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I  W STĘP

Chemia to nauka, której celem jest badanie, modyfikowanie oraz konstruowanie 

materiałów i związków o praktycznym zastosowaniu w gospodarce. Związki

o pożądanych właściwościach, takie jak leki, środki konserwujące bądź modyfikujące 

smak, zapach itp. otrzymuje się dzięki badaniom skuteczności wybranych połączeń 

atomów tworzących poszczególne elementy podstruktur cząsteczki. Istnieją dwie 

możliwe strategie badawcze: eksperymentalna (weryfikacja w układach rzeczywistych) 

oraz obliczeniowa (symulacja in silico w układach modelowych).

Poszukiwanie nowych leków to proces złożony, wieloletni i bardzo kosztowny. 

Zastosowanie różnorodnych metod informatycznych w połączeniu z danymi 

eksperymentalnymi umożliwia konstrukcję zaawansowanych algorytmów służących 

jako narzędzia wspomagające badania nad nowym lekiem. Podstawowym celem badań 

prowadzonych w zakresie chemii medycznej jest projektowanie cząsteczek 

posiadających optymalny profil farmakodynamiczny i farmakokinetyczny, a przy tym 

niską toksyczność. Tylko niewielka część badanej populacji związków przechodzi do 

etapu badań przedklinicznych, jeszcze mniejsza część zostaje zakwalifikowana do fazy 

badań klinicznych, a corocznie zaledwie pojedyncze związki zostają zatwierdzone jako 

leki i wprowadzone do obrotu. Zasadniczo leki użyteczne klinicznie nie są odkrywane 

bezpośrednio w jednym etapie. Bardziej prawdopodobne jest odkrycie struktury 

wiodącej (ang. lead compound), czyli prototypowego związku, który wykazuje 

oczekiwane właściwości farmakologiczne, ale równocześnie może też posiadać wiele 

cech niepożądanych. Modyfikacje struktury wiodącej mają na celu zwiększenie 

aktywności i zmniejszenie lub wręcz wyeliminowanie działań niepożądanych. Ze 

względu na złożoność procesu badań nad nowym lekiem, a tym samym spore ryzyko 

niepowodzenia na każdym z jego etapów, kluczowym aspektem staje się odpowiedni 

wybór „punktu startowego", a więc struktury wiodącej. Zastosowanie metod 

informatycznych we wczesnych etapach badań nad nowym lekiem jest obiecującą 

alternatywą, cieszącą się dużym zainteresowaniem w biznesowym środowisku 

korporacji farmaceutycznych.



2 IDEA I CEL PROJEKTU BADAW CZEGO

Z chemoinformatycznego punktu widzenia chemia organiczna to nieprzebrane zasoby 

informacji. Chemicy skonstruowali i opisali ponad 60 milionów związków. Związkom 

tym przypisano szereg właściwości, w tym w szczególności aktywność biologiczną. 

Dane takie niezbędne są dla efektywnego procesu projektowania molekularnego. 

Z drugiej strony badania chemiczne mają charakter rozproszony. Realizowane są 

w różnych laboratoriach i publikowane w różnych czasopismach. Stąd na przykład 

badania potencjalnych leków przeciw HIV, tytułowy problem mojej pracy, opisują 

zróżnicowane dane różnej jakości. Dotyczą one często różnych celów działania tych 

związków, nawet w wypadku kiedy zainteresowanie dotyczy konkretnego 

pojedynczego enzymu. W innych wypadkach brak jest danych o aktywności badanych 

związków.

Moje zainteresowania dotyczyły głównie potencjalnych celów przeciw HIV, których 

kierunkiem działania jest integraza HIV. Najczęściej jednak dostępne dane opisują 

polifarmakologię tych potencjalnych leków, czyli układ, w którym interesuje nas wiele 

celów (enzymów, receptorów) działania leku. Także praktycznie przeprowadzone testy 

aktywności zaprojektowanej biblioteki potencjalnych leków wykonane zostały 

w układzie, w którym potencjalnym celem działania niekoniecznie jest wyłącznie 

integraza HIV. Tak więc centralnym problemem mojej pracy stała się polifarmakologia 

leków przeciw HIV.

Zakres prowadzonych przeze mnie badań obejmuje projektowanie i poszukiwanie 

związków biologicznie aktywnych z wykorzystaniem metod obliczeniowych 

i technologii informatycznych ze szczególnym uwzględnieniem eksploracji baz danych 

molekularno-strukturalnych.



Celem badań było:

1. opracowanie nowych metod eksploracji chemicznych baz danych w celu 

poszukiwania wiedzy koniecznej dla znajdowania fragmentów molekularnych 

przydatnych do projektowania leków;

2. wykorzystanie metod eksploracji chemicznych baz danych w celu 

przeprowadzenia polifarmakologicznej analizy leków aktywnych względem 

wirusa HIV w odniesieniu do koncepcji Iekotypii oraz uprzywilejowania 

wybranych motywów strukturalnych;

3. poszukiwanie nowych związków aktywnych względem wirusa HIV.

Integralną część pracy stanowią dwie załączone publikacje (Załącznik 2a oraz 

Załącznik 2b), które opisują zastosowanie opracowanych przeze mnie metod:

1. PoIanskiJ., KurczykA., BakA., MusioIR.; Privileged structures -  dream or 

reality: preferential organization of azanaphthalene scaffold., Curr. Med. 

Chem., 2012, 19(13), 1921-1945 (IF20H = 4,859);

2. BakA., MagdziarzT., KurczykA., SerafinK., PoIanskiJ.; Probing a Chemical 

Space for Fragmental Topology-Activity Landscapes (FRAGTAL): Application for 

Diketo Acid and Catechol HIV Integrase Inhibitor Offspring Fragments., Comb. 

Chem. High Throughput Screen., 2013, 16(4), 274-287 (IF2012 = 2,000).



3 CZĘŚĆ LITERATU RO W A ORAZ PODSTAW Y TEO RETYCZN E

Przez pojęcie aktywności biologicznej określa się szczególny rodzaj działania 

farmakologicznego, na przykład aktywność przeciwbakteryjna, przeciwnowotworowa 

czy przeciwbólowa. Konstruowanie cząsteczek nowych leków o określonym profilu 

właściwości chemicznych lub aktywności biologicznej nazywane jest projektowaniem 

molekularnym (ang. molecular design). Złożoność tego typu badań związana jest 

z koniecznością uwzględniania wielu czynników zależnych od specyfiki rozpatrywanego 

układu lek-receptor, gdzie receptor jest miejscem działania leku, które ostatecznie 

odpowiada za efekt farmakologiczny. W związku z tym nie istnieje jeden uniwersalny 

schemat postępowania. Możliwe strategie i koncepcje oraz teoretyczne podstawy 

mechanizmów i praw rządzących tworzeniem się kompleksu cząsteczki leku 

z makromolekułą są szeroko opisywane w literaturze [1-4].

3.1 LEK OD POMYSŁU DO KLINICZNEGO ZASTOSOW ANIA

W drugiej połowie XIX wieku przeprowadzono pierwsze udane próby wyizolowania 

z roślin substancji biologicznie aktywnych. Sukces w tej dziedzinie zapoczątkował 

badania nad poszukiwaniem syntetycznych analogów substancji naturalnych. Jednak 

w znacznej mierze badania te oparte były na strategii prób i błędów. Rozwój nauk 

biologicznych oraz wyjaśnienie wielu procesów fizjologicznych na poziomie 

komórkowym i molekularnym przyczyniły się do zrewolucjonizowania modelu 

obowiązującego w projektowaniu leków. Obecnie pierwszym etapem badań nad 

cząsteczką nowego leku jest określenie miejsca działania leku (ang. drug target). 

W kolejnym etapie poszukuje się substancje oddziałujące z tym miejscem. Rysunek 3.1 

przedstawia proces poszukiwania nowego leku.
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Rysunek 3.1 Lek od pomysłu do wdrożenia. Skrót SAR odnosi się do badań zależności 
pomiędzy strukturą cząsteczki, a aktywnością biologiczną.

Poszukiwanie nowych leków to proces złożony i kosztowny, a każdemu z jego etapów 

towarzyszą „pułapki", które mogą zadecydować o ostatecznym niepowodzeniu. 

W związku z tym kierunki badań realizowanych przez koncerny farmaceutyczne są 

silnie skorelowane z czynnikiem ekonomicznym. Realizowane są głównie projekty 

dotyczące chorób, dla których istnieje duże zapotrzebowanie na coraz doskonalsze 

środki lecznicze. Wybór jednostki chorobowej, a więc kierunku badań, determinuje 

kluczową strategię, gdyż w bezpośredni sposób przekłada się na stopień 

prawdopodobieństwa wdrożenia leku na rynek, a tym samym stopień 

prawdopodobieństwa zwrotu kosztów inwestycji i wypracowania zysku ze sprzedaży.

Postępy genetyki i biologii molekularnej pozwoliły na odkrywanie coraz większej liczby 

receptorów i enzymów, a więc potencjalnych miejsc działania nowych leków. Chemia 

kombinatoryczna w połączeniu z metodami wysokowydajnego badania przesiewowego 

(ang. high-throughput screening, HTS) miały stać się skutecznym narzędziem służącym 

wydajnej syntezie i efektywnej identyfikacji cząsteczek o potencjalnym zastosowaniu 

farmakologicznym. Początki i rozkwit tych metod przypadają na lata dziewięćdziesiąte 

XX wieku, jednak ich wprowadzenie nie przyniosło spodziewanych rezultatów. Liczba 

nowych leków (ang. new molecular entities, NMEs) zarejestrowanych przez



Amerykańską Agencję ds. Żywności i Leków (U. S. Food and Drug Administration, FDA) 

w roku 2007 nie przekroczyła dwudziestu, co stanowiło najniższą wartość 

farmaceutycznej produktywności począwszy od 1983 roku [5]. W kolejnych latach 

wartość ta tylko nieznacznie wzrosła (Rysunek 3.2), ale nadal nie istnieje bezpośrednie 

przełożenie zwiększających się nakładów finansowo-inwestycyjnych w badania nad 

nowym lekiem na efektywność tych badań wyrażoną liczbą wprowadzonych na rynek 

leków [5-9].
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Rysunek 3.2 Liczba leków zatwierdzonych przez FDA i wprowadzonych na rynek w ostatnich 
dziesięciu latach. Dane przedstawione na wykresie obejmują tylko leki 
zawierające nowe struktury chemiczne jako substancje aktywne (leki 
typu NME). Pominięto informacje dotyczące liczby nowych leków 
generycznych.

W celu poprawienia skuteczności metod HTS przeprowadzone zostały analizy 

porównujące cechy strukturalne leków z odpowiednimi strukturami wiodącymi [10- 

12]. Uzyskane wyniki wskazują jednoznacznie, iż struktury wiodące są znacznie mniej 

złożone niż wywodzące się z nich leki, posiadają niższe wartości mas molowych i są 

mniej hydrofobowe. Zasugerowano więc, iż tworzenie bibliotek kombinatorycznych 

zgodnie z charakterystyką odpowiadającą strukturom wiodącym powinno uskutecznić 

wyniki skriningu metodami HTS [11,12]. Wykazano również, że wzrost złożoności 

strukturalnej cząsteczek w bezpośredni sposób przekłada się na zmniejszenie

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 
rok zatwierdzenia leku



prawdopodobieństwa uzyskania pozytywnego wyniku w teście biologicznym [10]. 

Można więc przypuszczać, że niska skuteczność metod HTS w głównej mierze mogła 

wynikać z konstrukcji bibliotek o zbyt wysokim stopniu złożoności.

Model obowiązujący w projektowaniu leków podlega ciągłej ewolucji [13]. Brak 

korelacji pomiędzy nakładami finansowymi na badania, a ich efektywnością wyrażoną 

jako liczba wdrożeń nowych leków wskazuje na konieczność reorganizacji schematu 

badawczego obowiązującego w projektowaniu leków. Antidotum na niski stopień 

produktywności farmaceutycznej zaczęto upatrywać w skutecznym wdrażaniu założeń 

tzw. medycyny translacyjnej.

Ideą badań translacyjnych jest szybkie i skuteczne przełożenie wyników 

eksperymentów laboratoryjnych do praktycznych zastosowań terapeutycznych [14]. 

Celem medycyny translacyjnej jest stworzenie struktury organizacyjnej, która połączy 

badania biomedyczne prowadzone w instytucjach naukowych z rzeczywistym 

zapotrzebowaniem klinicznym. Realizacja tej idei wymaga przede wszystkim skutecznej 

współpracy ośrodków naukowo-badawczych z koncernami farmaceutycznymi, firmami 

biotechnologicznymi oraz instytucjami rządowymi [15]. Strategia badań translacyjnych 

w poszukiwaniu nowych leków preferuje model terapii spersonalizowanej, a więc 

ukierunkowanej do zastosowania dla ściśle określonej populacji pacjentów. 

W podejściu translacyjnym do badań nad nowym lekiem można wyróżnić trzy kluczowe 

aspekty: eksperymenty laboratoryjne, badania kliniczne oraz obserwacje skuteczności 

terapii dla wybranych grup pacjentów. Badania biomedyczne powinny być prowadzone 

w taki sposób, aby możliwe było ich szybkie uskutecznienie i przejście do badań 

klinicznych (etap opisywany w literaturze jako T l). Z kolei efekty kliniczne powinny 

znaleźć szybkie zastosowanie w regularnej terapii wdrożonej dla docelowej grupy 

pacjentów (etap T2) [16].

Rysunek 3.3 przedstawia ewolucję modelu obowiązującego w projektowaniu leków. 

Początkowe koncepcje poszukiwania syntetycznych analogów substancji naturalnych 

przekształciły się w strategie poszukiwania struktur wiodących dla wybranych celów 

biologicznych. Transformacja ta była podyktowana rozwojem nauk biologicznych 

i genetyki. Rozwój ten pozwolił na odkrywanie coraz większej liczby receptorów



i enzymów. Obecnie można zaobserwować stopniowe odejście od tradycyjnego 

projektowania leków w kierunku modelu translacyjnego, zakładającego 

spersonalizowane podejście w poszukiwaniu nowych środków leczniczych.

Poszukiwanie
syntetycznych 

analogów substancji 
naturalnych 

(nieznany mechanizm 
działania)

biologicznych 
(znany mechanizm 

oddziaływań)

Rysunek 3.3 Ewolucja modelu obowiązującego w badaniach nad nowym lekiem.

Opisany powyżej proces przemian ma swoje odzwierciedlenie w liczbie publikacji 

traktujących o racjonalnym projektowaniu leków lub z wykorzystaniem założeń modelu 

translacyjnego, jaka ukazała się na przestrzeni kilkudziesięciu ostatnich lat (Rysunek 

3.4). W roku 1991 nastąpił wzrost liczby artykułów opisujących ścieżki poszukiwań 

nowych leków realizowane strategią celu molekularnego. Tendencja wzrostowa 

utrzymuje się do chwili obecnej, co wskazuje na duże rozpowszechnienie w chemii 

medycznej tradycyjnego modelu projektowania farmaceutyków. Jednak od kilku lat 

zauważalny jest systematyczny wzrost liczby doniesień naukowych odwołujących się do 

założeń medycyny translacyjnej.
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Rysunek 3.4 Liczba publikacji traktujących o badaniach nad poszukiwaniem nowych leków 
z uwzględnieniem podziału w zależności od przyjętej strategii badawczej. Dane 
uzyskano metodą eksploracji literaturowej bazy Web of Science.1 Wyróżniono 
pierwsze publikacje dla każdej strategii. (Badania własne -  materiał 
przygotowywany do druku).

3.2 SKRINING W IRTUALNY

Skrining wirtualny (ang. virtual screening, VS) jest integralną częścią procesu 

projektowania leków. VS to metoda analizy wirtualnych bibliotek związków 

chemicznych, mająca na celu wskazanie molekuł o potencjalnej aktywności 

biologicznej.

Metody VS dzielą się na dwie kategorie: oparte o budowę znanych ligandów 

(ang. ligand-based VS) lub bazujące na znajomości struktury receptora (ang. structure-

1 Składnia zapytań: dla strategii celu molekularnego [Topic=((receptor* OR enzyme* OR ligand* OR 
molecule* OR drug*) NEAR/5 target*) OR Title=((receptor* OR enzyme* OR ligand* OR molecule* OR 
drug*) NEAR/5 target*)], dla badań translacyjnych [Topic=((research* OR medicin* OR drug*) NEAR/5 
translat*) OR Title=((research* OR medicin* OR drug*) NEAR/5 translat*)] oraz dla terapii 
spersonalizowanej [Topic=((treat* OR medicin* OR drug*) NEAR/5 personaliz*) OR Title=((treat* OR 
medicin* OR drug*) NEAR/5 personaliz*)]. Znaczenie operatorów: operator Boole'a OR (LUB) -  oznacza 
sumę zbiorów, czyli wszystkie elementy należące do jednego lub do drugiego zbioru; operator 
sąsiedztwa NEAR/x -  określa maksymalną odległość (mierzoną w liczbie wyrazów „x"), w jakiej znajdują 
się połączone nim wyrażenia; wieloznacznik w postaci symbolu gwiazdki * -  oznacza dowolną liczbę 
(w tym zero) dowolnych znaków.



based VS), co przedstawia Rysunek 3.5. W zakres pierwszej klasy metod wchodzą 

zadania realizowane w oparciu o modele farmakoforowe lub podobieństwo 

strukturalne do związków referencyjnych. Zgodnie z regułą podobieństwa 

(ang. similarity principle) sformułowaną w roku 1990 przez Johnsona i Maggiorę 

molekuły wykazujące podobieństwo strukturalne często wykazują również podobną 

aktywność farmakologiczną [17]. Druga klasa metod VS wykorzystuje algorytmy 

dokowania molekularnego małych cząsteczek chemicznych do miejsca wiążącego 

receptora. Techniki dokowania pozwalają sprawdzić możliwość powstawania 

kompleksu ligand-receptor, a także ocenić stopień dopasowania pozy Iiganda 

(położenie i konformacja) do kieszeni receptora.

r
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*------- ---------------------  --- A
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r ^

modele
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Rysunek 3.5 Podział metod w zadaniach wirtualnego skriningu.

Badanie przesiewowe wirtualnych bibliotek struktur chemicznych pozwala na 

wytypowanie związków, dla których prawdopodobieństwo aktywności biologicznej jest 

największe. W kolejnym etapie związki te zostają przebadane w rzeczywistym 

eksperymencie laboratoryjnym w celu weryfikacji uzyskanych drogą obliczeń wyników. 

Test biologiczny (lub badania przesiewowe) pozwala na porównanie aktywności 

danego związku z aktywnością związku odniesienia w odpowiednim układzie 

biologicznym. Zaletą VS jest przede wszystkim możliwość znacznego ograniczenia 

kosztów związanych z przeprowadzeniem testów biologicznych, ponieważ 

eksperymenty laboratoryjne wykonywane są tylko dla wytypowanych związków 

wyjściowej populacji. Rysunek 3.6 przedstawia schemat metodologii VS. Jako etap



wstępny procedury stosuje się filtrowanie wyjściowej biblioteki związków w celu 

odrzucenia struktur o niekorzystnych parametrach farmakologicznych lub 

posiadających tzw. niepożądane dla projektowania leków elementy podstruktur (grupy 

reaktywne lub zmniejszające rozpuszczalność związku). Jako filtry często stosuje się 

wartości graniczne różnorodnych wskaźników lekotypii.

i . -i

Rysunek 3.6 Schemat procedury wirtualnego skriningu.

