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* Kosinska — nazwisko panienskie
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Streszczenie

Receptor tachykininowy NK1 (NK1R) wraz ze swoim endogennym ligandem,
substancja P (SP), uczestniczy w regulacji wielu procesow fizjologicznych 1 patologicznych.
Ten szeroki udziat w fizjologii cztowieka, czyni receptor NK1 waznym terapeutycznym
celem molekularnym. Nowsze podejscia do wykorzystania NK1R jako punktu uchwytu dla
terapii  (np. wielocelowe analgetyki; celowane dostarczanie tadunku terapeutycznego,
celowana terapia radionuklidowa, antagonizm endosomowego sygnatowania przez NK1R)
wymaga poszukiwania nowych ligandow tego receptora lub stosownych modyfikacji

zwigzkow juz istniejacych.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie i synteza biblioteki nowych
pochodnych  fenyloalaniny i tryptofanu jako potencjalnych ligandow NKIR.
W tym kontekScie, zaprojektowano seric zwiazkow, ktore a) zawieraty kluczowe dla
powinowactwa do NKIR elementy osadzone na réznych szkieletach organicznych
(serie W/F-71-W/F-74), b) stanowily rozbudowanie znanego antagonisty NK1R 1.732,138
(serie W-80-W-84) lub c) byly jego modyfikacja (seria W-90). Zaprojektowane zwigzki
otrzymano w ramach kilkuetapowych syntez, stosujagc znane techniki syntezy organicznej

oraz syntezy peptydow w roztworze. Otrzymano 94 zwiazki, w tym 93 nowe pochodne.

Otrzymane zwigzki poddano ewaluacji biologicznej (przeprowadzonej przez
wspolpracownikow). Badania powinowactwa receptorowego wobec NK1R postuzyty analizie
zalezno$ci struktura—aktywno$¢ w otrzymanych bibliotekach w kontekscie receptora NKI1.
Pomimo uwzglednienia w strukturze zwigzkow z serii W/F-70-W/F-74 Kkluczowych dla
powinowactwa do receptora NKI1 elementow, zwigzki te nie wykazywaly znaczacej
aktywnosci wobec NK1R. W ramach przeprowadzonych badan powinowactwa wykazano,
ze mozliwe jest rozbudowanie (na sposéb umozliwiajacy tworzenie koniugatow 1 zwigzkoéw
wielofunkcyjnych) znanego antagonisty NK1R L-732,138 o dodatkowe elementy od N-konca
bez utraty powinowactwa do NKIR (seria zwigzkow W-80-W-84). Dodatkowo,
na podstawie analizy zaleznosci struktura—aktywno$¢ w serii zwigzkéw W-90 stwierdzono,
ze mozliwe jest zastgpienie w strukturze L-732,138 kluczowej dla powinowactwa grupy CF;
grupa pentafluorosulfanylowa (SFs, nazywana tez ,,super-CF3”) bez znaczacego spadku

powinowactwa.



Innym rodzajem badania in vitro, w ktorym testowana byta seria zwigzkow
WI/F-70-W/F-74 bylo badanie wplywu na zywotnos¢ komorek (cytotoksycznosc).
Przebadane zwigzki cechowaly si¢ zroznicowang aktywnoscia wobec komorek
nowotworowych COLO679 i1 prawidtowych BJ. Sposrod nich dwa zwiazki charakteryzowaty
si¢ szczegOlnym profilem aktywnosci, wykazujac silne dziatanie cytotoksyczne i selektywne
wobec linii koméorkowej COLO679, jednocze$nie nie wykazujac znaczacego powinowactwa
wobec NK1R. Korzystajac z metod in silico (przewidywania SwissTarget oraz dokowanie
molekularne) opracowano hipotez¢ sugerujaca mozliwo$¢ potencjalnego dziatania tych

zwigzkow przez receptor CCK2.

Niezaleznym celem mojej pracy bylo opracowanie funkcji oceniajacych
specyficznych dla receptora NK1. W dzisiejszych czasach, kluczowa rolg w poszukiwaniu
nowych substancji czynnych pelnig metody in silico, w tym dokowanie molekularne. Funkcje
oceniajgce w dokowaniu molekularnym stuza do prognozowania sily wigzania. Niestety,
w wielu przypadkach dokowanie, szczegélnie pod wzglegdem przewidywania energii
wigzania, jest niedoktadne, co utrudnia praktyczne zastosowanie tych technik. Aby poprawic
skuteczno$¢ dokowania, wykorzystuje si¢ roznorodne strategie, w tym opracowywanie

funkcji oceniajacych specyficznych dla konkretnych celoéw molekularnych.

W swoich badaniach obliczeniowych, w pierwszym etapie, wykazatam, ze oryginalna
funkcja oceniajgca programu AutoDock Vina stosunkowo stabo radzi sobie w szacowaniu
energii wigzania ligandow z NKIR 1 odroznianiu zwigzkow aktywnych od nieaktywnych.
Kolejno, uzyskane dane eksperymentalne o powinowactwie receptorowym do NKI1R
nowosyntezowanych zwigzkow oraz dane literaturowe wykorzystano do wytrenowania
funkcji specyficznych dla NK1R. Otrzymano nowe funkcje oceniajace, ktore w przesiewie

wirtualnym byty skuteczniejsze niz oryginalna funkcja oceniajgca programu AutoDock Vina.
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Abstract

The neurokinin NK1 receptor (NK1R) along with its endogenous ligand, substance P
(SP), takes part in the regulation of many physiological and pathological processes. This vast
participation in the human physiology renders the NK1 receptor an important molecular
target for therapies. Newer approaches to the application of NK1R as a therapetic target
(e.g., multitarget analgesics; targeted delivery of therapeutic cargo, targeted radionuclide
therapy, antagonism of NK1R endosome signalling) require searching for new ligands of this

receptor or appropriate modifications of the already existing compounds.

The aim of this doctoral project was the design and synthesis of a library of novel
phenylalanine and tryptophan derivatives as potential ligands of NK1R. In this context,
designed were a few series of compounds a) that contained structural elements important for
the NK1R affinity embedded upon various organic scaffolds (W/F-71-W/F-74 series),
or ¢) that were expanded analogues of the known antagonist NK1R L732,138 (W-80-W-84
series) or c) that were modification of that antagonist (W-90 series). The designed
compounds were obtained via a-few-steps synthetic routes, using typical techniques of
organic synthesis and those of peptide synthesis in solution. In total, 94 compounds were

obtained, including 93 novel derivatives.

The synthetiszed compounds were evaluated biologically (with the help of
collaborators). Data on the NKI1R receptor affinity served for the analysis of the
structure-activity relationships in the obtained libraries. Despite including structural elements
crucial for the NK1R affinity, the compounds of W/F-70-W/F-74 series did not exhibit any
significant activity towards NK1R. Furthermore, it was found that it is possible to expand
(in a way which enables the formation of conjugates and multifunctional compunds) the
known NKI1R antagonist, called L-732,138, by including additional elements from
as the N-terminal piece, without loosing NK1R affinity (W-80-W-84 series). Moreover,
on the basis of the analysis of the structure-activity relationships in the compound series
W-90, it was established that it is possible to substitute the trifluoromethyl (CF3) group,
essential for the NK1R affinity, in the L-732,138 structure with a pentafluorosulphanyl group

(SFs, also called ,,the super-CF3”) without significant affinity decreases.

Another type of in vitro studies, in which the compounds of W/F-70-W/F-74 series

were tested, was the study of influence on the cell viability (cytotoxicity). The investigated
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compunds were characterized by varied activity towards COLO679 cancer cells and normal
BJ cells. Among them, two compounds displayed a particular activity profile, exhibiting
strong cytotoxic activity and selectivity towards the COLOG679 cell line, simultaneously not
exhibiting a significant affinity towards NK1R. Based on the in silico methods (SwissTarget
predictions and molecular docking) a hypothesis was developed suggesting the possibility

that these compounds are active via CCK2 receptor.

An independent goal of my project was the development of scoring functions specific
for NK1R. Nowadays, a key role in searching for new active substances is played by in silico
methods, including molecular docking. Scoring functions in molecular docking are used for
predicting the free energy of binding (binding strength). Unfortunately, in many cases
docking is inaccurate (especially when it comes to predicting binding strength) which makes
the practical application of these techniques less efficient. In order to improve
the effectiveness of docking, various strategies are employed, including the development

of scoring functions specific for particular molecular targets.

In the first stage of my computational work, | found that the original scoring function
of AutoDock Vina program has a relatively poor efficacy in evaluating the binding energies
of NK1R ligands and distinguishing active and nonactive compounds. Next, the obtained
experimental data on NKI1R affinity of my newly synthesized compounds as well as
the literature data were used to train scoring functions specific for NK1R. The new scoring
turned out to be more effective in virtual screening compared to the original scoring function

of the AutoDock Vina program.
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Innowacyjnos¢ rozprawy

1)

2)

3)

4)

5)

Otrzymanie biblioteki nowych 64 pochodnych fenyloalaniny i tryptofanu, jako
potencjalnych ligandow NK1R.

Otrzymanie 14 nowych pochodnych tryptofanu poprzez rozbudowanie (na sposob
umozliwiajacy tworzenie koniugatéw 1 zwigzkéw wielofunkcyjnych) o dodatkowe
elementy od N-konca znanego antagonisty NKI1R L-732,138 bez utraty
powinowactwa do NK1R.

Otrzymanie 10 nowych pochodnych tryptofanu (analogow L-732,138), w ktorych
kluczowa dla powinowactwa grupe trifluorometylowg (CF3) zastgpiono grupg
pentafluorosulfanylowg (SFs), bez znaczacego spadku powinowactwa.

Wykazanie umiarkowanej skutecznos$ci funkcji oceniajacej programu AutoDock
Vina w przesiewaniu wobec receptora NK1.

Opracowanie nowych funkcji oceniajacych (do rescoringu) specyficznych dla
NKIR, ktore w testach walidacyjnych wykazywaty systematyczng i statystycznie
istotng poprawe skutecznosci w poréwnaniu do oryginalnej funkcji oceniajacej

programu AutoDock Vina.
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Wykaz skrotow

Ac

AcC,0O
ACN
AP-2

BBB

Boc

Bzl

cAMP
Cbz
CCK2R
CPT

DAG
DCC
DCM
DCU
D-Lys(Nic)
DMF
Dmt
DOTA
DOTAGA
D-Phe(Cl,)
DTPA
ECE-1
ECL

EF

EI:frac
EGFR

EK

ekw.

ERK

ESI
Et,O
EtOAc
FA
GABA
GDP
GRK
GTP
GPCR
HK-1

grupa acetylowa

bezwodnik octowy

acetonitryl

biatko adaptorowe-2

bariera krew-mozg (ang. blood-brain barrier)

grupa tert-butyloksykarbonylowa

grupa benzylowa

cykliczny monofosforan adenozyny

grupa benzyloksykarbonylowa

receptor cholecystokininowy 2

kamptotecyna

diacyloglicerol

N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

dichlorometan (chlorek metylenu)
N,N’-dicykloheksylomocznik

N®-nikotynoilo-D-lizyna

N,N-dimetyloformamid

2°,6’-dimetylotyrozyna

kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctowy
kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctowo-1-[2-glutarowy]
3,4-dichloro-D-fenyloalanina

kwas dietyleno-triamino-pentaoctowy

enzym konwertujacy endoteling 1

petla zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular loop)
wspoélczynnik wzbogacenia (ang. enrichment factor)
znormalizowany wspoélczynnik wzbogacenia

nabtonkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)
endokinina

ekwiwalent (rownowaznik molowy, gramoréwnowaznik)
kinaza  regulowana  sygnalem  zewnatrzkomorkowym  (ang.
extracellular signal regulated kinase)

elektrorozypylanie (ang. electrospray)

eter dietylowy

octan etylu (ang. ethyl acetate)

kwas mrowkowy (ang. formic acid)

kwas y-aminomastowy (ang. y-aminobutyric acid)
guanozyno-5-difosforan

kinazy biatek sprzezonych z biatkiem G
guanozyno-5-trifosforan

receptor sprzezony z biatkiem G (ang. G-protein coupled receptor)
hemokinina-1
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HOSu
IBS
IChTJ
ICL
1P3
iPrOH
LC-MS

logAUC

MAPK
MAE
MeOH
MLSF

ML-TSSF

NF-xB
NLS
NKI1R
NK1R-F1
NK1R-Tr
NK2R
NK3R
NKA
NKB
NMR

NOTA
NPK
NPy
pAff
Pal3
PDB
PEG
PET
pGlu
PI3K
PIP,
PIP;
PKA
PKC
PLCB
PPT

N-hydroksysukcynoimid

zespot jelita drazliwego (ang. irritable bowel syndrome)

Instytut Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie

petla wewnatrzkomorkowa (ang. intracellular loop)

1,4 ,5-trifosforan inozytolu

izopropanol

chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas (ang. liquid
chromatography mass spectrometry)

pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej
w skali semilogarytmicznej

kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen activated kinases)
$redni blad bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error)

metanol

funkcje oceniajace uczone maszynowo (ang. machine-learned scoring
function)

funkcja/funkcje oceniajace specyficzne dla celu molekularnego uczone
maszynowo (ang. machine-learned target specific scoring function)
jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B

sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal)

receptor NK1

petna (F1 — ang. full) forma receptora NK1

skrocona (Tr — ang. truncated) forma receptora NK1

receptor NK2

receptor NK3

neurokinina A

neurokinina B

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear
Magnetic Resonance)

kwas 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctowy

neuropeptyd K

neuropeptyd y

ujemny logarytm eksperymentalnego powinowactwa
3-(3-pirydylo)alanina

baza danych Protein Data Bank

poli(tlenek etylenu) (glikol polietylenowy)

pozytonowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography)
kwas piroglutaminowy

kinaza 3-fosfoinozytydu

4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu

3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu

kinaza biatkowa A (ang. protein kinase A)

kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

fosfolipaza Cp (ang. phospholipase Cp)

preprotachykinina
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QSAR
ROC
ROCK
QSAR
SAR
SBVS
SP

SPECT/CT

TFA
TFMP
Thi
TLC
™
T™MG
TRT
TSSF

ZN IMDIiK PAN

iloSciowe  zaleznoéci  struktura-aktywno$¢ (ang.  Quantitative
Structure—Activity Relationships)
krzywa charakterystyki operacyjnej
operating characteristic curve)

kinaza bialkowa zwigzana z biatlkami Rho (ang. Rho-associated
protein kinase)

ilosciowe  zalezno$ci  struktura-aktywnos$¢  (ang.
Structure—Activity Relationships)

badania zaleznosci struktura chemiczna—aktywnos$¢ biologiczna (ang.
Structure—Activity Relationship)

przesiew wirtualny oparty na strukturze (ang. structure-based virtual
screening)

substancja P

tomografia emisyjna pojedynczych fotonow/tomografia komputerowa
(ang. single-photon emission computed tomography/computed
tomography)

kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic acid)

grupa 3,5-bis(trifluorometylo)fenylowa

tienyloalanina

chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin-layer chromatography)
helisa przezblonowa (od ang. transmembrane)
1,1,3,3-tetrametyloguanidyna

celowana terapia radionuklidowa (ang. targeted radionuclide therapy)
funkcja/funkcje oceniajgce specyficzne dla celu molekularnego (ang.
target-specific scoring functions)

Zaktad  Neuropeptydow Instytutu Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej im. M. Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk

odbiornika (ang. receiver

Quantitative
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. Wstep

W obliczu coraz bardziej zlozonych wyzwan zdrowotnych, konieczne jest
poszukiwanie nowych strategii terapeutycznych, opartych na interdyscyplinarnym podejsciu
i najnowszych osiggni¢gciach naukowych. Szczegdlnie wazna jest identyfikacja nowych

substancji czynnych, ktore mogtyby stanowi¢ skuteczne i bezpieczne terapie.

W tej perspektywie receptor tachykininowy NK1 (NK1R) oraz jego endogenny
ligand, substancja P (SP), wytaniajg si¢ jako wazne cele molekularne. Ich udziat w regulacji
szeregu procesOw fizjologicznych i patologicznych czyni je punktami centralnymi zaréwno
jesli chodzi o mechanizmy chorobowe jak i potencjalne terapie. Obecnie w medycynie
stosowanych jest pig¢ antagonistow receptora NKI1 we wskazaniu do zapobiegania
nudno$ciom i wymiotom zwigzanym z emetogenng chemioterapiag nowotworow. Wydaje si¢
jednak, ze nie wyczerpuje to mozliwosci wykorzystania NKIR jako punktu uchwytu dla
terapii. Badania prowadzone na przestrzeni lat sugerowaty obiecujacy potencjat NKI1R
w m.in. terapiach psychiatrycznych (depresji, schizofrenii, uzaleznien), czy leczeniu bolu.
W wielu przypadkach poczatkowe nadzieje nie spelnity sie, ale dalsze, bardziej
zaawansowane proby celowania w NK1R, nie ustajg. W ostatnich latach, badacze zwrdcili

uwagg na m.in.:

e mozliwo$¢ wiaczania farmakoforu NK1R do wielocelowych zwigzkow
przeciwbolowych,

e antagonizm endosomalnego sygnalowania przez NKI1R,

e selektywna cytotoksyczno$¢ antagonistow NKIR,

e wykorzystanie ligandow NKIR jako wektorow dla celowanego dostarczania

elementu terapeutycznego (m.in. terapeutycznych radionuklidow).

Te specyficzne zastosowania NKI1R wymagaja poszukiwania nowych ligandow tego
receptora lub przeprojektowania ligandow juz istniejagcych. W tym konteks$cie, podjetam sig
zaprojektowania i syntezy biblioteki nowych pochodnych fenyloalaniny i tryptofanu
jako potencjalnych ligandéw NKI1R.

Inny aspekt moich badan dotyczyt rozwoju funkcji oceniajacych specyficznych dla
receptora NK1. We wspoétczesnym poszukiwaniu nowych substancji aktywnych, kluczowa

rolg odgrywa wykorzystanie metod in silico. Jedng z istotnych technik stosowanych w tym
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obszarze jest dokowanie molekularne, ktoére ma na celu przewidywanie oddziatywan miedzy
potencjalnymi czasteczkami lekéw a wybranymi celami molekularnymi. Dokowanie
molekularne jest metoda stosunkowo szybka i tanig obliczeniowo. Dzigki temu zyskato ono
bardzo duza popularno$¢ jako narzedzie racjonalnego projektowania lekow. Z drugiej jednak
strony, stosowanie tej techniki wigze si¢ z réznymi ograniczeniami, z ktoérych by¢é moze
najwazniejszym jest niedoktadnos¢ predykcji sity wigzania przez funkcje oceniajgce

(ang. scoring functions).

Niektorzy autorzy wskazuja, ze przynajmniej czgsciowo problem ten wynika
z zakladanej uniwersalnosci popularnych funkcji oceniajacych. Funkcje takie sa bowiem
kalibrowane na danych eksperymentalnych dotyczacych wielu roznych biatek receptorowych,
pochodzacych z réznych rodzin. Rozwigzaniem poprawiajacym doktadno$¢ scoringu moze
by¢ przygotowywanie funkcji oceniajacych ,,szytych na miare”, specyficznych dla danego
receptora. Mozna to osiggng¢ przez dostrajanie parametréw funkcji do danych
eksperymentalnych zwigzanych z jednym konkretnym celem molekularnym (lub rodzing
celow molekularnych). Takie specyficzne modele scoringu powinny dawac lepsze predykcje
w badaniach zwigzanych z wybranym celem molekularnym. W tym kontekscie postanowitam
wykorzysta¢ dane eksperymentalne o powinowactwie receptorowym zsyntezowanych przez
mnie zwigzkéw (zmierzone przez wspotpracownikow) do opracowania funkcji

oceniajgcych specyficznych dla receptora NK1.

W zwigzku z przedmiotem moich badan, w czgséci literaturowej prezentowanej
rozprawy omowilam najpierw szczegdétowo role receptora NK1 i SP w fizjologii
1 patofizjologii cztowieka (Rozdziat II.1). Dalej, scharakteryzowatam znanych antagonistow
NK1R z réznych grup chemicznych (Rozdziat 11.2) i przedstawitam opisane proby ich
stosowania w farmakologii. Oddzielng sekcj¢ poswiecitam omowieniu najnowszych prob
celowania w receptor NK1 jako innowacyjnej interwencji terapeutycznej (podrodziat 11.2.3).
W kolejnej czgsci skupitam sie¢ na dokowaniu molekularnym 1 funkcjach oceniajagcych
stosowanych w dokowaniu molekularnym (Rozdziat 11.3). Tam przedstawitam problem
zwigzany z niedokladnoscig predykcji uzyskiwanych w trakcie dokowania oraz opisatam

tworzenie funkcji oceniajacych specyficznych dla celu molekularnego (Rozdziat 11.3.3).
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1. Czes¢ literaturowa

I1.1. Substancja P i receptor NK1

11.1.1. Rodzina peptydow tachykininowych

Tachykininy to grupa peptydéw szeroko rozpowszechniona w obwodowym
i oSrodkowym ukladzie nerwowym, a takze w komorkach i tkankach poza ukladem
nerwowym. Obecno$¢ tachykinin opisano w wielu organizmach, zarowno u bezkrggowcow
jak i u kregowcow, w szczegolnosci u ssakow [5,6]. Przez lata tachykininy klasyfikowane
byty jako peptydy pochodzenia neuronalnego — neuropeptydy. Obecnie uwaza sig¢, ze
istniejg takze inne, poza uktadem nerwowym, miejsca syntezy i wydzielania tych peptydow,
np. poprzez limfocyty [7,8]. Nazwa ,tachykininy” powigzana jest ze zdolnoscig tych
zwigzkow do szybkiego wywotywania skurczu migéni ghadkich jelit (gr. tachys — szybki)
[5].

Wszystkie tachykininy charakteryzujg si¢ posiadaniem podobnej sekwencji
aminokwasow na C-koncu czgsteczki: Phe-X-Gly-Leu-Met-NH,, gdzie X o0znacza
aminokwas aromatyczny, fenyloalaning (Phe) lub tyrozyne (Tyr) badZz aminokwas
alifatyczny, waling (Val) lub izoleucyne (Ile) [5]. Wykazano, ze obecno$¢ na C-koncu
ugrupowania Met-NH; jest kluczowa dla aktywnosci tachykinin. Usunigcie tego fragmentu,
utlenienie tancucha bocznego Met do sulfotlenku, lub tez usunigcie C-koncowej grupy
amidowej znosi aktywnos¢ tych peptydow [5]. C-koncowy fragment sekwencji uwazany jest
za ,sekwencj¢ przenoszaca wiadomos$¢” (ang. message), niezbedng i odpowiadajaca za
przekazanie sygnatu, zas fragmenty N-koncowe poszczegélnych tachykinin nazywane sa
,,sekwencjami adresowymi” (ang. address), odpowiadajagcymi za selektywnos¢ wzgledem
poszczegodlnych receptorow [5].

Do najbardziej znanych przedstawicieli tachykinin zalicza si¢ substancj¢ P (SP),
neurokining A (NKA) i neurokining B (NKB). Substancja P, odkryta w 1931 roku, zostata
pierwotnie wyizolowana jako ekstrakt z konskich jelit 1 mézgu, o silnych wlasciwosciach
pobudzajacych skurcze mieéni gtadkich [9]. W 1934 roku ekstrakt ten nazwano ,,Substancjg
P” nawigzujac do fizycznej postaci uzyskanego ekstraktu — proszku (ang. powder) [10].
Szeroko zakrojone prace badawcze doprowadzily do wyizolowania SP w czystej postaci oraz
poznania jej wlasciwosci 1 dziatania, co przyczynito si¢ do dalszego rozwoju wiedzy

o tachykininach [11].
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W roku 1983 odkryto kolejne tachykininy, NKA oraz NKB. NKA, znana rowniez
jako Substancja K (nazywana tak z powodu podobienstwa do kassininy, peptydu
tachykininowego wystepujacego u ptazéw), zostata poczatkowo wyizolowana z ekstraktow
bydlecego rdzenia krggowego jako zwigzek o charakterze kationowym [5,12]. NKB, znana
réwniez pod nazwa neuromedyna K, zostala wyizolowana ze swinskiego rdzenia kr¢gowego
jako tachykinina o charakterze anionowym [13]. SP oraz NKA wystepuja w gldéwnie w
obwodowym uktadzie nerwowym, natomiast NKB w o$rodkowym uktadzie nerwowym [14].
U ssakow rozpoznano rowniez inne tachykininy, takie jak: neuropeptyd K (NPK),
neuropeptyd vy (NPy), hemokining-1 (HK-1) i endokininy (EK) [14]. Do tachykinin
wystepujacych u zwierzat innych niz ssaki zalicza si¢ eledoizyng, fisalaeming, filomeduzyne,
uperoleine 1 kassining [5]. Znanych jest ponad czterdziesci tachykinin [15]. W Tabeli 1
zestawiono przyktadowe tachykininy i ich sekwencje.

Tabela 1. Przyktadowe peptydy tachykininowe i ich sekwencje.

Nazwa Sekwencja*
Substancja P Arg-Pro-Lys-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,
Neurokinina A His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH,
Neurokinina B Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH,

Neuropeptyd y Asp-Ala-Gly-His-Gly-GlIn-lle-Ser-His-Lys-Arg-Hys-Lys-Thr-Asp-
Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH;

Eledoizyna pGIlu®-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH,

Kassinina Asp-Val-Pro-Lys-Ser-Asp-GIn-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH,

"~ wyttuszczono charakterystyczny fragment C-koncowy. * - pGlu - kwas piroglutaminowy.

Za biosynteze tachykinin odpowiedzialne sa geny TAC1, TAC3 i TAC4. Geny te
kodujg biatka prekursorowe — preprotachykininy PPT-A (TAC1), PPT-B (TAC3) i PPT-C
(TAC4). W przypadku TAC1, w wyniku alternatywnego splicingu, moga powstawac rézne
izoformy PPT-A, z ktorych w nastepstwie modyfikacji posttranslacyjnych produkowane sa
SP, NKA, NPK, NPy. TAC3 koduje prekursor, z ktorego powstaje NKB, z kolei PPT-C
odpowiada za syntez¢ HK-1 i jej krotszej pochodnej hemokininy 4-11 oraz czterech
endokinin: A, B, C, D (EKA, EKB, EKC, EKD) [6,11,16].

11.1.2.Receptor NK1

Dziatanie biologiczne tachykinin zwigzane jest ze zdolno$cig tych peptydow do
aktywacji receptorow tachykiniowych, zwanych takze receptorami neurokininowymi (NKR,
ang. neurokinin receptor). Receptory tachykininowe nalezag do rodziny przezbtonowych

receptoréw metabotropowych sprzezonych z biatkiem G (GPCR, ang. G-protein coupled
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receptors). Wyrdznia si¢ trzy typy receptorow tachykininowych — NKI1R, NK2R, NK3R,
ktore zbudowane sg z okoto 300 do 500 reszt aminokwasowych, tworzacych pojedynczy
polipeptyd [17]. Sekwencja aminokwasowa poszczegdlnych receptorow jest w ponad 65%
homologiczna [18]. Gtownym ligandem receptora NK1 jest SP, natomiast NKA i NKB
wykazuja oddziatywanie odpowiednio okoto 100 i 500 razy stabsze niz SP. Do receptora
NK2 najwicksze powinowactwo wykazuje NKA, mniejsze NKB 1 SP. Najsilniej z
receptorem NK3 oddzialuje NKB, stabiej NKA i SP [19]. Kazda z tych tachykinin jest

agonistg receptorow NK, o réznym stopniu powinowactwa do poszczegolnych jego typow.

Poniewaz tematyka badan przedstawianych w rozprawie zwigzana jest z receptorem
NK1, dalsza tre$¢ wstgpu ograniczona bedzie zasadniczo do tego receptora i jego gtownego

liganda, substancji P.

Receptor NK1, kodowany przez gen TACRL, wystepuje w postaci dwoch izoform.
Dominujacg forma jest posta¢ petna receptora, sktadajaca si¢ z 407 aminokwaséw, ktoéra
ulega ekspresji gtownie w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym [20]. Forma
skrocona, zawierajaca 311 aminokwasow (pozbawiona fragmentu od strony C-konca)
powstaje gdy intron znajdujacy si¢ pomigdzy czwartym a pigtym egzonem nie zostanie
usunigty, co prowadzi do przedwczesnej identyfikacji kodonu STOP [19]. Forma ta ulega
ekspresji w roznych tkankach 1 komorkach, m.in. w monocytach, limfocytach T, komorkach

NK (ang. natural killers) [20].
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Rysunek 1. Schematyczny model budowy receptora NK1.

Reprodukcja z Ref. [19]. Obraz na licencji Creative Commons Attribution License.
Legenda: E1-E3 — extracellular loop, petle zewnatrzkomorkowe, C1-C3 - intracellular loop, petle
wewnatrzkomorkowe, intracellular palmitoylation — miejsce palmitoilacji cysteiny z mozliwo$cia utworzenia
petli wewnatrzkomorkowej C4, extracellular glycosylation — zewnatrzkomorkowe miejsce glikozylacji
asparaginy Asn, intracellular Ser/Thr residues — miejsce fosforylacji seryny lub treoniny, G protein interactions
— miejsca interakcji z biatkiem G.

Receptor NK1, podobnie jak pozostate receptory tachykininowe, zanurzony jest
w Dblonie komoérkowej, przez ktérg tancuch polipeptydowy przechodzi siedmiokrotnie
tworzgc domeng transmembranowsa, na ktora sktada si¢ siedem hydrofobowych a-helis
przezbtonowych (TM1-TM7; TM od ang. transmembrane) potaczonych trzema petlami
zewnatrzkomérkowymi (ECL1-ECL3; ECL od ang. extracellular loop) i trzema petlami
wewnatrzkomérkowymi (ICL1-ICL3; ICL od ang. intracellular loop). Istnieje takze
mozliwo$¢ utworzenia czwartej petli, ze wzgledu na palmitoilacje cysteiny, powodujaca
zakotwiczenie receptora w btonie plazmatycznej [20]. N-koniec tancucha biatkowego
z wolng grupg aminowg znajduje si¢ po Stronie zewnatrzkomodrkowej i zawiera potencjalne
miejsca glikozylacji asparaginy, za§ C-koniec polozony jest po stronie cytozolowej btony
komorkowej, gdzie znajduja si¢ miejsca fosforylacji seryny lub treoniny przez odpowiednie
kinazy biatkowe GRK (ang. G protein coupled receptor kinase) [21]. Receptor NK1 od
strony zewnatrzkomoérkowej posiada miejsce wiazace ligandy. Miejsce wigzania biatka G

znajduje si¢ po stronie cytozolowej [22].
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Receptory NKI1 réznych gatunkow sg wysoce homologiczne. Przyktadowo,
identycznos$¢ sekwencji pomiedzy szczurzym a ludzkim receptorem NKI1 wynosi 95%,
a pomiedzy receptorem kawii domowej a ludzkim 96.5%. Pomimo tego wystepuja duze
réznice We wlasciwosciach farmakologicznych receptorow NKI1 réznych gatunkow
I w powinowactwie poszczegdlnych ligandow do tych receptorow [18].

W roku 2018 rozwigzano pierwszg strukture krystalograficzng ludzkiego receptora
NK1R z antagonista receptora w miejscu wigzacym, ktéra dostepna jest pod kodem 6ES59
w Dbazie danych Protein Data Bank (PDB) [23]. W nast¢gpnych latach opublikowano
jedenascie dalszych struktur (rozwigzanych za pomoca metod rentgenografii strukturalnej lub
mikroskopii krioelektronowej) z réznymi antagonistami i agonistami [24-28]. Niedawno
rozwigzano takze strukture receptora NK2 [29]. Odkrycia te przyczyniaja si¢ do lepszego
zrozumienia oddzialywan receptor-ligand, selektywnos$ci na poziomie molekularnym
i w przysztosci dajg mozliwos¢ racjonalnego projektowania substancji aktywnych o wysokim
powinowactwie do ludzkiego NK1R w oparciu 0 jego strukture molekularng.

Jak juz wspomnialam, endogennym agonista receptora NKI 0 wysokim
powinowactwie jest Substancja P. Aktywacja receptora NK1 przez SP lub innego agoniste
prowadzi do zmian konformacyjnych, dzigki ktorym mozliwe jest zwiazanie biatka G przez
receptor. Bialka G sg heterotrimerami i sktadajg si¢ podjednostek: o (ktéora w formie
nieaktywnej zwigzana jest z guanozyno-5'-difosforanem, GDP), B oraz y [30]. W zalezno$ci
od rodzaju liganda i1 przyjetej konformacji aktywnej NK1R moze by¢ sprzggany z biatkami G
réznego rodzaju, tj. zawierajacymi w swej budowie podjednostki a réznego typu (Gag, Gos,
Gai, Goao, Goiznsz). Poszezegdlne rodzaje biatek G roznig sie co do tego, ktore
wewnatrzkomorkowe $ciezki sygnalizacyjne uruchamiajg [19].

Zwigzanie biatka G przez receptor powoduje jego aktywacje. Nastgpuje wymiana
czasteczki GDP na guanozyno-5'-trifosforan (GTP) i rozpad trimeru na podjednostke Go-
GTP oraz dimer GPy. Receptorowe miejsce wigzania biatka G zostaje uwolnione i mozliwe
jest sprzeganie receptora z kolejnymi czgsteczkami biatka G. Zdysocjowane podjednostki
Ga-GTP oraz Gy rozpoczynaja kaskady sygnalizacyjne oddzialujac na specyficzne dla
siebie enzymy efektorowe i kanaty jonowe, przez aktywowanie lub hamowanie ich funkcji
[21]. Sygnat jest przekazywany poprzez szereg bialek i czasteczek sygnalizacyjnych od
miejsca wigzania liganda do jadra komorkowego lub innych organelli. Pojedyncza czasteczka

Ga-GTP przestaje wptywac na sygnalizacje wewngtrzkomoérkowa w momencie hydrolizy
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GTP 1 polaczenia podjednostki Ga z GDP, a w nastgpstwie utworzenie nieaktywnego
kompleksu potgczonych trzech podjednostek (powrdt do stanu wyjsciowego) [21].
W wyniku oddziatywania biatek G z NKIR zwigzanym z ligandem dochodzi do

aktywacji r6znych szlakow przekaznikowych.
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Rysunek 2. Szlaki sygnatowe zwigzane z receptorem NK1.

Reprodukcja z Ref. [31]. Obraz na licencji Creative Commons Attribution License.

Legenda: Aktywacja NKIR przez SP prowadzi do proliferacji komorek, dziatania antyapoptotycznego i
migracji komoérek. SP — Substancja P, o, By — podjednostki biatka G, Adenylate cyclase — cyklaza adenylowa,
ATP — trojfosforan adenozyny, cAMP — cykliczny monofosforan adenozyny, PKA — kinaza biatkowa A, PLC —
fosfolipaza C, IP3 — 1,4,5-trifosforan inozytolu, DAG — 1,2-diacyloglicerol, PKC — szlak kinazy biatkowej C, T-
K — kinaza tyrozynowa, MAPKSs — kinazy aktywowane mitogenami , PKB lub Akt — kinaza biatkowa B, Rho —
biatko Rho, Rock — kinaza biatkowa zwigzana z biatkami Rho, pMLC- fosforylacja lekkich tancuchow
miozynowych, PLA — fosfolipaza A, arachidonic acid — kwas arachidonowy, PGs — prostacykliny, TXA, -
tromboksan A,, LXs — leukotrieny.

Biatka G z podjednostka Gog powoduja aktywacje fosfolipazy CB (PLCP), ktora
promuje hydrolize 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP;), z wytworzeniem dwodch
wtornych przekaznikow: 1,2-diacyloglicerolu (DAG) oraz 1,4,5-trifosforanu inozytolu (1P3)
[32]. DAG indukuje naptyw jonéw wapnia z przestrzeni zewnatrzkomorkowej w nastepstwie
otwarcia kanatéw wapniowych typu L oraz aktywuje szlak kinazy biatkowej C (PKC) [33].
PKC moze oddzialywa¢ na inne szlaki sygnatowe, m.in. szlak kinaz aktywowanych
mitogenami (MAPK). IP3 poprzez aktywacj¢ jonotropowych receptoréw IP3R prowadzi do
wewnatrzkomorkowego wzrostu stezenia jonéw wapnia Ca®* w wyniku ich uwolnienia z

siateczki $rodplazmatycznej do cytozolu [16]. Wzrost stgzenia jondw wapnia moze
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skutkowaé aktywacja réznych kinaz biatkowych, m.in. PKC oraz kinazy 3-fosfoinozytydu
(PI3K) [34].

Bialka G z podjednostka Gas powoduja aktywacje cyklazy adenylowej (AC), ktora
katalizuje konwersje cytoplazmatycznego ATP do cyklicznego monofosforanu adenozyny
(CAMP) [35]. cAMP, bedacy wtornym przekaznikiem wplywa na aktywacje kinazy
biatkowej A (PKA) [36]. PKA prowadzi do aktywacji enzyméw, odpowiedzialnych za
uwalnianie energii z magazynéw wewnatrzkomdrkowych i regulacj¢ przemiany materii. PKA
moze takze regulowaé szlak PLC oraz wptywaé¢ hamujaco na dziatanie jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF kappa B (NF-xB) [36].

Biatka G z podjednostkami Gauzns powoduja aktywacje kinazy biatkowej zwigzanej
z biatkami Rho (ROCK), ktéra wptywa na fosforylacje lekkich tancuchéw miozynowych.
Aktywacja tego szlaku ma znaczenie w regulacji apoptozy, procesach dezorganizacji
cytoplazmy i migracji komorek. Z tym szlakiem sygnatowania ma zwigzek powstawanie
uwypuklen btony komoérkowej (ang. blebbing), ktore bywa elementem procesu apoptozy.
W przypadku sygnatowania wywotanego przez oddzialywania SP/NKIR, blebbing jest
jednak niezwigzany z apoptoza [37].

Oddziatywanie SP/NKI1R wiaze si¢ takze z aktywacja fosfolipazy A2 (PLA2), ktéra
indukuje wytwarzanie kwasu arachidonowego, mogacego oddzialywa¢ na kinazy PKC
1 MAPK, a takze bedacego prekursorem do syntezy eikozanoidow — mediatorow stanu
zapalnego, m.in. prostaglandyn, prostacyklin, tromboksanu, leukotrienow [38]

W konteks$cie udziatu osi SP/NKI1R w niektorych procesach fizjologicznych
i patologicznych (np. regeneracja tkanek, zapalenie, nowotworzenie) wykazano aktywacje
szeregu szlakow przekaznikowych oraz enzymow, takich jak szlak JAK/STAT, szlak Wnt/j-
kateinina, szlak PI3K/AKkt, niereceptorowych kinaz tyrozynowych, m.in Src, Pyk2, biorgcych
udziat w aktywacji kinaz regulowanych sygnatem zewnatrzkomorkowym (ERK) ERK1
i ERK2 [22,39,40]. Ponadto, oddziatywanie SP z NKIR sprzyja aktywacji jadrowego
czynnika transkrypcyjnego NF kappa (NF-xB), ktory odgrywa znaczacg role w promowaniu
proliferacji, hamowaniu apoptozy, transkrypcji DNA oraz produkcji cytokin prozapalnych
i mediatoréw stanu zapalnego, takich jak interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6), czynnik
martwicy nowotwordw TNF-o, biatko zapalne makrofagow-1 (MIP-1p), interferon vy
(IFN-y) [20]. SP/NK 1R ma rowniez wptyw na fosforylacj¢ receptora nablonkowego czynnika
wzrostu (EGFR) i moze uruchamiaé szlaki sygnatowe zalezne od EGFR, prowadzac do
aktywacji MAPK, ERK1 i ERK2, syntezy i proliferacji DNA [22,41]. Uwaza si¢, ze
oddziatywania pomigdzy SP, receptorem NK1 i EGFR moga wptywaé na migracj¢ i inwazje
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komorek, rozwdj roznych choréb, takich jak nowotwory, choroby neurologiczne i zapalne
[20,41].

Sygnalizacja zwigzana z receptorem NK1 jest regulowana w wyniku dziatania
mechanizmoéw, ktére sa odpowiedzialne za usuwanie agonistOw z przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej (np. degradacja Substancji P przez enzymy takie jak neprylizyna czy
ECE-1) oraz zmniejszanie zdolnosci receptora do taczenia si¢ z biatkiem G (rozprzeganie) i
jego odczulanie (desensytyzacja) [39]. Odczulanie NK1R odbywa si¢ z udzialem kinaz
GRK2, GRK3 oraz GRKS, ktore fosforylujg receptor, co sprzyja jego oddziatywaniu z
B-arestynami. B-Arestyny, wigzgc si¢ z wewngtrzkomorkowym miejscem wigzgcym
receptora, uniemozliwiaja zwigzanie receptora z biatkiem G. Resensytyzacja sygnatowania
SP odbywa si¢ przez endocytoze receptora zalezng od dynaminy i Klatryny, dysocjacje
kompleksu SP/NK1R, roztozenie SP przez ECE-1, dysocjacje B-arestyn i recycling receptora.
Mozliwy jest takze inny mechanizm resensytyzacji (bez endocytozy) z udziatem fosfatazy
biatkowej 2A, ktora przylacza si¢ do kompleksu przez oddziatywanie z [-arestyna
i defosforyluje receptor NK1R [42].

Warto tutaj zwroci¢ uwage, ze endocytoza receptora NK1 nie wigze si¢ jedynie
z procesami odczulania. B-Arestyny moga uczestniczy¢ w tworzeniu Sygnalosomow
(ang. signalosomes) z udziatem internalizowanego NK1R oraz kinaz Src, MEKK i ERK1/2.
Kompleksy takie umozliwiaja sygnalowanie z udzialem receptora nawet po endocytozie.
Internalizowane NK1R moze takze sygnalowa¢ z udziatem biatka G z podjednostka Gy,
prowadzac do aktywacji jadrowego ERK i cytozolowego PKC i cAMP [43]. Wykazano
znaczenie endosomalnego sygnatowania przez NK1R np. w procesach przekazywania bolu
[43] czy nowotworzenia [44].

Dalej warto nadmienié, ze skutki oddziatywania SP z NKIR zaleza od izoformy
receptora. Pelna izoforma receptora NK1 (NK1R-F1) ma wigksze powinowactwo do SP
(okoto 10 razy), jak rowniez do innych agonistow i antagonistow [45]. Ponadto, NK1R-F1,
ktorego C-koniec moze ulega¢ fosforylacji poprzez dziatanie kinaz GRK [39], jest w stanie
oddziatywa¢ z B-arestynami [46]. Forma skrocona (NK1R-Tr), pozbawiona fragmentu
C-koncowego, nie podlega fosforylacji, co zaburza internalizacj¢ receptora i powoduje, ze
jest on odporny na odczulanie. W odroznieniu od peinej izoformy, sygnalowanie przez
NK1R-Tr charakteryzuje si¢ zmniejszong fosforylacja PKC, opo6zniong aktywacja ERK,
stabszymi wlasciwosciami aktywujacymi NF-xB oraz wewnatrzkomorkowy wyrzut jonow

wapnia [47].
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11.1.3.Rola SP i NK1R w procesach fizjologicznych i patologicznych

Substancja P oraz receptor NK1 wystepuja w wielu roznych tkankach w organizmie
ludzkim, zaré6wno w obwodowym, jak i osrodkowym uktadzie nerwowym [48]. SP jest
rébwniez wytwarzana poza ukltadem nerwowym, m.in. w komorkach $rddbtonka,
w komorkach ukladu odpornosciowego (makrofagach, eozynofilach, limfocytach,
monocytach, neutrofilach, komoérkach tucznych). SP jest znajdowana takze w ptynach
ustrojowych, m.in. w krwi, $linie, mleku matki, ptynie moézgowo-rdzeniowym [19,49].
Obecnos¢ NKIR potwierdzono na komorkach uktadu odpornosciowego, pokarmowego,
MoCzowo-ptciowego, sercowo-naczyniowego, krwiotworczego, Sledzionie, tozysku, skorze,
komorkach migéni gladkich, ptuc i §rodbtonka, a takze komorkach nowotworowych [19,39].
Szerokie rozpowszechnienie SP i1 receptora NK1 w organizmie ludzkim sugeruje
uczestnictwo uktadu SP/NK1R w regulacji wielu procesow fizjologicznych i patologicznych,
co potwierdzone zostato przez liczne badania.

Substancja P moze kontrolowaé¢ procesy komoérkowe za pomoca mechanizmow
autokrynnych, endokrynnych, parakrynnych oraz neuroendokrynnych [49,50].

W  o$rodkowym uktadzie nerwowym SP pelni funkcje neuroprzekaznika
1 neuromodulatora. Moze wplywa¢ na uwalnianie innych neuroprzekaznikow, m.in.
dopaminy, acetylocholiny, kwasu y-aminomastowego (GABA) stymulowa¢ uwalnianie
hormondéw wzrostu i prolaktyny, uczestniczy¢ w regulacji homeostazy [5]. Istnieja dowody
na udziat SP w osrodkowej regulacji oddychania 1 krazenia poprzez oddzialtywanie na
receptory NK1 w mozgowiu i naczyniach krwionosnych [51,52]. SP moze by¢ takze
zaangazowana w funkcjonowanie narzadow wzroku, stuchu oraz wechu [52,53]. Uktad
SP/NK1R odgrywa istotng role w regulacji procesow emocjonalnych, mogac przyczyniac sig
do zaburzen emocjonalnych takich jak Igk, stres, alkoholizm, nerwica czy depresja [52,54].
Wykazano, ze poziom SP jest podwyzszony w przypadku depresji, schizofrenii, choroby
afektywnej dwubiegunowej i fibromialgii [22,48]. Ponadto, SP zaangazowana jest w procesy
metaboliczne komoérek nerwowych — przezywanie i degeneracje neuronow [49,52]. Badania
potwierdzaja znaczenie SP w etiologii choréb neurodegeneracyjnych, m.in. Alzheimera,
Parkinsona, Huntingtona [22]. Co wigcej, uktad SP/NK1R znajduje si¢ w rejonach rdzenia
przedluzonego (jadro pasma samotnego), bioracych udzial w inicjowaniu odruchu
wymiotnego. Stymulacja NKIR przez SP prowadzi do pobudzenia neuronow w osrodku
wymiotnym 1 wywotania wymiotow [55]. Stwierdzono roéwniez znaczenie SP

w migrenowych i klasterowych bolach gtowy [22]. Zarowno SP jak i NK1R regulowane sg
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w gore w procesach zapalnych. W urazowym uszkodzeniu moézgu i udarze moéozgu SP
zaangazowana jest w neurogenne mechanizmy zapalne, przyczynia si¢ do zwigkszenia
przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych, zwigkszenia przeptywu krwi i wytwarzania obrzgku
mozgu, nasilenia stanu zapalnego i uszkodzenia tkanki mozgowej [56].

Wiadomo, ze SP i receptor NKI1 biorg udzial w procesach odczuwaniu boélu
(nocycepcji). W obrebie rdzenia kregowego oraz czesci obwodowej ukladu nerwowego
SP/NKIR uczestniczy w transmisji i modulacji bodzcow bélowych. W zdrowych tkankach
wydzielanie SP jest niewielkie, stymulowane tylko przez silne bodzce. W tkankach
poddanych procesom chorobowym, w wyniku dziatania czynnika bolowego w miejscu
uszkodzenia obserwowane sg wzrost st¢zenia SP oraz zwigkszona ekspresja receptorow NK1,
ktére uczestnicza w przekazywaniu sygnalu boélowego do wyzszych pigter ukladu
nerwowego, Co przyczynia si¢ do nasilenia odczuwania bolu [52,57]. Zasadniczo SP jest wigc
uwazana za czynnik pronocyceptywny, cho¢ w niektorych sytuacjach wykazano dziatanie
przeciwbolowe SP lub jej metabolitow [58].

Znany jest takze udzial SP/NKIR w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego.
SP, ktora znajduje si¢ w wtoknach unerwiajacych narzady limfatyczne, dziata jako mediator
pomiedzy uktadem immunologicznym a nerwowym [49,59]. Ponadto, SP i NKIR sg
eksprymowane na ro6znych typach komodrek odpornosciowych, m.in: komodrkach
dendrycznych, monocytach, makrofagach, neutrofilach, limfocytach T. Podczas stanu
zapalnego ich ekspresja jest zwigkszona [22]. Wiele badan potwierdza rolg SP i NKI1R
w odpowiedziach immunologicznych i1 ich wptyw na nasilenie reakcji zapalnych. SP poprzez
oddziatywanie z NKIR aktywuje czynnik NF-xB, stymuluje uwalnianie cytokin
prozapalnych, takich jak interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6) oraz czynnik martwicy
nowotworow TNF-a [16,59]. Poza tym, SP moze wplywaé¢ na chemotaksje i migracje
leukocytow do miejsc stanu zapalnego, réznicowanie limfocytéw B, proliferacje limfocytow
T, zwigkszone uwalnianie immunoglobin [52]. W wyniku tych dziatan SP i NK1R moga
modulowa¢ funkcjonowanie ukladu immunologicznego 1 wplywa¢ na odpowiedz
immunologiczna podczas infekcji 1 choréb zapalnych oraz autoimmunologicznych.
Rownoczes$nie, SP poprzez promowanie uwalniania cytokin prozapalnych i czynnikéw
wzrostu moze by¢ zaangazowana W procesy gojenia, naprawy i regeneracji skory [60].

Istniejg dane sugerujace role SP/NKIR w przebiegu roznych zakazen bakteryjnych i
wirusowych, poprzez stymulowanie reakcji zapalnych i nasilenie odpowiedzi
immunologicznej organizmu. Uwaza si¢, ze uktad ten moze odgrywac role w zakazeniach

wirusowych, takich jak ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV), wirus opryszczki,
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syncytialny wirus oddechowym (RSV), wirusowe zapalenie mozgu, wirusowe zapalenia
migs$nia sercowego, wirusowe zapalenia watroby typu C oraz w zakazeniach bakteryjnych,
takich jak sepsa, zapalenie opon mézgowych [49,59].

Uktad SP/NKI1R zaangazowany jest rowniez w patogenez¢ chorob zapalnych, m.in.
reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS) [9]. W tkankach stawowych pacjentéw chorych na
RZS obserwuje si¢ zwigkszong ekspresje SP i NK1R. SP moze stymulowaé¢ uwalnianie
cytokin prozapalnych i czynnikow wzrostu, wplywac¢ na migracj¢ komorek zapalnych, co
przyczynia si¢ do rozwoju zapalenia stawow.

SP/NKIR s3 kluczowymi mediatorami w wielu procesach fizjologicznych 1
patologicznych zachodzacych w uktadzie pokarmowym. Sa one zaangazowane w regulacje¢
motoryki zoladka i jelit oraz stymulacj¢ wydzielania wody i jonow [61]. W tkankach
objetych stanem zapalnym zwigkszaja przepuszczalno$¢é naczyn krwionosnych, uczestnicza
w procesie rozwoju i nasilenia zapalenia poprzez stymulowanie uwalniania cytokin
prozapalnych [22]. SP i NKIR odrywaja istotng role w patogenezie zapalnych chordb
przewodu pokarmowego, takich jak zapalenie trzustki, zapalenie watroby, wrzodziejace
zapalenie jelita grubego oraz choroba Lesniewskiego-Crohna [48]. W wyniku nadmiernego
lub nieprawidtowego dziatania SP/NK1R dochodzi do zaburzen homeostazy i przewlektych
stanow zapalnych, co prowadzi do uszkodzen tkanek i narzagdow przewodu pokarmowego.

SP 1 NKI1R (wraz z NKA 1 NK2R) uczestnicza w szeregu funkcji biologicznych
zwigzanych z uktadem oddechowym. Pojawienie si¢ w drogach oddechowych czynnikow
szkodliwych i draznigcych skutkuje zwigkszonym wydzieleniem SP i NKA. Neuropeptydy te
posrednicza w regulowaniu napigcia mig$ni gladkich drég oddechowym (powoduja silne
dziatanie skurczowe mie$ni oskrzeli) oraz hipersekrecji $luzu. SP moze zwiekszac
przepuszczalno$¢ bariery naczyniowej 1 stymulowa¢ uwalnianie cytokin prozapalnych i
innych mediatorow zapalnych, przyczyniajac si¢ do nasilenia odpowiedzi zapalnej
[19,62,63]. Wiadomo tez, ze nadekspresja receptorow NKI1 i NK2 towarzyszy astmie
oskrzelowej oraz przewleklej obturacyjnej chorobie ptuc (POChP) [62].

Ustalono rowniez znaczenie NK1R/SP w uktadzie sercowo-naczyniowym i chorobach
z nim zwigzanych. System ten pelni rol¢ mediatora agregacji ptytek krwi i tworzenia
skrzeplin [64,65]. SP bierze udzial w regulacji czgstosci akcji serca, ci$nienia krwi oraz
rozszerzaniu naczyn krwionosnych. Dodatkowo, odgrywa wazng funkcje w niedokrwieniu 1
reperfuzji serca oraz w odpowiedzi uktadu sercowo-naczyniowego na stres [51].

W uktadzie moczowo-plciowym SP poprzez dzialanie na receptory NKIR

posredniczy w regulacji migsni gladkich pgcherza moczowego i moczowodu, wptywajac na
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skurcz lub rozkurcz migsni. Ponadto, SP moze posredniczy¢ w procesach zapalnych w
uktadzie moczowym, prowadzac do zwigkszonej przepuszczalnos$ci naczyn krwionosnych i
migracji leukocytow do obszaréw zapalnych [61].

SP oraz NK1R odgrywaja istotng role¢ w procesie powstawania nowotworow. Badania
wykazaly, ze receptory sg nadeksprymowane na powierzchni réznych typoéw komorek
nowotworowych, w tym bialaczki, glejaka, neuroblastomy, czerniaka, raka piersi, jajnika,
prostaty, ptuc, trzustki, zotadka, okreznicy i tarczycy [19,66]. Uznaje sig, ze ilo$¢ receptorow
NKIR na powierzchni komorek rakowych koreluje ze stopniem ztosliwosci nowotworu [67].
W komorkach nowotworowych, SP poprzez dziatanie na NK1R indukuje mitogeneze oraz
migracj¢ komorek nowotworowych. Ponadto, SP promuje proces tworzenia nowych naczyn
krwiono$nych w guzie nowotworowym (angiogeneze¢), umozliwiajac dostarczenie do niego
tlenu 1 skladnikow odzywczych oraz wzmacnia szybkos¢ glikolizy komorek
nowotworowych, zwigkszajac metabolizm komorek nowotworowych [22]. Dodatkowo,
SP/NKI1R hamuja proces apoptozy komodrek nowotworowych, co prowadzi do zwigkszenia

ich przezywalnosci [22].
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11.2. Chemia medyczna receptora NK1

11.2.1.Receptor NK1R jako cel molekularny terapii

Wszechstronne zaangazowanie uktadu SP/NKIR w funkcje fizjologiczne 1 rozwoj
patologii w organizmie ludzkim stymulowalo zainteresowanie receptorem NK1 jako
potencjalnym celem molekularnym dla farmakoterapii. Na przestrzeni lat, poczawszy od lat
80. XX wieku w wielu o$rodkach naukowych i firmach farmaceutycznych prowadzone byty
intensywne badania nad poszukiwaniem zwigzkéw hamujacych dzialanie Substancji P —
antagonistow receptora NK1. Antagonista receptora jest ligand, ktory wykazuje zdolnos¢ do
blokowania lub ostabiania odpowiedzi biologicznej wywotywanej przez agoniste. Czasteczka
antagonisty charakteryzuje si¢ powinowactwem do receptora, jednoczesnie nie wykazujac
aktywnoS$ci wewngtrznej, czyli nie inicjuje sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;.

Do chwili obecnej do praktyki klinicznej wprowadzono pi¢é substancji aktywnych,
bedacych antagonistami receptora NKI1 (aprepitant, fosaprepitant — prolek aprepitantu,
rolapitant, netupitant i fosnetupitant — prolek netupitantu). Amerykanska Agencja Zywnosci i
Lekéw (US FDA) oraz Europejska Agencja Lekow (EMA) zatwierdzily je jako leki we
wskazaniu do leczenia wymiotdow i nudnosci zwigzanych z chemioterapig
przeciwnowotworowg oraz wystepujacych w czasie pooperacyjnym [68]. Inny antagonista
NK1R, maropitant, jest zatwierdzonym lekiem przeciwwymiotnym w medycynie
weterynaryjne;j.

Antagonisty NK1R cieszyly si¢ takze znacznym zainteresowaniem wsrod badaczy
jako potencjalna farmakoterapia przeciwbolowa. Tutaj jednak pomimo obiecujgcych
wynikow badan przedklinicznych, ktore wskazywaly na dziatanie przeciwbolowe
antagonistow NK1R, badania kliniczne przeprowadzane na ludziach wykazaty, ze substancje
te nie sa dostatecznie skuteczne w leczeniu réznego typu bolu [49,69]. Watek celowania w
NKIR w leczeniu boélu nadal pojawia si¢ w literaturze, ostatnio przy poszukiwaniu
wielocelowych zwigzkéw przeciwbolowych (rozdziat 11.2.3.1) oraz w probach
antagonizowania endosomalnego sygnatowania receptora NK1 (rozdziat 11.2.3.2).

Prowadzono takze szereg badan nad zastosowaniem antagonistow NKIR jako
potencjalnych S$rodkéw terapeutycznych w leczeniu m.in. stanow lekowych, depresji,
uzaleznien od alkoholu, migreny, zakazen wirusowych HIV. Badania kliniczne wykazywaty
jednak, ze antagonisty NK1R sa nieskuteczne lub nie wykazuja wyzszej skutecznosci niz

dostgpne terapie w leczeniu tych schorzen [49]. W Kkilku przypadkach, wyniki byly
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niejednoznaczne. Przyktadowo, jesli chodzi o leczenie depresji, w badaniach klinicznych w
zaleznosci od podawanej dawki aprepitant wywieral dziatanie przeciwdepresyjne (dawka 300
mg na dobe, przez 45 dni) [70] lub wykazywatl brak skutecznosci (dawka 160 mg na dobe,
przez 56 dni) [71]. Obecnie brak jest (publicznie dostgpnych) doniesien o kontynuowaniu
prac nad antydepresyjnym dziataniem antagonistéw NK1R.

Badanie kliniczne zwigzku LY-686017 (tradipitant; inny kod VLY-686) w leczeniu
uzaleznien od alkoholu pokazato, ze zwigzek ten wywiera korzystny wptyw na samopoczucie
i thumi spontaniczne pragnienie alkoholu [72]. Nie wiadomo jednak czy zwiazek ten jest dalej
rozwijany pod katem aplikacyjnym w tym wskazaniu. Tradipitant byt takze badany (mate
badanie na ludziach) pod katem zastosowania W leczeniu uzaleznienia od opioidow, ale nie
wykazano jego skutecznosci [73].

W ostatnich latach otrzymano obiecujgce wyniki w zwigzku z uzyciem antagonistow
NK1R (m.in. serlopitantu, aprepitantu lub tradipitantu) w leczeniu przewlektego $wiadu i
choréb skornych u ludzi [74-76]. Aktualnie prowadzone sa badania kliniczne w celu
zastosowania tych antagonistow NKI1R w terapii przeciwswigdowej [76—78].

Ostatnio rozwijane jest takze zastosowanie antagonistow NKIR w leczeniu
przewlektego kaszlu. Niedawno opublikowano pozytywne wyniki badan II fazy dla
orvepitantu [79]; inne badanie kliniczne dla tego zwigzku trwa [80].

Ponadto, wicle zwigzkow bedacych antagonistami NK1R zostato opatentowanych w
mozliwym zastosowaniu Klinicznym do leczenia, m.in. infekcji bakteryjnych, kardiomiopatii,
zaburzen motoryki zotadka, melanogenezy, czy chorob uktadu oddechowego [48]. Wiele
badan przedklinicznych poswigcono przeciwnowotworowym wilasciwosciom antagonistow
NK1R (rozdziat 11.2.3.3).

Na marginesie warto dodaé, ze ostatnio (w 2023 roku) FDA zatwierdzita
matoczasteczkowego antagoniste NK3R, fezolinetant, do zastosowania w leczeniu uderzen
goraca zwigzanych z menopauzg [81]. Jest to pierwsze zatwierdzenie w obszarze modulacji

uktadu tachykininowego niezwigzane z receptorem NK1R.

11.2.2. Chemotypy antagonistow NK1R

Z chemicznego punktu widzenia antagonisty receptora NK1 dzielg si¢ na dwie
glowne grupy — antagonistoéw peptydowych, bedacych pochodnymi lub analogami Substancji
P oraz antagonistow niepeptydowych, maloczasteczkowych, syntetycznych zwiazkéw o

zroznicowanej strukturze chemicznej.
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11.2.2.1. Peptydowe antagonisty receptora NK1

Poszukiwanie peptydowych antagonistow NKI1R cechowalo wczesng faze
zainteresowania farmakologiczng modulacjg tego receptora. W naturalny sposéb, wigkszos¢
pierwszych prac nad peptydowymi antagonistami NKI1R koncentrowata si¢ na
modyfikowaniu struktury endogennego agonisty, czyli Substancji P. Sekwencje niektorych
omawianych dalej w tekscie peptydow przedstawione sag w Tabeli 2.

Tabela 2. Sekwencje wybranych peptydowych antagonistow NKIR w poréwnaniu do
Substancji P, na podstawie [82].

Nazwa zwiazku Sekwencja aminokwasowa **
Substancja P (SP) Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,
1 [D-Pro?, D-Trp" ISP Arg-D-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-
Met-NH-
2 Spantyd | D-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-
Leu-NH,
3 Spantyd |1 D-Lys(Nic)-Pro-Pal(3)-Pro-D-Phe(Cl,)-Asn-D-Trp-
Phe-D-Trp-Leu-Nle-NH;
4 [D-Pro’, trans-B-benzylo- Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Pro-(trans--
Pro’®, Trp*']SP benzylo)Pro-Trp-NH,
5 [D-Pro®, D-Trp"*", D-Pro-GIn-GIn-D-Trp-Phe-D-Trp-D-Trp-Phe-NH,
Phe'']SP(4-11)
6 | [Orn®, AspOBzI']SP(6-11)- Orn-Phe-Phe-Gly-Leu-Asp(OBzl)-OBzI
OBzl
7 Sendyd Tyr-D-Phe-Phe-D-His-Leu-Met-NH;
([Tyr®, D-Phe’, D-
His’]SP(6-11))
8 [D-Trp’]Sendyd Tyr-D-Trp-Phe-D-His-Leu-Met-NH;
9 [GIn®]Sendyd GIn-D-Phe-Phe-D-His-Leu-Met-NH,
ok wytluszczono zmienione reszty aminokwasowe wzgledem Substancji P;

D-Lys(Nic) — N®-nikotynoilo-D-lizyna, Pal(3) — 3-(3-pirydylo)alanina, D-Phe(Cl,) — 3,4-dichloro-D-
fenyloalanina,Orn — ornityna, Bzl — grupa benzylowa

Pierwsza zastosowana strategia polegata na wprowadzaniu reszt D-aminokwasowych.
Badania dotyczace analogow SP wykazaly, ze zamiana stereochemii aminokwasow z
izomerow L na D w okreslonych pozycjach sekwencji SP powoduje zmiang dziatania na
antagonistyczne [5]. Jednym z pierwszych uzyskanych w ten sposob peptydow o dziataniu
antagonistycznym byt [D-Pro?, D-Trp”®]SP (Tabela 2, poz. 2). Zwiazek ten wykazywat
powinowactwo do receptorow NKI1 szczura, krolika, myszy i kawii domowej, ale
jednoczesnie powodowal znaczng neurotoksycznos¢ [83]. W toku dalszych prac odkryto
Spantyd | (Tabela 2, poz. 3), rézniacy si¢ od poprzedniego analogu zmiang chiralno$ci Arg w
pozycji pierwszej (z L na D), Pro w pozycji drugiej (z D na L) oraz wprowadzeniu na

29



C-koncu Leu w miejsce Met [84]. Spantyd | byt pelnym antagonistg, ale nie wykazywat
wysokiego powinowactwa receptorowego. Ponadto, obserwowano jego znaczaca
neurotoksycznos¢ oraz powodowanie degranulacji komoérek tucznych [85]. W rezultacie
dalszych badan zalezno$ci struktura chemiczna—aktywno$¢ biologiczna (ang. Structure-
Activity Relationship, SAR) uzyskano silnego antagonist¢ NKIR, charakteryzujgcego sie¢
niskg neurotoksyczno$cig — Spantyd Il [86] (Tabela 2, poz. 3). Sekwencja aminokwasowa
Spantydu II wzglgdem Substancji P zmieniona jest w siedmiu pozycjach. W odrdznieniu od
Spantydu I, D-Arg w pozycji pierwszej oraz Lys w pozycji trzeciej (prawdopodobnie
odpowiedzialne za dzialanic neurotoksyczne) =zostaly =zastgpione odpowiednio
N®-nikotynoilo-D-lizyng (D-Lys(Nic)) oraz 3-(3-pirydylo)alaning (Pal3). Wprowadzono takze
3,4-dichloro-D-fenyloalaning (D-Phe(Cl,)) w pozycji pigtej, Asn w pozycji szostej oraz
norleucyne (Nle) w pozycji jedynastej, zachowujac D-Trp w pozycji siddmej i dziewiate;.
Uwaza si¢, ze zmiana GIn na Asn wplywa na zwigkszenie powinowactwa [82].
Wprowadzone modyfikacje pozwolity na uzyskanie silnego antagonisty o 10-krotnie
wyzszym powinowactwie do NK1R niz Spantyd | [87] oraz niskiej neurotoksycznos$ci [86].

W innym podejsciu podjeto probe modyfikacji trzech ostatnich reszt
aminokwasowych w SP (pozycje 9-11). W wyniku tych prac otrzymano seri¢ antagonistow,
z ktorych najsilniejszym jest zwiazek [D-Pro’, trans-B-benzylo-Pro'®, Trp™]SP (Tabela 2,
poz. 4). Zwigzek ten zawiera Pro podstawiong grupg benzylowa w pozycji P pierScienia
(trans-B-benzylo-Pro*®). Modyfikacja ta umozliwita uzyskanie silnego antagonisty
0 powinowactwie w zakresie nanomolowym [88].

Inna strategia poszukiwania antagonistow NK1R zaktadata modyfikowanie tancucha
peptydowego SP poprzez jednoczesne skracanie go oraz dokonywanie zmian w sekwencji
aminokwasowej. Zastosowanie tej strategii pozwolito m.in. na odkrycie selektywnego
i silnego antagonisty NK1R oktapeptydu [D-Pro*, D-Trp”**°, Phe']SP(4-11) (Tabela 2, poz.
5), ktory posiada tancuch skrocony od N-konca, D-Pro w pozycji czwartej, D-Trp w pozycji
siodmej, dziewiatej 1 dziesigtej] oraz Phe w pozycji jedenastej, ktora prawdopodobnie jest
kluczowa dla wysokiego powinowactwa do receptora [82]. Silny antagonizm NKIR
wykazywal takze heksapeptyd [Orn®, Asp(OBzl)'']SP(6-11)-OBzI (Tabela 2, poz. 6), ktory w
pozycji szbstej zawiera zasadowa ornityng¢ (Orn) oraz podwodjnie benzylowany kwas
asparaginowy  (Asp(OBzl)-OBzl) na C-koncu tancucha peptydowego. Innymi
heksapeptydowymi antagonistami NKIR, sa Sendyd ([Tyr’, D-Phe’, D-His’]SP(6-11))
(Tabela 2, poz. 7) oraz jego analogi m.in. [D-Trp']Sendyd (Tabela 3, poz. 8) i [GIn®]Sendyd
(Tabela 2, poz. 9) [82].
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Przeprowadzono rowniez badania majace na celu identyfikacje minimalnego
fragmentu o wilasciwosciach antagonistycznych. W tym celu zsyntezowano serie zwigzkow,
powstaltych w wyniku delecji kolejnych reszt aminokwasowych od konca aminowego i/lub
karboksylowego. Wysilki te doprowadzity do odkrycia, ze zabezpieczony tripeptyd Boc-GlIn-
D-Trp(CHO)-Phe-OBzl, ktéry posiada grupy zabezpieczajgce na N-koncu (grupe tert-
butoksykarbonylowa, Boc) i C-koncu (grupg benzylowa, Bzl) oraz ugrupowanie formylowe
na indolowym atomie azotu tryptofanu charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do
NK1R. Zasugerowano, ze zwiazek ten zawiera kluczowa sekwencj¢ aminokwaséw GIn-D-
Trp-Phe, zapewniajgcg silne wigzanie si¢ z receptorem [85]. W wyniku dalszych modyfikacji
uzyskano tripeptyd FR113680 [Ac-Thr-D-Trp(CHO)-PheNMeBzI] zawierajacy na koncu
aminowym N-acetylo-L-treoning, na karboksylowym za§ N-benzylo-N-metyloamid. Zwigzek
ten jest selektywnym antagonista i wykazuje silnie powinowactwo do NKI1R, a takze jest
aktywny in vivo po podaniu dozylnym [85,89]. W odpowiedzi na niekorzystne wiasciwosci
fizykochemiczne 1 niska biodostgpnos¢, prowadzono dalsze prace, ktore doprowadzity do
odkrycia dipeptydu FK888 (Rysunek 3), bedacego selektywnym antagonista NKIR o
wysokim powinowactwie. FK888 zawiera 4-hydroksyproling, w ktoérej grupa aminowa
zacylowana jest kwasem N-metylo-indolilo-3-karboksylowym oraz naftyloalanine,
wystepujaca W formie N-benzylo-N-metyloamidu [90]. Przypuszczano, ze obecno$é reszty
hydroksyproliny wplywa na przyjecie odpowiedniej orientacji przestrzennej pier§cieni
aromatycznych w czasteczce, niezbednej do wysokiego powinowactwa do receptora NK1R.
Zwigzek ten jest aktywny zard6wno w testach in vitro i in vivo, po podaniu doustnym i
dozylnym [90-92]. Poszukiwanie peptydowych antagonistow NKIR obejmowato takze
wykorzystanie peptydow cyklicznych. Interesujacym przedstawicielem tej grupy jest FK224,
cykloheptapeptyd (Rysunek 3), ktory zawiera w swojej strukturze mostek laktonowy miedzy
grupg hydroksylowa reszty treoniny w pozycji pierwszej a grupa karboksylowa seryny w
pozycji sibdmej, co przyczynia si¢ do stabilizacji struktury oraz utrzymania odpowiedniej
geometrii czgsteczki. FK224 wykazuje jednoczesnie wysokie powinowactwie do NKIR i
NK2R (nie jest selektywny), co moze by¢ uzyteczne w niektorych procesach terapeutycznych
[85,93]. Selektywnym i silnym antagonista NKIR jest analog SP, GR71251 [D-Pro®(spiro-y-
laktam)Leu™, Trp'']SP [94]. Zwiazek ten posiada spirocykliczny fragment pomiedzy D-Pro
w pozycji dziewiagtej 1 Leu w pozycji dziesiatej, powodujacy ograniczenia konformacyjne.
Znanym przedstawicielem tej grupy jest takze cykliczny pentapeptyd ITF1565 c[D-Trp-Pro-
D-Lys-D-Trp-Phe] (Rysunek 3), wykazujacy dziatanie antagonistyczne wobec receptora NK1
[85].
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Pomimo szerokiej skali prac oraz postepow w badaniach SAR, antagonisci peptydowi
wykazywali wiasciwo$ci ograniczajgce ich zastosowanie w badaniach klinicznych. Podobnie
jak wiekszos$¢ zwiazkoéw peptydowych, syntetyczni antagonisci cechowali si¢ niedostateczng
biodostepnoscia po podaniu doustnym, niska stabilno$cia metaboliczng, niezdolnoscig do
przekraczania bariery krew-moézg (BBB, ang. blood-brain barier) oraz cz¢sto ograniczong
rozpuszczalnos$cig 1 sitg dziatania. W zwigzku z tym dalsze prace skupiaty si¢ na identyfikacji
matoczasteczkowych antagonistow NK1R.

