigcej zastosowanych deskryptorach réwnanie bylo nieistotne

statystycznie).
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Rycina 7. Korelacja pomiedzy warto$ciami log 1;, eksperymentalnymi i przewidywanymi przy uzyciu modelu
stworzonego metodg wektoréw nosnych.

Model stworzony przy wykorzystaniu metody wektor6w nosnych wykazal sie
najlepszymi parametrami sposréd porownywanych technik. Wspolczynnik korelacji dla
zbioru uczacego wyniost R = 0,9669, za$ dla zbioru walidacyjnego R = 0,9170. Pierwiastek
btedu sredniokwadratowego przyjat warto§¢ RMSE = 0,0456 dla zbioru uczacego oraz RMSE
= 0,0724 dla zbioru walidacyjnego. Poréwnujac z pozostatymi modelami, model wykonany
przy pomocy metody SVM charakteryzuje si¢ lepszym dopasowaniem danych do modelu
oraz mniejszymi warto$ciami pierwiastka btedu sredniokwadratowego (ukazujacymi mniejsza
réznice migdzy warto$ciami przewidywanymi przez model, a warto$ciami wyznaczonymi

eksperymentalnie). Jest on najbardziej satysfakcjonujacy.

Wyniki tych badan zostaly opisane w publikacji: S. Ulenberg, M. Belka, T. Baczek
Comparison of MLR, OPLS, and SVM as potent chemometric techniques used to estimate in

vitro metabolic stability, Journal of Chemometrics, 30 (2016) 177-181.
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2. Model predykcyjny mikrosomalnego czasu péltrwania in vitro wyprowadzony z
uzyciem metody wektorow nosnych oraz ocena S$ciezek metabolicznych

pochodnych arylopierazyny

Przeprowadzona wczesniej analiza poréwnawcza udowodnita, ze metoda wektorow
nosnych moze by¢ rozwazona jako technika wiodgca w przypadku przewidywania warto$ci
mikrosomalnego czasu poéitrwania dla pochodnych arylopiperazyny. W skiad ostatecznego
modelu weszto 6 deskryptorow z grupy edge adjacency indices, mianowicie Eigl1 EA(bo),
Eigl0 EA(bo), SpMax AEA(ri), Eig0l AEA(ri), SpDiam AEA (ri), SpMax EA, bedace
deskryptorami opisujacymi topologi¢ czasteczki. Wspodtczynniki korelacji gotowego modelu
wyniosty R =0,9369 dla zbioru uczacego oraz R = 0,8440 dla zbioru walidacyjnego.

Oprocz analizy ilosciowej, umozliwiajacej wyznaczenie mikrosomalnych czasoéw
pottrwania, zdecydowano si¢ rOwniez na wykonanie analizy jako$ciowej przy uzyciu techniki
LC-Q-TOF-MS/MS. Analiza jakosciowa pozwolita na zidentyfikowanie powstajacych
metabolitow (co umozliwito ustalenie typdéw reakcji biotransformacji jakim ulegajg badane
pochodne), oraz wskazanie w strukturach badanych pochodnych fragmentéw najbardziej

podatnych na reakcje metaboliczne.

Najpopularniejszym typem reakcji biotransformacji, zaobserwowanym w kazdym z
badanych zwigzkéw byta reakcja hydroksylacji w czgsci farmakoforowej. Analiza
uzyskanych widm ujawnila fragmenty czegsci farmakoforowej z masg czasteczkows
zwigkszong o 16 Da, wskazujac na utlenienie. Drugim najbardziej popularnym typem reakcji
biotransformacji byla addycja wody polaczona z redukcja nienasyconego pier§cienia w
niefarmakoforowej czesci czasteczki, skutkujgca zwigkszeniem masy fragmentu o 34 Da.
Mniej popularna reakcja  biotransformacji, mianowicie  hydroksylacja  czesci
niefarmakoforowej zostata zaobserwowana w przypadku metabolitow M1 1 M2 zwiagzku

DEP30.
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Rycina 8. Struktura zwigzku DEP30. Szary prostokat ukazuje obszar czasteczki, ktory podlega
reakcji hydroksylacji.

Analiza widm dla metabolitu M3 zwigzku DEP11 wskazuje na reakcj¢ O-demetylacji

zachodzaca wspolnie z hydroksylacja w czesci farmakoforowe;.
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Rycina 9. Struktura zwigzku DEP11. Szary prostokat ukazuje obszary czasteczki, ktore podlegaja
reakcji O-demetylacji oraz hydroksylacji.