Koncepcja lekotypii (ang. drug-likeness) [3,18-21] zakłada istnienie specyficznego 

zespołu cech strukturalnych i właściwości fizykochemicznych charakterystycznych dla 

populacji leków. Najbardziej znana koncepcja definiująca cechy molekularne, które 

czynią cząsteczkę bardziej lub mniej lekopodobną, to reguła pięciu Lipińskiego 

(ang. rule of five, Ro5) [22]. Reguła ta została zaproponowana w 1997 roku na 

podstawie analizy 2245 związków, które zostały dopuszczone do drugiej fazy badań 

klinicznych. Zasada podaje zakresy wartości właściwości molekularnych, które są 

istotne dla farmakokinetyki potencjalnego leku w organizmie żywym. Według niej leki 

preferencyjnie spełniają następujące kryteria:

• masa cząsteczkowa poniżej 500 Da;

• lipofilowość poniżej 5 (w skali clogP);

• poniżej pięciu centrów donorowych wiązania wodorowego (suma grup OH 

i NH);

• poniżej dziesięciu centrów akceptorowych wiązania wodorowego (liczba 

atomów O i N).



Przyjmuje się, że cząsteczki których profil właściwości molekularnych nie spełnia 

dwóch z podanych powyżej warunków, mają znacznie mniejsze szanse zastosowania 

jako leki. Ponieważ trudno poddać analizie całą przestrzeń związków chemicznych, 

trudno też ocenić, czy reguły pozwalające odróżnić cząsteczki leków od „nieleków" są 

rzeczywiście prawdziwe. Wykazano na przykład, że rozkład mas cząsteczkowych 

związków opisanych w Encyklopedii Beilsteina jest dokładnie taki sam jak rozkład mas 

cząsteczkowych leków [23]. Reguła pięciu Lipińskiego nie jest więc prawdziwa, co do 

kryterium mas cząsteczkowych. W innych analizach wykazano, że około 80% cząsteczek 

związków chemicznych zdeponowanych w chemicznych bazach danych spełnia kryteria 

reguły Ro5 [24],

Wyniki uzyskane metodą VS weryfikowane są również pod względem różnorodności 

strukturalnej (ang. molecular diversity), ponieważ odkrywanie nowych leków wymaga 

eksploracji różnych obszarów przestrzeni chemicznej. Konieczna więc staje się 

konstrukcja molekuł wypełniających możliwie równomiernie takie obszary. Z wyników 

uzyskanych na drodze wirtualnego skriningu odrzucane są także związki znane 

i opatentowane.

W zadaniach wirtualnego skriningu znajdują także zastosowanie metody oparte

o algorytmy uczenia maszynowego [25-27].

3.3 METODY UCZENIA M ASZYNOW EGO JAKO NARZĘDZIA W SPOM AGAJĄCE 
BADANIA NAD NOWYM LEKIEM

Metody uczenia maszynowego (ang. machine learning, ML) zaliczane są do dziedziny 

nauk zajmujących się problematyką sztucznej inteligencji. Techniki ML znajdują szereg 

praktycznych zastosowań w różnorodnych dziedzinach nauki i gałęziach przemysłu. 

Oprogramowanie do rozpoznawania mowy, automatyczna nawigacja i sterowanie, 

automatyzacja systemów produkcji, klasyfikacja i analiza danych -  w tym 

przewidywanie trendów na rynkach finansowych, ale także modelowanie i rozwijanie 

terapii lekowych to tylko wybrane przykłady możliwych implementacji algorytmów ML. 

W literaturze odnaleźć można przykłady badań, których wyniki dowodzą wysokiej



skuteczności metod MLjako narzędzi wspierających proces badań nad poszukiwaniem 

nowego leku [28-32].

Systemy uczące się realizują zadania oparte na klasyfikacji lub regresji. Klasyfikacja 

polega na przypisaniu obiektów (instancji) do określonych kategorii (klas). Z kolei 

zadania regresyjne umożliwiają predykcję wartości numerycznych (ściślej zakresów 

wartości) rozpatrywanych parametrów. Proces uczenia może przebiegać bez nadzoru 

lub z nadzorem. Pierwszy z wymienionych sposobów wykorzystywany jest do 

poszukiwania wzajemnych relacji w wyjściowym zbiorze danych. Natomiast uczenie 

z nadzorem wymaga określenia przynależności klasowej obiektów zbioru uczącego. 

Klasa związków posiadających rozpatrywaną cechę stanowi zbiór przykładów 

pozytywnych (ang. positive set, F), natomiast klasa jej przeciwstawna definiowana jest 

jako zbiór instancji negatywnych (ang. negative set, N). Procedura klasyfikacji lub 

regresji z wykorzystaniem metod ML zawiera dwa następujące po sobie etapy: proces 

uczenia i następnie testowanie modelu. Podczas pierwszego z nich, w oparciu

o przynależność klasową oraz zależności pomiędzy poszczególnymi atrybutami 

(cechami) obiektów, algorytm buduje model klasyfikatora. W drugim etapie następuje 

klasyfikacja lub priorytetyzacja obiektów zbioru testowego.

W zastosowaniach chemoinformatycznych najczęściej stosowanym kryterium 

klasyfikacyjnym jest aktywność biologiczna. Modele regresyjne wykorzystywane są do 

predykcji wartości wybranych właściwości fizykochemicznych lub wartości związanej 

z aktywnością biologiczną (np. wartość parametru IC50). Rysunek 3.7 przedstawia 

schemat klasyfikatora binarnego, którego zadaniem jest dychotomiczny podział 

badanej grupy związków na aktywne lub nieaktywne w wybranym kierunku stymulacji 

farmakologicznej.
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Rysunek 3.7 Schemat klasyfikatora 
chemoinformatycznych.

binarnego w rozwiązywaniu zadań

3.3.1 SPOSOBY REPREZENTACJI M OLEKUŁ

Zastosowanie metod klasyfikacji lub regresji w rozwiązywaniu zadań 

chemoinformatycznych wymaga odpowiedniej reprezentacji danych chemicznych. Do 

opisu struktury i właściwości fizykochemicznych stosuje się n-wymiarowe wektory, 

których składowe wyrażają wartości numeryczne deskryptorów -  co schematycznie 

przedstawia Rysunek 3.8. Deskryptor molekularny to wynik operacji logicznej lub 

matematycznej, która przekształca informację chemiczną kodowaną w symbolicznej 

reprezentacji cząsteczki w jej postać numeryczną [33]. W etapie uczenia i konstrukcji 

modelu klasyfikatora reprezentacje numeryczne molekuł zbioru treningowego 

opatrzone są etykietą przynależności klasowej, która oznaczana jest często jako +1 

(przynależność do klasy F) lub - I  (przynależność do klasy W).
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Rysunek 3.8 Reprezentacja numeryczna zbioru k  molekuł w postaci n-wymiarowego 
wektora.

Deskryptory można podzielić ze względu na ich zakres zastosowania na dwa rodzaje: 

(i) deskryptory kodujące oraz (ii) deskryptory niekodujące [3]. Pierwsze 

z wymienionych umożliwiają odtworzenie na ich podstawie pełnej konstytucji lub 

stereochemii cząsteczki. Przykładem takiego deskryptora może być kod SMILES lub 

macierz połączeń. Drugi rodzaj stanowią deskryptory, których zadaniem jest 

charakterystyka tylko wybranych cech molekularnych. Operacja obliczania takich 

deskryptorów jest jednokierunkowa, a na ich podstawie nie ma możliwości 

odtworzenia wyjściowej struktury cząsteczki.

Deskryptory obliczane na podstawie fragmentów molekularnych definiują wybrane 

motywy strukturalne cząsteczki, na przykład liczbę grup hydroksylowych, liczbę grup 

karboksylowych, liczbę drugorzędowych atomów węgla itp. Przykładem 

fragmentarycznego deskryptora jest deskryptor używany w modelowaniu HQSAR, 

którego obliczenie polega na zliczeniu wszystkich możliwych fragmentów 

molekularnych o określonej liczbie atomów. Daktylogramy molekularne 

(ang. molecular fingerprints) to specjalny rodzaj deskryptorów fragmentarycznych, 

które obliczane są metodą analizy elementów podstruktury. Deskryptory 

daktyloskopowe mogą być przedstawiane w postaci wektorów binarnych kodujących 

obecność (I)  lub brak (O) odpowiedniej cechy strukturalnej lub w postaci wektorów 

zliczeń odpowiednich elementów.



3.3.2 CZYNNIKI W PŁYW AJĄCE NA EFEKTYW NOŚĆ KLASYFIKACJI

Efektywność procesu klasyfikacji zależy od wielu czynników, między innymi od sposobu 

reprezentacji molekuł [34], od metody uczenia i jej parametryzacji [35,36], a także 

kompozycji zbioru uczącego w zależności od liczebności obiektów w klasach P i N  [37]. 

Skuteczność modelu klasyfikatora w głównej mierze zależy od rzetelności danych 

eksperymentalnych dotyczących bioaktywności. Bazy danych molekularno- 

strukturalnych często stanowią podstawowe źródło informacji na temat badanej 

podprzestrzeni chemicznej. O ile jednak stosunkowo łatwo można w nich odnaleźć 

adnotacje na temat aktywności biologicznej, o tyle znacznie trudniej jest wskazać 

związki, które będą mogły służyć do konstrukcji zbiorów związków niewykazujących 

działania w analizowanym kierunku stymulacji farmakologicznej. W chemicznych 

bazach danych zdecydowanie częściej katalogowane są wyniki eksperymentalne 

potwierdzające istnienie aktywności, niż te, które wskazywałyby jej brak. Skuteczność 

klasyfikacji w dużej mierze zależy od informacji jakie zostaną dostarczone w etapie 

uczenia, a więc od kompozycji i konstrukcji -  można powiedzieć, że od „jakości" -  

zbioru uczącego. Niewystarczająca liczba danych eksperymentalnych potwierdzających 

brak aktywności biologicznej wymusza definiowanie nieaktywności często na zasadzie 

przypuszczeń i założeń. Ciekawy przykład stanowi praca, w której w wyniku szeregu 

eksperymentów porównawczych wykazano wpływ sposobu definiowania i konstrukcji 

zbioru związków nieaktywnych na efektywność procesu klasyfikacji [38].

3.4 W IELOKIERUNKOW A EKSPLORACJA PRZESTRZENI CHEM ICZNEJ

W ostatnich latach model realizacji procedury wirtualnego skriningu uległ 

przeobrażeniu [26]. Metodologia bazująca na przeszukiwaniu bibliotek związków 

w oparciu o podobieństwo strukturalne do związku referencyjnego została wyparta 

przez bardziej złożone techniki wykorzystujące zaawansowane algorytmy eksploracji 

danych, a także metody uczenia maszynowego. Ewolucja ta częściowo jest wynikiem 

szybkiego rozwoju chemo- i bioinformatycznych baz danych. Nieograniczony dostęp do



wielomilionowych repozytoriów danych chemicznych w sposób naturalny wymusił 

rozwój metod umożliwiających wydajne zarządzanie informacją masową.

3.4.1 BAZY DANYCH M OLEKULARNO-STRUKTURALNYCH JAKO ŹRÓDŁO 

INFORM ACJI CHEM ICZNEJ

Eksploracja baz danych molekularno-strukturalnych (ang. database mining) dostarczyć 

może wielu informacji na temat badanej podprzestrzeni chemicznej. Bazy danych, 

przechowujące informacje strukturalne, fizykochemiczne, a także farmakologiczne, 

wtym w szczególności adnotacje farmakokinetyczne i farmakodynamiczne małych 

cząsteczek chemicznych, tzw. ligandów i makrocząsteczek, stanowiących cele działania 

leku (receptory, enzymy, DNA) umożliwiają zebranie i odpowiednie hierarchizowanie 

danych dotyczących rozpatrywanej grupy związków. Dzięki temu są dobrym źródłem 

informacji niezbędnej do przeprowadzenia analizy zależności między strukturą 

a aktywnością farmakologiczną (ang. structure-activity relationships, SAR). Większość 

bioinformatycznych baz dostępna jest on-line. Tabela 3.1 przedstawia wybrane 

przykłady chemicznych baz danych, które dostępne są nieodpłatnie w trybie on-line 

oraz posiadają interfejs umożliwiający przeszukiwanie w oparciu o podstruktury. 

Korzystanie z niektórych zasobów wymaga jednak specjalnych licencji i zainstalowania 

oprogramowania do nawiązania połączenia z serwerem bazy. Na przykład korzystanie 

z bazy Beilstein CrossFire plus Reactions (obecnie już niedostępna) wymagało 

zainstalowania klienckiego oprogramowania o nazwie Beilstein Commander, łączącego 

się w trybie telnetowym z serwerem bazy danych poprzez specjalnie opracowany 

protokół XFire.



Tabela 3.1 Wybrane bazy danych przechowujące informację chemiczną.

Przykład bazy danych Uczba Referencje
fltSj zdeponowanych

związków
Baza leków DrugBank;

http://www.drugbank.ca/
>6 711 [39-41]

Bazy ligandów ZINC;
http://zinc.docking.org/ > 21 OOO OOO [42,43]

ChemDB;
http://cdb.ics.uci.edu/ 4 100 000 [44]

PubChem Compound; 
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ > 32 000 000 [45]

ChemBank;
http://chembank.broadinstitute.org/ > I  200 000 [46]

.............

ChEMBL;
http://www.ebi.ac.uk/chembl/ I  296 266 [47,48]

Dane liczbowe na dzień 5 Iipca 2012.

W rozdziałach od 3.4.1.1 do 3.4.1.5 sporządzono krótką charakterystykę wybranych 

repozytoriów.

3.4.1.1 BAZA DANYCH DRUGS@FDA

Baza danych Drugs@FDA dostępna pod adresem

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/drugsatfda/index.cfm zawiera informacje 

na temat zatwierdzonych przez Amerykańską Agencję ds. Żywności i Leków (U. S. Food 

and Drug Administration, FDA) środków farmakologicznych o przeznaczeniu 

terapeutycznym i leków dopuszczonych do sprzedaży w Stanach Zjednoczonych. Baza 

ewidencjonuje leki wprowadzone na rynek amerykański począwszy od roku 1939 do 

chwili obecnej i jest na bieżąco aktualizowana zgodnie z informacjami publikowanymi 

w dokumentacji medyczno-farmaceutycznej zwyczajowo nazywanej „Orange Book". 

Pełna nazwa publikacji brzmi „Approved Drug Products with Therapeutic Equivalence 

Evaluations" i jest dostępna odpłatnie w formie papierowej za pośrednictwem U. S. 

Government Printing Office lub w wersji elektronicznej poprzez serwis Electronic 

Orange Book (http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/ob/default.cfm).

http://www.drugbank.ca/
http://zinc.docking.org/
http://cdb.ics.uci.edu/
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://chembank.broadinstitute.org/
http://www.ebi.ac.uk/chembl/
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/drugsatfda/index.cfm
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/ob/default.cfm


|3.4.1.2 BAZA DANYCH DRUGBANK

DrugBank to bio- i chemoinformatyczna baza łącząca szczegółową charakterystykę 

profilu chemicznego, farmaceutycznego i farmakologicznego leków z danymi 

receptorowymi jak sekwencja, struktura czy szlaki biochemiczne. Zawiera około 

6800 związków chemicznych przeznaczonych do zastosowania w farmakologii, w tym 

ponad 1400 leków zatwierdzonych przez FDA. Projekt DrugBank jest prowadzony i 

rozwijany przez University of Alberta (David Wishart, Departments of Computing 

Science & Biological Sciences). Na stronie domowej bazy DrugBank 

(http://www.drugbank.ca/) za pośrednictwem rozbudowanego interfejsu graficznego, 

istnieje możliwość wielokontekstowego przeszukiwania przechowywanych w serwisie 

danych. Formułowanie zapytań do bazy może być kierowane w trybie tekstowym lub 

w formie danych strukturalnych. Zaimplementowana aplikacja ChemQuery umożliwia 

przeszukiwanie w oparciu o podstruktury lub podobieństwo chemiczne do struktury 

referencyjnej. Karta informacyjna każdego leku zawiera ponad 150 pól, w których 

zawarto informacje dotyczące zarówno cząsteczki leku, jak i struktur białkowych 

stanowiących jego cele działania.

I 3.4.1.3 BAZA DANYCH CHEMDB HIV/OI/TB

Baza danych ChemDB HIV, Opportunistic Infection and Tuberculosis Therapeutics 

(ChemDB HIV/OI/TB) to przedsięwzięcie rozwijane przez The National Institute of 

Allergy and Infectious Diseases (NIAID) w celu rejestrowania aktualnego stanu wiedzy 

na temat związków o potencjalnym zastosowaniu w terapii przeciw HIV/AIDS oraz 

towarzyszącym tej chorobie infekcjom. Baza jest na bieżąco aktualizowana

o informacje strukturalne i aktywności związków testowanych w kierunku przydatności 

jako potencjalne środki przeciw HIV. Struktura bazy oparta jest na hierarchizacji danych 

w taki sposób, by możliwe było kontekstowe przeszukiwanie odpowiednio pod 

względem właściwości chemicznych lub aktywności farmakologicznej. Ponadto 

aktywność biologiczna w organizacji bazy rozdzielona została na trzy odrębne klasy 

w zależności od specyfiki i mechanizmu stymulacji farmakologicznej. W ten sposób 

odseparowano dane na temat aktywności względem wirusa HIV stwierdzonej

http://www.drugbank.ca/


w układzie komórkowym od aktywności stwierdzonej w testach przeprowadzonych 

wobec enzymów wirusa HIV poza układem komórki. Trzecią kategorię stanowią 

informacje o stymulacji względem oportunistycznych czynników chorobotwórczych 

towarzyszącym infekcjom wywołanym przez wirusa HIV, a więc baza zawiera również 

dane dotyczące takich patogenów jak: Mycobacterium spp., Pneumocystis spp., 

Cryptococcus spp., Candida spp., Aspergillus spp., Microsporidia, Toxoplasma gondii, 

Cryptosporidium parvum, Hepatitis A, Hepatitis B, Hepatitis C, a także 

Cytomegalovirus. Baza dostępna jest on-line pod adresem internetowym: 

http://chemdb.niaid.nih.gov/AboutChemDB.aspx.

I 3.4.1.4 BAZA DANYCH PUBCHEM

PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) to baza danych zarządzana przez 

National Center for Biotechnology Information (NCBI), który stanowi część składową 

National Library of Medicine -  instytucji podległej United States National Institutes of 

Health (NIH). Celem projektu jest gromadzenie informacji na temat aktywności 

biologicznej małych cząsteczek chemicznych. Wewnętrzna konstrukcja bazy PubChem 

zorganizowana jest w obrębie trzech kategorii tematycznych: informacji na temat 

substancji, danych strukturalnych związków, a także ich aktywności biologicznej. 