Warto jednak zauwazy¢, ze w ostatnich latach niektore peptydowe antagonisty NK1R
i peptydowe analogi SP ponownie znajdujg zastosowanie, zwlaszcza w badaniach nad
celowanym dostarczaniem tadunku terapeutycznego (ang. therapeutic cargo), 0 czym mowa

bedzie w rozdziale 11.3.4 i 11.3.5.
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Rysunek 3. Wybrane peptydowe/peptydomimetyczne antagonisty NK1R.
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11.2.2.2. Maloczasteczkowe antagonisty NK1R

Podczas gdy zespoty akademickie skupialy si¢ glownie na badaniach nad
peptydowymi antagonistami receptora NK1, to wraz z identyfikacjg pierwszych mniejszych
peptydowych antagonistow 1 matoczasteczkowych antagonistow NKIR, wysitki firm
farmaceutycznych skoncentrowaly si¢ gldwnie wokot tych ostatnich. Niniejszy rozdziat
przedstawia przeglad znanych matoczasteczkowych antagonistow NKIR z réznych grup

chemicznych oraz proby ich zastosowania w farmakologii.

11.2.2.2.1 Imidazochinoksaliny i heterosteroidy

Wsrdd pierwszych niepeptydowych antagonistow NKIR byly imidazochinoksaliny
odkryte i opisane przez badaczy z firmy Eastman Kodak [95]. Jednym 2z lepiej
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scharakteryzowanych zwigzkéw w tej grupie jest analog JIMC1991 1751 5a (Rysunek 4), o
umiarkowanym powinowactwie do szczurzego receptora NK1 (ICso = 510 nM). Pomimo
przeprowadzonych badan SAR nie udato si¢ opracowaé zwigzku o znaczaco lepszym
powinowactwie do receptora NK1. Co wigcej, zwiazki z tej serii okazaly si¢ mie¢ dziatanie
toksyczne, powodujagc w badaniach in vivo spadek napigcia mig$niowego, trudnosci w
oddychaniu i sinic¢ (cyjanoze) [85].

W wyniku dalszych poszukiwan odkryto seri¢ heterosteroidéw i zwigzek WIN 51078
(Rysunek 4), o stokrotnie lepszym powinowactwie do szczurzego receptora NK1 (ICso = 50
nM) [96]. Mimo, ze zsyntezowano wiele pochodnych tej struktury to nie otrzymano zwigzku

0 lepszej aktywnosci biologicznej.
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Rysunek 4. Wybrane antagonisty NK1R oparte na strukturze imidazochinoksaliny i
heterosteroidow.

11.2.2.2.2  Perhydroizoindolony

W firmie Rhone-Poulenc opracowano antagonisty NK1R wykorzystujace strukture
perhydroizoindolonu jako szkielet czasteczkowy. Wczesnym przedstawicielem tej grupy jest
pochodna 2-aryloacetylo-7,7-difenyloperhydroizoindolonu, zwigzek RP 67580 (Rysunek 5)
[97]. Analiza SAR wykazata, ze kluczowe znaczenie dla wysokiego powinowactwa do
NK1R ma konfiguracja R w 3 i 7 pozycji pierScienia perhydroizoindolonu (3aR, 7aR),
poniewaz izomer 3aS, 7aS okazal si¢ pozbawiony aktywnosci. RP 67580 zostat
scharakteryzowany jako selektywny antagonista NK1R, o wysokim powinowactwie do
szczurzego i mysiego receptora NK1, zarowno in vitro i in vivo. W dalszych badaniach
wykazano, ze zwigzek ten wigze si¢ znacznie stabiej do ludzkich receptorow NK1 (okoto 25-

razy stabiej, 1Cso = 49 nM) [9,97].

W wyniku dalszych prac odkryto zwigzek nalezacy do grupy 7,7,4-
triaryloperhydroizoindol-4-oli — RPR 100893, znany réwniez jako dapitant (Rysunek 5) [98].
Zwiazek ten posiada dodatkowy czwarty pierScien arylowy, zmodyfikowang grupe

karbonylowg, zastgpione ugrupowanie amidynowe przez amid oraz dodatkowa grupe
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metylowg w porownaniu do RP 67580. RP 100893 charakteryzuje si¢ wysokim
powinowactwem do ludzkiego receptora NK1 (ICsp = 13 nM) i okoto 50-razy nizszym do
szczurzego receptora NK1 [98]. W przeciwienstwie do RP 67580, enancjomer 3aS, 7aS jest
bardziej aktywny. Zwiazek ten wykazywat aktywnos$¢ in vivo w modelach bolu i zapalenia
oraz charakteryzowal si¢ dobra biodost¢pnoscia po podaniu doustnym. RPR 100893 byt
testowany w badaniach klinicznych do zastosowania w leczeniu migrenowych bolow gltowy,

ale okazat si¢ nieskuteczny [99].

Kolejne prace zaowocowaly powstaniem zwigzku RPR 111905 (Rysunek 5), ktory
nie posiada ugrupowania difenylowego oraz ma wprowadzony polarny podstawnik w pozycji
pigtej pierscienia perhydroizoindolonu [100]. Zwigzek ten charakteryzuje si¢ wysokim
powinowactwem (ICso = 0.3 nM), dobrg aktywnoscig po podaniu doustnym, jednak wykazuje

ograniczong penetracj¢ do osrodkowego uktadu nerwowego [101].
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Rysunek 5. Wybrane antagonisty NK1R oparte na strukturze perhydroizoindolonu.

11.2.2.2.3  3-(N-benzyloamino)chinuklidyny

Naukowecy z firmy Pfizer przedstawili antagonist¢ NK1R opartego na strukturze 3-(N-
benzyloamino)chinuklidyny o nazwie CP-96,345 (Rysunek 6) [102]. Zwiazek ten sktada si¢
ze sztywnego rusztowania chinuklidynowego, ktore zawiera zasadowy atom azotu,
ugrupowania benzhydrylowego i grupy N-(o-metoksybenzylo)aminowej. CP-96,345 ma
wysokie powinowactwo do ludzkich NK1R (ICsp = 0.77 nM) i bydlecych (ICso = 3.4 nM)
oraz okoto 70 razy nizsze do szczurzych i mysich NK1R. Badania SAR w ramach tej serii
chinuklidyn wykazaty kluczowe znaczenie stereochemii 2S, 3S oraz obecnosci grupy orto-
metoksy w tancuchu bocznym N-benzyloaminy [103]. Usunigcie grupy metoksy skutkowato
20-krotnym spadkiem powinowactwa. Wykazano, ze CP-96,345 jest aktywny in vivo po
podaniu doustnym w modelach wynaczynienia biatek osocza wywotanych przez SP i
kapsaicyne oraz w modelu wydzielania $liny wywotanym przez SP [103]. W wyniku

dalszych badaniach ustalono, ze CP-96,345 w znacznym stopniu oddzialuje z kanatami
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wapniowymi, co prowadzi do wystgpienia réznorodnych, niepozadanych dziatan
ogolnoustrojowych niezwigzanych z blokowaniem NK1R, m.in. bradykardi¢ oraz hipotensje
[85,104]. Te¢ niepozadang aktywno$¢ przypisano obecno$ci silnie zasadowego azotu
chinuklidyny.

Opracowano takze seri¢ N-alkilowanych analogéw (z czwartorzgdowym azotem)
[105]. Dobre powinowactwo tych analogdw pozwolito odrzuci¢ wczesniejszg hipoteze
0 istotnej roli ewentualnego oddziatywania jonowego pomiedzy chinuklidynowymi
antagonistami a receptorem. W tamtych pracach otrzymano zwigzek zawierajacy
ugrupowanie acetamidowe (BMCL1994 1153 1b, Rysunek 6), ktory utrzymywat wysokie
powinowactwo do ludzkiego NK1R (ICsp = 1.3 nM), ale nie podano aktywno$ci tych
zwigzkoéw w kanatach wapniowych.

Z omawianym wczesniej CP-96,345 blisko strukturalnie zwigzane sg jeszcze zwigzki
CJ-11,974 (ezlopitant, Rysunek 6) oraz CJ-11,972 (maropitant, Rysunek 6), w ktorych
pierscien metoksybenzylowy CP-96,345 podstawiony jest grupa izopropylowa (CJ-11,974)
lub grupg tert-butylowg (CJ-11,972) [9]. Ezlopitant przeszedt testy w II fazie badan
klinicznych w leczeniu wymiotow spowodowanych chemioterapig. Wykazatl dobrg tolerancje
1 skutecznie kontrolowat wymioty, jednak stwierdzono mniejsza aktywnos$¢ w tagodzeniu
nudnosci, co spowodowato przerwanie badan. Ponadto, przeprowadzono ocen¢ skutecznosci
ezlopitantu u pacjentow z zespotem jelita drazliwego (IBS). Pomimo obiecujacych wynikéw,
badania w tym wskazaniu réwniez nie zostalty kontynuowane [9,106]. Maropitant jest lekiem

w medycynie weterynaryjnej stosowanym do leczenia wymiotdw pooperacyjnym u psOw i kotow

CP-96,345 BMCL1994_1153_1b CJ-11,974 (Ezlopitant) CJ-11,972 (Maropitant)

Rysunek 6. Wybrane antagonisty @ NKI1R oparte na  strukturze  3-(N-
benzyloamino)chinuklidyny.
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11.2.2.2.4  3-(N-benzyloamino)piperydyny

W wyniku dalszych prac nad uproszczeniem struktury CP-96,345 opracowano seri¢
zwigzkow 3-(N-benzyloamino)piperydyn. Pierwszy zwigzek z tej grupy, CP-99,994
(Rysunek 7), zostat uzyskany poprzez zamiang pierscienia chinuklidynowego na pier§cien
piperydynowy oraz ugrupowania benzhydrylowego na grupe fenylowa [108]. CP-99,994
zachowuje wysokie powinowactwo do ludzkiego NK1R (ICso= 0.17 nM), jest selektywny in
Vitro oraz ma znacznie obnizong aktywno$¢ wobec kanalow wapniowych w porownaniu do
CP-96,345 [109]. CP-99,994 byt poddawany badaniom klinicznym w fazie II w celu oceny
jego skutecznosci w leczeniu bolu zebow u pacjentow po zabiegach chirurgicznych [110].
Jednak badania zostaty przerwane z powodu stabej biodostepnosci tego zwigzku. CP-99,994
byt przedmiotem licznych badan SAR, majacych na celu okre$lenie strukturalnych wymagan
niezbednych do uzyskania zwigzkéw o wysokim powinowactwie do receptora NK1.

Badania nad poprawa wtasciwosci farmakokinetycznych CP-99,994 oraz zwigkszenia
dostgpnosci po podaniu doustnym w firmie Glaxo doprowadzity do opracowania Serii
analogow CP-99,994 podstawionych w pozycji piatej pierscienia benzylowego (pozycja para
wzgledem grupy metoksy) [101]. Zwigzek podstawiony pierScieniem tetrazolowym,
GR203040 (Rysunek 7), charakteryzowat si¢ najlepszym powinowactwo do ludzkiego NK1R
na poziomie subnanomolowym (ICsp = 0.06 nM) [111]. Wprowadzenie pierscienia
tetrazolowego spowodowato polepszenie wilasciwosci farmakokinetycznych, zwigkszong
stabilno$¢ metaboliczng oraz lepsza dostgpnoscig po podaniu doustnym. Ponadto, GR203040
wykazywat aktywnos¢ w hamowaniu wymiotéw u fretek wywotanych szerokim zakresem
czynnikow emetogennych. Dalsze modyfikacje doprowadzity do opracowania rownie silnego
antagonisty, zwigzku GR205171 (Rysunek 7), zwanego takze vofopitantem. Zwigzek ten
zawiera pierscien tetrazolowy podstawiony grupg trifluorometylowa. GR205171 wykazywat
dziatanie przeciwwymiotne w trzy razy nizszych dawkach niz GR203040 [112]. GR205171
byt testowany w fazie II badan klinicznych w leczeniu nudno$ci i wymiotow, migreny,
choroby lokomocyjnej. Pomimo obiecujacych wynikow w leczeniu nudnosci i wymiotow
badania nie byly kontynuowane [113].

Jednocze$nie badania nad poprawa wlasciwosci fizykochemicznych CP-99,994
prowadzono w firmie Pfizer. W wyniku tych prac otrzymano zwigzek CP-122,721 (Rysunek
7), posiadajacy grupe trifluorometoksylowa w pozycji piatej pierScienia benzylowego [114].
CP-122,721 wykazywal poréownywalne powinowactwo do NKIR, ale okoto 50-krotnie
wigksza aktywnos¢ in vivo w poréwnaniu do CP-99,994 [115]. CP-122,721 byt testowany w
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leczeniu pooperacyjnych wymiotéw i1 nudnos$ci, depresji, choréb zapalnych, w tym astmy 1

zespotu jelita drazliwego (IBS), ale badania te zostaty przerwane [113].
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Rysunek 7. Wybrane antagonisty NK1R oparte na strukturze 3-(N-benzyloamino)piperydyny.

11.2.2.2.5 Etery benzylowe chinuklidyny, piperydyny oraz morfoliny

Firma Merck, Sharpe and Dohme Ltd (obecnie Merck) poszukiwata nowych
antagonistow NKIR, wychodzac ze struktur CP-96,345 oraz CP-99,9994. W wyniku
prowadzonych badan stwierdzono, Ze zmiana ugrupowania aminowego na eterowe
w CP-96,345 pozwala na zachowanie wysokiego powinowactwa do NK1R [116]. Kolejne
modyfikacje dotyczyty podstawienia pier§cienia benzylowego w roznych pozycjach grupami
o roznej wielkosci i polarnosci. Otrzymano zwigzek posiadajacy dwie grupy metylowe w
pozycjach meta o wysokim powinowactwie do ludzkiego NK1R (ICso = 1 nM). Dalsze
optymalizacje struktury skutkowaty uzyskaniem analogu podstawionego dwoma grupami
trifluorometylowymi w pozycjach 3 i 5 pierScienia benzylowego, zwigzku L-709,210
(Rysunek 8). Wykazano, ze tak jak w przypadku CP-96,345 niezbedna jest konfiguracja S
atomu wegla w pozycji 3 pier§cienia, ale w przypadku pozycji 2 zarowno konfiguracja S jak i
R pozwala zachowa¢ wysokie powinowactwo do ludzkiego NK1R (ICsp = 1.3 nM dla
diastereoizomeru 2S, 3S oraz ICso = 0.7 nM dla diastereoizomeru 2R, 3S) [117].

Badania SAR oparte na strukturze CP-99,994 doprowadzity do uzyskania zwigzku
L-733,060 (Rysunek 8), wykazujacego wysokie powinowactwo do NKIR (ICsp = 0.87 nM)
[118]. L-733,060 w miejscu ugrupowania N-(o-metoksybenzylo)aminowego CP-99,994
posiada ugrupowanie eteru 3,5-bis(trifluorometylo)benzylowego. Mimo wysokiego
powinowactwa do NKIR i doskonalej selektywnosci L-733,060 wykazywal rowniez
powinowactwo do kanaléw wapniowych typu L (ICso = 760 nM), powodujac wystepowanie
dziatan niepozadanych [9].

W celu zmniejszenia powinowactwa do kanaléw wapniowych podjeto proby
podstawienia azotu pierScienia piperydynowego grupami wyciagajacymi elektrony [119].

Wsérod opracowanych analogdéw, zwigzek 1-736,281 (Rysunek 8), zawierajacy grupe
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acetamidows, zachowywal powinowactwo do NKIR na poziomie nanomolowym
(ICsp = 1.3 nM) oraz wykazywal znacznie zmniejszong aktywno$¢ wobec kanatow
wapniowych, co przypisano obnizeniu pK, azotu w pierscieniu piperydynowym.

W toku dalszych badan opracowano seri¢ zwigzkow, w ktorych azot pierscienia
piperydynowego byl podstawiony piecioczionowym pierscieniem heterocyklicznym. Prace te
doprowadzity do uzyskania zwigzku L-741,671 (Rysunek 8), podstawionego ugrupowaniem
3-0kso-1,2,4-triazol-5-ilometylowym [120]. Wprowadzenie tej modyfikacji pozwolito na
uzyskanie silnego, selektywnego antagonisty NK1R (ICsp = 0.05 nM) o lepszej
biodostepnosci po podaniu doustnym.

W innej pracy przedstawiono zwigzek L-742,694 (Rysunek 8), zawierajacy pierscien
morfoliny w miejscu pierscienia piperydyny, ktoérego azot byt podstawiony takze
ugrupowaniem 3-okso-1,2,4-triazol-5-ilometylowym [121]. L-742,694 byt aktywny po
podaniu doustnym i wykazywat silne powinowactwie do NK1R (ICsp = 0.09 nM). Dalsze
modyfikacje, obejmujace wprowadzenie grupy metylowej na weglu alfa lancucha
benzylowego oraz wprowadzenie podstawnika fluorowego w pozycji para do piericienia
fenylowego pozwolity na uzyskanie zwigzku L-754,030 (MK-0869, nazwa mi¢dzynarodowa:
aprepitant, Rysunek 8) [122]. Jest to silny, selektywny antagonista (ICsp = 0.09 nM) o
wysokiej aktywnosci po podaniu doustnym. Zachowanie pierscienia morfoliny pozwolito na
utrzymanie wysokiego powinowactwa, a wprowadzone modyfikacje przyczynity si¢ do
zminimalizowania metabolizmu oksydacyjnego czasteczki. Zwigzek ten jest odporny na
hydrolize i1 epimeryzacj¢ oraz nie wykazuje zadnej aktywnosci wobec kanatéw wapniowych
[123]. Stwierdzono, ze wprowadzenie podstawienia pierscienia benzylowego w pozycjach 3 i
5 w serii zwigzkOw eterowych, zamiast podstawienia grupg metoksylowa w pozycji 2,
stosowanego we wczesniejszych strukturach benzyloaminowych (takich jak CP-99,994 i CP-
96,345), prowadzi do zwigkszenia aktywnosci biologicznej zwigzku. Ponadto, wydaje sie, ze
grupa 3,5-bis(trifluorometylo)fenylowa (TFMP) odgrywa istotng role we wzmacnianiu
aktywnosci in vivo oraz poprawie metabolizmu czasteczki [123]. Aprepitant byt szeroko
testowany w badaniach klinicznych i w 2003 roku substancja ta zostata zatwierdzona jako lek
we wskazaniu do leczeniu wymiotow 1 nudno$ci zwigzanych z chemioterapia
przeciwnowotworowa oraz wystepujacych w czasie pooperacyjnym [113]. Prowadzono
rowniez badania w kierunku zastosowania aprepitantu jako leku przeciwbolowego [124] oraz
przeciwdepresyjnego [71,125], ale =zwigzek ten nie wykazywal w tych probach
wystarczajacej skuteczno$ci. Inne prace przedkliniczne pokazaty, Zze aprepitant ma takze

dziatanie przeciwnowotworowe [126,127], przeciwzapalne [128] i przeciwwirusowe [129].
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Aprepitant charakteryzuje si¢ dobra biodost¢pnoscig po podaniu doustnym i penetruje
do osrodkowego uktadu nerwowego. Jednocze$nie cechuje si¢ niskg rozpuszczalno$cig w
wodzie, dlatego w toku dalszych prac opracowano rozpuszczalny w wodzie ufosforylowany
prolek aprepitantu, fosaprepitant (L-758,298, Rysunek 8), ktory jest odpowiedni do
podawania zaréwno dozylnego i doustnego [130,131]. Fosaprepitant zostal zatwierdzony w

2008 roku do uzytku klinicznego w tym samym wskazaniu co aprepitant [132].
CF; CF,

K©\CF3 (©0F3

L-709,210 L-733,060 L-736,281 O L-741,671

< W <

®) ) o)
N J @ Ny J @\F Ns ©F

CF3

HN HN H203P~N
% NH )/ NH >/ NH
(0] O
L-742,694 L-754,030 (MK-0869, Aprepitant) L-758,298 (Fosaprepitant)

Rysunek 8. Wybrane antagonisty NKI1R oparte na strukturze eterow benzylowych
chinuklidyny, piperydyny oraz morfoliny.

11.2.2.2.6  Antagonisty oparte na strukturze piperydyny

Przeprowadzono szereg badan nad modyfikacjami zwiazkoéw zawierajacych strukture
piperydyny w celu identyfikacji nowych antagonistow NK1R. W wyniku tych prac naukowcy
z firmy Sanofi-Aventis odkryli SR 140333 (nolpitant, Rysunek 9), bedacy N-acylowang-3-
dipodstawiong piperydyna [133]. SR 14033 wykazuje doskonatg selektywnos$¢ i wysokie
powinowactwo zarowno do szczurzych (ICsp= 0.02 nM) i ludzkich (1Cso= 0.01 nM) NK1R.
Obecnos¢ trzech ugrupowan aromatycznych uznano za niezb¢dne do zachowania wysokiego

powinowactwo 1 selektywnosci.
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W firmie Ciba Geigy w wyniku selektywnego przesiewu firmowej kolekcji substancji
chemicznych odkryto zwigzek wiodgcy, ktory umozliwit opracowanie serii selektywnych
antagonistow nalezacych strukturalnie do 2-benzylo-4-aminopiperydyn [134]. Skryning i
optymalizacj¢ wykonano przy zatozeniu, ze niezbedna do wysokiego powinowactwa jest
obecno$¢ co najmniej dwoch grup aromatycznych, oddalonych od siebie od pigciu do
dziewigciu atomow. Otrzymano zwigzek o wysokim powinowactwie do NK1R, CGP-47899
(Rysunek 9), w ktérym ugrupowanie piperydyny jest podstawione trzema pierscieniami
aromatycznymi. W wyniku dalszych modyfikacji obejmujacych zamiang¢ ugrupowania N-2-
fenetylowego na N-chinolino-4-ylometylowe uzyskano zwigzek CGP-49823 (Rysunek 9)
[134]. CGP-49823 charakteryzowat si¢ dobrym powinowactwem do NK1R (ICso= 12 nM) i
biodostgpnoscia po podaniu doustnym. Zwigzek ten byl testowany w fazie 1 badan
klinicznych do potencjalnego zastosowania w leczeniu zaburzen Igkowych, jednakze badania
te nie byty kontynuowane [113].

Innym waznym antagonistg NKI1R zawierajgcym fragment piperydyny jest
opracowany w firmie Schering-Plough zwigzek SCH 619734 (rolapitant, Rysunek 9) [135].
Zwigzek ten jest pochodng 1,7-diazaspiro[4,5]dekanon-2-onu podstawiong w pozycji 8
pierscieniem fenylowym oraz tancuchem z grupg TFMP potaczong wigzaniem eterowym.
Rolapitant jest silnym (ICso = 0.66 nM) i selektywnym antagonista NKI1R, aktywnym po
podaniu doustnym i zdolnym do penetracji do osrodkowego uktadu nerwowego. Rolapitant
zostat zatwierdzony do stosowania w praktyce klinicznej jako skladnik terapii
przeciwwymiotnej w leczeniu wymiotow i nudnosci zwigzanych z chemioterapia [136].

Innym przyktadem zwiazkow z tej grupy sa opracowane w firmie GlaxoSmithKline
GW679769 (Casopitant, Rysunek 9) oraz GW823296 (Orvepitant, Rysunek 9), w ktorych
piperydyna podstawiona jest N-podstawiong piperazyng, dipodstawionym pierScieniem
fenylowym oraz tancuchem zawierajacym grupe TFMP potaczong przez wigzanie amidowe.
Casopitant byl badany pod katem leczenia nudnos$ci i wymiotow wywotanych chemioterapia,
ale badania te zostaty przerwane ze wzgledu na konieczno$¢ dalszej oceny bezpieczenstwa
tego zwigzku [9]. Obecnie prowadzone sg badania nad zastosowaniem casopitantu jako
potencjalnego leku przeciwdepresyjnego [137]. Testowany klinicznie w leczeniu depresji byt
takze orvepitant, ale okazat si¢ nie by¢ wystarczajaco skuteczny [138]. Niedawno
opublikowano pozytywne wyniki badan II fazy dla orvepitantu w terapii kaszlu przewlektego
opornego na leczenie (ang. chronic refractory cough) [79].
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Rysunek 9. Wybrane antagonisty NK1R oparte na strukturze piperydyny.

11.2.2.2.7 Pochodne tryptofanu

Badania przesiewowe kolekcji bibliotek chemicznych przeprowadzone w firmie
Merck doprowadzity do zidentyfikowania innej serii antagonistow NKIR zawierajacych
ugrupowanie tryptofanu. Podczas tych prac odkryto, ze ester benzylowy N-acetylo-L-
tryptofanu jest stabym inhibitorem SP i charakteryzuje si¢ mikromolowym powinowactwem
do ludzkiego NK1R (IC50=3.8 uM) [139]. W  wyniku  modyfikacji tej  czasteczki
zsyntezowano i przebadano wiele analogéw, sposrod ktorych zwigzek zawierajacy grupe
TFMP, ester 3,5-bis(trifluorometylo)benzylowy N-acetylo-L-tryptofanu (L-732,138, Rysunek
10) wykazywat silne i selektywne dzialanie wobec ludzkiego NK1R (ICso = 3.8 nM) oraz
wysoka aktywnos$¢ in vivo [140,141]. L-732,138 charakteryzowat si¢ nizsza bioaktywnos¢ po
podaniu doustnym, co przypisano obecnosci wigzania estrowego, podatnego na szybka
degradacj¢ metaboliczng. W toku dalszych prac przebadano analogi, w ktorych wigzanie
estrowe byto zastgpione ugrupowaniem eterowym, ketonowym, a takze drugorzedowymi i
trzeciorzgdowymi amidami. Stwierdzono, ze zwigzki zawierajace grupe ketonowa zachowuja
wysokie powinowactwo. Dalsze optymalizacje majace na celu poprawe biodostepnosci i
rozpuszczalnos$ci obejmowaty modyfikacje podstawnika acyloaminowego, co doprowadzito

do uzyskania zwigzku L-737,488 (Rysunek 10) zawierajacego zasadowa chinuklidyne oraz
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ugrupowanie ketonowe. Zwigzek ten wykazywat wysokie powinowactwo do NK1R (ICsy =
0.9 nM) [141] oraz wysoka aktywno$¢ in vivo, dobrg rozpuszczalno$¢ w wodzie i stabe
powinowactwo do kanatoéw wapniowych.

Poprzez zastosowanie analogicznej strategii przesiewu Kkolekcji  zwigzkow
chemicznych, opartej na istotnosci kluczowych reszt aromatycznych, zesp6t badawczy z Eli
Lilly odkryt szereg amidow oraz estrow N-acylowanego tryptofanu [142]. Prace te
doprowadzily do otrzymania zwigzku LY-303870 (lanepitant, Rysunek 10). LY-303870
mozna uzna¢ za N-acylowany zredukowany amid D-tryptofanu. LY-303870 zawiera dwa
pierscienie piperydyny, ktore wprowadzono dla zwigkszenia powinowactwa receptorowego
oraz rozpuszczalnosci w wodzie. LY-303870 jest selektywnym 1 silnym antagonista NK1R
(ICs0 = 0.15 nM), o wysokiej aktywnosci in vivo. Zwigzek ten byl testowany w Il fazie badan
klinicznych do zastosowania w leczeniu boélu zwigzanego z chorobg zwyrodnieniowa
stawow, ale okazat si¢ nie by¢ wystarczajaco skuteczny [143].

CF;

L-732,138 L-737,488 LY-303870 (Lanepitant)

Rysunek 10. Wybrane antagonisty NK1R oparte na strukturze tryptofanu.

11.2.3.Nowsze koncepcje w chemii medycznej receptora NK1

Intensywne programy poszukiwania antagonistow NKIR prowadzone przez duze
firmy farmaceutyczne zaowocowaty syntezg setek zwigzkow, bardzo doktadnym przebadaniu
zaleznos$ci SAR, i1 co najwazniejsze, wprowadzeniem na rynek aprepitantu i kilku innych
antagonistow NKI1R. Sukces ten czgsciowo wyhamowal zainteresowanie projektowaniem i
syntezg nowych antagonistow receptora ze strony duzego przemystu farmaceutycznego
(sadzac po braku oglaszanych patentow). Nie ustajg jednak proby wykorzystania celowania w
NK1R jako interwencji terapeutycznej. W tych nowszych badaniach czesto wykorzystuje si¢
znane juz antagonisty NK1R (w tym zatwierdzone do innego zastosowania), niemniej jednak

niektore specyficzne zastosowania wymagajg poszukiwania nowych ligandow NKIR lub

42



kreatywnego przeprojektowania znanych juz zwigzkow (np. w przypadku zwigzkéw

hybrydowych lub celowanych biokoniugatéw). Proby takie zostang omowione ponizej.

11.2.3.1. Zwiazki hybrydowe dzialajace przez receptory opioidowe i NK1R

Szerokie zaangazowanie uktadu SP/NK1R w procesie nocycepcji sktonito badaczy do
testowania ligandow receptorow NKIR jako potencjalnych zwiazkow przeciwbolowych.
Jednak pomimo obiecujagcych wynikow uzyskanych w modelach przedklinicznych, w
badaniach klinicznych zastosowanie antagonistow NKIR nie przyniosto oczekiwanych
efektow [69]. Dlatego tez podjeto proby tworzenia zwigzkow wielocelowych jednocze$nie
dziatajacych przez NKI1R i receptory opioidowe, zaangazowane w modulowaniu bolu.
Podejsécie to opiera si¢ na danych sugerujacych wzajemng zalezno$¢ miedzy dziataniem
receptorow opioidowych i NKI1R [144]. Na ich podstawie wywiedziono potencjat
synergistycznego dziatania ligandéw NKIR z agonistami opioidowymi w leczeniu bdlu.
Przyktadowo, uwaza si¢, ze podawanie antagonistow NK1R z agonistami opioidowymi moze
przyczynia¢ si¢ do lepszej odpowiedzi przeciwbdlowej 1 jednocze$nie zmniejszaé rozwdj
tolerancji na dziatanie analgetyczne oraz minimalizowa¢ rozwoj dziatan niepozadanych (np.
zaparcia opioidowe). Sugerowano takze, ze taka dualna farmakoterapia mogtaby by¢ takze
skuteczna w leczeniu bolu neuropatycznego. W odpowiedzi na te obserwacje opracowano
i przebadano wiele zwigzkow bifunkcyjnych (inaczej okreslane w literaturze jako ,,ligandy
bifunkcyjne”, ,ligandy biwalentne” lub ,hybrydy”), ktore w jednej czasteczce lacza
farmakofor agonisty opioidowego i farmakofor celowany w receptor NK1, wykazujacy
wlasciwosci badz to agonistyczne (uwaza sig, ze SP 1 jej metabolity w pewnych warunkach
moga wywolywaé dzialanie przeciwbolowe) badz tez wlasciwosci antagonistyczne
(hamowanie dziatania SP, ktora jest zasadniczo uwazana za czynnik pronocyceptywny ma
potggowac dziatanie opioidow i hamowaé rozwoj opioidowych dzialan niepozadanych
wynikajacych z up-regulacji SP i NK1R).

Zwigzki zbudowane z agonisty opioidowego i antagonisty NK1R po raz pierwszy
zostaty opisane przez grupe Lipkowskiego [145]. Wsrod wcezesnych przyktadow mozna
wymieni¢ zwigzek AWL-60 (Tyr-Pro-D-Phe-Phe-D-Phe-D-Trp-Met-NH;) sktadajacy sie
z fragmentu kazomorfiny (opioidowy peptyd pochodzacy z biatka mleka) i fragmentu
peptydowego antagonisty NK1R. W wyniku tego potaczenia uzyskano hybryde o silnym
i dlugotrwatym dziataniu analgetycznym in vivo, pomimo umiarkowanego powinowactwa do
receptora p-opioidowego (MOR) (ICsp = 210 nM) i 3-opioidowego (DOR) (ICsp = 270 nM)
[146].
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Dalsze badania doprowadzitly do uzyskania zwigzku AA501 (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-
NH-NH<-Trp(Z)), powstalego w wyniku potaczenia fragmentu silnego agonisty
opioidowego, [D-Ala’]-enkefaliny (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-) z fragmentem antagonisty NK1R,
N-benzyloksykarbonylotryptofanem (Z-Trp) za pomoca mostka hydrazydowego (-NH-NH-)
[147]. Hybryda charakteryzowata si¢ wysokim powinowactwem zaréwno do MOR i NK1R
oraz zaleznym od dawki dziataniem przeciwbdlowym in vivo w modelach bolu ostrego,
zapalnego oraz neuropatycznego. Podobne korzystne dziatanie przeciwbolowe oraz
dodatkowe obnizenie rozwoju tolerancji analgetycznej i zaparcia opioidowego uzyskano dla
analogu, w ktorym farmakoforem celowanym w NKIR byt izomeryczny Z-D-Trp (zwigzek
AA3266) [148,149]. Inne hybrydy skonstruowane z réznorakich peptydowych fragmentow
opioidowych i fragmentéw organicznych zawierajacych grupe TFMP (celowane w NK1R)
przedstawita Dyniewicz i wsp. [150,151].

Wtorek i wsp. przedstawit serie peptydowych hybryd zbudowanych z cyklicznego
farmakoforu opioidowego (Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]) oraz fragmentu substancji P
(agonista NK1R) lub spantydu Il (antagonista NK1R) [152]. Co ciekawe, zarowno hybrydy
typu agonista opioidowy/antagonista NK1R jak i agonista opioidowy/agonista NKIR,
wykazaty in vivo dziatanie przeciwbdlowe, nie powodujgc rozwoju tolerancji analgetycznej i
zaparc.

Warto wzmiankowaé¢ takze zwigzek AA3052 (Tyr-D-Arg-Phe-Lys-D-Phe-Phe-D-
Phe-Leu-Leu-NH;) [153], ktory =zostal zaprojektowany jako potaczenie fragmentu
peptydowego agonisty MOR (DALDA) i modyfikowanego fragmentu SP(7-11). Zwigzek
ten, pomimo stabego powinowactwa do MOR (K; = 729.8 nM) wykazywat dziatanie
przeciwbolowe w badaniach in vivo oraz nie wywotywatl rozwoju tolerancji analgetyczne;j.

Prace nad ligandami bifunkcyjnymi agonista opioidowy — antagonista NK1
prowadzone byly takze w zespole Hruby’ego. Yamamoto i wsp. przedstawili seri¢ hybryd, w
ktorych jako sekwencje sygnatowa do receptorow opioidowych wybrano fragment [D-Ala?]-
enkefaliny, a jako sekwencje sygnatowg receptora NK1 uzyto fragmenty Phe-Pro-Leu-Trp-O-
[3’,5’-BzI(CF3),] lub D-Phe-Pro-Leu-Trp-O-[3’,5°-BzI(CF3),], zawierajace kluczowsg dla
wysokiego powinowactwa do NKI1R grupe TFMP [154]. Zwigzek TY005 (Tyr-D-Ala-Gly-
Phe-Met-Pro-Leu-Trp-O-[3’,5’-BzI(CF3);]) wykazywal aktywno$¢ przeciwbolowa w
badaniach in vivo w modelach bdlu ostrego i neuropatycznego, hamujac lub ostabiajgc
rozwo0j tolerancji wywotanej opioidami [155]. Dalsze modyfikacje obejmowaty zmiang
podatnego na hydrolize enzymatyczng wigzania estrowego na wigzanie amidowe, w wyniku

czego otrzymano zwigzek TY027 (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-Pro-Leu-Trp-NH-[3°,5’-

44



BzI(CF3),]). Hybryda ta wykazywata wigkszg stabilno$¢ enzymatyczng, 4-krotnie wigksze
powinowactwo do DOR i 2-krotnic wigksze do MOR, =zachowujac wiasciwosci
przeciwbolowe. Usunigcie dwoch grup trifluorometylowych w pier§cieniu aromatycznym
(zwigzek TYO025, Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-Pro-Leu-Trp-NH-Bzl) spowodowato takze
zwiekszenie powinowactwa do MOR 1 DOR, ale jednoczesnie znaczny spadek do NK1R.

W innym podejSciu, Vardanyan i wsp. przedstawili prace, w ktorej jako farmakofor
celowany w MOR zastosowano fentanyl (matoczasteczkowy agonista MOR, zatwierdzony
lek), za$ farmakofor NKIR stanowil antagonista NK1R, [.-732,138 [156]. Przetestowano
hybrydy, w ktorych farmakofory polaczone byly wigzaniem jonowym (sole) lub
kowalencyjnym. Powinowactwo do NKIR w obydwu grupach byto dobre (K; = 6.8-44 nM).
Zwigzki z farmakoforami potaczonymi kowalencyjnie charakteryzowaty si¢ umiarkowanym
powinowactwem do MOR (K; = 120-400 nM). Natomiast hybrydy-pary jonowe wigzaty si¢
do MOR na znacznie nizszym poziomie (K;j > 1 uM).

Badania nad ligandami bifunkcyjnymi opioid/antagonista NK1R prowadzone byty
takze w grupie Balleta. Zespol ten przedstawit m.in. bifunkcyjny peptydomimetyk o
sekwencji Dmt-D-Arg-Aba-Gly-NMe-[3°,5’-BzI(CF3),] (Dmt — 2’°,6’-dimetylotyrozyna)
[157]. Jako farmakofor opioidowy zastosowano fragment oparty na sekwencji peptydu Dmt'-
DALDA (Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH,), za$§ farmakofor NKIR stanowit nowo odkryty
antagonista NK1R o strukturze Ac-Aba-Gly-NMe-[3’,5’-BzI(CF3),] (Ac — acetylo; Aba — 4-
amino-1,2,4,5-tetrahydro-2-benzazepin-3-on). Zaobserwowano, ze ugrupowanie Aba jest
korzystne dla wigzania zwigzku do receptorow MOR i DOR. Otrzymana hybryda
charakteryzowata si¢ wysokim powinowactwem do MOR (K;= 0.42 nM), DOR (K;= 10.4
nM) i NK1R (K;j= 0.5 nM). Polaczenie farmakoforow w zwigzek bifunkcyjny spowodowato
wzrost powinowactwa do NKIR wzgledem komponenty NK1R (Ac-Aba-Gly-NMe-3’,5’-
(CF3),-Bn) i jednoczesnie obnizenie powinowactwa do MOR wzgledem komponenty
opioidowej (Dmt-D-Arg-Aba-Gly). Hybryda wykazywata silne dziatanie analgetyczne oraz
zdolnos¢ do przenikania BBB, jednak sita dziatania farmakofora opioidowego podanego
samodzielnie byta wyzsza niz po podaniu hybrydy. Co wigcej stosowanie tej hybrydy nie
pozwolito na uniknigcie efektow ubocznych wywotanych stosowaniem opioidéw [158].

Jak wida¢ poszczegdlne proby tworzenia hybryd opioidowo-(anty)tachykininowych
przynosily zréznicowane rezultaty, jesli chodzi o spelienie zatozenia o poprawie dziatania
przeciwbolowego przy jednoczesnym zredukowaniu dziatan niepozadanych. Jak do tej pory,
zadna z eksperymentalnych hybryd nie zostata przeprowadzona do badan klinicznych, co

pozwolitoby na catosciowg oceng tej strategii projektowania innowacyjnych analgetykow.
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Dodatkowo, omowione przyktady pokazuja, iz polgczenie dwoch  komponent
farmakoforowych nie zawsze gwarantuje zachowanie wysokiego powinowactwa
receptorowego do zamierzonych celow molekularnych. Warto przy okazji nadmieni¢, ze
niedawno Gadais i wsp. przedstawili peptydomimetyczne hybrydy celowane w receptory
opioidowe MOR/DOR oraz receptory NK2R i NK3R jako potencjalny nowy Kkierunek

poszukiwania wiclocelowych analgetykow [159].

11.2.3.2. Antagonizm endosomalnego sygnalowania przez NK1R

Inna nowa koncepcja leczenia bolu przez celowanie w receptor NK1 wigze si¢ z
antagonizmem endosomalnego sygnalowania przez ten receptor.

Powszechnie receptory GPCR uznaje si¢ za receptory sygnalizujace z powierzchni
komorek poprzez oddziatywanie z biatkami G. Jednak, wedlug nowszych ustalen, wiele
GPCR, m.in. NK1R, moze takze sygnalizowa¢ z przedziatdw wewnatrzkomorkowych, w tym
z endosoméw [160]. Sygnaty wewnatrzkomorkowe prowadza do reakcji fizjologicznych,
roznigcych sie od tych, ktore pochodza z sygnalizacji w powierzchniowej btonie
komorkowe;.

Receptor NK1 po zwigzaniu si¢ z SP (lub innym agonista), jest fosforylowany przez
kinazy GRK, co sprzyja jego oddziatywaniu z B-arestynami, ktore rozprzegaja NKI1R od
biatka G i odczulaja (desensytyzuja) sygnalizacj¢ prowadzong na poziomie blony
komorkowej. B-arestyny umozliwiaja rowniez polaczenie NKIR z klatryng 1 biatkiem
adaptorowym-2 (AP2), ktore posredniczg w endocytozie receptora. Dawniej, endocytoza
uznawana byla za mechanizm konczacy sygnalizacj¢ NK1R. Obecnie uwaza si¢ jednak, ze
NKIR moze dalej sygnalizowa¢ po endocytozie, tworzac w obregbie endosoméw kompleksy
sygnatowe, ktore generuja wtorne przekazniki 1 aktywuja kinazy w przedziatach
subkomoérkowych, przy czym sygnalizacja z endosoméw jest trwalsza niz sygnalizacja z
poziomu powierzchni komorki [160].

Uwaza si¢, ze sygnalizacja endosomalna NKI1R jest zaangazowana w nocycepcj¢, co
wykazano w modelach bolu ostrego i neuropatycznego [43]. Bodzce bolowe prowadza do
uwolnienia SP z pierwotnych neurondéw czuciowych. Nastgpnie SP w rogu grzbietowym
rdzenia kregowego aktywuje NKIR w neuronach drugiego rzedu, co prowadzi do jego
endocytozy. Wowczas sygnalizacja endosomalna NKIR posredniczy w przedtuzonej
aktywacji neuronéw rdzeniowych i przekazywaniu sygnatow bolowych [160]. Wobec tego,
zaproponowano, ze hamowanie tej endosomalnej sygnalizacji NKIR, moze przynosié

dziatanie przeciwbolowe 1 by¢ uzyteczng strategia terapeutyczng.
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Jensen i wsp. przedstawili antagonist¢ NK1R Span-Chol (Rysunek 11), zbudowanego
z sekwencji spantydu | (Span; nieprzechodzacy przez btony komorkowe peptydowy
antagonista NKI1R), tacznika PEG oraz cholestanolu (Chol), ktéry mial umozliwi¢
zakotwiczenie koniugatu w btonie komoérkowej, dostarczenie i zatrzymanie antagonistow w
endosomach zawierajagcych NKI1R [43]. Rozbudowa spantydu na N-koncu nie wptyneta
negatywnie na aktywnos$¢ antagonistyczng (ICso W zakresie pojedynczych nanomoli). Span-
Chol gromadzit si¢ w endosomach, powodujac trwaly (ok. 6 godzin) i selektywny
antagonizm endosomalny i przedluzone dziatanie przeciwbdlowe hamujac mechaniczng
przeczulice bolows, podczas gdy dzialanie antynocyceptywne dla Span bylo nieznaczne i
krotkie. W dalszych badaniach wykazano, ze zakotwiczone w lipidach antagonisty NK1R
(Span-Chol) trwale hamujg sygnalizacj¢ z endosomow, ale takze wplywaja na sygnalizacjg
NKI1R zlokalizowanego w blonie komoérkowej, hamujac rekrutacje NKI1R-B-arestyny na
powierzchni komorki i zmniejszajac endocytoze receptora [161]. W przedklinicznym modelu
bolu Span-Chol wywotywat przedtuzong antynocycepcje powyzej 9h. Analogiczny koniugat
L-733,060-Chol (Rysunek 11), zbudowany z maloczasteczkowego antagonisty, linkera i
cholestanolu, wykazywat podobne przedtuzone dziatanie przeciwbdlowe w poréwnaniu do
nieskoniugowanego zwigzku wyjsciowego [43].

Ramirez-Garcia 1 wsp. opisali wrazliwe na pH nanoczastki polimerowe zawierajace
aprepitant, ktore moga precyzyjne hamowac¢ sygnalizacj¢ endosomalna, odpowiedzialng za
przewlekly bol [162]. Nanoczastki zaprojektowano tak, aby nie oddziatywaly z receptorem
na powierzchni komorek, a bezposrednio trafiaty do endosomow. Gdy nanoczastki trafiajg
do endosomoéw z NKIR, na skutek nizszego pH panujacego w tym otoczeniu, uwalniaja
aprepitant w sposob dtugotrwaty, co prowadzi do zahamowania aktywacji neuronéw rdzenia
kregowego indukowanej przez SP i1 w efekcie zapobiega przekazywaniu sygnatow bolowych.
W  modelach przedklicznych wykazano, Ze uzycie tych nanoczastek wzmocnito
antynocyceptywne dzialania aprepitantu w modelach bolu zapalnego i neuropatycznego.
Wykorzystanie nanoczastek wrazliwych na pH, pozwolilo na zastosowanie minimalnej dawki
aprepitantu wykazujacej aktywnos$¢ przeciwbolowa, co moze przyczyni¢ si¢ do uniknigcie
dziatah niepozadanych.

Poniewaz nanoczastki wrazliwe na pH sa wzglednie niestabilne i podatne na efekty
rozcienczenia, stosunkowo szybko rozktadajg si¢ w endosomach i uwalniajg antagoniste, co
moze ograniczy¢ czas dzialania antynocyceptywnego, Latorre 1 wsp. podjeli probe
opracowania stabilnych nanogwiazd polimerowych, zawierajacych zmodyfikowana

czasteczke aprepitantu [163]. Struktura aprepitantu zostala rozbudowana na pierScieniu
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triazolinonowym o tacznik butyrylo-PEG, zakonczony grupg aminowa (AP-NH;, Rysunek
11), pozwalajaca na potaczenie ze strukturg polimeru. Nanogwiazdy charakteryzujg si¢
odporno$cia na rozcienczanie i mozliwoscig zaprojektowania do kontrolowanego i
dlugotrwatego uwalniania tadunku, co pozwala na przedluzone dziatanie przeciwbdlowe.
Skuteczno$¢ dzialania nanogwiazd zawierajacych AP-NH; oceniano w przedklinicznych
modelach bolu neuropatycznego i1 zapalnego. W endosomach nanogwiazdy uwalniaty
antagoniste przez 24 godziny, zaktdcaty sygnalizacj¢ endosomalng NK1R oraz zapewniaty
trwatg 1 skuteczng analgezje (ponad 10 godzin). Wykorzystanie nanogwiazd umozliwia
jednoczesng inkorporacje¢ wielu antagonistow i1 pozwala na celowanie ich do neuronow
odpowiedzialnych za przekazywanie sygnatéw bolowych, co moze by¢ skutkowaé
dhugotrwatym dziataniem przeciwbolowym.

Inne podej$cie zaproponowali Hegron i wsp. opisujac analogi netupitantu, ktore
trwale hamowaly sygnalizacje endosomalng [164]. W pracy poréwnano dziatanie
przeciwbolowe aprepitantu, netupitantu oraz Specjalnie zaprojektowanych analogow
netupitantu o réznej lipofilowosci 1 kwasowosci. Opracowano seri¢ pochodnych, w ktorych
ugrupowanie pirydynowe w netupitancie zastgpiono pierscieniem benzenowym, a w miejsce
azotu piperazyny podstawiano rézne grupy (obojetne, kwasne, stabo zasadowe, zasadowe i
silnie zasadowe). Lipofilowe i kwasowe analogi (PNAS2023 2220979120 PS29 oraz
PNAS2023 2220979120 PS34, Rysunek 11) najskuteczniej antagonizowaly endosomalng
sygnalizacje NK1R, wykazywaty trwalsze i silniejsze dziatanie przeciwbolowe in vivo niz

aprepitant i netupitant.
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Rysunek 11. Wybrane czgsteczki oparte o antagonistow NKIR w endosomalnym
sygnatowaniu.

Doniesienia 0 hamowaniu endosomalnego sygnatowania NKIR pojawily si¢ w
literaturze w kilku ostatnich latach. Zaproponowany mechanizm dziatania przeciwbolowego
wydaje si¢ obiecujacy i potwierdzony danymi przedklinicznymi. Jak ucza jednak
doswiadczenia z wczesniejszych badan nad ,,zwyklymi” antagonistami NKIR w leczeniu
bolu, nie jest pewne, czy ewentualne badania kliniczne potwierdzg przydatnos¢ tego

mechanizmu w leczeniu bolu u ludzi.

11.2.3.3. Antagonisty NK1R o dzialaniu przeciwnowotworowym

Liczne badania wykazaty, ze uktad SP/NKI1R odgrywa tez znaczacg role w procesach
nowotworowych. Po zwigzaniu z NKIR SP indukuje proliferacj¢ I migracj¢ komorek
nowotworowych, hamuje procesy apoptotyczne, a takze nasila angiogenezg¢. Skutkuje to
rozrostem tkanki nowotworowej i powstawaniem przerzutow [50,66,67]. Ponadto
stwierdzono, ze receptor NK1 jest nadeksprymowany w licznych liniach komoérkowych
nowotworow, w tym bialaczce, glejaku, neuroblastomie, czerniaku, raku piersi, jajnika,

prostaty, phuc, trzustki i tarczycy [19,31].
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Obserwacje te doprowadzity do zainteresowania badaczy zastosowaniem znanych juz
antagonistow NKI1R jako potencjalnych substancji o dziataniu przeciwnowotworowym.
Wykazano, ze antagonisty NKI1R takie jak L-732,138, L-733,060, aprepitant czy
fosaprepitant charakteryzuja si¢ Szerokim dzialaniem przeciwnowotworowym [31,165].
Selektywnie hamujg one wzrost komorek nowotworowych, angiogeneze oraz migracje
komorek nowotworowych, wykazuja dzialanie proapoptyczne na komoérki nowotworowe,
zmniejszaja objetos¢ guza oraz stan zapalny [31,50,66,67,126,165-167]. Aktywnos$¢
przeciwnowotworowa obserwowano in Vvitro na wielu liniach komérkowych z nadekspresja
NKI1R, migdzy innymi czerniaka, neuroblastomy, glejaka, siatkowczaka, raka trzustki, krtani
czy przewodu pokarmowego. Dziatanie to wykazano takze in vivo na mysich modelach
opartych na heteroprzeszczepie ludzkich nowotworow [126,127,166,168-171].

Pomimo tych pozytywnych danych przedklinicznych, oraz znanego profilu
bezpieczenstwa w przypadku zatwierdzonych antagonistow NKI1R, Kliniczne dowody na
skuteczno$¢ antagonistow NKIR w leczeniu nowotworéw sa skromne 1 ograniczaja si¢ do
kilku opiséw przypadku [172,173]. Dopiero niedawno, w 2021 roku rozpoczgto badanie
kliniczne 1l fazy majace na celu oceng skuteczno$ci i bezpieczenstwa stosowania duzych
dawek oraz dlugotrwatego leczenia aprepitantem u pacjentdw z zaawansowanym rakiem ptuc
[174].

W ciggu ostatnich lat podjeto takze proby opracowania nowych antagonistow NK1R
0 zamierzonym dziataniu przeciwnowotworowym. Recio i wsp. przedstawili seri¢ 5-arylotio-
2-amino-4H-piranéw jako nowych ligandow NKI1R (Rysunek 12) [175]. Najbardziej
aktywnym antagonista w tej grupie jest zwigzek EJMC2017_644_rac-17 (Rysunek 12).
Okreslono wpltyw dziatania wybranych pochodnych na liniach komoérkowych ludzkiego raka
phluc (A549) oraz prawidlowych pluc (MRC-5). Najwyzszg aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
uzyskano dla pochodnych amidowych EJMC2017 644 18(Ss,Rc) i EJIMC2017 644 rac-19,
przy czym zwigzek EJMC2017_644 rac-19 wykazywat wigksza selektywnos$¢ wzgledem
komorek nowotworowych. Co ciekawe, wsrod badanych analogéw znajdowatly si¢ takze
zwigzki o dziataniu agonistycznym na NKIR. Jest to o tyle warte odnotowania, ze znanych

jest niewiele matoczgsteczkowych agonistow tego receptora [176].
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EJMC2017_644_rac-17 EJMC2017_644_18(Ss,Rc) EJMC2017_644_rac-19
Rysunek 12. Wybrane przyktady z serii pochodnych 5-arylotio-2-amino-4H-piranow.

W innej pracy Recio i wsp. opisali seri¢ nowych antagonistow NK1R opartych na
strukturze weglowodanéw (D-galaktozy lub L-arabinozy) [177]. WSszystkie otrzymane
zwigzki wykazywaly wysokie powinowactwo i aktywnos$¢ antagonistyczng wobec NKI1R.
Dla poszczegolnych pochodnych oceniono cytotoksycznos¢ wobec ludzkich komorek raka
pluc (A549) oraz komoérek prawidtowych ptuc (MRC-5). Wszystkie przebadane zwiazki
wykazywaly pewna selektywno$¢ wzgledem komodrek nowotworowych. Najbardziej
selektywnymi zwigzkami byly JIMC2021 10350 140 (Rysunek 13) i JIMC2021 10350 22f3
(Rysunek 13), przy czym pochodne D-galaktozy (np. JMC2021 10350 140) byly bardziej
cytotoksyczne niz pochodne L-arabinozy (np. JMC2021 10350 22B). Zwiazek
JMC2021 10350 140 zostat dodatkowo przebadany na dwunastu réznych typach linii
komorkowych ludzkich nowotworéw, wykazujac znaczaca aktywno$¢ cytotoksyczng oraz
selektywno$¢. Kontynuujac te badania, zespot zaprojektowat i syntezowat rowniez pochodne
oparte 0 szkielet D-glukozy, wsrod ktorych znalazty si¢ zwiazki o znacznej aktywnosci

cytotoksycznej i selektywnosci [178].
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Rysunek 13. Nowe antagonisty NK1R oparte na strukturze weglowodanow.
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11.2.3.4. Receptor NK1R w radiofarmacji

Nadekspresja receptora NK1 na licznych typach komoérek nowotworowych, przy
jednoczesnie wzglednie niskiej ekspresji w tkankach prawidtowych, stwarza mozliwos¢
zastosowania ligandow NKIR jako wektoréw radionuklidow w celowanej terapii
radionuklidowej (TRT, ang. targeted radionuclide therapy) i diagnostyce radionuklidowej.
Idea TRT (lub analogicznego podejscia diagnostycznego) opiera si¢ na selektywnym
dostarczaniu do komorek nowotworowych radiofarmaceutyku/radiokoniugatu, ktory zawiera
radionuklid o odpowiednich wlasciwosciach rozpadu promieniotworczego. Selektywnosé
uzyskuje si¢ dzigki selektywnemu wektorowi, ktory wigze si¢ z pewnym celem
molekularnym nadeksprymowanym na powierzchni komoérek nowotworowych. Zazwyczaj
do celow diagnostycznych stosuje si¢ radionuklidy o stosunkowo krotkim czasie
potowicznego rozpadu, emitujace promieniowanie y lub B*, a do celéw terapeutycznych
radionuklidy o dluzszym czasie potowicznego rozpadu, emitujace promieniowanie §, o lub
elektrony Augera [167]. Radiofarmaceutyki sktadaja si¢ z wektora (czasteczka 0 wysokim i
selektywnym powinowactwie do okreslonego celu molekularnego), tacznika (umozliwia
przylaczenie radionuklidu lub ugrupowania chelatujacego z radionuklidem do struktury
wektora bez zmiany jego wlasciwos$ci), chelatora (wielokleszczowy ligand kompleksujacy
radionuklid) oraz radionuklidu.

Istnieje wiele badan in vivo i in vitro opisujacych zastosowanie w TRT i diagnostyce
radionuklidowej ligandow NKIR, gtéwnie SP i jej analogow [167]. Niektore z tych
preparatow zostaty poddane analizie klinicznej, wykazujac obiecujace wyniki terapeutyczne.
Wezesne eksperymenty kliniczne obejmowaly zastosowanie [*'In-DTPA-Arg']-SP (DTPA —
kwas dietyleno-triamino-pentaoctowy) do scyntygrafii miejsc zapalnych w réznorodnych
chorobach immunologicznych oraz obrazowania zmian w grasicy [179]. Mimo, ze
radiokoniugat ten po podaniu dozylnym ulegat szybkiej degradacji oraz charakteryzowat sig¢
krotkim czasem potowicznego rozpadu, moze by¢ on uzyteczny w obrazowaniu. Inne proby
kliniczne dotyczyly zastosowania radiofarmaceutykoéw opartych na strukturze SP w terapii
glejaka [180]. Radiokoniugaty te sktadaty si¢ z SP potaczonej makrocyklicznym ligandem
chelatujacym DOTAGA  (kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-4,7,10-trioctowo-1-[2-
glutarowy]), wyznakowane *°Y, *"Lu lub #*Bi. We wstepnych eksperymentach klinicznych
wykazano, ze zastosowanie tych radiofarmaceutykéw (podanie dokanatowe) powodowato
martwice komorek nowotworowych i umozliwiato skuteczniejsza resekcje chirurgiczng guza,

ale ze wzgledu na niskg stabilno$¢ wektorow w surowicy stosowanie tych zwigzkow jest
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ograniczone m.in. w podaniu dozylnym. W toku dalszych prac otrzymano radiofarmaceutyki
oparte na pochodnej SP, [Thi®, Met(O,)*]SP (Thi — tienyloalanina), o lepszej stabilnoci.
Wektor ten zostat wykorzystany w radiofarmaceutykach, poddanych szeregu badan in vitro,
in vivo oraz testom klinicznym do diagnostyki i leczenia glejaka. Aktualnie w badaniach
klinicznych testowane sa [***Bi]Bi-DOTA-[Thi®, Met(0,)'']SP (DOTA — kwas 1,4,7,10-
tetraazacyklo-dodekan-1,4,7,10-tetraoctowy) lub [?*Ac]Ac-DOTA-[Thi®, Met(0,)"']SP w
polaczeniu z [®Ga]Ga-DOTA-[Thi®, Met(O,)**]SP do obrazowania i terapii glejaka
wielopostaciowego, ktoére we wstepnych badaniach okazaty si¢ by¢ dobrze tolerowane,
bezpieczne dla pacjenta, i1 skuteczniejsze w poréwnaniu do standardowych metod leczenia
[181-184].

Jednak ze wzgledu na stosunkowo niskg stabilno$¢ metaboliczng oraz niska
lipofilowo$¢ (a zatem stabg dyfuzj¢) SP i jej analogéw, stosowanie peptydowych wektorow
w radiofarmaceutykach jest ograniczone. Rozwigzaniem tego problemu moze byc¢
zastosowanie matoczasteczkowych antagonistow NKIR, ktore sa stabilne i nie ulegaja
degradacji enzymatycznej in vivo oraz charakteryzuja si¢ wyzsza lipofilowosciag. Zhang i
wsp. opracowali radiofarmaceutyk NK1R-NOTA (Rysunek 14), wykorzystujacy jako wektor
znanego antagoniste L-733,060, ktory za pomoca lacznika PEG zostal potaczony z
cyklicznym ligandem chelatujgcym NOTA (kwas 1,4,7-triazacyklononan-1,4,7-trioctowy) i
wyznakowany radionuklidami ®*Cu lub ®’Ga (do badan in vitro) [185]. NK1R-NOTA
charakteryzowal si¢ wysokim powinowactwem do NKI1R oraz pelng stabilnoscig w krwi
mysiej po 30 minutach. W badaniu in vivo (podanie dozylne) za pomoca pozytonowej
tomografii emisyjnej (PET, ang. positron emission tomography) wykazano, ze [**Cu]NK1R-
NOTA moze by¢ uzyteczny w obrazowaniu zmian nowotworowych wykazujacych ekspresje
NK1R, aczkolwiek dogodna obserwacja mozliwa bylo dopiero po 20 godzinach od
wstrzyknigcia. W innej pracy Kanduluru i wsp. opisali kolejny radiofarmaceutyk bazujacy na
antagoniscie L-733,060 (M1B2020_377_3, Rysunek 14), ktory za pomoca tacznika PEG i
fragmentu Arg-Asp-Lys zostal potgczony z chelatujgcym ugrupowaniem peptydowym i
wyznakowany radionuklidem “™Tc do potencjalnego obrazowania i oceny stopnia
zaawansowania wielu guzow neuroendokrynnych [186]. Fragment Arg-Asp-Lys
wprowadzono w celu zmniejszenia niespecyficznego wigzania do bton. Przedstawiony
radiofarmaceutyk wykazywat wysokie powinowactwo 1 selektywno$s¢ do NKIR. W
obrazowaniu za pomocag tomografii emisyjnej pojedynczych fotonow/ tomografii

komputerowej (SPECT/CT, ang. single-photon emission computed tomography/computed
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tomography) radiokoniugat po podaniu dozylnym byt w wysokim stopniu oraz selektywnie
wychwytywany do guza eksprymujacego NKIR juz 2 godziny po wstrzyknieciu.

Halik i wsp. opracowali i przebadali in vitro nowe radiokoniugaty bazujgce na
strukturze aprepitantu i jego analogach [187,188]. Otrzymano seri¢ pochodnych aprepitantu
poprzez dotaczenie do pierScienia triazolinonu lacznikow alifatycznych o réznej dtugosci
oraz lacznikow acetamidowych zakonczonych pierwszorzedowa grupa aminows. Po
wstepnych badaniach stabilno$ci wszystkie pochodne potaczone z chelatorem DOTA
wyznakowano °®Ga i 'Lu. Otrzymane radiokoniugaty poddano ocenie stabilnosci,
lipofilowosci oraz wigzalnosci do ludzkiego NKIR. Wigkszos¢ przedstawionych
radiokoniugatéw charakteryzowata si¢ peing stabilno$cig w surowicy, wysoka lipofilowoscia
oraz wysokim powinowactwem do NKI1R. Najbardziej interesujagcym radiokoniugatem w tej
grupie wydaje si¢ by¢ zwiazek [*'Lu]Lu-DOTA-Pr-APT (Rysunek 14), w ktorym czasteczka
aprepitantu potaczona jest z kompleksem radionuklidu za pomoca lacznika alifatycznego
zawierajacego trzy grupy CHa, niezbedne jednak jest przeprowadzenie dalszych badan in
Vivo.

Stosowanie radiofarmaceutykéw ukierunkowanych na receptor NKIR stanowi
obiecujacg strategic w dziedzinie medycyny nuklearnej. Wykorzystanie takich
radiokoniugatéw pozwala na precyzyjne identyfikowanie 1 lokalizowanie obszarow
nowotworowych nadeksprymujacych NKIR, umozliwiajac doktadniejsza diagnostyke,
monitorowanie postgpoOw terapii oraz leczenie przy zastosowaniu celowanej terapii
radionuklidowej. Konieczny jest jednak dalszy rozwoj i poszukiwanie nowych ligandow
NKIR o lepszych wiasciwosciach fizykochemicznych.

Antagonisty NK1R znakowane 'C, 'C, '®F stosowane sa takze w PET do
obrazowania stopnia wysycenia receptorow. [‘'C]JGR205171 zostal wykorzystany do
mapowania NK1R w moézgu w réznych zaburzeniach lgkowych, stresowych i padaczkowych
[189-191]. [*|F]SPA-RQ (pochodna vofopitantu) wykorzystywany byt w ilosciowym
oznaczaniu NK1R w moézgach pacjentow z lekiem napadowym, czy skutecznej ocenie zmian
raka trzustki [167,192]. Mapowanie wysycenia NKIR z wykorzystaniem PET za pomoca
radioznacznika ['C]JGR205171 obejmowato takze oceng korelacji stezenia casopitantu w
osoczu z zajgciem receptorow oraz oszacowanie dawki casopitantu do kolejnych badan
klinicznych [193]. Podobne badania z uzyciem [**CJGR205171 byly stosowane do okreslenia
wysycenia receptorow NKIR, bezpieczenstwa, tolerancji i wlasciwosci farmakologicznych

rolapitantu [194]. W trakcie prac rozwojowych okreslenie biodostepnosci (whasciwosci
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wchlaniania, dystrybucji, metabolizmu) mozliwe jest dzigki zastosowaniu antagonistow
znakowanych *C, przykladowo [**C]aprepitant, [**C]casopitant, [““C]netupitant [167].
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Rysunek 14. Wybrane radiofarmaceutyki oparte na strukturze antagonisty NK1R.

11.2.3.5. Receptor NK1R w celowanym dostarczaniu elementu (cargo)
terapeutycznego (innego niz radionuklid)

Poza  omdéwionym  powyzej  celowanym  dostarczaniem  radionuklidow
diagnostycznych/terapeutycznych, receptor NKIR jest takze punktem uchwytu dla
dostarczania innego rodzaju elementoéw terapeutycznych (ang. therapeutic cargos). Podobnie
jak w przypadku =zastosowan radiofarmaceutycznych, chodzi tutaj o opracowanie
skutecznych 1 bezpiecznych terapii nowotworéw. Podejscie to opiera si¢ na 1) zjawisku
internalizacji ligandow NK1R, a takze na 2) wielokrotnie obserwowanej nadekspresji NK1R
na powierzchni komoérek nowotworowych.

Rizk i wsp. przedstawili wykorzystanie modyfikowanej Substancji P do dostarczania
do tkanki nowotworowej syntetycznych fragmentéw przeciwciata do aktyny [195].
Fragmenty te (wybrane za pomoca eksperymentéow ,,phage display”) mialy wigza¢ si¢ z

réznymi konformacjami aktyny i wplywaé na organizacj¢ cytoszKieletu. Strukturalng
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modyfikacja umozliwiajgcg doczepienie tadunku bylo wprowadzenie N-koncowego
ugrupowanie  maleimidowego na  szeSciowe¢glowym  taczniku  (przez  kwas
6-maleimidoheksanowy, Rysunek 15). Ugrupowanie takie umozliwia reakcj¢ z wolnymi
tancuchami bocznymi cysteiny na powierzchni biatka 1 wytworzenie polaczenia
tioeterowego. Lokalizacja linkera i tadunku na N-koncu podyktowana byta znanym faktem,
iz wysokie powinowactwo SP do NKIR zalezy glownie od obecnosci w sekwencji Kilku
C-koncowych reszt aminokwasowych. Prezentowane koniugaty SP-biatko wykazywatly
(in vitro) internalizacje w komorkach nowotworowych glejaka U87, zdolno$¢ do ,,ucieczki” z
endosomu, kolokalizacje z cytoszkieletem aktynowym oraz znaczaco obnizaly
przezywalno$¢ komoérek US87. Jednoczesnie koniugaty nie byly internalizowane przez

normalne astrocyty (nieeksprymujace znacznych ilosci NK1R).

o

: przeciwciato | A N RPKPQQFFGLM-NH,

) C-KWKLFKKIGAVLKVLRPKPQQFFGLM-NH,
Rizk et al. PNAS, 2009, 11011 N

biatko, DNA, o o ceary sekwencja ,,CAMEL

bakteriofag, ziarno X . RPKPQQFFGLM-NH2
polimerowe =

Song et al. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2020,

127353
Rizk et al. Bioconjugate Chem., 2012, 42
R= H-I\IJ'I-RPKPQQFFGLM-NHZ
o I " R = H-M-Ahx-M-RPKPQQFFGLM-NH, RPKPQQFFGLM-PEG,-K(C4)-(LLHH);-Rq
! | I JMatChemB_2021_ 6347_P02

R= H-I\I/I—AhX-QFFGLM-NHZ Ding et al. J. Mater. Chem. B, 2021, 6347
kamptotecyna ~ Zhang et al. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2011, 1452
Rysunek 15. Struktury niektorych koniugatow lub nosnikéw opartych na strukturze SP.

Kontynuujac omdéwione badania, Rizk i wsp. udowodnili, Zze wektory oparte na SP
moga stuzy¢ do dostarczania duzego biatka do cytozolu lub do jadrowego dostarczania
fragmentu DNA (kodowane przez nie biatko byto eksprymowane przez komorki), a nawet
czasteczek tak duzych jak np. caty bakteriofag albo polistyrenowe ziarno o $rednicy 1 pM
[196]. Dostarczenie DNA do jadra umozliwione zostato przez wprowadzenie do sekwencji
SP na N-koncu sygnatu lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear localization signal, Rysunek
15). Dodatkowo, dotaczanie elementow terapeutycznych pozbawionych powierzchniowo
dostepnych tancuchow bocznych cysteiny, mozliwe byly dzigki uzyciu heterobifunkcyjnego
tacznika krzyzowego SPDP (estru N-sukcynimidowego kwasu 3-(2-
pyridylotio)propionowego), ktory z jednej strony przylacza sie do powierzchniowych reszt

lizynowych bialka, z drugiej zas umozliwia przytgczenie peptydu przez maleimid.
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Zhang i wsp. wykorzystali SP i skrocony peptyd SP(6-11) do dostarczania do tkanki
nowotworowej kamptotecyny (CPT; eksperymentalny lek przeciwnowotworowy; inhibitor
topoizomerazy, Rysunek 15) [197]. Molekuta CPT (jedna lub dwie) byta przytaczana do
peptydu na N-koncu przez tacznik zawierajacy ugrupowania weglanowe 1 disiarczkowe,
ktore miatoby ulega¢ rozpadowi w obecnosci duzych stezen glutationu po internalizacji do
komorki. Przedstawione koniugaty wykazywatly cytotoksycznos¢ na komorki nowotworowe
(eksprymujace NK1R) porownywalng lub wyzsza niz wolna CPT. Jednocze$nie byty one
znacznie bardziej selektywne w tescie cytotoksyczno$ci, gdzie poréwnywano komorki
CHO-NK1 i CHO bez ekspresji NK1R.