Najrzadziej obserwowang reakcja biotransformacji byla podwdjna hydroksylacja w

czesci niefarmakoforowej czasteczki, obserwowana dla metabolitu M3 zwigzku DEP6.
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Rycina 10. Struktura zwigzku DEP6. Szary prostokat ukazuje obszar czasteczki, ktore podlegaja
reakcji podwajnej hydroksylacji.
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Wyniki tych badan zostaty opisane w publikacji: S. Ulenberg, M. Belka, M. Krol, 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) 1-16.
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3. Ocena zaleznoSci struktura-stabilnos¢ metaboliczna na przykladzie pochodnych

benzenosulfonamidu

Ocena zalezno$ci migdzy stabilnoscig metaboliczng a strukturg chemiczng zwigzkéw nie
zawsze wymaga stworzenia modelu ilosciowego. W przypadku matych grup zwigzkow, dla
ktorych wyznaczono warto$¢ mikrosomalnego czasu poéttrwania w warunkach in vitro,
stworzenie rzetelnego i1 istotnego modelu jest trudne ze wzgledu na zbyt mata ilosc
przypadkéw. W takich grupach zwigzkéw mozliwe jest wykonanie klasycznego,
bezposredniego poroOwnania wartosci mikrosomalnego czasu pottrwania ze strukturami
chemicznymi badanych pochodnych, bez uzycia technik chemometrycznych. Przyktadem
takiego podej$cia jest ocena zaleznosci migdzy strukturg chemiczng a stabilno$cia
metaboliczng (ang. structure-metabolic stability relationships, SMSR) pochodnych

benzenosulfunamidu, bedacych kandydatami na nowe leki przeciwnowotworowe.

Poréwnaniu poddano grupe 10 najbardziej aktywnych pochodnych, sposréd wszystkich
trzydziestu trzech pochodnych benzenosulfonamidu bioracych udziat w badaniu. Substancje
poddano procedurze wyznaczenia wartosci mikrosomalnego czasu pottrwania w warunkach in
vitro. Struktury zwiazkoéw oraz wartosci mikrosomalnych okresow biologicznego poitrwania
przedstawia rycina 11.

Mikrosomalny czas

Zwigzek R! R? Ar pottrwania w warunkach
in vitro (min)

30 Me Ph il 1N 24,9

OMe
31 Me Ph J s 17,6
34 Me 4-CF,-CcH, o it > 60 (154)

OMe _R?
35 Me 4-CF-CH, oy 42,4 3 I
36 Me 1-naftyl Jol 13,9 j@: BN A

R’ Py N

37 Me 1-naftyl o 32,8 0o 1'/“,]/
38 Me 1-naftyl /@OME <5
46 4-CI-CH,-NHCO  Ph I i > 60 (78,1)
47  4-C-CH,-NHCO  Ph Vo g 17,5
52 4-Me-C;H,-NHCO  Ph 3o il 26,5

Rycina 11. Struktura badanych pochodnych benzenosulfonamidu wraz z wyznaczonymi w warunkach in

vitro biologicznymi czasami pottrwania.
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Poréwnanie wartos$ci obrazujacych stabilno$¢ metaboliczng ze strukturami chemicznymi
pochodnych benzenosulfonamidu bioracych udziat w badaniu pozwolito na sformutowanie

nastepujacych wnioskow.

Najbardziej stabilna pochodna (zwigzek nr 34) posiada podstawnik 4-tri-fluoro-metylo-
fenylowy zaréwno w pozycji R' jak i Ar. Wymiana podstawnika 4-tri-fluoro-metylo-
fenylowego na 4-metoksy-fenylowy w pozycji Ar (zwiazek nr 35) zaowocowato skroceniem
ti» z ponad 60 min do $redniej wartosci 42,4 min. Analogiczna wymiana podstawnikéw w
zwigzkach 46 1 47 spowodowata zmniejszenie wartosci t;, z powyzej 60 min do 17,5 min.
Biorgc pod uwage kolejne zwigzki (zwiazek 30) z podstawnikiem 3-metoksy-fenylowym w
pozycji Ar, oraz 31 (podstawnik 3,4-di-metoksy-fenylowy w pozycji Ar) zauwazono wptyw
dodatkowej grupy metoksylowej na skrécenie mikrosomalnego czasu poltrwania. Opisane
obserwacje sugeruja, ze obecno$¢ grupy metoksylowej w okreslonych pozycjach wywiera
niekorzystny wptyw na stabilno$¢ metaboliczng badanych substancji i moze by¢ zmniejszony

poprzez wymiang grupy metoksylowej na tri-fluoro-metylowa.