Wymienione kategorie stanowią odrębne sekcje bazy macierzystej, kolejno nazywane 

jako PubChem Substance (ponad 119 milionów rekordów), PubChem Compound 

(ponad 47 milionów unikatowych struktur) oraz PubChem BioAssay (ponad 600 tysięcy 

rodzajów oznaczeń biologicznych).2 W zależności od rodzaju poszukiwanych informacji, 

struktura bazy PubChem umożliwia na płynne przechodzenie pomiędzy 

poszczególnymi sekcjami. Niewątpliwą zaletą serwisu jest rozbudowany interfejs 

graficzny umożliwiający dogodne formułowanie szczegółowych zapytań zarówno 

tekstowych, jak i strukturalnych. Ponadto projekt PubChem wspierany jest przez liczne 

mniejsze serwisy i jednostki partnerskie, dzięki czemu baza jest dynamicznie rozwijana 

oraz systematycznie aktualizowana.

2 Dane liczbowe na dzień 2 czerwca 2013 roku.

http://chemdb.niaid.nih.gov/AboutChemDB.aspx
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/


I 3.4.1.5 BAZA DANYCH REAXYS

W styczniu 2009 firma Elsevier uruchomiła bazę danych Reaxys, łączącą bazy Beilstein, 

Gmelin i Patent Chemistry Database. Po zakupieniu licencji dostęp do bazy Reaxys 

możliwy jest za pomocą standardowej przeglądarki internetowej. Od roku 2011 dostęp 

do baz danych poprzez CrossFire został zakończony. Zakres tematyczny bazy obejmuje 

chemię i dyscypliny pokrewne. Dane pochodzą z następujących źródeł: czasopism 

chemicznych (od 1771 roku) z zakresu chemii organicznej, nieorganicznej 

i metaloorganicznej, światowych publikacji patentowych z zakresu chemii organicznej 

(od 1869 do 1980 roku) oraz anglojęzycznych publikacji patentowych (od 1976 roku) 

głównie z zakresu chemii organicznej, biocydów, agrochemii i barwników.

Baza Reaxys posiada rozbudowany interfejs graficzny umożliwiający wielokontekstowe 

przeszukiwanie przechowywanych w serwisie danych. Formułowanie zapytań do bazy 

może być kierowane w trybie tekstowym lub w formie danych strukturalnych za 

pośrednictwem wbudowanego edytora molekularnego. Informacja o każdym ze 

związków chemicznych katalogowanych w bazie obejmują dane strukturalne, nazwy 

zwyczajowe i handlowe, reakcje z udziałem danego związku, właściwości 

fizykochemiczne, a także dane odnośnie aktywności farmakologicznej, toksyczności 

i wpływu na środowisko naturalne. Każdy rekord opatrzony jest zbiorem odnośników 

literaturowych.

3.4.2 EKSPLORACJA CHEM ICZNYCH BAZ DANYCH

Nawet najlepsza baza danych molekularnych jest bezwartościowym repozytorium bez 

możliwości jej efektywnego i szybkiego skriningu. Jest to szczególny problem 

w przypadku danych molekularnych. Cząsteczka chemiczna jest bowiem układem 

dynamicznym o zmiennej konformacji, konfiguracji czy nawet konstytucji (efekt 

tautomerii). Konieczność wydajnego zarządzania informacją masową zaowocowała 

powstawaniem projektów, których nadrzędnym celem jest dostarczenie chemo- 

i bioinformatycznych narzędzi przeznaczonych do eksploracji wielomilionowych 

repozytoriów danych chemicznych. Niewątpliwą zaletą tego typu narzędzi jest przede



wszystkim możliwość formułowania nie tylko prostych zapytań tekstowych, czy 

strukturalnych, ale przede wszystkim zapytań wielokontekstowych z równoczesnym 

swobodnym trybem zapisu uzyskanych rekordów w dogodnym formacie pliku 

wyjściowego. Przykładem takiej aplikacji jest projekt MoStBioDat, który powstał przy 

współpracy Zakładu Chemii Organicznej Uniwersytetu Śląskiego z Austrian Research 

Centers. MoStBioDat to kompleksowe środowisko programowania umożliwiające 

formułowanie szczegółowych zapytań w celu dogodnej eksploracji wybranej 

podprzestrzeni chemicznej [49-52].

I 3.4.2.1 METODY ODKRYWANIA WIEDZY

Bazy danych są niezbędnym narzędziem pracy współczesnego chemika. Umożliwiają 

poszukiwanie i identyfikację związków organicznych oraz ich właściwości. Dostarczają 

informacje na temat reakcji chemicznych oraz pozwalają na planowanie on-line 

możliwych dróg syntezy (baza Reaxys). Baza danych może jednak poza dostarczaniem 

standardowej informacji pełnić rolę „nauczyciela". Wykorzystanie technologii 

informatycznych do szybkiego przeszukiwania i analizy informacji pozwala na 

ujawnienie relacji, które są szczególnie trudne do odkrycia przez człowieka. 

Odkrywanie wiedzy z baz danych (ang. knowledge discovery) definiowane jest jako 

pozyskiwanie potencjalnie użytecznych informacji na podstawie analizy danych 

masowych. Przy czym pozyskiwanie to następuje w sposób nietrywialny i w końcowym 

efekcie prowadzi do odkrycia nowych, nieznanych wcześniej faktów [53,54].

Wykorzystując metody odkrywania wiedzy wykonano ciekawe statystyczne analizy 

danych zgromadzonych w bazie Beilstein, w wyniku których zbadano trendy

i preferencje syntetyczne w chemii organicznej na przestrzeni przeszło dwustu lat 

[23,55]. W ten sposób ujawniono modularną architekturę połączeń chemicznych. 

Znane i opisane w literaturze reakcje syntezy organicznej przedstawiono w postaci sieci 

wzajemnych połączeń. Okazuje się, że węzły (molekuły) tej sieci nie są w takim samym 

stopniu cenne. Preferowane węzły chemicznej sieci są źródłem większej liczby 

połączeń, przez co wyznaczają dominujące kierunki syntez. W tym samym przedziale 

czasowym molekuły o mniejszej „popularności" generują znacznie mniej nowych



połączeń (Rysunek 3.9). W ten sposób chemiczna sieć połączeń ewoluuje w czasie, a jej 

obraz wyraźnie wskazuje preferowane obszary syntetycznej działalności. Uzyskane 

wyniki są nie tylko ciekawe z naukowego punktu widzenia. Mogą również służyć do 

prognozowania stopnia przydatności wybranych struktur na przykład dla zastosowań 

w przemyśle lub do ekonomicznych prognoz szacujących zapotrzebowanie na wybrane 

substancje na najbliższe lata.

(b) &
oś czasu__________________________ ^

Rysunek 3.9 Preferencyjność wybranych molekuł do tworzenia większej liczby nowych 
połączeń w funkcji czasu. Cząsteczka ma jest źródłem dużej liczby nowych 
szlaków syntetycznych (a), natomiast cząsteczka m2 w znacznie mniejszym 
stopniu rozbudowuje sieć chemicznych połączeń (b). Preferencyjność jest 
zachowana w funkcji czasu.

3.4.2.2 PROBLEMY ZWIĄZANE Z EKSPLORACJĄ BAZ DANYCH

Bazy danych są niezwykle pomocnym narzędziem pracy we współczesnej chemii, ale 

efektywne korzystanie z ich zasobów wymaga wcześniejszego poznania struktury 

systemu bazodanowego oraz zasad formułowania składni zapytań. Większość baz 

danych pozwala na konstrukcję zaawansowanych zapytań przy użyciu operatorów 

logicznych (AND, OR, NOT), ale także swoistych dla danej bazy różnorodnych 

operatorów przeszukiwań, na przykład SAME, NEAR/x w literaturowej bazie Web of 

Knowledge (http://apps.webofknowledge.com/). Operatory swoiste z reguły można 

stosować tylko w wybranych polach zapytań bazy, a także nie zawsze można je 

w dowolny sposób łączyć w obrębie jednego zapytania. Próba przeszukiwania baz

http://apps.webofknowledge.com/


danych bez znajomości tych zasad skutkuje uzyskiwaniem błędnych wyników. Poniższy 

rozdział jest komentarzem do danych prezentowanych na konferencji Dziekanów 

Chemii w Poznaniu.

I 3.4.2.2.1 MEANDRY NAUKOMETRII3

Termin naukometria, czy G1/N12 zgrzyta jak stare hamulce. Nauka kojarzy się z misją, 

zaangażowaniem i pasją. Cóż kiedy globalny świat wymaga klasyfikacji, rankingów

i medali. Publikuj lub giń, oprogramowanie Publish or Perish dostępne już w wersji 3.0 

to odpowiedź na popyt w tym zakresie. Rankingi i klasyfikacje decydują o karierach, 

losach uczelni i wydziałów. Na zjeździe Dziekanów Chemii w Poznaniu jako przyczynek 

przed nadchodzącą kategoryzacją przedstawiono ranking wybranych jednostek grupy 

G1/N12 uszeregowanych według liczby publikacji w latach 2009-2012 i cytowań tych 

prac. Niestety analiza baz danych bywa zdradziecka. Popełnione błędy spowodowały, 

że podane liczby nie miały się nijak do rzeczywistych. Ponieważ okres zbliżającej się 

kategoryzacji to także okres wzmożonego zainteresowania naukometrią poniżej 

podajemy korektę danych poznańskich uzupełnioną kilkoma uwagami o poszukiwaniu 

danych o afiliacji i cytowaniach w bazach Scopus (Sc) i Web of Knowledge (WoK).

Zastosowana w Poznaniu składnia zapytanie do bazy Scopus np. AFFIL(jagiellonian 

university) AND AFFILfchemistry OR chemical) zwraca publikacje, gdzie dowolna 

jednostka jagiellonian university występuje obok dowolnej innej zawierającej w nazwie 

chemistry OR chemical. Ten warunek spełnia na przykład publikacja w Astrophysical 

Journal 761 (2), art. no. 91, afiliowana przez Astronomical Observatory, Jagiellonian 

University, oraz Department of Chemistry and Physics, Purdue University, nie mająca 

nic wspólnego z Wydz. Chemii UJ, lub nawet krakowską chemią. Baza Scopus oferuje 

specjalne pole zapytań o afiliację związaną z uczelniami, gdzie możemy precyzyjnie 

zdefiniować konkretną jednostkę AF-ID. Cóż kiedy nie można jej połączyć z innym 

zapytaniem oznaczającym „w tej samej linii afiliacji". W bazie WoK formułując składnię 

zapytania, trzeba zaś zastosować operator SAME, który oznacza „w tej samej linii".

3 A. Kurczyk, S. Krompiec, J. Polański; „Meandry naukometrii, czyli sondowanie grupy G1/N12". 
Komentarz do danych przedstawionych na konferencji Dziekanów Chemii w Poznaniu; materiał w 
przygotowaniu do druku.



Trzeba także pamiętać, że zapytanie chemistry OR chemical, inaczej chem*, zwróci tzw. 

hity związane ze wszystkimi jednostkami zawierającymi w nazwie chem*, niekoniecznie 

związanymi z interesującym nas wydziałem. Z kolei zapytanie o faculty of chemistry 

(fac chem w WoK) nie pozwoli na znalezienie takich prac, których autorzy zapomnieli

o wydziale. Prawidłowa liczba prac i ich cytowań będzie więc gdzieś pomiędzy tymi 

dwoma zapytaniami. Trudno musimy zaakceptować, ten stan niepewności. Zresztą 

bazy zawierają także inne błędy i nieścisłości.

W tabeli poniżej sondujemy stan podanych w Poznaniu jednostek, reprezentujących 

poprzednią grupę kategoryzacyjną G1/N12. Nie było naszą ambicją stworzenie 

rankingu tej grupy, lecz zwrócenie uwagi na pułapki naukometrii. Sport i rankingi 

uzależniają, więc z lokalnej ciekawości, ze względu na katowickie usytuowanie 

niektórych autorów, uzupełniamy wykaz o Uniwersytet Śląski. Podsumowując, 

poszukiwanie odpowiedzi na temat rozkładu prac i ich cytowań w bazach danych 

wymaga głębokiej znajomości struktury tych jednostek oraz składni zapytań. 

Statystycznie liczba cytowań koreluje w wysokim stopniu z liczbą prac. W pewnym 

sensie, kontrolnym parametrem może być więc iloraz cytowań do liczby publikacji C/P. 

Iloraz ten zawiera się w większości w zakresie 3-4, co oznacza, że średnią liczba 

cytowań prac w polskiej chemii jest zbliżona dla większości ośrodków, a jej wahania 

mieszczą się w granicy błędu. Jedynym liderem w tej konkurencji jest składnia UW(Sc) -

Tabela 3.2 Sondowanie jednostek grupy G1/N12 w bazach Scopus (Sc) i Web of 
Knowledge (WoK), prace opublikowane w latach 2009-2012 i ich cytowania 
w latach 2009-2012.

Lp. Zapytanie' Publikacje (P) Cytowania (C) C/P
I US(WoKl)b 1660 5229 3,15
2 UW(Scl) 1164 5022 4,31
3 UW(Sc2) 1156 5006 4,33
4 US(WoK2) 1348 4677 3,47
5 US(Scl)b 1459 4620 3,17
6 US(Sc2) 1363 4489 3,29
7 UJ(WoKl) 1018 3565 3,50
8 UJ(Scl) 954 3438 3,60
9 UJ(Sc2) 949 3427 3,61
10 PW(WoKl) 917 3330 3,63
11 UW(WoKl) 904 3281 3,63



12 UW(WoK2) 772 2980 3,86
13 UAM(Scl) 1051 2963 2,82
14 UAM(Sc2) 1050 2963 2,82
15 UAM(WoKl) 1049 2957 2,82
16 PW(Scl) 778 2921 3,75
17 UJ(WoK2) 774 2914 3,76
18 UAM(WoK2) 1021 2909 2,85
19 PW(Sc2) 742 2858 3,85
20 PWr(Scl) 805 2839 3,53
21 PWr(WoKl) 890 2806 3,15
22 UL(WoKl) 1042 2729 2,62
23 PW(WoK2) 676 2633 3,89
24 PG(Se2) 593 2110 3,56
25 PG(Sel) 595 2109 3,54
26 PWr(Se2) 573 2059 3,59
27 UG(WoKl) 700 2015 2,88
28 PG(WoKl) 595 1970 3,31
29 UMK(WoKl) 551 1968 3,57
30 PWr(WoK2) 567 1930 3,40
31 UMK(Scl) 477 1822 3,82
32 UMK(Se2) 476 1816 3,82
33 PG(WoK2) 487 1811 3,72
34 UG(Sel) 464 1684 3,63
35 UMK(WoK2) 422 1577 3,74
36 UMCS(WoKl) 564 1562 2,77
37 UMCS(Se2) 578 1550 2,68
38 UMCS(Sel) 580 1548 2,67
39 UG(Se2) 425 1458 3,43
40 UG(WoK2) 470 1416 3,01
41 UMCS(WoK2) 488 1407 2,88
42 PL(WoKl) 622 1391 2,24
43 PL(Sel) 541 1361 2,52
44 PP(Sel) 333 1304 3,92
45 PP(WoKl) 258 1179 4,57
46 UL(Sel) 358 1137 3,18
47 UL(Se2) 349 1113 3,19
48 ZUT(WoKl) 521 1075 2,06
49 PSI(Scl) 357 1059 2,97
50 PSI(Se2) 352 1056 3,00
51 ZUT(Sel) 407 992 2,44
52 PSI(WoKl) 336 963 2,87
53 PP(Se2) 253 859 3,40
54 WAT(WoKl) 332 856 2,58
55 WAT(Sel) 312 813 2,61
56 ZUT(WoK2) 330 788 2,39
57 ZUT(Se2) 295 783 2,65
58 PSI(WoK2) 232 743 3,20
59 PP(WoK2) 172 725 4,22
60 WAT(Se2) 277 696 2,51
61 WAT(WoK2) 289 694 2,40



62 UŁ(WoK2) 176 637 3,62
63 PRz(Scl) 179 500 2,79
64 PRz(Sc2) 179 500 2,79
65 PRz(WoKl) 203 499 2,46
66 PŁ(Sc2) 190 476 2,51
67 PRz(WoK2) 132 426 3,23
68 UO(Scl) 118 381 3,23
69 PK(Scl) 203 327 1,61
70 UO(Sc2) 96 321 3,34
71 PŁ(WoK2) 93 313 3,37
72 PK(WoKl) 155 283 1,83
73 UO(WoKl) 82 252 3,07
74 UTP(WoKl) 149 241 1,62
75 UTP(Scl) 158 240 1,52
76 UTP(Sc2) 154 237 1,54
77 PK(Sc2) 126 213 1,69
78 UTP(WoK2) 112 210 1,88
79 UO(WoK2) 60 195 3,25
80 PK(WoK2) 89 165 1,85

a US - Uniwersytet Śląski, UW - Uniwersytet Warszawski, UJ - Uniwersytet Jagielloński, 
PW - Politechnika Warszawska, UAM - Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, PWr - 
Politechnika Wrocławska, UŁ - Uniwersytet Łódzki, PG - Politechnika Gdańska, UG - 
Uniwersytet Gdański, UMK - Uniwersytet Mikołaja Kopernika, UMCS - Uniwersytet 
Marii Curie-Skłodowskiej, PŁ - Politechnika Łódzka, PP - Politechnika Poznańska, ZUT - 
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny, PSI - Politechnika Śląska, WAT - 
Wojskowa Akademia Techniczna im. Jarosława Dąbrowskiego, PRz - Politechnika 
Rzeszowska im. Ignacego Łukasiewicza, UO - Uniwersytet Opolski, PK - Politechnika 
Krakowska im. Tadeusza Kościuszki, UTP - Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy 
im. Jana i Jędrzeja Śniadeckich.

Przykładowa składnia zapytań do baz na przykładzie UW:
UW(WoKl) - Address=(Univ Warsaw SAME Chem);
UW(WoK2) - Address=(Univ Warsaw SAME Fac Chem) or Univ Warsaw SAME Dept 
Chem;
UW(Scl) - AF-ID("Uniwersytet Warszawski" 60013756) AND AFFIL(univ* AND warsaw 
AND chem*);
UW(Sc2) - AF-ID("Uniwersytet Warszawski" 60013756) AND (AFFIL(univ* AND warsaw 
AND fac* AND chem*) OR AFFIL(univ* AND warsaw AND dep* AND chem*); dla 
uproszczenia pominięto limit lat.

b Znając strukturę UŚ, orientujemy się, że składnia WoKl; Scl zwraca prace wykonane 
poza wydziałem M-F-Ch; WoK2 dla Instytutu Chemii/ (N=56/2012) 463/1349;2,91.



3.5 PO LI F AR M AKO LO G IA -  MODEL JEDNEGO LEKU ODDZIAŁUJĄCEGO 
W UKŁADZIE W lELO RECEPTO ROWYM

Bazy danych molekularno-strukturalnych, umożliwiające wielokierunkową eksplorację 

przestrzeni chemicznej są niezwykle pomocne w rozpatrywaniu problemów 

polifarmakologii [56], Od leku oczekuje się, że będzie selektywnie oddziaływał 

z wybranym receptorem, wywołując pożądany efekt farmakologiczny. Selektywność 

receptorowa jest jednak trudna do osiągnięcia. Wiele spośród aktualnych leków 

aktywuje kilka receptorów (co potwierdza przykład czterech związków -  montelukast, 

chinina, meflochina oraz imikwimod (Rysunek 3.10). Innym przykładem są 

neuroleptyki, których efekt kliniczny wynika z antagonizmu w stosunku do receptorów 

dopaminowych. Jednak ta grupa leków blokuje także receptory cholinergiczne

i a-adrenergiczne, co wywołuje objawy uboczne w postaci obniżenia ciśnienia krwi

i nadmiernego uspokojenia [57].