Co ciekawe, badacze zaobserwowali pewien stopien internalizacji omawianych
koniugatow nawet w przypadku koméorek CHO nietransfekowanych NK1R, co sugerowatoby
wspoéldziatanie jakiego$ niereceptorowego (nieselektywnego) mechanizmu internalizacji.
W zwigzku z tym, CPT bylta analogicznie taczona z peptydowym antagonista NK1R, [D-
Arg*, D-Trp>"®, Leu™]SP [198], ktory miatby odgrywaé role peptydu penetrujacego
komorki. Koniugat ten wykazat (in vitro) dobra zdolnos¢ dostarczania CPT do komérek CHO
nietransfekowanych NK1R. Byt takze cytotoksyczny wobec komorek nowotworowych (nie
badano selektywnosci). Podobne badania przeprowadzono z N-stearylowana [D-Arg', D-
Trp>"®, Leu'']SP pod katem dokomoérkowego dostarczania plazmidu.

W innej pracy przedstawiono hybrydowy peptyd ztozony z N-stearylowanej
sekwencji ,,CAMEL” i Substancji P (Rysunek 15) do dostarczenia plazmidu p53 do komorek
wykazujacych ekspresje NKIR [199]. Kompleksy takie byly (in vitro) selektywnie
cytotoksyczne wobec komorek transfekowanych NK1R.

Kolejna proba inspirowana nadekspresja NKIR na komorkach glejaka zostata
zaprezentowana przez Ding i wsp. [200]. Zsyntezowali oni peptydowe wektory (przyktadowo
zwigzek JMatChemB_2021_ 6347_P02, Rysunek 15) ztozone z N-acetylowanej SP, linkera
polietylenoglikolowego (PEG), N°-stearylolizyny (K(Cis)), segmentu odpowiedzialnego za
ucieczke z endosomu ((LLHH)3) oraz segmentu penetrujagcego komorke (Rg). Wektory te
byly kompleksowane z plazmidem pGL3, a nastgpnie oceniono (in vitro) wydajnosé
internalizacji oraz transfekcji. Najlepsze wyniki uzyskano dla wektora PO2. Dla tego wektora,
potwierdzono zdolno$¢ do przechodzenia przez BBB in vitro (w modelu z komorek
szczurzych) oraz in vivo na Danio prggowanym. Cho¢ w obecnosci nadmiaru wolnej SP
wydajnos¢ transfekcji oraz internalizacji spadata, co sugerowatoby udziat receptora NK1R w

procesie internalizacji omawianych koniugatow, struktura tych koniugatow (rozbudowa SP
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na C-koncu sekwencji) powoduje, ze w $wietle znanych zaleznosci SAR oraz struktury
krystalograficznej NK1R z SP [24,25] bezposrednie oddziatlywanie wektora z miejscem
wigzacym receptora NK1 jest, moim zdaniem, watpliwe.

Nalezy zauwazy¢, ze opisane powyzej proby wykorzystania celowania w NKI1R do
specyficznego dostarczania tadunku terapeutycznego do komorek, mialy charakter wstepny 1
ograniczaty si¢ jedynie do badan in vitro (na pojedynczych parach linii komoérkowych
nowotwor VS komorki prawidlowe). Tymczasem jedynie badania in vivo (na modelu
ssaczym) pozwolityby na realistyczne oszacowanie farmakokinetyki tego typu koniugatow.
Szczegoblnie wydaje sie, ze niestabilnos¢ (wobec peptydaz) peptydowego nosnika opartego na
strukturze SP moze uniemozliwia¢ uzyskanie okresu pottrwania dostatecznie dlugiego dla
dystrybucji, wniknigcia do komorek i uzyskania efektu leczniczego. Innym problemem moze
by¢ polarnos¢ peptydowego nosnika, ktora moze negatywnie wplywa¢ na dystrybucje.
W $wietle tego, korzystne mogltoby by¢ wykorzystanie no$nikéw opartych na strukturach
matoczasteczkowych ligandow NKIR, podobnie jak miato to miejsce w przypadku
zastosowan radiofarmaceutycznych. Dodatkowo, warto zauwazy¢, ze w omawianych pracach
brakowato sprawdzenia powinowactwa wektoréw i/lub koniugatow do NK1R. Jest to o tyle
wazne, ze doswiadczenia z badan nad hybrydowymi ligandami opioidowo-NK1R lub
z zakresu radiofarmacji pokazuja, ze hybrydyzacja fragmentdw moze wigza¢ si¢ z utrata
powinowactwa receptorowego. Nie przebadano takze mechanizmu internalizacji omawianych

koniugatéw pod katem tego, czy na pewno jest on zwigzany z NK1R.
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11.3. Funkcje oceniajace

11.3.1.Dokowanie molekularne

11.3.1.1. Rola dokowania we wspolczesnym poszukiwaniu lekow

Kluczowa role we wspolczesnym poszukiwaniu nowych substancji biologicznie
aktywnych odgrywaja metody modelowania molekularnego (metody in silico). Jedng z
technik takiego modelowania jest dokowanie molekularne. Dokowanie molekularne
przewiduje czy i w jaki sposob dana czgsteczka (ligand) bedzie oddzialywaé z okreslonym
celem molekularnym (np. receptorem biatkowym). Dokowanie dostarcza informacji o
prawdopodobnych sposobach utozenia liganda w miejscu wigzacym celu molekularnego
(pozycja, konformacja, rodzaj oddziatywan) oraz o szacowanej sile wigzania kompleksu
ligand-cel molekularny [201].

Uzyskane w wyniku dokowania molekularnego predykcje, dotyczace struktury
kompleksu ligand-cel molekularny oraz wystepujacych w takim kompleksie oddziatywan,
stanowia wazne informacje w projektowaniu nowych substancji aktywnych. Na podstawie
danych otrzymanych z dokowania mozna np. projektowaé potencjalne modyfikacje
strukturalne znanych zwiagzkéw aktywnych, np. w fazie optymalizacji zwigzku wiodacego
(ang. lead optimization), ktore moga mie¢ korzystny wplyw na oddzialywanie z celem
molekularnym, co daje mozliwos¢ projektowania zwigzkow o lepszych wlasciwosciach
farmakologicznych.

Dokowanie molekularne znajduje takze zastosowanie w przesiewie wirtualnym
opartym na strukturze (ang. structure-based virtual screening, SBVS) [202]. Celem takiej
procedury jest identyfikacja nowych zwigzkow wiodacych (ang. lead compounds). W SBVS,
dokuje si¢ do receptora bardzo duze biblioteki réznorodnych zwiazkéw chemicznych,
identyfikujac te, ktore maja najwigksze szanse na wykazanie wigzania do receptora. Dzigki
dokowaniu w SBVS mozliwe jest wzglednie szybkie zawezenie grupy zwiazkow, ktore warto
przebada¢ eksperymentalnie, co skraca czas i koszty zwigzane z poszukiwaniem nowych
zwigzkéw wiodacych.

Dokowanie molekularne jest rowniez wykorzystywane w projektowaniu czasteczek
de novo [203]. W takiej procedurze, program komputerowy generuje propozycje nowych
(wirtualnych) zwiagzkéw, ktore nie maja analogii strukturalnej do znanych ligandow danego

receptora. Dzigki symulacjom dokowania, oceniany jest potencjal wigzania takich
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wirtualnych ligandéw z wybranym celem molekularnym. Projektowanie de novo pozwala na

odkrywania catkowicie nowych struktur substancji czynnych.

11.3.1.2. Proces dokowania

Istota procesu dokowania molekularnego jest wygenerowanie struktury kompleksu
receptor-ligand na podstawie struktury receptora i liganda w stanie niezwigzanym.
Dokowanie przebiega w dwoéch etapach: 1) generowanie wielu mozliwych geometrii
kompleksu ligand-cel molekularny za pomocg algorytméw przeszukiwania (ang. search
algorithms) oraz 2) ocena tych konfiguracji za pomoca funkcji oceniajacych (ang. scoring
functions), ktora polega na szacowaniu sity wigzania danych konformacji kompleksu ligand-
cel molekularny i znalezieniu konfiguracji najkorzystniejszej energetycznie (o najnizszej
energii wigzania) [204]. Istnieje szereg programoéw do dokowania molekularnego, sposrod
ktorych do najpopularniejszych nalezg AutoDock [205], AutoDock Vina [206], DOCK [207],
FlexX [208], GOLD [209], Glide [210]. Wszystkie dziatajg na podobnej zasadzie, lecz r6znig
si¢ stosowanymi algorytmami przeszukiwania i oceniania.

Proces dokowania wymaga odpowiedniego przygotowania struktur liganda oraz celu
molekularnego, ktérym najczesciej jest receptor biatkowy. Konieczna jest znajomosé
trojwymiarowej struktury obu molekut. Przygotowanie liganda do dokowania obejmuje
wygenerowanie jego struktury oraz optymalizacje geometrii. Podczas tego procesu nalezy
uwzgledni¢ kwestie protonowania, stereochemii, ewentualnej tautomerii oraz konformacji
liganda.

Jesli chodzi o strukturg receptora, w dokowaniu najczesciej stosuje si¢ struktury
rozwigzane eksperymentalnie, z wykorzystaniem metod rentgenografii strukturalnej,
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego lub mikroskopii krioelektronowej. Te
empiryczne struktury bialek mozna znalez¢ w bazach danych, z ktorych najpopularniejsza
jest PDB [211]. W przypadku braku informacji o pelnoatomowej strukturze biatka mozliwe
jest przeprowadzenie dokowania do struktur otrzymanych w wyniku modelowania
homologicznego, w ktorym tworzy si¢ model docelowego biatka na podstawie empirycznej
struktury innego biatka o zblizonej sekwencji (homologii). Struktury receptora musza zostac
przygotowane do dokowania przez np. ustalenie stanow protonacji jonizowalnych grup
funkcyjnych. Przed przeprowadzeniem symulacji dokowania kluczowe jest rowniez
okreslenie miejsca wigzacego, w ktorym ligand bedzie si¢ wigzal z biatkiem. Istotnym
aspektem jest takze ewentualne uwzglgdnienie obecnosci czasteczek wody w obszarze

wigzacym, ktore mogg wptywac na geometri¢ i stabilno$¢ kompleksu ligand-receptor [212].
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W wigkszosci standardowych protokotow dokowania, obecnos$¢ czasteczek wody nie jest
brana pod uwage, co obniza koszt obliczeniowy symulacji, lecz moze prowadzi¢ do
uproszczonych lub btednych predykcji sposobu wigzania.

Jesli chodzi o przeszukiwanie przestrzeni rozwigzan, dokowanie molekularne, w
zaleznosci od sposobu uwzgledniania zmienno$ci konformacyjnej liganda i1 receptora, moze
by¢ realizowane na trzy rdzne sposoby [213]:

1) dokowanie sztywne, w ktorym uznaje si¢, ze ligand i receptor sg strukturami
sztywnymi, konformacje obu molekut nie ulegaja zmianie w czasie dokowania; jedna z
czgsteczek podlega rotacjom i translacjom,

2) dokowanie pofgietkie, w ktorym uwzglednia si¢ zmienno$¢ konformacyjna
ligandow, a konformacja receptora pozostaje stata; czasteczki liganda poddawane sg rotacjom
i translacjom;

3) dokowanie gietkie, w ktorym konformacje obu molekut podlegaja zmianom, a
dodatkowo czasteczki liganda poddawane s3 rotacjom 1 translaciom. W praktyce,
uwzglednienie pelnej gietkosci receptora jest zbyt kosztowne obliczeniowo i jest domena
raczej symulacji dynamiki molekularnej. W typowym dokowaniu gigtkim, program
uwzglednia zmienno$¢ konformacyjng pewnych obszaro6w receptora, np. wybranych
tancuchéw bocznych aminokwaséw w miejscu wigzacym, co pozwala na bardziej
realistyczne modelowanie oddziatywan ligand-receptor w obszarach, gdzie zmiennos$¢
konformacyjna jest kluczowa.

Wspotczesnie, wigkszos¢ programoéw do dokowania wykorzystuje algorytmy
przeszukiwania uwzgledniajagce gigtkos¢ ligandow. Ogodlnie, algorytmy przeszukiwania
mozna podzieli¢ (klasyfikacja przedstawiona m.in. przez Brooijmansa i Kuntza [214]) na
algorytmy systematyczne, stochastyczne oraz deterministyczne.

Algorytmy systematyczne opieraja si¢ na systematycznym przeszukiwaniu przestrzeni
konfiguracyjnej kompleksu ligand-receptor [213]. W celu znalezienia minimum
energetycznego, algorytm systematycznie modyfikuje wartosci zmiennych opisujacych
formalne stopnie swobody kompleksu (translacje, rotacje, zmiany konformacyjne), przez
zmienianie je w okreslonych interwatach. W miar¢ wzrostu liczby stopni swobody liganda,
ilos¢ mozliwych kombinacji ros$nie, co prowadzi do drastycznego wzrostu ztozonosci
obliczeniowej. Dlatego czgsto stosuje si¢ kryteria zakonczenia, aby przerwaé proces
wyszukiwania przed kompletnym przetestowaniem wszystkich mozliwych kombinacji.
Jednym z typoéw algorytmow systematycznych jest przeszukiwanie wyczerpujace, ktore

polega na badaniu réznych ulozen liganda poprzez systematyczne obracanie wszystkich
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mozliwych wigzan rotacyjnych w ligandzie. Dodatkowo, metoda uwzglednia systematyczne
przemieszczanie liganda w przestrzeni translacyjnej. Ze wzgledu na generowanie duzej
liczby kombinacji, zwtaszcza przy wigkszej liczbie wigzan rotujacych, metoda ta zazwyczaj
znajduje zastosowanie w przypadku matych, niezbyt gigtkich ligandow [212]. Innym
rodzajem algorytmu systematycznego sg metody oparte na fragmentacji ligandow [213]. W
ramach tego podejscia ligand jest poczatkowo podzielony na mniejsze fragmenty, sposrod
ktérych jeden fragment (zazwyczaj najwickszy lub posiadajacy kluczowe dla wigzania
elementy), uznawany jest za fragment bazowy i dokowany jest do miejsca aktywnego jako
pierwszy. Kolejne fragmenty przytaczane sa stopniowo, z jednoczesnym generowaniem
roznych orientacji. Umozliwia to uwzglednienie gigtkosci liganda i systematyczne
przeszukiwanie potozenia poszczegdlnych czesci liganda. Podobnie jak w przypadku metody
przeszukiwania wyczerpujacego, metoda fragmentacji jest ograniczona do mniejszych oraz
$rednich ligandow, w ktorych ilo§¢ fragmentow nie bytaby zbyt duza. Alternatywnym
podejsciem jest dokowanie zespotow konformacyjnych (ang. ensemble docking), w ktorym
wstepnie generuje si¢ potencjalne konformacje liganda, a nastgpnie kazda konformacja
dokowana jest jako sztywna czasteczka do miejsca wigzgcego receptora. Zastosowanie tego
podejscia pozwala na redukcje naktadow obliczeniowych zwigzanych z badaniem przestrzeni
konformacyjnej liganda, jednakze wymaga uzycia dodatkowych narz¢dzi do generowania jak
najbardziej kompletnego zestawu konformacji liganda [212].

Algorytmy stochastyczne, w odroznieniu od algorytméw systematycznych,
przeszukuja przestrzen konformacyjna poprzez losows, wielokrotng modyfikacje Stopni
swobody liganda (konformacyjnych, translacyjnych i rotacyjnych) [212]. Zmiany s3
nastepnie akceptowane lub odrzucane zgodnie z przyjetym kryterium probabilistycznym.
Zaletg stosowania tego podejscia jest mozliwos¢ generowania duzych, réznorodnych zbiorow
rozwigzan, co zwigksza prawdopodobiefistwo znalezienie globalnego minimum
energetycznego w krotszym czasie. Metody wykorzystujace algorytmy genetyczne oraz
metoda Monte Carlo (MC) to dwa klasyczne przyktady metod nalezacych do algorytmow
stochastycznych. W algorytmach genetycznych informacje o stopniach swobody liganda
zapisywane s3 W postaci ciggdw binarnych nazywanych ,,genami”, ktére formuja
,chromosomy”, reprezentujagce potozenia liganda w przestrzeni. Chromosomy ulegaja
mutacjom, polegajagcym na losowych pojedynczych zmianach w genach oraz krzyzowaniu,
obejmujagcym wymiang gendow pomiedzy dwoma chromosomami. W wyniku tych dziatan
powstaje nowa konfiguracja liganda w miejscu wigzacym receptora, ktora jest nastegpnie

oceniana przez funkcje oceniajaca. Nowe, najbardziej korzystne struktury, ktére uzyskaja
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scoring powyzej odpowiedniego progu, biorg udzial w tworzeniu kolejnych ,,pokolen”
obliczen. Proces ten powtarza si¢ przez wiele ,,pokolen”, umozliwiajgc skuteczne
przeszukiwanie przestrzeni konformacyjnej. W metodzie Monte Carlo konfiguracje liganda
W miejscu wigzacym generowane sg poprzez losowe zmiany we wszystkich stopniach
swobody. Otrzymana konfiguracja jest nastepnic poddawana analizie za pomoca kryterium
selekcji opartego na energii. W przypadku spehlienia okreslonych warunkow, jest ona
zapisywana i podlega dalszym modyfikacjom w celu wygenerowania kolejnej konformacji.
Proces ten powtarza si¢ iteracyjnie az do osiggniecia okreslonego kryterium zbieznosci.

W algorytmach deterministycznych aktualny stan systemu okre$la (determinuje)
zmiany, ktore nalezy wykona¢ na strukturze kompleksu, aby mogt zosta¢ wygenerowany
kolejny stan na ,,$ciezce” przeszukiwania mozliwych rozwigzan, a ktory zazwyczaj musi by¢
réowny lub nizszy pod wzgledem energii w poréwnaniu do Stanu wyjsciowego [214].
Algorytmy deterministyczne opieraja si¢ na matematycznych modelach, wykorzystujacych
zasady mechaniki molekularnej do modelowania ruchéw 1 oddziatywan miedzy molekutami
na poziomie atomowym. Do algorytméw deterministycznych zaliczy¢ mozna te, ktore
wykorzystuja rozne metody minimalizacji energii lub dynamike molekularng [213]. Metoda
minimalizacji energii ma na celu zbadanie krajobrazu energetycznego, czyli rdéznych
mozliwych konformacji molekularnych, 1 znalezienie najkorzystniejszego energetycznie
uktadu. W trakcie tego procesu system jest naprowadzany w kierunku najnizszego lokalnego
minimum potencjatu energetycznego. Metody dynamiki molekularnej umozliwiaja
symulowanie ruchéw systemu w czasie, przy uwzglednianiu réznych zmiennych
termodynamicznych, takich jak temperatura i ci$nienie. Obie te metody wigzg si¢ Z pewnymi
ograniczeniami, w tym z niemozno$cig przezwyciezenia barier energetycznych i utknieciem
w minimach lokalnych oraz wysokimi kosztami obliczeniowymi. Metody oparte na
algorytmach deterministycznych stosowane sa czg¢sto w potaczeniu z innymi algorytmami

przeszukiwania.

11.3.2.Funkcje oceniajace

W trakcie dokowania, wygenerowane przez algorytmy przeszukujgce mozliwe
konfiguracje (geometrie) kompleksu ligand—cel molekularny sa oceniane przez funkcje
oceniajace (scoring). Celem scoringu jest szybkie oszacowanie (wedtug pewnego zatozonego
modelu) energii (entalpii swobodnej) wigzania danego hipotetycznego kompleksu. W ten
sposob scoring mierzy ,,jakos¢” poszczegdlnych wygenerowanych konfiguracji i wybiera

,hajlepsza” (0 najbardziej ujemnej energii), ktéra ma odpowiadaé rzeczywistej strukturze
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kompleksu. Idealnie, funkcja oceniajagca powinna dobrze szacowaé energiec wigzania
kompleksu (powinowactwo/wigzalnosc¢), identyfikowac najkorzystniejsza energetycznie poze
liganda w miejscu wigzacym (ang. binding pose) oraz poprawnie szeregowac rozne ligandy

wedtug ich sily dziatania.

Ze wzgledu na zlozonos¢ i nieaddytywno$¢ zjawisk wptywajacych na sile wigzania w
kompleksach ligand—receptor, szybkie szacowanie energii wigzania na podstawie obliczen
uwzgledniajgcych wszystkie wazne z punktu widzenia teorii czynniki nie jest mozliwe. Z
koniecznos$ci zatem funkcje oceniajgce opierajg si¢ na roznych zatozeniach (modelach) i
uproszczeniach, aby w jak najkrotszym czasie uzyska¢ jak najbardziej zblizone do
rzeczywistych energie wiazania. Istnieje wiele funkcji oceniajacych, ktére mozna podzieli¢ na
trzy glowne kategorie: 1) oparte na polach sitowych, 2) emipryczne, 3) oparte na wiedzy
[215].

Funkcje oceniajgce oparte na polach silowych przyblizaja entalpi¢ swobodng
wigzania przez obliczenie energii kompleksu ligand-receptor z wykorzystaniem wyrazen
znanych z typowych pol sitowych stosowanych w mechanice molekularnej. Koncepcyjnie,
wyrazenia te majg jasny sens fizyczny, dlatego funkcje takie sg okreslane takze jako ,,oparte
na fizyce” (ang. physics-based) [216]. Energia wigzania kompleksu obliczana jest poprzez
sumowanie wktadow opisujacych oddziatywania ,,niezwigzane” (ang. non-bonded) mig¢dzy
ligandem a receptorem (oddziatywania van der Waalsa oraz elektrostatyczne) oraz
oddzialywania ,,zwigzane” (ang. bonded) wewnatrz liganda. Te drugie dotycza naprezenia
sterycznego w czasteczce liganda w konformacji przyjetej w miejscu wigzgcym receptora.
Oddzialywania van der Waalsa opisywane sa nNp. za pomocg potencjalu Lennarda-Jonesa, a
oddziatywania elektrostatyczne sa reprezentowane np. przez potencjal Coulomba. W
nowszych, mieszanych funkcjach oceniajacych, dodawane sg takze wyrazy opisujace wktad
energetyczny wigzan wodorowych jako dodatkowy sktadnik. Nowsze funkcje moga
uwzglednia¢ roéwniez wklady zwigzane z entropig i solwatacjg. Parametry funkcji opartych na
polach sitowych zwykle sa wyprowadzane zar6wno z danych eksperymentalnych, jak i
obliczen ab initio mechaniki kwantowej. Ogdlny wzor funkcji opartych na polach sitowych

mozna przedstawi¢ za pomocg ponizszego rownania (Réwnanie 1) [212]:

Ebnd = Ebond + Enon—bond + EH—bond + Esolv (1)
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gdzie Eping — energia wigzania, Epong — wkiad energetyczny oddziatywan ,,zwigzanych”
(wewnatrz liganda), Enon-pond— Wktad energetyczny oddziatywan ,,niezwigzanych” (pomi¢dzy
ligandem a receptorem oraz ewentualnie wewnatrz liganda), En.pong — Wkiad energetyczny

wigzan wodorowych, Esqy — wkiad energetyczny zwigzany z solwatacja.

Klasycznym przyktadem funkcji opartej na polach sitowych jest funkcja ze starszych
wersji programu DOCK (Réwnanie 2) [217],

Ajj B; i q;
E = &Z,-((#)— (76}{)+<332,0 Z—fj)) (2)

gdzie: rij — odlegtos¢ pomigdzy atomem receptora i a atomem liganda j, A;; oraz Bij —
parametry sil van der Waalsa, q; oraz g; — fadunki atomowe, D — stala dielektryczna.
Poszczegdlne sktadniki w tym rownaniu odpowiadaja wyrazom energii ,,niezwigzanej” Z

réwnania energii pola sitowego AMBER.

W empirycznych funkcjach oceniajgcych energia wigzania kompleksu ligand-biatko
jest przyblizana za pomoca sumy roéznych deskryptoréw opisujacych poszczegélne rodzaje
oddziatywan wystepujacych w danym kompleksie [204]. Deskryptory te moga dotyczy¢
m.in. np. oddziatywan hydrofobowych, dopasowania sterycznego, oddzialywan
elektrostatycznych, wigzan wodorowych oraz entropii i desolwatacji. Dla kazdego z tych
czynnikow przypisuje si¢ odpowiedni wspotczynnik wagowy, ktory jest ustalany na
podstawie analizy statystycznej, w tym wielorakiej regresji (ang. multiple regression), na
danych eksperymentalnych znanych kompleksow ligand-biatko, o eksperymentalnie
zmierzonej energii wigzania i ustalonej strukturze. Przyktadem funkcji empirycznej jest
funkcja programu AutoDock Vina (Rownania 3-6) [206,218], w ktorej energia wigzania (E)
jest suma energii oddzialywan wszystkich mozliwych par atomoéw liganda 1 miejsca
wigzacego receptora (epair) podzielong przez nieliniowa ,kar¢” entropowa (mianownik
Rownania 3) zwigzang z ilo$cig wigzan rotujgcych w ligandzie (Nyo). Energia ta jest zalezna
od odlegtosci "powierzchniowej” (ang. surface distance) miedzy atomami, obliczanej
zgodnie z Réwnaniem 4, gdzie r oznacza odlegto§¢ migdzyatomowa, a R; i R; to promienie
atomow w parze. Energia oddziatywania par (ep.r ) jest suma wazona skladnikow, ktore
uwzgledniajg, wklad dopasowania sterycznego (pierwsze trzy sktadniki Réwnania 5),
,oddzialywania” hydrofobowego (czwarty sktadnik Rownania 5) oraz wigzania wodorowego
(piaty sktadnik Rownania 5). Czynniki wi—wg sg wagami wktadu poszczegdlnych sktadnikow

oddzialywania w modelu. Ich wartosci dla oryginalnej funkcji AutoDock Vina sa
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przedstawione w Tabeli 3. Wielko$ci tych parametréw zostaly dobrane przez kalibracje

wzgledem danych eksperymentalnych z bazy PDBBind [219].

E = Zopar@ (3)
1+we*Nrot

(  wp*Gauss;(d) +
w, * Gauss,(d) +
epair(d) =4 w3 * Repulsion (d) + (5)
LW4 * Hydrophobic (d) +
ws * HBond (d)

Tabela 3. Wagi poszczegdlnych wktadow energetycznych do sily oddzialywania w modelu
domysinej funkcji oceniajgcej programu AutoDock Vina.

Czynnik wagowy W1 W W3 Wy Ws We

Wartos$¢ -0.0356 -0.00516 0.840 | -0.0351 -0.587 | 0.0585

Funkcje oparte na wiedzy (ang. knowledge-based scoring functions) do oceny sity
wigzania kompleksu ligand-biatko wykorzystuja dane uzyskane z analiz statystycznych
znanych kompleksow biatko-ligand, ktore posiadaja eksperymentalnie rozwigzane struktury
[204]. W kompleksach tych badane sg kontakty pomiedzy poszczegdlnymi typami atomow.
W szczegdlnosci, analizowane sg czestosCi wystepowania kontaktow migdzyatomowych i/lub
odlegtosci migdzy atomami. Korzystajac z prawa Boltzmanna, przeksztalca si¢ te dane w
pseudopotencjat nazywany potencjatem sredniej sity (ang. potential of mean force), ktory jest
wykorzystywany do modelowania preferowanych geometrii par atomoéw rdznych typow w

kompleksie ligand-biatko (Rownanie 6):

Ajj (r) = —kgTinp;;(r) (6)
gdzie Ajj(r) — warto$¢ potencjatu sredniej sity oddziatywania grup i, j, K — stala Boltzmanna,

T — temperatura, p;j(r) — prawdopodobienstwo znalezienia grup i, j w odlegtosci r [212].

Funkcje oparte na wiedzy, zaktadaja, ze oddzialywania, ktére wystepuja czesciej w
eksperymentalnie rozwigzanych kompleksach biatko-ligand, sa bardziej korzystne
energetycznie dla wigzania. Dlatego tez, ostateczny wynik jest obliczany poprzez

faworyzowanie preferowanych (statystycznie czgstszych) kontaktow i ,,karanie” oddziatywan
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odpychajgcych pomiedzy atomami liganda i biatka. Scoring danego kompleksu jest suma
wartosci potencjatu po wszystkich (w obrgbie pewnej odleglosci od liganda) parach atoméw |

] w kompleksie (Réwnanie 7):

score = ZiZinj (r) (7)
Przyktadami funkcji opartych na wiedzy sg np. funkcja DSX [220] albo funkcja PMF [221].

Pomimo dostepno$ci wielu funkcji oceniajacych, zadna z nich nie zapewnia doktadnej
oceny sily wigzania kompleksu ligand-biatko. Funkcje oceniajgce opieraja si¢ na réznych
zalozeniach 1 wuproszczeniach dotyczacych energetyki wigzania (m.in. zalozenie o
addytywnos$¢ oddziatywan miedzyczasteczkowych, czgsto nieprawidtowy, uproszczony opis
tych oddzialywan i ich termodynamiki), co wptywa tez na jako$¢ predykcji. W celu
zredukowania ograniczen pojedynczych funkcji oceniajacych, mozliwe jest zastosowania
podejscia konsensusowego (ang. consensus scoring) [212]. Polega ono na taczeniu wynikoéw
z réznych funkcji oceniajacych dla uzyskania bardziej wiarygodnych przewidywan sity
wigzania [204].

Warto przy okazji dodaé, ze z racji wspomnianej powyzej niedoktadnosci funkcji
oceniajacych, scoring jest w praktyce rzadko jedynym kryterium oceny wynikéw dokowania
I podejmowania decyzji ,,co dalej?” (np. co do wyboru zwigzkéw do zakupu lub syntezy).
Powszechng praktyka jest wizualna inspekcja poz z dokowania [222], porownywanie z
dostepnymi strukturami krystalograficznymi dla analogicznych kompleksow, sprawdzenie
spetnienia okreslonych wiezéw eksperymentalnych [223] (np. oddziatywania z konkretnymi
aminokwasami wywiedzione z eksperymentéw kierowanej mutagenezy), pordéwnywanie z
danymi SAR dla podobnych zwigzkéw, prowadzenie dodatkowych obliczen (np. dynamiki
molekularnej [224]), stosowanie filtrow opartych o fingerprinting oddziatywan [225,226] etc.

Nowszg alternatywa dla klasycznych funkcji oceniajacych sg funkcje oparte na
uczeniu maszynowym (ang. machine learning scoring functions, MLSF), ktore wykorzystuja
zaawansowane algorytmy trenowania (m.in. bez predefiniowania postaci modelu) i
nieliniowe modele. Funkcje te maja na celu ujecie nieliniowych zjawisk wystepujacych w
oddziatywaniach ligand-biatko, ktore sa trudne do modelowania za pomoca tradycyjnych
metod [212]. Dodatkowo, MLSF — w przeciwienstwie do klasycznych liniowych modeli — sa
w stanie ,,zaabsorbowaé¢” informacje zawarte w duzych zestawach danych [227] i w ten
sposob poprawia¢ skuteczno$¢ wraz ze wzrostem wielkosci zestawu danych treningowych.
W wielu testach, MLSF daly znacznie lepsze wyniki jesli chodzi o moc przesiewania czy

korelacje z powinowactwem niz klasyczne funkcje oceniajace [228,229].
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MLSF sg jednak przedmiotem krytyki ze strony niektorych autoroéw, ktorzy zarzucaja
im m.in. przeuczenie (ang. overfitting), brak sensu fizycznego, brak prawdziwej mocy
predykcyjnej itp. [230-235]. Wedlug Shena i wsp. wigkszo$¢ ogolnych fukcji oceniajacych
opartych na uczeniu maszynowym daje duzo gorsze lub gorsze wyniki w przesiewie niz
klasyczne funkcje oceniajgce [236]. Proponenci MLSF odpierajg jednak te zarzuty [229].
Pojawiajg si¢ tez prospektywne zastosowania MLSF [237].

11.3.3.Funkcje oceniajace specyficzne dla celu molekularnego

Typowe, powszechnie uzywane funkcje oceniajagce maja by¢ — w zamysle ich
tworcoOw — stosowalne uniwersalnie. Oznacza to, ze powinny dawa¢ dobre oszacowania
entalpii swobodnej wigzania dla réznorodnych ligandow 1 roznorodnych celow
molekularnych. W zwiazku z tym, w przypadku funkcji empirycznych i opartych na wiedzy,
dobor wspotczynnikéw réwnania funkcji i konstrukcja potencjatow odbywa si¢ z
wykorzystaniem danych eksperymentalnych (powinowactwa i/lub struktur) uzyskanych dla
wielu bardzo r6znych biatek pochodzacych z réznych rodzin. W przypadku funkcji opartych
na polach sitowych (,,na fizyce”), uniwersalnos¢ funkcji ma pochodzi¢ z uniwersalnosci praw
fizyki ujetych liczbowo w réwnaniu pola.

W praktyce zaobserwowano jednak, ze funkcje oceniajace prezentuja rdzng
skuteczno$¢ zaleznie od konkretnego celu molekularnego [238-241]. Dalej, Ross i wsp.,
wykorzystujagc teori¢ uczenia statystycznego i teori¢ informacji, wykazali formalnie, ze
empiryczne modele powinowactwa “ogo6lne” muszg by¢ bardziej niedoktadne niz modele
trenowane specyficznie dla poszczegdlnych biatek, a wynika to stad, iz zbiory danych
strukturalnych 1 powinowactwa dla roznych par biatko-ligand sa rzadzone réznymi
rozktadami prawdopodobienstwa [242].

W zwigzku z tymi obserwacjami zaproponowano opracowywanie funkcji
oceniajacych specyficznych (dostrojonych) dla konkretnego celu molekularnego lub rodziny
celow molekularnych (ang. target-specific scoring function, TSSF) [243]. W literaturze
opisano wiele podej$¢ do tego problemu, zréznicowanych co do

1) sposobu ,,dostrajania”, np.

e przez rozszerzanie klasycznej funkcji oceniajacej,
o przeg rekalibracje wspotczynnikow (wag) klasycznej funkcji oceniajace;,

o przez podejscia mieszane i nietypowe,
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e przez uczenie maszynowe tworzace nowe funkcje (bez predefiniowanej
postaci);

2) celu optymalizacji, np.

e poprawa zdolnosci wyboru pozy natywnej sposrod innych mozliwych
(ang. docking power),

e poprawa korelacji predykcji entalpii swobodnej z eksperymentem (ang.
scoring power),

e poprawa mocy rankingowania (ang. ranking power),

e poprawa mocy przesiewania. (ang. screening power);

3) natury zbiorow danych uzywanych do trenowania funkcji i walidacji, np.

e struktury krystalograficzne vs struktury z dokowania albo mieszanina obu
typow,

e dane tylko strukturalne lub tylko dane o powinowactwie,

e dane strukturalne potaczone z danymi o powinowactwie;

4) zrédla danych o powinowactwie lub kategorii (aktywny/nieaktywny), np.

e wszystkie dane o powinowactwie/kategorii z eksperymentu,

e dane zwigzkéw aktywnych 2z eksperymentu, a zbidr zwigzkow
nieaktywnych (,,przynet”, ,,wabikow”, ang. decoys) wygenerowany
komputerowo jako zestaw zwigzkow podobnych fizykochemicznie (ang.
property-matched) do zestawu aktywnego, lecz o innej topologii
czasteczek (stad zreszta przypisanie im Kkategorii niekatywnych jest
uzasadnionym, ale jednak tylko zatoZeniem);

5) zastosowania dostrojonych funkcji, np.

e ocena poOz na etapie przeszukiwania przestrzeni rozwigzan oraz
szacowanie energii,

e rescoring poz wybranych przez klasyczne funkcje oceniajace,

e rescoring péz wybranych przez klasyczne funkcje oceniajace w ramach

oceny konsensusowej.

Sposrod prob tworzenia TSSF przez rozszerzanie, mozna wymieni¢ podejscie
AutoShim przedstawione przez Martin i Sullivana [244]. Polega ono na rozszerzeniu
dowolnej ogodlnej funkcji oceniajacej o wyrazy (shimy) zwigzane ze spelnieniem pewnych

(specyficznych dla receptora) wymagan farmakoforowych. Zaréwno wybdér punktow
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farmakoforowych, jak 1 wagi poszczegélnych shimow jest przedmiotem procedury
optymalizacyjnej, ktora dopasowuje model do danych eksperymentalnych. Metodologia ta
zostala uzyta do dostrojenia funkcji oceniajacej specyficznej dla kinazy PDKI, ktoéra
umozliwita odkrycie 5 submikromolowych inhibitorow sposrdéd biblioteki 100000
zadokowanych zwigzkow (23 przebadane eksperymentalnie).

Santos-Martins i wsp. rozszerzyli pole sitowe (funkcje oceniajgcg) programu
AutoDock o dodatkowe wyrazenia opisujace oddziatywanie kationu cynku z grupami
wigzagcymi cynk [245]. Parametry rownania zostaly skalibrowane wobec zbioru
eksperymentalnych struktur biatek zawierajagcych cynk w miejscu wigzgcym (katalitycznym).
Opracowana funkcja, nazwana AutoDock4z,, jest specjalnie przeznaczona do dokowania
matych czasteczek do metaloenzymoéw cynkowych. W tym zastosowaniu AutoDock4z,
wykazuje znaczng poprawe, jesli chodzi o przewidywane geometrie kompleksow
(szczegblnie koordynacje kationu cynku) oraz korelacje scoringu z powinowactwem.

Wazng grupa TSSF s3a funkcje oceniajace uzyskane przez rekalibracje
wpolczynnikéw klasycznych funkcji empirycznych. Wsrdd wezesnych prob tego typu jest
praca Logeana i wsp., ktorzy zoptymalizowali wspdtczynniki rownania funkcji Fresno do
przewidywania wigzania peptydow do biatka HLA-B2705 z grupy biatck MHC [246],
uzyskujac poprawe korelacji predykeji z eksperymentalng entalpia swobodna (zbidr 26
oligopeptydow).

Niektoére programy dokujace zawierajg elementy ulatwiajgce rekalibracje domys$lnego
scoringu wzgledem dostgpnych danych eksperymentalnych. Program Surflex-Dock zostat
wyposazony w  specjalny modul umozliwiajacy uzytkownikowi optymalizacje
wspolczynnikoéw funkcji oceniajacej pod katem dopasowania do eksperymentu [247]. Pham i
Jain wykazali na kilku zbiorach walidacyjnych, ze tego typu dostrojenie prowadzi do
poprawy zdolnos$ci przesiewania z uzyciem tego programu [247].

Tworcy programu eHiTs rowniez zaprezentowali metodyke dostrajania funkcji
oceniajacej (suma wazona 20 zmiennych; funkcja jest mieszang funkcjg empiryczng/opartg
na wiedzy) do konkretnych celow molekularnych [248], ktora zostata wykorzystana podczas
opracowywania tego programu. Opisano warianty tuningu majace na celu poprawe
skuteczno$ci wyboru pozy, skutecznosci przesiewania, albo korelacji z powinowactwem.
Program eHiTs zawiera domys$lnie wiele schematéw wag scoringu, ktore sg wybierane
automatycznie podczas dokowania zaleznie od charakterystyki miejsca wigzacego.
Dodatkowo umozliwia on samodzielne dopasowanie funkcji oceniajacej przez uzytkownika.

Autorzy wykazali, ze dopasowane funkcje oceniajace poprawiajg jakos¢ wynikow dokowania
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w poréwnaniu do wynikow uzyskanych z uzyciem ,,0g6lnej” funkcji oceniajgcej programu.
Dodatkowo, dla funkcji dostrojonych eHiTs wykazano wigksza skuteczno$¢ przesiewania niz
w przypadku niektorych ogélnych funkcji oceniajacych zwigzanych z innymi programami
dokujacymi.

Funkcja programu eHiTS byta punktem wyjscia do opracownia funkcji oceniajacej
specyficznej dla reduktazy InhA przez Kinnings i wsp. [249]. Autorzy wykorzystali metode
maszyny wektorow no$nych (ang. support vector machine) do utworzenia nowych funkcji o
poprawionej korelacji z powinowactwem i zdolnosci przesiewowe;.

Antes i wsp. zaproponowali metode POEM (Parameter Optimization using Ensemble
Methods) [250], ktora taczy procedury typowe dla projektowania eksperymentow (ang.
design-of-experiments) z ré6znymi metodami regresji. Autorzy wykorzystali to podejscie do
uzyskania TSSF (do wyboru prawidtowej pozy) dla kinaz i ATPaz przez dostrojenie
wspotczynnikow funkceji FlexX and Screenscore. Trenowanie i testowanie odbylo si¢ na
zestawach kilku/kilkunastu struktur bialek z tych rodzin z bazy PDB. Modyfikowane funkcje
dawaty pozy wigzace bardziej zblizone do danych eksperymentalnych niz funkcje oryginalne.

Seifert zaproponowat podejscie TOP (Target-specific OPtimization) jako uniwersalng
metod¢ tworzenia funkcji oceniajacych specyficznych dla konkretnych celow molekularnych
lub rodzin biatek [251,252]. W podejsciu tym iteratywnie zmienia si¢ wspotczynniki funkcji
oceniajacej (za pomocg algorytmu DIRECT bedacego algorytmem typu przeszukiwanie tabu)
dazac do maksymalizacji rozdzielenia rozktadow scoringu ligandow prawdziwych i molekut-
wabikoéw. Rozdzielenie rozkltadow mierzone jest parametrami zaczerpnigtymi z analizy
wariancji ANOVA. W omawianych pracach zoptymalizowno empiryczne funkcje oceniajace
LUDI oraz ProPose wobec kilku celow molekularnych, uzyskujac znaczaca poprawe mocy
przesiewania na duzych zbiorach walidacyjnych ligandow 1 molekut-wabikow.

Wang i wsp. opracowali grupe funkcji (do rescoringu) TS-Chemscore, specyficznych
dla 14 réznych celow molekularnych [253]. TS-Chemscore powstaly przez dostrajanie
parametrow empirycznej funkcji Chemscore z programu GOLD. Zbiory danych
eksperymentalnych zawieraty od 100 do ponad 700 zwigzkéw aktywnych (podzielone 3:1 na
zbiory treningowe i walidacyjne). Dodatkowo funkcje byly walidowane na zbiorach
zawierajacych molekuty-wabiki (ang. decoys). TS-Chemscore byt takze zwalidowany
prospektywnie w przesiewie biblioteki zwigzkow wobec kinazy JAK3 i fosfatazy YopH, w
ktérym to umozliwil odkrycie kilku nowych zwigzkow aktywnych.

Shamsara 1 Shamsara opracowali funkcje rescorujgce dla szesciu celow

molekularnych na bazie funkcji programu AutoDock Vina [254]. Wagi oryginalnej funkcji
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zostaly dostrojone za pomocg optymalizatora opartego na algorytmie ewolucyjnym (natural
evolution strategy). Trenowanie zostalo przeprowadzone na danych z bazy DUD-E [255], a
walidacja dotyczyla skuteczno$ci przesiewu. Efektywnos¢ nowych funkcji byla
zrdéznicowana zaleznie od celu molekularnego. Co ciekawe, niektore zmodyfikowane wagi
byly drastycznie r6zne od oryginalnych.

Rzesikowska i wsp. opracowaly funkcje oceniajgce (do rescoringu) specyficzne dla
24 biatek z klasy A rodziny receptorow GPCR [256]. W tym celu wspotczynniki (wagi)
funkcji oceniajacej programu AutoDock 4.2 zostaty skalibrowane za pomoca algorytmu
genetycznego do danych eksperymentalnych o powinowactwie z bazy CHEMBL [257,258]
(warto zauwazy¢, ze zarowno trenowanie jak i podwojna walidacja byty przeprowadzone na
matych liczbowo zbiorach po 36 czasteczek). Nowe funkcje wykazaly lepsza zdolnos¢ do
klasyfikacji ligandow (w kilka kategorii powinowactwa) niz oryginalna funkcja AutoDock.

Spiegel 1 Senderowitz utworzyli TSSF przez dostrajanie wspotczynnikow
empirycznej funkcji ChemPLP (program GOLD) [259]. W ich podejsciu kalibracja rownania
wobec danych eksperymentalnych jest wykonywana za pomoca algorytmu Enrichment
Optimization Algorithm nakierowanego na maksymalizacj¢ wzbogacenia (ang. enrichment).
Autorzy wykonali takg optymalizacje dla 6 celow molekularnych, wykorzystujac zbiory
ligandéow i molekul-wabikow z bazy DUD-E [255]. Nowe funkcje byly uzywane do
rescoringu po6z wybranych oryginalng funkcja, a takze do dokowania. Skutecznos¢
przesiewania nowych funkcji byla zréZznicowana zaleznie od celu molekularnego.

W pewnym sensie do grupy TSSF tworzonych przez rekalibracje domysSinych
funkcji mozna zaliczy¢ jeszcze ,,mate” modyfikacje funkcji czynione niesystematycznie
przez réznych autorow bez prowadzenia szerszej walidacji. Przyktadowo, Buzko 1 wsp.
zmienial sposob obliczania wkladu wigzania wodorowego w funkcji AutoDock’a w celu
poprawy dokowania ligandow do kinaz [260].

Rowniez funkcje oceniajace oparte na wiedzy doczekaty si¢ wersji specyficznych,
reaklibrowanych dla konkretnych celow molekularnych.

Xue i wsp. przedstawili specyficzny dla kinaz potencjat Kinase-PMF [261]. Funkcja
ta jest analogiczna w swojej budowie do ,,0g6lnego” potencjatu PMF04 [221], ale zostata
wytrenowana na zestawie eksperymentalnych struktur ponad 800 kompleksow inhibitor-
kinaza (bez brania pod uwagg eksperymentalnej wigzalnosci). Na zbiorze testowym, funkcja
wykazywata lepszg (w porownaniu do ,,0g6lnego” PMF04) zdolno$¢ do wyboru natywne;j
konformacji z zestawu konformacji wygenerowanych przez program AutoDock. W

dodatkowym tes$cie, autorzy uzyli funkcji do przesiewu matej biblioteki wobec kinazy CDK2
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1 stwierdzili znaczng poprawg zdolnosci przesiewania w porownaniu do kilku innych
popularnych funkcji oceniajacych.

SAM-score, kolejng TSSF bedaca modyfikacja funkcji opartych na wiedzy
przedstawili Wang i wsp. [262]. Funkcja ta jest specyficzna dla metylotransferaz zaleznych
od (S)-adenozylo-L-metioniny. Autorzy rekalibrowali potencjal iPMF [263] (modyfikacja
potencjatu PMF) na danych dla 12 enzymow z tej rodziny (562 ligandy o znanym
powinowactwie). Zbior danych strukturalnych do trenowania pochodzit z dokowania
programem AutoDock Vina albo ze struktur krystalograficznych. Rekalibrowany potencjat
postuzyl do konstrukcji SAM-score z uzyciem metody maszyny wektorow nosnych. Na
zbiorze testowym, nowa funkcja (jako element rescoringu) wykazywata lepsza korelacje z
eksperymentalnym powinowactwem niz funkcje programéw AutoDockVina czy Glide.
SAM-score zostal uzyty do przesiewu wirtualnego biblioteki SPECS (okoto 200 tysigcy
zwigzkow) wobec metylotransferazy DOTIL. Wyselekcjonowane w ten sposob 171
zwigzkéw zostato przebadanych eksperymentalnie, z czego 21 wykazywalo mierzalng
inhibicje przy 50 uM. Analiza dodatkowych analogdéw jednego z hitow, pozwolita na
znalezienie inhibitorow o ICs rzgdu pojedynczych mikromoli.

RNA [264] dostrojona do oceny

Pfeffer 1 Gohlke przedstawili funkcje¢ DrugScore
kompleksow RNA-ligand. Statystyczna analiza kontaktéw mig¢dzyczasteczkowych w
krystalograficznych strukturach kompleksow RNA-ligand i RNA-biatko pozwolita na
opracowanie potencjaldw migdzyatomowych specyficznych dla oddziatywan z RNA, ktore

RNA

zostaly wiaczone do funkcji DrugScore™ . Nowa funkcja cechowata si¢ poprawa

skuteczno$ci wyboru prawidtowej geometrii wigzania i poprawg korelacji z powinowactwem
eksperymentalnym w poréwnaniu do ,,0g6Inych” funkcji DrugScore czy DrugScoreCSD.

Inne oparte na wiedzy funkcje oceniajace specyficzne dla oddziatywan ligandow z
RNA to np. AnnapuRNA zaproponowana przez Stefaniaka i Bujnickiego (oparta o potencjaly
pseudoatomowe) [265] albo funkcja SPA-LN przedstawiona przez Yan i wsp. [266]. Inne
podejscie do modelowania oddziatywan z kwasami rybonukleinowymi przedstawili Chen i
wsp., ktorzy uzyskali funkcje oceniajagce iMDLScorel 1 iMDLScore2 przez optymalizacje
parametréw réwnania funkcji AutoDock 4.1 wzgledem danych eksperymentalnych o
powinowactwie [267].

Ciekawym przyktadem nietypowego TSSF jest PocketScore, funkcja specyficzna dla
poszukiwania inhibitoréw biatka HSP90 [268]. PocketScore obliczany jest programem
AutoDock Vina na uproszczonej strukturze kompleksu ligand-biatko, gdzie ze strony

receptora uwzglednione sg tylko dwa aminokwasy miejsca wigzacego oraz jedna czasteczka
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wody obecna w miejscu wigzacym. Reszta biatka jest ignorowana. Do obliczenia
wykorzystuje si¢ domyslng funkcje Viny (patrz Réwnania 3-5) z zastosowaniem domys$lnych
warto$ci dla wag wi—ws (Tabela 3), natomiast bez uwzglgdnienia wktadu gigtkosci czasteczki
liganda (waga wg = 0). Funkcja PocketScore wykazywata dobrg skuteczno$¢ zaréwno jako
element kierujgcy wyborem pozy (przy przeszukiwaniu) jak i przy rescoringu poz wybranych
przez inne funkcje oceniajace. Mimo iz PocketScore byt optymalizowany na wybor
prawidlowej geometrii wigzania bez uwzgledniania powinowactwa, testy funkcji wykazaty
réwniez poprawe skutecznosci przesiewania.

Nowszym trendem sg proby opracowywania TSSF opartych na uczeniu
maszynowym (ML-TSSF, ang. machine-learned target specific scoring functions), gdzie nie
zadaje si¢ predefiniowanej postaci modelu.

Yan i wsp. przedstawili metod¢ PLEIC-SVM (Protein-Ligand Empirical Interaction
Components Support Vector Machine) [269]. W podejsciu tym, geometria kompleksu
(wygenerowana przez dokowanie lub ze struktury eksperymentalnej) stuzy do stworzenia
macierzy oddzialywan ligandow z poszczegdlnymi resztami miejsca wigzacego. Dla kazdego
oddziatywnia obliczone sa fizycznie zrozumiate wktady do energii opisujace oddziatywania
van der Waalsa, kontakty hydrofobowe, czy wigzania wodorowe. Macierz jest dana
wejsciowa do stworzenia modelu klasyfikatora aktywny/niekatywny za pomoca metody
maszyny wektorow nosnych. Autorzy przedstawili trenowanie klasyfikatora dla 36 celow
molekularnych na danych z bazy DUD-E (prawdziwe zwiazki aktywne VS wygenerowane
molekuty-wabiki). Modele PLEIC-SVM wykazywy lepsza zdolnos$¢ przesiewania niz funkcja
GlideScore na zbiorach testowych.

Fourches 1 wsp. opracowali dla sztucznego biatka wigzacego digoksygenine specjalny
klasyfikator (oparty na modelu wytrenowanym metoda lasu losowego) do odrdzniania p6z
natywnych od fatszywych [270]. Klasyfikator ten zostat sprz¢zony z funkcjami oceniajacymi
programu Glide, dajac poprawe zdolnosci rankingowania ligandéw testowych wiazacych sig¢
z biatkiem.

Berishvili i wsp. opublikowali modele klasyfikacyjne (do rescoringu) specyficzne dla
kinazy PI3K i tankirazy [271]. Modele zostaly uzyskane dzigki kilku r6znym technikom
uczenia maszynowego. Deskryptorami wejsciowymi byty deskryptory z funkcji programu
Smina [272]. Do treningu i testowania modeli wykorzystano zestawy zwigzkow aktywne z
bazy CHEMBL [257,258] (okoto 2000/1500 zwigzkow dla odpowiednio zbioru
treningowego 1 testowego dla PI3K, oraz okoto 150/90 zwigzkow zwigzkow dla odpowiednio

zbioru treningowego 1 testowego dla tankirazy), oraz wabiki wygenerowane wedlug
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metodologii DUD-E [255]. Na zbiorach testowych, niektore z modeli wykazywaly znaczna
popraw¢ mocy przesiewania w porownaniu do funkcji AutoDock Vina i Vinardo [218].

Guedes i wsp. przygotowali zestaw nowych empirycznych funkcji DockTScore, w
tym funkcje ogdlne i specyficzne dla proteaz lub oddzialywan biatko-biatko. Funkcje
zawierajg deskryptory (na bazie pola sitowego MMFF94S) odpowiadajace ugruntowanym
fizycznym opisom oddziatywan elektrostatycznych, van der Waalsa, kontaktow lipofilowych,
polarnych i niepolarnych wktadow energetycznych zwigzanych z solwatacja oraz wkladu
zwigzanego z entropia konformacyjng liganda. Autorzy przygotowali funkcje liniowe (za
pomoca regresji) oraz nieliniowe (z uzyciem metod lasow losowych albo maszyny wektorow
nosnych). Funkcje byly trenowane na zbiorze PDBbind v2013 [273], lub w przypadku TSSF
na wybranych strukturach z tego zbioru. Walidacja na zbiorach z bazy DUD-E [255]
wykazata dobra moc przesiewowa nowych funkcji.

Duze badanie nad skutecznos$cig funkcji trenowanych maszynowo w przesiewie
wirtualnym przedstawili Wojcikowski i wsp. [274]. Posrod rozpatrywania innych kwestii,
autorzy wytrenowali rowniez (metoda laséw losowych) ML-TSSF (do rescoringu) dla 102
celow molekularnych z wykorzystaniem danych z bazy DUD-E [255]). Walidacja pokazata,
ze w wiegkszosci przypadkow ML-TSSF dawaty lepsza skuteczno$é przesiewania, ale
poprawa wzgledem funkcji uczonych maszynowo trenowanych na szerokich zbiorach nie
byta zbyt duza. Dostrojone funkcje byty jednak wyraznie lepsze w przypadku celow
molekularnych, ktore mialy mato zwigzkow aktywnych w zbiorze.

Obiecujace wyniki dla TSSF opartych na sieciach neuronowych (do rescoringu)
otrzymali ostatnio Pellicani i wsp. [275], ktorzy opracowali funkcje specyficzne dla 6 celow
molekularnych.

Wang i wsp. zaproponowali funkcje DeepScore (do rescoringu) [276], ktora opiera
si¢ na potencjale PMF 1 uczeniu glebokim (sie¢ neuronowa). Autorzy przygotowali warianty
funkcji dla 102 celow molekularnych ze zbiorow bazy DUD-E [255]. W testach
walidacyjnych DeepScore pokazywal poprawe zdolno$ci przesiewania w porownaniu do
klasycznych funkgcji i innych TSSF, w tym ML-TSSF.

Podobnie jak w przypadku ogélnych funkcji oceniajacych opartych na uczeniu
maszynowym pojawiajg si¢ doniesienia kwestionujace skutecznos¢ ML-TSSF. Shen i wsp.
testowali zdolno$¢ przesiewu dla trzech TSSF opartych na uczeniu maszynowym [277].
Stwierdzili, ze ML-TSSF byly jedynie marginalnie lepsze niz ogdlna, klasyczna funkcja
oceniajaca programu Glide, a gorsze w poréwnaniu do dwuwymiarowych modeli QSAR (nie

zwigzanych z dokowaniem).
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W szerokim ujeciu, do TSSF mozna zaliczy¢ takze funkcje specjalnie dopasowane do
typu dokowanych ligandow. W literaturze znajdziemy znacznie mniej takich préb niz w
przypadku TSSF dostrajanych do poszczegélnych biatek lub rodzin biatek (ewentualnie
innych celow molekularnych). Warto wymieni¢ tu TSSF przeznaczone do dokowania
weglowodanow [278-280] lub duzych gigtkich ligandow (peptyddéw), w tym podejScie oparte
na kombinacji scoringu AutoDock z metodami 2D QSAR [281] czy funkcje rescorujgca
Peptogrid [282].
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Badania wlasne

I1l. Cel pracy

Celem badan, prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktoranckiej, byto:
1. zaplanowanie i otrzymanie nowych bibilotek pochodnych fenyloalaniny i
tryptofanu, potencjalnie wigzacych si¢ do receptora NK1, oraz

2. opracowanie nowych funkcji oceniajgcych specyficznych dla receptora NK1.

Nowe biblioteki ligandow NKIR miaty postuzy¢ dalszym badaniom zaleznosci
struktura—aktywno$¢ w konteks$cie receptora NKI1. W otrzymanych analogach chciano
sprawdzi¢, czy i jak poszczegdlne modyfikacje w strukturze wptywaja na powinowactwo do
receptora NK 1. Dalej, czy mozliwe jest rozbudowanie (na sposéb umozliwiajacych tworzenie
koniugatow i1 zwigzkéw wielofunkcyjnych) znanego antagonisty L-732,138 bez zmiany
powinowactwa. W innej serii zwigzkow testowano czy mozliwe jest zastgpienie kluczowej
dla powinowactwa grupy CF3 inna grupa (SFs) i czy ta nowa grupa begdzie kompatybilna z
receptorem NK1.

Dodatkowo, otrzymane przez wspotpracownikow dane 0 powinowactwie
receptorowym zsyntezowanych przeze zwigzkoéw, planowatam wykorzysta¢ do opracowania
nowych funkcji oceniajacych specyficznych dla receptora NK1. W ten sposob chciatam

uzyskac¢ narzgdzie in silico wspomagajace odkrywanie ligandow NKI1R.
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IV. Wyniki

IV.1. Projektowanie zwigzkow

Na podstawie obszernych badan SAR prowadzonych nad antagonistami NK1R oraz
wczesniejszych badan syntetycznych 1 teoretycznych przeprowadzonych w Zaktadzie
Neuropeptydow Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk
(ZN IMDiK PAN), wiadomo, ze klasyczny matoczasteczkowy antagonista NK1R (Rysunek
16) sktada si¢ z dwoch ugrupowan aromatycznych (na rysunku zaznaczonych na niebiesko),
oraz akceptora wigzania wodorowego pomigdzy nimi. W wielu antagonistach o wysokim
powinowactwie, jeden z pierscieni aromatycznych jest podstawiony grupami CF; w
pozycjach 3 i 5 (na rysunku zaznaczone na fioletowo). Kluczowa dla wigzania jest rowniez

odleglos¢ (zazwyczaj 4-5 atomoéw) oraz wzajemne potozenie miedzy ugrupowaniami

aromatycznymi.
F1C
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cF, CF,
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Rysunek 16. Struktury chemiczne niektorych znanych antagonistow NKIR.

W poczatkowych etapie projektu w ramach tworzenia bibliotek pochodnych
fenyloalaniny (F) i tryptofanu (W) potencjalnie wigzacych si¢ do receptora NK1
zaprojektowano osiem serii zwigzkéw (oznaczonych W/F-71 do W/F-74, Rysunek 17).
Pierwotna biblioteka obejmowata 64 nowe zwiazki (1-64), w ktorych zréznicowanie
strukturalne pochodzito od kombinatorycznego tgczenia:

a) 4 mozliwych tacznikoéw pomigdzy grupami aromatycznymi (Lacznik),

b) 4 mozliwych podstawnikow N-koncowych (grupa Ry),

€) 4 mozliwych ugrupowan aromatycznych (grupa Ry).

78



R4 — grupa N-koricowa: o

- H & O = .
O N Q i //‘x.{)/ - H [ 1
u-'g- /”\_-L’._ \ioﬂ ‘;’i. u\ ¢.J - N - /Hx P /| .
T Ry T * tkgcznik g CF3
H Ac- Boc Chz- e
R2
R, —fancuch boczny aminokwasu aromatycznego:
e Ty ne & tacznik:
J (0] O
N AN NPt N H I H H i
CN TN O ] H H oN. C¢  aN_ o N C_ 5
] N . o o LC.d 2 N O - s “4 "N e 1
AN/ HN —(\:: ) L.\;,J o NGl 2 N =N N L
L-Trp D-Trp L-Phe D-Phe -71- -72 73 -71-

Rysunek 17. Wzor ogdlny zwigzkow serii 71-74.

Opracowanie serii tych zwigzkow miato na celu sprawdzenie czy, i jaki wplyw na
powinowactwo ma rozdzielenie kluczowych elementow strukturalnych (ugrupowan
aromatycznych) poprzez uzycie tacznikow o réznej dhugosci (od 2 do 4 atomow) oraz O
r6znym charakterze (o r6znym stopniu swobody konformacyjne;j):

e -NH-N=CH- (serie 71, N-acylohydrazony)

e -NH-NH-C(=0)- (serie 72, N,N -diacylohydrazydy)

e -NH-NH- (serie 73, N-acylo-N-fenylohydrazydy)

e =NH-NH-C(=0)-CHgs- (serie 74, N-acylo-N -fenyloacetylohydrazydy).
Modyfikacje dotyczyly takze tanucha bocznego aminokwasu aromatycznego R;
(zastosowanie L- i D-Trp oraz L- i D-Phe), co miato pozwoli¢ na przetestowanie wptywu
stereochemii na powinowactwo. Zakres zmienno$ci obejmowatl takze rdézne podstawienia
grupy N-koncowej R; (brak podstawienia (H), grupa acetylowa (Ac), grupa tert-
butyloksykarbonylowa (Boc) oraz grupa benzyloksykarbonylowa (Cbz)). Modyfikacje te
zmienialy mozliwo$¢ tworzenia wigzan wodorowych, wielko$¢ liganda oraz jego
lipofilowo$¢. Grupa Cbz  miata shuzy¢ do testowania ewentualnych oddzialywan
aromatycznych. Zmiany powinowactwa miedzy analogami z Ry = H i Ry = Ac mialy tez da¢
wskazowke, czy fragmenty oparte o laczniki 71-74 moga by¢ rozbudowywane/dotaczane
jako fragmenty koniugatow (przez acylowanie). Struktury wszystkich zwigzkow 1-64

przedstawione sg w Tabeli 4.
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Tabela 4. Struktury zwigzkow 1-64.

CF;
P g
R2

Lp. ZS‘)’SC:::E[SL R, R, Lacznik Lp. ZSV);:::;S‘II R, R, Lacznik

Seria W-71 Seria W-73
1 | Boc-W-71 | Boc- | -Trp 33 | Boc-W-73 | Boc- | -Trp
2 | Boc-dW-71| Boc- [-D-Trp 34 | Boc-dW-73 | Boc- |-D-Trp
3 Z-W-71 Cbz- | -Trp 35| Z-W-73 | Cbz- | -Trp
4 | Z-dW-71 | Cbz- [-D-Trp 36 | Z-dW-73 | Chz- |-D-Trp

-NH-N=CH- -NH-NH-

5 H-W-71 H- | -Trp 37| H-W-73 H- | -Trp
6 | HdW-71 | H- |-D-Trp 38 | H-dW-73 | H- |-D-Trp
7 Ac-W-71 Ac- | -Trp 39 [ Ac-W-73 | Ac- | -Trp
8 | Ac-dW-71 | Ac- [-D-Trp 40 | Ac-dW-73 | Ac- |-D-Trp

Seria F-71 Seria F-73
9 | Boc-F-71 | Boc- | -Phe 41 | Boc-F-73 | Boc- | -Phe
10 | Boc-dF-71 | Boc- [-D-Phe 42 | Boc-dF-73 | Boc- |-D-Phe
11 Z-F-71 Cbz- | -Phe 43 Z-F-73 Cbz- | -Phe
12 | Z-dF-71 | Cbz- |D-Phe| \y.n=cH- | 44| Z-dF-73 | Cbz- |-D-Phe “NH-NH-
13 H-F-71 H- | -Phe 45 H-F-73 H- | -Phe
14 H-dF-71 H- [-D-Phe 46 H-dF-73 H- [-D-Phe
15| Ac-F-71 Ac- | -Phe 47 | Ac-F-73 Ac- | -Phe
16 | Ac-dF-71 | Ac- [-D-Phe 48 | Ac-dF-73 | Ac- |-D-Phe

Seria W-72 Seria W-74
17 | Boc-W-72 | Boc- | -Trp 49 | Boc-W-74 | Boc- | -Trp
18 [ Boc-dW-72 | Boc- |-D-Trp 50 | Boc-dW-74 | Boc- |-D-Trp
19 | zZ-W-72 Cbhz- | -Trp 51| Z-W-74 | Cbz- | -Trp
20 | Z-dW-72 | Cbz- |-D-Trp 52 | Z-dW-74 | Chz- |-D-Trp

-NH-NH-C(=0)- -NH-NH-C(=0)-CH,-

21 | H-W-72 H- | -Trp 53| H-W-74 | H- | -Trp
22 | H-dW-72 H- |-D-Trp 54 | H-dW-74 H- |-D-Trp
23 | Ac-W-72 Ac- | -Trp 55 [ Ac-W-74 | Ac- | -Trp
24 | Ac-dW-72 | Ac- |-D-Trp 56 | Ac-dW-74 | Ac- |-D-Trp

Seria F-72 Seria F-74
25 | Boc-F-72 | Boc- | -Phe 57 | Boc-F-74 | Boc- | -Phe
26 | Boc-dF-72 | Boc- [-D-Phe 58 | Boc-dF-74 | Boc- |-D-Phe
27 Z-F-72 Cbz- | -Phe 59 Z-F-74 Cbz- | -Phe
28 | Z-dF-72 | Cbz- |-D-Phe| 1 Npy.c(=0)-| 60 | Z-dF-74 | Cbz- |-D-Phe| \1 Nii.c(=0)-CH-
29 H-F-72 H- | -Phe 61 H-F-74 H- | -Phe
30 | H-dF-72 H- |-D-Phe 62 | H-dF-74 | H- [-D-Phe
31| Ac-F-72 Ac- | -Phe 63 | Ac-F-74 Ac- | -Phe
32 | Ac-dF-72 | Ac- [-D-Phe 64 | Ac-dF-74 | Ac- |-D-Phe

Ac — grupa acetylowa, Boc — grupa tert-butyloksykarbonylowa, Cbz — grupa benzyloksykarbonylowa.
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W kolejnym etapie projektu zdecydowano opracowaé seri¢ zwigzkow opartych na
strukturze znanego antagonisty NK1R zwigzku L-732,138 [139,140], ktory jest estrem 3,5-
bis(trifluorometylo)benzylowym N-acetylo-L-tryptofanu. Nowe analogi planowano uzy¢ jako
wektory do radiofarmaceutykow. Ta cze$¢ projektu miata na celu sprawdzenie, czy
rozbudowanie L-732,138 o dodatkowe elementy od N-konca nie spowoduje utraty
powinowactwa do NK1. Docelowo, te elementy rozbudowujgce miatyby by¢ spacerami
umozliwiajacymi dotaczanie réznych ,,drugich” farmakoforow albo struktur funkcjonalnych,
takich jak chelatory, tadunki molekularne (cargo) itp. Opracowano 15 analogéw (zwiazki
65-79), w tym 14 nowych zwigzkow (Rysunek 18) o réznych tgcznikach Ry: brak tgcznika
(seria W-80), D-Ala (seria W-81), D-Ala-D-Ala (seria W-82), Ahx (seria W-83), Ahx-Ahx
(seria  W-84). Dodatkowo, na N-koncu zwigzki mialy posiadaé grupe aminowa
niepodstawiong (R; = H), lub podstawiong grupg acetylowg (R; = Ac) lub grupa tert-
butyloksykarbonylowg (R, = Boc). Zmienno$¢ w R; miala na celu sprawdzenie, czy
tolerowane jest blokowanie grupy aminowej (tak jak miatoby to mie¢ miejsce w

potencjalnych koniugatach). Struktury wszystkich zwigzkoéw 6579 podane sg w Tabeli 5.

R4 — grupa N-koricowa: — R; —lacznik: o

A Lo -
! (7 JCL “NH e
Boc- ~. H R _ ~ o | T';JH
S Mg \—, iR o P
Aot )= CFs -
. H N \ 1,‘1‘N| i (0]
H- N -~ L
H-¢ N N -D-Ala- D-Ala-D-Ala
o 1 ] o
Ac . H
/JI_;_,,.—“J‘ p R 2. N T o ‘\‘_//“Q\:_'/” C F Z‘L‘N “v/“‘“-q/“\u””}'{d
R 1 H OTr 3 -Ahx- o
H
H o]
-Ahx-Ahx-

Rysunek 18. Wzor ogdlny serii zwigzkow W-80-W-84.,
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Tabela 5. Struktury zwigzkow 65-79.

Symbol Symbol
Lp. zxiqzku Ry R Lp. zvzfliazku Ry R
Seria W-80 Seria W-83
65 Boc-W-80 Boc- - 74 Boc-W-83 Boc- -Ahx-
66 H-W-80 H- - 75 H-W-83 H- -Ahx-
Ac-W-80 (L-
67 732,138 Ac- - 76 Ac-W-83 Ac- -Ahx-
[139,140])
Seria W-81 Seria W-84
68 Boc-W-81 Boc- -D-Ala- 77 Boc-W-84 Boc- -Ahx-Ahx-
69 H-W-81 H- -D-Ala- 78 H-W-84 H- -Ahx-Ahx-
70 Ac-W-81 Ac- -D-Ala- 79 Ac-W-84 Ac- -Ahx-Ahx-
Seria W-82
71 Boc-W-82 Boc- -D-Ala-D-Ala-
72 Ac-W-82 H- -D-Ala-D-Ala-
73 H-W-82 Ac- -D-Ala-D-Ala-

Ac — grupa acetylowa, Ahx — kwas 6-aminoheksanowy, Boc — grupa tert-butyloksykarbonylowa, Cbz — grupa
benzyloksykarbonylowa.