Poréwnanie wartosci t;, dla zwigzkow 34 (podstawnik 4-tri-fluoro-metylowo-fenylowy
w pozycji R') i 37 (podstawnik 1-naftylowy w pozycji R') wykazato negatywny wptyw grupy
I-naftylowej na stabilno$¢ metaboliczng badanych pochodnych. Zaobserwowano réwniez
kumulacje wpltywéw podstawnika 1-naftylowego w pozycji R' oraz 4-metoksy-fenylowego w
pozycji Ar w przypadku zwigzku 38, ktory charakteryzowatl si¢ najmniejsza wartoscia ti

wsrdd badanych pochodnych.

Wiyniki tych badan zostaty opisane w publikacji: B. Zotnowska, J. Stawinski, A. Pogorzelska,
K. Szafranski, A. Kawiak, G. Stasitoj¢, M. Belka, S. Ulenberg, T. Baczek, J. Chojnacki.
Novel 5-substituted 2-(arylmethylthio)-4-chloro-N-(5-aryl-1,2,4-triazin-3-yl)
benzenesulfonamides: synthesis, molecular structure, anticancer activity, apoptosis-inducing

activity and metabolic stability, Molecules, 21 (2016) 1-27.

31



V. Whioski

Podczas realizacji zadan badawczych wchodzacych w tok przedstawionej pracy
stworzono model matematyczny zdolny do przewidywania warto$ci mikrosomalnego czasu
péttrwania (t;,) wyznaczonego w warunkach in vitro, opisujacych stabilnos¢ metaboliczng

badanych pochodnych arylopiperazyny.

Wybor najbardziej optymalnej techniki chemometrycznej, majacej postuzy¢ w dalszym
etapie do stworzenia wlasciwego modelu, opieral si¢ na wykonaniu analizy poréwnawczej dla
trzech technik chemometrycznych. Analiza obejmowata modele wyprowadzane z uzyciem
metody regresji wielorakiej (MLR), metody ortogonalnych czastkowych najmniejszych
kwadratow (OPLS) oraz metody wektoréw nosnych (SVM). Warto§ciami uzytymi do
poréwnania byty wspotczynniki korelacji dla zbioru uczacego i walidacyjnego oraz wartosci
pierwiastka bledu sredniokwadratowego. Wsrdd trzech porownywanych technik, najlepszymi
parametrami predykcyjnymi jednoznacznie wyrozniata si¢ metoda wektoréw nosnych (SVM)
[P2].

Metoda wektorow nosnych (SVM) zostala nastgpnie uzyta do wyprowadzenia modelu
matematycznego. Model zostal stworzony w oparciu o sze$¢ najbardziej istotnych
statystycznie deskryptorow molekularnych. Walidacje wykonano w oparciu o zbidr
walidacyjny, sktadajacy si¢ z o$Smiu losowo wybranych zwigzkéw. Wspotczynniki korelacji
wyniosty R = 0,9369 dla zbioru uczacego oraz R = 00,8440 dla zbioru walidacyjnego.
Wymienione wartosci wspdiczynnika korelacji §wiadcza o dobrej jakosci modelu oraz jego
wysokiej zdolno$ci prognostycznej. Pozwala to wnioskowaé¢ o uzytecznosci metody
wektorow nosnych w modelowaniu zalezno$ci struktura-stabilno§¢ metaboliczna oraz
tworzeniu regresyjnych modeli prognostycznych pozwalajacych na przewidywanie wartosci

mikrosomalnego czasu péttrwania (t;,) [P1].

Opisana procedura badania stabilno$ci metabolicznej zostata rowniez wykorzystana w
wyznaczeniu mikrosomalnego czasu pottrwania (t;,) dla wybranych pochodnych
benzenosulfonamidu. Wyznaczone wartosci t;, dla zestawu dziesigciu najbardziej aktywnych
pochodnych zostaty porownane ze strukturami badanych substancji. Zestawienie stabilnosci
metabolicznej oraz struktur chemicznych pozwolilo na wytypowanie podstawnikow
chemicznych majacych negatywny wptyw na stabilno$¢ metaboliczng. Wnioski te pozwalaja
na uzyskanie w przysztosci pochodnych o zmniejszonej podatnosci na reakcje

biotransformac;ji [P3].
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