Rysunek 3.10 Przykłady związków zawierających podstrukturę chinoliny i należących do 
grupy leków zatwierdzonych przez FDA, U. S. Food and Drug Administration. 
W nawiasach podano liczbę receptorów z którymi leki te oddziałują. Dane 
uzyskano metodą eksploracji bazy DrugBank. Dane na dzień 14 luty 2013.

Polifarmakologia to innowacyjna koncepcja, która w procesie modelowania 

mechanizmu oddziaływania lek-receptor skupia się nie tylko na pojedynczym układzie, 

ale rozpatruje sieć wszystkich połączeń i interakcji wybranego leku z wieloma celami 

molekularnymi [58]. Rysunek 3.11 przedstawia schemat jedno- i dwuczęściowej sieci 

zależności polifarmakologicznych. Analiza polifarmakologiczna umożliwia szerokie

i kompleksowe badanie aktywności farmakologicznej związku w kontekście układu 

biologicznego jako całości oraz dostarcza informacji na temat wzajemnej zależności 

podprzestrzeni chemicznej, biologicznej i farmakologicznej. Strategia ta ponadto często 

prowadzi do odkrycia nowych miejsc działania znanych leków [59].



(a) (b) (c)

Rysunek 3.11 Polifarmakologiczna dwuczęściowa sieć oddziaływań lek-receptor (b) oraz 
skonstruowane sieci jednoczęściowe Iek-Iek (c) i receptor-receptor (a). Dwa 
węzły sieci jednoczęściowej połączone są jeżeli w sieci dwuczęściowej 
posiadają elementy wspólne.

Polifarmakologia leków w terapii skutkuje w dwojaki sposób -  w niektórych 

przypadkach ujawnia się w postaci niepożądanych efektów ubocznych, ale często 

wielokierunkowość działania leku i aktywacja kilku różnych receptorów jest niezbędna 

w celu uzyskania pożądanej odpowiedzi farmakologicznej leków wieloreceptorowych. 

Selektywność receptorowa jest wskazana tylko wtedy, gdy patogeneza obejmuje 

działanie pojedynczego czynnika chorobotwórczego. W pozostałych przypadkach, gdy 

mechanizm powstawania choroby obejmuje równoczesne działanie kilku czynników, 

skuteczna terapia wymaga zastosowania leków o wielokierunkowym działaniu 

farmakologicznym, równocześnie aktywujących kilka różnych receptorów 

(ang. multitarget-directed ligands, MTDLs). Przykładami zaburzeń o złożonej 

patogenezie są schorzenia neurodegeneracyjne czy zakażenia pierwotniakami [60,61].

Polifarmakologia leków jest determinowana strukturą chemiczną cząsteczki. Znaczna 

część leków wieloreceptorowych zawiera w swojej strukturze uprzywilejowany 

fragment molekularny (ang. privileged structures, PS) [62]. Fakt ten skłonił autorów do 

sformułowania przypuszczenia, iż uprzywilejowane trzony molekularne mogą 

z powodzeniem stanowić podstawę i punkt wyjścia racjonalnego projektowania 

cząsteczek, których pożądana aktywność farmakologiczna wymaga odziaływania 

z wieloma celami molekularnymi. Postulat ten odniesiono na przykład do motywu 

strukturalnego poliamin [63].



Ze względu na rosnącą popularność strategii fragmentarycznych we współczesnej 

chemii leków, a także wykorzystanie koncepcji uprzywilejowanych motywów 

strukturalnych w rozpatrywaniu problemów polifarmakologii, w Rozdziale 3.6 opisano 

genezę i teoretyczne podstawy wymienionych zagadnień.

3.6 METODY FRAGM ENTARYCZNE ORAZ KONCEPCJA MOTYWÓW 
UPRZYW ILEJOW ANYCH

Pojęcie uprzywilejowanych motywów w kontekście fragmentów strukturalnych 

(ang. privileged structures, PS) po raz pierwszy pojawiło się w publikacji z 1988, 

w której grupa badawcza Evansa opisała badania nad poszukiwaniem antagonistów 

cholecystokininy, a więc antagonistów rodziny hormonów peptydowych, działających 

w obrębie układu pokarmowego oraz ośrodkowego układu nerwowego [64], 

W opisanych rozważaniach postulowano, iż w niektórych przypadkach architektura 

związków oparta na wybranych trzonach molekularnych może stać się punktem 

wyjścia dla skutecznego projektowania molekuł o pożądanym profilu aktywności 

farmakologicznej: „certain privileged structures are capable of providing useful ligands 

for more than one receptor and that judicious modification of such structures could be 

a viable alternative in the search for new receptor agonists and antagonists".

Wnioski powyższe sformułowano na podstawie obserwacji, iż fragment molekularny

l,4-benzodiazepin-2-onu (Rysunek 3.12) wykazuje powinowactwo nie tylko względem 

badanego celu molekularnego -  cholecystokininy -  ale także względem kilku innych 

receptorów.

Rysunek 3.12 Prototyp uprzywilejowanych motywów strukturalnych [64].

Biblioteka struktur zbudowana w oparciu o uprzywilejowane trzony molekularne może 

więc stanowić interesujące źródło związków aktywnych względem różnorodnych



receptorów. W literaturze odnaleźć można opisy konstrukcji i syntez bibliotek 

związków, których centralny element stanowił jeden z uprzywilejowanych fragmentów 

molekularnych, na przykład benzopiran [65-67], puryna [68-71], bądź biblioteki 

związków glikozydowych [72-74]. Inne algorytmy kompozycji [75] i syntezy [76-78] 

bibliotek związków w oparciu o motywy uprzywilejowane można odnaleźć 

w literaturze szczegółowej.

Od momentu wprowadzenia terminologii opartej na uprzywilejowaniu wybranych 

motywów strukturalnych pojawiło się wiele prac porządkujących stan wiedzy w tej 

dziedzinie [79-84] oraz wskazujących fragmenty molekularne o potencjalnie 

uprzywilejowanej konstytucji w kontekście odpowiedniego celu molekularnego. 

Rosnąca liczba corocznie publikowanych artykułów traktujących o strukturach 

uprzywilejowanych dowodzi coraz większej popularności koncepcji w rozpatrywaniu 

zagadnień związanych z badaniami nad nowym lekiem (Rysunek 3.13).
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Rysunek 3.13 Liczba publikowanych corocznie artykułów traktujących o strukturach 
uprzywilejowanych zindeksowanych w wybranych literaturowych bazach 
danych. Wyniki uzyskano formułując zapytanie tekstowe jako kombinacje 
określenia „privileged" w połączeniu z następującymi wyrazami „structure/ -s", 
„substructure/ -s", „scaffold/ -s", „fragment/ -s". Baza ScienceDirect oraz ACS 
posiadają opcję przeszukiwania pełnotekstowego (za wyjątkiem referencji). W 
przypadku pozostałych baz możliwe było przeszukiwanie jedynie w obrębie 
tytułu/tematu (Web of Science) lub tytułu/słów kluczowych/abstraktu 
(Reaxys).



W szczególności jako uprzywilejowane opisano między innymi następujące struktury:

l,4-benzodiazepin-2-on [64], benzimidazol [84], benzopiran [65-67,85], bifenyl 

[86,87], 1,4-dihydropirydyna [88], benzylopiperydyna [75,86], difenylotetrazol [75,86], 

indol [75,86,89]. Tabela 3.3 przedstawia wybrane uprzywilejowane trzony molekularne 

jako podstruktury leków.

Tabela 3.3 Uprzywilejowane fragmenty molekularne jako podstruktury leków. Adaptacja 
z publikacji [90].



3.6.1 M ETODY FRAGM ENTACJI STRUKTUR CHEM ICZNYCH

Chociaż koncepcja struktur uprzywilejowanych znana jest w literaturze od 1988 roku 

[64], a od tego czasu udowodniono metodami eksperymentalnymi istnienie 

uprzywilejowanych elementów podstruktury ligandów wybranych rodzin receptorów 

[87], to jednak nadal brakuje zaawansowanych metod badawczo-obliczeniowych, 

pozwalających in silico określać i wskazywać nowe uprzywilejowane motywy 

odpowiedzialne za ułatwienie tworzenia kompleksu lek-receptor.

Algorytmy podejmujące próbę identyfikacji nowych uprzywilejowanych struktur 

w większości oparte są na analizie częstotliwości występowania różnorodnych 

fragmentów molekularnych w wybranych zbiorach ligandów, populacji leków, bądź 

innych grup związków biologicznie aktywnych. Na przykład Bemis i Murcko 

wprowadzili formalną koncepcję podziału molekuły na stałe segmenty: układy



pierścieni i łączniki, tworzące trzon molekularny (ang. scaffold) oraz łańcuchy boczne 

[108,109]. Zautomatyzowana analiza trzonów molekularnych pozwala w szybki sposób 

oszacować różnorodność molekularną badanego zbioru związków. Opracowano 

strategię fragmentacji struktur zbioru leków (ang. retrosynthetic combinatorial analysis 

procedure, RECAP) zgodnie z uprzednio zdefiniowanymi regułami rozłamu wiązań, 

uzyskując w ten sposób zestaw swoistych bloków strukturalnych, które z kolei mogą 

zostać użyte do wygenerowania kombinatorycznych bibliotek związków [HO]. 

Powstały także algorytmy, według których biblioteki uprzywilejowanych struktur 

tworzone są z zachowaniem podobieństwa topologicznego ze znanymi lekami oraz 

z uwzględnieniem narzuconych wymogów fizykochemicznych [111].

3.6.2 EWOLUCJA POJĘCIA UPRZYWILEJOWANIA

Koncepcja uprzywilejowania wybranych trzonów molekularnych od momentu 

wprowadzenia w 1988 roku po dzień dzisiejszy jest przedmiotem żywej dyskusji nad 

możliwościami aplikacyjnymi, szczególnie w dziedzinie badań nad identyfikacją 

nowych, biologicznie aktywnych związków poprzez konstruowanie odpowiednich 

chemicznych bibliotek [84,112]. Pojęcie „uprzywilejowania" stosowano w różnym 

kontekście, co niewątpliwie może prowadzić do chaosu. Pierwotne pojęcie 

uprzywilejowanych motywów strukturalnych odnosiło się do podstruktur, które 

obecne były wśród ligandów aktywujących różne receptory, ale były to receptory 

należące do tej samej rodziny. Pomimo jednak, iż Evans i Patchett koncepcję 

uprzywilejowania sformułowali w odniesieniu do ligandów względnie wąskiej klasy 

receptorów przynależnej do rodziny receptorów sprzężonych z białkami G, to z czasem 

pojęcie uprzywilejowania zaczęto odnosić względem innych celów molekularnych 

postulując równocześnie preferencyjność i selektywność receptorową w obrębie 

badanej rodziny receptorów. Wykazano jednak, iż niektóre uprzywilejowane jednostki 

podstruktur wbudowane są również w struktury cząsteczek aktywujących receptory 

należące do różnych rodzin [113]. Co więcej, pojedynczy motyw strukturalny może być 

obecny w tysiącach różnorodnych substancji chemicznych włączając substancje 

pochodzenia naturalnego, których spektrum aktywności farmakologicznej może być



bardzo szerokie. Pojęcie motywu uprzywilejowanego zaczęło więc ewoluować, a jego 

początkowe określenie przypisywane względem struktur, które umożliwiają wiązanie 

się Iiganda z wybranym receptorem lub rodziną receptorów rozszerzono do 

przypadków, w których ułatwienie tworzenia kompleksu ligand-receptor niekoniecznie 

oznaczało selektywność receptorową. Przykładem mogą być dwie heterocykliczne 

struktury: chinolina oraz akrydyna, które występują ze znaczną częstotliwością wśród 

związków o różnym kierunku aktywności farmakologicznej [114].

3.6.3 MECHANIZM POWSTAWANIA ZJAWISKA UPRZYWILEJOWANIA 

BIOCHEMICZNEGO

Ze względu na spory potencjał i aplikacyjność uprzywilejowanych trzonów 

molekularnych w planowaniu i syntezie kombinatorycznych bibliotek związków

o potencjalnym zastosowaniu farmakologicznym, a także implementację jako struktury 

wyjściowe w procesie racjonalnego projektowania farmaceutyków o pożądanej 

aktywności farmakologicznej (w tym także leków wieloreceptorowych) koncepcja 

motywów uprzywilejowanych jest żywo dyskutowana w kontekście zwiększenia 

skuteczności badań nad nowym lekiem. Statystyczna analiza wyników badań nad 

tworzeniem kompleksów małych cząsteczek chemicznych z jedenastoma różnymi 

celami molekularnymi ujawniła preferencyjność wiązania cząsteczek posiadających 

jako podstrukturę motyw bifenylu [87].

Spekulacje na temat preferencji tworzenia kompleksów ligand-receptor obejmują 

wpływ trzech czynników: (i) topologii małych cząsteczek chemicznych wiążących się 

specyficznie do (ii) preferowanych rejonów struktur receptora, a także (iii) czynnik 

ewolucyjny w naturalny sposób weryfikujący skuteczność wybranych połączeń atomów 

na szlakach biochemicznych (Rysunek 3.14). Szczególnie interesujący wydaje się ostatni 

aspekt. Wiele spośród struktur zdefiniowanych jako uprzywilejowane odnaleźć można 

jako podstruktury związków naturalnych i pochodzenia naturalnego [84,90,115]. 

Fragment molekularny l,4-benzodiazepin-2-onu, prototyp uprzywilejowanych 

motywów strukturalnych, stanowi podstrukturę jednej z mykotoksyn - produktu 

naturalnego o nazwie Asperlicin [116], której cząsteczka stanowi strukturę wiodącą



w badaniach nad poszukiwaniem antagonistów cholecystokininy [117-120]. Być może 

Natura na drodze ewolucji dokonuje selekcji, w wyniku której preferowane są 

cząsteczki o wysokim powinowactwie do struktur białkowych. Bądź też preferencja ta 

jest naturalną konsekwencją procesów biochemicznych, w których struktury te zostały 

utworzone [79]?

trzon architektura
molekularny podstawienia sekwencja drugorzędowa

(niespecyficzność (specyficzność aminokwasów struktura
wiązania) wiązania)

h. u L. I k. u

Rysunek 3.14 Uprzywilejowanie struktur chemicznych w układach biologicznych.

Źródła biochemicznego uprzywilejowania, podobnie jak i jego szczegółowe 

mechanizmy działania w organizmach żywych, pozostają nadal w domenie spekulacji. 

Wśród badaczy dominuje przekonanie, iż za niespecyficzne wiązanie i powinowactwo 

małych cząsteczek chemicznych względem szerokiego spektrum struktur białkowych 

odpowiedzialna jest topologia trzonu molekularnego. Odpowiednie połączenie 

atomów - tworzących strukturę trzonu - umożliwia uzyskanie takich cech 

fizykochemicznych, które zapewniają wytworzenie niekowalencyjnych oddziaływań 

pomiędzy małą cząsteczką Iiganda a receptorem białkowym [79]. Być może dlatego 

większość struktur, które określono uprzywilejowanymi to fragmenty stanowiące 

aromatyczne, bądź heteroaromatyczne układy, których lipofilowość umożliwia 

tworzenie oddziaływań van der Waalsa z niepolarnymi resztami aminokwasowymi, na 

przykład fenyloalaniną hydrofobowych kieszeni receptora. Szczególną rolę w procesie 

tworzenia kompleksu ligand-receptor upatruje się w oddziaływaniach pierścieni



aromatycznych, tzw. Ti-stacking [121]. W ten sposób obecność aromatycznych układów 

w strukturze Iiganda może w znacznym stopniu tłumaczyć preferencyjność tych 

związków w tworzeniu kompleksów z szeregiem różnorodnych receptorów [87]. 

Topologia trzonu molekularnego w znacznym stopniu odpowiedzialna jest za 

niespecyficzność i powinowactwo związku względem struktur białkowych. Natomiast 

specyficzność wiązania zależna jest bezpośrednio od architektury podstawienia trzonu 

[75,122]. Proces rozpoznania molekularnego (ang. molecular recognition) wymaga 

więc komplementarności powierzchni molekularnej receptora i liganda. Przy czym 

komplementarność ta obejmuje zarówno uwarunkowania steryczne, jak 

i elektrostatyczne powierzchni obydwu cząsteczek. W szczególności 

komplementarność ligand-receptor odniesiono do rodziny receptorów sprzężonych 

z białkami G sugerując, iż miejsca aktywne tych makrocząsteczek posiadają niejako 

„zdolność rozpoznawania" odpowiedniej aranżacji łańcuchów bocznych trzonu 

molekularnego liganda [73,123].

j 3.6.3.1 UPRZYWILEJOWANIE STRUKTUR BIAŁKOWYCH

W literaturze odnaleźć można opinie sugerujące iż na preferencyjność tworzenia 

kompleksów ligand-receptor istotny wpływ ma nie tylko topologia małych cząsteczek 

chemicznych, ale także topografia struktur białkowych. Wiele białek posiada zdolność 

asocjacji szeregu różnorodnych ligandów - co ciekawe - asocjacja ta następuje jedynie 

w wybranych rejonach struktur białkowych [124,125]. Chemiczna różnorodność 

powierzchni białkowych jest ogromna - zdefiniowana przestrzenną aranżacją 

kombinacji dwudziestu aminokwasów. Pomimo tego swoiste rozpoznawanie 

antygenów następuje jedynie za pośrednictwem wybranych fragmentów wiążących 

obecnych w strukturze przeciwciał. Pozostała część powierzchni immunoglobulin 

wtrakcie tworzenia kompleksu pozostaje praktycznie bezwładna [126], W tym 

kontekście wiążący fragment przeciwciał można interpretować jako uprzywilejowany 

motyw strukturalny umożliwiający wiązanie szeregu antygenów [127].



3.7 LEKI AKTYWNE WZGLĘDEM WIRUSA HIV

Ludzki wirus niedoboru odporności HIV (ang. human immunodeficiency virus) należy 

do rodziny retrowirusów. Dotychczas poznano dwa typy wirusa: HIV-I oraz HIV-2. 

Wirus HIV atakuje głównie limfocyty T, a w końcowym stadium zakażenia prowadzi do 

wyniszczenia układu immunologicznego i wykształcenia zespołu nabytego niedoboru 

odporności (ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS). Pacjenci z AIDS 

posiadają zwiększoną zapadalność na inne choroby, między innymi nowotwory, 

zapalenie płuc i grzybice. Powikłania te często prowadzą do śmierci pacjenta.

Obecnie w leczeniu infekcji wywołanych wirusem HIV stosowane są środki, które ze 

względu na odmienny mechanizm stymulacji farmakologicznej można podzielić na 

dwie podstawowe grupy. Do pierwszej zaliczane są inhibitory enzymów cyklu 

życiowego wirusa. Drugą stanowią związki, których efekt terapeutyczny polega na 

zakłócaniu interakcji wirusa HIV z otoczeniem. Systematykę środków terapeutycznych 

ze względu na cel molekularny z jakim oddziałują przedstawia Rysunek 3.15.