W dalszych etapach, zaprojektowano kolejne 15 nowych zwiazkéw (seria W-90,

zwiazki 80-94, Rysunek 19) w oparciu o strukture L-732,138. W tej serii chciano sprawdzic,

czy mozliwe jest zastgpienie grupy CF3 inna grupa, bez utraty powinowactwa. Opracowano

zwigzki, w ktorych jedng z grup CF3 w pierScieniu benzylowym zastgpiono grupa

pentafluorosulfanylowa, SFs. Grupa SFs nazywana jest grupa ,,super-CF3”, poniewaz posiada

wiasciwosci podobne do CF3, ale bardziej natgzone (jest bardziej elektroujemna, bardziej

elektronowyciagajaca, bardziej lipofilowa, wigksza sterycznie) [283,284]. Ostatnio cieszy si¢

sporym zainteresowaniem w syntezie nowych zwigzkoéw biologicznie czynnych [285].

R4 — grupa N-koricowa:

Boc

H-

Ac

_ O
,:)““O'Jl:fi

H-4
O

M

R, H, Me, F, Cl, Br

Rysunek 19. Wzor ogdlny serii zwigzkow W-90
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W serii W-90 badano, jaki wptyw na powinowactwo (przy obecnosci grupy SFs) bedzie mie¢
drugi podstawnik w pierscieniu. W tym celu zaplanowano podstawi¢ pierécien (Ry) atomem
wodoru, grupag metylowa, atomem fluoru, chloru lub bromu. Sprawdzano takze, czy analogi z
grupg SFs musza by¢ zaacetylowane na N-koncu (Ri = Ac), aby wykazywacé wysokie

powinowactwo. Struktury zwigzkoéw 80-94 przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Struktury zwigzkow 80-94.

HN_
HN o\/©\R2
R, O
Symbol Symbol Symbol
Lp. zwiazku Ry R | Lp. zwiazku Ri| Ry Lp. zwiazku R R

80 Boc-W-90-H Boc- | -H | 85 H-W-90-H H-] -H |90 Ac-W-90-H Ac- | -H

81 | Boc-W-90-Me | Boc- | -Me | 86 H-W-90-Me | H- | -Me | 91 Ac-W-90-Me Ac- | -Me

82 Boc-W-90-F Boc- -F | 87 H-W-90-F H-| -F |92 Ac-W-90-F Ac- | -F

83 | Boc-W-90-ClI Boc- | -Cl | 88 H-W-90-Cl H-| -Cl | 93 Ac-W-90-Cl Ac- | -Cl

84 | Boc-W-90-Br | Boc- | -Br | 89 H-W-90-Br H-| -Br | 94 Ac-W-90-Br Ac- | -Br

Ac — grupa acetylowa, Ahx — kwas 6-aminoheksanowy, Boc — grupa tert-butyloksykarbonylowa, Cbhz — grupa
benzyloksykarbonylowa.

IV.2. Syntezy

Zaprojektowane zwiazki otrzymano w ramach kilkuetapowych syntez, wychodzac z
tanich i komercyjnie dostepnych N*-Boc lub N*-Cbz pochodnych fenyloalaniny i tryptofanu.
W zaleznosci od struktury zwigzku prowadzano reakcje: a) sprzegania grupy karboksylowe;j i
aminowej (N,N’-dicykloheksylokarbodiimid [DCC] jako czynnik sprzg¢gajacy z dodatkiem N-
hydroksysukcynoimidu [HOSu] jako 1,2-dinukleofila), b) otrzymywania hydrazydow, c)
otrzymywania hydrazonow, d) usuwania grupy ochronnej BoC przez acydoliz¢ kwasem
trifluorooctowym (TFA), e) acetylowania wolnej grupy aminowej za pomocg bezwodnika
octowego (Ac,0), f) O-alkilowania bromkami benzylowymi (tworzenie estrow). Sciezka
syntetyczna wymagata od jednego do siedmiu krokoéw i byla pomyslana w taki sposob, ze
niektore zwiazki posrednie byly jednoczesnie zwigzkami docelowymi 1 potproduktami dla
innych zwigzkéw docelowych. Wspdlnym elementem dla syntezy wszystkich serii byla
sekwencja sprzeganie do Boc-pochodnych — acydoliza do soli amoniowych — acetylowanie

do N-acetylopochodnych. Reakcje prowadzono w skali milimolowej.
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Zwiazki z serii 71 syntezowano zgodnie ze Schematem 1. W pierwszym kroku,
przeksztatcono N*-Boc lub N*-Cbz pochodne aminokwasoéw w hydrazydy przez reakcje z
monohydratem hydrazyny (wydajnosci 41-96%). Hydrazydy byty nastgpnie kondensowane z
3,5-bis(trifluorometylo)benzaldehydem, przez co otrzymano hydrazony Boc-X-71 lub Z-X-71
(wydajnosci 50-94%). Zwigzki posiadajace grupe N*-Boc odbezpieczono za pomocg kwasu
trifluorooctoowego uzyskujagc trifluorooctanowe sole amoniowe hydrazonéw H-X-71
(wydajnosci 32-94%). Produkty te poddano acetylacji Ac,O otrzymujac N-acetylowane
hydrazony Ac-X-71 z wydajnosciami 51-95%.

(o}

- H
H 0. _N. = CF,
O.__OH O.__N. N
I NH,NH,, HOSu, DCC j\: NH; FsC CF3 Ryw. A%
Ry, Ri- N R

0 * P . . ]
H R, DMF, 0°C-RT, 20-24h H R, iPrOH:MeOH (2:1), RT, 20h CF,

Boc-Trp-OH /ub Cbz-Trp-OH jub  Boc-Trp-NH-NH; /ub Cbz-Trp-NH-NH, jub ~ Boc-W-71/Boc-dW-71 jub Z-W-7T1/Z-dW-T1
Boc-Phe-OH /ub Cbz-Phe-OH Boc-Phe-NH-NH, /ub Cbz-Phe-NH-NH, lub Boc-F-71/Boc-dF-71 Jub Z-F-T1/Z-dF-T1

H H
=
le) 0 N*N CF3 o (@] N\N/ C:F:3
)-L * Ac,0, TMG YJ{O' * TFA:DGM (1:1)
H Ro DMF, 0°C-RT, 1.5h FaC HsN™ 'R, RT, 1h
CF CF,

Ac-W-71/Ac-dW-71 Jub Ac-F-7T1/Ac-dF-71 H-W-71/H-dW-71 jub H-F-71/H-dF-71

Sod (7t 20E0

Boc- Cbz- L-Trp D-Trp  L-Phe D-Phe

Schemat 1. Schemat otrzymywania zwigzkow z serii 71.

Ac,0 — bezwodnik octowy, DCC — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid, DCM - dichlorometan, DMF — N,N-
dimetyloformamid, HOSu — N-hydroksysukcynoimid, iPrOH — izopropanol, MeOH — metanol, TFA — kwas
trifluorooctowy, TMG - 1,1,3,3-tetrametyloguanidyna.

Zwigzek H-F-71 wykrystalizowat z frakcji zebranych w trakcie chromatografii
preparatywnej (roztwor ACN:H,0), dajac krysztaty odpowiednie do rentgenowskiej analizy
strukturalnej. Strukturg zwiazku (Rysunek 20) rozwigzat dr Krzysztof Lyczko z Instytutu
Chemii 1 Techniki Jadrowej w Warszawie (IChTJ). Struktura zostata zdeponowana w bazie
Cambridge CSD (kod depozycji: CCDC2096461). Szczegotowe badania strukturalne i
spektroskopowe (widma VCD w ciele statym) H-F-71 i H-dF-71 byty przedmiotem publikacji

[4].
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Rysunek 20. Struktura krystaliczna zwigzku H-F-71 (CCDC2096461).

Zaprojektowane zwiazki z serii 72 zsyntezowano zgodnie ze Schematem 2. Syntez¢
rozpoczeto od przeksztalcenia kwasu 3,5-bis(trifluorometylo)benzoesowego w  3,5-
bis(trifluorometylo)benzohydrazyd z uzyciem monohydratu hydrazyny (wydajnos¢ 67%).
Nastepnie zwigzek ten sprzegano z odpowiednig N*-Boc lub N*-Cbz pochodng aminokwasu,
otrzymujgc Boc-X-72 lub Z-X-72 (wydajnosci 70-90%). Analogi H-X-72 zostaly uzyskane
przez acydolize (wydajnosci 37-69%). W ostatnim kroku, ich acetylowanie z Ac,O dato
pochodne Ac-X-72 (wydajnosci 68—-89%).
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H
(@] OH o N “NH,
NH,NH,, HOSu, DCC
DMF, 0°C-RT, 24h
FaC CF, FsC CFs

kwas 3,5-bis(trifluorometylo)benzoesowy 3,5-bis(trifluorometylo)benzohydrazyd

\

H

Oy N NH; H Q
O N. CF
O._OH N °
I FaC CF,, HOSu, DCC, TMG Ry H TFA:DCM (1:1)
R N7 R DMF, 0°C-RT, 48h H Ra RT, 1h
H ° CF,
Boc-Trp-OH /ub Cbz-Trp-OH /ub Boc-W-72/Boc-dW-72 lub Z-W-72/Z-dW-72
Boc-Phe-OH /ub Cbz-Phe-OH lub Boc-F-72/Boc-dF-72 lub Z-F-72/Z-dF-72
H § H 0
0] N. CF; O N. CF,
@] N ') N
)L ., H _ Ac,0, TMG o . H
N R DMF, 0°C-RT, 1.5h +
H 2 FiC HiN R,
CFs CF3
Ac-W-72/Ac-dW-72 ub Ac-F-72/Ac-dF-72 H-W-72/H-dW-72 Jub H-F-72/H-dF-72
Ry o R,: & k SEE
O Jlé{ 4 4
Sl o
o0, HN HN
Boc- Cbz- L-Trp D-Trp  L-Phe D-Phe

Schemat 2. Schemat otrzymywania zwigzkow z serii 72.

Ac,0 — bezwodnik octowy, DCC — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid, DCM — dichlorometan, DMF — N,N-
dimetyloformamid, HOSu - N-hydroksysukcynoimid, TFA - kwas trifluorooctowy, TMG - 1,1,3,3-
tetrametyloguanidyna.

Synteze¢  serii 73 (Schemat 3) rozpoczeto od  sprzggania  3,5-
bis(trifluorometylo)fenylohydrazyny z odpowiednimi N®Boc lub N%-Cbz pochodnymi
aminokwasow, otrzymujac zwiagzki Boc-X-73 i Z-X-73. Analogicznie do poprzednich serii,
N“-Boc zabezpieczone analogi poddano reakcji z TFA i otrzymano trifluorooctanowe sole
amoniowe (H-X-73, wydajno$ci 77-80%), ktore nastepnie zacetylowano do pochodnych Ac-
X-73 (wydajnosci 40-87%).

86



CF;

HN—NH2
H
O._OH O~_N.
j’: FAC CF, HOSU, DCC, TMG j: N CFs  trapcM (1:1)
* > *
R1\N R~ DMF, 0°C-RT, 48h R“N R, RT, 1h
H H
Boc-Trp-OH jub Cbz-Trp-OH jub Boc-W-73/Boc-dW-73 [ub Z-W-73/Z-dW-73
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Schemat 3. Schemat otrzymywania zwiazkow z serii 73.

Ac,0 — bezwodnik octowy, DCC — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid, DCM — dichlorometan, DMF — N,N-
dimetyloformamid, HOSu - N-hydroksysukcynoimid, TFA - kwas trifluorooctowy, TMG - 1,1,3,3-
tetrametyloguanidyna.

Zaprojektowane zwigzki z serii 74 zsyntezowano zgodnie ze Schematem 4. Synteze
rozpoczeto od przeksztalcenia kwasu 2-(3,5-bis(trifluorometylo)fenylo)octowego w 2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetohydrazyd z uzyciem monohydratu hydrazyny (wydajnosc
83%). Nastepnic zwigzek ten sprzegano z odpowiednimi N”"-Boc lub N*-Chz
zabezpieczonymi aminokwasami, otrzymujac pochodne Boc-X-74 i Z-X-74 (wydajnosci 30—
78%). Acydoliza Boc-pochodnych do trifluorooctanowych soli amoniowych H-X-74
przebiegata z wydajnosciami 80-83%. W ostatnim kroku, acetylowanie Ac,O dato analogi
Ac-X-74 (wydajnosc 40—-87%).
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Schemat 4. Schemat otrzymywania zwigzkow z serii 74.

Ac,0 — bezwodnik octowy, DCC — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid, DCM- dichlorometan, DMF — N,N-
dimetyloformamid, HOSu - N-hydroksysukcynoimid, TFA - kwas trifluorooctowy, TMG - 1,1,3,3-

tetrametyloguanidyna.

Zwiazek Boc-F-74 wykrystalizowatl z roztworu zebranego w trakcie chromatografii
preparatywnej (ACN:H,0), dajac krysztaly nadajace si¢ do rentgenowskiej analizy
strukturalnej. Strukture zwigzku (Rysunek 21) rozwigzat dr Krzysztof Lyczko (IChTJ).
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Rysunek 21. Struktura krystaliczna zwigzku Boc-F-74.

Synteze zwigzkow z serii W-80 do W-84 wykonano zgodnie ze Schematem 5.
Syntez¢ rozpoczgto od reakcji  O-alkilowania Boc-L-Trp-OH  bromkiem  3,5-
bis(trifluorometylo)benzylowym, otrzymujac Boc-W-80 (wydajno$¢ 80%), ktory poddano
reakcji z TFA i uzyskano H-W-80 (wydajnos¢ 81%). W kolejnych etapach zwigzek ten
uzywano w reakcji acetylowania bezwodnikiem octowym (z wytworzeniem Ac-W-80, L-
732,138 [139,140], wydajnos¢ 98%) lub do dalszych syntez (przytaczania tacznikow). H-W-
80 sprzegano z Boc-D-Ala-OH (droga i) Ilub z preformowanym estrem N-
hydroksysukcynimidowym kwasu Boc-6-aminoheksanowego (droga ii), otrzymujac
odpowiednio Boc-W-81 (wydajnos¢ 38%) lub Boc-W-83 (wydajnosé 57%). Kolejne analogi
otrzymano w wyniku tej samej sekwencji reakcji: odbezpieczanie (wydajnosci 32-65%),
acetylowanie (wydajnosci 61-68%) lub sprzeganie (wydajnos¢ H-W-81 — Boc-W-82 38%;
H-W-83 — Boc-W-84 55%). Wydajnos$¢ sprzggania z estrem preformowanym byta wyzsza.
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Schemat 5. Schemat otrzymywania zwigzkow z serii W-80-84.

Ac,0 — bezwodnik octowy, DCC — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid, DCM- dichlorometan, DMF — N,N-
dimetyloformamid, HOSu - N-hydroksysukcynoimid, TFA — kwas trifluorooctowy, TMG 1,1,3,3-
tetrametyloguanidyna.
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Synteze serii W-90 wykonano zgodnie ze Schematem 6. Analogicznie, jak w seriach
W-80 do W-84, Boc-L-Trp-OH poddano reakcji O-alkilowania z odpowiednimi bromkami
benzylowym podstawionym grupa SFs i grupa R;. Wydajnos¢ O-alkilowania wynosita 82—
93% i nie wydaje si¢ zalezna od charakteru elektronowego podstawnika R; bromku
benzylowego. Otrzymane N“-Boc pochodne tryptofanu odbezpieczono TFA, uzyskujac
odpowiednie trifluorooctanowe sole amoniowe H-W-90-R; z wydajnosciami 58-79%. W
ostatnim kroku, analogi acetylowane Ac-W-90-R; otrzymano przez acetylowanie Ac,O
(wydajnosci 44-69%).

SFs SF5
S e 5 S M
o Cs,CO;, Br R o —
PR OH L. PN o
(0] ” DMF, RT, 16-20h O N R4
O H o]
Boc-L-Trp-OH Boc-W-90-R;
SF5 SF5

~_ NH A0, TMG ~NH TFA:DCM (1:1)
j\ o DMF, 0°C-RT, 1.5h o RT, 1h
HsC N R *HsN R

1 1
o] OYO o]
Ac-W-90-R, CF, H-W-90-R,
R4: H, Me, F, CI, Br
Schemat 6. Schemat otrzymywania zwigzkow z serii W-90.

Ac,O - bezwodnik octowy, DCM - dichlorometan, DMF — N,N-dimetyloformamid, TFA - kwas
trifluorooctowy, TMG — 1,1,3,3-tetrametyloguanidyna.

IV.3. Aktywnos¢ biologiczna

IVV.3.1. Powinowactwo do receptora NK1R

Zsyntezowane zwigzki zostaly poddane ewaluacji biologicznej. Oznaczenia
powinowactwa receptorowego wobec receptora NK1 wykonata dr Joanna Matalinska z
Zaktadu Neuropeptydow IMDiK PAN. Wyniki przedstawione s3 w Tabeli 7. Czg$§¢

omawianych danych biologicznych przedstawiono w pracach [1] i [2].
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Tabela 7. Powinowactwo zsyntezowanych zwigzkéw do receptora NK1 (1Csp).

Lp. | Zwiazek | ICx[nM] Lp. | Zwiazek | 1Cs[nM] Lp. | Zwiazek | ICx[nM] Lp. Zwiazek | 1Cs[nM]
Seria W-71 Seria F-72 Seria W-74 Seria W-82
1 Boc-W-71 34100 25 Boc-F-72 >> 30 uM 49 Boc-W-74 > 100 uM 71 Boc-W-82 14 [1]
2 Boc-dW-71 > 30 uM 26 Boc-dF-72 >> 30 uM 50 Boc-dW-74 > 100 uM 72 H-W-82 81[1]
3 Z-W-71 > 100 uM 27 Z-F-72 >>30 uM 51 Z-W-74 > 100 uM 73 Ac-W-82 14 [1]
4 Z-dW-71 > 100 uM 28 Z-dF-72 >> 30 uM 52 Z-dW-74 > 100 uM Seria W-83
5 H-W-71 10100 29 H-F-72 >> 30 uM 53 H-W-74 > 30 uM 74 Boc-W-83 61 [1]
6 H-dW-71 9600 30 H-dF-72 >> 30 uM 54 H-dW-74 77300 75 H-W-83 35[1]
7 Ac-W-71 39900 31 Ac-F-72 >> 30 uM 55 Ac-W-74 > 100 uM 76 Ac-W-83 83 [1]
8 Ac-dW-71 >100 uM 32 Ac-dF-72 >>30 uM 56 Ac-dW-74 > 30 uM Seria W-84
Seria F-71 Seria W-73 Seria F-74 77 Boc-W-84 5[1]
9 Boc-F-71 > 100 uM 33 Boc-W-73 50993 57 Boc-F-74 > 30 uM 78 H-W-84 20 [1]
10 Boc-dF-71 > 100 uM 34 Boc-dW-73 17500 58 Boc-dF-74 >30 uM 79 Ac-W-84 14 [1]
11 Z-F-71 >> 30 uM 35 Z-W-73 > 30 uM 59 Z-F-74 >> 30 uM Seria W-90
12 Z-dF-71 >> 30 uM 36 Z-dW-73 >> 30 uM 60 Z-dF-74 >> 30 uM 85 H-W-90-H 14730 [2]
13 H-F-71 9400 37 H-W-73 4030 61 H-F-74 3900 86 H-W-90-Me 1020 [2]
14 H-dF-71 26600 38 H-dW-73 5323 62 H-dF-74 > 30 uM 87 H-W-90-F 5023 [2]
15 Ac-F-71 >> 30 uM 39 Ac-W-73 14095 63 Ac-F-74 > 30 uM 88 H-W-90-ClI 1797 [2]
16 Ac-dF-71 > 30 uM 40 Ac-dW-73 41300 64 Ac-dF-74 > 30 uM 89 H-W-90-Br 1691 [2]
Seria W-72 Seria F-73 Seria W-80 90 Ac-W-90-H 3022 [2]
17 Boc-W-72 >30 uM 41 Boc-F-73 >30 uM 65 Boc-W-80 180 [1] 91 Ac-W-90-Me 85 [2]
18 Boc-dW-72 >30 uM 42 Boc-dF-73 > 100 uM 66 H-W-80 359 [1] 92 Ac-W-90-F 383 [2]
Ac-W-80
19 Z-W-72 > 100 uM 43 Z-F-73 >30 uM 67 (L-732,138 26 [1] 93 Ac-W-90-Cl 42 [2]
[139,140]))
20 Z-dW-72 >30 uM 44 Z-dF-73 > 100 pM Seria W-81 94 Ac-W-90-Br 34 2]
21 H-W-72 > 100 uM 45 H-F-73 5879 68 Boc-W-81 135 [1] Zwiazki odniesienia
22 H-dW-72 > 100 uM 46 H-dF-73 13346 69 H-W-81 25 [1] Aprepitant 28
23 Ac-W-72 >> 30 uM 47 Ac-F-73 > 30 uM 70 Ac-W-81 25 [1] Substancja P 31
24 Ac-dW-72 >> 30 uM 48 Ac-dF-73 > 30 uM

ICso — stezenie, przy ktorym ligand redukuje wigzanie radiolgianda o 50%. Cze$¢ wynikow przedstawiono uprzednio w publikacjach [1] i [2]. Oznaczenia powinowactwa

receptorowego wykonata dr Joanna Matalinska z ZN IMDiK PAN.

92




IV.3.11. Serie W/F-70-W/F-74

Analiza danych o powinowactwie dla serii W/F-71-W/F-74 prowadzi do nast¢pujacych

spostrzezen:

Wigkszos¢ zwigzkéw z tych serii nie ma znaczacego powinowactwa do receptora
NK1, zaden zwiagzek nie wykazuje powinowactwa na poziomie submikromolowym.
Sposrod wszystkich serii wyr6zni¢ mozna siedem zwigzkow (H-F-74, H-W-73, H-
dwW-73, H-F-73, H-F-71, H-dW-71, H-W-71), ktére mozna uzna¢ za ,,najlepsze” (ICso
migdzy 4 a 10 pM). Wszystkie te zwigzki posiadaja niepodstawiong grupe aminowa.
Analogi N-podstawione, zarowno Ac, Boc i Z nie wykazujg zadnej mierzalnej
aktywnosci albo bardzo staba.

W mierzonym zakresie stezen, N,N -diacylohydrazydy H-F-72, H-dF-72, H-W-72, H-
dW-72 (czyli odpowiedniki ,aktywnych" N-acylohydrazonow z serii 71) nie
wykazywaty nawet szczatkowego powinowactwa (>> 30 uM lub > 100 uM).

Wydaje si¢, ze zwigzki z krotszymi tgcznikami wigza sie¢ z receptorem NK1
przecigtnie lepiej, niz te posiadajace dluzsze taczniki. Najlepsza aktywnosé
wykazywaty pojedyczne zwiazki z serii W-73 i F-73, a nastepnie z serii W-71 i F-71.
Sa to serie z najkrotszymi tacznikami (odpowiednio 2 lub 3 atomy). Z drugiej strony,
sposrod zwigzkow z serii 72, ktore posiadajg rownie krotki tacznik jak zwiagzki z serii
71, nie znaleziono zadnej aktywnej pochodnej.

Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze zwiazki z aminokwasami o konfiguracji L sa
aktywniejsze od tych z aminokwasami o konfiguracji D. Jednakze analiza wybranych,
najbardziej aktywnych zwigzkéw w seriach sugeruje, ze zwiazki posiadajace L-
aminokwasy sg zazwyczaj nieznacznie lepsze.

Szczegdlnym przyktadem bardzo ,,0strych” zaleznosci SAR moze by¢ poréwnanie
zwigzkow Ac-W-73 (ICso = 14 095 nM) oraz Ac-W-80 (L-732,138, ICso = 26 nM).
Strukturalnie r6znig si¢ one tylko dwoma atomami w taczniku (Ac-W-73: -NH-NH-, a
Ac-W-80: -O-CHj5-), a jednoczesnie powinowactwo Ac-W-73 jest o okoto 540 razy
stabsze niz Ac-W-80.
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IV.3.12. Serie W-80 — W-84

Nastepna zsyntezowang grupe zwigzkow stanowity analogi z serii W-80—-W-84, ktore
zostaly zaprojektowane jako potencjalne wektory radionuklidow w celowanej terapii
radionuklidowej. W tej grupie zwigzkéw zaobserwowano nastepujace fakty odnosnie do

powinowactwa receptorowego:

e Macierzysty zwigzek serii, Ac-W-80, (w literaturze znany jako L-732,138 [139,140]),
charakteryzuje si¢ powinowactwem na poziomie nanomolowym (spojnym z
wczesniejszg literaturg [139,140]), poréwnywalnym do referencyjnego aprepitantu.
Analog z wolng grupa aminowsg wigze si¢ okoto 14 razy stabiej, a podstawiony grupa
Boc okoto 7 razy stabiej, co jest spojne z danymi literaturowymi dla analogow 3,5-
dimetylo-podstawionych [139,140].

e Rozbudowanie szkieletu W-80 o dodatkowa reszte D-Ala (seria W-81) nie powoduje
spadku powinowactwa. Pochodne z wolng grupg aminowg oraz N-acetylowane
wykazujg podobne powinowactwo do zwigzku macierzystego (Ac-W-80), natomiast
zwigzek podstawiony grupa Boc charakteryzuje si¢ okoto 5-krotnie stabszym
powinowactwem.

e \Wprowadzenie kolejnej reszty D-Ala (seria W-82) powoduje poprawe powinowactwa
(ICsp = 14 nM) w przypadku zwigzkow N-acetylowanego i Boc-podstawionego. W tej
grupie najstabsze powinowactwo wykazuje analog z wolng grupg aminowg (okoto 5
razy slabsze niz podstawione analogi 1 okoto 3 razy slabsze niz jego odpowiednik z
jedng resztg D-Ala).

e Dotaczenie reszty Ahx do zwigzku macierzystego (seria W-83) skutkuje nieznacznym
spadkiem powinowactwa (ICso dla Ac-W-83 jest okoto 3 razy mniejsze niz dla L-
732,138). Jednoczesnie analogi z wolng grupg aminowa oraz Boc-podstawiony
wykazuja lepsza aktywno$¢ niz ich odpowiedniki bez dodatkowego lacznika. W tej
serii zwigzkow (z dolaczong jedng reszta Ahx) najlepszym powinowactwem
charakteryzuje si¢ pochodna z wolng grupa aminowa (H-W-83), ktora jest okoto 10
razy bardziej aktywna niz nierozbudowany odpowiednik (H-W-80).

e Rozbudowanie o kolejng reszte Ahx (seria W-84) powoduje wzrost powinowactwa,
wszystkie zwigzki z serii W-84 sa aktywniejsze niz zwigzek macierzysty.
Najaktywniejszym zwigzkiem, we wszystkich seriach, jest Boc-W-84 (ICso = 5 nM,

okoto 5 razy wyzsze niz dla L-732,138). N-acetylowany analog wykazuje nieco
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stabsze powinowactwo, za$ pochodna z wolng grupg aminowa charakteryzuje si¢

aktywnoscig zblizong do zwigzku macierzystego Ac-W-80.

Otrzymane wyniki powinowactwa wskazujg, ze mozliwe jest rozbudowanie znanego
antagonisty L-732,138 o dodatkowe elementy od N-konca bez utraty powinowactwa do
NK1R (z wyjatkiem rozbudowania o pojedyncza grupe Ahx, gdzie mozna zaobserwowac
nieznaczny spadek aktywnosci). Poprawe aktywnosci wzglgdem macierzystego zwigzku
zaobserwowano dla serii, w ktorych przytagczano podwodjny tgcznik (W-82 i W-84), zar6wno
w przypadku pochodnych z wolng grupa aminowa i N-acetylowanych. Najsilniejszym

zwigzkiem spos$rod wszystkich badanych w tych seriach jest najdtuzszy analog (Boc-W-84).

IV.3.13. Seria W-90

Kolejno opracowano analogi z serii W-90, ktére zaprojektowano rowniez w oparciu o
strukture L-732,138. W tych zwiazkach jedna z grup CF; w pierScieniu benzylowym
zastapiono grupa SFs, a drugg innym podstawnikiem. Sprawdzano takze, czy zwigzki musza
by¢ zaacetylowane na N-koncu, aby wykazywaé¢ wysoka aktywnosé. Analiza danych
dotyczacych powinowactwa prowadzi do nastepujacych wnioskow:

e Kluczowa dla aktywnosci jest obecnos¢ grupy acetylowej na N-koncu. N-acetylowane
analogi wykazuja lepsze powinowactwo niz ich odpowiedniki z wolng grupa aminowa
(maja nawet okoto 50 razy lepsze powinowactwo niz analogi z wolng grupg aminowa,
dla R, = H okoto 5 razy, R, = Me okoto 12 razy, R, = F okoto 13 razy, R, = Cl okoto
43 razy, R, = Br okoto 50 razy). Wynik ten jest spojny z trendami obserwowanymi dla
innych estrow benzylowych tryptofanu [139,140].

e Rodzaj podstawnika (R;) w pierscieniu aromatycznym (wielko$¢) wplywa na
aktywnos¢ zwigzkéw. W calej serii i posrod N-acetylowanych pochodnych
najlepszym powinowactwem charakteryzuje si¢ zwigzek z najwigkszym (0
najwigkszej objetosci) podstawnikiem R;, Ac-W-90-Br (ICsop = 34 nM, wartos¢
nieznacznie gorsza niz dla referencyjnych ligandow aprepitantu i SP). Dalej, niewielki
spadek aktywno$ci mozna zaobserwowal dla zwiazku o nieco mniejszych
podstawinkach R, = Cl, Ac-W-90-CI (ICso = 42 nM) oraz R, = Me, Ac-W-90-Me (ICs
= 85 nM). Natomiast, znaczacy spadek powinowactwa widoczny jest dla analogu z
najmniejszym podstawnikiem R, = H, Ac-W-90-H, ktory jest okoto 100 razy stabszy
niz odpowiednik z grupa R, = Br. Podobne zalezno$ci mozna zaobserwowa¢ wsrod

zwigzkéw z wolng grupa aminowsa, w ktorych najstabsze powinowactwo wykazuje
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analog z najmniejszym podstawnikiem R, = H (ICsp = 14.73 uM). Najbardziej
aktywnym jest natomiast zwigzek o R, = CH3z, H-W-90-CH 3 (IC50 ~ 1 uM), i kolejno
analogi o0 R, = Br oraz Cl. Jednakze Zzaden ze zwigzkoéw w tej podserii nie wykazuje

powinowactwo w zakresie nanomolowym.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikow powinowactwa mozna stwierdzi¢, ze mozliwe
jest zastgpienie w strukturze znanego antagonisty L-732,138 kluczowej dla powinowactwa
grupy CF3 inng grupa SFs bez znaczacego spadku powinowactwa. Istotnymi czynnikami dla
aktywnosci jest rodzaj (rozmiar) drugiego podstawnika w pierScieniu aromatycznym oraz

obecno$¢ N-acetylowej grupy na N-koncu.

IV.3.2. Oddzialywanie W-90 z NK1R

W celu zrozumienia zaleznosci SAR nowych ligandéw z serii H-W-90 i Ac-W-90 na
poziomie oddziatywan ligand-receptor, przeprowadzono dokowanie molekularne do struktur
receptora NK1 pobranych z bazy PDB (6HLO, 6HLL i 6HLP) [27] za pomoca programu
AutoDock Vina. Wizualna inspekcja p6z z dokowania [222] oraz uwzglgdnieniem wiedzy
SAR, pozwolily zatozy¢, ze analizowane zwigzki wiazg si¢ z NK1 jak na Rysunku 22. Sposob
oddziatywania zostanie szczegétowo omowione na przykladzie zwigzku Ac-W-90-Br

(zwiazek 94) [2].

Wedlug dokowania, pierécien 3-Br-5-SFs-fenylowy skierowany jest do dotu kieszeni
wigzacej. Ugrupowanie to tworzy wiele oddziatywan hydrofobowych (van der Waalsa) z
Met81, Asn85, Prol12, 1le113, 1le116, Phe264, Met291, Ala294 i Met295. Potozenie grupy
SFs pokrywa si¢ z pozycja jednej z grup CF3 aprepitantu w strukturze eksperymentalnej
6HLO (Rysunek 22C) [27] oraz w L-732,138 (wedtug modelowania [1]). Z atomami fluoru z
grupy SFs moga oddziatywa¢ wodory z ugrupowania amidowego tancucha bocznego Asn89
poprzez oddziatywania H---F. Inng resztag w poblizu SFs jest Trp261. Atom bromu znajduje
si¢ blisko Ile113 i Val200, nieco powyzej pozycji jednej z grup CF3 aprepitantu w 6HLO [27]
(Rysunek 22C) i L-732,138 (wedtug modelowania [1]). Tlen karboksylowy ugrupowania
estrowego znajduje si¢ w odlegtosci wigzania wodorowego od wodoru hydroksylowego
Tyr287, jednakze geometria jest raczej nieoptymalna dla powstawania silnego wigzania
wodorowego. Fragment -CH,-O- liganda sgsiaduje z tancuchami bocznymi Asn89 i His108.
Pierscien indolowy bierze udzial w oddziatywaniach m-m z pier§cieniami aromatycznymi
Phe268 1 His197. Dodatkowo jest otoczony tancuchami bocznymi Ile182 1 GInl165. N-

acetylowy fragment liganda skierowany jest w kierunku wyjScia z kieszeni wigzgcej |
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wystawiony jest na dziatanie rozpuszczalnika. Ogolne pozycje wigzania przewidywane dla
Ac-W-90-Br i wczesniej opisane dla L-732,138 (na podstawie modelowania w ZN IMDIK
PAN [1]) sa bardzo podobne.

Inne zwiazki z serii Ac-W-90 przyjmuja pozy wiazace do$¢ podobne do omawianej
dla Ac-W-90-Br [2]. Warto zauwazy¢, ze dokowanie z konformacjami cis lub trans wigzania
amidowego daje bardzo podobne pozy, rdéznigce si¢ jedynie orientacja grupy N-acetylowej
(ktéra mimo to nadal znajduje si¢ w podobnym miejscu i jest wystawiona na dziatanie
rozpuszczalnika). Analogiczne sg pozy uzyskane dla zwiazkow z serii H-W-90. Natadowana
grupa aminowa jest takze wystawiona na dziatanie rozpuszczalnika.

Przedstawione sposoby oddziatywania wydaja si¢ wyjasnia¢ obserwowane zaleznosci
SAR w tej grupie zwiazkéw. Zgodnie z modelem, podstawniki Ry znajduja si¢ na dnie
hydrofobowej Kieszeni wigzacej. Mozna oczekiwaé, ze wigksze podstawniki, takie jak R, =
Cl lub R, = Br, zapewniag lepsze wypehienie tego hydrofobowego obszaru i zwicksza
aktywnos¢ poprzez oddziatywania dyspersyjne [286,287]. Jest to zgodne z eksperymentem,
poniewaz trend powinowactwa jest w przyblizeniu zgodny ze zmiana objetosci podstawnika
(w serii Ac-W-90 porzadek powinowactwa jest nastepujacy: R, = Br > Cl > Me > F > H, za$
w serii H-W-90 R, = Me ~ Br ~ Cl > F > H). Hipotetycznie, jeszcze wigkszy (dtuzszy)
podstawnik hydrofobowy R, moglby zapewni¢ jeszcze lepsze wypetnienie obszaru
hydrofobowego 1 jeszcze bardziej poprawi¢ powinowactwo wigzania. Dodatkowo, to ze Ac-
W-90-Cl (R, = CI) i Ac-W-90-Br (R, = Br) majg zdecydowanie wyzsze powinowactwo niz
Ac-W-90-F (R2 = F) moze wskazywac na obecno$¢ wigzania halogenowego, jednakze nie jest
to obserwowane w wynikach dokowania. Potwierdzenie tej hipotezy mogltby dostarczy¢
analog z R,=I, gdyby wykazywat dodatkowo znaczacy wzrost powinowactwa.

Zgodnie z moim modelem grupa N-acetylowa w serii Ac-W-90 jest skierowana na
zewnatrz kieszeni wigzacej. Podobna jest orientacja tego fragmentu w analogu Ac-W-80 w
modelu (opracowanym przez dr hab. Piotra Lipinskiego w ZN IMDIK PAN [1]) dla
zwigzkow z serii W-80-W-84. W swietle tego zrozumiata jest mozliwo$¢ rozbudowy Ac-W-
90 przez dobudowywanie fragmentéw do N-konca.

Brak specyficznych oddzialywan miedzy biatkiem a grupg aminowa w analogach H-
W-90 moze korelowa¢ ze zmniejszonym powinowactwem serii H-W-90 w poréwnaniu z N-
acetylowanymi analogami Ac-W-90. Hipotetycznie, koszt energetyczny czgsciowej
desolwatacji natadowanej grupy aminowe;j jest wyzszy niz grupy acetylowej, a poniewaz nie

tworzg si¢ dodatkowe konkretne oddzialywan z biatkiem, aby zrekompensowac¢ te kare,
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obserwuje si¢ spadek powinowactwa. Efekty kosztu czesciowej desolwatacji w miejscach
wystawionych na dziatanie rozpuszczalnika byly systematycznie obserwowane wcze$niej
[288]. W przypadku moich zwigzkow jest to prawdopodobna hipoteza, oparta na wyniku
dokowania, eksperymentalnym powinowactwie dla serii H-W-90 oraz wczesniejszych
danych SAR dla ligandow NKIR na bazie tryptofanu. W wielu wypadkach dla takich
zwigzkOw obserwowano tolerancj¢ na N-acylacje z szerokim zakresem podstawnikoéw i
jednoczesnie znaczne spadki powinowactwa w przypadku obecnosci wolnych grup
aminowych [139-141].
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Rysunek 22. Wyniki dokowania do
NK1R dla zwigzku Ac-W-90-Br.

(A) Sposob oddziatywania zwigzku
Ac-W-90-Br (94) z receptorem
NKI w  miejscu  wigzgcym
przewidziany na podstawie
dokowania molekularnego.

(B) Dwuwymiarowy schemat
oddziatywan. Oddziatywania
zaznaczone zgodnie z legendq.

(C) Natozenie sposobow wigzgnia
Ac-W-90-Br (rozowy, kompleks z
dokowania) i aprepitantu (zielony,
struktura eksperymentalna 6HLO
[27]). Kompleks jest zorientowany
w ten sam sposob jak na rysunku
(A).

Ligand  zaznaczono na  rézowo.
Heteroatomy majg kolory zgodnie z
przyjeta powszechnie konwencja (O —
czerwony, N — ciemnoniebieski, F —
jasnoniebieski, S — pomaranczowy, Br —
brazowy). Receptor  (kolor  zblty)
przedstawiono w sposob uproszczony,
uzwgledniono jedynie wybrane helisy
(wstazki) i tancuchy boczne (patyczki).
Dla przejrzystosci ukryto atomy wodoru.

Dla przejrzystosci na rysunku (C)
wylaczono wy$wietlanie etykiet.
Lancuchy boczne receptora
przedstawiono jako cienkie linie.



IV.3.3. Cytotoksycznos¢

Drugim rodzajem badania in vitro, w ktérym testowana byta cze¢s¢ zsyntezowanych
przeze mnie zwigzkow bylo badanie wptywu na zywotno$¢ komorek (cytotoksycznosci).
Testy te dotyczyly tylko analogow z serii W/F-70-W/F-74 i zostaly przeprowadzone przed
wykonaniem testow powinowactwa receptorowego. Motywacja do wykonania tego badania
byl fakt, ze antagonisty receptorow NKI mogg mie¢ dziatanie przeciwnowotworowe
[31,165], a we wczesnych etapach prac w ZN IMDiK PAN nie funkcjonowata sprawna
metoda testowania powinowactwa wobec NK1R. Stad tez badanie cytotoksycznosci miato
dawac posrednio wskazowke co do ewentualnego powinowactwa receptorowego.

Badanie wykonano za pomocg testu MTS na komodrkach nowotworowych czerniaka
liniit COLO679 i prawidlowych fibroblastach BJ. Oznaczenia cytotoksycznos$ci wykonata dr
Joanna Matalinska z Zaktadu Neuropeptydow IMDiK PAN.

Analiza otrzymanych wynikow aktywnos$ci cytotoksycznej prowadzi do
nastgpujacych spostrzezen:

e Przedstawiane zwigzki cechuja si¢ zréznicowang aktywnoscia wobec komorek
nowotworowych COLO679 i prawidtowych BJ.

e N,N’-diacylohydrazydy z serii W-72 i F-72 nie wykazujg znaczacego wyplywu na
zywotno$¢ komorek zarowno prawidtowych jak i nowotworowych (1Cso > 200 uM).

e Nieaktywne lub mato aktywne sg rowniez N-acylo-N’-fenylohydrazdy z serii W-73 i
wigkszo$¢ z serii F-73 (z wyjatkiem H-dF-73).

e Podobnie brak aktywnosci obserwuje si¢ w N-acylo-N’-fenyloacetylohydrazydach
serii F-74 i wigkszo$ci W-74 (z wyjatkiem H-W-74 i H-dW-74).

e Nieaktywne sg rowniez N-acylohydrazony F-71 (z wyjatkiem H-F-71 i H-dF-71).

e W wysokich stezeniach (ICso ~ 140 uM) zwigzek H-W-74 dziata cytotoksycznie na
obie linie komérkowej, bez wyraznej selektywnosci.

e N-acylohydrazony H-F-71 i H-dF-71 wykazuja znaczace dzialanie cytotoksyczne
wobec linii komorkowej COLO679 (ICso w zakresie 50-100 uM) i jednocze$nie
stabsze wobec linii komorek prawidlowych BJ. W tym przyktadzie zwigzkow mozna
zaobserwowac¢ stereoselektywnos¢ efektu, poniewaz izomer S (zwigzek H-F-71) jest
bardziej selektywny niz izomer R (H-dW-71).

e Silne dziatanie cytotoksyczne (ICsp W zakresie 15-85 uM) wykazuja zwiazki Boc-
dw-71, Z-W-71. H-W-71, H-dF-73, Boc-W-74, H-dW-74, przy czym aktywno$¢ ta
jest nieselektywna lub nieznacznie selektywna.
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Innymi zwigzkami o dziataniu silnie cytotoksycznym, ale jednocze$nie selektywnym
wobec linii komérkowej COLO679, sg N-acylohydrazony H-dW-71 oraz Z-dW-71.

Szczegoblnie korzystnym profilem aktywnosci cechuje si¢ zwiazek Z-dW-71, ktory w
stezeniu okoto 20 uM redukuje zywotno$¢ komoérek COLO679 o 50% wzgledem
kontroli, a inkubowany z komoérkami prawidtowymi BJ w stezeniach nawet do 100
UM nie ma zadnego wptywu na zywotnos¢ (ICsp > 150 pM). Co wigcej réwniez w
tym przypadku mozna zaobserwowac stereoselektywno$¢ efektu, poniewaz zwigzek
Z-W-71 wykazuje aktywno$¢ cytotoksyczng wzgledem komoérek COLO679 na
zblizonym poziomie co Z-dW-71, ale nie jest selektywny jak jego odpowiednik. Co
ciekawe, zwigzek Z-dW-71 we wczesniej omowionych badaniach powinowactwa nie
wykazuje znaczacego powinowactwo do receptora NK1. Takze zwigzek H-dW-71 nie
jest najsilniejszym ligandem NKI1R z serii W/F-71-74, co sugeruje, ze mechanizm

dzialania cytotoksycznego tych zwigzkow jest zapewne inny niz przez receptor NK1.
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Tabela 8. Badanie wpfywu zwigzkow z serii W/F-11 — WIF-74 na Zywotnosc¢ (cytotoksycznosc) linii komorkowych COLO679 oraz BJ (ICsp).

1Cso [NM] 1Cso [NM] ICso [NM]
Lp. Zwiazek COLO679 BJ Lp. Zwiazek COLO679 BJ Lp. Zwiazek COLO679 BJ
Seria W-71 Seria F-72 Seria W-74
1 Boc-W-71 > 100 ~ 150 25 Boc-F-72 > 200 > 200 49 Boc-W-74 86 85
2 Boc-dwW-71 16,6 36,5 26 Boc-dF-72 > 200 > 200 50 Boc-dw-74 > 200 > 200
3 Z-W-71 22 33 27 Z-F-72 > 200 > 200 51 Z-W-74 > 200 > 200
4 Z-dW-71 21 > 150 28 Z-dF-72 > 200 > 200 52 Z-dW-74 > 200 > 200
5 H-W-71 16,6 40 29 H-F-72 > 200 > 200 53 H-W-74 142 138
6 H-dw-71 15,9 69,6 30 H-dF-72 > 200 > 200 54 H-dW-74 58 70
7 Ac-W-71 > 200 ~ 150 31 Ac-F-72 > 200 > 200 55 Ac-W-74 > 200 > 200
8 Ac-dW-71 > 150 > 200 32 Ac-dF-72 > 200 > 200 56 Ac-dW-74 > 200 > 200
Seria F-71 Seria W-73 Seria F-74
9 Boc-F-71 > 200 ~ 200 33 Boc-W-73 > 200 > 200 57 Boc-F-74 > 200 > 200
10 Boc-dF-71 > 150 > 150 34 Boc-dW-73 > 200 > 200 58 Boc-dF-74 > 200 > 200
11 Z-F-71 > 150 > 200 35 Z-W-73 > 200 > 200 59 Z-F-74 > 200 > 200
12 Z-dF-71 > 200 > 200 36 Z-dW-73 > 200 > 200 60 Z-dF-74 > 200 > 200
13 H-F-71 50-100 > 200 37 H-W-73 > 200 > 200 61 H-F-74 > 200 > 200
14 H-dF-71 50-100 > 100 38 H-dW-73 > 200 > 200 62 H-dF-74 > 200 > 200
15 Ac-F-71 > 200 > 200 39 Ac-W-73 > 200 > 200 63 Ac-F-74 > 200 > 200
16 Ac-dF-71 > 200 > 200 40 Ac-dW-73 > 200 > 200 64 Ac-dF-74 > 200 > 200
Seria W-72 Seria F-73
17 Boc-W-72 > 200 > 200 41 Boc-F-73 > 200 > 200
18 Boc-dW-72 > 200 > 200 42 Boc-dF-73 > 200 > 200
19 Z-W-72 > 200 > 200 43 Z-F-73 > 200 > 200
20 Z-dW-72 > 200 > 200 44 Z-dF-73 > 200 > 200
21 H-W-72 > 200 > 200 45 H-F-73 > 200 > 200
22 H-dW-72 > 200 > 200 46 H-dF-73 31 53
23 Ac-W-72 > 200 > 200 47 Ac-F-73 > 200 > 200
24 Ac-dW-72 > 200 > 200 48 Ac-dF-73 > 200 > 200

ICs — stezenie, przy ktérym odezyt zywotnosci metabolicznej jest zmniejszony o 50%.
Oznaczenia cytotoksycznosci wykonata dr Joanna Matalinska z ZN IMDiK PAN.
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IV.34. Hipoteza celu molekularnego dla zwigzkow z serii W-71

Otrzymane wyniki aktywno$ci komoérkowej dla zwigzku Z-dW-71 i innych
zwigzkow z serii W-71, oraz wyniki powinowactwa do NK1R wskazuja, ze mechanizm
dziatania cytotoksycznego tych zwiazkow jest prawdopodobnie inny niz przez NKIR.
W celu zglebienia tego zagadnienia postanowilam opracowaé hipoteze dotyczaca
potencjalnego celu molekularnego tych zwigzkow, korzystajac z metod in silico.

W tym celu skorzystatam =z powszechnie dostgpnego narzedzia
SwissTargetPrediction [289,290]. Serwer ten przewiduje potencjalne cele molekularne
badanych zwigzkow poprzez obliczanie ich podobienstwa do znanych ligandéw roéznych
celow molekularnych. Warto podkresli¢, ze wynik dziatania SwissTarget jest jedynie
predykcja, ktéra wymaga potwierdzenia eksperymentalnego. Predykcje tego typu moga
by¢ jednak bardzo przydatne w planowaniu pracy eksperymentalne;.

W ramach badan przeprowadzono analize¢ wszystkich hydrazonéw z serii W-71 za
pomoca SwissTarget. Pomimo tego, ze dla wigkszosci przypadkow receptor NK1 zostat
przewidziany  jako  pierwszy  potencjalny cel  molekularny  (najwyzsze
prawdopodobienstwo wedtug SwissTarget), to na podstawie naszych danych
eksperymentalnych wiadomo, ze wigzalnos¢ serii W-71 do NKIR, jesli istnieje, jest
znikoma. Przeanalizowano wigc inne sugerowane cele molekularne, odrzucajac te
zwigzane na przyklad z metabolizmem, przewodnictwem nerwowym, czy bialka
transporterowe. Dodatkowo, odrzucono rowniez cele molekularne, w przypadku ktorych
program byt trenowany na matej liczbie punktéw eksperymentalnych.

Wiyniki przeprowadzonej analizy sugeruja, ze potencjalnym celem molekularnym
zwigzanym z aktywnoscig komorkowa wobec linii czerniaka moze by¢ receptor CCK2
(CCK2R lub inaczej CCKgR). W Tabeli 9 przedstawiono niektore znane ligandy CCK2,
na podstawie ktoérych SwissTarget przewiduje prawdopodobienstwo oddzialywania
z CCK2R dla Z-dW-71. Wszystkie te zwiazki zawieraja (przynajmniej) trzy ugrupowania
aromatyczne). W kazdej pochodnej jeden z pier§cieni aromatycznych podstawiony jest
grupg CF3. We wszystkich zwigzkach wystepuje wigzanie amidowe.

Za tym, ze CCK2R moze by¢ celem molekularnym zwigzanym z
cytotoksycznos$cig przemawia np. to, ze:

e CCK2R wulega ekspresji w roéznych typach nowotworéw [291].
Zaanganzowany jest w przezywanie 1 proliferacj¢ komorek

nowotworowych.
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e Ostatnio wykazano, ze CCK2R jest eksprymowany na niektdrych liniach
komorkowych czerniaka [292].

e Weczesniejsze badania pokazaty takze, ze in vivo dlugotrwate podawanie
selektywnego antagonisty CCK2R spowalnia wzrost czerniaka [293].

Dodatkowo, aby sprawdzi¢, czy oddzialywanie Z-dW-71 z CCK2R jest
prawdopodobne z punktu widzenia strukturalnego, zadokowatam ten zwigzek do receptora za
pomoca programu AutoDock Vina. Program przewiduje wigzanie Z-dW-71 od CCK2R z
entalpig swobodng rowng -10.3 kcal/mol. Poza wigzaca przedstawiona jest na Rysunku 23.

Ligand w zadokowanym kompleksie znajduje si¢ w gornej czesci kieszeni wigzace;,
przy czym dot tej kieszeni pozostaje niewypetniony. Kompleks stabilizowany jest przez trzy
wigzania wodorowe. Tworzg si¢ one pomigdzy 1) tlenem z ugrupowania N-acylohydrazonu
liganda a wodorem z grupy amidowej tancucha bocznego GIn204, 2) wodorem z
ugrupowania karbaminowego liganda a tlenem z ugrupowania amidowego (tancuch gtéwny)
Cys205 oraz 3) tlenem z ugrupowania karbaminowego a wodorem z ugrupowania amidowego
(tancuch gtéwny) Cys205. Pierscien fenylowy Cbz jest wsunigty migdzy Prol14 (stacking 7-
amid) a tancuch boczny GIn204. Grupa -CH;- Cbz jest potozona w poblizu tancucha
bocznego Asnll5. Pierscien fenylowy dipodstawiony grupami CF; oddziatuje z Arg356
poprzez oddziatywania w-alkil. Grupy CF3; tworza rowniez kontakty hydrofobowe z resztami
Arg215, Asn353, Arg356 i Ala357. W kierunku dna kieszeni wigzacej skierowany jest
pierScien indolowy, ktory uczestniczy w oddzialywaniach m-alkil z tancuchami bocznymi
Val130 oraz Cys205.

Uzyskane podczas dokowania molekularnego predykcje sugeruja dos¢ dobry scoring
oraz wiarygodng poz¢. Dane te uprawdopodabniajg przewidywania uzyskane za pomoca
SwissTarget o prawdopodobienstwie oddziatywania Z-dW-71 z CCK2R, o ktéorym wiadomo,
ze jest zaangazowany w procesy nowotworowe. Jednakze warto zauwazy¢, ze wyniki
scoringu sa jedynie przyblizone i moga by¢ niedoktadne, a SwissTarget bazuje na analogiach.
Dlatego tez, petna weryfikacja tej hipotezy wymaga dalszych badan eksperymentalnych, co

stanowi1 obiecujacy kierunek dla przysztych badan nad tym zwigzkiem.
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Tabela 9. Wybrane zwigzki, na podstawie ktorych SwissTarget przewiduje prawdopodobienistwo oddziatywania Z-dW-71 z receptorem CCK2,
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Rysunek  23.  Wyniki
dokowania do CCK2R dla
zwigzku Z-dW-71.

A) Sposob oddziatywania
zwigzku Z-dW-71 (4) z
receptorem CCK2 w
miejscu wigzgcym
przewidziany na podstawie
dokowania molekularnego
(widok z gory)

B) Sposob oddziatywania
zwigzku Z-dW-71 (4) z
receptorem CCK2 w
miejscu wigzgcym
przewidziany na podstawie
dokowania molekularnego

(widok z boku)
C) Dwuwymiarowy
schemat oddziatywan.

Oddzialywania zaznaczone
zgodnie z legendg.

Ligand zaznaczono na rézowo.
Heteroatomy  maja  kolory
zgodnie z przyjeta powszechnie
konwencja (O — czerwony, N —
ciemnoniebieski, F -
jasnoniebieski, S -
pomaranczowy. Receptor (kolor
760Mty) przedstawiono w sposob
uproszczony, uzwgledniono
jedynie wybrane helisy
(wstazki) 1 tancuchy boczne
(patyczki). Dla przejrzystosci
ukryto atomy wodoru (z
wyjatkiem polarnych).



IV.4.Badanie skutecznosci funkcji oceniajacej programu
AutoDock Vina

Druga cze$¢ moich badan dotyczyta aspektow metodologicznych, zwigzanych ze
skuteczno$cig funkcji oceniajacych stosowanych w dokowaniu molekularnym. Dokowanie
molekularne jest jedng z waznych technik in silico stosowanych w badaniach nad nowymi
lekami. Celem symulacji dokowania jest przewidywanie oddziatywan miedzy potencjalnymi
czasteczkami lekow a wybranymi celami molekularnymi. Dokowanie molekularne jest
metoda stosunkowo szybka i tanig obliczeniowo. Dzigki temu zyskato ono bardzo duza
popularno$¢ jako narzedzie racjonalnego projektowania lekow. Z drugiej jednak strony,
stosowanie tej techniki wigze si¢ z rdéznymi ograniczeniami, z ktéorych by¢ moze
najwazniejszym jest niedoktadnos¢ predykeji sity wigzania przez funkcje oceniajace.

W praktyce ZN IMDIK PAN zaobserwowano, ze domyslna funkcja oceniajgca
programu AutoDock Vina daje niskiej jakosci szacowania energii wigzania ligandéw z
NK1R. Postanowilam wiec Systematycznie sprawdzi¢ zdolnos¢ tego programu do
rozrozniania zwigzkéw wigzacych si¢ od niewigzacych si¢ (stabowigzacych si¢) z NK1R na
szerszym zbiorze danych eksperymentalnych.

Przebieg badania byl nastepujacy:

1. dokowatam ligandy ze Zbiorow I, 11 i III (opisane ponizej) do kilku struktur NK1R,

2. sortowatam liste rankingowa wedlug przewidywaniej energii wigzania,

3. przypisywatam zadokowanym ligandom kategori¢ aktywny/nieaktywny (na

podstawie danych eksperymentalnych),

4. dla posortowanego rankingu obliczatam metryki sukcesu (opisane ponizej).

Moje badanie pozwolito zatem ocenié¢ tzw. ,,moc skryningu”, czyli zdolno$¢ programu do
trafnego selekcjonowania silnie wigzacych si¢ ligandow od zwigzkoéw nieaktywnych.

Badanie skutecznos$ci funkcji oceniajacej przeprowadzitam z wykorzystaniem trzech
zbioroéw danych eksperymentalnych:

e Zbior | — zwigzki, ktore zsyntezowalam w ramach mojego projektu

doktoranckiego (oraz kilka innych zwigzkéw otrzymanych w ZN IMDiK PAN),
ktorych powinowactwo receptorowe do NK1R zostalo oznaczone w ZN IMDiK

PAN,
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e Zbior Il — zwigzki, dla ktérych dane o powinowactwie do receptora NKI1
pochodzg z literatury naukowej (pobrane z bazy ChEMBL [257]), z wylaczeniem
zwigzkow obecnych w Zbiorze I,
e Zbior Il — zwiazki, ktorych powinowactwo do receptora NK1 bylo badane w
duzym badaniu przesiewowym DRUGMATRIX [294,295] (pobrane z bazy
ChEMBL [257]) zbiér bardzo zroéznicowany strukturalnie, zawierajgcy m.in.
zatwierdzone leki.
Zbior 1 bardzo dobrze nadaje si¢ do ,,trudnego” testowania funkcji oceniajgcej, poniewaz
wiekszo$¢ zawartych w nim zwigzkow jest nieaktywna wobec NKIR, a jednocze$nie jest
strukturalnie podobna do typowych antagonistow NK1R (zwiagzki te posiadaja dwa lub trzy
ugrupowania aromatyczne, oraz jeden z pier§cieni aromatycznych podstawiony grupami CF3
w pozycji 3 i 5). Aby rozszerzy¢ zakres mozliwo$ci testowania, zadecydowatam si¢ takze
dotaczy¢ zbiory zwiazkdéw pochodzodzacych z literatury, pobrane z bazy ChEMBL (Zbior 11
1 Zbior III). W Zbiorze II znajduja si¢ zwiazki strukturalnie podobne do znanego farmakoforu
NKIR, z ktérych wigkszos¢ wykazuje znaczace powinowactwo do NK1R. Zbior III zawiera
zwigzki o zréznicowanej budowie strukturalnej, nieprzypominajacej klasycznych
antagonistow NK1R, i nieaktywne wobec NK1R.
W ramach przeprowadzonych badan oceny skutecznos$ci funkcji oceniajace;j,
wybratam cztery scenariusze testowania (A-D, podsumowane w Tabeli 10), r6znigce si¢:
e uzywanym zestawem danych eksperymentalnych — Zbior 11 II Iub Zbior i 111 111,
[Potaczenie Zbioru I i II skutkowato otrzymaniem zestawu testowego sktadajacego si¢ ze zwiazkow o
podobnej budowie strukturalnej, ale zréznicowanych pod wzgledem aktywnosci wobec NKIR. W

wyniku potaczenia Zbioru I i 11 i 111 otrzymano zestaw testowy bardziej zr6znicowany strukturalnie, w

ktorych wiele nieaktywnych zwigzkow rozni si¢ strukturalnie od zwiazkow aktywnych. ]
e wybranymi progami odciecia dla przypisywania kategorii aktywny/nieaktywny
(pAff' = 6.0 lub 6.5).
Dodatkowo w obrgbie kazdego scenariusza, wyrdzniono ,,warianty” rdéznigce sig:

e sposobem traktowania danych z dokowania do roznych struktur NK1R,
[poniewaz w bazie PDB dostgpnych jest kilka struktur NK1R [23-28] nie jest z gory oczywiste, ktora struktura
powinna zosta¢ uzyta do skryningu; w zwigzku z tym wybrano pi¢¢ struktur (nie dublujacych si¢
konformacyjnie) i testowano oddzielnie scoring uzyskany w dokowaniu do jednej z pigciu struktur albo scoring

bedacy $rednig lub minimum z dokowania do tych pigciu struktur].

1 pAff — ujemny logarytm powinowactwa eksperymentalnego (prog odciecia pAff = 6.0 oznacza, ze zwigzki o
aktywnos$ci pAff < 6.0 (1 uM) uznawane sg za nieaktywne)
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Tabela 10. Scenariusze eksperymentu wirtualnego przesiewu.

Funkcja

Scenariusz . .
oceniajaca

Zestaw danych (ligandy)

Prog odciecia pAff*
aktywny-nieaktywny

Jak traktowane sa dane z dokowania do réznych struktur receptora?

Wylosowane podzbiory

Kazda struktura receptora traktowana osobno

Jako scoring przyjmuje si¢ $rednig energi¢ z dokowan do wszystkich struktur
receptora

Jako scoring przyjmuje si¢ wynik o najbardziej ujemnej energii (sposrod
dokowan do wszystkich struktur receptora)

Zbiorow | + 112

Oryginalna

Kazda struktura receptora traktowana osobno

Jako scoring przyjmuje si¢ Srednig energi¢ z dokowan do wszystkich struktur
receptora

Jako scoring przyjmuje si¢ wynik o najbardziej ujemnej energii (sposrod
dokowan do wszystkich struktur receptora)

funkcja VINA

Wylosowane podzbiory

Kazda struktura receptora traktowana osobno

Jako scoring przyjmuje si¢ srednig energi¢ z dokowan do wszystkich struktur
receptora

Jako scoring przyjmuje si¢ wynik o najbardziej ujemnej energii (sposrod
dokowan do wszystkich struktur receptora)

Zbiorow I+ 11 + 1112

D 6.5

Kazda struktura receptora traktowana osobno

Jako scoring przyjmuje si¢ srednig energi¢ z dokowan do wszystkich struktur
receptora

Jako scoring przyjmuje si¢ wynik o najbardziej ujemnej energii (spo$rod
dokowan do wszystkich struktur receptora)

T pAff — ujemny logarytm powinowactwa eksperymentalnego (prog odciecia pAff= 6.0 oznacza, ze zwiazki o aktywnosci pAff < 6.0 (I uM) uznawane sg za nieaktywne)

2500 podzbioréw po 410 ligandow (w tym: 10/400 aktywnych/nieaktywnych)
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W kazdym scenariuszu, testowanie skuteczno$ci wykonatam wielokrotnie. Do
testowania wylosowano pigéset podzbiorow rozwazanych Zbiorow eksperymentalnych.
Podzbiory zawieraty losowo wybrane zwigzki aktywne i nieaktywne, tak aby w kazdym
znajdowato si¢ dziesi¢¢ zwiazkéw aktywnych, a na kazdy aktywny zwiazek przypadato
czterdziesci zwigzkow nieaktywnych. Losowanie pozwalato na stworzenie sytuacji testowe;j
zblizonej do rzeczywistych warunkow, w ktorych w bibliotekach przesiewowych wystepuje
zauwazalna dysproporcja miedzy liczbg nieaktywnych a aktywnych zwigzkow, a biblioteki te
sa czesto niezbilansowane pod wzgledem wlasciwosci 1 aktywnosci. Dodatkowo,
wykorzystanie losowania i wielokrotnego testowania pozwala na oszacowanie statystyki oraz
btedow zwigzanych z przeprowadzanymi badaniami. Analogiczna praktyka losowania
zbiorow testowych jest powszechnie stosowana, m.in. w walidacji metod QSAR [296].

Do oceny skuteczno$ci funkcji oceniajacej uzyto powszechnie stosowanych metryk
skuteczno$ci przesiewu wirtualnego (odroznianie zwigzkow aktywnych od nieaktywnych):

e |0gAUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika ROC (ang. receiver

operating characteristic curve) wykreslonej w skali semilogarytmicznej [297],

[wartosci koto O oznaczajg brak skuteczno$ci wyzszej niz losowa klasyfikacja (,,rzut moneta”),

maksymalna wartos¢ to 86.3]
o  EFfaco —znormalizowany wspotczynnik wzbogacenia przy pewnym goérnym x% bazy

[im warto$¢ EFg,. jestblizsza 1, tym metoda przesiewu jest bardziej skuteczna (EF¢,.rowny 1 oznacza

petne mozliwe wzbogacenie w porownaniu z maksymalnym teoretycznym wzbogaceniem)].

W celu poréwnania $rednich wynikow wartosci logAUC otrzymanych dla réznych
wariantow scoringu w kazdym scenariuszu przeprowadzono jednokierunkowa analizg
ANOVA z testem post hoc wielokrotnych porownan Sidaka.

Dodatkowo, w omowieniu wynikéw zastosowano opisowa kategoryzacje wynikow
skryningu wedlug warto$ci logAUC zaproponowang przez Jaiteha i wsp. [298]. Wedlug tych
tych autorow (dalej w tekscie: ,kryterium Jaiteha”), moc przesiewania metody mozna
okresli¢ jako:

e staba (logAUC < 10.0),

e niezlg (ang. fair; 10.0 < logAUC < 15.0),
e dobrg (15.0 <logAUC <20.0),

e bardzo dobra (20.0 <logAUC <25.0),

e doskonalg (logAUC > 25.0).
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Parametry statystyczne dla scenariusza A przedstawiono w Tabeli 11. Srednie
wartosci logAUC dla poszczegolnych wariantdow wynoszg miedzy 5.4 a 8.5 (staba moc
przesiewania). Najlepszy wynik uzyskano dla dokowania z wykorzystaniem struktury
receptora 6HLO (logAUC = 8.5) i 6HLL (logAUC = 7.6, rdznica migdzy nimi jest niestotna
statystycznie). Najnizsza $rednig warto$¢ logAUC wykazal wariant, w ktorym za scoring
przyjmowano najnizszg wartos¢ sposrod zadokowanych do réznych receptoréw (minimum;
logAUC = 5.4). Warto$¢ EFfac100 przewaznie miesci si¢ w zakresie 0.0-0.1 (51.0-75.6%
obserwacji, $rednio 63% obserwacji), zas pozostata cz¢$¢ przypada gtéwnie na przedziat od
0.1 do 0.2 (21.6-38.2% obserwacji). WartoS¢ EFsacs0 W zdecydowane] wigkszosci
obserwacji (86.0-94.2%) znajduje si¢ w zakresie 0.0-0.1. Przy obu EFyc, scoring z 6HLO i
6HLL daje wigkszy odsetek obserwacji w wyzszych przedziatach.

Parametry statystyczne dla scenariusza B przedstawiono w Tabeli 12. Srednie
wartosci logAUC dla poszczegdlnych wariantow wynosza miedzy 4.8 a 7.9 (staba moc
przesiewania). Najlepszy wynik uzyskano dla dokowania z wykorzystaniem struktury
receptora 6HLO (logAUC = 7.9) oraz 6HLL (logAUC = 7.0, ro6znica mi¢dzy nimi jest
niestotna statystycznie). Najnizszg $rednig wartos¢ logAUC wykazal wariant, w ktorym za
scoring przyjmowano najnizszg warto$¢ sposréd zadokowanych do rdéznych receptorow
(minimum; logAUC = 4.8). Warto$¢ EFfac10 dla wigkszej liczby obserwacji miesci si¢ w
zakresie 0.0-0.1 (49.6-75.4%, s$rednio 67% obserwacji), za$ pozostata cze$¢ przypada
glownie na przedziat od 0.1 do 0.2 (20.2-36.8% obserwacji). Warto$¢ EFsracse, dla wiekszoSci
obserwacji (85.0-95.6%) znajduje si¢ w zakresie 0.0-0.1. Przy obu EFyc, scoring z 6HLO i
6HLL daje wigkszy odsetek obserwacji w wyzszych przedziatach.
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Tabela 11. Srednie wartosci parametru logAUC i rozktad wartosci EFiac dla dokowan w Scenariuszu A.

- Rozklad warto$ci EF;,.° przy gérnym 1% bazy [%] Rozklad warto$ci EF;..° przy gérnych 5% bazy [%]
Scenariusz Wariant logAUC 0.0- | 0.1-
metody [%] 01 0.2 0.2-0.3 0.3-0.4 0.4-1.0 0.0-0.1 0.1-0.2 0.2-0.3 0.3-04 0.4-1.0
6E59 6.2+51 | 756 | 216 0.2 2.6 0.0 91.8 8.0 0.2 0.0 0.0
6HLL 76+56 | 51.2 | 38.2 1.2 9.4 0.0 86.0 13.8 0.2 0.0 0.0
6HLO 85+51 | 582 | 344 1.0 6.4 0.0 91.6 8.4 0.0 0.0 0.0
A 7P00 59+51 | 620 | 33.0 0.2 4.8 0.0 93.8 6.2 0.0 0.0 0.0
TRMG 59+53 | 67.0 | 308 0.2 1.8 0.2 92.6 7.4 0.0 0.0 0.0
$rednia 73+58 | 64.8 | 30.0 0.4 4.4 0.4 87.4 11.8 0.8 0.0 0.0
minimum 54+50 | 642 | 31.8 0.2 3.8 0.0 94.2 5.8 0.0 0.0 0.0
Poréwnanie wartosci logAUC dla poszczeg6lnych wariantéw
«— wykres
prog pAff>6.0 zestaw I+l skrzypcowy
(,,skrzypce”
40— przedstawiaja N =500 (500 losowanych podzbioréw. kazdy po 10 zwigzkoéw aktywnych
gestosc rozktadu i 10*40 zwigzkow nieaktywnych)
[jadrowy Jednokierunkowa ANOVA (F = 22.42, p < 0.0001) z testem wielokrotnych porownan Sidaka,
30 estymator oznaczenia istotno$ci: ns — p > 0.05 (brak istotne;j statystycznie roznicy),
gestosci]. *-p<0.05 **-p<0.01, *** - p<0.001, p<0.001 — ****
O 9204 czerwona linia
2 oznacza
o)) A ‘ ‘ mediang)
2 10+ A A A ‘ 6ES9 | 6HLL [ 6HLO 7P00 7RMG | ¢rednia minimum
' ' 6E59
0_... ...... 6HLL *xk
6HLO ool ns
7P00 ns *k*k*k *k*k*k
-10 1 1 I ] | I 1 7RMG ns KAk KAk ns
PO DO e Srednia * ns ** il ol
bQ’ 62‘\’6?“\/ '\Q ,\Q'é_\&&\(\\@o minimum ns ool ool ns ns falaiolal
N
Y 1ogAUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej,
. srednia + odchylenie standardowe;
warianty metody ? EFfrac— znormalizowany wsp6lczynnik wzbogacenia
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Tabela 12. Srednie wartosci parametru logAUC i rozktad wartosci EFiac dla dokowan w Scenariuszu B.

Rozklad warto$ci EF;,.° przy gérnym 1% bazy [%] Rozklad warto$ci EF;..° przy gérnych 5% bazy [%]
Scenariusz | Wariant logAUC' | 0.0- | 0.1-
metody %] 01 0.2 0.2-0.3 0.3-0.4 0.4-1.0 0.0-0.1 0.1-0.2 0.2-0.3 0.3-0.4 0.4-1.0
6E59 6.1+54 | 67.2 | 254 2.6 4.2 0.6 92.0 8.0 0.0 0.0 0.0
6HLL 7.0+£57 | 496 | 36.8 3.4 8.6 1.6 85.0 15.0 0.0 0.0 0.0
6HLO 79454 | 60.0 | 304 2.2 6.4 1.0 91.6 8.0 0.4 0.0 0.0
B 7P00 53+4.9 | 75.0 | 20.6 1.8 2.0 0.6 94.8 5.2 0.0 0.0 0.0
7TRMG 54+£50 | 726 | 22.8 2.2 2.0 0.4 93.4 6.6 0.0 0.0 0.0
$rednia 6.0+50 | 66.2 | 28.2 1.8 3.8 0.0 90.8 9.2 0.0 0.0 0.0
minimum 48+49 | 754 | 20.2 2.0 1.8 0.6 95.6 4.4 0.0 0.0 0.0
Poréwnanie wartosci logAUC dla poszczeg6lnych wariantéw
«— wykres
prég pAff>6.5 zestaw I+l Ceipeont
pr’;e ds tzlvjviajq N =500 (500 losowanych podzbiorow, kazdy po 10 zwigzkoéw aktywnych
- -k A
40 gestose rozkladu i 10*40 zwiazkoéw nieaktywnych)
30- e[;?d;f;tvgr Jednokierunkowa ANOVA (F = 20.32, p < 0.0001) z testem wielokrotnych poréwnan Sidaka,
g@s{os’ci] oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),

logAUC

*_p<0.05,** —p<0.01, ***

p <0.001, p <0.001 -

*kkk

Wil

(,)Q 0 \’b (0
& d‘\’eb" “f@ e
&

warianty metody

czerwona linia

ozhacza
mediang)
6E59 6HLL 6HLO 7P00 TRMG Srednia minimum
6E59
6HLL ns
6HLO Fokokk ns
7P00 ns *kkk *kkk
7 R M G ns *kkk *kkk ns
Srednia ns ns FkFK ns ns
minimum ** *kkk *kkk ns ns **

srednia + odchylenie standardowe;

? EFfrac— znormalizowany wsp6lczynnik wzbogacenia

Y 1ogAUC - pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmiczne;,
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Parametry statystyczne dla scenariusza C przedstawiono w Tabeli 13. Srednie
wartosci logAUC dla poszczegolnych wariantow wynoszg migdzy 14.5 a 18.6 (wedlug
kryterium Jaiteha, wynik niezty lub dobry). Najlepszy wynik uzyskano dla dokowania z
wykorzystaniem struktury receptora 6HLL (logAUC = 18.6) i 6HLO (logAUC = 18.5,
réznica migdzy nimi jest niestotna statystycznie), za$ najnizsza $rednig wartos¢ logAUC
otrzymano dla 7TRMG (logAUC = 14.4). WartoscCi EFfac100 W zakresie 0.0-0.1 przypadajg dla
37.6-48.4% obserwacji, w zakresie 0.1-0.2 dla 16.0-19.8%, w zakresie 0.2-0.3 znajduje si¢
20.0-24.6% obserwacji, a 8.8-14.0% wykazuje warto$¢ w przedziale od 0.4 do 1.0. Warto$¢
EFfracs dla wigkszosci obserwacji znajduje si¢ w zakresie 0.0-0.1 (54.2-69.2%) lub 0.1-0.2
(27.8-40.0%). Przy obu EFqc, scoring z 6HLO i 6HLL daje wigkszy odsetek obserwacji w
wyzszych przedziatach.

Parametry statystyczne dla scenariusza D przedstawiono w Tabeli 14. Srednie
wartosci logAUC dla poszczegdlnych wariantdw wynosza miedzy 12.3 a 15.2 (wedlug
kryterium Jaiteha, wynik niezty lub dobry). Najlepszy wynik uzyskano dla dokowan z
wykorzystaniem struktur recpetora 6HLL i 6HLO (dla obu logAUC = 15.2), za$ najnizsza
srednig warto$¢ logAUC otrzymano dla 7RMG (logAUC = 12.3). Warto$ci EFfac100 W
zakresie 0.0-0.1 przypadaja dla 37.6-59.8% obserwacji, w zakresie 0.1-0.2 dla 13.2-19.0%,
w zakresie 0.2-0.3 znajduje si¢ 18.4-26.4% obserwacji, a 5.3-10.6% wykazuje warto$¢ w
przedziale od 0.4 do 1.0. Warto$¢ EFfacse, dla wigkszosci obserwacji znajduje si¢ w zakresie
0.0-0.1 (65.4-78.2%) lub 0.1-0.2 (19.4-27.6%). Przy obu EFyc, scoring z 6HLO i 6HLL

daje wigkszy odsetek obserwacji w wyzszych przedzialach.
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Tabela 13. Srednie wartosci parametru logAUC i rozktad wartosci EFiac dla dokowan w Scenariuszu C.

Rozklad warto$ci EF;,.° przy gérnym 1% bazy [%] Rozklad warto$ci EF;..° przy gornych 5% bazy [%]
Scenariusz | Wariant logAUC ' | 0.0- | 0.1-
metody [%] 01 0.2 0.2-0.3 0.3-0.4 0.4-1.0 0.0-0.1 0.1-0.2 0.2-0.3 0.3-04 0.4-1.0
6E59 16.2+59 | 46.8 | 15.0 23.2 6.2 8.8 54.2 40.0 5.8 0.0 0.0
6HLL 186+63 | 37.6 | 19.8 24.4 4.2 14.0 55.0 38.2 6.4 0.4 0.0
6HLO 185+59 | 394 | 19.8 24.6 5.2 11.0 57.4 36.0 6.4 0.2 0.0
C 7P00 15.7+59 | 470 | 18.2 21.6 4.0 9.2 62.8 32.8 4.0 0.4 0.0
TRMG 144+6.0 | 464 | 17.6 22.0 5.4 8.6 69.2 27.8 2.8 0.2 0.0
§rednia 174+63 | 388 | 17.8 23.4 7.4 12.6 61.8 31.6 6.2 0.4 0.0
minimum 155+58 | 484 | 18.2 20.0 4.4 9.0 66.4 29.0 4.4 0.2 0.0
Poréwnanie wartosci logAUC dla poszczeg6lnych wariantéw
«— wykres
prog pAff>6.0 zestaw I+I+lIl L iipeont
»SKIZYPee N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwigzkéw aktywnych
60— przedstawiaja i 10*40 zwiazkdéw nieaktywnych)
gestosc rozktadu
Liadrowy Jednokierunkowa ANOVA (F = 35.71, p < 0.0001) z testem wielokrotnych poréwnan
estymator . . - . . ST
40— stosci] Sidaka, oznaczenia istotnos$ci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
BeS1OSCRL, * p<0.05,**—p<0.01,*** - p< 0001, p<0.00L - ****,
S czerwona linia
= 0znacza
%’ 20+ A A L A A ‘ A mediane)
Le) v v v v v ’ v 6E59 6HLL 6HLO 7P00 TRMG §rednia minimum
6E59
(1] P FOUUUUUUPUIIN SOTY AT SO0 N 6HLL e——
6HLO ekl ns
7POO ns *k*k*k *k*k*k
—20 | T T T | T T 7 R M G *k*k*k *k*k*k *k*k*k *
PO PO 2 $rednia * * ns il ookl
6@ 62\\, 62\\’ /\Q /\Q'é 06‘\. \(Q\} minimum ns KAk Kokkk ns * KKKk
% 6.‘\0

warianty metody

Y 1ogAUC - pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmiczne;,
srednia + odchylenie standardowe;
? EFfrac— znormalizowany wsp6lczynnik wzbogacenia
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Tabela 14. Srednie wartosci parametru logAUC i rozktad wartosci EFiac dla dokowan w Scenariuszu D.

- Rozklad warto$ci EFy,.” przy gérnym 1% bazy [%] Rozklad warto$ci EF;..° przy gérnych 5% bazy [%]
Scenariusz Wariant logAUC 0.0- | 0.1-
metody [%] 01 0.2 0.2-0.3 0.3-04 | 04-10 0.0-0.1 0.1-0.2 0.2-0.3 0.3-0.4 0.4-1.0
6E59 139+6.2 | 46.8 | 164 23.6 4.8 8.4 68.8 27.6 3.6 0.0 0.0
6HLL 152+62 | 370 | 19.0 26.4 7.6 10.0 65.4 29.0 5.2 0.4 0.0
6HLO 152+63 | 472 | 134 24.0 4.8 10.6 68.6 27.8 3.4 0.2 0.0
D 7P00 13.0+£56 | 59.0 | 1338 18.4 3.2 5.6 75.8 21.2 3.0 0.0 0.0
TRMG 123+59 | 528 | 1438 22.2 3.2 7.0 74.0 22.6 3.2 0.2 0.0
$rednia 135+54 | 52.0 | 18.0 19.4 4.0 6.6 72.8 24.6 2.6 0.0 0.0
minimum 125+£55 | 59.8 | 13.2 19.4 2.2 5.4 78.2 19.4 2.4 0.0 0.0
Poréwnanie wartosci logAUC dla poszczegolnych wariantéw
«— wykres
prog pAff>6.5 zestaw I+I+lIl P
pr’;e ds tzl\jv iaja N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwigzkdéw aktywnych
- -k A
50 gestodc rozkladu i 10*40 zwiazkoéw nieaktywnych)
40- e[;?d;f;tvgr Jednokierunkowa ANOVA (F = 20.70, p < 0.0001 ) z testem wiclokrotnych poréwnan
¥[ L Sidaka, oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie roznicy),
30- gestoscil, * ~p<0.05,** —p< 001, ***—p<0.00L,p<0.001 - ****,
(&) czerwona linia
= | 0znacza
% 20 A A A ‘ A mediang)
o 6E59 6HLL 6HLO 7P00 7TRMG $rednia minimum
10- ' v \/ ' ' 6E59
6HLL **
0 6HLO ** ns
7P00 ns *k*k*k *k*k*k
-10 1 1 1 1 TRMG falalal ool falalell ns
> O S O O (\\0 0(0 $rednia ns il il ns *
& & RS R ,\Q'\“\*e,b {\(@ minimum > e e ns ns ns
2" N

warianty metody

Y 1ogAUC - pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmiczne;,
srednia = odchylenie standardowe;
? EFfrac — znormalizowany wspétezynnik wzbogacenia
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Otrzymane wartosci logAUC we wszystkich scenariuszach sg stosunkowo niskie.
Maksymalna teoretycznie mozliwa warto$¢ logAUC wynosi okoto 86. W niniejszym badaniu
otrzymano najwyzsza $rednig warto$¢ logAUC réwng 18.6 (wedlug kryterium Jaiteha, wynik
dobry), dla Scenariusza C, w korym pAff > 6.0 i testowano zestaw sktadajacy si¢ ze Zbiorow
I 111 III. Pokazuje to, ze w naszym eksperymencie Vina wzglednie stabo radzi sobie z
odroznianiem zwiazkow nieaktywnych od aktywnych.

Nizsze (,,gorsze”; stabe wedlug kryterium Jaiteha) wartosci logAUC otrzymano w
scenariuszach, w ktérych do przesiewu brano ,trudniejszy” zestaw testowy skladajacy si¢
tylko ze Zbiorow I i II. Rozszerzenie zestawu testowego o zwigzki ze Zbioru III skutkowato
okoto 2-3-krotnym wzrostem wartosci logAUC (wyniki w kategoriach niezty lub dobry
wedlug kryterium Jaiteha). Wynika to z faktu, ze w Zbiorach | i II sg zwigzki, ktore sg
podobne do ligandéw NKIR, a w Zbiorze Ill sg rézne ligandy, czg¢sto nieprzypominajgce
ligandow NKI1R. Stad AutoDock Vina majac wiecej ligandow, ktére nie sg podobne do
ligandow NKI1R, myli si¢ rzadzie;j.

Wyzsze (,,lepsze”) wartosci logAUC otrzymano w scenariuszach, gdy prog odcigcia
byt rowny 6.0. W przypadku, gdy prog odcigcia pAff = 6.0 klasyfikator uznaje za nieaktywne
zwigzki o powinowactwie gorszym niz 1uM, a w przypadku pAff = 6.5 jako nieaktywne
klasyfikowane sg juz zwigzki z powinowactwem powyzej 0.3 uM. Ta druga sytuacja jest w
oczywisty sposob ,,trudniejszym” testem dla scoringu.

Najwyzsze (,,najlepsze”) wartosci logAUC we wszystkich scenariuszach otrzymano
dla scoringéw z dokowan do struktur 6HLL i 6HLO. W kazdym scenariuszu réznice $rednich
pomiedzy tymi dwoma strukturami sg nieistotne statystycznie. Wskazuje to, ze oba te
warianty (przy pigciuset probach) sa tak samo skuteczne w przesiewaniu. Ich wyzsza
skuteczno$¢ w poréwnaniu do pozostatych wariantow moze by¢ zwigzana z tym, ze sg to
struktury zwigzane z antagonistami NK1R, i by¢ moze konformacje receptora uchwycone w
6HLL i 6HLO sg konformacjami natywnymi dla wiekszej grupy ligandow w bazie ChREMBL.

Najnizsze (,,najgorsze”) wartosci logAUC otrzymano dla struktur 7RMG i 7P00, ktore
sg strukturami receptora zwigzanego z agonistg peptydowym (konformacja receptora jest w
stanie aktywowanym) [24]. W wigkszoséci scenariuszy roznice $rednich pomiedzy tymi
dwoma strukturami sg nieistotne statystycznie (p > 0.05), co moze odzwierciedla¢
podobienstwo konformacyjne obu wariantow. Ich nizsza skuteczno$¢ w tym testowaniu wigze
si¢ prawdopodobnie z tym, ze wigkszos¢ zwigzkow w bazie ChEMBL jest antagonistami

NK1R.
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Wyniki tego eksperymentu sugeruja, ze do przesiewu wirtualnego antagonistow
powinno stosowac si¢ raczej struktury 6HLO lub 6HLL. Wydaje si¢, ze warto bytoby zbada¢
skuteczno$¢ funkcji oceniajacej dla agonistow, jednakze istnieje mato znanych agonistow (nie
liczac peptydowych) i wymagatoby to oddzielnego systematycznego badania.

Obserwowane we wszystkich scenariuszach stosunkowo relatywnie duze odchylenia
standardowe logAUC podkreslajag konieczno$¢ randomizacji zbiorow testowych, dla

wiarygodnego szacowania roznic pomi¢dzy wariantami metod wirtualnego przesiewania.

IV.5.Opracowanie funkcji oceniajacych specyficznych dla
receptora NK1

Jak wykazono w poprzednim rozdziale, domyslna funkcja oceniajagca programu
AutoDock Vina nie najlepiej radzi sobie w szacowaniu energii wigzania ligandow z NKIR i
odroznianiu zwigzkow aktywnych od nieaktywnych, wykazujac wzglednie niskg moc
przesiewania. Odzwierciedlone to jest w niskich wartosciach logAUC przypadajacych do
kategorii ,,staby” wedlug kryterium Jaitcha w przypadku trudniejszych scenariuszy
testowych, lub ,,niezly” i czasami ,,dobry” w przypadku tatwiejszych scenariuszy testowych.
W zwigzku z tym podjetam probe opracowania nowych funkcji oceniajgcych, specyficznych
dla receptora NK1, ktore bedzie mozna wykorzystywa¢ do ponownej oceny (rescoringu)
wynikow dokowania W celu poprawy jakosci klasyfikacji. Specyficzno$¢ moich funkcji dla
NKIR, chciatam uzyska¢ dzieki trenowaniu tych funkcji na eksperymentalnych danych o
powinowactwie wobec NKI1R. Trenowanie nowych funkcji przeprowadzono za pomoca
zestawu skryptow VinaTuner opracowanych w ZN IMDIK PAN przez dr. hab. Piotra
Lipinskiego.

Przebieg tego badania byt nast¢pujacy:

TRENOWANIE

1. dokowatam ligandy z odpowiednich zbioréw treningowych (opisane ponizej) do

wybranych struktur NK1R (opisane ponizej),

2. uzyskiwatam sktadowe scoringu dla poz o najnizszej energii (por. Réwnanie 3-5),

3. dostrajatam wagi funkcji (por. Tabela 3) do danych eksperymentalnych za pomoca

skryptow VinaTuner, [ten krok powtarzany byt wielokrotnie dla roznych parametrow

skryptow, por. Rodziat V11.8,]

4. wybieratam najlepszych 5 funkcji z kazdego przebiegu do walidaciji,
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WALIDACJA
5. dokowatam ligandy z odpowiednich zbioréw testowych (opisane ponizej),
6. dokonywatam rescoringu ligandéw testowych za pomocg nowych funkcji,
7. sortowatam list¢ rankingowa wedlug energii wigzania przewidywanych za pomoca
nowych funkgji,
8. przypisywatam zadokowanym ligandom kategori¢ aktywny/nieaktywny (na
podstawie danych eksperymentalnych),

9. dla posortowanego rankingu obliczalam metryki sukcesu (opisane ponizej).

Trenowanie nowych funkcji przeprowadzono poczatkowo na Zbiorze | jako zestawie
treningowym, wedhug scenariuszy trenowania T1-T3 podsumowanych w Tabeli 15.

Zaleta Zbioru I jako zbioru do trenowania funkcji jest jego homogenne pochodzenie.
Wszystkie wyniki uzyskano w jednym laboratorium, wedtug jednego protokotu i na tym
samym materiale blonowym. Ostatnio wskazano, ze duze zbiory danych biologicznych 0
heterogennym pochodzeniu posiadajg bardzo wysoki poziom ,,szumu” informacyjnego [299],
ktory moze negatywnie wptywac na jako$¢ trenowania metod in silico.

Poniewaz podczas badania skutecznosci funkcji oceniajacej AutoDock Vina najlepsze
wyniki uzyskano dla dokowania do struktur 6HLO i 6HLL, w trenowaniu jako poz¢ wigzaca
ligandow wybrano poze o najnizszej energii ze zbioru péz z dokowania do wszystkich
struktur NKI1R, poze o najnizszej energii z dokowania do struktury 6HLO lub poze o
najnizszej energii z dokowania do struktury 6HLL.

Trenowanie, polegajace na dostrajeniu wag funkcji przeprowadzono za pomoca
algorytmu genetycznego zaprogramowanego w zestawie skryptow VinaTuner. Celem
dostrajania bylo uzyskanie jak najnizszej wartosci Sredniego bledu bezwzglednego (MAE,
ang. Mean Absolute Error) migdzy predykcja entalpii swobodnej wigzania uzyskang za
pomocg nowych funkcji a danymi eksperymentalnymi. Wybrane funkcje zostaty uzyte do
rescoringu na zbiorze walidacyjnym. Walidacje przeprowadzono wedtug roznych scenariuszy
(W1-W4), opisanych w Tabeli 15, uwzgledniajac rdézne zestawy walidacyjne oraz progi
odcigcia pAff aktywny/nieaktywny. Zbidr testowy byl randomizowany, wygenerowano
pigéset podzbiorow o proporcji 10/400 aktywnych/nieaktywnych zwiazkoéw. Miarg sukcesu
nowych funkcji w eksperymencie walidacyjnym byty wartosci logAUC przesiewu
wirtualnego. Poréwnanie z wartosciami dla oryginalnej funkcji AutoDock Vina
przeprowadzono z uzyciem jednokierunkowej ANOVY z testem wielokrotnych porownan

Dunnetta (wynik funkcji oryginalnej jako ,,kontrola”).
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W Tabelach 16-27 przedstawiono dziesi¢¢ najlepszych (gérnych pozycji) funkcji
wytrenowanych w danym scenariuszu (T1-T3) w porownaniu do funkcji oryginalnej
AutoDock Vina i walidowanych wedlug danego scenariusza (W1-W4).

Parametry statystyczne dla trenowania wedlug scenariusza T1 (gdzie jako poze
wigzacg ligandow wybrano poze¢ o najnizszej energii ze zbioru poéz z dokowania do
wszystkich struktur NK1R) przedstawiono w Tabelach 16-19. Poprawa skuteczno$ci nowych
funkcji (wzrost wartosci logAUC dla najlepszych funkcji o okoto 3.0 jednostki; okoto 50%)
wzgledem oryginalnej funkcji oceniajacej jest zauwazalna w scenariuszach walidacji W1
oraz W2, w ktorych jako zestaw walidacyjny uzywano wylosowanego podzbioru ze Zbioru
II. Dla progu odcigcia pAff = 6.0 wartosci logAUC byt nieznacznie wyzsze. Oryginalna
funkcja AutoDock Vina zajmowata stosunkowo niskie pozycje w rankingu logAUC
(odpowiednio 339 i 236). Mimo wyraznej (w skali wzglednej) poprawy parametru logAUC,
warto$ci metryki dla najlepszych funkcji przypadaja jednak w kategorii ,,staby” wedlug
kryterium Jaiteha. Nieznaczng poprawe wzgledem oryginalnej funkcji AutoDock Vina
(wzrost wartosci logAUC o okoto 2.0 jednostki, czyli okoto 15%) zaobserwowaé mozna W
przypadku scenariuszy walidacji W3 oraz W4, w ktorych jako zestaw walidacyjny uzywano
wylosowanych podzbioréw ze Zbioréw II i III. W tych scenariuszach oryginalna funkcja
zajmuje 144 i 120 pozycje w rankingu logAUC. W scenariuszu T1W3, najlepsze funkcje sg
na granicy kategorii ,,dobry/bardzo dobry” (wedlug kryterium Jaiteha), za§ w TIW4 sg w
kategorii ,,dobry”. Trzy funkcje z rodziny T1 (NF-T1-1484, NF-T1-1486 i NF-T1-1219)
pojawily sie w gornej dziesigtce rankingu w kazdym scenariuszu walidacji (W1-W4).

Parametry statystyczne dla trenowania wedtug scenariusza T2 (w trenowaniu jako
poz¢ wigzacg ligandow wybrano poze o najnizszej energii z dokowania do struktury 6HLO)
zamieszczono w Tabelach 20-23. Dla scenariuszy walidacji W1 oraz W2 (walidacja na
wylosowanyn podzbiorze ze Zbioru Il) obserwowany jest wzrost skutecznosci nowych
funkcji o okoto 30% (wzrost warto$ci logAUC o okoto 2.0-3.0 jednostki) wzglgdem funkcji
oryginalnej, co wystarcza do osiggniecia kategorii ,,dobry” wedlug kryterium Jaiteha. W obu
tych scenariuszach oryginalna funkcja zajmuje 176 pozycje w rankingu logAUC (kategoria
,»staby” wedlug Jaiteha). Podobnie, jak w wyzej opisanym przypadku testowania nowych
funkcji w scenariuszach walidacji W3 i1 W4, zauwazy¢ mozna mniejsza wzgledng poprawe
skutecznosci nowych funkcji (wzrost wartosci logAUC o okoto 15%, czyli o okoto 2.5
jednostki) wzgledem funkcji oryginalnej. Nie skutkuje to zmiang kategorii wedtug kryterium
Jaiteha, nawet dla najlepszych funkcji. W scenariuszach tych oryginalna funkcja zajmuje

odpowiednio 178 (kategoria ,,bardzo dobry” wedtug Jaiteha) i 156 (kategoria ,,dobry” wedtug

120



Jaiteha) pozycje w rankingu logAUC. Dwie funkcje z rodziny T2 (NF-T2-1136 oraz NF-T2-
1462) pojawily si¢ w gornej dziesigtce rankingu w kazdym scenariuszu walidacji (W1-W4).

Parametry statystyczne dla trenowania wedtug scenariusza T3 (w trenowaniu jako
poze wigzaca ligandow wybrano poze o najnizszej energii z dokowania do struktury 6HLL)
przedstawiono w Tabelach 24-27. Umiarkowang poprawe skuteczno$ci nowoopracowanych
funkcji wzgledem oryginalnej funkcji mozna zaobserwowaé¢ W scenariuszu W1 (wzrost
wartosci logAUC o okoto 23%; 0 2.0 jednostki). W przypadku najlepszych funkcji skutkuje
to zmiang kategorii wedlug kryterium Jaitecha z ,staby” na ,niezty”. W przypadku
scenariusza walidacji W2 tylko dla dwoch pierwszych funkcji w rankingu logAUC
zaobserwowano statystycznie istotng roéznicg w porownaniu do oryginalnej funkcji VINY
(NF-T3-1283, NF-T3-1285; poprawa logAUC o0 okoto 1.5 jednostki). Dla walidacji w
scenariuszu W3 i W4 maksymalny wzrost wartosci logAUC wzgledem wartosci dla
oryginalnej funkcji wynosi okoto 11% (okoto 1.5-2.0 jednostek). Dla tych walidacji jedynie
pierwsze osiem (W3) lub pierwsze szes¢ (W4) nowych funkcji uszeregowanych w rankingu
logAUC rézni si¢ istotnie statystycznie od funkcji oryginalnej. W T3W3 zaréwno funkcja
oryginalna, jak i najlepsze funkcje trenowane daja wyniki nalezace do kategorii ,,bardzo
dobry” wedlug kryterium Jaiteha. Podobnie w T3W4, zaréwno funkcja wyjsciowa jak i
funkcje modyfikowane mozna okresli¢ jako ,,dobre” wedtug kryterium Jaiteha.

Wyniki te wskazuja, ze otrzymane w trenowaniu T3 funkcje w wigkszosci
przypadkéw W poszczegdlnych scenariuszach walidacji zblizone sg skuteczno$cig do funkcji
oryginalnej (oryginalna funkcja zajmuje odpowiednio pozycje: W1 — 113, W2 — 14, W3 — 33,
W4 — 20 w rankingu logAUC).

Dwie funkcje z rodziny T3 (NF-T3-1283 i NF-T3-1285), we wszystkich

scenariuszach walidacji, zajmujg dwa pierwsze miejsca rankingowe.
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Tabela 15. Scenariusze trenowania i walidacji funkcji rescoringowych (trenowanie z wykorzystaniem wytgcznie Zestawu I) .

Scenariusz , Ca . Zestaw danych Scenariusz Zestawy danych do Prog odcigcia pAff Wyniki w
KOD trenowania Wybér pozy wiazacej ligandow do trenowa)r/ﬂa walidacji wglidac}/i aktyv%ny—n?eaktgwny 'Iyabeli
TiW1 Poza o najnizszej energii ze zbioru W1 Wylosowa_ne podzbiory 6.0 16
T1W2 T1 poz z dokowanta do wszystkich W2 Zbioru I 6.5 17
T1W3 struktur NK1R W3 Wylosowane podzbiory 6.0 18
T1iW4 W4 Zbiorow Il + 111 6.5 19
T2W1 W1 Wylosowane podzbiory 6.0 20
T2W2 T Poza o najnizszej energii z Zbior | W2 Zbioru Il 6.5 21
T2W3 dokowania do struktury 6HLO W3 Wylosowane podzbiory 6.0 22
T2W4 W4 Zbiorow Il + 111 6.5 23
3wl W1 Wylosowane podzbiory 6.0 24
T3W?2 T3 Poza o najnizszej energii z W2 Zbiorow I 6.5 25
T3W3 dokowania do struktury 6HLL W3 Wylosowane podzbiory 6.0 26
T3W4 W4 Zbiorow Il + 111 6.5 27

T pAff — ujemny logarytm powinowactwa eksperymentalnego (prog odciecia pAff = 6.0 oznacza, ze zwiazki o aktywnosci pAff < 6.0 (1 tM) uznawane sa za nieaktywne)
2500 podzbiordw po 410 ligandow (w tym: 10/400 aktywnych/nieaktywnych)
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Tabela 16. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T1 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W1
(TIW1). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkgcji |Og,§\UC MAE . WyKkres gestosci rozktadu logAUC
[%0] (trenowanie) W, W, Wy Ws W W

1. NF-T1-1486 9.5+£52 2.2 -0.03337 | -0.00276 | 0.60640 | -0.00669 | -0.05064 | 0.05204 scenariusz TIW1

2. NF-T1-1484 9.4+5.3 2.1 -0.02931 | -0.00308 | 0.60640 | -0.00718 | -0.05064 | 0.05204

3. NF-T1-1361 92+54 2.1 -0.03034 | -0.00325 | 0.74279 | -0.01327 | -0.06249 | 0.06053 407

4. NF-T1-1219 9.2+5.0 2.1 -0.03259 | -0.00261 | 0.64492 | -0.00712 | -0.08096 | 0.04395 304

5. NF-T1-1292 9.1+5.1 2.2 -0.03428 | -0.00294 | 0.76324 | -0.00710 | -0.11789 | 0.05556 | , 204

6. NF-T1-1499 9.1+5.0 2.1 -0.02412 | -0.00336 | 0.63957 | -0.00494 | -0.06440 | 0.04681 | Z

7. NF-T1-1359 9.1+£52 2.1 -0.02635 | -0.00325 | 0.74279 | -0.01327 | -0.05242 | 0.06053 g 104

8. NF-T1-1032 9.0£5.0 2.0 -0.03116 | -0.00307 | 0.78408 | -0.00612 | -0.11831 | 0.04940 o4 V- V. V. V. V.V VNNV

9. NF-T1-1037 9.0+5.1 2.1 -0.03177 | -0.00343 | 0.68667 | -0.00076 | -0.03535 | 0.05466

10. | NF-T1-1204 | 9.0%5.1 22 -0.03380 | -0.00252 | 0.72000 | -0.008%0 | -0.16738 | 008556 | "~ T T o T T T
339. | VINA 6.3+46 5.7 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 o ~:,\~f‘\<j\,\ “;'\‘,\ ‘f\ :\ “jii Q:’\ f\ P

Porownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkeji wobec funkcji orygnialnej (VINA) FFEEEEEEEEE
=500 (500 losowanych podzbioroéw, kazdy po 10 zwigzkoéw aktywnych i 10*40 zwigzkdéw nieaktywnych) funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, czerowna linia —mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie roznicy),
* _p<0.,05,** —p<0.01,** _p<0.00L,p <0001 ****
Vs NF-T1-1486 | NF-T1-1484 | NF-T1-1361 | NF-T1-1219 | NF-T1-1292 | NF-T1-1499 | NF-T1-1359 | NF-T1-1032 | NF-T1-1037 | NF-T1-1294

VI NA *kk%k *k*k%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

Tlog AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe;

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym; > wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 17. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T1 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W2
(TIW2). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wy Wy W3 W, Ws Wg

1. NF-T1-1485 8.3+5.1 2.1 -0.03282 | -0.00286 | 0.63402 | -0.00327 | -0.04338 | 0.03624

2. | NF-T1-1486 | 83+5.2 2.2 -0.03337 | -0.00276 | 0.60640 | -0.00669 | -0.05064 | 0.05204 scenariusz T1W2

3. NF-T1-1483 82+5.1 2.1 -0.02836 | -0.00292 | 0.61409 | -0.00255 | -0.03355 | 0.03624 40-

4, NF-T1-1063 82+5.0 2.1 -0.02792 | -0.00306 | 0.64352 | -0.00122 | -0.04314 | 0.03671 30

5. NF-T1-1219 82+5.1 2.1 -0.03259 | -0.00261 | 0.64492 | -0.00712 | -0.08096 | 0.04395

6. NF-T1-1484 8.1+£52 2.1 -0.02931 | -0.00308 | 0.60640 | -0.00718 | -0.05064 | 0.05204 ‘é e

7. NF-T1-1380 8.1+£5.0 2.1 -0.03284 | -0.00282 | 0.79120 | -0.00064 | -0.02987 | 0.03268 | § 4o- A A

8. NF-T1-1037 8.1+£5.0 2.1 -0.03177 | -0.00343 | 0.68667 | -0.00076 | -0.03535 | 0.05466 7 !

9. NF-T1-1384 8.1+£5.0 2.0 -0.03284 | -0.00247 | 0.82042 | -0.00082 | -0.06470 | 0.03268 Ty ey yrveeyryy
10. | NF-T1-1499 8.0+5.1 2.1 -0.02412 | -0.00336 | 0.63957 | -0.00494 | -0.06440 | 0.04681 Ar————F——T—"T—T"T—
236. VINA 55+4.8 5.7 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 gh"’\@b %""Nb"" r\,\q n;b° Q'\(x,‘b @q\e“

Porownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) & :i'< '; ;Q :&2« ‘g'\ é‘« s(‘\;;ﬁ;;‘\“‘
=500 (500 losowanych podzbioroéw, kazdy po 10 zwigzkoéw aktywnych i 10*40 zwigzkdéw nieaktywnych) funkeja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie roznicy),
*—p<0.05*-p<0.01, *** —p<0.001, p<0.001 — ****,
VS NF-T1-1485 | NF-T1-1486 | NF-T1-1483 | NF-T1-1063 | NF-T1-1219 | NF-T1-1484 | NF-T1-1380 | NF-T1-1037 | NF-T1-1384 | NF-T1-1499

VI NA *kk*k *khkk*k *kk*k *kkk *kkk *kkk *kk*k *kkk *kkk *kkk

Tlog AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe;

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym; * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 18. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T1 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W3
(TIW3). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
W, W, W3 Wy Ws Ws

1. NF-T1-1038 | 20.0+5.7 2.2 -0.02914 | -0.00221 | 0.68408 | -0.01840 | -0.17410 | 0.05118

2. | NF-T1-1162 | 20.0£5.6 2.2 -0.02801 | -0.00244 | 0.58991 | -0.01395 | -0.16544 | 0.04604 scenariusz TIW3

3. NF-T1-1219 | 19.8+5.7 2.1 -0.03259 | -0.00261 | 0.64492 | -0.00712 | -0.08096 | 0.04395 50

4, NF-T1-1486 | 19.7+5.8 2.2 -0.03337 | -0.00276 | 0.60640 | -0.00669 | -0.05064 | 0.05204 %0

5. NF-T1-1484 | 19.4+5.7 2.2 -0.02931 | -0.00308 | 0.60640 | -0.00718 | -0.05064 | 0.05204

6. NF-T1-1470 | 19.3+5.6 2.2 -0.01351 | -0.00232 | 0.38148 | -0.02841 | -0.33539 | 0.04829 9 30-

7. NF-T1-1485 | 19.3+5.7 2.2 -0.03282 | -0.00286 | 0.63402 | -0.00327 | -0.04338 | 0.03624 é’ 204

8. NF-T1-1214 | 19.3+55 2.2 -0.01598 | -0.00320 | 0.49843 | -0.01181 | -0.12056 | 0.04328

9. NF-T1-1120 | 19.2+5.3 2.1 -0.02167 | -0.00223 | 0.81669 | -0.01742 | -0.00573 | 0.02216 10

10. | NF-T1-1131 | 19.1+56 2.2 -0.02020 | -0.00291 | 0.69428 | -0.01918 | -0.23950 | 0.05393 P
140. VINA 174+57 5.7 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 &2 & @ © q’,\b‘ o> (5\\‘\7.

Poréwnanie wartosci logAUC dla poszczegdlnych funkcji wobec funkeji orygnialnej (VINA) N .g'\'\ &N .\\’\ /\\!\ «\1\ .\'\"\ &N ,\'\"‘ .\N"\ S
N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwigzkéw aktywnych i 10*40 zwigzkéw nieaktywnych) FEEFEEEE S
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta,
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie roznicy), czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
*—p<0.05 **-p<0.01, *** - p<0.001, p<0.001 — ****
VS NF-T1-1038 | NF-T1-1162 | NF-T1-1219 | NF-T1-1486 | NF-T1-1484 | NF-T1-1470 | NF-T1-1485 | NF-T1-1214 | NF-T1-1120 | NF-T1-1131

VI NA *kk*k *kk*k *kk*k *kkk *kkk *kkk *kk*k *kkk *kkk *kkk

Tlog AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; > MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym; * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.

125



Tabela 19. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T1 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W4
(TIW4). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wy W, W3 Wy Ws We
1. NF-T1-1485 | 159+5.6 2.2 -0.03282 | -0.00286 | 0.63402 | -0.00327 | -0.04338 | 0.03624 .
scenariusz T1W4
2. NF-T1-1219 | 159+£5.5 2.1 -0.03259 | -0.00261 | 0.64492 | -0.00712 | -0.08096 | 0.04395
3. | NF-T1-1162 | 15953 22 -0.02801 | -0.00244 | 0.58991 | -0.01395 | -0.16544 | 0.04604 %07
4, NF-T1-1486 | 15.7+5.6 2.2 -0.03337 | -0.00276 | 0.60640 | -0.00669 | -0.05064 | 0.05204 40+
5. NF-T1-1483 | 15.6+5.5 2.1 -0.02836 | -0.00292 | 0.61409 | -0.00255 | -0.03355 | 0.03624 o 307
6. NF-T1-1229 | 15.6£5.6 2.1 -0.03851 | -0.00221 | 0.71683 | -0.00169 | -0.04632 | 0.02976 Z 204 ‘
7. NF-T1-1094 | 15.5+£5.5 2.2 -0.02811 | -0.00263 | 0.35449 | -0.00544 | -0.15728 | 0.03905 g 104 '
8. NF-T1-1038 | 15.5+5.3 2.2 -0.02914 | -0.00221 | 0.68408 | -0.01840 | -0.17410 | 0.05118
9. NF-T1-1484 | 155+5.6 2.2 -0.02931 | -0.00308 | 0.60640 | -0.00718 | -0.05064 | 0.05204 07
10. NF-T1-1214 154+£53 2.2 -0.01598 | -0.00320 | 0.49843 | -0.01181 | -0.12056 | 0.04328 AT T T L —
122. | VINA 140+52 5.7 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 Fit S 1P S
Poréwnanie warto$ci logAUC dla poszczegolnych funkeji wobec funkcji orygnialnej (VINA) $5§5§5§5§5§5§<5§5§5§5\'

N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwigzkoéw aktywnych i 10*40 zwigzkdéw nieaktywnych) funkca
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),

*_p<0.05, **—p<0.01, ***—p <0.001, p<0.001 — ****
vs | NF-T1-1485 | NF-T1-1219 | NF-T1-1162 | NF-T1-1486 | NF-T1-1483 | NF-T1-1229 | NF-T1-1094 | NF-T1-1038 | NF-T1-1484 | NF-T1-1214
VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *kk *kk

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 20. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T2 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W1
(T2W1). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wy W, Ws Wy Ws We
1. NF-T2-1136 | 12.6=6.0 2.3 -0.03107 | -0.00246 | 0.77437 | -0.02239 | -0.31375 | 0.05472 .
scenariusz T2W1

2. NF-T2-1342 | 12.2+£57 2.2 -0.02899 | -0.00351 | 0.66829 | -0.01180 | -0.16138 | 0.05752

3. [ NF-T2-1123 | 12.1+57 2.2 -0.02527 | -0.00351 | 0.75289 | -0.01291 | -0.25277 | 0.05844 407

4. NF-T2-1464 | 12.1£6.2 2.3 -0.02335 | -0.00302 | 0.95409 | -0.02008 | -0.40268 | 0.04618 304

5. NF-T2-1465 | 12.1£59 2.3 -0.03535 | -0.00266 | 0.83419 | -0.02105 | -0.42026 | 0.05976 0 2.

6. NF-T2-1111 | 12.1£6.0 2.3 -0.02458 | -0.00295 | 0.71132 | -0.02797 | -0.33116 | 0.06638 2

7. NF-T2-1462 | 12.1£6.2 2.3 -0.02335 | -0.00302 | 0.94170 | -0.02008 | -0.40268 | 0.04618 2 10

8. NF-T2-1113 | 12.1£59 2.3 -0.02458 | -0.00294 | 0.68807 | -0.02684 | -0.33116 | 0.06638

9. | NF-T2-1035 | 12.0£6.0 2.2 -0.03058 | -0.00332 | 1.06143 | -0.01141 | -0.38519 | 0.04858 S A
10. | NF-T2-1270 | 12.0+5.9 2.3 -0.02696 | -0.00326 | 0.87365 | -0.02043 | -0.42618 | 0.05620 Ar——TTTT T T T
176. VINA 9.4+5.0 4.5 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 ,{‘:b'\.-._,b“" ARG ,\J\"\@";\\"’\@? N,;\“\\\‘\?‘

Poréwnanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkeji orygnialnej (VINA) Q;\";‘,\";:&"';{\"’;:\"‘;(‘,\";:&q’;,&q’;‘,@’;‘{\""
N = 500 (500 losowanych podzbiorow, kazdy po 10 zwiazkéw aktywnych i 10*40 zwiazkéw nieaktywnych) TESSES ‘: i A
unkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
*-p<0.05,**-p<0.01, *** - p<0.001, p<0.001 — ****
vs | NF-T2-1136 | NF-T2-1342 | NF-T2-1123 | NF-T2-1464 | NF-T2-1465 | NF-T2-1111 | NF-T2-1462 | NF-T2-1113 | NF-T2-1035 | NF-T2-1270

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 21. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T2 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W2
(T2W2). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wi W, Wj W, Wi W

1. NF-T2-1035 | 10.2+59 2.2 -0.03058 | -0.00332 | 1.06143 | -0.01141 | -0.38519 | 0.04858 scenariusz T2W2

2. NF-T2-1342 | 10.0+54 2.2 -0.02899 | -0.00351 | 0.66829 | -0.01180 | -0.16138 | 0.05752

3. NF-T2-1464 | 9.9+5.9 2.3 -0.02335 | -0.00302 | 0.95409 | -0.02008 | -0.40268 | 0.04618 407

4. NF-T2-1123 99+54 2.2 -0.02527 | -0.00351 | 0.75289 | -0.01291 | -0.25277 | 0.05844 304

5. NF-T2-1462 99+59 2.3 -0.02335 | -0.00302 | 0.94170 | -0.02008 | -0.40268 | 0.04618

6. NF-T2-1136 99+56 2.3 -0.03107 | -0.00246 | 0.77437 | -0.02239 | -0.31375 | 0.05472 ‘é 207

7. NF-T2-1122 9.7+5.6 2.2 -0.04572 | -0.00194 | 0.80105 | -0.00919 | -0.30539 | 0.04674 & 10- ‘ ‘ ‘

8. NF-T2-1019 9.7+£59 2.2 -0.01662 | -0.00324 | 0.77694 | -0.01455 | -0.23422 | 0.03341 ' '

9. NF-T2-1272 9.6 5.7 2.3 -0.02608 | -0.00311 | 0.87365 | -0.01947 | -0.43110 | 0.05620 S I I A R A A A A B
10. | NF-T2-1270 9.6+£5.6 2.3 -0.02696 | -0.00326 | 0.87365 | -0.02043 | -0.42618 | 0.05620 T
176. VINA 8.0+5.2 45 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 R L R R AR R q:\'lr '{’\%\t\v-

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) ,(V\/\‘V PN 41:"4»'"4»"‘ S
N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwigzkoéw aktywnych i 10*40 zwigzkdéw nieaktywnych) FEFFEEEEEEE
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, . ) ) )
.. . . . . L. czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
*-p<0.05**-p<0.01, ** —p<0.001, p<0.001 — ****
Vs NF-T2-1035 | NF-T2-1342 | NF-T2-1464 | NF-T2-1123 | NF-T2-1462 | NF-T2-1136 | NF-T2-1122 | NF-T2-1019 | NF-T2-1272 | NF-T2-1270

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 22. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T2 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W3
(T2W3). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
A W, Ws Wy Ws We

1. NF-T2-1136 | 23.7+6.2 2.3 -0.03107 | -0.00246 | 0.77437 | -0.02239 | -0.31375 | 0.05472 .

2. | NF-T2-1319 | 23.1£509 2.2 -0.05966 | -0.00137 | 0.68582 | -0.01856 | -0.31237 | 0.06138 scenariusz T2W3

3. | NF-T2-1374 | 23.0+62 23 -0.02264 | -0.00289 | 0.77778 | -0.02866 | -0.44487 | 0.05672 507

4. NF-T2-1376 | 23.0+6.2 2.3 -0.02306 | -0.00289 | 0.77778 | -0.02866 | -0.44487 | 0.05672 40-

5. NF-T2-1110 | 23.0+6.0 2.3 -0.03448 | -0.00200 | 0.76107 | -0.03053 | -0.44546 | 0.05724 o

6. NF-T2-1318 | 23.0£5.9 2.2 -0.05815 | -0.00142 | 0.63715 | -0.01856 | -0.31237 | 0.06138 2 307

7. NF-T2-1465 | 22.9+6.2 2.3 -0.03535 | -0.00266 | 0.83419 | -0.02105 | -0.42026 | 0.05976 3’ 204

8. NF-T2-1462 | 22.9+6.3 2.3 -0.02335 | -0.00302 | 0.94170 | -0.02008 | -0.40268 | 0.04618

9. NF-T2-1342 | 22.9+6.1 2.2 -0.02899 | -0.00351 | 0.66829 | -0.01180 | -0.16138 | 0.05752 107

10. | NF-T2-1111 | 229+6.3 2.3 -0.02458 | -0.00295 | 0.71132 | -0.02797 | -0.33116 | 0.06638 o —
178. VINA 20.5+5.8 45 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 ,\'b“ ,,_,@(;\"‘ A° “\Q'\ '&,\h@,\b?’q' ,bbi" 4\@

Poréwnanie warto$ci logAUC dla poszczegolnych funkeji wobec funkeji orygnialnej (VINA) Q«""Q«"' 0{0 v «"' ,(1, «"' «"' «'V
=500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwiazkéw aktywnych i 10*40 zwiazkéw nieaktywnych) s
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
*_p<0.05, **—p<0.01, ***—p <0.001, p<0.001 — ****
vs | NF-T2-1136 | NF-T2-1319 | NF-T2-1374 | NF-T2-1376 | NF-T2-1110 | NF-T2-1318 | NF-T2-1465 | NF-T2-1462 | NF-T2-1342 | NF-T2-1111

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia = odchylenie standardowe;

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 23. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T2 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W4
(T2W4). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wy W, Ws Wy Ws We
1. NF-T2-1464 | 19.2+64 2.3 -0.02335 | -0.00302 | 0.95409 | -0.02008 | -0.40268 | 0.04618 scenariusz T2Wa4
2. NF-T2-1035 | 19.2+6.5 2.2 -0.03058 | -0.00332 | 1.06143 | -0.01141 | -0.38519 | 0.04858
3. NF-T2-1462 | 19.2+64 2.3 -0.02335 | -0.00302 | 0.94170 | -0.02008 | -0.40268 | 0.04618 507
4. NF-T2-1019 | 19.1+£6.3 2.2 -0.01662 | -0.00324 | 0.77694 | -0.01455 | -0.23422 | 0.03341 40-
5. NF-T2-1017 | 18.9+6.3 2.2 -0.01662 | -0.00350 | 0.77694 | -0.01455 | -0.23422 | 0.03341 O 30
6. NF-T2-1381 | 18.8+6.4 2.2 -0.02491 | -0.00307 | 0.95804 | -0.01523 | -0.41114 | 0.03762 2
7. NF-T2-1196 | 18.8+6.3 2.2 -0.01603 | -0.00326 | 0.80562 | -0.01518 | -0.34034 | 0.03831 8 20
8. NF-T2-1136 18.746.0 2.3 -0.03107 | -0.00246 | 0.77437 | -0.02239 | -0.31375 | 0.05472 10-
9. NF-T2-1122 | 18.6£6.2 2.2 -0.04572 | -0.00194 | 0.80105 | -0.00919 | -0.30539 | 0.04674
10. | NF-T2-1194 | 18.6+6.2 2.2 -0.01604 | -0.00376 | 0.80562 | -0.01518 | -0.34034 | 0.03831 T T T T T T T T
156. | VINA 16.5+5.8 45 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 RISTGRrGIGRSRSs
Porownanie warto$ci logAUC dla poszczegélnych funkeji wobec funkeji orygnialnej (VINA) $§§5§$§§§$§§fgﬁgﬁgﬁéﬁv
N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwigzkoéw aktywnych i 10*40 zwigzkdéw nieaktywnych) funkeia
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
*-p<0.05,**-p<0.01, *** - p<0.001, p<0.001 — ****

Vs NF-T2-1464 | NF-T2-1035 | NF-T2-1462 | NF-T2-1019 | NF-T2-1017 | NF-T2-1381 | NF-T2-1196 | NF-T2-1136 | NF-T2-1122 | NF-T2-1194

VI NA *khkk *khkk *khkk *kk*k *khkk *khkk *kkk *kkk *kkk *kkk

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym; * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 24. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T3 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W1
(T3W1). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wy W, Ws Wy Ws We

1. NF-T3-1285 | 104+6.3 2.2 -0.02931 | -0.00303 | 0.44301 | -0.01393 | -0.21636 | 0.05742 .

2. | NF-T3-1283 | 102%62 2.2 20.02931 | -0.00303 | 0.38336 | -0.01393 | -0.18805 | 0.05742 scenariusz T3W1

3. NF-T3-1503 | 10.2+6.2 2.2 -0.01766 | -0.00333 | 0.59580 | -0.02104 | -0.34567 | 0.04967 507

4. NF-T3-1290 | 10.1+6.4 2.3 -0.03350 | -0.00304 | 0.87107 | -0.02781 | -0.49960 | 0.07140 40

5. NF-T3-1288 | 10.1+6.4 2.3 -0.03350 | -0.00301 | 0.90475 | -0.02802 | -0.50644 | 0.07140 30

6. NF-T3-1289 | 10.1+£6.5 2.3 -0.03156 | -0.00310 | 0.84773 | -0.02868 | -0.59619 | 0.07153 S 204

7. NF-T3-1287 | 10.0+64 2.3 -0.03269 | -0.00303 | 0.89372 | -0.02868 | -0.59619 | 0.07153 §

8. | NF-T3-1320 | 9.9+6.4 2.2 -0.02937 | -0.00299 | 0.78565 | -0.01614 | -0.49044 | 0.05327 | ~ 107

9. NF-T3-1030 | 9.9+64 2.2 -0.03270 | -0.00317 | 0.97442 | -0.01920 | -0.53489 | 0.06264 0

10. | NF-T3-1318 | 99+64 2.2 -0.02937 | -0.00299 | 0.78565 | -0.01605 | -0.49044 | 0.05327 10 | — | ——————T
113. VINA 84+54 4.6 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 q,}, q./b @ q' 5 q?;a q‘};\ o Q“-’ s \\;v.

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) ,(5"«'5 & ,\n, g «o, ,3; 53\{\,' o 3
=500 (500 losowanych podzbiorow, kazdy po 10 zwiazkéw aktywnych i 10%40 zwiazkow nieaktywnych) JFIIEEEE Y & e“
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, funkeie
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA - funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
vs | NF-T3-1285 | NF-T3-1283 | NF-T3-1503 | NF-T3-1290 | NF-T3-1288 | NF-T3-1289 | NF-T3-1287 | NF-T3-1320 | NF-T3-1030 | NF-T3-1318

VI NA *kk*k *kk%k **k*% **k%k **k*k **k*%k **k*%k ** ** **

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia = odchylenie standardowe;

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 25. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T3 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W2
(T3W2). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkgcji |Og,§\UC MAE . WyKkres gestosci rozktadu logAUC
[%0] (trenowanie) W, W, Wy Ws W W

1. NF-T3-1283 | 8.7+6.1 2.2 -0.02931 | -0.00303 | 0.38336 | -0.01393 | -0.18805 | 0.05742 .

2. | NF-T3-1285 | 8.6+6.1 2.2 20.02931 | -0.00303 | 0.44301 | -0.01393 | -0.21636 | 0.05742 scenariusz T3W2

3. NF-T3-1503 | 8.0+5.8 2.2 -0.01766 | -0.00333 | 0.59580 | -0.02104 | -0.34567 | 0.04967 407

4. NF-T3-1170 | 7.9+5.8 2.1 -0.02064 | -0.00349 | 0.49510 | -0.00971 | -0.35383 | 0.04801 30

5. NF-T3-1268 | 7.9+5.9 2.2 -0.03586 | -0.00351 | 0.72224 | -0.00557 | -0.31248 | 0.06015

6. NF-T3-1479 | 7.8+5.6 2.1 -0.02195 | -0.00290 | 0.45594 | -0.01481 | -0.29727 | 0.04290 S 201

7. NF-T3-1270 | 7.7+5.8 2.2 -0.03178 | -0.00335 | 0.64460 | -0.00518 | -0.35203 | 0.06015 é 10+

8. NF-T3-1482 | 7.7+5.6 2.2 -0.02360 | -0.00272 | 0.45594 | -0.01481 | -0.29727 | 0.04290 -

9. NF-T3-1460 | 7.7+5.7 2.2 -0.01939 | -0.00399 | 0.70005 | -0.01141 | -0.31126 | 0.05604 04

10. | NF-T3-1402 | 7.5+5.7 2.2 -0.03680 | -0.00322 | 0.76274 | -0.00726 | -0.44569 | 0.05757 T E— ——
14. VINA 72+57 4.6 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 q,pfsq.}g:h@ O P8O D @‘L\\y

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) ,(5"‘«'5' R «n,"‘«o; «@"‘«53\{\,"‘&@'\ 3
N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwiazkéw aktywnych i 10*40 zwiazkow nieaktywnych) IFIIEEEIEEEE
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, funkeie
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA - funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** —p<0.001, p<0.001 — ****
vs | NF-T3-1283 | NF-T3-1285 | NF-T3-1503 | NF-T3-1170 | NF-T3-1268 | NF-T3-1479 | NF-T3-1270 | NF-T3-1482 | NF-T3-1460 | NF-T3-1402

VINA il ol ns ns ns ns ns ns ns ns

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 26. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T3 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W3
(T3W3). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkgcji |Og,§\UC MAE . WyKkres gestosci rozktadu logAUC
[%0] (trenowanie) W, W, Wy Ws W W

1. NF-T3-1285 | 23.2+6.8 2.2 -0.02931 | -0.00303 | 0.44301 | -0.01393 | -0.21636 | 0.05742 .

2. | NF-T3-1283 | 23.1%638 2.2 20.02931 | -0.00303 | 0.38336 | -0.01393 | -0.18805 | 0.05742 scenariusz T3W3

3. NF-T3-1503 | 23.0+6.3 2.2 -0.01766 | -0.00333 | 0.59580 | -0.02104 | -0.34567 | 0.04967 507

4. NF-T3-1482 | 22.3+6.3 2.3 -0.02360 | -0.00272 | 0.45594 | -0.01481 | -0.29727 | 0.04290 404

5. NF-T3-1479 | 22.3+6.3 2.1 -0.02195 | -0.00290 | 0.45594 | -0.01481 | -0.29727 | 0.04290

6. NF-T3-1320 | 22.0+£6.5 2.2 -0.02937 | -0.00299 | 0.78565 | -0.01614 | -0.49044 | 0.05327 é 307 ‘ ‘ ‘

7. NF-T3-1318 | 22.0+6.5 2.2 -0.02937 | -0.00299 | 0.78565 | -0.01605 | -0.49044 | 0.05327 8 20

8. NF-T3-1290 | 22.0£6.7 2.3 -0.03350 | -0.00304 | 0.87107 | -0.02781 | -0.49960 | 0.07140 - ’ ‘ '
9. NF-T3-1425 | 21.9+6.5 2.2 -0.02444 | -0.00298 | 0.66867 | -0.01889 | -0.53801 | 0.05504 104

10. | NF-T3-1288 | 21.8+6.6 2.3 -0.03350 | -0.00301 | 0.90475 | -0.02802 | -0.50644 | 0.07140 N —
33. VINA 209+6.1 4.6 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 0%6\'&‘5<§:’\§¢\&@0@’{5\%\@0\& &% &

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) e S
N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 10 zwigzkoéw aktywnych i 10*40 zwigzkdéw nieaktywnych) FEFEIEEFEIEEEYE
funkcj
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, 8
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA —funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** —p<0.001, p<0.001 — ****

Vs NF-T3-1285 | NF-T3-1283 | NF-T3-1503 | NF-T3-1482 | NF-T3-1479 | NF-T3-1320 | NF-T3-1318 | NF-T3-1290 | NF-T3-1425 | NF-T3-1288

VI NA *khkk *khkk *khkk ** ** * * * ns ns

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 27. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T3 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W4
(T3W4). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
W, W, W3 Wy Ws Ws

1. NF-T3-1283 | 18.8+6.6 2.2 -0.02931 | -0.00303 | 0.38336 | -0.01393 | -0.18805 | 0.05742 ]

2. | NF-T3-1285 | 18.7+66 2.2 -0.02931 | -0.00303 | 0.44301 | -0.01393 | -0.21636 | 0.05742 scenariusz T3W4

3. | NF-T3-1479 | 18.4+6.2 2.1 -0.02195 | -0.00290 | 0.45594 | -0.01481 | -0.29727 | 0.04290 509

4, NF-T3-1482 | 18.3+6.2 2.2 -0.02360 | -0.00272 | 0.45594 | -0.01481 | -0.29727 | 0.04290 40

5. NF-T3-1503 | 18.3+6.5 2.2 -0.01766 | -0.00333 | 0.59580 | -0.02104 | -0.34567 | 0.04967

6. NF-T3-1170 | 18.2+6.5 2.1 -0.02064 | -0.00349 | 0.49510 | -0.00971 | -0.35383 | 0.04801 é 30

7. NF-T3-1268 | 17.7+6.7 2.2 -0.03586 | -0.00351 | 0.72224 | -0.00557 | -0.31248 | 0.06015 2 20- i A

8. NF-T3-1142 | 17.6+5.9 2.1 -0.00756 | -0.00358 | 0.31057 | -0.01292 | -0.24103 | 0.03453 - ' '

9. | NF-T3-1144 | 17.6+6.0 2.1 -0.00756 | -0.00378 | 0.31057 | -0.01156 | -0.24103 | 0.03453 104

10. | NF-T3-1460 | 17.6+6.6 2.2 -0.01939 | -0.00399 | 0.70005 | -0.01141 | -0.31126 | 0.05604 0
20. VINA 17.0+6.3 4.6 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 D PP RSP

, - — - ” = — NACTONSEOIOIGISAN I
Porownanie wartosci logAUC dla poszczegolnych funkeji wobec funkcji orygnialnej (VINA) P el
N = 500 (500 losowanych podzbiorow, kazdy po 10 zwiazkéw aktywnych i 10%40 zwiazkow nieaktywnych) FEEEEEEEEE
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, o ) ) )
.. , . . . C . czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
*_-p<0.05*-p<0.01, *** - p<0.001, p<0.001 — ****,

Vs NF-T3-1283 | NF-T3-1285 | NF-T3-1479 | NF-T3-1482 | NF-T3-1503 | NF-T3-1170 | NF-T3-1268 | NF-T3-1142 | NF-T3-1144 | NF-T3-1460

VINA Fhx Fhx ** *x * * ns ns ns ns

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykcji entalpii swobodnej wigzania w zbiorze treningowym; ° wagi funkcji oceniajacej, por. réwnania 3-5.
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Poczatkowo planowano wykorzysta¢ jako zestaw treningowy tylko Zbidr I (czyli w
wiekszosci zwigzki zsyntezowane przeze mnie w ramach projektu doktoranckiego;
scenariusze T1-T3). Walidacja nowootrzymanych funkcji pokazata, ze trenowanie na tym
zbiorze daje systematyczng poprawe wartosci logAUC wzgledem wartosci dla oryginalnej
funkcji VINY. Niemniej jednak poprawa ta jest umiarkowana (rzedu Kkilku jednostek
logAUC), a wartosci logAUC wynoszace okoto 20 (,,dobre” lub ,,bardzo dobre” wedtug
Jaiteha) w ,tatwiejszych” walidacjach lub okoto 5-10 (,,stabe” lub ,,niezte” wedlug Jaiteha)
w trudniejszych” scenariuszach wydaja si¢ jedynie umiarkowanie satysfakcjonujgce. W
zwigzku z tym postanowitam opracowac¢ dodatkowe funkcje na rozszerzonym (wigkszym i
bardziej zréznicowanym) zbiorze treningowym. W scenariuszach T4-T6 zestaw do
trenowania stanowitlo wylosowane 25% potaczonych Zbiorow 1 1 II. Walidacje
przeprowadzono wedlug roznych scenariuszy (W5-W8), opisanych w Tabeli 28,
uwzgledniajac rdzne zestawy walidacyjne oraz progi odciecia pAff aktywny/nieaktywny.
Zbiory testowe byty randomizowane, w kazdym przypadku wygenerowano po pigcset
podzbiorow o proporcji 7/210 aktywnych/nieaktywnych zwigzkoéw. Podobnie jak dla
trenowania w scenariuszach T1-T3, miarg sukcesu z uzyciem nowych funkcji byly
otrzymane warto$ci logAUC w przesiewie wirtualnym, a pordwnanie z wartosciami dla
oryginalnej funkcji AutoDock Vina przeprowadzono z uzyciem jednokierunkowej ANOVY z
testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta (wynik funkcji oryginalnej jako ,,kontrola”).

Parametry statystyczne dla trenowania wedlug scenariusza T4 (gdy jako poz¢ wigzaca
ligandow wybrano poze o najnizszej energii ze zbioru pdz z dokowania do wszystkich
struktur NK1R) przedstawiono w Tabelach 29-32. Znaczacg poprawe skuteczno$ci nowych
funkcji mozna zaobserwowac w scenariuszach walidacyjnych W5 i W6, w ktorych jako zbior
walidacyjny stosowano wylosowane podzbiory z 75% Zbiorow I+II. W scenariuszu W5,
wartosci logAUC pierwszych dziesigcu funkcji w rankingu logAUC w obu przypadkach sa
wyzsze o okoto 110-120% od kontroli (5.0-6.0 jednostek logAUC; poprawa kategorii z
,,staby” na ,,niezty” wedtug kryterium Jaiteha). Dla progu odciecia pAff = 6.5 (W6) wartoSci
logAUC s3 okoto 2 razy nizsze niz dla pAff = 6.0 (W5), a najlepsze funkcje majg bardzo
niska warto$¢ 1ogAUC (logAUC = 4.8; wszystkie funkcje w kategorii ,,staby” wedtug
Jaiteha). Niemniej jednak tutaj réwniez obserwuje si¢ pewng poprawe wzgledem funkcji
oryginalnej, dla ktorej warto$¢ logAUC = 2.2. Oryginalna funkcja umieszczona jest na 601
pozycji w rankingu logAUC. Dla walidacji w scenariuszach W7 i W8, w ktorych jako zestaw
walidacyjny stosowano wylosowane podzbiory z 75% Zbiorow I+11 oraz Zbioru III, wzrost

wartosci logAUC wzgledem funkcji oryginalnej wynosi okolo 25% (okoto 3.0-4.0
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jednostek), co pozwala na poprawe kategorii najlepszych funkcji (w poréwnaniu do funkcji
wyjéciowej) z ,,dobry” na ,bardzo dobry” (W7) i z ,niezty” na ,,dobry” (WS8). W tych
scenariuszach oryginalna funkcja zajmuje odpowiednio 601 i 600 pozycj¢ w rankingu
logAUC. Cztery funkcje z rodziny T4 (NF-T4-1055, NF-T4-1385, NF-T4-1535 i NF-T4-
1537) trzykrotnie pojawiajg si¢ w gornej dziesigtce rankingdw logAUC réznych scenariuszy
walidacji.

Parametry statystyczne dla trenowania wedtug scenariusza T5 (gdy jako poze wigzaca
ligandow wybrano poz¢ o najnizszej energii z dokowania do struktury 6HLO) zamieszczono
w Tabelach 33-36. Dla walidacji w scenariuszach W5 i W6 (jako zbiér walidacyjny
stosowano wylosowane podzbiory z wylosowanego 75% Zbioréw I+II) obserwowany jest
wzrost skuteczno$ci nowych funkcji o okoto 40% (wzrost warto$ci logAUC) wzgledem
funkcji oryginalnej. Przy czym lepsze wyniki uzyskano dla pAff = 6.0 (W5; wzrost 44—47%;
ponad 3.0 jednostki; poprawa z kategorii z ,,staby” do ,,niezty” wedlug kryterium Jaiteha) niz
dla pAff = 6.5 (W6; wzrost 0 35-43%; do 2.0 jednostek; wszystkie funkcje w kategorii
,.staby” wedlug kryterium Jaiteha). W obu tych scenariuszach oryginalna funkcja zajmuje
601 lub 598 pozycje w rankingu logAUC. W przypadku scenariuszy walidacyjnych W7 i W8
(jako zestaw walidacyjny stosowano wylosowane podzbiory z wylosowanego 75% Zbiorow
I+11 oraz Zbioru I11) poprawa skutecznosci nowych funkcji jest umiarkowana (dla W7 wzrost
wartosci logAUC o okoto 22-23%, czyli o ponad 4.0 jednostki; dla W8 o okoto 16-19%,
czyli do 3.0 jednostek) wzglgdem funkcji oryginalnej. Pomimo poprawy wartosci logAUC,
najlepsze funkcje utrzymuja kategori¢ t¢ sama, co funkcja wyjsciowa, czyli ,,bardzo dobry”
(W7) lub ,,dobry” (W8). W scenariuszach tych oryginalna funkcja zajmuje 601 pozycje w
rankingu logAUC. Jedna funkcja z rodziny T5 (NF-T5-1239) pojawia si¢ w pierwszej
dziesigtce w kazdym scenariuszu walidacyjnym.

Parametry statystyczne dla trenowania wedtug scenariusza T6 (gdy jako poz¢ wigzaca
ligandow wybrano poz¢ o najnizszej energii z dokowania do struktury 6HLL) zamieszczono
w Tabelach 37-40. Najwicksza wzgledng poprawe skuteczno$ci mozna zaobserwowaé W
walidacji wedlug scenariusza W5 — wzrost wartosci logAUC o 62-66% (okoto 4.0 jednostek;
przejscie z kategorii ,,staby” do ,,niezty” wedtug kryterium Jaiteha) dla pierwszych dziesigciu
nowych funkcji w rankingu. Poprawe skutecznos$ci zaobserwowano rowniez W walidacji
wedlug scenariusza W6 — wzrost wartosci logAUC o 43-51% (0 okoto 3.0 jednostki) dla
pierwszych dziesigciu nowych funkcji w rankingu, jednak tutaj nawet najlepsze funkcje
utrzymuja kategori¢ ,,staby” wedtug kryterium Jaiteha. W obu tych przypadkach jako zbior

walidacyjny stosowano wylosowane podzbiory z 75% Zbiorow I+11, a scenariusze roéznity si¢

136



progami odciecia aktywny/nicaktywny (lepsze wyniki dla progu pAff = 6.0). Dla walidacji
wedhug scenariuszy W7 1 W8 otrzymano nieznaczng poprawe skutecznosci wzgledem funkcji
oryginalnej — wzrost wartosci logAUC $rednio o 15-16% (o0 3.0-3.5 jednostki) dla
najlepszych dziesieciu pozycji w rankingu logAUC. Ponownie, pomimo poprawy wartosci
logAUC, najlepsze funkcje utrzymuja kategori¢ t¢ sama, co funkcja wyjsciowa, czyli ,,bardzo
dobry” (W7) lub ,,dobry” (W8). We wszystkich tych scenariuszach Vina znajduje si¢ na
dalekim miejscu w rankingu logAUC (601 lub 598 dla W7). Co ciekawe, zadna z funkcji z
rodziny T6 nie pojawila si¢ w gornej dziesigtce rankingéw wedlug réznych scenariuszy
walidacji wigcej niz dwukrotnie.

Podsumowujac te cze$¢, mozna stwierdzi¢, ze w przypadku funkcji trenowanych na
rozszerzonym zbiorze (scenariusze T4-T6) ponownie obserwuje si¢ systematyczng poprawe
wartosci logAUC dla najlepszych funkcji w poréwnaniu do funkcji oryginalnej VINY.
Ponownie rowniez, obserwowana poprawa logAUC, cho¢ w niektorych scenariuszach
walidacji sigga nawet 50-100% w pordéwnaniu do oryginalnej funkcji VINY, dotyczy jednak
wzglednie niskich wartosci logAUC. Przykladowo, najwigkszg (wzglednie) poprawe
skutecznosci zaobserwowano dla funkcji z rodziny T5 w scenariuszach walidacji W5 i W6.
Obserwowany wzrost wartosci logAUC wzgledem oryginalnej funkcji oceniajacej AutoDock
Vina byl na poziomie 110-120% dla pierwszych dziesigciu funkcji w rankingu logAUC.
Nalezy zauwazy¢, ze wartosci logAUC sg jednak jedynie na poziomie ,,nieztym” (10.7-11.0)
lub ,,stabym” (4.6-4.8) .

Najwyzsze (humerycznie) wartosci logAUC obserwowano dla funkcji z rodzin T5 i
T6 w walidacji wedtug ,tatwych” scenariuszy W7 (najwyzsza warto$¢ logAUC okoto 24.5,
kategoria ,,bardzo dobre” wedlug Jaiteha) i W8 (najwyzsza warto$¢ logAUC okoto 19.0;
kategoria ,,dobre” wedlug Jaiteha). We wszystkich przypadkach nie ma statystycznie
istotnych roznic migdzy najlepszymi funkcjami z rodziny TS i T6, lub T2 i T3. W niektorych
przypadkach, najlepsze funkcje z rodzin TS5 1 T6 sg skuteczniejsze niz funkcje z rodzin T4
(statystycznie istotnie), a takze najlepsze funkcje z rodzin T2 i1 T3 s3 skuteczniejsze niz
funkcje z rodzin T1 (statystycznie istotnie). Wida¢ wigc, ze lepsza skutecznos$¢ uzyskuja
funkcje wytrenowane (i stosowane) na wynikach z dokowan do struktur 6HLO i 6HLL (w
poréwnaniu do funkcji wytrenowanych na najnizszych wynikach z dokowan do wielu
struktur). Bezposrednie, $ciste porownanie migdzy funkcjami z rodzin T5 i T6 a funkcjami z
rodzin T2 i T3, jest utrudnione z powodu zastosowania innych zbiorow walidacyjnych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie da si¢ wyr6zni¢ zadnej pojedynczej funkcji

jako ,,najlepszej”.
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Analizujgc zmiany w wagach funkcji wi;—wg w najlepszych modelach, mozna
poczyni¢ nastepujgce spostrzezenia:
e wagi W;-w; odpowiadajace za dopasowanie geometryczne zmieniajg si¢ w
zréznicowanych zakresach w poréwnaniu do funkcji oryginalne;j,
e waga W; odpowiadajagca za wktad oddziatywan hydrofobowych jest w
zdecydowanej wiekszosci wypadkow mniej ujemna niz w funkcji oryginalnej,
e waga Ws odpowiadajgca za wklad wigzan wodorowych jest systematycznie
mniej ujemna niz w funkcji oryginalnej,
e waga Ws odpowiadajaca za wielkos¢ ,kary” za swobod¢ konformacyjng
liganda zmienia si¢ w zréznicowanych zakresach.
Mozna to oOrientacyjnie interpretowa¢ w ten sposob, ze domyslna funkcja Viny
przeszacowuje site wigzan wodorowych obecnych w oddziatywaniach ligandow NKI1R z
receptorem. Dodatkowo, wigksza rol¢ niz niespecyficzne kontakty migdzy powierzchniami

odgrywa dobre dopasowanie steryczne liganda i receptora.
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Tabela 28. Scenariusze trenowania i walidacji funkcji rescoringowych (trenowanie z wykorzystaniem podzbioru Zestawow 1i II) .