środki terapeutyczne 
stosowane w terapii 

przeciw HIV

cyklu życiowego 
wirusa

interakcje wirusa 
z otoczeniem

odwrotna
transkryptaza

proteaza

integraza

Rysunek 3.15 Klasyfikacja środków terapeutycznych stosowanych w leczeniu infekcji 
HIV/AIDS ze względu na mechanizm stymulacji farmakologicznej.

W obrębie wyróżnionych powyżej dwóch podstawowych rodzin wyróżnia się pięć 

głównych klas antyretrowirusowych środków terapeutycznych obecnie stosowanych 

w leczeniu infekcji HIV/AIDS:

I. inhibitory odwrotnej transkryptazy;



a. nukleozydowe/nukleotydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy;

b. nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy;

2. inhibitory proteazy;

3. inhibitory fuzji;

4. inhibitory integrazy;

5. leki wieloskładnikowe, powstałe z połączenia środków należących do różnych 

klas.

Inhibitory odwrotnej transkryptazy (ang. reverse transcriptase inhibitors, RT) zakłócają 

kluczowy etap cyklu życiowego wirusa HIV, w trakcie którego enzym RT przeprowadza 

odwrotną transkrypcję pojedynczej nici RNA na podwójną nić wirusowego DNA. 

Nukleozydowe/nukleotydowe inhibitory enzymu RT stanowią jednostki budulcowe 

DNA, które po połączeniu z wirusowym DNA uniemożliwiają replikację wirusa 

w komórce. Natomiast nienukleozydowe inhibitory wiążąc się z enzymem RT 

uniemożliwiają transkrypcję wirusowego RNA do DNA.

Proteaza to enzym, który inicjuje proces rozcinania zainfekowanego łańcucha 

peptydowego na potomne, w pełni sprawne fragmenty wirusowe. Inhibitory enzymu 

proteazy zatrzymują więc proces dojrzewania funkcjonalnych białek namnażającego się 

wirusa HIV.

Inhibitory fuzji blokują wnikanie wirusa HIV przez błony do wnętrza komórki 

gospodarza, natomiast mechanizm inhibitorów integrazy polega na hamowaniu 

enzymu odpowiedzialnego za połączenie materiału genetycznego wirusa 

z komórkowym DNA.

Leki wieloskładnikowe, które łączą w jednym produkcie substancje czynne różnych klas 

środków terapeutycznych mają na celu zapobieganie powstawania lekooporności. 

Wysokoaktywna terapia antyretrowirusowa (ang. highly active antiretroviral therapy, 

HAART) polegająca na podawaniu jednocześnie kilku rodzajów farmaceutyków 

uważana jest obecnie za najbardziej skuteczną metodę leczenia infekcji HIV/AIDS.

W fazie badań znajduje się szósta klasa środków (ang. maturation inhibitors), których 

aktywność farmakologiczna polegałaby na zatrzymywaniu procesu tzw. pączkowania,



w trakcie którego niedojrzałe wirusy wydostają się na zewnątrz zainfekowanej komórki 

zabierając część membrany w celu utworzenia ochronnej otoczki.

3.7.1 PRODUKTY LECZNICZE ZAREJESTROWANE W TERAPII HIV/AIDS4

Pula zatwierdzonych przez U. S. Food and Drug Administration leków przeznaczonych 

do terapii infekcji wywołanych wirusem HIV stanowi trzydzieści sześć produktów 

leczniczych. Rysunek 3.16 przedstawia ich nazwy handlowe oraz ilustruje 

przynależność specyfiku do wybranej klasy farmaceutyków zgodnie z mechanizmem 

stymulacji farmakologicznej substancji czynnej leku. Struktury chemiczne substancji 

czynnych przedstawiono na pięciu kolejnych rysunkach (Rysunek 3.17, Rysunek 3.18, 

Rysunek 3.19, Rysunek 3.20 oraz Rysunek 3.21).

4 Rozdział obejmuje leki, które zostały zarejestrowane przez FDA do końca roku 2012. 
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Rescriptor I Stribild

Edurant I Atripla

Sustiva I Complera

Viramune

Crixivan I Aptivus I Viramune XR

Invirase I Intelence I Isentress

HlV ISTl El I McCP NNRTI I Pl NRTl I NRTI
' I I I ■ h h h h b

Rysunek 3.16 Leki zatwierdzone przez FDA w terapii przeciw HIV. Kolory kwadratów kodują 
przynależność produktu handlowego do danej klasy farmaceutyków zgodnie 
z mechanizmem stymulacji farmakologicznej substancji czynnej leku. 
NRTIs - nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (ang. nucleoside 
reverse transcriptase inhibitors); Pls - inhibitory proteazy (ang. protease 
inhibitors); NNRTIs - nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy 
(ang. nonnucleoside reverse transcriptase inhibitors); McCP - Ieki 
wieloskładnikowe (ang. multi-class combination products); Fl - inhibitory fuzji, 
(ang. fusion inhibitors); El - inhibitory wnikania wirusa do komórki gospodarza, 
blokery koreceptorów CCR5 (ang. entry inhibitors - CCR5 co-receptor 
antagonist); HIV ISTI - inhibitor integrazy (ang. HIV integrase strand transfer 
inhibitors).
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Rysunek 3.17 Inhibitory proteazy, PI.
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Rysunek 3.18 Nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy, NRTI.
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Rysunek 3.19 Nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy, NNRTI.
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Rysunek 3.20 Inhibitor wnikania wirusa do komórki gospodarza - bloker koreceptorów CCR5, 
El.
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Rysunek 3.21 Inhibitory integrazy, HIV ISTI.
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Preparat Isentress to jedyny5 lek stosowany w terapii przeciw HIV, który zawiera jako 

substancję czynną wyłącznie związek stanowiący inhibitor enzymu integrazy - 

raltegrawir. Raltegrawir został zatwierdzony przez FDA 12 października 2007 roku, 

a dwa miesiące później (20 grudnia 2007 roku) Komisja Europejska udzieliła 

pozwolenia firmie Merck Sharp & Dohme Limited na sprzedaż preparatu w krajach Unii 

Europejskiej. Enzym integrazy (IN) jest jednym z trzech kluczowych enzymów (obok 

proteazy i odwrotnej transkryptazy) w cyklu życiowym wirusa HIV-1. IN jest enzymem 

specyficznym wirusa o charakterze niespotykanym wśród enzymów gospodarza, co 

pozwala wiązać znaczne nadzieje z możliwością jej selektywnego blokowania, 

szczególnie w kontekście ostatnich doniesień na temat rozpoznania struktury 

trójwymiarowej IN [128-131].

Produkt leczniczy Stribild jest przeciwwirusowym lekiem wieloskładnikowym, 

posiadającym w swoim składzie cztery różne substancje czynne: elwitegrawir, 

kobicystat, emtrycytabinę i dizoproksyl tenofowiru (ang. multi-class combination 

products, McCP). Elwitegrawir - podobnie jak raltegrawir - jest inhibitorem IN. 

Kobicystat wzmacnia działanie elwitegrawiru poprzez przedłużenie czasu jego działania 

w organizmie. Dizoproksyl tenofowiru jest prolekiem tenofowiru. W organizmie jest on 

przekształcany w substancję czynną tenofowir. Tenofowir i emtrycytabina są 

nukleozydowymi inhibitorami odwrotnej transkryptazy. Struktury tych związków 

przedstawia Rysunek 3.18. Stribild został zatwierdzony przez FDA 27 sierpnia 2012 

roku, a kilka miesięcy później (24 maja 2013 roku) Komisja Europejska udzieliła 

pozwolenia firmie Gilead Sciences International Limited na sprzedaż preparatu 

w krajach Unii Europejskiej.

5 Po sporządzeniu treści niniejszej rozprawy doktorskiej pojawiła się informacja o zatwierdzeniu przez 
FDA drugiego leku z zastosowaniem w terapii przeciw HIV, którego substancja czynna stanowi inhibitor 
enzymu integrazy. Dolutegravir (nazwa handlowa Tivicay) został zatwierdzony przez FDA 13 sierpnia 
2013 roku.



4 BAOANIA w ł a s n e

Koncepcja Iekotypii lub lekopodobieństwa (ang. drug-likeness) zakłada istnienie 

specyficznego zespołu cech strukturalnych i właściwości fizykochemicznych, 

odróżniających cząsteczki leków wśród innych cząsteczek organicznych. Reguła pięciu 

Lipińskiego [22], czy reguła Vebera [21] zostały zdefiniowane na podstawie badań 

wybranej populacji związków o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym. Wyniki 

analiz pozwoliły wskazać zakresy wartości właściwości molekularnych, które 

preferencyjnie spełniane są w zbiorze leków.

Pierwsza część opisu przeprowadzonych badań (Rozdział 4.2) obejmuje studium 

Iekotypii wybranej podprzestrzeni chemicznej. Strategia badawcza ma na celu 

opracowanie takich metod eksploracji baz danych, które będą umożliwiały 

poszukiwanie wiedzy koniecznej dla znajdowania fragmentów molekularnych 

przydatnych do projektowania leków. Druga część opisu badań własnych (Rozdział 4.3) 

obejmuje badanie topologii Iekotypii fragmentów molekularnych wydzielonych 

w strukturach cząsteczek leków stosowanych w terapii przeciw HIV. Innowacyjność 

przeprowadzonych badań wynika z ujęcia zagadnień dotyczących Iekotypii 

w odniesieniu do wybranych fragmentów molekularnych. Trzecia część opisu badań 

(Rozdział 4.4) obejmuje charakterystykę opracowanego protokołu wirtualnego 

skriningu (VS), który wykorzystano do przeszukiwania baz komercyjnie dostępnych 

związków w celu poszukiwania nowych inhibitorów enzymu integrazy (IN) wirusa HIV.



4.1 NOTACJA ORAZ WYKAZÓW SKRÓTÓW I SYMBOLI STOSOWANYCH 
W OPISIE BADAŃ

Notacja stosowana w opisie badań:

f[indeks]

ralt_[indeks]

fragment molekularny opisany indeksem porządkowym;

fragment molekularny wydzielony w strukturze cząsteczki 

raltegrawiru w wyniku przeprowadzonej procedury 

fragmentacji dekrementacyjnej; indeks fragmentu koduje 

sekwencyjny zapis kierunku wykonanej instrukcji rozłączeń;

ralt-Q_[indeks] fragment molekularny wydzielony w wyniku przeprowadzonej 

procedury fragmentacji dekrementacyjnej w uogólnionej 

reprezentacji struktury cząsteczki raltegrawiru, w której 

w miejscu atomu azotu, tlenu i fluoru dopuszczono wystąpienie 

dowolnego heteroatomu, co wskazuje wpisany symbol Q; 

indeks fragmentu koduje sekwencyjny zapis kierunku 

wykonanej instrukcji rozłączeń;

fragment molekularny wydzielony w strukturze cząsteczki 

elwitegrawiru w wyniku przeprowadzonej procedury 

fragmentacji dekrementacyjnej; indeks fragmentu koduje 

sekwencyjny zapis kierunku wykonanej instrukcji rozłączeń;

param_[indeks] parametr skonstruowany na potrzeby przeprowadzanych 

analiz;

Q dowolny heteroatom.

elwit_[indeks]

Wykaz często używanych skrótów:

IN

PS

enzym integrazy wirusa HIV;

uprzywilejowane motywy strukturalne (ang. privileged 

structures);



VS skrining wirtualny (ang. virtual screening);

ML uczenie maszynowe (ang. machine learning);

KIekFP deskryptor daktyloskopowy Klekoty-Rotha;

FDA U. S. Food and Drug Administration (Amerykańska Agencja

ds. Żywności i Leków);

IC50 parametr szacujący stopień aktywności biologicznej poprzez

określenie stężenia inhibitora, jakie jest konieczne dla 

zmniejszenia aktywności enzymu o 50%.

Symbole stosowane w opisie badań:

x średnia arytmetyczna;

o odchylenie standardowe w populacji;

Mdn mediana.



4.2 STUDIUM LEKOTYPII FRAGMENTU MONO- I DlAZANAFTALENOWEGO

Pierścień naftalenowy jest częstym fragmentem wielu ważnych związków 

chemicznych. Podobnie układ azanaftalenowy, na przykład chinolina, która występuje 

w cząsteczkach wielu leków (Rysunek 3.10 w Rozdziale 3.5). Antybiotyki których 

struktura zawiera fragment chinolinowy, są dobrym przykładem skuteczności tego 

układu w chemii medycznej [132]. Innym przykładem ewolucyjnej preferencji układu 

chinolinowego może być chinina, która jest aktywna w kilku układach receptorów. 

Podstruktura chinoliny pojawia się także w wielu innych klasach związków biologicznie 

aktywnych o właściwościach przeciwpierwotniakowych [133], grzybobójczych [134]

i przeciwwirusowych [135]. Niektóre analogi chinolinowe wykazują również aktywność 

przeciwnowotworową [136],

Pochodne chinoliny stanowią również ważną grupę związków wykazujących aktywność 

wobec enzymu integrazy (IN) wirusa HIV [137-145]. Otrzymano szereg inhibitorów 

integrazy HIV opartych na układzie 1,6-naftyrydynowym [146,147] oraz 

1,4-naftyrydynowym (chinoksalinowym) [148,149]. Tabela 4.1 przedstawia przykłady 

związków stanowiące inhibitory IN zawierające fragment mono- lub diazanaftalenowy 

jako element podstruktury. Związek L-870,810, zawierający ugrupowanie 8-hydroksy-

l,6-naftyrydyno-7-karboksyamidowe, jest selektywnym inhibitorem etapu 

przeniesienia nici6 i wykazuje wartość IC50 wynoszącą 10 nM. Był on jednym 

z pierwszych inhibitorów IN, który osiągnął etap badań klinicznych. Jednak badania te 

wstrzymano ze względu na zaobserwowaną toksyczność u zwierząt [9]. Jednym 

z najbardziej aktywnych inhibitorów IN pośród pochodnych styrylochinolin jest związek

o symbolu FZ-41, dla którego wartości IC50 procesu 3' terminacji oraz przeniesienia nici 

wynoszą odpowiednio 0,7 |iM oraz 1,7 (iM [138].

6 Enzym integrazy wirusa HIV katalizuje wprowadzenie materiału genetycznego wirusa do genomu 
gospodarza w dwóch następujących po sobie etapach. Pierwszy z nich stanowi proces 3' terminacji 
(ang. 3' end processing), a drugi etap przeniesienia nici (ang. strand transfer). Wyniki badania 
aktywności względem integrazy podawane są więc wraz ze wskazaniem odpowiedniego procesu.



Tabela 4.1 Inhibitory IN wirusa HIV oparte na układzie azanaftalenowym.

chinolina

[137-145] [146,147] 

Przykład związków

[148,149]

FZ-41

Studium Iekotypii fragmentów molekularnych przeprowadzono dla ugrupowania 

mono- i diazanaftalenowego ze względu na skuteczność tego układu w chemii 

medycznej oraz potencjalne możliwości zastosowania do konstrukcji nowych leków 

stosowanych w terapii antyretrowirusowej. Dane liczbowe, stanowiące wyniki 

przeszukiwań chemicznych baz danych w oparciu o podstrukturę fragmentów 

azanaftalenowych, zebrano w tabelach w części eksperymentalnej (Rozdział 6.1). 

W poniższych rozdziałach (Rozdziały od 4.2.1 do 4.2.5) przedstawiono omówienie 

wyników.

Badanie Iekotypii fragmentów azanaftalenowych opisano w załączonej publikacji:

• Załącznik 2a

PoIanskiJ., KurczykA., BakA., MusioIR.; Privileged structures - dream or 

reality: preferential organization of azanaphthalene scaffold., Curr. Med. 

Chem., 2012, 19(13), 1921-1945.

1,6-naftyrydyna 1,4-naftyrydyna
(chinoksalina)



4.2.1 PRZESTRZEŃ CHEMICZNA I FARMAKOLOGICZNA AZANAFTALENÓW

Przestrzeń chemiczną azanaftalenów zdefiniowano jako pulę związków organicznych 

zawierających fragment mono- lub diazanaftalenowy jako podstrukturę. W ten sposób 

w obrębie badanej przestrzeni wskazano dwanaście zbiorów związków chemicznych 

posiadających jeden z fragmentów molekularnych f l- f l2  jako element podstruktury 

(Rysunek 4.1). Analizy porównawcze wyodrębnionych zbiorów cząsteczek 

przeprowadzono na podstawie informacji uzyskanych metodą eksploracji chemicznych 

baz danych.

Rysunek 4.1 Fragment mono- (fl i f2) i diazanaftalenowy (f3 - fl2).

Podprzestrzeń chemiczna zajmowana przez związki zawierające jako podstrukturę 

fragment monoazanaftalenowy (fl i f2) jest liczebnie zdominowana przez pochodne 

chinoliny (Tabela 4.2). Wyniki przeszukiwania bazy Beilstein (B) i DrugBank (D) 

w oparciu o podstrukturę chinoliny (fl) oraz jej izomeru - izochinoliny (f2) wskazują, że 

fragment molekularny f l  jest bardziej popularny od ugrupowania f2. Stosunek liczby 

rekordów fl/f2 wskazuje liczebną przewagę chinolin względem izochinolin zarówno 

w bazie Beilstein, jak i w bazie DrugBank (Tabela 4.2, kolumna 4).

Tabela 4.2 Liczba rekordów uzyskana w wyniku przeszukiwania baz danych Beilstein oraz 
DrugBank w oparciu o podstrukturę chinoliny (fl) oraz izochinoliny (f2).

chinolina (fl) 185470 32 5,77 (baza B)
izochinolina (f2) 32137 I 32(baza D)
Dane na dzień 4 kwietnia 2010.



Także wśród związków zawierających jako podstrukturę fragment diazanaftalenowy 

(f3-fl2) można zaobserwować wyraźne zróżnicowanie pod względem 

rozpowszechnienia w zależności od rozmieszczenia dwóch atomów azotu w układzie 

skondensowanych aromatycznych pierścieni naftalenowych. Rysunek 4.2 ilustruje 

statystykę występowania poszczególnych fragmentów mono- i diazanaftalenowych 

jako podstruktur znanych związków organicznych oraz leków. Przestrzeń chemiczna 

diazanaftalenów jest liczebnie zdominowana przez zbiór związków posiadających jako 

podstrukturę ugrupowanie oznaczone indeksem f5. Jednak liczebność tego zbioru jest 

prawie sześciokrotnie niższa od liczebności chinolin. Liczebność zbioru związków 

posiadających jako podstrukturę ugrupowanie f4 i f5 przekracza wartość 10 000, 

posiadających jako podstrukturę fragment molekularny f3, f6, f8 lub flO mieści się 

w przedziale od 1000 do 10000 związków, natomiast liczebność zbiorów posiadających 

jako podstrukturę układ oznaczony indeksem f9, f i l ,  fl2  nie przekracza wartości 1000. 

Zbiór związków z podstrukturą f i l  jest najmniej liczebny i zawiera zaledwie 

198 struktur chemicznych. Liczebność tego zbioru jest ponad dziewięćset razy niższa od 

liczebności chinolin.
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Rysunek 4.2 Statystyka rozpowszechnienia fragmentów azanaftalenowych jako podstruktur 
znanych związków organicznych oraz leków. Dane uzyskano metodą eksploracji 
bazy Beilstein oraz DrugBank. Liczba rekordów bazy DrugBank została 
ograniczona do leków posiadających status zatwierdzenia przynajmniej w 
jednym kraju. Dane na dzień 4 kwietnia 2010.
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Parametr L (Równanie 4.1) pozwala oszacować udział przestrzeni farmakologicznej 

w odpowiadającej jej - odpowiednio zdefiniowanej - podprzestrzeni chemicznej. 

Parametr ten umożliwia obliczenie częstotliwości występowania fragmentów 

molekularnych f l- f l2  jako podstruktur leków w odniesieniu do liczby znanych 

związków zawierających w swojej strukturze chemicznej dane ugrupowanie. Rysunek

4.3 przedstawia zestawienie wyliczonych wartości parametru L dla fragmentów 

f l  - fl2.

liczba leków
param L —-------------------------------  Równanie 4.1liczba znanych związków organicznych

‘ Liczba leków i znanych związków organicznych odpowiada liczbie rekordów 
uzyskanych metodą eksploracji bazy DrugBank i Beilstein w oparciu o 
identyczne zapytanie strukturalne.

f4 V param_L

Rysunek 4.3 Wartości parametru L dla fragmentów molekularnych fl - fl2.

Uzyskane wyniki wskazują, że częstotliwość występowania danego fragmentu 

w populacji leków nie wykazuje korelacji ze stopniem jego rozpowszechnienia 

w opisanej dotychczas przestrzeni chemicznej. Najwyższą wartość parametru L posiada 

fragment oznaczony indeksem flO (trzeci w kolejności pod względem stopnia 

rozpowszechnienia w przestrzeni diazanaftalenów oraz piąty pod względem 

rozpowszechnienia wśród wszystkich dwunastu zbiorów). Fragment chinolinowy f l  -



najbardziej rozpowszechniony pośród badanej puli związków - posiada wartość 

parametru L, która plasuje go na piątym miejscu w hierarchii dwunastu badanych 

zbiorów pod względem udziału przestrzeni farmakologicznej w podprzestrzeni 

chemicznej. Zbiory związków posiadających fragment molekularny f7, f8, f9, f i l ,  fl2 

nie tworzą przestrzeni farmakologicznej i równocześnie jest to pięć najmniej liczebnych 

zbiorów (zgodnie z danymi z bazy Beilstein i DrugBank). Rysunek 4.4 przedstawia 

zestawienie opisanych powyżej zależności.
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Rysunek 4.4 Wartości parametru L wyliczone dla fragmentów molekularnych f l  - fl2 
w odniesieniu do liczebności zbioru.

Udział przestrzeni farmakologicznej w badanej podprzestrzeni chemicznej jest bardzo 

zróżnicowany w zależności od rozpatrywanego zbioru związków azanaftalenowych, ale 

równocześnie niezależny od liczebności zbioru. Zaobserwowane zróżnicowanie skłoniło 

mnie do przeprowadzenia analiz mających na celu scharakteryzowanie przestrzeni 

bioaktywności azanaftalenów.

4.2.2 PRZESTRZEŃ BIOAKTYWNOŚCI AZANAFTALENÓW

Przeprowadzono eksplorację bazy PubChem Compound, wyszukując związki 

zawierające jako podstrukturę fragment molekularny o topologii określonej indeksem



porządkowym kolejno od f l  do fl2 (struktury fragmentów przedstawia Rysunek 4.1). 

W ten sposób wydzielono dwanaście zbiorów zdeponowanych w bazie struktur 

chemicznych. Następnie w obrębie każdego z dwunastu zestawów cząsteczek 

obliczono wskaźnik bioaktywności - parametr B (Równanie 4.2) oraz wskaźnik 

szacujący stopień „zainteresowania" daną strukturą w chemii medycznej (Równanie 

4.3). Wartość parametru B wskazuje liczebny udział związków aktywnych A wśród 

związków, które zostały przebadane w testach biologicznych T. Natomiast wartość 

parametru I wskazuje jaka część związków chemicznych wyodrębnionego zbioru W 

została przebadana pod względem bioaktywności. Wysoka wartość parametru I 

świadczy o dużym zainteresowaniu wybraną grupą związków w chemii medycznej.

Aparam_B = — Równanie 4.2

paramj — —  Równanie 4.3
W

*A - liczba związków aktywnych, T -  liczba związków testowanych oraz W -  
Iiczba wszystkich uzyskanych rekordów.

Wartości parametru B wyliczone dla poszczególnych fragmentów molekularnych fl-12 

wskazują, że bioaktywna skuteczność danego ugrupowania strukturalnego nie 

wykazuje korelacji ze stopniem jego rozpowszechnienia w przestrzeni chemicznej 

związków mono- i diazanaftalenowych (Rysunek 4.5). Najwyższą wartość parametru B 

posiada fragment oznaczony indeksem f7 (dziewiąty w kolejności pod względem 

stopnia rozpowszechnienia wśród wszystkich dwunastu zbiorów). Fragment 

chinolinowy f l  - najbardziej rozpowszechniony pośród badanej puli związków - 

posiada wartość parametru B, która plasuje go na piątym miejscu w hierarchii 

dwunastu badanych zbiorów pod względem bioaktywnej skuteczności. Zbiór związków 

posiadających fragment molekularny f i l  nie tworzy przestrzeni bioaktywnej

i równocześnie jest to najmniej liczebny zbiór (zgodnie z danymi z bazy PubChem).
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Rysunek 4.5 Przestrzeń bioaktywności fragmentu mono- i diazanaftalenowego. Parametr B 
oraz I zdefiniowano poprzez Równanie 4.2 oraz Równanie 4.3. Średnica kół 
odzwierciedla liczebność poszczególnych dwunastu zbiorów związków 
chemicznych posiadających jeden z fragmentów molekularnych f l  - fl2 jako 
element podstruktury. Diagram sporządzono na podstawie danych uzyskanych 
metodą eksploracji bazy PubChem Compound. Dane na dzień 27 maja 2010.

Baza PubChem jest dynamicznie rozwijana oraz systematycznie aktualizowana o nowe 

dane. Ciągły wzrost zdeponowanych w bazie struktur chemicznych oraz 

ewidencjonowanych informacji odnośnie badań i danych dotyczących aktywności 

biologicznej w sposób oczywisty przekłada się na wartość parametrów B oraz I. 

W związku z tym analizę przeprowadzano cyklicznie w okresie dwunastu miesięcy. 

Dzięki temu zarejestrowano zmiany wartości parametrów B oraz I, jakie następowały 

wraz z bieżącą aktualizacją bazy. W poniższym rozdziale zamieszczono opis dotyczący 

tej części badań (Rozdział 4.2.3).

4.2.3 ANALIZA DANYCH DOTYCZĄCYCH FRAGMENTU  AZANAFTALENOWEGO 

EW IDENCJONOW ANYC H  W  BAZIE PU B C H EM  COM PO UND W  FUNKCJI  

CZASU

Przeprowadzono dwunastomiesięczną obserwację zmienności danych 

zewidencjonowanych w bazie PubChem Compound. W  okresie rocznej analizy
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zaobserwowano swoistą ewolucję poszczególnych zbiorów związków 

azanaftalenowych, posiadających jeden z fragmentów molekularnych f l- f l2  jako 

element podstruktury. Wzrost liczby struktur chemicznych zdeponowanych w bazie 

PubChem oraz informacji odnośnie badań biologicznych przekładał się na wyliczaną 

wartość wskaźnika bioaktywności B (Równanie 4.2), przy czym zmiana ta następowała 

w różnym stopniu dla poszczególnych fragmentów f l -12. Rysunek 4.6 ilustruje zmiany 

w liczebności każdego ze zbiorów w okresie rocznego monitoringu. Wysokość słupków 

wskazuje procentowy przyrost liczebności danego zbioru po sześciomiesięcznym 

okresie analizy (etap I) i następnie po kolejnych sześciu miesiącach (etap 2). Dla 

każdego z dwunastu badanych zbiorów wyliczono całkowity przyrost populacji 

związków W (Rysunek 4.6a) oraz przyrost zbioru związków przetestowanych T

i aktywnych A (odpowiednio Rysunek 4.6b oraz Rysunek 4.6c).
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Rysunek 4.6 Przyrost populacji badanych zbiorów. Diagram sporządzono na podstawie 
danych uzyskanych metodą eksploracji bazy PubChem Compound. Dane 
przedstawiono w dwóch seriach: po sześciomiesięcznym okresie analizy (etap 
I) i następnie po kolejnych sześciu miesiącach (etap 2). W określa populację 
związków posiadających jeden z fragmentów molekularnych fl - fl2 jako 
element podstruktury, natomiast T oraz A wskazują zbiory związków 
testowanych i aktywnych wyodrębnione w każdym z dwunastu badanych 
zbiorów W.

Rysunek 4.6 ilustruje zmienność liczebności dla poszczególnych zbiorów posiadających 

fragment f l  -12 jako podstrukturę, natomiast Tabela 4.3 przedstawia zestawienie 

uzyskanych wartości w postaci szeregów przedziałowych. Spośród wszystkich 

badanych zbiorów w największym stopniu powiększył się zbiór pochodnych

2,6-naftyrydyny (Rysunek 4.6a, f il ) ,  drugim w kolejności pod względem liczebnej 

ekspansji jest zbiór pochodnych 2,3-naftyrydyny (Rysunek 4.6a, f6). Po okresie 

dwunastu miesięcy liczebność tych zbiorów wzrosła odpowiednio o 23,45% i 21,34%. 

Liczba związków przebadanych biologicznie (T) w obrębie zbioru f i l  (Rysunek 4.6b) 

wzrosła w tym czasie o 90,91%. W zbiorze f6 liczba nowych przetestowanych struktur 

stanowiła 39,06% względem początkowego stanu. Stosunkowo większym 

zainteresowaniem pod względem liczby testowań cieszyły się związki oparte na trzonie 

molekularnym flO i fl2. Liczba związków przetestowanych w obrębie tych dwóch 

zbiorów wzrosła odpowiednio o 51,87% oraz 46,31% względem stanu początkowego. 

Ekspansja zbiorów związków aktywnych (A) sięgnęła wartości 100% dla związków 

posiadających motyw strukturalny o indeksie f i l .  Jednak zbiór ten jako jedyny spośród 

dwunastu badanych pierwotnie nie posiadał związków aktywnych i stuprocentowy



przyrost w tym przypadku oznacza pojawienie się zaledwie dwu związków 

posiadających aktywność biologiczną. Drugim w kolejności pod względem liczebnej 

ekspansji związków aktywnych jest zbiór f6. Podzbiór A dla tego motywu 

strukturalnego zwiększył swoją liczebność o 38,75%. Wartość ta odpowiada liczbie 

174 nowych związków o potwierdzonej bioaktywności. Dane statystyczne dotyczące 

zmian liczebności zbiorów W, T oraz A wskazują, że największy wzrost danych 

odnotowano dla zbioru związków testowanych T - średnio o 41% (Tabela 4.3). 

Wartości odchylenia standardowego wyliczone dla wzrostu liczebności dwunastu 

zbiorów Iloraz wyodrębnionych pośród każdego z nich podzbiorów Toraz A wskazują, 

że największe zróżnicowanie w wielkości wzrostu w zależności od rozpatrywanego 

fragmentu f l  -12 występuje dla związków aktywnych (A). Dane liczbowe sugerują 

więc, iż bioaktywna skuteczność związków azanaftalenów wykazuje silne preferencje 

w zależności od topologii rozpatrywanego fragmentu.

Tabela 4.3 Statystyka ewolucyjnych preferencji związków azanaftalenowych.

Wzrost Zbiór W' Zbiór T Zbiór A
liczebności
zbioru
poniżej 20% fl - f5, f7 - flO, fl2 fl, f3 - f5, f7 - f8, flO, fl2
od 20% do 39% f6, f i l fl-9 f2, f6, f9
od 40% do 59% flO, fl2
od 60% do 79%
od 80% do 100% f i l f i l

Statystyka
X 13% 41% 24%
a 6% 17% 25%

Mdn 11% 36% 19%

Opisana powyżej zmienność danych ewidencjonowanych w bazie PubChem Compound 

miała swoje przełożenie na zmianę wartości wyliczanego wskaźnika bioaktywności B 

(Równanie 4.2) fragmentu. Rysunek 4.7 przedstawia wykres zmian wartości parametru 

B, jakie nastąpiły w okresie rocznej analizy. Wartości wyliczono dla każdego z dwunastu 

zbiorów związków chemicznych posiadających jeden z fragmentów molekularnych 

f l  -12 jako element podstruktury. Wzrost parametru B zaobserwowano tylko dla 

fragmentu o topologii oznaczonej indeksem f i l .  Dla pozostałych jedenastu 

fragmentów nastąpił spadek wartości omawianego wskaźnika. Zmiany nastąpiły



głównie w pierwszym etapie analizy (po okresie sześciu miesięcy). W  drugim etapie (po 

kolejnych sześciu miesiącach) wartości wyliczanego wskaźnika zmieniły się 

w nieznacznym stopniu. Największy spadek wartości parametru B odnotowano dla 

fragmentu 2,7-naftyrydyny oznaczonego indeksem fl2. Dla fragmentu 1,5-naftyrydyny 

(f7) spadek wartości omawianego wskaźnika był tylko nieznacznie mniejszy. Dla 

pozostałych dziewięciu badanych zbiorów związków spadek wartości parametru B był 

już zdecydowanie mniejszy.
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Rysunek 4.7 Zmiana wartości parametru B w czasie. Diagram sporządzono na podstawie 
danych uzyskanych metodą eksploracji bazy PubChem Compound. Dane 
przedstawiono w trzech seriach kolejno na dzień 27 maja 2010, 6 listopada 
2010 oraz 6 maja 2011.

Pełny obraz zmienności przestrzeni bioaktywności azanaftalenów uzyskano zestawiając 

zmiany parametru B w odniesieniu do wskaźnika szacującego stopień zainteresowania I 

(Równanie 4.3) daną grupą związków chemicznych. Rysunek 4.8 przedstawia wykres 

zmian wartości parametrów B oraz I, jakie nastąpiły w okresie rocznej analizy. 

Uzyskana swoista trajektoria punktów diagramu wskazuje, że zmiany parametrów dla 

poszczególnych zbiorów związków chemicznych posiadających jeden z fragmentów 

molekularnych f l  - 12 jako element podstruktury następowały w bardzo różnym 

stopniu. Na przykład trajektoria wyznaczona dla fragmentu f7 jest znacznie bardziej 

„stroma" niż trajektoria fragmentu fl2, czy f6. Co oznacza, iż dla fragmentu f7
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'06/05/2011



nastąpiła znacznie większa zmiana wartości parametru B względem zmiany wartości 

parametru I w stosunku do wymienionych fragmentów fl2 i f6. Innymi słowy - 

bioaktywna skuteczność dla fragmentu f7 uległa znacznemu obniżeniu mimo 

stosunkowej niewielkiego wzrostu liczby danych odnośnie nowych testowań tej grupy 

związków. Wartość parametru B dla fragmentu molekularnego fl2  uległa 

największemu spadkowi spośród badanych zbiorów związków, jednak trajektoria zmian 

wyznaczona dla tego fragmentu nie jest bardzo stroma. Efekt ten jest rezultatem 

sporego wzrostu liczby danych odnośnie testowań związków posiadających 

ugrupowanie fl2  jako podstrukturę. Najmniejsza zmiana wartości parametru B 

w okresie rocznej analizy nastąpiła dla fragmentu f6.
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Rysunek 4.8 Trajektoria zmian wartości parametrów B oraz I w czasie. Diagram sporządzono 
na podstawie danych uzyskanych metodą eksploracji bazy PubChem 
Compound. Dane przedstawiono w trzech seriach kolejno na dzień 
27 maja 2010, 6 listopada 2010 oraz 6 maja 2011.

Rysunek 4.9 stanowi zestawienie wyników uzyskanych w trakcie analizy danych, 

dotyczących fragmentu azanaftalenowego ewidencjonowanych w eksplorowanej bazie 

w okresie rocznego monitoringu. Słupki wykresu nie wskazują bezwzględnych zmian 

wartości parametrów B oraz I, ale przedstawiają proporcje pomiędzy wielkością zmiany 

obydwu wskaźników w obrębie każdego z dwunastu badanych zbiorów. Największy 

spadek wartości parametru B nastąpił dla fragmentu fl2 i f7. Przy czym dla pierwszego
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motywu strukturalnego fakt ten związany jest ze stosunkowo dużym wzrostem danych 

odnośnie testowań. Z kolei dla fragmentu f7 wykonano stosunkowo mało nowych 

oznaczeń biologicznych, a te które wykonano nie przyniosły potwierdzenia aktywności 

- stąd wysoki spadek wskaźnika B przy stosunkowo niskim stopniu eksploracji 

podprzestrzeni chemicznej.
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Rysunek 4.9 Zestawienie wyników uzyskanych w okresie rocznego monitoringu danych, 
dotyczących fragmentu azanaftalenowego, ewidencjonowanych w bazie 
PubChem Compound.

Zmiany następujące w obrębie każdego z dwunastu badanych zbiorów są 

obserwowane wskutek wzrostu liczby danych zewidencjonowanych w bazie. Jednak 

analiza porównawcza tych zmian dla poszczególnych zbiorów wskazuje niezmienność 

zaobserwowanych trendów i tendencji w czasie. Fragment 1,5-naftyrydyny zachowuje 

najwyższą wartość wskaźnika bioaktywnej skuteczności B w całym okresie rocznej 

analizy. Preferencje tworzenia przestrzeni bioaktywności fragmentu azanaftalenowego 

są wyraźnie zróżnicowane w zależności od topologii rozpatrywanego fragmentu. 

Preferencje te pozostały niezmienne w okresie rocznej analizy danych dotyczących 

badanego fragmentu.



4.2.4 UPRZYWILEJOWANA ARCHITEKTURA PODSTAWIEŃ AZANAFTALENÓW

Studium bioaktywnej* skuteczności przeprowadzono, formułując zapytanie nie tylko 

w oparciu o sam trzon molekularny f l  -12, ale także analizowano uprzywilejowanie 

architektury podstawień dwunastu azanaftalenowych motywów.

W  tym celu przeprowadzono eksplorację bazy PubChem Compound, wyszukując 

związki zawierające jako podstrukturę fragment molekularny o topologii określonej 

indeksem porządkowym kolejno od f l  do fl2  (struktury fragmentów przedstawia 

Rysunek 4.1) podstawiony jednym bądź dwoma heteroatomami. Istnieje 56 możliwych 

kombinacji podstawień dwunastu fragmentów tylko w jednym miejscu oraz 

156 kombinacji podstawień równocześnie w dwóch miejscach. W  ten sposób 

wydzielono 205 zbiorów zdeponowanych w bazie struktur chemicznych 

(56 monopodstawionych oraz 149 dipodstawionych zbiorów azanaftalenów; 7 spośród 

156 możliwych kombinacji dipodstawień nie posiadały rekordów w bazie). Następnie 

w obrębie każdego z zestawów cząsteczek obliczono wskaźnik bioaktywności - 

parametr B (Równanie 4.2) oraz wskaźnik I szacujący stopień „zainteresowania" daną 

strukturą w chemii medycznej (Równanie 4.3). Rysunek 4.10 przedstawia uzyskane 

wyniki dla azanaftalenów podstawionych jednym (Rysunek 4.10a) bądź dwoma 

(Rysunek 4.10b) heteroatomami. Topologia niektórych podstawień jest mało 

rozpowszechniona w populacji badanych związków - co ilustrują koła o małej średnicy. 