KOD Scenariu;z Wyb()r‘pozy ’Wiz;iqcej Zestaw danygh Scengriu_s; Zestawy danych do walidacji Prog odci?cia pAff Wyniki.
trenowania ligandow do trenowania walidacji aktywny-nieaktywny | w Tabeli
T4W5 Poza o najnizszej energii W5 Wylosowane podzbiory z wylosowanego 6.0 29.
T4W6 T4 ze zbioru poz z dokowania W6 75% Zbiorow I+11 6.5 30.
T4W7 do wszystkich struktur W7 Wylosowane podzbiory z wylosowanego 6.0 31.
T4WS8 NK1R W8 75% Zbioréw I+II oraz Zbioru III 6.5 32.
T5W5 Poza o najnizszej energii z W5 Wylosowane podzbiory z wylosowanego 6.0 33.
T5W6 TS5 dokowania do struktury Wylosowane 25% W6 75% Zbiorow I+1 6.5 34.
T5W7 6HLO Zbiorow I+11 W7 Wylosowane podzbiory z wylosowanego 6.0 35.
T5W8 W8 75% Zbioréw I+II oraz Zbioru II1 6.5 36.
T6WS5 Poza o nainizszel enereii 7 W5 Wylosowane podzbiory z wylosowanego 6.0 37.
T6W6 6 okowaia do strukt fry W6 75% Zbiorow I+11 6.5 38.
T6W7 6HLL W7 Wylosowane podzbiory z wylosowanego 6.0 39.
T6W8 W8 75% Zbioréw I+II oraz Zbioru IIT 6.5 40.

! pAff — ujemny logarytm powinowactwa eksperymentalnego (prog odciecia pAff = 6.0 oznacza, Ze zwigzki o aktywnosci pAff < 6.0 (1 uM) uznawane sg za nieaktywne)
2500 podzbioréw po 217 ligandow (w tym: 7/210 aktywnych/nieaktywnych)
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Tabela 29. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T4 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W5
(T4WS). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcyi.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wi W, W3 W, Ws We
1. NF-T4-1415 | 11.0+72 2.4 -0.06983 | -0.00300 | 0.62335 | -0.02100 | -0.01836 | 0.06439 .
scenariusz T4W5

2. NF-T4-1475 | 109+72 2.4 -0.07966 | -0.00234 | 0.62956 | -0.02485 | -0.07591 | 0.06850

3. | NF-T4-1265 | 10.9+72 24 -0.07677 | -0.00269 | 0.66075 | -0.02117 | -0.04140 | 0.06652 507

4. NF-T4-1267 | 109+7.3 2.4 -0.07677 | -0.00268 | 0.65957 | -0.01729 | -0.04151 | 0.06652 40

5. NF-T4-1325 | 10.8+7.1 2.4 -0.06726 | -0.00314 | 0.64812 | -0.01863 | -0.01334 | 0.05994 30

6. NF-T4-1357 | 10.8+7.2 2.4 -0.06440 | -0.00308 | 0.51983 | -0.02012 | -0.02159 | 0.05693 § 20-

7. NF-T4-1140 | 10.8+7.2 2.4 -0.06285 | -0.00346 | 0.63369 | -0.02224 | -0.03761 | 0.06647 2

8. NF-T4-1082 | 10.7+7.2 2.4 -0.06306 | -0.00314 | 0.60954 | -0.02305 | -0.05897 | 0.06494 - 107

9. NF-T4-1445 | 10.7+7.2 2.4 -0.06284 | -0.00317 | 0.60353 | -0.02465 | -0.03895 | 0.06341 0-

10. | NF-T4-1176 | 10.7+7.2 2.4 -0.06755 | -0.00311 | 0.68206 | -0.02501 | -0.03677 | 0.06771 S
601. VINA 50+6.2 2.8 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 \u"" ,{5’{0.{1,6\ i é.;\ \@ &'bb} b\\\v-

Poréwnanie wartosci logAUC dla poszczegdélnych funkeji wobec funkeji orygnialnej (VINA) QO QY QYN QY QW QY 3
=500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 7 zwigzkdéw aktywnych i 7*30 zwiazkoéw nieaktywnych) FEFEEEEEE ‘\3 é‘
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta,
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia - mediana, VINA —funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
Vs NF-T4-1415 | NF-T4-1475 | NF-T4-1265 | NF-T4-1267 | NF-T4-1325 | NF-T4-1357 | NF-T4-1140 | NF-T4-1082 | NF-T4-1445 | NF-T4-1176

VI NA **k*k%k **k*k%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia = odchylenie standardowe;

> MAE - éredni btad

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 30. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T4 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W6
(T4W6). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkgcji |Og,§\UC MAE . WyKkres gestosci rozktadu logAUC
[%0] (trenowanie) W, W, Wy Ws W W

1. NF-T4-1446 | 4.8+6.6 2.4 -0.06251 | -0.00304 | 0.54793 | -0.01591 | -0.04512 | 0.05105 .

2. | NF-TA-1447 | 48266 24 20.06251 | -0.00304 | 054755 | -0.01591 | -0.04564 | 0.05105 scenariusz T4W6

3. NF-T4-1449 | 48+6.6 2.4 -0.06306 | -0.00303 | 0.56895 | -0.01591 | -0.05559 | 0.05105 407

4. NF-T4-1535 | 4.6+6.4 2.4 -0.06019 | -0.00280 | 0.60618 | -0.02586 | -0.01535 | 0.05216 304

5. NF-T4-1357 | 4.6+6.5 2.4 -0.06440 | -0.00308 | 0.51983 | -0.02012 | -0.02159 | 0.05693

6. NF-T4-1537 | 4.6+6.4 2.4 -0.06019 | -0.00266 | 0.60618 | -0.02603 | -0.01484 | 0.05216 g 204

7. NF-T4-1385 | 4.6+6.4 2.4 -0.05067 | -0.00307 | 0.55627 | -0.02830 | -0.02272 | 0.04911 E’ 104 ‘

8. NF-T4-1355 | 4.6+6.5 2.4 -0.06440 | -0.00308 | 0.62352 | -0.02012 | -0.00333 | 0.05693

9. NF-T4-1055 | 4.6+6.4 2.4 -0.05971 | -0.00308 | 0.61909 | -0.02322 | -0.01065 | 0.05435 07 ” '
10. | NF-T4-1359 | 4.6+6.6 2.4 -0.06440 | -0.00308 | 0.50197 | -0.01922 | -0.05404 | 0.05693 A0 1
601. VINA 22458 2.8 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 \b?b\u“\,\u@,@"’ﬁ,(b";‘\%';\.;5"’%\'5"’6\@6 @é:\‘\v'

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) A A L L
N =500 (500 losowanych podzbioréow, kazdy po 7 zwigzkoéw aktywnych i 7*30 zwiazkow nieaktywnych) FEFEEFEEEEE &
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, . ) ) )
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linfa —mediana, VINA -~ funkcja oryginalna
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
VS NF-T4-1446 | NF-T4-1447 | NF-T4-1449 | NF-T4-1535 | NF-T4-1357 | NF-T4-1537 | NF-T4-1385 | NF-T4-1355 | NF-T4-1055 | NF-T4-1359

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 31. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T4 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W7
(T4WT7). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wi W, W3 W, Ws We
1. NF-T4-1385 | 21.7+74 2.4 -0.05067 | -0.00307 | 0.55627 | -0.02830 | -0.02272 | 0.04911 .
scenariusz TAW7

2. NF-T4-1537 | 21.7+£7.5 2.4 -0.06019 | -0.00266 | 0.60618 | -0.02603 | -0.01484 | 0.05216

3. NF-T4-1535 | 21.7+7.5 2.4 -0.06019 | -0.00280 | 0.60618 | -0.02586 | -0.01535 | 0.05216 507

4. NF-T4-1055 | 21.7+7.6 2.4 -0.05971 | -0.00308 | 0.61909 | -0.02322 | -0.01065 | 0.05435

5. NF-T4-1290 | 21.7+7.5 2.4 -0.05138 | -0.00311 | 0.54603 | -0.02929 | -0.04976 | 0.05339 o 407

6. NF-T4-1590 | 21.6+7.6 2.4 -0.05815 | -0.00314 | 0.61171 | -0.02509 | -0.03346 | 0.05623 2

7. NF-T4-1387 | 21.6+74 2.4 -0.05067 | -0.00302 | 0.48613 | -0.02914 | -0.05682 | 0.04911 g 20-

8. NF-T4-1495 | 21.6+7.5 2.4 -0.05554 | -0.00333 | 0.61132 | -0.02449 | -0.03571 | 0.05617

9. NF-T4-1345 | 21.6+7.6 2.4 -0.06054 | -0.00304 | 0.61770 | -0.02455 | -0.05232 | 0.05675

10. | NF-T4-1200 | 21.6+7.5 2.4 -0.05349 | -0.00310 | 0.60185 | -0.02914 | -0.05483 | 0.05442 T T T T T T T T 11
601. VINA 17.5+£69 2.8 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 v’\"’%:'\éibéb:\&:"9:\@:"’6:1\"92’\@2&:@?

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) $§$5$$$§$5‘g$$5$§$§$5
N =500 (500 losowanych podzbiordéw, kazdy po 7 zwigzkdéw aktywnych i 7*30 zwiazkoéw nieaktywnych) funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych porownan Dunnetta, czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
Vs NF-T4-1385 | NF-T4-1537 | NF-T4-1535 | NF-T4-1055 | NF-T4-1290 | NF-T4-1590 | NF-T4-1387 | NF-T4-1495 | NF-T4-1345 | NF-T4-1200

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 32. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T4 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W8
(T4W8). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

. .3
L.p. | Kod funkgcji logAUC MAE® . Hegtunke Wykres gestosci rozkladu logAUC
[%%6] (trenowanie)
W1 Wy W3 Wy W5 Wsg

1. NF-T4-1385 | 164+6.8 2.4 -0.05067 | -0.00307 | 0.55627 | -0.02830 | -0.02272 | 0.04911 .

2. | NF-T4-1537 | 164469 24 20.06019 | -0.00266 | 0.60618 | -0.02603 | -0.01484 | 0.05216 scenariusz TAWS

3. NF-T4-1535 | 16.3+£6.9 2.4 -0.06019 | -0.00280 | 0.60618 | -0.02586 | -0.01535 | 0.05216 507

4. NF-T4-1449 | 163+69 2.4 -0.06306 | -0.00303 | 0.56895 | -0.01591 | -0.05559 | 0.05105 40-

5. NF-T4-1447 | 163+6.9 2.4 -0.06251 | -0.00304 | 0.54755 | -0.01591 | -0.04564 | 0.05105

6. NF-T4-1446 | 163+6.9 2.4 -0.06251 | -0.00304 | 0.54793 | -0.01591 | -0.04512 | 0.05105 S 301

7. NF-T4-1387 | 16.3+6.8 2.4 -0.05067 | -0.00302 | 0.48613 | -0.02914 | -0.05682 | 0.04911 g’ 20-

8. NF-T4-1111 | 16.2+6.7 2.4 -0.04759 | -0.00326 | 0.60708 | -0.02686 | -0.11621 | 0.04788

9. NF-T4-1055 | 16.2+6.9 2.4 -0.05971 | -0.00308 | 0.61909 | -0.02322 | -0.01065 | 0.05435 107

10. | NF-T4-1113 | 16.2+6.7 2.4 -0.04759 | -0.00326 | 0.60708 | -0.02734 | -0.13859 | 0.04788 0 , , , T
600. VINA 13.2+6.1 2.8 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 \6".1 b? K \,,y*’\,b'\ O 6’,\»\ A\Q

Poréwnanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkeji wobec funkeji orygnialnej (VINA) ;&"‘ «"‘ «"‘ «“‘ «"‘ <X <¥ «°" <¥ ¥, ¥
N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 7 zwigzkéw aktywnych i 7*30 zwiazkéw nieaktywnych) FEEEEEEEEE
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie roznicy),
*—p<0.05, **—p<0.01, *** —p <0.001, p <0.001 — ****,
Vs NF-T4-1385 | NF-T4-1537 | NF-T4-1535 | NF-T4-1449 | NF-T4-1447 | NF-T4-1446 | NF-T4-1387 | NF-T4-1111 | NF-T4-1055 | NF-T4-1113

VI NA *kk%k *kk%k *kk*k *k*k*k *kkk *kk*k *kk%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k

Tlog AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, srednia + odchylenie standardowe;

2 MAE — éredni blad

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykcji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym:  wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 33. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu TS w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W5
(T5W5). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

. .3
L.p. | Kod funkgcji logAUC MAE® . Hegtunke Wykres gestosci rozkladu logAUC
[%%6] (trenowanie)
W1 Wy W3 Wy W5 Wsg
1. NF-T5-1378 | 10.6+6.7 2.3 -0.05225 | -0.00526 | 1.02051 | -0.02271 | -0.24449 | 0.06336 .
scenariusz TSW5

2. NF-T5-1041 | 10.6+6.8 2.3 -0.03844 | -0.00571 | 0.90021 | -0.02865 | -0.10792 | 0.06592

3. | NF-T5-1403 | 10.6+6.8 2.3 -0.02345 | -0.00629 | 0.97914 | -0.03278 | -0.28162 | 0.06141 409

4. NF-T5-1148 | 10.5+6.5 2.3 -0.01449 | -0.00689 | 0.93789 | -0.02786 | -0.26661 | 0.05897 30

5. NF-T5-1051 | 10.5+6.7 2.3 -0.02668 | -0.00597 | 0.93427 | -0.02865 | -0.27924 | 0.0556

6. NF-T5-1239 | 10.4+6.6 2.3 -0.03840 | -0.00535 | 0.86691 | -0.02774 | -0.03114 | 0.05203 § 20

7. NF-T5-1568 | 10.4+6.7 2.3 -0.06275 | -0.00533 | 0.85929 | -0.01166 | -0.13019 | 0.07061 g 40-

8. NF-T5-1592 | 10.4+6.5 2.3 -0.04783 | -0.00509 | 0.73291 | -0.01736 | -0.12537 | 0.05423 -

9. NF-T5-1027 | 10.4=+6.7 2.3 -0.01787 | -0.00632 | 0.67094 | -0.02988 | -0.04213 | 0.05698 07

10. | NF-T5-1497 | 10.4+6.7 2.3 -0.02879 | -0.00609 | 0.72813 | -0.0289 | -0.12087 | 0.06289 N e — — | :
601. VI NA, . 7.2+ 6.? . 2.3 —0.(33558 —0.00?16 0.84025" —0.03.507 | -0.58744 | 0.05846 é\% Q“\\@%\\ '& Nq,:,q GDQ;b b"”"é{'\ ‘\v-

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegolnych funkeji wobec funkcji orygnialnej (VINA) & &fo K5 48 8 L
N =500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 7 zwigzkéw aktywnych i 7*30 zwiazkéw nieaktywnych) FEIEFEIEEEE
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, o _ ) _
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA —funkcja oryginaina
*—p<0.05 **—-p<0.01, ***—p<0.001, p<0.001 — ****
Vs NF-T5-1378 | NF-T5-1041 | NF-T5-1403 | NF-T5-1148 | NF-T5-1051 | NF-T5-1239 | NF-T5-1568 | NF-T5-1592 | NF-T5-1027 | NF-T5-1497

VI NA *khkkk *khkkk E = *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk

Tlog AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, srednia + odchylenie standardowe;

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykcji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym:  wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 34. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu TS w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W6
(T5W6). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 2 Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkgcji I[(())/?;]AUC ?’:Ir'z\rlfowanie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wy W, Ws Wy Ws We

1. NF-T5-1239 | 6.9+6.9 2.3 -0.03840 | -0.00535 | 0.86691 | -0.02774 | -0.03114 | 0.05203 .

2. | NF-T5-1554 | 6.7£7.0 23 20.03761 | -0.00484 | 0.75172 | -0.02846 | -0.09112 | 0.04809 scenariusz TSW6

3. NF-T5-1527 | 6.7+6.8 2.3 -0.02777 | -0.00555 | 0.67602 | -0.02282 | -0.14989 | 0.04649 407

4. NF-T5-1592 | 6.6+6.8 2.3 -0.04783 | -0.00509 | 0.73291 | -0.01736 | -0.12537 | 0.05423 304

5. NF-T5-1177 | 6.6+6.9 2.3 -0.03062 | -0.00560 | 0.72723 | -0.02392 | -0.13921 | 0.05272

6. NF-T5-1378 | 6.6+6.9 2.3 -0.05225 | -0.00526 | 1.02051 | -0.02271 | -0.24449 | 0.06336 S 201

7. NF-T5-1593 | 6.6+6.9 2.3 -0.04783 | -0.00509 | 0.69802 | -0.01710 | -0.12272 | 0.05423 §5 104 ‘ ‘ ‘

8. NF-T5-1051 | 6.5+6.8 2.3 -0.02668 | -0.00597 | 0.93427 | -0.02865 | -0.27924 | 0.05560 - ]

9. NF-T5-1546 | 6.5+6.9 2.3 -0.03113 | -0.00538 | 0.74841 | -0.02682 | -0.23746 | 0.04989 04 ‘ \ “ N V "

10. | NF-T5-1539 | 6.5+6.9 2.3 -0.06044 | -0.0044 | 0.92207 | -0.01721 | -0.34399 | 0.05286 A0
598. VINA 48+6.5 2.3 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 W O R IR S

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) ,\fa'\&(3’\«ﬁz\«h'\«b'\«b'\«ﬁ'\«ﬁ'\&ﬁb&ﬁb 3
N =500 (500 losowanych podzbiordéw, kazdy po 7 zwigzkdéw aktywnych i 7*30 zwiazkoéw nieaktywnych) IFFEEEFEEEEE
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, ke
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA - funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
VS NF-T5-1239 | NF-T5-1554 | NF-T5-1527 | NF-T5-1592 | NF-T5-1177 | NF-T5-1378 | NF-T5-1593 | NF-T5-1051 | NF-T5-1546 | NF-T5-1539

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k **k%k **k*k **k*%k **k*%k **k*%k *kk *kk

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 35. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu TS5 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W7
(T5W7). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

Wagi funkcji®
.| logAuC? MAE? .
L.p. | Kod funkcji %] (trenowanie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
W1 W» W3 Wy Wsg We
1. NF-T5-1239 | 24.7+7.8 2.3 -0.03840 | -0.00535 | 0.86691 | -0.02774 | -0.03114 | 0.05203 .
scenariusz TSW7

2. NF-T5-1389 | 24.6+7.6 2.3 -0.06148 | -0.00402 | 0.52969 | -0.02806 | -0.02565 | 0.05804

3. NF-T5-1117 | 24.6+7.7 2.3 -0.04239 | -0.00476 | 0.61672 | -0.02851 | -0.02750 | 0.05604 607

4. NF-T5-1048 | 24.6+7.7 2.3 -0.04161 | -0.00487 | 0.75937 | -0.03604 | -0.03072 | 0.06018

5. NF-T5-1115 | 246+7.6 2.3 -0.04239 | -0.00476 | 0.52590 | -0.02851 | -0.00805 | 0.05604 40-

6. NF-T5-1046 | 24.6+7.7 2.3 -0.03937 | -0.00500 | 0.73259 | -0.03604 | -0.03072 | 0.06018 é A

7. NF-T5-1118 | 24.5+7.6 2.3 -0.04399 | -0.00476 | 0.54100 | -0.02851 | -0.01679 | 0.05604 g

8. NF-T5-1385 | 24.5+7.6 2.3 -0.05542 | -0.00406 | 0.48927 | -0.02735 | -0.01862 | 0.05804 207 '

9. NF-T5-1535 | 24.5+7.6 2.3 -0.04696 | -0.00445 | 0.48794 | -0.02485 | -0.02269 | 0.05286

10. | NF-T5-1310 | 245+7.7 2.3 -0.04998 | -0.00448 | 0.54339 | -0.02613 | -0.05680 | 0.05790 8 E— ——
601. VINA 20.1+7.0 2.3 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 I IR I I R PO

- - - - Py = — OTOISASISANF s
Porownanie wartosci logAUC dla poszczegolnych funkcji wobec funkeji orygnialnej (VINA) I P ]
N = 500 (500 losowanych podzbiorow, kazdy po 7 zwiazkow aktywnych i 7#30 zwiazkéw nieaktywnych) FEEFEFIEFEEEE
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, o ) ) )
.. , . . . C . czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
*-p<0.05**-p<0.01, *** - p<0.001, p<0.001 — ****,
VS NF-T5-1239 | NF-T5-1389 | NF-T5-1117 | NF-T5-1048 | NF-T5-1115 | NF-T5-1046 | NF-T5-1118 | NF-T5-1385 | NF-T5-1535 | NF-T5-1310

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k *k*k*k **k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 36. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu TS w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W8
(T5W8). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wi W, W3 W, Ws We
1. NF-T5-1239 | 18.7+7.3 2.3 -0.03840 | -0.00535 | 0.86691 | -0.02774 | -0.03114 | 0.05203 .
scenariusz T5W8

2. NF-T5-1554 | 18.6+7.2 2.3 -0.03761 | -0.00484 | 0.75172 | -0.02846 | -0.09112 | 0.04809

3. NF-T5-1539 | 18.6+7.4 2.3 -0.06044 | -0.00440 | 0.92207 | -0.01721 | -0.34399 | 0.05286 507

4. NF-T5-1469 | 184+7.2 2.3 -0.03777 | -0.00442 | 0.69463 | -0.03198 | -0.22314 | 0.04503 404

5. NF-T5-1527 | 18.4+7.3 2.3 -0.02777 | -0.00555 | 0.67602 | -0.02282 | -0.14989 | 0.04649

6. NF-T5-1546 | 18.3+7.3 2.3 -0.03113 | -0.00538 | 0.74841 | -0.02682 | -0.23746 | 0.04989 é 307 |

7. NF-T5-1592 | 18.3+7.3 2.3 -0.04783 | -0.00509 | 0.73291 | -0.01736 | -0.12537 | 0.05423 & 20- ‘

8. NF-T5-1593 | 18.3+7.3 2.3 -0.04783 | -0.00509 | 0.69802 | -0.01710 | -0.12272 | 0.05423 -

9. NF-T5-1566 | 18.3+7.2 2.3 -0.03067 | -0.00461 | 0.61239 | -0.03114 | -0.23546 | 0.04352 10 '

10. | NF-T5-1412 | 183+7.2 2.3 -0.02877 | -0.00495 | 0.86407 | -0.03891 | -0.30450 | 0.05001 1 | : —
601. VINA, .15.7 + 6.’7' 2.3 -0.(33558 -0.00?16 0.84025" -0.03.507 | -0.58744 | 0.05846 m"’q\b ﬁ,._,oa’\ \& \b‘, b&@n’ g «"‘(L &

Porownanie wartosci logAUC dla poszczegolnych funkcji wobec funkeji orygnialnej (VINA) <& ,Qb <& «‘: & 1D & /\6 .(o .Qn
=500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 7 zwigzkdéw aktywnych i 7*30 zwiazkoéw nieaktywnych) FEFEIEFEFEEEEE
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta,
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA —funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
Vs NF-T5-1239 | NF-T5-1554 | NF-T5-1539 | NF-T5-1469 | NF-T5-1527 | NF-T5-1546 | NF-T5-1592 | NF-T5-1593 | NF-T5-1566 | NF-T5-1412

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia = odchylenie standardowe;

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 37. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T6 w poréwnaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W5
(T6WS). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkcji Iog[,;l)J]C (trell\’l/ltfl\vinie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
Wi W, W3 W, Ws We
1. NF-T6-1266 | 11.3+7.6 2.3 -0.01720 | -0.00652 | 0.34766 | -0.01619 | -0.04411 | 0.05482 .
scenariusz T6W5

2. NF-T6-1268 | 11.2+7.6 2.3 -0.01720 | -0.00652 | 0.36004 | -0.01619 | -0.04411 | 0.05482

3. NF-T6-1495 | 11.2+7.7 2.3 -0.02831 | -0.00602 | 0.40082 | -0.01507 | -0.10357 | 0.05660 607

4. NF-T6-1059 | 11.2+7.6 2.3 -0.02107 | -0.00652 | 0.38354 | -0.01757 | -0.13398 | 0.05704

5. NF-T6-1508 | 11.1+7.5 2.3 -0.02149 | -0.00600 | 0.38699 | -0.01569 | -0.10317 | 0.05331 407

6. NF-T6-1595 | 11.1+£7.5 2.3 -0.01669 | -0.00656 | 0.37617 | -0.01723 | -0.11411 | 0.05647 ‘é 204

7. NF-T6-1119 | 11.1+7.6 2.3 -0.02257 | -0.00652 | 0.40745 | -0.01790 | -0.16381 | 0.05874 2

8. NF-T6-1293 | 11.1+75 2.3 -0.01489 | -0.00678 | 0.36627 | -0.01741 | -0.14706 | 0.05640 - 0

9. NF-T6-1355 | 11.1+7.5 2.3 -0.02089 | -0.00614 | 0.37337 | -0.01793 | -0.09861 | 0.05344

10. | NF-T6-1520 | 11.0£75 2.3 -0.02089 | -0.00618 | 0.37888 | -0.01831 | -0.12306 | 0.05475 20— ——
601. VINA, . 6.8+ 6.7 . 2.3 -0.(33558 -0.00.?16 0.84025" -0.03.507 | -0.58744 | 0.05846 ,\qﬁ"% (ﬁ:,%\@‘:’&@’@gb\@b\\@ q'b@é:\ﬁ@&ev

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegolnych funkeji wobec funkcji orygnialnej (VINA) P oo
N =500 (500 losowanych podzbiordéw, kazdy po 7 zwigzkdéw aktywnych i 7*30 zwiazkoéw nieaktywnych) FEEFEEEEEE
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta,
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA —funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
Vs NF-T6-1266 | NF-T6-1268 | NF-T6-1495 | NF-T6-1059 | NF-T6-1508 | NF-T6-1595 | NF-T6-1119 | NF-T6-1293 | NF-T6-1355 | NF-T6-1520

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 38. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T6 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W6
(T6W6). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

Wagi funkcji®
.| logAuC? MAE? .
L.p. | Kod funkcji %] (trenowanie) Wykres gestosci rozkladu logAUC
W1 W» W3 Wy Wsg We
1. NF-T6-1200 8.6 £8.1 2.3 -0.02389 | -0.00619 | 0.42315 | -0.00420 | -0.02926 | 0.04237 .
scenariusz T6W6

2. NF-T6-1202 8.5+8.1 2.3 -0.02242 | -0.00619 | 0.42315 | -0.00420 | -0.02926 | 0.04237

3. | NF-T6-1149 | 83+79 2.3 -0.01961 | -0.00598 | 0.39762 | -0.01412 | -0.09523 | 0.04914 407

4. NF-T6-1495 8.3+8.0 2.3 -0.02831 | -0.00602 | 0.40082 | -0.01507 | -0.10357 | 0.05660 304

5. NF-T6-1084 8.3+8.1 2.3 -0.02168 | -0.00663 | 0.52560 | -0.00740 | -0.19080 | 0.04858

6. NF-T6-1082 8.3+8.2 2.3 -0.02168 | -0.00663 | 0.56268 | -0.00740 | -0.19080 | 0.04858 ::;:: 207

7. NF-T6-1508 8.3+8.0 2.3 -0.02149 | -0.00600 | 0.38699 | -0.01569 | -0.10317 | 0.05331 8 10-

8. NF-T6-1145 82+7.9 2.3 -0.01992 | -0.00607 | 0.35640 | -0.01623 | -0.07149 | 0.04914

9. NF-T6-1357 8.2+8.0 2.3 -0.03087 | -0.00579 | 0.54429 | -0.01747 | -0.23276 | 0.05344 “TvYWuUvy

10. | NF-T6-1499 8.2+8.3 2.3 -0.03585 | -0.00591 | 0.43085 | -0.0087 | -0.29618 | 0.05660 40— | — —
601. VINA 57+£6.9 2.3 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846  HP P> PP DT

,(L,{b,\\ W W W g >
Porownanie wartosci logAUC dla poszczegdlnych funkeji wobec funkeji orygnialnej (VINA) PSS P P ,\‘b &
=500 (500 losowanych podzbioréw, kazdy po 7 zwigzkdéw aktywnych i 7*30 zwiazkoéw nieaktywnych) FEEEEIEEE$
funkcja
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, o ) ) )
.. , . . . C . czerowna linia — mediana, VINA — funkcja oryginalna
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy),
*—p<0.05 **—p<0.01, ***—p<0.001, p<0.001 — ****
VS NF-T6-1200 | NF-T6-1202 | NF-T6-1149 | NF-T6-1495 | NF-T6-1084 | NF-T6-1082 | NF-T6-1508 | NF-T6-1145 | NF-T6-1357 | NF-T6-1499

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia = odchylenie standardowe;

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 39. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T6 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W7
(T6WT7). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkgcji |Og,§\UC MAE . WyKkres gestosci rozktadu logAUC
[%0] (trenowanie) W, W, Wy Ws W W

1. NF-T6-1473 | 24.6+8.0 2.3 -0.02956 | -0.00522 | 0.67925 | -0.03200 | -0.25167 | 0.05164 .

2. | NF-T6-1253 | 24.6+80 23 20.02425 | -0.00535 | 0.49632 | -0.03105 | -0.17429 | 0.05117 scenariusz TEW7

3. | NF-T6-1472 | 24.4+80 2.3 -0.02918 | -0.00510 | 0.45951 | -0.02499 | -0.20444 | 0.05164 807

4. NF-T6-1116 | 24.4+8.2 2.3 -0.04141 | -0.00521 | 0.70126 | -0.02244 | -0.11218 | 0.05874

5. NF-T6-1479 | 24.3+8.3 2.3 -0.04049 | -0.00518 | 0.73611 | -0.02584 | -0.22231 | 0.06103 60

6. NF-T6-1322 | 243+8.1 2.3 -0.02401 | -0.00567 | 0.63395 | -0.02902 | -0.24221 | 0.05370 S 404

7. NF-T6-1251 | 24.3+8.0 2.3 -0.01695 | -0.00571 | 0.49632 | -0.03105 | -0.17429 | 0.05117 §’

8. NF-T6-1356 | 24.3+8.2 2.3 -0.02890 | -0.00547 | 0.35792 | -0.02621 | -0.08925 | 0.05820 - 20-

9. NF-T6-1358 | 24.3+8.3 2.3 -0.02890 | -0.00547 | 0.35792 | -0.02546 | -0.08925 | 0.05820

10. | NF-T6-1234 | 24.3+84 2.3 -0.04219 | -0.00544 | 0.67576 | -0.02262 | -0.17461 | 0.06129 [ E—— ———
598. VINA 21.1£74 2.3 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 & rf;b V00 @y B o P 'f-‘b‘\\‘y'

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) & «q,'\,\q,"«b!‘«e:‘«bf‘«@!‘«q,\«e’,\qf\ 3
N =500 (500 losowanych podzbiordéw, kazdy po 7 zwigzkdéw aktywnych i 7*30 zwiazkoéw nieaktywnych) FEFIEEEEEEE
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, funkeie
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA - funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
vs | NF-T6-1473 | NF-T6-1253 | NF-T6-1472 | NF-T6-1116 | NF-T6-1479 | NF-T6-1322 | NF-T6-1251 | NF-T6-1356 | NF-T6-1358 | NF-T6-1234

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad
bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykeji entalpii swobodnej wiazania w zbiorze treningowym: * wagi funkcji oceniajacej, por. rownania 3-5.
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Tabela 40. Najlepsze funkcje wytrenowane w scenariuszu T6 w porownaniu do funkcji oryginalnej AutoDock Vina. Walidacja w scenariuszu W8
(T6W8). Parametry statystyczne walidacji i trenowania oraz wagi rownania funkcji.

1 ) Wagi funkcji®
L.p. | Kod funkgcji |Og,§\UC MAE . WyKkres gestosci rozktadu logAUC
[%0] (trenowanie) W, W, Wy Ws W W

1. NF-T6-1534 | 19.2+8.1 2.3 -0.02819 | -0.00542 | 0.55053 | -0.02004 | -0.27603 | 0.04854 .

2. | NF-T6-1324 | 19.2%80 23 20.02581 | -0.00567 | 059569 | -0.02218 | -0.09391 | 0.04699 scenariusz T6W8

3. NF-T6-1200 | 19.2+8.1 2.3 -0.02389 | -0.00619 | 0.42315 | -0.00420 | -0.02926 | 0.04237 609

4. NF-T6-1202 | 19.2+8.1 2.3 -0.02242 | -0.00619 | 0.42315 | -0.00420 | -0.02926 | 0.04237

5. NF-T6-1357 | 19.1+8.1 2.3 -0.03087 | -0.00579 | 0.54429 | -0.01747 | -0.23276 | 0.05344 40-

6. NF-T6-1472 | 19.1+£7.9 2.3 -0.02918 | -0.00510 | 0.45951 | -0.02499 | -0.20444 | 0.05164 S

7. NF-T6-1470 | 19.1+£7.9 2.3 -0.02606 | -0.00561 | 0.37740 | -0.02101 | -0.11166 | 0.05164 <g’ A

8. NF-T6-1306 | 19.1+8.0 2.3 -0.02946 | -0.00528 | 0.53707 | -0.02439 | -0.31235 | 0.05135 20

9. NF-T6-1173 | 19.0+7.9 2.3 -0.02714 | -0.00521 | 0.59758 | -0.02750 | -0.36310 | 0.04809 '
10. | NF-T6-1145 | 19.0+8.0 2.3 -0.01992 | -0.00607 | 0.35640 | -0.01623 | -0.07149 | 0.04914 o —
601. VINA 16.5+72 2.3 -0.03558 | -0.00516 | 0.84025 | -0.03507 | -0.58744 | 0.05846 o @u(&cs @mﬁé\ J O \ga\\;\v-

Poréownanie wartosci logAUC dla poszczegélnych funkcji wobec funkcji orygnialnej (VINA) ,@'\,\é‘&@'\é‘&é\«@«é‘«é\é‘,\é\ 3
N =500 (500 losowanych podzbiordéw, kazdy po 7 zwigzkdéw aktywnych i 7*30 zwiazkoéw nieaktywnych) FFEEFEEEEE
Jednokierunkowa ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta, funkeie
oznaczenia istotnosci: ns — p > 0.05 (brak istotnej statystycznie rdznicy), czerowna linia — mediana, VINA - funkcja oryginaina
*-p<0.05**-p<0.01, ** - p<0.001, p<0.001 — ****
vs | NF-T6-1534 | NF-T6-1324 | NF-T6-1200 | NF-T6-1202 | NF-T6-1357 | NF-T6-1472 | NF-T6-1470 | NF-T6-1306 | NF-T6-1173 | NF-T6-1145

VI NA *kk*k *kk%k **k*k%k *k*k*k **k*k%k *k*k*k *k*k*k *k*k*k *k*k*k **k*k*k

"log AUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika wykreslonej w skali semilogarytmicznej, $rednia + odchylenie standardowe; * MAE — éredni btad

bezwzgledny (ang. Mean Absolute Error) predykcji entalpii swobodnej wigzania w zbiorze treningowym;
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V. Dyskusja

Szeroki udziat receptora NKI1 oraz SP w szeregu procesow fizjologicznych i
patologicznych czyni je punktami centralnymi, zaré6wno jesli chodzi o mechanizmy
chorobowe, jak i potencjalne terapie. Na przestrzeni lat antagonisty NK1R byly rozwazane
jako potencjalne terapie m.in. depresji, schizofrenii, uzaleznien, czy leczeniu bolu [49,69].
Innym watkiem badawczym bylo ich uzycie do leczenia nudnos$ci i wymiotow zwigzanych z
chemioterapig. W tym zastosowaniu, uzyteczno$¢ antagonistow NK1R zostala potwierdzona
klinicznie [68] i obecnie w medycynie ludzkiej oraz weterynaryjnej stosuje si¢ sze$é¢
zatwierdzonych antagonistow NK1R.

Bogata biologia NK1R powoduje jednak, ze badania nad ligandami tego receptora
trwaja dalej. Wsrdd nowszych trendéw dotyczacych potencjalnego wykorzystania celowania
w NKIR jako strategii terapeutycznej mozna wymieni¢ tworzenie wielocelowych zwigzkow
przeciwbolowych dziatajacych takze przez NKIR [145,147-150,153-158], antagonizm
endosomalnego sygnalowania przez NKIR [43,161-164], selektywng cytotoksycznosé¢
antagonistow NKI1R [175,177,178], czy tez wykorzystanie ligandow NKIR jako wektoréw
dla celowanego dostarczania elementu terapeutycznego (w tym radionuklidow) [179-
188,195-200].

Mozliwo$¢ wykorzystania NKIR jako punktu uchwytu dla coraz nowszych terapii
wymaga poszukiwania nowych ligandow tego receptora lub takich modyfikacji ligandéw juz
opisanych, aby umozliwi¢ konkretne specyficzne zastosowanie (np. tworzenie koniugatéw o
odpowiednich wtasciwosciach fizykochemicznych etc.).

Powyzsze tlo stanowi gldéwng motywacje dla badan opisanych w rozprawie
doktorskiej. Miaty one charakter dwutorowy. Po pierwsze, dotyczyly syntezy nowych
zwigzkow, pochodnych fenyloalaniny i tryptofanu jako potencjalnych ligandow NKI1R. Po
drugie, dotyczyly usprawnienia funkcji oceniajacych dokowania pod katem zastosowania ich
w dokowaniu do receptora NK1.

W kontekscie poszukiwania nowych ligandow NKIR, zaprojektowano Kilka serii
zwigzkow, ktore a) zawieraty kluczowe dla powinowactwa do NKI1R elementy zawieszone
na nowych, niestosowanych wcze$niej w antagonistach NKIR, szkieletach (serie
WI/F-71-W/F-74; Tabela 4 i Rysunek 17), b) stanowily rozbudowanie znanego antagonisty
NK1R L-732,138 (serie W-80-W-84; Tabela 5) lub ¢) byty jego modyfikacjg zawierajaca

,nowe” ugrupowanie pentafluorosulfanylowe (SFs) zastepujace grupe CFs3 (seria W-90;
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Tabela 6). Zaprojektowane zwigzki otrzymatam w ramach kilkuetapowych,
nieskomplikowanych syntez, wychodzac z tanich i komercyjnie dostepnych N“-Boc lub N*
Cbz pochodnych fenyloalaniny i tryptofanu, stosujac znane techniki syntezy organicznej oraz
syntezy peptydow w roztworze. Pozwolito to na uzyskanie wielu zréznicowanych analogow
w stosunkowo krotkim czasie i przy wzglednie niskim naktadzie finansowym.

Poniewaz priorytetem moich prac bylo szybkie uzyskanie szerokiej biblioteki
zwigzkow, nie prowadzilam optymalizacji poszczegdlnych etapéw syntezy. Wydaje si¢
jednak, ze przy dalszej rozbudowie zestawu analogéw warto byloby podjaé si¢ takiej
optymalizacji w celu poprawy wydajnosci i ekonomii syntez. Przyktadowo, mozna
sprobowaé wytwarza¢ hydrazydy N”-Cbz-aminokwasow oraz kwasow przez hydrazynolize
estrow metylowych odpowiednich aminokwasow/kwaséw [300]. Uzycie tego podejscia
zamiast sprzegania aktywowanego kwasu/aminokwasu z hydrazyng pozwolitloby unikngé
tworzenia N,N’-dicykloheksylomocznika, ktorego usunigcie bywa klopotliwe [301], a
sladowe ilosci mogg ,,przechodzi¢” nawet do produktéw nastepnych etapow. Innym polem do
optymalizacji moglby by¢ dobor odczynnika sprzegajacego i/lub dodatku 1,2-dinukleofila dla
reakcji sprzegania [302,303]. W przypadku pochodnych tryptofanu, w trakcie acydolizy
grupy Boc za pomoca TFA, kilka razy obserwowalam tworzenie produktow ubocznych 0
masach +56u (lub wielokrotnosci). Prawdopopdobnie sg to produkty mono- i poli-tert-
butylowania na pier§cieniu indolowym przez uwolnione w trakcie acydolizy karbokationy
tert-butylowe [304,305]. W niektorych syntezach te produkty uboczne stanowily nawet
ponad 20% procent materiatu w mieszaninie reakcyjnej (wedhug pola powierzchni pikow z
analiz HPLC) 1 byly nieusuwalne inaczej niz chromatograficznie, co przyczyniato si¢ do
spadku wydajnosci acydolizy. W zwiazku z tym optymalizacja mogtaby dotyczy¢ np. uzycia
odpowiednich ,wymiataczy” karbokationéw (ang. scavengers) [306], zastosowania
zabezpieczonej pochodnej tryptofanu jako substratu, albo uzycia innej metody deprotekcji
[305].

Proces syntezy prowadzony byt od umownego? C-kofica, co oznacza, ze Kolejne
elementy byly dodawane w kierunku grupy N-koncowej czasteczki. Takie podejscie miato
umozliwi¢ 1) rozpoznanie zaleznosci SAR na N-koncu, oraz 2) ewentualng ,,p6zng”

modyfikacj¢ (rozbudowywanie) grupy N-koncowej. Z syntetycznego punktu widzenia

20 C- i N-koncu omawianych czasteczek moéwi¢ tu przez analogi¢ do terminologii stosowanej w syntezie
peptyddéw, majgc na mysli ugrupowania dotgczana do odpowiednio grupy karboksylowej albo grupy aminowej
szkieletowego aminokwasu (fenyloalaniny lub tryptofanu).
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funkcjonalizacja przez grupe aminowg nie jest skomplikowana (np. przez typowe sprzeganie
albo aminowanie redukcyjne), a stwarza potencjal rozbudowania zwigzku o kolejne
fragmenty o okreslonej roli biologicznej. Daje zatem mozliwos¢ tatwego tworzenia
radiofarmaceutykow, koniugatow, czy zwigzkéw wielofunkcyjnych na bazie opracowanych
zwigzkow. W przypadku moich zwigzkow z serii W-80-W-84, mozliwo$¢ ta zostata
wykorzystana przez dr. Pawta Halika z IChTJ do syntezy wektorow i radiofarmaceutykow
[1], do czego wrbce jeszcze ponizej.

Dwa z otrzymanych zwigzkoéw, H-F-71 oraz Boc-F-74, wykrystalizowaty z frakcji
zebranych podczas chromatografii preparatywnej, dajac krysztaly odpowiednie do
rentgenowskiej analizy strukturalnej. Umozliwito to rozwigzanie ich struktur w ciele statym
oraz poglebione badania spektroskopowe, w tym z wykorzystaniem metod chiralooptycznych
[4]. Prawdopodobnie, inne zwigzki z tych serii w odpowiednich warunkach rowniez moglyby
wykrystalizowa¢ 1 mozliwe byloby rozwigzanie ich struktur krystalograficznych. Moze to
stanowi¢ ciekawy, poboczny watek dla zastosowania moich zwigzkéw jako przedmiotu
badan chemii strukturalnej. Przyktadowo, w strukturze H-F-71 [4] obserwuje si¢ wzglgdnie
rzadko opisywanie oddziatywania N=C -+ m pomigdzy ugrupowaniem hydrazonu a
pierscieniami aromatycznymi [307], lub wewnatrzczasteczkowe oddziatywanie typu dziury ¢
(ang. o-hole) we fragmentach C=N --- CH-NH;3 [308]. Ze wzgl¢du na relatywnie tatwa
synteze, mozliwe jest przygotowanie 1 wykorzystanie dodatkowych analogéw,
zaprojektowanych pod katem rozwigzywania zagadnien z zakresu chemii strukturalne;.

Zsyntezowane przeze mnie zwiazki zostaly poddane ewaluacji Dbiologicznej
(wykonanej przez dr Joann¢ Matalinskg z ZN IMDiK PAN). Badania powinowactwa
receptorowego wobec NKIR postuzyly analizie zaleznosci struktura—aktywno$¢ w
otrzymanych bibliotekach w kontekscie receptora NK1.

Pomimo uwzglednienia w strukturze zwigzkow z serii W/F-70-W/F-74 kluczowych
dla powinowactwa do receptora NKI1 elementow, N-acylohydrazony (serie 71), N,N’-
diacylohydrazydy (serie 72), N-acylo-N’-fenylohydrazydy (serie 73), N-acylo-N'-
fenyloacetylohydrazydy (serie 74) w przeprowadzonym badaniu powinowactwa byly
nieaktywne lub wykazywaly jedynie nieznaczng aktywnos$¢ wobec receptora NK1. Struktura
tych zwigzkow byla projektowana w oparciu o uzyskane wcze$niej w ZN IMDiK PAN dane
biologiczne oraz w oparciu o wyniki symulacji in silico, m.in. dokowania molekularnego. W
czasie przeprowadzania symulacji komputerowych nie byla jednak rozwigzana zadna
struktura krystalograficzna receptora NKI1, co moglo prowadzi¢ do btednych zalozen

projektowych. Przy obecnym stanie wiedzy, gdy dostepnych jest dwanascie struktur
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krystalograficznych NK1R (w tym sze$¢ z antagonista w miejscu wigzagcym) [23-28], dalsze
projektowanie i rozszerzanie bibliotek moze w wigekszym stopniu opiera¢ si¢ na dostepnych
danych strukturalnych. Powinno to potencjalnie przetozy¢ si¢ na wyzsze powinowactwo
nowych analogow.

Jednoczesnie warto zauwazy¢, ze brak aktywnosci (lub staba aktywno$¢) zwiazkow z
serii 71-74 stanowi ciekawa dane poglebiajacg znajomo$¢ zaleznosci SAR dla NKIR. Jest
tak tym bardziej, ze analogi z tych serii sa bardzo podobne do wielu znanych antagonistow
NKIR, w tym do zwigzku L-732,138 (Ac-W-80), czyli macierzystego analogu dla serii W-
80. Przyktadowo, Ac-W-73 oraz Ac-W-80 strukturalnie r6znig si¢ tylko dwoma atomami w
srodkowej czesci molekuty (Ac-W-73: -NH-NH-, a Ac-W-80: -O-CH;-), a jednocze$nie
powinowactwo Ac-W-73 jest o okoto 540 razy stabsze niz powinowactwo Ac-W-80.

W ramach przeprowadzonych badan wykazano, ze rozbudowanie znanego
antagonisty NK1R L-732,138 (Ac-W-80) o dodatkowe elementy od N-konca nie przynosi
utraty powinowactwa do NKI1R (seria zwigzkow W-80-W-84). Powoduje to, ze mozliwe jest
tatwe tworzenie koniugatéw i zwigzkéw wielofunkcyjnych w oparciu o te struktury.
Wiasciwos¢ te¢ wykorzystal dr Pawet Halik z IChTJ, stosujac pochodne z tych serii jako
zwiazki wyjsciowe do tworzenia wektoréw dla radiofarmaceutykow znakowanych ®Ga/*"’Lu
[1]. Zarowno pochodne stanowigce zwigzki wyjsciowe dla konstrukcji koniugatow, jak i
same koniugaty (nieznakowane oraz znakowane) wykazywaty dobre powinowactwo do
NK1R [1]. Wskazuje to na sukces tej strategii rozbudowywania zwigzku macierzystego oraz
sugeruje, ze zwigzki te moglyby mie¢ potencjalnie zastosowanie w radiofarmacji. Niestety, w
badaniach dr. Halika radioznakowane koniugaty nie wykazaly stabilnosci metabolicznej in
vitro w surowicy krwi. Prawdopodobnie wynika to z obecno$ci wigzania estrowego.
Rozwigzaniem tego problemu mogloby by¢ wprowadzenie w strukturze czasteczek
modyfikacji, takich jak zamiana izosteryczna [309], co jest interesujacym aspektem do
dalszych badan. Warto zauwazy¢, ze w literaturze opisano radiokoniugaty oparte o strukture
takich antagonistow NKIR jak aprepitant [187,188], czy L-733,060 [185,186]. Wydaje si¢
jednak, ze ewentualne dodatkowe prace SAR lub prace dotyczace optymalizacji wtasciwosci
fizykochemicznych koniugatow tatwiej prowadzi¢ wokot moich analogow (lub ich
wystabilizowanych pochodnych), z uwagi na znacznie prostszg i tanszg synteze wektora.

W niniejszej pracy doktorskiej zademonstrowalam mozliwos¢ wprowadzenia grupy
pentafluorosulfanylowej (SFs) do ligandéw NKI1R. Analogi z serii W-90 (wzory na Rysunku
19) sa pierwszymi opisanymi w literaturze ligandami NK1R zawierajacymi grupe SFs. W

ostatnich latach podstawnik pentafluorosulfanylowy cieszy si¢ duzym zainteresowaniem w
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wielu dziedzinach chemii, w tym chemii nowoczesnych materiatow, katalizie, chemii
strukturalnej, agrochemii czy chemii medycznej [283]. Seria W-90 jako przyktad udanego
zastosowania grupy SFs w ligandach NK1R otwiera mozliwo$¢ wykorzystania wtasciwosci
tej grupy zaréwno do tworzenia zwigzkow aktywnych dziatajacych przez NKIR, jak tez
zwigzkow narzedziowych.

Potencjalnie ciekawym zastosowaniem dla moich zwigzkow W-90 jest ich uzycie do
obrazowania metoda rezonansu magnetycznego “°F MRI. Niedawno, Prinz i wsp. wykazali,
ze grupa SFs posiada lepsze wlasciwosci jako grupa reporterowa (w tym daje lepszy stosunek
sygnatu do szumu) niz grupy CF3 czy OCF; [310]. Obecnie w ZN IMDiK PAN trwaja
przygotowania do wykorzystania Ac-W-90-Br (i nowych analogéw otrzymanych na bazie tej
struktury) do takiego obrazowania in vivo.

Jesli chodzi o dane biologiczne i strukturalne serii W-90, warto tutaj wspomnie¢ o
kilku wazniejszych ustaleniach. Wedlug modelowania grupa SFs w analogach W-90
nasladuje pozycyjnie w kompleksie wigzacym grupe CF3z aprepitantu [27]. SAR serii W-90
pokazuje, ze istotny dla powinowactwa do NKIR jest rodzaj drugiego podstawnika w
pier§cieniu aromatycznym (rozmiar podstawnika). Zwigzki z wigkszym podstawnikiem byty
aktywniejsze. Na podstawie przeprowadzonego dokowania i obserwowanych zaleznosci SAR
wydaje sie, ze jeszcze wigkszy podstawnik hydrofobowy moéglby bardziej poprawic
powinowactwo receptorowe, co jest warte dalszych badan. Co wigcej, zaobserwowano, ze
Ac-W-90-Cl (R, = CI) i Ac-W-90-Br (R, = Br) majg znaczgco wyzsze powinowactwo niz
Ac-W-90-F (R, = F). Wskazuje to na mozliwos¢ wystgpowania wigzania halogenowego
[311] (cho¢ nie zaobserwowatam takiego oddziatywania w geometriach kompleksow z
dokowania). W celu weryfikacji tej hipotezy, w dalszych pracach mozna bytoby zsyntezowac
1 przebada¢ analog z grupa Ry = I, ktérego znaczacy wzrost aktywnosci wskazywalby na
potwierdzenie tego zatozenia. Dodatkowo, dla pelnego zrozumienia wptywu grupy R, w
dalszych badaniach warto byloby zsyntezowa¢ 1 sprawdzi¢ aktywnos$¢ analogow
zawierajacych jako R, = CF3 oraz R; = SFs. Na obecnym etapie przeszkoda do syntezy takich
analogéw byl/jest brak komercyjnie dostepnych bromkoéow benzylowych z Ry = SF5 1 R, =
CF3 lub R, = SFs.

SAR serii W-90 wskazuje tez, ze kluczowa dla aktywno$ci jest obecno$¢ grupy
acetylowej na N-koncu. Analogi z wolng grupg aminowg wykazuja stabsze powinowactwo
niz ich N-acetylowane odpowiedniki. Obserwacje te sg zgodne z danymi dla innych estréw
benzylowych tryptofanu z literatury [139,140], lub aktywnos$ciami serii W-80 (ale nie

dotyczy to juz ,,dhluzszych” analogéw z serii W-81-W-84). Zmniejszone powinowactwo
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analogobw z wolng grupg aminowg moga wyjasnia¢ takze wyniki z dokowania
molekularnego, ktére sugerujg ograniczone lub brak specyficznych oddziatywan miedzy
biatkiem a grupa aminowa w tych czasteczkach oraz hipotetyczny wyzszy koszt
energetyczny czesciowej desolwatacji sprotonowanej grupy aminowej w poroéwnaniu z grupa
acetylowa.

Wyniki dokowania molekularnego (struktury przewidywanych kompleksow
wigzacych) sugeruja takze mozliwos¢ rozbudowy zwiazkéw z serii Ac-W-90 przez
dobudowywanie fragmentéw do N-konca, analogicznie jak w serii W-80. Otwiera to pole do
tworzenia koniugatow lub zwigzkow wielofunkcyjnych.

Innym rodzajem badania in vitro, w ktorym testowana byty zwiazki serii W/F-71—
WI/F-74 bylo badanie ich wptywu na zywotnos¢ komorek (cytotoksycznosc). Motywacja do
tego badania byt fakt, ze ligandy NKIR mogg wykazywaé wilasciwosci
przeciwnowotworowe [31,165], a we wczesnych fazach mojego projektu doktoranckiego, w
ZN IMDiK PAN nie funkcjonowat jeszcze skuteczny i powtarzalny protokét oznaczania
powinowactwa do NK1R metoda radioizotopowa. W zwiazku z tym moje zwiazki byly
poddawane badaniu przesiewowemu dotyczacego wplywu na metabolizm komoérkowy.
Pomiar przeprowadzano na komorkach nowotworowych czerniaka linii COLOG679 i
prawidlowych fibroblastach BJ. Wybor linii COLO679 spowodowany byl tym, ze w
literaturze dostepne sa dane o aktywno$ci znanych ligandow NKIR wobec tej linii
komorkowej [171], co bytoby dobrym punktem odniesienia do poréwnania otrzymanych w
ZN IMDiK PAN wynikow.

Zwiazki serii W/F-71-74 wykazywaly zréznicowang aktywno$¢ cytotoksyczna.
Sposéréd nich dwa zwigzki Z-dW-71 oraz H-dW-71 cechuja si¢ korzystnym profilem
aktywnos$ci, wykazujac silne dzialanie cytotoksyczne, a dodatkowo aktywnos$¢ ta jest
selektywna wobec komoérek COLO679. Jednoczesnie, w pozniejszych badaniach
receptorowych ustalono, ze zwiazki te nie wykazuja znaczacego powinowactwa wobec
NKI1R, co sugerowato, ze mechanizm dziatania cytotoksycznego tych zwiazkow jest
prawdopodobnie inny niz przez receptor NK1. Wobec tego, w ramach niniejszej pracy
podjetam probe opracowania hipotezy dotyczacej mozliwego mechanizmu dziatania tych
zwigzkow, korzystajac z metod in silico. Na podstawie predykcji otrzymanych z dokowania
molekularnego oraz przewidywan typu target-fishing [312] uzyskanych za pomoca serwera
SwissTarget [289,290] mozna przypuszczaé, ze zwigzek Z-dW-71 moze oddziatywaé przez
receptor cholecystokininowy CCK2, ktory jest znany z udziatu w procesach nowotworowych

[291-293]. Hipoteza dziatania przez CCK2R jest wazng hipoteza robocza, ktéra umozliwi
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racjonalne planowanie dalszych prac eksperymentalnych (w tym synteze nowych analogow),
co byloby znacznie utrudnione, gdyby opierac si¢ wytacznie o dane komorkowe.

Nalezy jednak podkresli¢, ze przewidywania in silico nigdy nie mogg zastgpi¢ badan
eksperymentalnych. Wynika to przede wszystkim z ograniczen metod komputerowych
stosowanych w badaniach nad lekami. Przyktadowo, modele stosowane do predykcji sity
wigzania w dokowaniu opierajg si¢ na uproszczeniach teoretycznych [215], a takze sg
trenowane na ograniczonych zbiorach danych eksperymentalnych, dodatkowo obarczonych
btedami eksperymentalnymi oraz uzyskanych w heterogenny sposob [299]. Powoduje to, ze
uzyskane predykcje entalpii swobodnej wigzanie sg niedoktadne. Dalej, target-fishing przez
dokowanie jest ograniczony réwniez przez dobdér badanych receptorow i przepustowosé
symulacji.

Jesli chodzi o serwery/systemy ekspertowe stuzace do target-fishingu w oparciu o
strukture ligandow, ich dziatanie opiera si¢ na obliczaniu pewnej metryki podobienstwa
czasteczkowego miedzy badanym zwigzkiem a znanymi ligandami danego celu
molekularnego [313]. Metody te przyjmuja, ze zwigzki ,,podobne” dzialajg podobniec. W
oczywisty sposob Oznacza to, ze nie mogg one jako aktywnych zidentyfikowac tych
zwigzkow, ktore sg znaczaco rézne od znanych juz ligandow. Dodatkowo, jakosé predykcji
jest silnie zalezna od wielkosci zbioru treningowego, wzgledem ktoérego dokonywane sa
porownania podobienstwa.

Wobec wymienionych ograniczen metod in silico, konieczne sg dalsze badania
eksperymentalne w celu weryfikacji hipotezy oddzialywania z CCK2R, obejmujace m.in.
badania powinowactwa do tego receptora. Co wigcej, w celu szerszego okreslenia aktywnosci
komorkowej dla serii tych zwigzkdéw warto bytoby przeprowadzi¢ pomiary cytotoksycznosci
na roznych liniach komérkowych. Dalsze prace nad tymi zwigzkami wymagac beda takze
oznaczenia wlasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych.

Druga cz¢$¢ moich badan dotyczyla aspektéw metodologicznych, zwigzanych ze
skutecznos$cig funkcji oceniajacych stosowanych w dokowaniu molekularnym. Dokowanie
jest jedng z najwazniejszych technik in silico stosowanych w poszukiwaniu nowych lekow.
Kluczowym elementem dokowania jest ocena wygenerowanych rozwigzan (scoring). Idealny
scoring powinien dobrze szacowac energi¢ wigzania kompleksu (w skali bezwzglednej),
identyfikowa¢ najkorzystniejsza energetycznie poz¢ liganda w miejscu wigzagcym oraz
poprawnie szeregowac rézne ligandy wedtug ich sity dziatania. W rzeczywistosci doktadnosé
funkcji oceniajacych pozostawia wiele do zyczenia [240], a skuteczno$¢ predykcji i

zastosowan jest zroznicowana 1 zalezna m. in. od celu molekularnego, do ktoérego
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przeprowdza si¢ dokowanie [238-241]. Niektorzy autorzy wskazuja, ze przynajmniej
czgsciowo problem ten wynika z zaktadanej uniwersalnosci funkcji oceniajacych, a
rozwigzaniem pozwalajacym na popraweg skutecznosci scoringu i dokowania moze byc
przygotowywanie funkcji oceniajgcych specyficznych dla danego celu molekularnego [243].

W pracach prowadzonych w ZN IMDiK PAN wielokrotnie obserwowano, ze
domyslna funkcja oceniajgca popularnego programu AutoDock Vina [206] daje niskiej
jakosci szacowania energii wigzania ligandow z receptorem NK1 [niepublikowane]. W
moich badaniach, systematycznie sprawdzatam zdolno$¢ tego programu do rozrdzniania
zwigzkow wigzacych sie od niewigzacych sie¢ (stabowigzacych si¢) z NKIR na szerszym
zbiorze danych eksperymentalnych, z wykorzystaniem dokowania do réznych struktur
eksperymentalnych NK1R oraz w réznych wariantach testowych. W analizie tej korzystatam
z danych eksperymentalnych o wigzalno$ci do NKI1R uzyskanych w ZN IMDiK PAN dla
zwigzkow, ktore zsyntezowatam w trakcie mojego projektu doktoranckiego, a takze z danych
pochodzacych z literatury.

Moje badanie potwierdzilo wczesniejsze spostrzezenia, i w ,trudniejszych”
scenariuszach walidacji Vina uzyskata wyniki ,,stabe” (wedtug kryterium Jaiteha®; logAUC ~
7-8) lub ,,niezte”/’dobre” (logAUC ~ 15-18) w ,tatwiejszych” przypadkach walidacyjnych.
Wobec tego postanowitam wykorzystat dane eksperymentalne o powinowactwie
receptorowym zsyntezowanych przez mnie zwigzkow oraz dane literaturowe do
wytrenowania funkcji oceniajacych specyficznych dla receptora NK1.

We wszystkich scenariuszach trenowania, udato si¢ uzyska¢ systematyczng
(i statystycznie istotng) poprawe wartosci l0gAUC wzgledem wartosci uzyskanych dla
oryginalnej funkcji AutoDock Vina. W niektorych przypadkach, w zaleznosci od scenariusza
trenowania i scenariusza walidacji, najlepsze nowe funkcje miaty lepsza kategori¢ wedtug
kryterium Jaiteha niz funkcja wyjsciowa. W wyniku trenowan, uzyskano w zasadzie cate
rodziny funkcji, z ktorych wiele modeli uzyskato bardzo podobne wyniki walidacji. W
obecnie uzyskanych danych nie ma podstaw do wyroznienia jednej lub kilku z uzyskanych
funkcji.

Wedlug mojej wiedzy, w literaturze nie opisano zadnej funkcji oceniajace]

specyficznej dla receptora NK1. Nie badano takze systematycznie skutecznosci skryningu

3 Jaiteh i wsp. zaproponowali opisowa kategoryzacje wynikow skryningu wedlug wartosci logAUC [298].
Wedlug kryterium Jaiteha, logAUC moze by¢ stabe < 10, niezte (ang. fair) 10-15, dobre 15-20, bardzo dobre
20-25, lub doskonate > 25.
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wobec NKI1R dla AutoDock Vina, czy jakiegokolwiek innego programu dokujacego. Stad tez
bezposrednie poréwnanie wartosci l0ogAUC uzyskanych w badaniu skuteczno$ci Viny czy
podczas walidacji nowych funkcji nie jest mozliwe. Mozna je jednak zestawi¢ z przecigtnymi
warto$ciami obserwowanymi w duzych badaniach skuteczno$ci dokowania.

U Mysingera i wsp. [314] program DOCK, zastosowany do przesiewu wobec 40
celow molekularnych, na danych z bazy DUD [297], uzyskat srednie logAUC = 15.0. Jaiteh i
wsp. [298] porownywali skutecznos¢ programu DOCK3.6 w skryningu wobec kilkunastu
receptoréw GPCR (na danych DUD-E [255]) w zalezno$ci od zastosowanego szablonu dla
modelu homologicznego oraz plastycznosci miejsca wigzacego, 1 uzyskali srednie wartosci
logAUC w zakresie 10.0-20.0. W niedawnej pracy Steina i wsp. [315], gdzie testowano
skuteczno§¢ SVBS (z wykorzystaniem programu DOCK 1 roznorodnych zestawow
parametréw sterujgcych dokowaniem) wobec 43 rdznych celéw molekularnych na danych ze
zbioru DUD-E [255], obserwowano zrd6znicowane warto$ci logAUC od okoto 60.0 do -9.0,
ze $rednia ~ 17.0 1 mediang ~ 14.0. Warto oddzielnie zwrdci¢ uwagg, ze przecigtne wartosci
logAUC dla zblizonych strukturalnie do NKIR receptorow z rodziny GPCR wynosity
srednio 6.4 (receptor dopaminowy D4), 8.3 (receptor adrenergiczny B2), 22.6 (receptor
adenozynowy Aa), czy 10.3 (receptor chemokinowy CXCR,). W innej systematycznej
analizie, Xu i wsp. porownywali skuteczno$¢ skryningu dla programéw DOCK3.7 i
AutoDock Vina [316], rowniez na danych z DUD-E [255]. Zaobserwowana mediana
logAUC dla programu DOCK3.7 wynosita 16.2, za§ dla AutoDock Vina 16.8. Przesiew
wobec receptorow GPCR miat przecigtnie nizsze logAUC niz przesiew wobec kinaz, proteaz,
innych enzymoéw, czy receptoréw jadrowych.

Przedstawione w pracy badania nad funkcjami oceniajacymi specyficznymi dla NK1R
nie wyczerpujg zakresu mozliwych ulepszen W podejsciu treningowym oraz mozliwych i
wartych do przeprowadzenia testow i poréwnan. Zwroce teraz uwage na kilka ograniczen
moich badan oraz ewentualne kierunki dalszych prac.

Po pierwsze, moje funkcje oceniajgce przeznaczone sg tylko do rescoringu, tzn. stuzg
do oceny geometrii kompleksow wygenerowanych w dokowaniu w ramach etapu
przeszukiwania. Oznacza to, ze modelowanie z ich udzialem wymaga zastosowania dwoch
funkcji — jednej do kierowania przeszukiwaniem (a czg¢sto tez rankingowania rozwigzan), a
drugiej do re-oceny rozwigzania/rozwigzan. Powoduje to, ze jeSli funkcja kierujgca
przeszukiwaniem ,skieruje” algorytm w region przestrzeni rozwigzan oddalony od
prawdziwej konformacji kompleksu, funkcja rescorujgca ,pracowaé” bedzie na

nieprawidlowej geometrii, co moze prowadzi¢ do nieprawidtowych wynikow. W literaturze
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znane sg proby tworzenia funkcji TSSF, ktore stosowane sg zarowno do etapu
przeszukiwania i do etapu oceny [248,250,261,264]. Jednak w przypadku moich badan,
Zrezygnowano z proby tworzenia funkcji specyficznej dla NKI1R, ktéora mogtaby kierowaé
przeszukiwaniem rozwigzan z powodu znacznie wigkszej zlozonos$ci problemu
optymalizacyjnego, oraz niewiclkiej ilosci eksperymentalnych danych strukturalnych
dotyczacych komplekséw NKIR z ligandami. W zwigzku z tym, stosujagc nowe funkcje,
nalezy pamigta¢ o tym potencjalnym zrédle btedow.

Po drugie, w prezentowanym w pracy podejsciu, rescoring jest stosowany tylko do
pierwszej (najnizszej energetycznie) pozy wygenerowanej dla danego liganda. Wigze sie to z
problemem podobnym jak powyzej — jesli funkcja rankingujaca pozy wynikajace z
przeszukania wybiera jako ,,najlepsza” btedng poze wiazaca, funkcja rescorujaca ,,pracuje”
na nieprawidtowej geometrii, co moze prowadzi¢ do nieprawidtowych wynikow. Mozliwe
bytoby uwzglednianie w rescoringu wigkszej ilosci pdz wiazacych, jednak podobnie jak w
poprzednim przypadku, zwigkszatoby to zlozono$¢ procedury optymalizacji, oraz
wymagatoby wiekszej ilosci eksperymentalnych danych strukturalnych.

Jesli chodzi o walidacj¢ uzyskanych funkcji, pewnym ograniczeniem jest to, ze nie
przeprowadzitam testow skuteczno$ci wobec zbioru molekut-wabikow (ang. decoys), co jest
czesto praktyka w pracach dotyczacych skuteczno$ci metodologii dokowania [255,314].
Wabiki sg czgsteczkami, ktore posiadajg podobne wiasciwosci fizykochemiczne do
prawdziwych ligandéw danego receptora, lecz jednocze$nie zupeinie niepodobne struktury.
Przyjmuje si¢, ze wabiki sg nieaktywne wobec okre§lonego receptora, i stosuje si¢ je do
testowania okreslonej metody (wariantu dokowania) pod katem skutecznosci skryningu.
Wada tego podejscia jest jednak to, ze w zasadzie nie wiadomo, czy wabiki sg naprawde
nieaktywne, oraz to, ze znacznie bardziej wymagajgce jest odroznianie podobnych
strukturalnie zwiazkow aktywnych i nieaktywnych. Stad tez w mojej pracy stosowatam
zbiory mniejsze, ale ztozone ze zwigzkow, dla ktoérych istnieja eksperymentalne dane o
aktywnos$ci. Warto bedzie jednak uzupeini¢ te poréwnania o walidacje z wykorzystaniem
molekut-wabikow. Ostatnio Stein i wsp. zaproponowali takze badanie skuteczno$ci wyboru
prawdziwych ligandow sposrod bibliotek zwigzkow wysoce natadowanych dodatnio lub
ujemnie (tzw. zbioér Extrema) albo zwigzkoéw reprezentujacych przecietne wilasciwosci
fizykochemiczne typowej biblioteki przesiewowej (tzw. zbior Goldilocks) [315]. Te testy
rowniez wydaja si¢ istotne dla pelnego zrozumienia potencjalu moich funkcji 1 beda

przedmiotem przysztych badan.
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Innym waznym kierunkiem bedzie pordéwnanie skutecznosci moich funkcji do
skutecznosci funkcji oceniajacych programéw innych niz AutoDock Vina. Wybor programu
AutoDock Vina byl podyktowany przede wszystkim praktycznym stosowaniem tego
programu w ZN IMDiK PAN. Co wigcej, AutoDock Vina jest programem stosunkowo
tatwym w uzytkowaniu 1 dostgpnym dla 0s6b bez wickszego doswiadczenia w modelowaniu i
programowaniu. Dalej, program ten jest powszechnie dostepny (darmowy) i szybki. Funkcja
oceniajagca AutoDock Vina ma do$¢ prosta postaé¢ (6 wyrazéw, 6 wag; por. Rownanie 3-5
oraz Tabela 3) i w przeciwienstwie do popularnych ostatnio funkcji ,,uczonych maszynowo”
(MLSF), w tym specyficznych dla celow molekularnych (ML-TSSF), jest bardziej
zrozumiala fizycznie. Inng przestanka decydujaca o uzyciu AutoDock Vina bylo to, ze w
literaturze mozna odnalez¢ opisane proby opracowania funkcji rescorujacych na podstawie
tego programu [254,268].