Z reguły zbiory o niskiej liczebności rozkładają się na obrzeżach wykresu, przyjmując 

wartości graniczne parametru B równe O i 100. Są to zbiory, w których przetestowano 

zaledwie kilka związków chemicznych nie uzyskując potwierdzenia bioaktywności dla 

żadnego z nich (wartość O parametru B) bądź uzyskując dla wszystkich wskazanie 

aktywności biologicznej. Rysunek 4.11 przedstawia architekturę podstawień dla której 

uzyskano najwyższe wartości parametru B. Przy czym wyboru dokonano tylko spośród 

zbiorów, dla których liczba związków przetestowanych wynosiła co najmniej 50. 

Natomiast Rysunek 4.12 ilustruje rozkład wyliczonych wartości parametru B dla 

fragmentu chinolinowego f l  w zależności od zdefiniowanej ornamentacji trzonu 

molekularnego.
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Rysunek 4.10 Przestrzeń bioaktywności fragmentu mono- i diazanaftalenowego 
podstawionego jednym (a) i dwoma (b) heteroatomami. Parametr B oraz I 
zdefiniowano poprzez Równanie 4.2 oraz Równanie 4.3. Średnica kół 
odzwierciedla liczebność poszczególnych zbiorów struktur chemicznych. 
Diagram sporządzono na podstawie danych uzyskanych metodą eksploracji 
bazy PubChem Compound. Dane na dzień 5 listopada 2010.



f7-Q-a; 0,87 f7-Q-b; 0,64

f8-QQ-a; 0,89 fl2-QQ-l; 0,58

Rysunek 4.11 Uprzywilejowana architektura podstawień fragmentu azanaftalenowego.
Górny rząd przedstawia trzy topologie monopodstawień, natomiast dolny rząd 
ilustruje trzy kompozycje dipodstawień, dla których uzyskano najwyższe 
wartości parametru B. Q oznacza dowolny heteroatom, a podane pod 
strukturami liczby oznaczają indeks fragmentu oraz wyliczoną wartość 
parametru B.

fl-Q-b; 0,24 fl-Q-e; 0,24

fl-Q-g; 0,21 fl-Q-a; 0,18 fl-Q-f; 0,16

Rysunek 4.12 Przestrzeń bioaktywności fragmentu chinolinowego fl w zależności od 
architektury podstawienia trzonu molekularnego. Q oznacza dowolny 
heteroatom, a podane pod strukturami liczby oznaczają indeks fragmentu oraz 
wyliczoną wartość parametru B.

Rysunek 4.13 przedstawia charakterystykę poszczególnych architektur podstawienia 

azanaftalenów jednym (Rysunek 4.13a) bądź dwoma heteroatomami (Rysunek 4.13b) 

uzyskaną metodą eksploracji bazy PubChem Compound. Słupki wykresu przedstawiają 

proporcje pomiędzy liczebnością zbiorów W, T, A w zależności od ornamentacji trzonu



molekularnego. Pośród 56 różnych kompozycji monopodstawień (Rysunek 4.13a) oraz 

149 kompozycji dipodstawień (Rysunek 4.13b) można wskazać fragmenty molekularne, 

dla których liczebność zbioru związków aktywnych A jest stosunkowo duża względem 

liczebności całego zbioru W. Są to motywy strukturalne, dla których wartości 

parametru B były najwyższe - topologię tych ugrupowań przedstawia Rysunek 4.11. 

W opozycji do nich można wskazać takie architektury podstawień trzonu 

azanaftalenowego, dla których liczebność zbioru związków aktywnych A jest względnie 

niewielka pomimo dużej liczebności całkowitej populacji W  i podzbioru związków 

testowanych T, na przykład fragment molekularny f9-Q-f, czy fl2-Q-c (Rysunek 4.13a) 

oraz f9-QQ-a (Rysunek 4.13b).
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4.2.5 BADANIE WSKAŹNIKÓW DOSTĘPNOŚCI SYNTETYCZNEJ

Dostępność syntetyczna jest jednym z kluczowych wskaźników wstępnej priorytetyzacji 

związków w procesie projektowania leków. Wskazanym jest wykluczenie z badanego 

zbioru takich struktur chemicznych, których synteza będzie w znacznym stopniu 

utrudniona, bądź też niewykonalna w warunkach laboratoryjnych czy przemysłowych. 

Istnieje koncepcyjna różnica pomiędzy pojęciem wykonalności syntezy (ang. synthetic 

feasibility, SF), a dostępnością syntetyczną (ang. synthetic accessibility, SA) [150]. 

Pierwsze z określeń używane jest w celu weryfikacji praktycznych możliwości 

zsyntezowania związku chemicznego, natomiast drugie definiuje stopień trudności 

przeprowadzenia syntezy. Innymi słowy wykonalność syntezy oznacza, iż jej 

przeprowadzenie jest praktycznie możliwe w określonych warunkach reakcji, 

natomiast dostępność syntetyczna jest metryką szacującą stopień skomplikowania 

syntezy.

Istnieją dwie możliwe strategie badawcze oszacowania wskaźników SF oraz SA: 

ekspertyza wykonana przez doświadczonych chemików syntetyków [150-154] lub 

symulacje in silico w układach modelowych. Przy czym w przypadku dużych zbiorów 

związków jedyną możliwością oszacowania wskaźników jest zastosowanie metod 

obliczeniowych. W  tym celu zaproponowano wiele różnych algorytmów, które oparto 

na szacowaniu stopnia złożoności struktury chemicznej oraz badaniu elementów 

podstruktury [151], bądź bazujące na ścieżkach retrosyntetycznych rozłączeń. 

Przykładem tego typu rozwiązań są programy SPROUT/CAESA [155] czy też WODCA 

[156]. Intuicyjne szacowanie dostępności syntetycznej wykonane przez chemików 

również wymaga zastosowania statystycznych obliczeń w celu wyeliminowania 

zróżnicowania ocen wynikającego z indywidualnych doświadczeń [151].

[4 .2.5.1 DOSTĘPNOŚĆ SYNTETYCZNA AZANAFTALENÓW

W ramach badań własnych przeprowadzono analizę syntetycznych trendów 

podprzestrzeni chemicznej związków azanaftalenowych. Analiza danych masowych 

przechowywanych w chemicznych repozytoriach pozwala na ujawnienie relacji oraz



nowych, nieznanych wcześniej faktów. Informacja pozyskiwana tą metodą jest wolna 

od subiektywnych ocen i stanowi odzwierciedlenie obecnego stanu nauki w zakresie 

badanego zagadnienia. Niezależność od indywidualnych ocen jest szczególnie istotna 

w przypadku szacowania wskaźników dostępności syntetycznej.

Zdefiniowano dwa parametry: parametr SA (Równanie 4.4) oraz P (Równanie 4.5). 

Pierwszy z nich wylicza stosunek liczby reakcji chemicznych, w których rozważany 

motyw strukturalny występuje jako produkt reakcji (p) do całkowitej liczebności 

badanej podprzestrzeni chemicznej (s). Natomiast drugi z parametrów odnosi liczbę 

reakcji chemicznych (przeliczanych jako rekordy, a nie typy reakcji), w których 

rozważany motyw strukturalny występuje jako produkt (p) do liczby reakcji 

chemicznych, w których to samo ugrupowanie występuje jako substrat (i). 

W odniesieniu do koncepcji ewolucji chemicznej sieci wzajemnych połączeń, którą 

omówiono w części literaturowej pracy w Rozdziale 3.4.2.1, zdefiniowane parametry 

SA oraz P pozwalają na oszacowanie „popularności" wybranej grupy związków 

w chemii organicznej [23,55]. Wyliczane wartości parametrów SA oraz P są 

odzwierciedleniem preferencji cząsteczek chemicznych do tworzenia nowych połączeń.

*p - liczba opisanych reakcji chemicznych, w których rozważany związek 
występuje jako produkt; s  - liczba struktur chemicznych badanej 
podprzestrzeni chemicznej oraz r -  liczba opisanych reakcji chemicznych, w 
których rozważany związek występuje jako substrat.

W oparciu o zdefiniowane parametry przeprowadzono analizę syntetycznych trendów 

w obrębie dwunastu zbiorów związków organicznych zawierających fragment mono- 

lub diazanaftalenowy jako podstrukturę. Przeprowadzono eksplorację bazy Beilstein, 

wyszukując związki zawierające jako podstrukturę fragment molekularny o topologii 

określonej indeksem kolejno od f l  do fl2  (motywy strukturalne przedstawia 

Rysunek 4.1 w Rozdziale 4.2.1). Następnie w obrębie każdego z dwunastu zestawów 

cząsteczek obliczono parametr SA (Równanie 4.4) oraz parametr P (Równanie 4.5).

Równanie 4.4

pparam P = — r Równanie 4.5



Tabela 4.4 podaje zestawienie wyników uzyskanych metodą eksploracji bazy Beilstein, 

a Rysunek 4.14 przedstawia zestawienie wyliczonych wartości wskaźników dostępności 

syntetycznej dla związków azanaftalenowych.

Tabela 4.4 Wskaźniki dostępności syntetycznej związków azanaftalenowych.

Fragment Liczba rekordów w bazie* param_SAb param_Pc
molekularny struktura (s) substrat (t) produkt (p)
fl 185470 190242 316593 1,71 1,66
f2 32137 33174 56637 1,76 1,71
f3 3909 3017 6551 1,68 2,17
f4 18331 17481 36905 2,01 2,11
f5 32399 26650 55269 1,71 2,07
f6 4393 5026 6961 1,58 1,38
f7 1176 1035 2204 1,87 2,13
f8 1640 1479 3413 2,08 2,31
f9 695 483 1260 1,81 2,61
flO 4694 6167 9596 2,04 1,56
f i l 198 98 3741 1,89 3,82
fl2 827 479 2057 I 2,49 4,29

Statystyka
X 1,89 2,32
a 0,23 0,85

Mdn 1,84 2,12
a Dane uzyskano metodą eksploracji bazy Beilstein stosując zapytanie o podstrukturę.

Dane na dzień 4 kwietnia 2010.
b Parametr SA zdefiniowano poprzez Równanie 4.4.
C Parametr P zdefiniowano poprzez Równanie 4.5.

Wartości parametrów SA oraz P wyliczone dla poszczególnych fragmentów 

molekularnych f l- f l2  wykazują znaczne zróżnicowanie (Tabela 4.4 oraz 

Rysunek 4.14). Najwyższą wartość omawianych parametrów posiada fragment 

oznaczony indeksem fl2. Fragment chinolinowy f l  - najbardziej rozpowszechniony 

pośród badanej puli związków - posiada wartość parametru SA, która plasuje go na 

dziesiątym miejscu w hierarchii dwunastu badanych zbiorów pod względem wartości 

omawianego parametru.
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Rysunek 4.14 Zestawienie wartości wskaźników dostępności syntetycznej związków 
azanaftalenowych. Parametr SA oraz P zdefiniowano odpowiednio poprzez 
Równanie 4.4 oraz Równanie 4.5. Dane uzyskano metodą eksploracji bazy 
Beilstein stosując zapytanie o podstrukturę. Dane na dzień 4 kwietnia 2010.

Rysunek 4.14 ujawnił wpływ liczebności zbioru s, posiadającego jeden z fragmentów 

molekularnych f l  - fl2 jako element podstruktury, na wartości parametrów SA oraz P. 

Im wyższe wartości s tym niższe wartości przyjmują parametry SA i P, co oznacza, że 

dla rzadkich fragmentów f i l  i fl2  obserwujemy najwyższe wartości SA oraz P. 

Intuicyjnie nie wydaje się, by parametry SA i P opisywać mogły w prosty sposób 

dostępność syntetyczną badanych zbiorów związków. Być może lepszymi miarami 

dostępności są bezwzględne wartości s, rlub p. Porównanie danych zebranych w tabeli 

powyżej (Tabela 4.4) wskazuje, że im większa liczebność zbioru s, a więc większa liczba 

znanych i opisanych związków chemicznych, tym też większa liczba opisanych z ich 

udziałem reakcji. Fakt ten jest zrozumiały, w świetle pracy chemika, którego plan 

realizacji syntetycznych ścieżek jest uzależniony od praktycznych możliwości pracy 

laboratoryjnej z wybraną grupą związków. Prawidłowości te schematycznie 

przedstawia Rysunek 4.15, na którym uszeregowano zbiory s, r  oraz p dla 

poszczególnych dwunastu fragmentów azanaftalenowych uwzględniając ich liczebność. 

Uporządkowanie zbiorów s, r  oraz p w postaci trzech zestawionych równolegle 

rankingów, pozwala w obrazowy sposób przedstawić opisywane zależności.
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Rysunek 4.15 Ranking uwzględniający liczebność zbiorów s, r  oraz p dla poszczególnych 
fragmentów azanaftalneowych.

Równie dobrymi miarami dostępności - jak bezwzględne wartości s, Hub/7- mogą też 

stanowić tożsame z nimi wartości ułamków. Rysunek 4.16 przedstawia zestawienie 

wyliczonych wartości wskaźników dostępności syntetycznej dla związków 

azanaftalenowych wyliczonych zgodnie z poniższymi równaniami.

1 2  - -1
paramSA. = p t I V  S i I Równanie 4.6', = Pi

1 2  ' -1
param_P, = pt I /  Ti I Równanie 4.7

*p -  liczba opisanych reakcji chemicznych, w których rozważany związek 
występuje jako produkt; s -  liczba struktur chemicznych badanej 
podprzestrzeni chemicznej oraz r  -  liczba opisanych reakcji chemicznych, 
w których rozważany związek występuje jako substrat.
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Rysunek 4.16 Zestawienie wartości wskaźników dostępności syntetycznej związków 
azanaftalenowych. Parametr SA, oraz P1 zdefiniowano odpowiednio poprzez 
Równanie 4.6 oraz Równanie 4.7. Dane uzyskano metodą eksploracji bazy 
Beilstein stosując zapytanie o podstrukturę. Dane na dzień 4 kwietnia 2010.

Przeprowadzono analizę preferencyjności architektury podstawień trzonu 

molekularnego f l  oraz f2. Wyniki uzyskano metodą eksploracji bazy Reaxys, formułując 

zapytanie o reakcję podstawienia pierścienia monoazanaftalenowego f l  i f2 w jednej, 

wskazanej pozycji. Rysunek 4.17 przedstawia konstrukcję zapytania strukturalnego do 

bazy. Składnię zapytania zdefiniowano w taki sposób, że dozwolony jest tylko jeden, 

wskazany punkt podstawienia - bez możliwości podstawień przy pozostałych atomach 

pierścienia azanaftalenowego. Przeszukiwanie bazy Reaxys wykonano wielokrotnie, 

każdorazowo badając tylko jedno z wszystkich możliwych miejsce podstawienia 

chinoliny i izochinoliny. W kolejnym kroku, pulę znalezionych reakcji filtrowano w celu 

wyodrębnienia rekcji tworzenia wiązania C-C.



substrat produkt

Hf
CMU
E
(U

-C
U

.SiU
fOO)W.
0 O) 
‘c
OJ
1  
Q  
OJ 

N J

UiU
.2Enj
N IOT
1
2 
C(UMv_O£•MOJ
'u
(TJ<D

Rysunek 4.17 Konstrukcja zapytania strukturalnego do bazy. R oznacza dowolny podstawnik.
Zapytanie strukturalne o reakcję chemiczną stosowano w trybie dopasowania 
dokładnego. Wyniki nie obejmują reakcji, w których udział biorą związki 
chemiczne, zawierające wskazane motywy strukturalne jako podstruktury.



Analiza uzyskanych wyników dostarcza ciekawych obserwacji na temat preferencji 

tworzenia dowolnego wiązania oraz wiązania C-C w obrębie dwóch badanych 

motywów strukturalnych. Tabela 4.5 podaje zestawienie wyników uzyskanych metodą 

eksploracji bazy Reaxys. W  zależności od zdefiniowania miejsca podstawienia 

fragmentu molekularnego f l  i f2, liczba znalezionych w bazie reakcji znacznie się różni, 

wskazując kierunkowe preferencje tworzenia podstawień dla motywu strukturalnego 

chinoliny i izochinoliny, co przedstawia Rysunek 4.18. Preferencje tworzenia wiązania 

C-C są silniej widoczne w przypadku fragmentu molekularnego f2 niż dla motywu 

strukturalnego f l  - co wskazują wyliczone wartości odchylenia standardowego (Tabela 

4.5). Najwięcej reakcji podstawień fragmentu chinolinowego f l  oraz izochinolinowego 

f2, znaleziono w przypadku podstawienia w pozycji 2 (dla chinoliny) oraz w pozycji I  

dla izochinoliny. W  odniesieniu do koncepcji ewolucji chemicznej sieci wzajemnych 

połączeń, którą omówiono w części literaturowej rozprawy w Rozdziale 3.4.2.1, można 

zasugerować, iż związki posiadające tę architekturę mogą stanowić preferowane węzły 

(molekuły) chemicznej sieci połączeń, gdyż preferencyjność tworzenia nowych 

połączeń jest dla nich znacznie wyższa od pozostałych badanych miejsc podstawień 

fragmentu monoazanaftalenowego.

Tabela 4.5 Uprzywilejowana architektura związków monoazanaftalenowych.

Indeks atomu Liczba reakcjib
pierścienia3

dowolne wiązanie wiązanie C-C
dowolne
wiązanie wiązanie C-C

chinolina (fl) izochinolina (f2)
I - - I 135
2 172 4 - -
3 26 O 5 2
4 73

!
3 40 3

5 ' 28 3 43...... ..... - ...  -....... 2
6 14 0 ... _ 0 O
7 7 I O O
8 63 4 10 O

Statystyka
X 54,71 2,14 33,29 2,43
a 52,96 1,64 44,79 3,29

Suma reakcji 383 _______ 15________ 233 17
a Sposób indeksowania atomów przedstawia Rysunek 4.17. 
b Dane na dzień 30 października 2012.
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Rysunek 4.18 Kierunkowe preferencje tworzenia dowolnego wiązania (a) oraz wiązania C-C 
(b) dla motywu strukturalnego chinoliny i izochinoliny. Dane uzyskano metodą 
eksploracji bazy Reaxys. Dane na dzień 30 października 2012.

Odkryte kierunkowe preferencje tworzenia wiązania C-C, niewątpliwie związane 

z dostępnością syntetyczną wybranych struktur, mogą być również wynikiem 

szczególnego zainteresowania wybranymi grupami związków wśród chemików 

(Rysunek 4.19).