Niemniej jednak, znanych i stosowanych jest wiele programéw dokujacych oraz wiele
funkcji oceniajacych. Petne zrozumienie jakosci predykcji moich nowych funkcji wymagac
bedzie odniesienia si¢ takze do innych stosowanych modeli. Szczegdlnie cieckawe moze by¢
poréwnanie moich funkcji z funkcjami oceniajagcymi opartymi na uczeniu maszynowym
(MLSF). W nowszej literaturze wielokrotnie wskazywano, ze MLSF sg znacznie
skuteczniejsze niz tradycyjne funkcje oceniajace [228,229]. Z drugiej strony, Kkrytycy
wskazuja na wady MLSF (np. przeuczenie, brak sensu fizycznego, brak prawdziwej
zdolnosci predykcyjnej etc.) [230-235]. Wedlug mojej wiedzy, nie opublikowano jak dotad
zadnego zastosowania MLSF do receptora NK1. Stad interesujacym zagadnieniem moze by¢
porownanie klasycznych funkcji oceniajacych (innych niz AutoDock VINA), funkcji typu
MLSF i moich funkcji specyficznych dla NK1R.

Najwazniejszym jednak testem dla moich funkcji bytoby zastosowanie prospektywne,
czyli wykorzystanie jednej lub kilku z nich do predykcji powinowactwa do NKI1R dla
zupelie nowej grupy zwiazkéw chemicznych, nastepnie ich synteza i eksperymentalna

ocena wigzania, a potem obliczenie wspdiczynnika sukcesu w ,,$wiecie rzeczywistym”.
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VI.

Whioski

Zaprojektowano i1 zsyntezowano bibliotek¢ nowych pochodnych fenyloalaniny i
tryptofanu, jako potencjalnych ligandow NK1R.

Z uzyciem kilku nieskomplikowanych reakcji oraz dywergentnego podejscia
otrzymano ze stosunkowa dobra wydajnoscia 94 zwiazki, w tym 93 nowe pochodne.
Zsyntezowane N-acylohydrazony (serie W/F-71), N,N -diacylohydrazydy (serie W/F-
72), N-acylo-N -fenylohydrazydy (serie W/F-73), N-acylo-N -fenyloacetylohydrazydy
(serie W/F-74) byly nieaktywne lub jedynie marginalnie aktywne wobec receptora
NK1.

Mozliwe jest rozbudowanie (na sposob umozliwiajacy tworzenie koniugatow i
zwigzkow wielofunkcyjnych) znanego antagonisty NKI1R L-732,138 o dodatkowe
elementy od N-konca bez utraty powinowactwa do NK1R (serie zwigzkow W-80—W-
84). Czesciowe wyniki zostaly opublikowane w International Journal of Molecular
Sciences [1].

Mozliwe jest zastgpienie w strukturze znanego antagonisty L-732,138 kluczowej dla
powinowactwa grupy CF3 inng grupg SFs bez znaczacego spadku powinowactwa
(seria W-90); grupa SFs wedlug modelowania nasladuje pozycyjnie grupe CFz w
kompleksie wigzacym. CzeSciowe wyniki zostalty opublikowane w ChemMedChem
[2].

W serii W-90, wazne znaczenie dla aktywno$ci ma rodzaj drugiego podstawnika w
pierScieniu aromatycznym (rozmiar podstawnika) oraz obecno$¢ N-acetylowej grupy
na umownym N-koncu.

Zwiazki z serii W/F-71-W/F-74 przebadane pod katem wplywu na zywotno$¢
komorek (cytotoksycznosci) cechowaly si¢ zrdznicowang aktywno$cia wobec
komoérek nowotworowych COLO679 i prawidlowych BJ.

Szczegblnym profilem aktywno$ci, charakteryzujacym si¢ dzialaniem silnie
cytotoksycznym, ale jednocze$nie selektywnym wobec linii komorkowej COLO67
cechowaty si¢ zwigzki Z-dW-71 oraz H-dW-71, ktore jednoczesnie nie wykazuja
znaczacego powinowactwa do NKI1R. Z powodu tych wlasnosci zwiazki te zostaty
opatentowane (Patent PL244031B1) [3].

Zastosowano metody in silico (przewidywania SwissTarget oraz dokowanie

molekularne), by opracowac¢ hipotez¢ sugerujaca, ze zwiazki te moga oddziatywacé z
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receptorem CCK2R (konieczne sg dalsze badania eksperymentalne w celu
potwierdzenia tej hipotezy).

Oryginalna funkcja oceniajgca programu AutoDock Vina stosunkowo stabo radzi
sobie w szacowaniu energii wigzania ligandow z NKIR i odroznianiu zwigzkéw
aktywnych od nieaktywnych (niska moc przesiewania).

Wykorzystano dane eksperymentalne nowozsyntezowanych zwigzkow oraz
literaturowe do wytrenowania funkcji oceniajacych specyficznych dla NK1R.
Opracowano nowe funkcje oceniajace (do rescoringu) specyficzne dla NK 1R, ktore w
testach walidacyjnych wykazywaly systematyczng i statystycznie istotng poprawe
skutecznos$ci w porownaniu do oryginalnej funkcji oceniajacej programu AutoDock
Vina.

Nowe funkcje moga by¢ przydatnym narzedziem in silico wspomagajacym

odkrywanie nowych ligandow NK1R.
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VIl. Materialy i metody

VII.1. Chemia: uwagi ogolne.

— Wszystkie rozpuszczalniki i odczynniki dostepne handlowo uzywano bez dodatkowego
oczyszczania.

— Przebieg reakcji monitorowano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej (TLC), z
uzyciem ptytek aluminiowych pokrytych zelem krzemionkowym (Silica Gel 60 F254,
Merck), z detekcja UV przy dhugoscei fali A = 254 nm. Ptytki wywolywano za pomoca 1%
roztworu ninhydryny w metanolu (MeOH).

— Wszystkie zsyntezowane zwigzki analizowano (oznaczanie masy czasteczkowej oraz
zawarto$ci produktu gldwnego) za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej w
uktadzie faz odwroconych z detektorem diodowym i sprzezonej ze spektrometrig mas typu
pojedynczy kwadrupol (LC-MS, ang. Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) z
wykorzystaniem metody jonizacji elektrorozpylania (ESI). Analizy wykonywano na zestawie
firmy Shimadzu (Shimadzu LCMS-2020), z wykorzystaniem kolumny Jupiter® 4 pm, 250 X
4.6 mm, Proteo 90 A (Phenomenex) oraz faz ruchomych A i B (faza A: 0.05 % kwas
mréowkowy (FA) w wodzie miliQ (v/v), faza B: 0.05% FA w acetonitrylu (ACN) (v/v)),
stosujac gradient 3-97% fazy B w 31 minut, przy przeptywie 1.2 ml/min, z detekcja przy
dhtugosci fali A = 210 nm, 254 nm lub 280 nm.

— Zsyntezowane zwigzki probowano wytragca¢ 1 krystalizowaé. Tam, gdzie nie dato to
zadowalajacej czystosci, do celow analitycznych oczyszczano mate probki przy uzyciu
preparatywnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych (RP-
HPLC, ang. Reverse-Phase High Performance Liquid Chromatography). Za pomocg RP-
HPLC oczyszczano tez wszystkie zwigzki zawierajagce wolng (odbezpieczong) grupe
aminowg (trifluoroctany; oznaczenia kodowe zaczynajace sie od H-). Oczyszczanie zostato
przeprowadzone na aparacie firmy Shimadzu (Shimadzu Prominence) z detektorem
diodowym. Uzywano kolumny Jupiter® 10 um, 250 x 21.2 mm, Proteo 90 A (Phenomenex)
oraz faz ruchomych A i B (faza A: 0.1 % kwas trifluorooctowy (TFA) w wodzie miliQ (v/v),
faza B: 0.1% TFA w ACN (v/v)), z detekcja przy dhugosci fali A = 210 nm, 254 nm i 280 nm.
Rozdziat chromatograficzny prowadzono wykorzystujac elucje gradientowa. Kazdy ze
zwigzkoéw wymagal doboru odpowiedniej metody oczyszczania (odpowiedniego gradientu).

Najwigkszy wptyw na dobor gradientu miata obecnos$¢ grup Rj. Przyktadowe stosowane
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gradienty: dla Ry = H: 30-60% B przez 20 min; dla R; = Boc: 60-90% B przez 20 min; dla Ry
= Cbz: 65-85% B przez 20 min; dla Ry = Ac: 30-80% B przez 20 min.

— W celu potwierdzenia struktury chemicznej wybranych zwigzkéw przeprowadzono
analizy z zastosowaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang.
Nuclear Magnetic Resonance). Pomiary wykonano w Instytucie Chemii Organicznej PAN w
Pracowni Magnetycznego Rezonansu Jadrowego. Widma NMR protonowe (1H) 1 weglowe
(**C) rejestrowane byly na spektrometrach Bruker 400 MHz, Bruker 500 MHz lub Varian
600 MHz. Pomiary wszystkich zwigzkow przeprowadzono w deuterowanym
dimetylosulfotlenku-dg (DMSO-ds) W temperaturze otoczenia, stosujgc trimetylosilan jako
wzorzec wewnetrzny. Przy opisie poszczegolnych sygnatow w widmie stosowano skroty: AB
— uktad spinowy AB, ABX — uktad spinowy ABX, bs — szeroki singlet (ang. broad singlet), s
—singlet, d — dublet, dd — dublet dubletow, dt — dublet trypletow, t — tryplet, g — kwartet, m —
multiplet. Przesunigcia chemiczne sygnalow podane sa w ppm, a state sprzezenia J w hercach

(H2).
VII.2. Procedury syntetyczne

VIl.2.1. Otrzymywanie hydrazydow (Procedura A)

Do roztworu aminokwasu z grupa a-aminowg zabezpieczong grupg ochronng (tert-
butoksykarbonylowg (Boc) 1lub benzyloksykarbonylowa (Cbz)) lub pochodnej
aromatycznego kwasu karboksylowego (1 ekw.) w dimetyloformamidzie (DMF) dodano N-
hydroksysukcynoimid (HOSu) (1.1 ekw.) i calo$¢ ochtodzono do temperatury 0-5C za
pomoca tazni lodowej. Nast¢pnie dodano N, N -dicykloheksylokarbodiimid (DCC) (1 ekw.) i
prowadzono reakcje przez godzine w temperaturze 0-5°C i kolejno przez dwie godziny w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano monohydrat
hydrazyny (NH,NH,*H,0) (10 ekw) i catos¢ pozostawiono do mieszania w temperaturze
pokojowej na 20-24 godziny. Postep reakcji sprawdzano za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). Wytrgcony N,N’-dicykloheksylomocznik (DCU) odsaczono, a
przesacz zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt wytragcono za pomocag zimnego
15% wodnego roztworu wodoroweglanu potasu (KHCO3). Otrzymany osad odsaczono,

przemyto 5% KHCOj3; oraz woda, pozostawiono do wysuszenia na powietrzu.
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VIl.2.2. Sprzeganie grupy karboksylowej i aminowej (Procedura B)

Do roztworu aminokwasu z grupa a-aminowg zabezpieczong grupa ochronng (1 ekw.)
w DMF dodano HOSu (1.1 ekw) i cato$¢ ochtodzono do temperatury 0-5°C za pomocg tazni
lodowej. Dodano DCC (1 ekw.) i mieszaning¢ reakcyjng pozostawiono do mieszania przez
godzine w temperaturze 0-5°C i kolejno przez dwie godziny w temperaturze pokojowej (do
momentu wytrgcenia DCU). Po tym czasie dodano roztwoér soli aminy (seria W-81 i W-82)
lub hydrazydu (seria W/F-72 i W/F-74) lub 3,5-bis(trifluorometylo)fenylohydrazyny (seria
W/F-73) (1.2 ekw.) w DMF z dodatkiem 1,1,3,3-tetrametyloguanidyny (TMG) (1.2 ekw.).
Calos¢ pozostawiono do mieszania w temperaturze pokojowej, do momentu przereagowania
substratow. Przebieg reakcji sprawdzano za pomoca TLC. Wytracony podczas reakcji DCU
odsaczono, a przesacz zatgzono pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt wyodrgbniano
poprzez wytrgcenie zimnym 15% roztworem KHCOs3 lub, jesli produkt nie stracal sig,
poprzez ekstrakcje octanem etylu (EtOAc). Faz¢ organiczng przemyto trzykrotnie 5%
wodnym roztworem KHCO; i trzykrotnie woda, a nastepnic osuszono za pomocg
bezwodnego siarczanu magnezu (bezw. MgSO,). Srodek suszacy odsaczono, przesacz

zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem i pozostawiono do wysuszenia na powietrzu.

VI1.2.3. Sprzeganie grupy karboksylowej i aminowej z wykorzystaniem
preformowanego estru aktywnego (Procedura C)

Do estru N-sukcynimidylowego kwasu 6-((tert-butoksykarbonylo)amino)hekasanowego
(Boc-6-Ahx-OSu) (1 ekw.) rozpuszczonego w minimalnej ilosci DMF dodano amine (1.2
ekw.) oraz TMG (1.2 ekw.). Reakcje prowadzono przez 6 h w temperaturze pokojowej.
Mieszaning reakcyjna zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem i ekstrahowano EtOAc. Faze
organiczng osuszono bezw. MgSQ,, przesaczono, zatezono pod zmniejszonym cisnieniem i

pozostawiono do wysuszenia na powietrzu.

Vil.24. Otrzymywanie hydrazonow (Procedura D)

Do 3,5-bis(trifluorometylo)benzaldehydu (1 ekw.) rozpuszczonego w minimalnej
iloSci mieszaniny izopropanol/metanol (iPrOH/MeOH) (2:1, v/v) dodano hydrazyd
aminokwasu z grupg oa-aminowg zabezpieczong grupg ochronng (1 ekw.). Reakcje
pozostawiono do mieszania w temperaturze pokojowej przez 20 godzin. Postep reakcji
sprawdzano za pomocg TLC. Wytragcony osad odsaczono, przemyto iPrOH i pozostawiono

do wysuszenia na powietrzu.
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VII1.2.5. Usuwanie grupy ochronnej Boc (Procedura E)

Grupe tert-butyloksykarbonylowa zabezpieczajaca grupe a-aminowg usuwano za
pomoca kwasu trifluorooctowego (TFA). Zwigzek rozpuszczono w mieszaninie TFA/chlorek
metylenu (DCM) (1:1) w temperaturze 0-5'C w tazni lodowej. Cato$¢ mieszano przez
godzing w temperaturze pokojowej. Postep reakcji sprawdzano za pomocg TLC. Mieszaning
reakcyjng zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem i przemyto trzykrotnie eterem dietylowym
(Et,0), za kazdym razem odpedzajac. Otrzymany olej pozostawiono na dobe do suszenia w
eksykatorze prozniowym nad $rodkiem suszgcym dekatlenkiem tetrafosforu (P4O1p).
Nastepnie w celu wytragcenia produktu do oleju dodano zimny Et,O. Uzyskany osad

odsaczono 1 pozostawiono do wysuszenia w eksykatorze prézniowym.

VI1.2.6. Acetylowanie wolnej grupy aminowej (Procedura F)

Do pochodnej z wolng grupa aminowa (1 ekw.) rozpuszczonej w minimalnej ilo$ci
DMF lub mieszaninie DMF/DCM dodano TMG (2 ekw.) i calo$¢ ochtodzono do temperatury
0-5C za pomocg tazni lodowej. Do mieszaniny reakcyjnej dodano bezwodnik octowy
(Ac20) (2 ekw.) i pozostawiono do mieszania na 30 minut w temperaturze 0-5°C i kolejno na
godzing w temperaturze pokojowej. Postep reakcji sprawdzano za pomocg TLC. Mieszaning
reakcyjng zatgzono pod zmniejszonym ci$nieniem. Nastgpnie pozostatos¢ zakwaszono 10%
wodnym roztworem kwasu cytrynowego, dodano wode i1 ekstrahowano EtOAc. Fazg
organiczng przemyto trzykrotnie 5% wodnym roztworem kwasu cytrynowego i trzykrotnie
woda, a nastgpnie osuszono za pomoca bezw. MgSO,. Srodek suszacy odsaczono, przesacz

zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem i pozostawiono do wysuszenia na powietrzu.

VIIL.2.7. Alkilowanie bromkami benzylowymi (Procedura G)

Do roztworu N*-(tert-butyloksykarbonylo)-L-tryptofanu (1 ekw.) w MeOH i wodzie
dodano weglan cezu (Cs;COs, 0.5 ekw.) rozpuszczony w wodzie i calo$¢ mieszano przez
jedng godzing w temperaturze pokojowej. Po tym czasie usuni¢to rozpuszczalnik pod
zmniejszonym  cisSnieniem, pozostalos¢ przemyto dwukrotnie bezwodnym DMF,
kazdorazowo zatg¢zajac roztwdr pod zmniejszonym ci$nieniem. Tak otrzymang s6l cezu
zawieszono w DMF i dodano odpowiedni bromek benzylowy podstawiony grupa SFs lub
bromek 3,5-bis(trifluorometylo)benzylowy (1.1 ekw.) w DMF. Cato$¢ mieszano przez 1620
godzin w temperaturze pokojowej. Nastgpnie mieszaning reakcyjng zatezono pod

zmniejszonym ci$nieniem, dodano wodg i ekstrahowano EtOAc. Fazg organiczng przemyto
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trzykrotnie woda, wysuszono bezwodnym MgSO,4, przesaczono 1 zat¢zono pod

zmniejszonym cisnieniem. Uzyskany olej suszono w eksykatorze prozniowym nad P4Oqp.

VII.3. Syntezy zwiazkow

VII1.3.1. Seria W-71

Tabela 41. Wzory strukturalne zwigzkow z serii W-T1.

Boc-W-71 Boc-dW-71
HN HN
| |
H CF : H CF
>L HN N7 3 >L HN/\W ‘N7 3
O/&O © OAO ©
CF, CF,
Z-W-71 Z-dW-71
HN HN
| |
H CF : H CF
HN N 3 HN/\H/ N7 3
o/go © o/go ©
CF; CF3
H-W-71 H-dW-71
HN HN
| |
H CF : H CF
+H3N ‘N e 3 +H3N/\|’r ‘N ’d 3
0.0 (@] OYO- (0]
CF3 CF3 (_‘,F3 CF3
Ac-W-71 Ac-dW-71
HN HN
| |
H CF : H CF
HN N7 3 HN/\H/ N7 3
/go & AO o
CF; CF;
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Boc-L-Trp-NH-NH, Boc-L-Trp-NH-NH,, (S)-(1-hydrazynylo-3-(1H-indol-3-ilo)-1-
oksopropan-2-ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury A; bialy osad,
wydajnosé reakcji 94%, ESI-MS m/z otrzymane m/z [M+H]": 319.25, m/z obliczone
[M+H]": 319.18.

Boc-D-Trp-NH-NH,, Boc-D-Trp-NH-NH, (R)-(1-hydrazynylo-3-(1H-indol-3-ilo)-1-
oksopropan-2-ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury A; bialy osad,
wydajno$é reakcji 93%, ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 319.15, m/z obliczone [M+H]™:
319.18.

Z-L-Trp-NH-NH,, Cbz-L-Trp-NH-NH, (S)-(1-hydrazynylo-3-(1H-indol-3-ilo)-1-
oksopropan-2-ylo)karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury A; bialy osad,
wydajnoéé reakcji 87%, ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 353.10, m/z obliczone [M+H]":
353.16.

Z-D-Trp-NH-NH,, Cbz-D-Trp-NH-NHs, (R)-(1-hydrazynylo-3-(1H-indol-3-ilo)-1-
oksopropan-2-ylo)karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury A; biaty osad,
wydajnoéé reakcji 68%, ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 353.10, m/z obliczone [M+H]":
353.16.

Boc-W-71, Boc-L-Trp-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (S,E)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury D; kremowy osad, wydajnosé
reakcji 94%, czystosé = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 543.10, m/z
obliczone [M+H]": 543.18; tz = 19.94 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.09 i 11.78 (1H, 2s), 10.92 i 10.90 (1H, 2s), 8.48
i 8.41 (1H, 2s), 8.44 i 8.40 (2H, 25), 8.24 i 8.22 (1H, 2s), 7.76-7.61 (1H, 2d, *Jyu= 8.4, 7.8
Hz), 7.42 i 7.37 (1H, 2d, *Jun = 8.4, 7.2 Hz), 7.29 i 7.28 (1H, 2s), 7.22 i 7.16 (1H, 2d, %Iy =
8.4, 7.2 Hz), 7.16-7.12 i 7.11-7.06 (1H, 2m, nalozony), 7.11-7.06 i 6.95-6.90 (1H, 2m,
natozony), 5.30-5.24 i 4.45-4.38 (1H, 2m), 3.23-3.15 i 3.13-2.96 (2H, 2m), 1.43 i 1.40 (9H,
25).

Boc-dW-71, Boc-D-Trp-NH-N=CH-3,5(CFs),Ph, (R,E)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury D; kremowy osad, wydajnosé
reakcji 78%, czystosé = 93% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 543.10, m/z
obliczone [M+H]": 543.18; tz = 19,93 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.09 i 11.78 (1H, 2s), 10.92 i 10.90 (1H, 2s), 8.48
i 8.41 (1H, 2s), 8.44 i 8.40 (2H, 25), 8.24 i 8.22 (1H, 2s), 7.76-7.61 (1H, 2d, *Jyy= 8.4, 7.8
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Hz), 7.42 i 7.37 (1H, 2d, *Jun= 8.4, 7.2 Hz), 7.29 i 7.28 (1H, 2s), 7.22 i 7.16 (1H, 2d, %Iy =
8.4, 7.2 Hz), 7.16-7.12 i 7.11-7.06 (1H, 2m, natozony), 7.11-7.06 i 6.95-6.90 (1H, 2m,
nalozony), 5.30-5.24 i 4.45-4.38 (1H, 2m), 3.23-3.15 i 3.13-2.96 (2H, 2m), 1.43i 1.40 (9H,
25).

Z-W-T71, Cbz-L-Trp-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (S,E)-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury D; kremowy osad, wydajnos¢ reakcji
70%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 577.05, m/z obliczone
[M+H]": 577.17; tz = 19.85 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.07 i 11.79 (1H, 2s), 10.84 i 10.82 (1H, 2s), 8.39
i 8.36 (1H, 2s), 8.36 i 8.31 (2H, 25), 8.16 i 8.14 (1H, 2s), 7.73i 7.68 (1H, 2d, *Jy= 6.5, 6.5
Hz), 7.66 i 7.54 (1H, 2d, %4y = 6.5, 6.5 Hz ), 7.37-7.10 (7H, nakladajace si¢ multiplety),
7.10-7.04 i1 7.02-6.97 (1H, naktadajace si¢ multiplety), 7.02-6.97 i 6.86-6.80 (1H, naktadajace
si¢ multiplety), 5.31-5.24 i 4.45-4.36 (1H, 2m), 5.03-4.84 (2H, m), 3.19-3.10 i 3.05-2.93 (2H,
2m).

Z-dW-71, Cbz-D-Trp-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (R,E)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury D; kremowy osad, wydajnos¢ reakcji
89%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 577.10, m/z obliczone
[M+H]": 577.17; tz = 19.85 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.04 i 11.75 (1H, 2s), 10.83 i 10.81 (1H, 2s), 8.40
i 8.35 (1H, 2s), 8.35 i 8.31 (2H, 25), 8.16 i 8.14 (1H, 2s), 7.71i 7.68 (1H, 2d, 3J;n=8.0i 8.0
Hz), 7.63 i 7.55 (1H, 2d, %3y = 8.0, 7.5 Hz ), 7.37-7.13 (7H, nakladajace si¢ multiplety),
7.11-7.04 1 7.04-6.96 (1H, naktadajgce si¢ multiplety), 7.04-6.96 i 6.87-6.80 (1H, naktadajace
si¢ multiplety), 5.33-5.24 i 4.47-4.36 (1H, 2m), 5.05-4.83 (2H, m), 3.21-3.10 i 3.06-2.93 (2H,
2m).

H-W-71, TFA*NH,-L-Trp-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S,E)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminowy;
otrzymano wg procedury E; kremowy osad, wydajnosc¢ reakcji 94%, czystos¢ = 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [MaasadatH]": 443.10, [Myasaga-H]: 441.05, [Mys-H]: 555.00,
m/z obliczone [MaasagatH]": 443.11, [Mzasada-H]: 441.11, [Mys-H]: 555.11; tg = 11.04 min;
'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.26 i 12.23 (1H, 2s), 11.03 i 10.97 (1H, 2s), 8.39
i 8.36 (1H, 2s), 8.31 i 8.21 (2H, 2s), 8.18 (3H, s), 8.14 (1H, s), 7.66 i 7.50 (1H, 2d, *J4y = 6.5,
6.0 Hz), 7.38 i 7.26 (1H, 2d, %4y = 7.0, 6.5 Hz ), 7.22 i 7.18 (1H, 2s, prawdopodobnie
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nierozwiazane dublety), 7.10 i 7.03 (1H, 2d, 3Jun = 6.5, 6.0 Hz), 7.00 i 6.89 (1H, 2t, *Juy =
6.5, 6.5 Hz), 5.04-4.97 i 4.11-4.06 (1H, 2bs, prawdopodobnie nierozwigzane multiplety),
3.36-3.29 (sygnal naktadajacy si¢ z sygnatem od HDO) i 3.25-3.17 (2H, 2m).

H-dW-71, TFA*NH,-D-Trp-NH-N=CH-3,5(CF;3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (R,E)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminowy;
otrzymano wg procedury E; kremowy osad, wydajnos¢ reakcji 86%, czystos¢ = 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane[MaasaaatH]*: 443.05, [Myasaga-H]: 441.00, [Mso-H]: 555.00,
m/z obliczone [Myasaga+H]": 443.13, [Myasaqa-H]: 441.11, [Mg-H]: 555.11; tg = 11.00 min;
'H NMR (500 MHz, DMSO0-d6) 5 (ppm), 12.39 i 12.22 (1H, 2s), 11.04 i 11.03 (1H, 2s), 8.39
i 8.36 (1H, 2s), 8.29 i 8.19 (2H, 2s), 8.24 (3H, bs), 8.16 i 8.14 (1H, 2s), 7.67 i 7.51 (1H, 2t,
3= 8.0, 8.0 Hz), 7.38 i 7.26 (1H, 2d, *J4= 8.5, 8.5 Hz ), 7.23 i 7.20 (1H, 2d, 3Jun = 2.0,
2.0 Hz), 7.13-7.06 i 7.05-7.00 (1H, 2m, natozony), 6.99 i 6.89 (1H, 2t, *Juy = 8.0, 8.0 Hz),
5.05-4.98 i 4.16-4.10 (1H, 2m), 3.36-3.29 i 3.25-3.17 (2H, m).

Ac-W-T71, Ac-NH-L-Trp-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (S,E)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)acetamid; zsyntezowano wg procedury F; kremowy osad, wydajnos¢ reakcji 70%,
czystos¢ = 98% (HPLC-UV), m/z otrzymane [M+H]": 485.05, m/z obliczone [M+H]":
485.14; tg = 16.90 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.12 i 11.81 (1H, 2s), 10.91 i 10.89 (1H, 2s), 8.45
i 8.44 (1H, 2s), 8.43 i 8.37 (2H, 25), 8.31 i 8.22 (1H, d i 5, *Jun = 8.0 Hz), 8.24 i 8.20 (1H,
2s), 7.741 7.62 (1H, 2d, *3yy = 7.8, 7.8 Hz), 7.41 i 7.35 (1H, 2d, Iy = 8.4, 8.4 Hz), 7.26 i
7.25 (1H, 2s), 7.17-7.12 i 7.11-7.06 (1H, 2m, natozony), 7.09-7.04 i 6.96-6.88 (1H, 2m,
natozony), 5.62-5.57 i 4.77-4.71 (1H, 2m), 3.26-3.20 i 3.10-3.01 (2H, 2m), 1.91 i 1.89 (3H,
2s).

Ac-dW-71, Ac-NH-D-Trp-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (R,E)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)acetamid; zsyntezowano wg procedury F; kremowy osad, wydajnos¢ reakcji 88%,
czysto$é = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 485.05, m/z obliczone
[M+H]": 485.14; tg = 16.92 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.04 i 11.72 (1H, 2s), 10.82 i 10.80 (1H, 2s), 8.36
i 8.35 (1H, 2s), 8.34 i 8.28 (2H, 25), 8.2218.13 (1H, d i 5, %3y = 8.0 Hz), 8.15 i 8.12 (1H,
2s), 7.65 i 7.53 (1H, 2d, %3y = 7.8, 7.8 Hz), 7.33 i 7.26 (1H, 2d, Iy = 7.8, 7.8 Hz), 7.17 i
7.16 (1H, 2s), 7.10-7.03 i 7.02-6.95 (1H, 2m, natozony), 7.00-6.95 i 6.86-6.80 (1H, 2m,
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natozony), 5.53-5.48 i 4.67-4.62 (1H, 2m), 3.17-3.10 i 3.01-2.92 (2H, 2m), 1.82 i 1.80 (3H,
25).

VI1.3.2. Seria F-71

Tabela 42. Wzory strukturalne zwigzkow z serii F-71.

Boc-F-71 Boc-dF-71
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Boc-L-Phe-NH-NH;, Boc-L-Phe-NH-NH,, (S)-(1-hydrazynylo-1-okso-3-fenylopropan-2-
ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury A; bialy osad, wydajno$¢ reakcji
41%, czystosé = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 280.10, m/z obliczone
[M+H]": 280.34; tg = 12.32 min.

Boc-D-Phe-NH-NH;, Boc-D-Phe-NH-NH,, (R)-(1-hydrazynylo-1-okso-3-fenylopropan-2-
ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury A; bialy osad, wydajno$¢ reakcji
96%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 280.20, m/z obliczone
[M+H]": 280.34; t; = 12.32 min.

Z-L-Phe-NH-NH;,  Cbz-L-Phe-NH-NH,,  (S)-(1-hydrazynylo-1-okso-3-fenylopropan-2-
ylo)karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury A; biaty osad, wydajno$¢ reakcji
66%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 314.10, m/z obliczone
[M+H]": 314.15; tz = 13.67 min.

Z-D-Phe-NH-NH,, Cbz-D-Phe-NH-NH,, (R)-(1-hydrazynylo-1-okso-3-fenylopropan-2-
ylo)karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury A; biaty osad, wydajno$¢ reakcji
70%, czysto$¢ = 94 % (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 314.10, m/z obliczone
[M+H]": 314.15; tz = 13.67 min.

Boc-F-71, Boc-L-Phe-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (S,E)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian
tert-butylu; zsyntezowano wg procedury D; kremowy osad, wydajnos$¢ reakcji 88%, czystosé
= 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 504.15, m/z obliczone [M+H]":
504.17; tgr = 20.87 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.91 (bs), 8.49 i 8.45 (1H, 2s, nalozony), 8.49 i
8.27 (1H, 2s, natozony), 8.25 i 8.24 (1H, 2s, nalozony), 7.46-7.26 (6H, m), 5.20-5.18 i 4.42-
4.36 (1H, 2m), 3.14-3.08 i 3.02-2.89 (2H, 2m), 1.45i 1.44 (9H, 2s).

Boc-dF-71, Boc-D-Phe-NH-N=CH-3,5(CF3).Ph, (R,E)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian
tert-butylu; zsyntezowano wg procedury D; kremowy osad, wydajnos¢ reakcji 79%, ESI-MS
m/z otrzymane [M+H]": 504.10, m/z obliczone [M+H]": 504.17; tg = 20.82 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.43-11.82 (bs), 8.50 i 8.45 (1H, 2s), 8.45 i 8.43
(2H, 2s), 8.25i 8.22 (1H, 2s), 7.45-7.24 (6H, m), 5.16-5.09 i 4.39-4.33 (1H, 2m), 3.10-3.02 i
2.97-2.83 (2H, 2m), 1.41i 1.39 (9H, 2s).

Z-F-71, Cbz-L-Phe-NH-N=CH-3,5(CFs),Ph, (S,E)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian

benzylu; zsyntezowano wg procedury D, biaty osad, wydajno$¢ reakcji 50%, czystos¢ = 98%

174



(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 538.10, m/z obliczone [M+H]": 538.16; tg =
20.63 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.96 i 11.76 (1H, 2s), 8.33 i 8.31 (2H, 2s,
natozony), 8.11 i 8.10 (1H, 2s), 7.75 i 7.71 (1H, 2d, *Juy = 8.0 Hz), 7.32-7.04 (10H, m,
naktadajgce si¢ multiplety), 5.11-5.05 i 4.36-4.28 (2H, 2s), 4.95-4.86 (2H, m), 3.03-2.91 i
2.85-2.74 (2H, 2m).

Z-dF-71, Cbz-D-Phe-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (R,E)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian
benzylu; zsyntezowano wg procedury D, biaty osad, wydajnos¢ reakcji 70%, czystos¢ = 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 538.10, m/z obliczone [M+H]": 538.16; tg =
20.63 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.19 i 11.43 (bs), 8.38 i 8.37 (1H, 2s, natozony),
837 1 8.33 (2H, 2s, natozony), 8.16 1 8.11 (1H, 2s, natozony), 7.78 1 7.68 (1H, m,
prawdopodobnie dwa nakladajace si¢ dublety), 7.39-7.07 (10H, m, nakladajace sie
multiplety), 5.20-5.15 i 4.41-4.31 (2H, 2s), 5.02-4.88 (2H, m), 3.10-2.98 i 2.93-2.77 (2H,
2m).

H-F-71, TFA*NH,-L-Phe-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S,E)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-aminiowy;
otrzymano wg procedury E; biaty krystaliczny osad, wydajno$¢ reakcji 32%, czystos¢ = 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [Myasaga+H]": 404.10, [Myasaga-H]: 402.05, [Mys-H]:
516.00, m/z obliczone [MaasadatH]": 404.12, [Masaga-H]: 402.10, [Mg-H]: 516.10; tg =
10.92 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO d6) & (ppm): 12.35 i 12.25 (1H, 2s,), 8.42 (3H, s), 8.38 i 8.36
(1H, 2s), 8.31 i 8.16 (2H, 2s), 8.19 i 8.08 (1H, 2s), 7.40-7.09 (5H, m), 5.07 i 4.16 (2H, 2t,
3Jun = 7.0 Hz), 3.20-3.10 (2H, m);

3C NMR (125 MHz, DMSO d6) & (ppm): 170.3 i 165.2, 157.9 (2q, 2Jcr = 30.5 Hz), 145.2 i
141.6, 136.6 i 136.4, 135.1 i 134.6, 130.8 i 130.7 (29, 2Jcr = 32.5 Hz), 129.4 i 129.2, 1285 i
128.2, 127.3 i 127.2, 127.0, 123.1 i 123.1 (2q, "Jcr = 272 Hz), 122.9, 117.3 (q, Jcr = 299
Hz),52.9i51.1, 36.8 i 36.5.

H-dF-71, TFA*NH,-D-Phe-NH-N=CH-3,5(CF;),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (R,E)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-
aminiowy);otrzymano wg procedury E; biaty krystaliczny osad, wydajnos¢ reakcji 94%,
czysto$é = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [MaasagatH]": 404.05, [Mzasada-H]™:
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402.05, [My5-H]: 516.00, m/z obliczone [MaasadatH]": 404.12, [Myasada-H] : 402.10, [Mqe-H]
516.10; tg = 10.92 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO d6) & (ppm): 12.35 i 12.25 (1H, 2s), 8.42 (3H, s), 8.38 i 8.36
(1H, 2s), 8.31 i 8.16 (2H, 2s), 8.19 i 8.08 (1H, 2s), 7.40-7.09 (5H, m), 5.07 i 4.16 (2H, 2t,
3J4n = 7.0 Hz), 3.20-3.10 (2H, m);

3¢ NMR (125 MHz, DMSO d6) & (ppm): 170.3 i 165.2, 157.9 (29, 2Jcr = 30.5 Hz), 145.2 i
141.6, 136.6 1 136.4, 135.1 1 134.6, 130.8 i 130.7 (20, 2Jee =325 Hz), 129.4 1 129.2, 1285 i
128.2, 127.3 i 127.2, 127.0, 117.3 (g, "Jcr = 299 Hz), 123.1 i 123.1 (2q, YJcr = 272 Hz),
122.9,52.9i151.1, 36.8 i 36.6.

Ac-F-71, Ac-NH-L-Phe-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (S,E)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)acetamid,;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajno$¢ reakcji 95%, czystos¢ = 97% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 446.05, m/z obliczone [M+H]": 446.13; tg = 17.53
min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.98 i 11.77 (1H, 2s), 8.37 i 8.33 (1H, 2s), 8.32
(2H, s, natozony), 8.29 i 8.11 (1H, d i s, 3Jun = 8.0 Hz, nalozony), 8.12 i 8.11 (1H, 2s,
natozony), 7.29-7.24 (3H, m), 7.23-7.11 (2H, m), 5.38-5.26 i 4.62-4.52 (1H, 2m), 3.06-2.92 i
2.92-2.85 (2H, 2m), 1.76 (3H, s).

Ac-dF-T71, Ac-NH-D-Phe-NH-N=CH-3,5(CF3),Ph, (R,E)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzylideno)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)acetamid,;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 51%, czystosé¢ = 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 446.05, m/z obliczone [M+H]": 446.13; tg = 17.58
min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 12.01 i 11.79 (1H, 2s), 8.39 i 8.36 (1H, 2s), 8.35
(2H, s, natozony), 8.32 i 8.15 (1H, d i s, 3Jun = 8.0 Hz, natozony), 8.15 i 8.13 (1H, 2s,
natozony), 7.32-7.17 (5H, m), 5.38-5.30 i 4.64-4.55 (1H, 2m), 3.06-2.98 i 2.90-2.76 (2H,
2m), 1.80 (3H, s).
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VI11.3.3. Seria W-72

Tabela 43. Wzory strukturalne zwigzkow z serii W-T2.

Boc-W-72 Boc-dW-72

HN HN
| |
HN N 3 HN/ﬁ( N 3
Sl H S 6
o o
CF,

HN HN
| |
HN N 3 HN N 3
H W H

O/&O © 0" "0 ©
CF, CF;

H-W-72 H-dW-72
HN HN
\ \
N i CF N i CF
*H3N N ’ *H3N N 3
00 O i 050 ©
CF; CF3 CF3 CF3
Ac-W-72 Ac-dW-72

HN HN
|
~ 3

CF3

NH,-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, 3,5-bis(trifluorometylo)benzohydrazyd; zsyntezowano wg
procedury A; bialy osad, wydajnosé¢ reakcji 67%, ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 273.05,
m/z obliczone [M+H]": 273.05; tz = 10.76 min.
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Boc-W-72, Boc-L-Trp-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3).Ph, (S)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury B; kremowy osad, wydajno$é
reakcji 84%, czystosé = 97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 559.10, m/z
obliczone [M+H]": 559.18; tz = 18.56 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 11.02 (1H, s), 10.81 (1H, s), 10.43 (1H, s), 8.63
(1H, s), 8.55 (2H, s), 7.69 (1H, d, 2Jyy = 7.0 Hz), 7.32 (1H, d, uu = 6.5 Hz), 7.23 (1H, s),
7.05 (1H, dd, 2J4n = 6.5, 6.0 Hz), 6.98 (1H, dd, 2Ju = 6.5, 6.0 Hz), 6.90 (1H, d, Iy = 7.0
Hz), 4.40-4.30 (1H, m), 3.21-3.12i 3.01-2.92 (2H, 2m), 1.29 i 1.22 (9H, 2s).

Boc-dW-72, Boc-D-Trp-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, (R)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury B; kremowy osad, wydajno$é
reakcji 86%, czysto$¢ > 97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]: 557.05, m/z
obliczone [M-H]": 557.16; tg = 18.50 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 11.01 (1H, s), 10.81 (1H, s), 10.42 (1H, s), 8.54
(2H, s), 8.37 (1H, s), 7.68 (1H, d, 2Juy = 6.5 Hz), 7.31 (1H, d, s = 7.0 Hz), 7.05 (1H, dd,
2Jun = 6.0, 6.0 Hz), 6.97 (1H, dd, 234w = 6.5, 6.0 Hz), 6.90 (1H, d, 2Juy = 7.0 Hz), 4.38-4.31
(1H, m), 3.19-3.13i 3.00-2.93 (2H, 2m), 1.28 i 1.20 (9H, 2s).

Z-W-72, Cbz-L-Trp-NH-NH-C(=0)-3,5(CFs),Ph, (S)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury B; kremowy osad, czystos¢ = 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 593.10, m/z obliczone [M+H]": 593.16; tg =
18.60 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 11.02 (1H, s), 10.84 (1H, s), 10.53 (1H, s), 8.57
(2H, s), 8.39 (1H, s), 7.73 (1H, d, Iy = 9.6 Hz), 7.55 (1H, d, 3Jun = 8.0 Hz), 7.40-7.21 (7H,
natozony), 7.08 (1H, d, *Juu= 7.5 Hz), 7.00 (1H, d, *Jyn = 7.5 Hz), 5.01-4.87 (2H, m), 4.52-
4.44 (1H, m), 3.26-3.14 i 3.06-2.95 (2H, 2m).

Z-dW-72, Cbz-D-Trp-NH-NH-C(=0)-3,5(CFs),Ph, (R)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury B; kremowy osad, wydajno$¢ reakcji
73%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 593.10, m/z obliczone
[M+H]": 593.16; tz = 18.60 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.03 (1H, s), 10.84 (1H, s), 10.53 (1H, s), 8.57
(2H, s), 8.39 (1H, s), 7.73 (1H, d, *Jun = 5.0 Hz), 7.55 (1H, d, 3Jun = 8.5 Hz), 7.39-7.20 (7H,
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natozony), 7.08 (1H, d, 33y = 7.5 Hz), 7.00 (1H, d, 3Jun = 7.5 Hz), 5.02-4.86 (2H, m), 4.53-
4.44 (1H, m), 3.26-3.18 i 3.06-2.96 (2H, 2m).

H-W-72, TFA*NH,-L-Trp-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminiowy;
otrzymano wg procedury E; biaty osad, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[MaasagatH]": 459.05, [Myasaga-H]: 457.05, [Mg-H]: 571.00, m/z obliczone [MaasagatH]":
459.13, [Myasaqa-H]: 457.12, [Mys-H]: 571.11; tg = 10.23 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § (ppm), 11.31 (1H, s), 11.07 (1H, s), 11.04 (1H, s), 8.57
(2H, s), 8.42 (1H, s), 8.25 (3H, s), 7.78 (1H, d, 3Juy = 7.5 Hz), 7.40 (1H, d, 334y = 8.5 Hz),
7.33 (1H, d, 334 = 1.5 Hz), 7.12 (1H, dd, 3Jun= 9.9 Hz), 7.05 (1H, dd, 334 = 9.9 Hz), 4.22-
4.16 (1H, m), 3.42-3.34 i 3.22-3.15 (2H, 2m).

H-dW-72, TEA*NH,-D-Trp-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (R)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminiowy;
otrzymano wg procedury E; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 69%, czystos¢ = 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [MzasagatH]": 459.05, [Myasaga-H]: 457.05, [Mge-H]: 571.00,
m/z obliczone [MzasagatH]": 459.13, [Mzasada-H]: 457.12, [Mys-H]: 571.11; tg = 10.21 min;
'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § (ppm), 11.31 (1H, s), 11.07 (1H, s), 11.04 (1H, s), 8.57
(2H, s), 8.42 (1H, s), 8.26 (3H, s), 7.78 (1H, d, %Iy = 7.5 Hz), 7.40 (1H, d, 33y = 8.0 Hz),
7.33 (1H, d, *Jun = 2.0 Hz), 7.12 (1H, dd, 3Jun= 7.5, 7.5 Hz), 7.05 (1H, dd, *Jun = 7.5 Hz),
4.22-4.16 (1H, m), 3.42-3.34 i 3.22-3.15 (2H, 2m).

Ac-W-72, Ac-NH-L-Trp-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, (S)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)acetamid;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 89%, czystos¢ = 97% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 501.05, m/z obliczone [M+H]": 501.14; tz = 15.87
min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.99 (1H, s), 10.83 (1H, s), 10.48 (1H, s), 8.55
(2H, s), 8.40 (1H, s), 8.21 (1H, d, *Juy = 7.8 Hz), 7.67 (1H, d, *Jun = 7.8 Hz), 7.34 (1H, d,
3Jun = 7.8 Hz), 7.23 (1H, s), 7.07 (1H, dd, Iy = 7.8, 7.5 Hz), 7.00 (1H, dd, 33y = 7.5, 7.5
Hz), 4.75-4.69 (1H, m), 3.24-3.18 i 3.00-2.94 (2H, 2m), 1.79 (3H, s).

Ac-dW-72, Ac-NH-D-Trp-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, (R)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)acetamid;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 68%, czystos¢ = 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 501.05, m/z obliczone [M+H]": 501.14; tz = 15.81

min;
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'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.99 (1H, s), 10.83 (1H, s), 10.48 (1H, s), 8.55
(2H, s), 8.40 (1H, s), 8.21 (1H, d, *Juy = 8.4 Hz), 7.67 (1H, d, *Jun = 7.8 Hz), 7.34 (1H, d,
3Jun = 7.8 Hz), 7.23 (1H, s), 7.07 (1H, dd, %34y = 7.8, 7.5 Hz), 7.00 (1H, dd, *Jyn = 7.2, 7.2
Hz), 4.75-4.69 (1H, m), 3.24-3.18 i 3.00-2.94 (2H, 2m), 1.79 (3H, s).
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VI11.3.4. Seria F-72

Tabela 44. Wzory strukturalne zwigzkow z serii F-72.

Boc-F-72 Boc-dF-72
HN N 3 HN N 3
PLUSE P ,JOOT i
o” o o” o
CFs CF;
Z-F-72 Z-dF-72
HN N 3 HN N 3
A o " /&/ﬁg H
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Boc-F-72, Boc-L-Phe-NH-NH-C(=0)-3,5(CFs),Ph, (S)-(1-(2-(3,5-

bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian

butylu; zsyntezowano wg procedury B; kremowy osad, wydajno$¢ reakcji 70%, czystos¢ =

98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]: 518.05, m/z obliczone [M-H]": 518.14; tr

= 18.95 min;
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'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.05 (1H, s), 10.43 (1H, s), 8.57 (2H, s), 8.40 (1H,
s), 7.37 (2H, d, *Jun = 7.2 Hz), 7.30 (2H, dd, *Jun = 7.2, 7.2 Hz), 7.21 (1H, t, 3Jyn = 7.2 H2),
7.10 (1H, d, *Juy = 9.0 Hz), 4.37-4.31 (1H, m), 3.10-3.05 i 2.80-2.75 (2H, 2m), 1.31 i 1.27
(9H, 2s).

Boc-dF-72, Boc-D-Phe-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3).Ph, (R)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian  tert-
butylu; zsyntezowano wg procedury B; kremowy osad, wydajno$¢ reakcji 70%, czystos¢ >
97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]": 518.05, m/z obliczone [M-H]": 518.14; tr
=18.95 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.10 (1H, bs), 10.43 (1H, bs), 8.60 (2H, s), 8.42
(1H, s), 7.48 (2H, d, 33y = 7.2 Hz), 7.43 (2H, dd, 3y = 7.8, 7.2 Hz), 7.34 (1H, t, *Jpn = 7.2
Hz), 7.22 (1H, d, 3Jun = 9.0 Hz), 4.48-4.43 (1H, m), 3.24-3.19 i 3.04-2.92 (2H, 2m), 1.43 i
1.39 (9H, 2s).

Z-F-72, Cbz-L-Phe-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, (S)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian
benzylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 73%, czystos¢ > 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 554.05, m/z obliczone [M+H]": 554.15; tg =
19.01 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.03 (1H, s), 10.49 (1H, s), 8.56 (2H, s), 8.39 (1H,
s), 7.67 (1H, d, *Jun = 7.5 Hz), 7.40-7.10 (10H, m), 5.05-4.90 (2H, bs, prawdopodobnie dwa
nierozwigzane dublety), 4.43 (1H, bs), 3.16-3.04 i 2.92-2.80 (2H, m).

Z-dF-72, Cbz-D-Phe-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, (R)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian
benzylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 90%, czystos¢ > 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 554.10, m/z obliczone [M+H]": 554.15; tg =
18.99 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.03 (1H, s), 10.50 (1H, s), 8.55 (2H, s), 8.40 (1H,
s), 7.69 (1H, d, *Juy = 7.8 Hz), 7.40-7.10 (10H, m), 4.99-4.92 (2H, bs, prawdopodobnie dwa
nierozwigzane dublety), 4.44-4.38 (1H, m), 3.14-3.08 i 2.88-2.81 (2H, m).

H-F-72, TFA*NH,-L-Phe-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-aminiowy;  otrzymano
wg procedury E; biaty osad, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[MzasagatH]": 420.05, [Myasaga-H]: 418.00, [Mg-H]: 532.00, m/z obliczone [MaasagatH]":
420.11, [Mzasada-H]: 418.09, [Mye-H] : 532.09; tg = 10.20 min;
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'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.27 (1H, s), 10.94 (1H, s), 8.55 (2H, s), 8.41 (1H,
s), 8.35 (3H, bs), 7.39-7.37 (4H, m), 7.34-7.30 (1H, m), 4.26-4.19 (1H, m), 3.28-3.22 i 3.11-
3.04 (2H, 2m).

H-dF-72, TFA*NH,-D-Phe-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (R)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-aminiowy;  otrzymano
wg procedury E; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 37%, czystos¢ = 95% (HPLC-UV), ESI-MS
m/z otrzymane [MzasagatH]": 420.05, [Myasada-H] 2 418.00, [Mye-H]: 532.00, m/z obliczone
[MzasagatH]": 420.11, [Myasada-H]: 418.09, [Ms-H] : 532.09; tr = 10.24 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.27 (1H, s), 10.94 (1H, s), 8.55 (2H, s), 8.50-8.28
(3H, bs), 8.41 (1H, s), 8.35 (3H, bs), 7.40-7.34 (4H, m), 7.34-7.30 (1H, m), 4.26-4.20 (1H,
m), 3.28-3.23 i 3.11-3.04 (2H, 2m).

Ac-F-72, Ac-NH-L-Phe-NH-NH-C(=0)-3,5(CFs),Ph, (S)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)acetamid;
zsyntezowano wg procedury F; bialty osad, wydajnos¢ reakcji 67%, czystosé = 96% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 462.10, m/z obliczone [M+H]": 462.10; tz = 16.06
min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.99 (1H, s), 10.44 (1H, s), 8.54 (2H, s), 8.40 (1H,
s), 8.26 (1H, d, *Juyn = 8.4 Hz), 7.35-7.28 (4H. m), 7.24-7.19 (1H, m), 4.70-4.64 (1H, m),
3.12-3.06 i 2.85-2.78 (2H, 2m), 1.77 (3H, s).

Ac-dF-72, Ac-NH-D-Phe-NH-NH-C(=0)-3,5(CF3),Ph, (R)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)benzoilo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)acetamid;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 72%, czystos¢ = 97% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 462.05, m/z obliczone [M+H]": 462.10; tz = 16.05
min;

'H NMR (600 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 10.99 (1H, s), 10.44 (1H, s), 8.54 (2H, s), 8.40 (1H,
s), 8.26 (1H, d, *Jun = 8.4 Hz), 7.35-7.27 (4H, m), 7.24-7.19 (1H, m), 4.70-4.64 (1H, m),
3.12-3.06 i 2.85-2.78 (2H, 2m), 1.77 (3H, s).
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VI11.35. Seria W-73

Tabela 45. Wzory strukturalne zwigzkoéw z serii W-73.

Boc-W-73 Boc-dW-73

Z-W-73 Z-dW-73

HN \ CFy HN \ CF,
HN N CF HN N CF
Ly LT

H-W-73 H-dW-73

HN \ CF, HN \ CFs
*HaN N CF *HaN N CF
Yos' o " : T

o OYO- 0
CFs CFs
Ac-W-73 Ac-dW-73

HN \ CF3 HN \ CF3
HN N CF, HN N CF5
H H

Boc-W-73, Boc-L-Trp-NH-NH-3,5(CF3),Ph, (S)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)karbaminian
tert-butylu; zsyntezowano wg procedury B; zéito-pomaranczowy osad, czystos¢ = 98 %
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 531.10, m/z obliczone [M+H]": 531.18; tg =
19.63 min.

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.82 (1H, s), 10.20 (1H, s), 8.66 (1H, s), 7.64 (1H,
d, 2Jun = 7.8 Hz), 7.33 (1H, d, 2y = 7.8 Hz), 7.27 (2H, ), 7.24 (1H, s), 7.20 (1H, d, 2Jun =
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1.8 Hz), 7.08-7.04 (2H, prawdopodobnie natozony dublet i dublet dubletow), 6.99 (1H, dd,
2Jun = 7.2, 7.2 Hz), 4.30-4.20 (1H, m), 3.12-3.01 i 3.00-2.89 (2H, 2m), 1.31i 1.19 (9H, 2s).
Boc-dW-73, Boc-D-Trp-NH-NH-3,5(CFs),Ph, (R)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)karbaminian
tert-butylu; zsyntezowano wg procedury B; zotto-pomaranczowy osad, wydajno$¢ reakcji
36%, czystosé > 95% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 531.15, m/z obliczone
[M+H]": 531.18; tz = 19.53 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.83 (1H, s), 10.21 (1H, s), 8.67 (1H, s), 7.64 (1H,
d, 2un = 7.8 Hz), 7.33 (1H, d, Iy = 8.4 Hz), 7.28 (2H, s), 7.24 (1H, s), 7.21 (1H, s), 7.08-
7.04 (2H, prawdopodobnie natozony dublet i dublet dubletéw), 6.99 (1H, dd, 2 =72,72
Hz), 4.32-4.21 (1H, m), 3.13-3.02 i 2.99-2.86 (2H, 2m), 1.31i 1.19 (9H, 2s).

Z-W-73, Cbz-L-Trp-NH-NH-3,5(CFs),Ph, (S)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)karbaminian
benzylu; zsyntezowano wg procedury B; zétto-brazowy osad, wydajnos¢ reakcji 70%,
czysto$é = 96% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 565.10, m/z obliczone
[M+H]": 565.17; tz = 19.49 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.83 (1H, s), 10.30 (1H, s), 8.69 (1H, s), 7.68 (1H,
d, 2Jun = 7.5 Hz), 7.64 (1H, d, Jun = 7.5 Hz), 7.37-7.17 (10H, m), 7.07 (1H, dd, 2Juy = 8.0,
6.5 Hz), 6.99 (1H, dd, 2Jun = 7.5, 7.0 Hz), 4.96 (2H, bs, prawdopodobnie nierozwiazany
uklad spinowy AB), 4.40-4.31 (1H, m), 3.14-3.07 i 3.02-2.93 (2H, 2m).

Z-dW-73, Cbz-D-Trp-NH-NH-3,5(CF3).Ph, (R)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)karbaminian
benzylu; zsyntezowano wg procedury B; zotto-bragzowy osad, wydajnos¢ reakcji 34%,
czysto$é = 96% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 565.10, m/z obliczone
[M+H]": 565.17; tg = 19.49 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.84 (1H, s), 10.29 (1H, s), 8.68 (1H, s), 7.66 (1H,
d, 2Jun = 7.5 Hz), 7.65 (1H, d, “Juy = 8.0 Hz), 7.38-7.25 (8H, m), 7.20 (1H, s), 7.07 (1H, dd,
2Jun = 8.0, 7.0 Hz), 6.99 (1H, dd, *Juy = 8.0, 7.0 Hz), 4.97 (2H, bs, prawdopodobnie
nierozwigzany uktad spinowy AB), 4.41-4.31 (1H, m), 3.15-3.08 i 3.02-2.94 (2H, 2m).
H-W-73,  TFA*NH,-L-Trp-NH-NH-3,5(CF3),Ph, 2,2 2-trifluorooctan  (S)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminiowy;
zsyntezowano wg procedury E; zotto-pomaranczowy osad, czysto$¢ = 95% (HPLC-UV),
ESI-MS m/z otrzymane [MyasagatH]™: 431.05, [Mzasada-H]: 429.00, [Mg-H]: 543.00, m/z
obliczone [MaasadatH]": 431.13, [Myasada-H]: 429.11, [M5-H]: 543.11; tg = 10.64 min;
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'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.04 (1H, s), 10.57 (1H, s), 8.80 (1H, s), 8.24 (3H,
bs), 7.70 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz), 7.38 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz), 7.32 (1H, s), 7.26 (2H, s), 7.22
(1H, s), 7.11 (1H, dd, 2Juy = 7.5, 7.0 Hz), 7.04 (1H, dd, 2Jun = 7.5, 7.0 Hz), 4.18-4.09 (1H,
bs, prawdopodobnie nierozwigzany multiplet ABX), 3.35-3.29 i 3.18-3.08 (2H, 2m,
naktadajacy si¢ z sygnatem od HDO).

H-dW-73, TFA*NH,-D-Trp-NH-NH-3,5(CF3),Ph,  2,2,2-trifluorooctan  (R)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminiowy;
zsyntezowano wg procedury E; zotto-pomaranczowy osad, wydajnos$¢ reakceji 77%, czystosé
= 95% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [MysadatH]": 431.05, [Mzasada-H]: 429.05,
[Myei-H]": 543.00, m/z obliczone [MyasagatH]": 431.13, [Maasaga-H]: 429.11, [Ms-H] : 543.11;
tr = 10.64 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.05 (1H, s), 11.05 (1H, s), 8.81 (1H, s), 8.28 (3H,
bs), 7.70 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz), 7.38 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz), 7.32 (1H, s), 7.26 (2H, 3), 7.22
(1H, s), 7.11 (1H, dd, 2Jpy = 8.0, 7.0 Hz), 7.03 (1H, dd, %y = 7.5, 7.5 Hz), 4.19-4.13 (1H,
bs, prawdopodobnie nierozwigzany multiplet ABX), 3.33-3.30 i 3.18-3.10 (2H, 2m,
naktadajacy si¢ z sygnatem od HDO).

Ac-W-73, Ac-NH-L-Trp-NH-NH-3,5(CF3).Ph, (R)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)acetamid,;
zsyntezowano wg procedury F; zélto-pomaranczowy osad, wydajnos¢ reakcji 80%, czystos¢
> 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 473.10, m/z obliczone [M+H]":
473.13; tr = 16.64 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.83 (1H, s), 10.22 (1H, s), 8.65 (1H, s), 8.27 (1H,
d, 2Jun = 7.5 Hz), 7.60 (1H, d, Iy = 8.0 Hz), 7.33 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz), 7.25 (1H, s), 7.20
(2H, s), 7.18 (1H, s), 7.06 (1H, dd, 23y = 7.5, 7.5 Hz), 6.98 (1H, dd, “Juy = 8.0, 7.0 Hz), 4.60
(1H, m), 3.15-3.09 i 2.98-2.91 (2H, 2m), 1.79 (3H, s).

Ac-dW-73, Ac-NH-D-Trp-NH-NH-3,5(CF3),Ph, (R)-N-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)acetamid,;
zsyntezowano wg procedury F; zélto-pomaranczowy osad, wydajnos¢ reakcji 85%, czystos¢
> 98 % (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 473.10, m/z obliczone [M+H]":
473.13; tgr = 16.64 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.82 (1H, s), 10.21 (1H, s), 8.64 (1H, s), 8.26 (1H,
d, 2Jun = 7.5 Hz), 7.61 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz), 7.33 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz), 7.26 (1H, ), 7.21
(2H, s), 7.18 (1H, s), 7.07 (1H, dd, 2Juy = 8.0, 7.5 Hz), 6.99 (1H, dd, Juy = 7.5, 7.5 Hz),
4.61-4.55 (1H, m), 3.17-3.09 i 2.99-2.90 (1H, 2m), 1.80 (3H, s).
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V11.3.6. Seria F-73

Tabela 46. Wzory strukturalne zwigzkow z serii F-73.

Boc-F-73 Boc-dF-73
CF; @\ CF,
)(I-i I N CF, HN/\g’ N CF,
0o 0o
Z-F-73 Z-dF-73
CFs CFs

CF, ©\
*HaN N CF, +H3N N
0._0 o H /\rr

CFs c:|=3

Ac-F-73 Ac-dF-73
CF,
L O,

iNL\O I N CF, HN’\(

Boc-F-73, Boc-L-Phe-NH-NH-3,5(CF3),Ph, (S)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian tert-
butylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 70%, czystos¢ = 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]": 490.10, m/z obliczone [M-H]: 490.15 ; tr =
20.08 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 10.11 (1H, s), 8.63 (1H, s), 7.37-7.13 (9H, m),
4.24-4.17 (1H, m), 2.98-2.90 i 2.89-2.78 (2H, 2m), 1.33 (9H, s).
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Boc-dF-73, Boc-D-Phe-NH-NH-3,5(CF3),Ph, (R)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian tert-
butylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 65%, czystos¢ > 95%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]: 490.10, m/z obliczone [M-H]": 490.15 ; tgr =
20.05 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.11 (1H, s), 8.63 (1H, s), 7.33-7.17 (9H, m),
4.24-4.17 (1H, m), 2.97-2.90 i 2.88-2.79 (2H, 2m), 1.33 (9H, s).

Z-F-73, Cbz-L-Phe-NH-NH-3,5(CF3),Ph, (S)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian benzylu;
zsyntezowano wg procedury B; biaty osad, wydajno$¢ reakcji 69%, czystos¢ = 95% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 526.10, m/z obliczone [M+H]": 526.16; tz = 20.02
min;

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.22 (1H, s), 8.67 (1H, s), 7.77 (1H, d, 2y = 7.5
Hz), 7.35-7.18 (13H, m), 4.33-4.24 (1H, m), 3.03-2.93 i 2.90-2.79 (2H, 2m), 4.97 (2H, AB,
2Jun = 11.5 Hz, AVvAB=14.2 Hz).

Z-dF-73, Cbz-D-Phe-NH-NH-3,5(CF3),Ph, (R)-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian benzylu;
zsyntezowano wg procedury B; biaty osad, wydajno$¢ reakcji 43%, czystos¢ = 95% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 526.10, m/z obliczone [M+H]": 526.16; tr = 19.93
min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.21 (1H, s), 8.67 (1H, s), 7.76 (1H, d, 24y = 8.0
Hz), 7.38-7.08 (13H, m), 4.35-4.25 (1H, m), 3.04-2.93 i 2.91-2.81 (2H, 2m), 4.98 (2H, AB,
2Jun = 12.5 Hz, AvAB=14.3 Hz).

H-F-73,  TFA*NH.-L-Phe-NH-NH-3,5(CF3),Ph, 2,2, 2-trifluorooctan  (S)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-aminowy; zsyntezowano
wg procedury E; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 80%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS
m/z otrzymane [MzasagatH]": 392.05, [Maasaga-H]: 390.05, [Me-H]: 504.00, m/z obliczone
[MaasadatH] " 392.12, [Mzasada-H]: 390.10, [Mys-H] 2 504.10; tg = 10.60 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.47 (1H, s), 8.76 (1H, s), 8,37 (3H, bs), 7.38-7.32
(2H, m), 7.32-7.25 (4H, m), 7.19 (2H, s), 4.17-4.12 (1H, m), 3.16-3.10 i 3.09-3.02 (2H, 2m).
H-dF-73, TFA*NH,-D-Phe-NH-NH-3,5(CF3),Ph,  2,2,2-trifluorooctan  (R)-1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-aminowy; zsyntezowano
wg procedury E; bialy osad, wydajno$¢ reakcji 78%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS
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m/z otrzymane [MaasagatH]": 392.05, [Maasaga-H]: 390.05, [Me-H]: 504.00, m/z obliczone
[MaasadatH] " 392.12, [Mzasada-H]: 390.10, [Mys-H] 2 504.10; tg = 10.60 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.41 (1H, s), 8.73 (1H, s), 8,29 (3H, bs), 7.35-7.31
(2H, m), 7.30-7.24 (4H, m), 7.17 (2H, s), 4.14-4.08 (1H, m), 3.15-3.08 i 3.07-3.00 (2H, 2m).
Ac-F-73, Ac-NH-L-Phe-NH-NH-3,5(CF3),Ph, (S)-N-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)acetamid,;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 87%, czystos¢ = 96% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 434.05, m/z obliczone [M+H]": 434.13; tr = 17.09
min;

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.12 (1H, s), 8.61 (1H, s), 8.28 (1H, d, 2y = 7.5
Hz), 7.28-7.22 (5H, m), 7.21-7.17 (1H, m), 7.15 (2H, s), 4.54-4.46 (1H, m), 3.01-2.93 i 2.85-
2.77 (2H, 2m), 1.76 (3H, 9).

Ac-dF-73, Ac-NH-D-Phe-NH-NH-3,5(CF3),Ph, (R)-N-(1-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)acetamid,;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakeji 40%, czystos¢ = 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 434.10, m/z obliczone [M+H]": 434.13; tr = 17.04
min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.14 (1H, s), 8.63 (1H, s), 8.31 (1H, d, 2y = 6.5
Hz), 7.31-7.22 (5H, m), 7.22-7.17 (1H, m), 7.16 (2H, s), 4.54-4.47 (1H, m), 3.01-2.93 i 2.85-
2.78 (2H, 2m), 1.77 (3H, 9).
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VI11.3.7. Seria W-74

Tabela 47. Wzory strukturalne zwigzkow z serii W-T4.

Boc-W-74 Boc-dW-74

Z-W-74 Z-dW-74

HN\ CF, HN\ CF,
HN °N CF HN N CF
TR "’ R 3

H-W-74 H-dW-74
HN \ CF3 HN \ CFy
*HsN N CFs *HyN "N CF3
OYO- o H oYo-/\g H
CFs CF3

Ac-W-74 Ac-dW-74

HN \ CF, HN \ CF,
HN N CF; HN N CF
P H

o)

NH,-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3),Ph, 2-(3,5-bis(trifluorometylo)fenylo)acetohydrazyd;
zsyntezowano wg procedury A; bialy osad, wydajno$¢ reakcji 83%, ESI-MS m/z otrzymane
[M+H]": 287.10, m/z obliczone [M+H]": 287.18; tg = 14.02 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 9.27 (1H, s), 7.93 (3H, s, prawdopodobnie dwa
naktadajace sie¢ singlety), 4.26 (2H, s), 3.59 (2H, s).
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Boc-W-74, Boc-L-Trp-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3).Ph, (S)-(1-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury B; kremowy osad, wydajnosé¢
reakcji 76%, czystos¢ > 97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]: 571.10, m/z
obliczone [M-H]": 571.17; tg = 18.45 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.78 (1H, s), 10.12 (bs), 8.02 (1H, s), 7.99 (1H, s),
7.63-7.55 (1H, m), 7.33-7.25 (1H, m), 7.14 (1H, s), 7.06-6.98 (1H, m), 6.97-6.91 (1H, m),
6.78 (1H, m), 4.30-4.09 (1H, m), 3.71 (2H, s), 3.12-3.02 i 2.92-2.84 (2H, 2m), 1.27 (9H, s).
Boc-dW-74, Boc-D-Trp-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3).Ph, (R)-(1-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)karbaminian tert-butylu; zsyntezowano wg procedury B; kremowy osad, wydajnosé
reakcji 70%, czystos¢ > 97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]: 571.05, m/z
obliczone [M-H]": 571.17; tg = 18.46 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.78 (1H, s), 10.03 (bs), 8.02 (2H, s), 7.99 (1H, s),
7.67-7.54 (1H, m), 7.33-7.23 (1H, m), 7.15 (1H, s), 7.05-6.99 (1H, m), 6.96-6.90 (1H, m),
6.79 (1H, m), 4.32-4.06 (1H, m), 3.72 (2H, s), 3.12-3.03 1 2.92-2.83 (2H, 2m), 1.27 (9H, s).
Z-W-74, Cbz-L-Trp-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3),Ph, (S)-(1-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)
karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 78%,
czystosé = 97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 607.10, m/z obliczone
[M+H]": 607.18; tz = 18.55 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.79 (1H, s), 10.26 (1H, s), 10.23 (1H, s), 8.03
(2H, s), 8.00 (1H, s), 7.66 (1H, d, 2Juy = 8.0 Hz), 7.50-6.92 (10H, m), 4.98-4.83 (2H, m),
4.43-4.30 (1H, m), 3.77 (2H, s), 3.15-3.03 i 2.97-2.84 (2H, 2m).

Z-dW-74, Cbz-D-Trp-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3),Ph, ((R)-(2-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)
karbaminian benzylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 62%,
czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 607.00, m/z obliczone
[M+H]": 607.18; tg = 18.55 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.79 (1H, s), 10.24 (2H, bs), 8.02 (2H, s), 7.99
(1H, s), 7.65 (1H, d, Iy = 8.5 Hz), 7.50-6.91 (10H, m), 4.97-4.86 (2H, m), 4.40-4.30 (1H,
m), 3.76 (2H, s), 3.13-3.04 i 2.96-2.86 (2H, 2m).

H-W-74, TFA*NH,-L-Trp-NH-NH-C(=0)-CH;-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-1-(2-
(2-(3,5-bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
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aminowy; zsyntezowano wg procedury E; biaty osad, wydajnos$¢ reakcji 82%, czysto§¢ > 98
% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [MaasadatH]": 473.05, [Maasada-H]: 471.05, [Mge-H]:
585.00, m/z obliczone [MyasagatH]™: 473.14, [Myasaga-H]: 471.12, [Mgo-H]: 585.12; tg =
10.45 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 11.01 (1H, s), 10.76 (1H, s), 10.57 (1H, s), 8.15
(3H, s), 8.03 (2H, s), 7.01 (1H, s), 7.67 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz), 7.36 (1H, d, Iy = 8.0 Hz),
7.25 (1H, d, 2Jun = 1.5 Hz), 7.09 (1H, dd, 24y = 8.0, 7.5 Hz), 7.00 (1H, dd, Iy = 7.5, 7.5
Hz), 4.07-3.98 (1H, bs, prawdopodobnie nierozwigzany multiplet), 3.83 (2H, s), 3.31-3.24 i
3.13-3.05 (2H, 2m).

H-dW-74, TFA*NH,-D-Trp-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3).Ph, 2,2,2-trifluorooctan (R)-1-(2-
(2-(3,5-bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
aminowy; zsyntezowano wg procedury E; biaty osad, wydajnos$¢ reakcji 83%, czystos¢ =
98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [MaasagatH]": 473.10, [Maasada-H]: 471.00, [Mg-
H]": 585.00, m/z obliczone [MyasagatH]": 473.14, [Myasada-H] " 471.12, [M-H]: 585.12; tg =
10.45 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.99 (1H, s), 10.73 (1H, s), 10.54 (1H, s), 8.13
(3H, s), 8.01 (2H, s), 7.98 (1H, s), 7.67 (1H, d, 2Juy = 8.0 Hz), 7.33 (1H, d, Iy = 8.0 Hz),
7.22 (1H, d, 23y = 1.5 Hz), 7.06 (1H, dd, 23y = 7.5, 7.5 Hz), 6.97 (1H, dd, 2Ju = 8.0, 7.0
Hz), 4.06 (1H, bs, prawdopodobnie nierozwigzany multiplet), 3.80 (2H, s), 3.30-3.20 i 3.12-
3.02 (2H, 2m).

Ac-W-74, Ac-NH-L-Trp-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3).Ph, (S)-N-(1-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)acetamid; zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 87%, czystos¢ =
98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 515.05, m/z obliczone [M+H]": 515.15;
tr = 15.88 min;

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.77 (1H, s), 10.16 (2H, bs), 8.10 (1H, d, Iy =
9.5 Hz), 8.01 (2H, 1s), 7.99 (1H, s), 7.60 (1H, d, Iy = 9.0 Hz), 7.29 (1H, d, 2Juy = 7.5 Hz),
7.14 (1H, s), 7.03 (1H, dd, I = 7.5, 7.0 Hz), 6.94 (1H, dd, 234y = 8.0, 7.5 Hz), 4.64-4.47
(1H, m), 3.74 (2H, s), 3.14-3.06 (2H, 2m), 1.73 (3H, s).

Ac-dW-74, Ac-NH-D-Trp-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3).Ph, (R)-N-(2-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)acetamid; zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 66%, czystos¢ >
98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 515.05, m/z obliczone [M+H]": 515.15;
tr = 15.89 min;
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'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.77 (1H, s), 10.15 (2H, bs), 8.10 (1H, d, Iy =
8.0 Hz), 8.01 (2H, 1s), 7.99 (1H, s), 7.60 (1H, d, Iy = 8.5 Hz), 7.29 (1H, d, 2Jun = 8.0 Hz),
7.15 (1H, s), 7.03 (1H, dd, 2Jun = 9.0, 6.5 Hz), 6.95 (1H, dd, ?Jun = 8.0, 7.5 Hz), 4.61-4.54
(1H, m), 3.75 (3H, s), 3.13-3.05 i 2.93-2.84 (2H, 2m), 1.73 (3H, 9).
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V11.3.8. Seria F-74

Tabela 48. Wzory strukturalne zwigzkow z serii F-74.

Boc-F-74 Boc-dF-74
CF, @\ CF,
)(ki I N CF, HN/\[C])/ N CF,
oo o)
Z-F-74 Z-dF-74

H-F-74 H-dF-74
CF,4
*H;N N CF +H3N
CF; CF3
Ac-F-74 Ac-dF-74

[ ] CF;
HN N CF
H

ey

Boc-F-74,

Boc-L-Phe-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF;),Ph,

bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian

tert-butylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 53%, ESI-MS m/z

otrzymane [M-H]": 532.10, m/z obliczone [M-H]": 532.16 ; tr = 18.85 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm), 10.25 (1H, s), 10.09 (1H, s), 7.99 (2H, s), 7.96 (1H,
s), 7.30-7.10 (5H, m), 6.93 (1H, d, 2Juy = 8.5 Hz), 4.22-4.10 (1H, m), 3.73 (1H, s), 2.98-2.85

i 2.77-2.64 (2H, 2m), 1.25 i 1.18 (9H, 2s).
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Boc-dF-74, Boc-D-Phe-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3),Ph, (R)-(1-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian
tert-butylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 69%, czystos¢ >
98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]": 532.10, m/z obliczone [M-H]: 532.16 ; tr
=18.79 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.28 (1H, s), 10.11 (1H, s), 8.02 (1H, s), 7.99 (1H,
s), 7.35-7.12 (5H, m), 6.96 (1H, d, >Jun = 9.0 Hz), 4.25-4.14 (1H, m), 3.76 (1H, s), 3.01-2.89
i 2.79-2.66 (2H, 2m), 1.28 i 1.20 (9H, 2s).

Z-F-74, Cbz-L-Phe-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3).Ph, (S)-(1-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian
benzylu; zsyntezowano wg procedury B; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 57%, czystos¢ > 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 568.10, m/z obliczone [M+H]": 568.17; tg =
18.99 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 10.27 (1H, s), 10.19 (1H, s), 8.02 (2H, s), 7.99 (1H,
s), 7.58 (1H, d, 24y = 8.0 Hz), 7.37-7.14 (10H, m), 4.92 (2H, s), 4.38-4.25 (1H, m), 3.76
(2H, s), 3.08-2.94 i 2.82-2.69 (2H, 2m).

Z-dF-74, Cbz-D-Phe-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3),Ph, (R)-(1-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)karbaminian
benzylu; zsyntezowano wg procedury B; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 30%, czystos¢ > 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 568.10, m/z obliczone [M+H]": 568.17; tr =
19.01 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.26 (1H, s), 10.19 (1H, s), 8.02 (2H, s), 7.99 (1H,
s), 7.58 (1H, d, 24y = 8.5 Hz), 7.35-7.10 (10H, m), 4.92 (2H, s), 4.39-4.25 (1H, m), 3.76
(2H, s), 3.09-2.94 i 2.83-2.70 (2H, 2m).

H-F-74, TFA*NH,-L-Phe-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-1-(2-(2-
(3,5-bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-aminiowy
zsyntezowano wg procedury E; bialy osad, czystos¢ > 98 % (HPLC-UV), ESI-MS m/z
otrzymane [MyasagatH]": 434.05, [Myasada-H]: 432.00, [Mg-H]: 545.95, m/z obliczone
[MaasagatH]": 434.13, [Masada-H] - 432.11, [M5-H] 2 546.11; tg = 10.25 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.63 (1H, s), 10.55 (1H, s), 8.23 (1H, s), 8.01 (2H,
s), 8.00 (1H, s), 7.36-7.21 (5H, m), 4.10-3.98 (1H, m), 3.80 (2H, s), 3.16-3.07 i 3.00-2.91
(2H, 2m).

H-dF-74, TFA*NH,-D-Phe-NH-NH-C(=0)-CH;-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (R)-1-(2-
(2-(3,5-bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-aminiowy;
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zsyntezowano wg procedury E; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 80%, czystos¢ = 97% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [MzasagatH]": 434.10, [Maasada-H]: 432.05, [My-H]: 546.05,
m/z obliczone [MzasagatH]": 434.13, [Mzasada-H] 2 432.11, [Ms-H]: 546.11; tg = 10.35 min;
'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.64 (1H, s), 10.54 (1H, s), 8.25 (1H, s), 8.02 (2H,
s), 8.00 (1H, s), 7.37-7.20 (5H, m), 4.11-3.98 (1H, m), 3.81 (2H, s), 3.17-3.08 i 3.02-2.91
(2H, 2m).

Ac-F-74, Ac-NH-L-Phe-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3),Ph, (S)-N-(1-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)acetamid,;
zsyntezowano wg procedury F; bialy osad, czystos¢ = 96% (HPLC-UV), ESI-MS m/z
otrzymane [M+H]": 476.10, m/z obliczone [M+H]": 476.14; tz = 16.08 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.18 (1H, s), 10.10 (1H, s), 8.12 (1H, d, 2Jun = 9.0
Hz), 7.99 (2H, ), 7.96 (1H, s), 7.27-7.12 (5H, m), 4.56-4.48 (1H, m), 3.73 (2H, s), 3.01-2.90
i 2.75-2.65 (2H, 2m), 1.67 (3H, s).

Ac-dF-74, Ac-NH-D-Phe-NH-NH-C(=0)-CH,-3,5(CF3),Ph, (R)-N-(2-(2-(2-(3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo)acetylo)hydrazynylo)-1-okso-3-fenylopropan-2-ylo)acetamid,;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 40%, czystos¢ > 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 476.05, m/z obliczone [M+H]": 476.14; tg = 16.05
min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm), 10.18 (1H, s), 10.10 (1H, s), 8.12 (1H, d, 2y = 9.0
Hz), 7.99 (2H, s), 7.96 (1H, s), 7.27-7.12 (5H, m), 4.56-4.48 (1H, m), 3.73 (2H, s), 3.01-2.90
i 2.75-2.65 (2H, 2m), 1.67 (3H, s).
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VI11.3.9. Seria W-80

Tabela 49. Wzory strukturalne zwigzkoéw z serii W-80.

Boc-W-80 H-W-80
O e o ., CFs
3
0 = AP
k AL o o 0
0" "N CF, *HyN CF,
H o o
Ac-W-80
CF,
- NH
0 [5
Hscjj\” © CF,
o

Boc-W-80, Boc-L-Trp-O-CH,-3,5(CFs3),Ph, ester 3,5-bis(trifluorometylo)benzylowy (tert-
butyloksykarbonylo)-L-tryptofanu;  zsyntezowano wg procedury G z zamiang
rozpuszczalnika na acetonitryl (ACN); biaty osad, wydajnos¢ reakcji 72%, czystos¢ > 98%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 531.10, m/z obliczone [M+H]": 531.17; tg =
21.46 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10.89 i 10.82 (1H, s), 8.05 i 8.03 (1H, s), 7.97 i 7.95
(2H, s), 7.45 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.36 (1H, m), 7.30 (1H, m), 7.14 (1H, bs), 7.03 (1H, m),
6.94 (1H, m), 5.28 (1H, d, J = 13.5 Hz), 5.15 (1H, d, J = 13.5 Hz), 4.23 (1H, m), 3.12 (1H,
m), 3.03 (1H, m), 1.28 i 1.10 (9H, 2s). Niektore sygnaly wykazujg podwojenie, ktore mozna
przypisa¢ obecno$ci dwoch konformerdéw, prawdopodobnie zwigzanych z zahamowang
rotacjg wigzania C—N w ugrupowaniu karbaminianowym. Podobne obserwacje opisano dla
aminokwasow zabezpieczonych grupg Boc, np. Boc-L-Phe [317].

3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 172.4, 155.9, 140.0, 136.5, 130.7 (q, 2Jcr = 32.5
Hz), 128.7 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o 3JCF ~ 4 Hz), 127.4, 124.3,
123.7 (q, *Jcr = 270.8 Hz), 122.0 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o er ~ 4
Hz), 121.4,118.9, 118.3, 111.9, 110.0, 78.8, 64.8, 55.5, 28.4, 27.1.
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H-W-80, TFA*NH,-L-Trp-O-CH;-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-1-((3,5-
bis(trifluorometylo)benzylo)oksy)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminiowy; otrzymano
wg procedury E; bialy proszek, wydajnosé reakcji 81%, czystos¢ > 98% (HPLC-UV) ESI-
MS m/z otrzymane [MyasadatH]: 431.05, [Maasaga-H]: 429.00, [Mg-H]: 542.95, m/z
obliczone [MaasagatH]": 431.12, [Masada-H]: 429.10, [Ms-H]: 543.10; tg = 11.38 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.03 (1H, s), 8.52 (3H, s), 8.09 (1H, s), 7.99 (2H,
s), 7.48 (1H, m), 7.35 (1H, m), 7.22 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.07 (1H, m), 6.97 (1H, m), 5.37
(1H, d, J = 13.2 Hz), 5.24 (1H, d, J = 13.2 Hz), 4.37 (1H, m), 3.30-3.26 (2H, m);

3¢ NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 169.7, 158.5 (staby, prawdopodobnie kwartet o
2Jcr ~ 30 Hz, anion TFA), 138.8, 136.7, 130.8 (g, *Jcr = 32.5 Hz), 129.4 (szeroki,
prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o 3JCF ~ 4 Hz), 127.3, 125.3, 123.7 (q, 1JCF =271
Hz), 122.6 (szeroki, prawdopodobnie nierozwiazany kwartet o 3Jcg ~ 4 Hz, pokrywajacy sic z
sygnalem wegla grup CF3), 121.6, 119.1, 118.3, 117.8 (staby, prawdopodobnie kwartet o Yee
~ 300 Hz, anion TFA), 112.7, 106.8, 66.0, 53.3, 26.8.

Ac-W-80, Ac-NH-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3).Ph, (inna nazwa: L-732,138, opisany w literaturze:
[139,140]); ester 3,5-bis(trifluorometylo)benzylowy N-acetylo-L-tryptofanu; zsyntezowano
wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 98%, czystos¢ > 98% (HPLC-UV), ESI-MS
m/z otrzymane [M+H]": 473.10, m/z obliczone[M+H]": 473.13; tg = 18.61 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.84 (1H, s), 8.41 (1H, d, J = 6.9 Hz), 8.05 (1H,
s), 7.96 (2H, s), 7.47 (1H, m), 7.32 (1H, m), 7.16 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.06 (1H, m), 6.97 (1H,
m), 5.28 (1H, d, J = 13.5 Hz), 5.18 (1H, d, J = 13.5 Hz), 4.53 (1H, m), 3.18 (1H, m), 3.07
(1H, m), 1.82 (3H, s);

3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 172.4, 170.0, 140.0, 136.6, 130.7 (q, “Jcr = 32.5
Hz), 128.6 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o 3Jcr ~ 4 Hz), 127.4, 124.1,
123.7 (g, *Jcr = 270.8 Hz), 121.4, 122.0 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o
3Jce~4 Hz), 118.9, 118.3, 111.9, 109.8, 64.7, 54.0, 27.3, 22.6.
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VI11.3.10. Seria W-81

Tabela 50. Wzory strukturalne zwigzkow z serii W-81.

Boc-W-81 H-W-81
CFj CFs
o] 0
QJ\N o CFs \_.)J\N ) CF,
o N M0 NH3+H o}
¥ ;
OJ\CFs
Ac-W-81
CFs
. NH
0
\)J\H 0o CF,
\H/NH o}
0

Boc-W-81, Boc-D-Ala-L-Trp-O-CH;-3,5(CF3),Ph, ester 3,5-bis(trifluorometylo)benzylowy
(tert-butyloksykarbonylo)-D-alanylo-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury B; biaty
osad, wydajno$é reakcji 38%, czystosé > 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]":
602.15, m/z obliczone [M+H]": 602.21; tg = 20.28 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.85 (1H, s), 8.22 (1H, d, J = 7.5 Hz), 8.05 (1H,
s), 7.99 (2H, s), 7.46 (1H, m), 7.31 (1H, m), 7.13 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.05 (1H, m), 6.96 (1H,
m), 6.72 (1H, d, J = 7.3 Hz), 5.29 (1H, d, J = 13.6 Hz), 5.20 (1H, d, J = 13.6 Hz), 4.56 (1H,
m), 4.00 (1H, m), 3.21 (1H, m), 3.10 (1H, m), 1.34 (9H, s), 1.16 i 1.06 (3H, 2d, J = 6.9 Hz);
3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 173.4, 172.1, 155.3, 139.8, 136.5, 130.6 (q, 2Jcr =
32.5 Hz), 128.9 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o %Jcr ~ 4 Hz), 1274,
124.7, 123.7 (q, “Jcr = 271.6 Hz), 121.4, 122.1 (szeroki, prawdopodobnie nierozwiazany
kwartet 0 *Jcr ~ 4 Hz), 118.8, 118.3, 111.9, 109.6, 78.5, 65.0, 53.6, 49.9, 28.6, 27.4, 16.7.
H-W-81, TFA*NH,-D-Ala-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (R)-1-(((S)-1-
((3,5-bis(trifluorometylo)benzylo)oksy)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)amino)-1-

oksopropano-2-aminiowy; otrzymano wg procedury E; bialy proszek, wydajnos¢ reakcji
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48%, czysto$é > 95% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [MzasadatH]": 502.10, [Masada-H]
: 500.05, [Mqe-H]: 614.00, m/z obliczone [MaasagatH]": 502.16, [Mzasada-H]: 500.14, [Mqer-
H]: 614.14; tg = 11.40 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.84 (1H, s), 8.84 (1H, d, J = 7.8 Hz), 8.07 (1H,
s), 7.99 (2H, s), 7.88 (3H, bs), 7.46 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.29 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.11 (1H, d,
J=2.1Hz), 7.02 (1H, m), 6.93 (1H, m), 5.29 (1H, d, J = 13.2 Hz), 5.22 (1H, d, J = 13.2 Hz),
4.70 (1H, m), 3.77 (1H, m), 3.25 (1H, m), 3.08 (1H, m), 1.12 (3H, d, J = 7.0 Hz).

Ac-W-81, Ac-NH-D-Ala-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3),Ph, ester 3,5-
bis(trifluorometylo)benzylowy  N-acetylo-D-alanylo-L-tryptofanu;  zsyntezowano  wg
procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 61%, czystos¢ > 97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z
otrzymane [M+H]": 544.15, m/z obliczone [M+H]": 544.17; tr = 17.72 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.84 (1H, s), 8.29 (1H, d, J = 7.5 Hz), 8.03 (1H,
s), 7.96 (2H, s), 7.90 (1H, d, J = 7.5 Hz), 7.44 (1H, d, J = 7.8 HZz), 7.28 (1H, m), 7.11 (1H, d,
J=2.1Hz),7.02 (1H, m), 6.92 (1H, m), 5.25 (1H, d, J = 13.2 Hz), 5.16 (1H, d, J = 13.2 Hz),
4.49 (1H, m), 4.26 (1H, m), 3.18 (1H, m), 3.06 (1H, m), 1.76 (3H, s), 1.01 (3H, d, J = 7.1
Hz).
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VI1.3.11. Seria W-82

Tabela 51. Wzory strukturalne zwigzkow z serii W-82.

Boc-W-82
CF4
_NH
PN ﬁ
OJ\NH\;)LN © CFs
/krrNH 0
o}
H-W-82

CF3

FchO — NH
i O [ j
© O
+NH; ™ N CF

/‘\WNHH ol

3

Ac-W-82

CF3

0 o
)J‘NH\)J\N © CF
/'\WNH H o

0o

3

Boc-W-82, Boc-D-Ala-D-Ala-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3).Ph, ester 3,5-
bis(trifluorometylo)benzylowy (tert-butyloksykarbonylo)-D-alanylo-D-alanylo-L-tryptofanu;
zsyntezowano wg procedury B; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 38%, czystos¢ > 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 673.15, m/z obliczone [M+H]": 673.25; tz = 19.60
min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.83 (1H, s), 8.32 (1H, d, J = 7.6 Hz), 8.03 (1H,
s), 7.95 (2H, s), 7.70 (1H, d, J = 7.3 Hz), 7.43 (1H, m), 7.28 (1H, m), 7.12 (1H, d, J = 2.1
Hz), 7.02 (1H, m), 6.92 (1H, m), 6.47 (1H, bs), 5.25 (1H, d, J = 13.3 Hz), 5.15 (1H, d, J =
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13.3 Hz), 4.50 (1H, m), 4.25 (1H, m), 3.90 (1H, m), 3.19 (1H, m), 3.05 (1H, m), 1.32i 1.27
(9H, 2bs), 1.08 (3H, d, J =7.1 Hz), 1.03 (3H, d, J = 7.1 Hz);

3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 172.7, 172.6, 172.0, 155.6, 139.8, 136.5, 130.7 (q,
2)er = 325 Hz), 128.9 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o 3k ~ 4 Hz),
127.4, 123.7 (q, 2Jer = 271.3 Hz), 122.2 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o
3Jcr ~ 4 Hz), 121.4, 124.3, 118.8, 118.3, 111.9, 109.6, 78.6, 65.0, 53.6, 50.2, 48.3, 28.6, 27.3,
18.8, 18.3.

H-W-82, TFA*NH,-D-Ala-D-Ala-L-Trp-O-CH;-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (R)-1-
(((R)-1-(((S)-1-((3,5-bis(trifluorometylo)benzylo)oksy)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-
ylo)amino)-1-oksopropan-2-ylo)amino)-1-oksopropan-2-aminiowy; otrzymano wg procedury
E; bialy osad, wydajno$¢ reakcji 32%, czystos¢ > 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[MzasagatH]": 573.15, [Myasaga-H]: 571.05, [Mg-H]: 685.00, m/z obliczone [MzasagatH]":
573.20, [Mzasada-H] : 571.18, [Mg-H]: 685.18; tr = 11.62 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 10.85 (1H, s), 8.51 (1H, d, J = 7.5 Hz), 8.44 (1H, d,
J=7.5Hz),8.07 (1H, s), 7.99 (2H, s), 7.89 (3H, bs), 7.48 (1H, m), 7.32 (1H, m), 7.15 (1H, d,
J=2.2Hz),7.05(1H, m), 6.96 (1H, m), 5.30 (1H, d, J = 13.3 Hz), 5.21 (1H, d, J = 13.3 Hz),
458 (1H, m), 4.39 (1H, m), 3.81 (1H, m), 3.24 (1H, m), 3.09 (1H, m), 1.26 (3H, d, J =7.0
Hz), 1.09 (3H, d, J = 7.1 Hz);

¥C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 172.2, 172.0, 169.5, 158.3 (slaby,
prawdopodobnie kwartet 0 2Jce~ 30 Hz, anion TFA), 139.8, 136.5, 130.7 (q, 2Jcr = 32.5 Hz),
128.9 (prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o er~ 4 Hz), 127.4, 124.3, 123.7 (q, 2JcE ~
272 Hz), 122.2 (prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o 3JC|: ~ 4Hz), 121.4, 118.8, 118.3,
111.9, 109.6, 65.0, 53.6, 48.5, 48.4, 27.5, 18.9, 17.6. Nie zaobserwowano sygnatu
pochodzacego od grupy CF3 anionu trifluorooctanowego (oczekiwana wartos¢ okoto 117.8
jako kwartet 0 *Jcr ~ 300 Hz), co zwiazane jest prawdopodobnie z do§é¢ krotkim czasem
akwizycji widma dla matej probki.

Ac-W-82, Ac-NH-D-Ala-D-Ala-L-Trp-O-CH;-3,5(CF3),Ph, ester 3,5-
bis(trifluorometylo)benzylowy N-acetylo-D-alanylo-D-alanylo-L-tryptofanu; zsyntezowano
wedhlug procedury F; biaty osad, wydajnosc¢ reakcji 62%, czystos¢ > 98% (HPLC-UV), ESI-
MS m/z otrzymane [M+H]": 615.20, m/z obliczone [M+H]": 615.21; tg = 17.07 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.83 (1H, s), 8.25 (1H, d, J = 7.4 Hz), 8.03 (1H,
s), 7.98 (1H, d, J = 7.3 Hz), 7.96 (2H, s), 7.86 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.43 (1H, m), 7.28 (1H,
m), 7.13 (1H, d, J = 2.1 Hz), 7.02 (1H, m), 6.92 (1H, m), 5.23 (1H, d, J = 13.3 Hz), 5.16 (1H,
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d, J = 13.3 Hz), 4.50 (1H, m), 4.24 (1H, m), 4.19 (1H, m), 3.18 (1H, m), 3.06 (LH, m), 1.79
(3H, s), 1.09 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.05 (3H, d, J = 7.2 Hz).
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VI1.3.12. Seria W-83

Tabela 52. Wzory strukturalne zwigzkoéw z serii W-83.

Boc-W-83
CF,
5 - NH
o N~ o
\}/ 3 N CFs
0 0
H-W-83
CF
FsC._O 3
3 \(f o -~ ,NH
HN__~_~ AL o
3 N CF,
H o
Ac-W-83
CF,
. - NH
H\/\/\)L O
N N CF,
H o

Boc-W-83, Boc-Ahx-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3),Ph, ester 3,5-bis(trifluorometylo)benzylowy
(6-((tert-butyloksykarbonylo)amino)heksanoilo)-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury
C; biaty osad, wydajnosc¢ reakcji 57%, czystos¢ > 97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[M+H]": 644.15, m/z obliczone [M+H]": 644.26; tg = 20.57 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.83 (1H, s), 8.32 (1H, d, J = 7.4 Hz), 8.04 (1H,
s), 7.95 (2H, s), 7.47 (1H, m), 7.32 (1H, m), 7.15 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.05 (1H, m), 6.96 (1H,
m), 6.69 (1H, bs), 5.28 (1H, d, J = 13.5 Hz), 5.17 (1H, d, J = 13.5 Hz), 4.53 (1H, m), 3.18
(1H, m), 3.07 (1H, m), 2.82 (2H, m), 2.06 (2H, t, J = 7.4 Hz), 1.40 (2H, m), 1.36 (9H, s), 1.29
(2H, m), 1.13 (2H, m);

3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 172.9, 172.4, 156.8, 140.0, 136.5, 130.7 (q, “Jcr
~32.5 Hz), 128.7 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o Jer ~ 4 Hz), 127.5,
124.1, 123.7 (q, Y ~ 272 Hz), 122.1 (szeroki, prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o
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3Jcr ~ 4 Hz), 121.4, 118.8, 118.3, 111.9, 109.9, 77.7, 64.7, 53.9, 35.3, 29.7, 28.7, 27.3, 26.3,
25.3. Sygnat C. Ahx pokrywa si¢ z sygnatem DMSO-d6 przy przesunigciu okoto 40 ppm.
H-W-83, TFA*NH,-Ahx-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-6-((1-((3,5-
bis(trifluorometylo)benzylo)oksy)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)amino)-6-
oksoheksano-1-aminiowy; otrzymano wg procedury E; kremowy osad, wydajnos¢ reakcji
65%, czysto$é > 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [MzasadatH]": 544.15, [Masada-H]
: 542.10, [Me-H]: 656.05, m/z obliczone [MaasagatH]": 544.21, [Mzasada-H]: 542.19, [Mger-
H]": 656.19; tr = 11.67 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.84 (1H, s), 8.35 (1H, d, J = 7.1 Hz), 8.05 (1H,
s), 7.95 (2H, s), 7.59 (3H, bs), 7.48 (1H, m), 7.32 (1H, m), 7.15 (1H, d, J = 2.0 Hz), 7.06 (1H,
m), 6.97 (1H, m), 5.28 (1H, d, J = 13.5 Hz), 5.17 (1H, d, J = 13.5 Hz), 4.54 (1H, m), 3.19
(1H, m), 3.07 (1H, m), 2.70 (2H, m), 2.09 (2H, t, J = 7.6 Hz), 1.50-1.38 (4H, m), 1.20 (2H,
m).

Ac-W-83, Ac-NH-Ahx-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3),Ph, ester 3,5-bis(trifluorometylo)benzylowy
(6-acetamidoheksanoilo)-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury F; bialy osad, wydajnos¢
reakcji 63%, czystosé > 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 586.15, m/z
obliczone [M+H]": 586.22; tz = 17.58 min;

'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.82 (1H, s), 8.31 (1H, d, J = 7.0 Hz), 8.02 (1H,
s), 7.93 (2H, s), 7.71 (1H, bs), 7.44 (1H, m), 7.29 (1H, m), 7.12 (1H, d, J = 2.0 Hz), 7.05 (1H,
m), 6.96 (1H, m), 5.25 (1H, d, J = 13.6 Hz), 5.14 (1H, d, J = 13.6 Hz), 4.50 (1H, m), 3.16
(1H, m), 3.04 (1H, m), 2.91 (2H, m), 2.04 (2H, t, J = 7.3 Hz), 1.74 (3H, s), 1.38 (2H, m), 1.27
(2H, m), 1.11 (2H, m);

3C NMR (125 MHz, DMSO0-d6) & (ppm), 172.9, 172.4, 169.3, 140.0, 136.5, 130.7 (q, 2Jcr ~
32.5 Hz), 128.7 (prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o ek ~ 4 Hz), 127.5, 124.1, 123.7
(9, Nk ~ 272 Hz), 122.1 (prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o ok ~ 4 Hz), 121.4,
118.8, 118.3, 111.9, 109.9, 64.7, 53.8, 35.3, 29.4, 27.3, 26.5, 25.3, 23.0. Sygnat od C, Ahx
pokrywa si¢ z sygnatem DMSO-d6 przy przesunieciu okoto 40 ppm.
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VI11.3.13. Seria W-84

Tabela 53. Wzory strukturalne zwigzkow z serii W-84.

Boc-W-84

CFs
5 5 - NH
S NP
o) N/\/V\H/ N CF,
H 0 H o

H-W-84

CF3
FSC/L  NH
N ° H\/\/\)OL
*HNWN N © CF,4
5 H

O

Ac-W-84

Iz

Boc-W-84, Boc-Ahx-Ahx-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3),Ph, ester 3,5-
bis(trifluorometylo)benzylowy (6-(6-((tert-
butyloksykarbonylo)amino)heksanoamido)heksanoilo)-L-tryptofanu;  zsyntezowano  wg
procedury C, biaty osad, wydajnos¢ reakcji 55%, czystos¢ > 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z
otrzymane [M+H]": 757.30, m/z obliczone [M+H]": 757.34; tr = 19.61 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.83 (1H, s), 8.32 (1H, d, J = 7.1 Hz), 8.04 (1H,
s), 7.96 (2H, s), 7.66 (1H, t, J =5.5 Hz), 7.48 (1H, m), 7.21 (1H, m), 7.15 (1H, d, J = 2.1 Hz),
7.05 (1H, m), 6.96 (1H, m), 6.71 (1H, t, J = 5.1 Hz), 5.28 (1H, d, J = 13.5 Hz), 5.17 (1H, d, J
= 13.5 Hz), 4.53 (1H, m), 3.19 (1H, m), 3.08 (1H, m), 2.95 (2H, m), 2.87 (2H, m), 2.07 (2H,
t, J = 7.6 Hz), 2.01 (2H, t, J = 7.5 Hz), 1.43 (4H, m), 1.36 (9H, s), 1.33 (4H, m), 1.16 (4H,

m);
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3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 172.9, 172.4, 172.3, 156.0, 140.0, 136.5, 130.7 (g,
1Jc|: ~ 32.5 Hz), 128.7 (prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o 3Jc|: ~ 4 Hz), 127.5, 124.1,
123.7 (9, "Jcr ~ 272 Hz), 122.1 (prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o 2Jce ~ 4Hz),
121.4, 118.8, 118.3, 111.9, 109.9, 77.7, 64.7, 55.8, 38.7, 35.8, 35.3, 29.7, 29.4, 28.7, 27.3,
26.5, 25.5, 25.3. Sygnaty od C; obu reszt Ahx pokrywaja si¢ z sygnatem DMSO-d6 przy
przesuni¢ciu okoto 40 ppm.

H-W-84, TFA*NH,-Ahx-Ahx-L-Trp-O-CH,-3,5(CF3),Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-6-((6-((1-
((3,5-bis(trifluorometylo)benzylo)oksy)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-ylo)amino)-6-
oksoheksylo)amino)-6-oksoheksano-1-aminiowy; otrzymano wg procedury E; kremowy
osad, wydajnos¢ reakcji 57%, czystos¢ > 97% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[MzasagatH]": 657.20, [Myasaga-H]: 655.10, [Mg-H]: 769.10, m/z obliczone [MaasagatH]":
657.29, [Masaca-H] : 655.27, [Moi-H]: 769.26; tg = 11.73 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm), 10.84 (1H, s), 8.32 (1H, d, J = 7.2 Hz), 8.04 (1H,
s), 7.96 (2H, s), 7.69 (1H, t, J = 5.5 Hz), 7.60 (3H, bs), 7.48 (1H, m), 7.32 (1H, m), 7.15 (1H,
d, J = 2.0 Hz), 7.05 (1H, m), 6.96 (1H, m), 5.28 (1H, d, J = 13.7 Hz), 5.17 (1H, d, J = 13.7
Hz), 4.53 (1H, m), 3.19 (1H, m), 3.08 (1H, m), 2.95 (2H, m), 2.76 (2H, m), 2.10-2.00 (4H,
m), 1.49 (4H, m), 1.42 (2H, m), 1.34-1.22 (4H, m), 1.15 (2H, s).

Ac-W-84, Ac-NH-Ahx-Ahx-L-Trp-O-CH;-3,5(CF3),Ph, ester 3,5-
bis(trifluorometylo)benzylowy (6-(6-acetamidoheksanoamido)heksanoilo)-L-tryptofanu;
zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajno$¢ 68%, czystos¢ > 98% (HPLC-UV),
ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 699.25, m/z obliczone [M+H]": 699.30; tg = 17.01 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.84 (1H, s), 8.32 (1H, d, J = 7.4 Hz), 8.04 (1H,
s), 7.96 (2H, s), 7.75 (1H, bs), 7.66 (1H, t, J = 5.6 Hz), 7.47 (1H, m), 7.32 (1H, m), 7.15 (1H,
d, J = 2.3 Hz), 7.05 (1H, m), 6.96 (1H, m), 5.28 (1H, d, J = 13.5 Hz), 5.17 (1H, d, J = 13,5
Hz), 4.53 (1H, m), 3.19 (1H, m), 3.07 (1H, m), 3.02-2.92 (4H, m), 2.07 (2H, t, J = 7.4 Hz),
2.01 (2H, t,J = 7.4 Hz), 1.77 (3H, s), 1.49-1.27 (8H, m), 1.23-1.10 (4H, m);

B3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 172.9, 172.4, 172.2, 169.3, 140.0, 136.5, 130.7 (q,
YJer ~ 32.5 Hz), 128.7 (prawdopodobnie nierozwiazany kwartet o 3Jcg ~ 4 Hz), 127.5, 124.1,
124.0 (q, "¢ ~ 272 Hz), 122.1 (prawdopodobnie nierozwigzany kwartet o 3ok ~ 4 Hz),
121.4, 118.8, 118.3, 111.9, 109.9, 64.7, 53.8, 38.9, 38.7, 35.8, 35.3, 29.4, 27.3, 26.6, 26.5,
25.5, 25.3, 23.0. Sygnat od C; jednej z reszt Ahx pokrywa si¢ z sygnalem DMSO-d6 przy

przesunigciu okoto 40 ppm.

207



VI1.3.14. Seria W-90

Tabela 54. Wzory strukturalne zwigzkoéw z serii W-90.

Boc-W-90-H Boc-W-90-Me
SFs SFs
. NH - NH
e i e i
Ay P Ay o,
o] o)
Boc-W-90-F Boc-W-90-ClI
SFs SFs
- NH . NH
e i P i
Ao L, Ay .
0 o]
Boc-W-90-Br H-W-90-H
SFs SFs
CF
- NH 2\3 . NH
)( JOL o ° 91 o6
0 H Br *H,N
o) o]
H-W-90-Me H-W-90-F
SFs CE SFs
//IC\Fa _ NH &1\3 - NH
o0~ o o O
*H,N © CH, *H;N © F
0 0
H-W-90-ClI H-W-90-Br
SF SF.
CF 5 CF 5
4]\3 . NH )\3 . NH
o7 o 0" O
*H3N © cl *H;N © Br
o) o)
Ac-W-90-H Ac-W-90-Me
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SFs SFs
0 o)
)LN 0 )LN o oh,
H o H o
Ac-W-90-F Ac-W-90-ClI
SFs SFs
_NH _NH
o) o)
A, L, A, oML,
o) o)
Ac-W-90-Br
SFs
0
A A e A,
0

Boc-W-90-H, Boc-L-Trp-O-CH,-3-(SFs)-Ph, ester 3-(pentafluoro-A°-sulfanylo)benzylowy
(tert-butyloksykarbonylo)-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury G; bialy osad,
wydajnos¢ reakcji 82%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M-H]"
519.00, m/z obliczone [M-H]: 519.14; tg = 20.59 min.

Boc-W-90-Me, Boc-L-Trp-O-CH,-3-CHs-5-(SFs)-Ph, ester  3-metylo-5-(pentafluoro-1°-
sulfanylo)benzylowy (tert-butyloksykarbonylo)-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury
G; biaty osad, wydajno$¢ reakcji 90%, czystos¢ = 90% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[M-H]: 553.00, m/z obliczone [M-H]": 553.15; tr = 21.37 min.

Boc-W-90-F, Boc-L-Trp-O-CH,-3-F-5-(SFs)-Ph,  ester  3-fluoro-5-(pentafluoro-1°-
sulfanylo)benzylowy (tert-butyloksykarbonylo)-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury
G; biaty osad, wydajno$¢ reakcji 88%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[M-H]": 537.00, m/z obliczone [M-H]: 537.11; tr = 21.08 min.

Boc-W-90-Cl,  Boc-L-Trp-O-CH,-3-CI-5-(SFs)-Ph,  ester  3-chloro-5-(pentafluoro-i°-
sulfanylo)benzylowy (tert-butyloksykarbonylo)-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury
G; biaty osad, wydajno$¢ reakcji 88%, czystos¢ = 96% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[M-H]": 553.00, m/z obliczone [M-H]": 553.10; tr = 21.98 min.
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Boc-W-90-Br,  Boc-L-Trp-O-CH,-3-Br-5-(SFs)-Ph,  ester  3-bromo-5-(pentafluoro-1°-
sulfanylo)benzylowy (tert-butyloksykarbonylo)-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury
G; biaty osad, wydajno$¢ reakcji 93%, czystos¢ = 83% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane
[M-H]": 598.85, m/z obliczone [M-H]": 598.40; tr = 21.82 min.

H-W-90-H, TFA*NH,-L-Trp-O-CH,-3-(SFs)-Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-3-(1H-indol-3-ilo)-
1-okso-1-((3-(pentafluoro-A°-sulfanylo)benzylo)oksy)propan-2-aminowy; ~ otrzymano  wg
procedury E; kremowy osad, wydajnos¢ reakcji 77%, czystos¢ > 98% (HPLC-UV), ESI-MS
m/z otrzymane [MaasagatH]": 421.00, [Maasaga-H]: 419.00, [Me-H]: 533.00, m/z obliczone
[MzasadatH] " 421.10, [Mzasada-H]: 419.08, [Ms-H] 2 533.07; tg = 11.25 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.09 (1H, s), 8.52 (3H, s), 7.88 (1H, s, natozony),
7.88 (1H, prawdopodobnie d, natozony), 7.57 (1H, d, 3JHH =8.3,8.3 Hz), 7.49 (1H, d, 3JHH =
8.0 Hz), 7.42 (1H, d, Jun = 7.5 Hz), 7.39 (1H, d, *Jun = 8.0 Hz), 7.21 (1H, d, *Jun = 2.0 Hz),
7.10 (1H, dd, *Jyy = 7.5, 7.5 Hz), 7.00 (1H, dd, 334 = 7.5, 7.5 Hz), 5.23 (2H, AB, 3Jas =
12.8 Hz, AVvAB = 47.9 Hz), 4.40-4.34 (1H, m), 3.34-3.24 (2H, m).

H-W-90-Me, TFA*NH,-L-Trp-O-CH,-3-CH3-5-(SFs)-Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-3-(1H-
indol-3-ilo)-1-((3-metylo-5-(pentafluoro-A°-sulfanylo)benzylo)oksy)-1-oksopropan-2-
aminowy; otrzymano wg procedury E; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 72%, czystos¢ = 96%
(HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [MyasagatH]": 435.05, [Masada-H]: 433.00, [Me-H]™:
546.95, m/z obliczone [MyasagatH]™: 435.12, [Myasaga-H]: 433.10, [Mgo-H]: 547.09; tg =
11.40 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.06 (1H, s), 8.44 (3H, s), 7.70 (1H, s,), 7.66 (1H,
s), 7.48 (1H, d, *Jun = 8.0 Hz), 7.39 (1H, d, 3Jun = 8.0 Hz), 7.20 (1H, s, nalozony), 7.20 (1H,
s, natozony), 7.10 (1H, dd, *Juy = 7.8, 7.8 Hz), 7.00 (1H, dd, *Jun = 7.3, 7.3 Hz), 5.16 (2H,
AB, 3Jag = 12.6 Hz, AVAB = 63.0 Hz), 4.38-4.34 (1H, m), 3.30-3.26 (2H, m), 2.37 (3H, 9).
H-W-90-F, TFA*NH,-L-Trp-O-CH;-3-F-5-(SFs)-Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-1-((3-fluoro-5-
(pentafluoro-A%-sulfanylo)benzylo)oksy)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminowy:;
otrzymano wg procedury E; lekko pomaranczowy osad, wydajnos$¢ reakcji 79%, czysto$¢ =
96% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [MaasadatH]": 439.00, [M_asada-H]: 437.00, [Mg-
H]: 550.95, m/z obliczone [MyasagatH]": 439.09, [Mzasada-H]: 437.07, [Mg-H]: 551.40; tg =
11.54 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.06 (1H, s), 8.49 (3H, s), 7.88 (1H, d, %J4r = 9.0
Hz), 7.77 (1H, s,), 7.48 (1H, d, *Juy = 7.5 Hz), 7.37 (1H, d, 334y = 7.5 Hz), 7.34 (1H, d, 3¢
=9.0 Hz), 7.22 (1H, d, *Jun = 2.0 Hz), 7.09 (1H, dd, *Jun = 7.5, 7.5 Hz), 6.99 (1H, dd, 3y =
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7.5, 7.5 Hz), 5.24 (2H, AB, 3Jag = 13.3 Hz, AVvAB = 54.1 Hz), 4.45-4.34 (1H, m), 3.35-3.24
(2H, m).

H-W-90-CI, TFA*NH,-L-Trp-O-CH,-3-Cl-5-(SFs)-Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-1-((3-chloro-
5-(pentafluoro-A°-sulfanylo)benzylo)oksy)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminowy;
otrzymano wg procedury E; biaty osad, wydajnos$¢ reakcji 78%, czystos¢ = 97% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [MzasagatH]": 455.00, [Maasada-H]: 452.95, [My-H]: 566.90,
m/z obliczone [MzasagatH]": 455.06, [Mzasada-H] = 453.04, [Ms-H] : 567.03; tr = 11.69 min;
'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.06 (1H, s), 8.48 (3H, s), 8.02 (1H, s), 7.89 (1H,
s,), 7.58 (1H, s), 7.47 (1H, d, 33y = 8.0 Hz), 7.37 (1H, d, *Jun = 8.0 Hz), 7.22 (1H, d, 33y =
1.5 Hz), 7.09 (1H, dd, 33 = 7.8, 7.5 Hz), 6.99 (1H, dd, 34y = 7.5, 7.5 Hz), 5.23 (2H, AB,
%Jas = 13.1 Hz, AvAB = 59.1 Hz), 4.43-4.35 (1H, m), 3.32-3.26 (2H, m).

H-W-90-Br, TFA*NH,-L-Trp-O-CH,-3-Br-5-(SFs)-Ph, 2,2,2-trifluorooctan (S)-1-((3-bromo-
5-(pentafluoro-A°-sulfanylo)benzylo)oksy)-3-(1H-indol-3-ilo)-1-oksopropan-2-aminowy;
otrzymano wg procedury E; bialy osad, wydajnos¢ reakcji 58%, czystos¢ = 98% (HPLC-
UV), ESI-MS m/z otrzymane [MzsadatH]™: 500.90, [Mzasada-H]: 498.85 m/z obliczone
[MyasadatH] "2 500.22, [Myasaga-H] : 498.20; tr = 11.60 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 11.05 (1H, s), 8.42 (3H, s), 8.11 (1H, s), 7.93 (1H,
s,), 7.74 (1H, s), 7.47 (1H, d, 33y = 8.0 Hz), 7.38 (1H, d, *Jun = 8.0 Hz), 7.21 (1H, d, 34y =
2.0 Hz), 7.09 (1H, dd, %34y = 7.5, 7.5 Hz), 6.99 (1H, dd, %4y = 7.5, 7.5 Hz), 5.23 (2H, AB,
$Jas = 13.0 Hz, AvAB = 61.2 Hz), 4.41-4.36 (1H, m), 3.31-3.25 (2H, m).

Ac-W-90-H, Ac-NH-L-Trp-O-CH,-3-(SFs)-Ph, ester 3-(pentafluoro-A°-sulfanylo)benzylowy
N-acetylo-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury F; biaty osad, wydajnos¢ reakcji 67%,
czystosé = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]": 463.05, [M-H]": 461.00, m/z
obliczone [M+H]": 463.11, [M-H]: 461.09; t; = 17.60 min; -

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.86 (1H, s), 8.39 (1H, d, 334y = 7.3 Hz), 7.84 (d,
*Jun = 7.8 Hz), 7.83 (1H, s), 7.56 (1H, dd, Jun = 7.8, 7.8 Hz), 7.49 (1H, d, *Jun = 7.8 H2),
7.49 (1H, d, 3Jun = 7.5 Hz), 7.35 (1H, d, *Jun = 8.5 Hz), 7.15 (1H, d, *Jun = 1.5 Hz), 7.07
(1H, dd, *Jyn = 7.5, 7.5 Hz), 6.98 (1H, dd, 3.y = 7.5, 7.5 Hz), 5.15 (2H, AB, %Jag = 13.2 Hz,
AvAB = 30.3 Hz), 4.55 (1H, td, %3un=179,7367 Hz), 3.12 (2H, ABX, Jag = 14.5 Hz, Jax =
6.7 Hz, Jex = 7.9 Hz, vAB = 53.3 Hz), 1.83 (3H, s);

3¢ NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 171.9, 169.4, 152.8 (p, 2Jcr = 15.0 Hz), 137.8,
136.1, 131.3, 129.5, 127.0, 125.2 (p, *Jcr = 4.7 Hz), 124.5 (p, *Jcr = 4.2 Hz), 123.6, 121.0,
118.4,117.9, 111.4,109.4, 64.8, 53.3, 27.0, 22.2.
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Ac-W-90-Me, Ac-NH-L-Trp-O-CH,-3-CHs-5-(SFs)-Ph, ester 3-metylo-5-(pentafluoro-A°-
sulfanylo)benzylowy N-acetylo-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury F; bialy osad,
wydajnosé reakcji 57%, czysto$é = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]":
477.05, [M-H]": 475.00, m/z obliczone [M+H]": 477.13, [M-H]: 475.11; t; = 18.32 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.86 (1H, s), 8.39 (1H, d, 3Jun = 7.3 Hz), 7.67
(1H, s), 7.61 (1H, s), 7.48 (1H, d, *Juy = 8.0 Hz), 7.35 (1H, d, Iy = 8.0 Hz), 7.23 (1H, s),
7.15 (1H, d, 3Jun = 1.5 Hz), 7.07 (1H, dd, Iy = 7.5, 7.5 Hz), 6.98 (1H, dd, *Jyy = 7.5, 7.5
Hz), 5.09 (2H, AB, 3Jag = 13.0 Hz, AVAB = 42.2 Hz), 4.54 (1H, td, *Jun = 8.3, 7.3, 6.2 Hz),
3.12 (2H, ABX, Jag = 14.4 Hz, Jax = 6.2 Hz, Jgx = 8.3 Hz, vAB = 50.2 Hz), 2.37 (3H, 3),
1.83 (3H, s);

3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 175.3, 172.8, 156.2 (p, 2Jcr = 15.5 Hz), 143.0,
139.4, 135.2, 130.3, 128.7 (p, *Jcr = 4.2 Hz), 127.0, 125.1 (p, *Jcr = 4.3 Hz), 124.3, 121.7,
121.2,114.8, 112.7, 68.2, 56.7, 30.3, 25.5, 24.1.

Ac-W-90-F,  Ac-NH-L-Trp-O-CH,-3-F-5-(SFs)-Ph,  ester  3-fluoro-5-(pentafluoro-A°-
sulfanylo)benzylowy N-acetylo-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury F; bialy osad,
wydajnoéé reakcji 69%, czystos¢ = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]":
481.05, [M-H]": 478.95, m/z obliczone [M+H]": 481.10, [M-H]: 479.08; tg = 18.02 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.86 (1H, s), 8.41 (1H, d, 3Jun = 7.2 Hz), 7.84
(1H, d, 334r = 9.0 Hz), 7.72 (1H, s), 7.48 (1H, d, 34y = 8.0 Hz), 7.34 (1H, d, Iy = 8.0 Hz),
7.33 (1H, d, *Jue = 9.0 Hz), 7.16 (1H, d, Iy = 2.0 Hz), 7.07 (1H, dd, Iy = 7.5, 7.5 Hz),
6.98 (1H, dd, *Jyn = 7.5, 7.5 Hz), 5.15 (2H, AB, ®Jag = 13.6 Hz, AVAB = 47.7 Hz), 4.55 (1H,
td, %04y = 7.8, 7.2, 6.7 Hz), 3.13 (2H, ABX, Jag = 14.5 Hz, Jax= 6.7 Hz, Jgx = 7.8 Hz, vVAB
= 48.7 Hz), 1.83 (3H, 9);

3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 171.8, 169.5, 161.1 (d, “Jcr = 247.0 Hz), 153.4-
153.0 (staby, prawdopodobnie nierozwigzany multiplet), 140.3 (p, 3Jer = 3.7 Hz), 136.1,
127.0, 123.7, 121.0, 120.6 (p, %Jce = 4.0 Hz), 118.4, 118.3 (d, %Jcr = 22.0 Hz), 117.8, 113.2
(d, 2cr = 26.8 Hz), 111.4, 109.3, 64.2, 53.4, 26.9, 22.1.

Ac-W-90-Cl,  Ac-NH-L-Trp-O-CH,-3-CI-5-(SFs)-Ph, ester 3-chloro-5-(pentafluoro-1°-
sulfanylo)benzylowy N-acetylo-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury F; biaty osad,
wydajnosé reakcji 44%, czysto$é = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]":
496.95, [M-H]": 494.95, m/z obliczone [M+H]": 497.07, [M-H]: 495.05; tg = 18.71 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.86 (1H, s), 8.41 (1H, d, *Juy = 7.1 Hz), 7.98
(1H, s), 7.83 (1H, s), 7.57 (1H,s), 7.48 (1H, d, %Juy = 7.5 Hz), 7.34 (1H, d, %Juy= 7.5 Hz),
7.17 (1H, d, Jun = 1.5 Hz), 7.06 (1H, dd, 33y = 7.5, 7.5 Hz), 6.98 (1H, dd, *Juy = 7.5, 7.5
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Hz), 5.14 (2H, AB, %Jag = 13.5 Hz, AVAB = 47.6 Hz), 4.54 (1H, td, *Jy = 7.8, 7.1, 6.7 Hz),
3.13 (2H, ABX, Jag = 14.6 Hz, Jax = 6.7 Hz, Jex = 7.8 Hz, VAB = 50.4 Hz), 1.83 (3H, s);

3¢ NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 171.8, 169.5, 153.2 (p, 2Jcr = 17.5 Hz), 139.9,
136.0, 133.8, 131.3, 127.0, 125.1 (p, *Jcr = 4.3 Hz), 123.6, 123.3 (p, *Jcr = 4.7 Hz), 120.9,
118.4,117.8, 111.5, 109.3, 64.1, 53.4, 26.9, 22.1.

Ac-W-90-Br, Ac-NH-L-Trp-O-CH,-3-Br-5-(SFs)-Ph, ester 3-bromo-5-(pentafluoro-A°-
sulfanylo)benzylowy N-acetylo-L-tryptofanu; zsyntezowano wg procedury F; biaty osad,
wydajnosé reakcji 51%, czysto$é = 98% (HPLC-UV), ESI-MS m/z otrzymane [M+H]":
542.90, [M-H]": 540.85, m/z obliczone [M+H]": 542.34, [M-H]: 540.32; tg = 18.83 min;

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 10.86 (1H, s), 8.41 (1H, d, *Juy = 7.4 Hz), 8.08
(1H, s), 7.87 (1H, s), 7.73 (1H, s), 7.48 (1H, d, %Jun = 8.0 Hz), 7.34 (1H, d, %Iy = 8.0 Hz),
7.16 (1H, d, 33y = 1.5 Hz), 7.07 (1H, dd, 33y = 7.5, 7.5 Hz), 6.98 (1H, dd, %3y = 7.5, 7.5
Hz), 5.15 (2H, AB, %Jag = 13.5 Hz, AVAB = 47.7 Hz), 4.53 (1H, td, *Juy = 8.3, 7.4, 6.1 Hz),
3.13 (2H, ABX, Jag = 14.5 Hz, Jax = 6.2 Hz, Jgx = 8.4 Hz, vAB = 52.0 Hz), 1.83 (3H, s);

3C NMR (125 MHz, DMSO-d6) & (ppm), 171.8, 169.5, 153.3 (p, 2Jcr = 15.3 Hz), 140.1,
136.1, 134.2, 127.0, 125.1 (p, *Jcr = 4.3 Hz), 123.7 (p, *Jcr = 4.4 Hz), 123.6, 121.8, 120.9,
118.4,117.8, 111.5, 109.3, 64.1, 53.4, 26.8, 22.1.

VIil.4. Dokowanie do receptora NK1

Dokowanie molekularne do receptora NK1 przeprowadzono za pomoca programu
AutoDock Vina [206]. Do dokowania uzyto wszystkie zsyntezowane w trakcie projektu
doktoranckiego zwiazki (serie W/F-70-W/F-74, W-80-W-84 oraz W-90), zwiazki otrzymane
w ZN IMDIK PAN [318] oraz pobrane z bazy ChEMBL (opis Rodziat VIL.S5.).

Struktury zsyntezowanych przeze mnie ligandow oraz struktury biatek przygotowano
w programie Biovia Discovery Studio [319]. Geometrie ligandéw zminimalizowano za
pomoca funkcji “clean geometry”. Ligandy przygotowano tak, aby wigzania hydrazonowe
oraz estrowe miaty ptaskg geometri¢, a wigzanie estrowe bylo w konformacji trans. W
przypadku ligandéw z wolng grupa aminowa, ustawiono stan protonowania +1. Zwiazki
posiadajace na N-koncu grupg zabezpieczajaca Cbz, Boc lub grupe acetylowa dokowano
zarowno w konformacjach cis i trans wokot wigzania amidowego. Dodatkowo, w programie
AutoDock Tools [320] dla wszystkich ligandow recznie zahamowano rotacje wokot wigzan

estrowych, wigzania N-N w ukladzie hydrazonu oraz C-O w ukladzie karbaminianu. W
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przypadku zwigzkow pobranych z bazy ChEMBL opis przygotowania ligandow do
dokowania zamieszczono w Rozdziale VIIL.6. Do dokowania uzyto struktury hNKI1R
pobrane z bazy PDB (6E59 [23], 6HLL [27], 6HLO [27], 7P00 [25], 7TRMG [24]). Ze struktur
receptorow usunicto krystalograficzne ligandy, dodano wodory i minimalizowano. Stany
protonowania bialek ustawiono zgodnie z oczekiwaniami przy pH = 7.4. Dla wszystkich
struktur biatek pudto (box) dokowania dopasowano do pozycji wigzania krystalograficznego

liganda i rozszerzono, uzyskujac wymiary: 38.86 A x 23.60 A x 34.53 A.

VIL5. Zestawy danych do oceny skutecznosci i trenowania
funkcji oceniajacych

Do oceny skutecznos$ci i trenowania funkcji oceniajacych zostaty uzyte trzy zbiory
danych.

Zbior 1 to zestaw zwigzkow, ktére zsyntezowatam w trakcie projektu
doktoranckiego (89 zwigzkow) i zwigzkow otrzymanych w ZN IMDiK PAN [318]
(12 zwiazkow), ktorych powinowactwo receptorowe do NKIR zostalo oznaczone w ZN
IMDIK PAN. Wigkszos¢ z tych zwigzkow jest nieaktywna lub stabo aktywna wobec NK1R.
Zbior 1 zawiera lacznie 101 zwigzkow, ktore sa strukturalnie podobne do typowych
antagonistow NK1R.

Zbior II i III to zestawy zwigzkow z bazy ChEMBL [257], dla ktorych dane o
powinowactwie do receptora NK1 pochodzg z literatury naukowej. Z bazy ChEMBL pobrano
zwigzki, ktore zostaty przebadane pod katem powinowactwa do ludzkiego receptora NK1
(identyfikator: CHEMBL249) oraz do receptora NK1 kawii domowej (identyfikator:
CHEMBL3942), poniewaz struktura obu receptorOw jest bardzo podobna i brak jest
wigkszych miedzygatunkowych roznic w wigzalnosci. Z pobranego zestawu usuni¢to
pozycje, ktore nie zawieralty danych o wigzalnosci receptorowej (ICso lub Ki), o masie
czasteczkowej mniejszej niz 99 Da i1 wigkszej niz 1000 Da oraz zwigzki organometaliczne.
Dane o aktywnos$ci konwertowano odpowiednio do plCso lub pKi. Jesli zwigzki zawieraty
wiecej niz jeden wpis o aktywnos$ci, dane te usredniano. W przypadku gdy dostgpne byty
dane tylko z przesiewu single-point, przypisywano pICsp lub pKi o 1 lub 2 jednostki nizsze
niz stezenie przesiewu (w zalezno$ci, czy podana byla jakakolwiek inhibicja wigzania

radioliganda).
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Z tak opracowanego zestawu wyodrgbniono Zbior II i III. Zbiér II zawiera 2964
zwigzki, ktore strukturalnie zblizone sa do znanego farmakoforu NKI1. W wiekszosci sg to
ligandy aktywne wobec NK1R w zakresie §rednionanomolowym i niskonanomolowym.

Zbior 111 to zwiazki, ktérych powinowactwo do receptora NK1 byto badane w duzym
badaniu przesiewowym DRUGMATRIX [294,295]. Jest to zestaw bardzo zroznicowany
strukturalnie, zawiera m.in. zatwierdzone leki 1 znane substancje chemiczne. Sktada si¢ z 816

zwigzkow, nieaktywnych wobec NK1R.

V11.6. Przygotowanie ligandow 2z bazy ChEMBL do
dokowania

Struktury zwigzkow pobranych z bazy ChEMBL przekonwertowano z formatu
SMILES do formatu PDB za pomoca skryptow opartych o bibliotek¢ RDKit [321].
Zastosowano funkcje EmbedMultipleConfs, aby uzyska¢ wiele niskoenergetycznych
konformacji pier§cieni nasyconych, poniewaz algorytm przeszukujacy AutoDock Vina nie
przeszukuje przestrzeni konformacyjnej pierscieni. Za pomoca biblioteki Dimorphite-DL
[322] wszystkim ligandom przypisano przypisano stany protonacyjne odpowiednie dla
pH=7.4. Geometrie zwigzkéw zoptymalizowano za pomocg mechaniki molekularnej polem
sitowym MMFF94s [323]. Dodatkowo, w przypadku zwigzkow, dla ktorych istniata taka
potrzeba, wygenerowano oddzielnie konformery cis i trans wokot wigzania amidowego. Tak

przygotowane struktury ligandow byty uzywane do dokowania molekularnego.

VIL.7. Parametry oceny skutecznos$ci przesiewu wirtualnego

Oryginalna funkcja AutoDock Vina oraz nowoopracowane funkcje oceniajace zostaty
przetestowane co do ich wydajnosci w przesiewie wirtualnym (odrdznianie ,,prawdziwych”
silnych ligandow od zwigzkéw o stabym wigzaniu do receptora NK1). Uzyto powszechnie
stosowane parametry oceny skuteczno$ci metod przesiewu wirtualnego czyli logAUC oraz
wspoélezynnik wzbogacenia (EF, ang. enrichment factor).
logAUC — pole pod krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika ROC (ang. receiver
operating characteristic curve) wykreslonej w skali semilogarytmicznej [297]. Krzywa ROC

przedstawia zalezno$¢ miedzy czuloScig (ang. True Positive Rate) a specyficznoscig (ang.
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True Negative Rate) modelu w rozpoznawaniu aktywnych ligandéw sposrod zwigzkow
nieaktywnych.

Logarytmizacja ROC jest wykonywana w celu uwypuklenia skuteczno$ci wczesnego
rozpoznania (dla zwigzkow sklasyfikowanych w gérnym procencie bazy). LogAUC jest
obliczane poprzez catkowanie numeryczne metoda trapezéw obszaru pod logarytmiczng

krzywa ROC, zgodnie z Rownaniem 8.

272 (220 1 p (logi g xisr - l0g10%:)
lOgAUCA = ( loge10 ) 1.(1)0 +1 10 (8)
log10()
Gdzie b — punkt przecigcia z osig y dla danego odcinka trapezu, obliczany:
Yit1~Yi
bi = Yit1 = Xiv1 (ﬁ) (9)

Obszar logarytmiczny obliczany jest od ustalonego progu A do 1.0 (typowo A=0.1). Im
wyzsza warto$¢ logAUC (bliska 1.0), tym model lepiej rozpoznaje aktywne ligandy sposrod
zwigzkoéw nieaktywnych.

W niniejszej pracy domyslnie podawane jest dopasowane logAUC czyli logAUC
pomniejszone o 13.68%. Warto$¢ ta jest warto$ciag logAUC dla klasyfikacji opartej na
losowaniu (,,rzut monetg”). Dzigki temu za pomoca dopasowanego logAUC ocenia si¢ o ile
,»lepszy” jest dany model od wyboru na podstawie losowania.

Przy omawianiu wynikow przesiewOw zastosowano takze opisowag kategoryzacje
wynikow wedtug warto$ci logAUC zaproponowang wedtug Jaiteha i wsp. [298]. Wedtug
kryterium Jaiteha, logAUC moze by¢ stabe < 10, niezte (ang. fair) 10-15, dobre 15-20,
bardzo dobre 20-25, lub doskonate > 25.

EFxw - wspoOlczynnik wzbogacenia dla wybranego gornego x% bazy, wskaznik oceny
skuteczno$ci metod przesiewu wirtualnego w identyfikowaniu aktywnych zwiazkéw z
duzych zbioréw danych. Matematycznie definiuje si¢ go jako stosunek liczby aktywnych
zwigzkow znalezionych w wybranym fragmencie (w gornym x procencie) posortowanego
zbioru do liczby wszystkich zwigzkéw w wybranym fragmencie rankingu, podzielony przez
stosunek liczby aktywnych zwigzkéw w catym zbiorze do liczby wszystkich zwigzkow w
calym zbiorze (R6wnanie 10).

Wspotczynnik ten informuje o tym, czy metoda przesiewu preferencyjnie wybiera
aktywne zwigzki (gdy EFxy > 1), czy tez zwigzki nieaktywne (gdy EFxe < 1). Warto$§¢ EFxe,

roéwna 1 sugeruje brak dodatkowego wzbogacenia w porownaniu do losowego wyboru. Im
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warto$¢ EFy, jest blizsza maksymalnej mozliwej wartosci dla danego problemu (EFmax), tym

skuteczniejsza jest metoda przesiewu.

liczba aktywnych zwiazkéw w gérnym x% posortowanego zbioru
liczba wszystkich zwiazkéw w gébrnym x% posortowanego zbioru
EFx% = liczba aktywnych zwiazkéw w catym zbiorze ( 10)
liczba wszystkich zwiazkéw w catym zbiorze

EFfracxoo — znormalizowany wspotczynnik wzbogacenia, to jest EFyy podzielony przez
maksymalny mozliwy EF (EFnax) dla danego problemu (Rownanie 11). Im warto$¢ EFc jest
blizsza 1, tym metoda przesiewu jest bardziej skuteczna (EFg,. rowny 1 oznacza pelne

mozliwe wzbogacenie w poréwnaniu z maksymalnym teoretycznym wzbogaceniem).

EF xo,

EFfracx% = ( 11)

EFmax

VIL.8. Trenowanie funkcji oceniajacych

Trenowanie nowych funkcji przeprowadzono za pomocg zestawu skryptow
VinaTuner opracowanych w ZN IMDIK PAN przez dr. hab. Piotra Lipinskiego. Trenowanie i
walidacja zostaty przeprowadzone w kilku scenariuszach opisanych w dziale IV.5. oraz
podsumowanych w Tabelach 16-27 i 29—40. Scenariusze roznity si¢ zbiorami treningowymi i
testowymi, oraz tym, jak traktowano wyniki

Dane eksperymentalne o powinowactwie (pAff) uzyskane z literatury lub z pomiarow
w ZN IMDIK PAN zostaly przekonwertowane na energi¢ swobodng wigzania, dzieki czemu
mozliwe bylo porownywanie wartosci otrzymanych ze scoringu wyrazonych jako energia z
energia eksperymentalng.

Do trenowania wykorzystano algorytm genetyczny. Celem dostrajania byto uzyskanie
jak najnizszej wartosci $redniego bledu bezwzglednego (MAE, ang. Mean Absolute Error)
miedzy predykcja entalpi swobodnej wigzania nowej funkcji a danymi eksperymentalnymi.
Algorytm genetyczny pracowal na populacjach liczacych po 1000 osobnikéw (losowych
zestawOw wspoOtczynnikow wi1—We), w ktorej najlepszych 50 osobnikéw moglo si¢ krzyzowac
(wymienia¢ parametrami wi;—Wg). Dopuszczalne byly losowe mutacje (losowa zmiana
ktérego$ parametru wi—Ws bez zwigzku z krzyzowaniem). Trenowanie nowych funkcji trwato
25 pokolen. Populacje startowe powstaty przez losowanie matych perturbacji wag domysinej

funkcji AutoDock Vina. Dozwolony zakres zmiennosci dla wag funkcji populacji startowej
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obejmowat 6 réznych wariantow i miescit si¢ w zakresie = 10, 20, 30, 40, 50 lub 60%
wartosci funkcji domyslnej. Przyjeto, ze oryginalna funkcja oceniajagca AutoDock Vina
zasadniczo odzwierciedla zatozenia fizyki wigzania i wymaga dostrojenia w malym zakresie,
dlatego wykluczono drastyczne zmiany. Catg procedur¢ powtoérzono 20 razy, uzyskujac 120
przebiegdéw (20 przebiegdw * 6 wariantow dopuszczalnej zmiennosci).

Ze zbioru otrzymanych nowych funkcji usunieto pozycje zdublowane oraz funkcje,
dla ktorych wartosci wi > 0, wp > 0, w3 <0, wy > 0, ws > 0, wg < 0 (aby nie uzyskaé funkcji
sprzecznych z zalozeniami fizyki wigzania, np. promujacych gietkos¢ ligandow, albo zawady
steryczne w pozach wigzacych).

Dla kazdego scenariusza trenowania, do walidacji wybrano po 5 najlepszych funkcji z
kazdego przebiegu (uszeregowanych wedtug rosngcych wartosci MAE). Oznacza to, ze dla
kazdego scenariusza, okoto 500-600 funkcji byto przedmiotem walidacji na zbiorze
testowym. W poczatkowych etapach badan rozwazano wybdr 100 gornych funkcji z catej
populacji wszystkich stworzonych funkcji, ale otrzymywano bardzo stabe wyniki w
walidacji.

W ramach walidacji, wybrane funkcje zostaly uzyte na zbiorze walidacyjnym do
rescoringu poz z dokowania. Ranking zostat posortowany wedlug wartosci energii (scoringu
wedlug nowej funkcji), a nastgpnie obliczono logAUC (tak jak w przesiewie wirtualnym),
ktore przyjeto jako miarg sukcesu. Nowe funkcje porownywano do oryginalnej funkcji

AutoDock Vina za pomocg analizy ANOVA z testem wielokrotnych porownan Dunnetta.

VIIL.9. Predykcja celow molekularnych za pomoca metody
SwissTarget

W celu przewidywania potencjalnych celow molekularnych, struktury zwigzkow z
serii W-71 (w formacie SMILES) zadano na ogdélnodostgpny serwer SwissTargetPrediction
[289,290]. Narzedzie to przewiduje potencjalne cele molekularne badanych zwigzkow na
podstawie obliczenia ich podobienstwa do znanych ligandéw roznych celéw molekularnych.
Otrzymane wyniki w postaci listy celow i prawdopodobienstwa wigzania si¢ z danym celem,
zostaty poddane analizie. Dla wigkszos$ci badanych zwiazkoéw jako pierwszy potencjalny cel
molekularny narzedzie SwissTarget przewidzialo receptor NKI1, jednakze na podstawie

naszych danych eksperymentalnych odrzucono to biatko. W wyniku dalszych analiz
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odrzucono takze biatka zwigzane z metabolizmem, przewodnictwem nerwowym, czy biatka

transporterowe.

VI1.10. Dokowanie do receptora CCK2

Ligandy z serii W-71 zadokowano do receptora CCK2 za pomocag progarmu
AutoDock Vina [206]. Struktury ligandow przygotowano w programie Biovia Discovery
Studio [319]. Geometrie ligandow zminimalizowano za pomoca funkcji “clean geometry”.
W szczegblnosci zwrocono uwage na uzyskanie plaskiej geometrii wigzania hydrazonowego
oraz ptlaskiej geometrii wigzania estrowego i konformacji trans. W przypadku ligandow z
wolng grupg aminowa, ustawiono stan protonowania +1. Przygotowano rézne konformery
ligandow (ligandy dokowano w konformacjach cis i trans wokot wigzan amidowych).
W programie AutoDock Tools [320] dodatkowo r¢cznie zahamowano rotacje wokot wigzania
N-N w uktadzie hydrazonu oraz C-O w uktadzie karbaminianu. Do dokowania uzyto modelu
homologicznego receptora CCK2 (w konformacji nieaktywnej), pobranego z bazy danych
GPCRdb [324]. Do struktury biatka dodano wodory i minimalizowano. Stany protonowania
biatka ustawiono zgodnie z oczekiwanymi przy pH=7.4. Pudto (box) dokowania ustawiono
recznie tak, aby obejmowato reszty Arg50, Arg208, Trp346 i rozszerzono, uzyskujac
wymiary: 31.96 A x 34.38 A x 40.76 A. Wygenerowano po 9 poz i na podstawie inspekcji
wizualnej wybrano najlepszg. Dla liganda Z-dW-71 otrzymane wyniki zwizualizowano w
programie PyMOL [325].

VII.11. Badania przeprowadzone przez wspolpracownikow

Rentgenograficzne pomiary strukturalne wykonat dr Krzysztof Lyczko z Instytutu
Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie. Metodologia pomiaru zostata opisana w publikacji
[4].

Oznaczenia powinowactwa receptorowego do receptora NK1 wykonata dr Joanna
Matalinska z Zaktadu Neuropeptydow IMDiK PAN. Metodologia oznaczen zostata opisana
w pracach [1] i [2]. W skrocie, bylo to oznaczenie powinowactwa przez pomiar
kompetycyjnego wypierania radioliganda selektywnego wobec receptora NK1 ([*H]-
Substancji P).

Oznaczenia wplywu na przezywalno$¢ komoérek (cytotoksycznos¢) wykonata dr

Joanna Matalinska z Zaktadu Neuropeptydow IMDiK PAN. Metodyka pomiaru opisana jest
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w patencie [3]. W skrocie, za pomocg testu MTS oznaczano wptyw badanych zwigzkow na
aktywno$¢ metaboliczng komorek czerniaka COLO679 1 komorek prawidtowych
fibroblastow BJ.
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