100000

Rysunek 4.19 Liczba opublikowanych artykułów traktujących o związkach azanaftalenowych 
z uwzględnieniem podziału na dwanaście zbiorów struktur chemicznych 
posiadających jeden z fragmentów molekularnych f l - fl2 jako element 
podstruktury. Diagram sporządzono na podstawie danych uzyskanych metodą 
eksploracji bazy Beilstein. Dane na dzień 14 maja 2010.

j  4.2.5.2 ODKRYWANIE WIEDZY UKRYTEJ W CHEMICZNYCH BAZACH DANYCH

Analiza baz danych pod względem liczby rekordów opisujących rekcje syntezy mono- 

i diazanaftalenów prowadzi do dalszych ciekawych obserwacji. Eksploracja danych 

bibliograficznych zgromadzonych w bazie Beilstein ujawniła następujące po sobie 

okresy wzmożonego i zmniejszonego zainteresowania syntetycznego wśród każdej 

z dwunastu badanych populacji struktur chemicznych zawierających odpowiednio 

fragment molekularny o topologii określonej numerem porządkowym od f l  do fl2. 

Zjawisko to widoczne jest w postaci swoistego falującego profilu charakteryzującego 

częstość publikacji poświęconych związkom azanaftalenowym na przestrzeni ostatnich 

osiemdziesięciu dziewięciu lat. Rysunek 4.20 przedstawia odkryty efekt „falowania" na 

przykładzie trzech zbiorów związków zawierających odpowiednio fragment fl, f5 oraz 

f2. Spośród przebadanych dwunastu grup, powyższe trzy charakteryzowała najwyższa 

liczba rekordów.
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Rysunek 4.20 Tendencje i trendy syntezy organicznej na przestrzeni ostatnich 
osiemdziesięciu dziewięciu lat (1820-2009). Fluktuacje w liczbie pozycji 
literaturowych widoczne na diagramach w postaci swoistego falującego profilu 
przedstawiono dla trzech wybranych populacji struktur chemicznych 
zawierających odpowiednio fragment molekularny o topologii określonej 
indeksem porządkowym fl (a), f5 (b) oraz f2 (c). Dane uzyskano metodą 
eksploracji bazy Beilstein. Odnośniki literaturowe referują do opisanych reakcji 
syntez związków zawierających jako podstrukturę rozważane fragmenty 
molekularne. Dane na dzień 14 maja 2010.

Liczba publikacji poświęconych pochodnym chinoliny osiągnęła wartość maksymalną 

w roku 2008 (Rysunek 4.20a). Pozostaje kwestią do rozstrzygnięcia które czynniki 

i w jakim stopniu wpływają na okresowy wzrost zainteresowań wybraną grupą 

związków. Jedną z przyczyn może być znany z chemii medycznej wpływ strategii 

„me-too". Pojawiająca się praca rodzi zainteresowanie, które po jakimiś czasie osiąga 

maksimum, by z kolei w etapie „znużenia" maleć do wartości minimum lokalnego. 

Analizy tego typu niewątpliwie nie tylko pozwalają na odkrywanie wiedzy ukrytej 

w informacji gromadzonej i przechowywanej w bazach danych, ale ujawniają kierunki, 

w których ewoluuje chemia organiczna.



4.3 FRAGMENTACJA DEKREMENTACYJNA LEKÓW AKTYWNYCH WZGLĘDEM  
ENZYMU INTEGRAZY W IRUSA  HIV

Dekrementacja (łac. decrementum - ubywanie, ubytek) z definicji oznacza instrukcję 

zmniejszająca o jeden wartość zmiennej podanej jako argument i jest działaniem 

odwrotnym do inkrementacji.

4.3.1 ALGORYTM PROCEDURY FRAGMENTACJI DEKREMENTACYJNEJ

Fragmentacja dekrementacyjna cząsteczek leków stosowanych w terapii przeciw HIV, 

polegała na wydzielaniu fragmentów molekularnych poprzez stopniowe zmniejszanie 

wyjściowej struktury chemicznej o jeden atom. Jedynie układy cykliczne odłączane były 

w całości, bez rozrywania tworzących je wiązań. Po każdym odcięciu jednostki 

strukturalnej, przeprowadzano przeszukiwanie bazy ChemDB HIV, Opportunistic 

Infection and Tuberculosis Therapeutics Database (ChemDB HIV/OI/TB) w oparciu

o podstrukturę zminimalizowanego fragmentu molekularnego. Opis repozytorium 

sporządzono w Rozdziale 3.4.1.3. Stosując odpowiednią składnię zapytania 

strukturalnego, połączonego z filtrami zapytań tekstowych, badano statystykę 

rozpowszechnienia danego fragmentu wśród zdeponowanych w bazie związków

0 potencjalnym zastosowaniu w terapii HIV/AIDS.

W  ten sposób wykonano wiele podziałów dekrementacyjnych struktury raltegrawiru

1 elwitegrawiru, uzyskując swoiste „ścieżki rozłączeń" w zależności od kierunku 

przeprowadzania instrukcji redukującej. Wyboru leków dokonano w oparciu

o mechanizm stymulacji farmakologicznej, wybierając środki terapeutyczne należący 

do klasy inhibitorów IN. Produkty lecznicze zarejestrowane w terapii HIV/AIDS opisano 

w Rozdziale 3.7.1.

Algorytm tworzenia ścieżek rozłączeń w protokole fragmentacji dekrementacyjnej oraz 

sposób indeksowania wyodrębnianych fragmentów molekularnych przedstawia 

Rysunek 4.21. Składnię zapytań kierowanych do bazy oraz dane liczbowe uzyskane dla 

poszczególnych ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej zebrano w trzech tabelach



części eksperymentalnej niniejszej rozprawy (Tabela 6.5, Tabela 6.6 oraz Tabela 6.7 

w Rozdziale 6.2). Poniżej przedstawiono omówienie uzyskanych wyników.

OH O

NH

N '  'O  
\
N ;

:\

fragmentacja
dekrementacyjna

OH O

cV ^ nh

W
raltegrawir ralt A

ralt ABCDEFGHUKLMNOP ralt ABCDEFGHIJKLM

OH

NH

ralt ABC

Rysunek 4.21 Algorytm tworzenia ścieżek rozłączeń w procedurze fragmentacji 
dekrementacyjnej oraz sposób indeksowania fragmentów molekularnych na 
przykładzie cząsteczki raltegrawiru.



4.3.2 TOPOLOGIA LEKOTYPII FRAGMENTÓW MOLEKULARNYCH 

WYDZIELONYCH W  STRUKTURZE CZĄSTECZKI RALTEGRAWIRU

Przeprowadzono podziały dekrementacyjne cząsteczki raltegrawiru (ralt) oraz 

uogólnionej reprezentacji jej struktury, w której w miejscu atomu azotu, tlenu i fluoru 

dopuszczono wystąpienie dowolnego heteroatomu. Uogólnioną reprezentację 

struktury cząsteczki raltegrawiru oznaczono jako ralt-Q. Rysunek 4.22 przedstawia 

sposób kodowania wiązań, umożliwiający sekwencyjny zapis kierunku 

przeprowadzanej ścieżki rozłączeń.

W  wyniku przeprowadzonych operacji opisano pięć ścieżek fragmentacji 

dekrementacyjnej cząsteczki raltegrawiru oraz dwie ścieżki rozłączeń struktury ralt-Q. 

W  ten sposób wydzielono 70 fragmentów molekularnych dla struktury ralt oraz 

32 fragmenty dla reprezentacji ralt-Q (Tabela 6.5 oraz Tabela 6.6 w Rozdziale 6.2). 

Po usunięciu duplikatów, pula fragmentów uzyskanych dla struktury ralt została 

zredukowana do 62 unikatowych motywów strukturalnych. Fragmenty pogrupowano 

w zależności od rozmiaru. Jako kryterium wielkości fragmentu przyjęto liczbę atomów 

wchodzących w jego skład, przy czym nie uwzględniano atomów wodoru. Histogram 

przedstawiony na rysunku poniżej ilustruje liczebność fragmentów w poszczególnych 

grupach. Do efektywnego zarządzania informacją chemiczną w powstałej bibliotece 

fragmentów molekularnych wykorzystano aplikację InstantJChem grupy ChemAxon.



\

ralt ralt-Q

Rysunek 4.22 Sposób indeksowania wiązań w procedurze fragmentacji dekrementacyjnej dla 
cząsteczki raltegrawiru. Struktura ralt-Q jest uogólnioną reprezentacją 
struktury cząsteczki raltegrawiru (ralt), w której w miejscu atomu azotu, tlenu 
i fluoru dopuszczono wystąpienie dowolnego heteroatomu (symbol Q).
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Rysunek 4.23 Liczebność fragmentów molekularnych wyodrębnionych na drodze 
fragmentacji dekrementacyjnej cząsteczki raltegrawiru (ralt) w zależności od 
rozmiaru wydzielonego elementu podstruktury. Wielkość fragmentu 
molekularnego odpowiada liczbie atomów wchodzących w jego skład 
(bez uwzględnienia atomów wodoru).



Analiza uzyskanych wyników dostarczyła wielu ciekawych obserwacji. Statystyka 

rozpowszechnienia wydzielonych fragmentów molekularnych wskazuje wyraźne 

zróżnicowanie w częstotliwości występowania wyodrębnionych fragmentów 

molekularnych w populacji związków posiadających adnotację w kierunku zastosowań 

w terapii przeciw HIV. Rysunek 4.24 ilustruje znalezione zależności.

wielkość fragmentu [liczba atomów]

Rysunek 4.24 Populacja fragmentów molekularnych wyodrębnionych na drodze fragmentacji 
dekrementacyjnej cząsteczki raltegrawiru (ralt) w zależności od rozmiaru 
wydzielonego elementu podstruktury. Wielkość fragmentu molekularnego 
odpowiada liczbie atomów wchodzących w jego skład (bez uwzględnienia 
atomów wodoru). Liczba słupków dla poszczególnej kategorii związanej 
z wielkością fragmentu odpowiada liczbie wyodrębnionych elementów 
podstruktury o danej wielkości, np. wyodrębniono pięć różnych fragmentów 
molekularnych posiadających siedem atomów w strukturze, natomiast 
wyodrębniono tylko jeden fragment molekularny posiadający szesnaście 
atomów w strukturze. Wyniki uzyskano metodą eksploracji bazy ChemDB 
HIV/OI/TB.

Rysunek 4.25 przedstawia najmniejsze (od sześciu do dziesięciu atomów w strukturze) 

wyodrębnione fragmenty wraz ze wskazaniem stopnia ich rozpowszechnienia jako 

elementów podstruktur związków zdeponowanych w bazie ChemDB HIV/OI/TB.
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Rysunek 4.25 Struktury najmniejszych (od sześciu do dziesięciu atomów w strukturze) 
wyodrębnionych fragmentów molekularnych. Podano stopień 
rozpowszechnienia danego motywu jako elementu podstruktury związków 
zdeponowanych w bazie ChemDB HIV/OI/TB i posiadających adnotacje na 
temat zastosowania w terapii przeciw HIV.

Porównanie liczby rekordów uzyskanych po każdym kroku wykonania instrukcji 

redukującej, dla dwóch różnych ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej, pozwala



wskazać ugrupowania, które są swoiste dla raltegrawiru i nie występują jako 

podstruktury wśród związków zdeponowanych w bazie oraz takie, które z dużą 

częstotliwością występują w populacji związków posiadających adnotację w kierunku 

zastosowań w terapii przeciw HIV. Porównanie wyników uzyskanych dla dwóch 

różnych ścieżek fragmentacji przedstawiono na poniższym schemacie.
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Rysunek 4.26 Porównanie dwóch ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej cząsteczki 
raltegrawiru. Przedstawiono liczbę rekordów uzyskanych w bazie po każdym 
kroku przeprowadzenia instrukcji redukującej. Wyniki uzyskano metodą 
eksploracji bazy ChemDB HIV/OI/TB dla struktury ralt oraz struktury ralt-Q. 
Dane na dzień 19 grudnia 2010.



Fragmenty o indeksach ralt_A, ralt-Q_A oraz ralt_R kolejno aż do ralt_RPONMLKJI, 

a także ralt-Q^R kolejno aż do ralt-Q_RPONMLKJI) są swoiste dla raltegrawiru i nie 

występują jako podstruktury wśród związków zdeponowanych w bazie 

ChemDB HIV/OI/TB. Dwa spośród wymienionych motywów strukturalnych - fragmenty

o indeksach ralt_RPONMLKJI, a także ralt-Q_RPONMLKJI - stanowią najmniejsze, 

swoiste elementy strukturalne cząsteczki rozważanego leku. Kolejny krok instrukcji 

redukującej tworzy fragmenty o indeksach ralt_RPONMLKJIH oraz 

ralt-Q^RPONMLKJIH, których struktury z niską częstotliwością występują już jako 

elementy podstruktur związków skatalogowanych w eksplorowanej bazie. 

Rysunek 4.27 przedstawia struktury omawianych fragmentów molekularnych.

ralt_RPONMLKJI ralt_RPONMLKJIH ralt-Q_RPONMLKJI ralt-Q_RPONMLKJIH

Rysunek 4.27 Swoiste elementy strukturalne cząsteczki raltegrawiru. Linią przerywaną
zaznaczono najmniejszy wyodrębniony fragment, który obecny jest tylko 
i wyłącznie w strukturze rozważanego leku i nie występuje jako element 
podstruktury innych związków zdeponowanych w bazie ChemDB HIV/OI/TB. 
Fragmenty o indeksach ralt_RPONMLKJIH oraz ralt-Q^RPONMLKJIH z niską 
częstotliwością występują jako elementy podstruktur związków 
skatalogowanych w bazie.

Analiza siedmiu ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej (Tabela 6.5 oraz Tabela 6.6 

w Rozdziale 6.2) pozwala na uogólnienie powyższych obserwacji i wskazanie 

w strukturze raltegrawiru dwóch obszarów, dla których wyodrębniane elementy 

podstruktury cechuje większa lub mniejsza swoistość. Zaobserwowaną zależność 

przedstawia Rysunek 4.28.
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Rysunek 4.28 Obszary specyficzności strukturalnej cząsteczki raltegrawiru.

4.3.3 TOPOLOGIA LEKOTYPII FRAGMENTÓW MOLEKULARNYCH 

WYDZIELONYCH W  STRUKTURZE CZĄSTECZKI ELW ITEGRAW IRU

Przeprowadzono podziały dekrementacyjne cząsteczki elwitegrawiru (elwit). 

Rysunek 4.22 przedstawia sposób kodowania wiązań, umożliwiający sekwencyjny zapis 

kierunku przeprowadzanej ścieżki rozłączeń.

W  wyniku przeprowadzonych operacji opisano sześć ścieżek fragmentacji 

dekrementacyjnej cząsteczki elwitegrawiru. W  ten sposób wydzielono 88 fragmentów 

molekularnych dla struktury elwit (Tabela 6.7 w Rozdziale 6.2). Po usunięciu 

duplikatów, pula fragmentów została zredukowana do 68 unikatowych motywów 

strukturalnych. Fragmenty pogrupowano w zależności od rozmiaru. Jako kryterium 

wielkości fragmentu przyjęto liczbę atomów wchodzących w jego skład, przy czym nie 

uwzględniano atomów wodoru. Histogram przedstawiony na rysunku poniżej ilustruje 

liczebność fragmentów w poszczególnych grupach (Rysunek 4.30). Natomiast Rysunek 

4.31 przedstawia statystykę rozpowszechnienia wydzielonych fragmentów 

molekularnych w populacji związków posiadających adnotację w kierunku zastosowań



w terapii przeciw HIV. Do efektywnego zarządzania informacją chemiczną w powstałej 

bibliotece fragmentów molekularnych wykorzystano aplikację Instant JChem grupy 

ChemAxon.

Rysunek 4.29 Sposób indeksowania wiązań w procedurze fragmentacji dekrementacyjnej dla 
cząsteczki elwitegrawiru.
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Rysunek 4.30 Liczebność fragmentów molekularnych wyodrębnionych na drodze 
fragmentacji dekrementacyjnej cząsteczki elwitegrawiru (elwit) w zależności od 
rozmiaru wydzielonego elementu podstruktury. Wielkość fragmentu 
molekularnego odpowiada liczbie atomów wchodzących w jego skład 
(bez uwzględnienia atomów wodoru).



Statystyka rozpowszechnienia fragmentów molekularnych, wydzielonych w strukturze 

cząsteczki elwitegrawiru, wskazuje wyraźne zróżnicowanie w częstotliwości 

występowania poszczególnych fragmentów jako elementów podstruktury w populacji 

związków posiadających adnotację w kierunku zastosowań w terapii przeciw HIV. 

Rysunek 4.31 ilustruje znalezione zależności.
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Rysunek 4.31 Populacja fragmentów molekularnych wyodrębnionych na drodze fragmentacji 
dekrementacyjnej cząsteczki elwitegrawiru (elwit) w zależności od rozmiaru 
wydzielonego elementu podstruktury. Wielkość fragmentu molekularnego 
odpowiada liczbie atomów wchodzących w jego skład (bez uwzględnienia 
atomów wodoru). Liczba słupków dla poszczególnej kategorii związanej 
z wielkością fragmentu odpowiada liczbie wyodrębnionych elementów 
podstruktury o danej wielkości, np. wyodrębniono pięć różnych fragmentów 
molekularnych posiadających dziewiętnaście atomów w strukturze, natomiast 
wyodrębniono tylko jeden fragment molekularny posiadający sześć atomów 
w strukturze. Wyniki uzyskano metodą eksploracji bazy ChemDB HIV/OI/TB.

Rysunek 4.32 przedstawia najmniejsze (od sześciu do piętnastu atomów w strukturze) 

wyodrębnione fragmenty wraz ze wskazaniem stopnia ich rozpowszechnienia jako 

elementów podstruktur związków zdeponowanych w bazie ChemDB HIV/OI/TB.
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Rysunek 4.32 Struktury najmniejszych (od sześciu do piętnastu atomów w strukturze) 
wyodrębnionych fragmentów molekularnych. Podano stopień 
rozpowszechnienia danego motywu jako elementu podstruktury związków 
zdeponowanych w bazie ChemDB HIV/OI/TB i posiadających adnotacje na 
temat zastosowania w terapii przeciw HIV.



Porównanie liczby rekordów uzyskanych po każdym kroku wykonania instrukcji 

redukującej, dla dwóch różnych ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej, w przypadku 

cząsteczki raltegrawiru, pozwoliło wskazać ugrupowania, które są swoiste dla struktury 

tego leku i nie występują jako podstruktury wśród związków zdeponowanych w bazie 

(Rysunek 4.26 i Rysunek 4.27 w Rozdziale 4.3.2). Analiza porównawcza sześciu ścieżek 

fragmentacji dekrementacyjnej cząsteczki elwitegrawiru wskazuje, że w strukturze 

tego leku nie występują ugrupowania swoiste, a każdy wyodrębniony fragment 

molekularny występuje z pewną częstotliwością jako element podstruktury związków 

zdeponowanych w bazie ChemDB HIV/OI/TB. Porównanie wyników uzyskanych dla 

dwóch różnych ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej cząsteczki elwitegrawiru 

przedstawia Rysunek 4.33.
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Rysunek 4.33 Porównanie dwóch ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej cząsteczki 
elwitegrawiru. Przedstawiono liczbę rekordów uzyskanych w bazie po każdym 
kroku przeprowadzenia instrukcji redukującej. Wyniki uzyskano metodą 
eksploracji bazy ChemDB HIV/OI/TB dla struktury elwit. Dane na dzień 
19 grudnia 2010.

Analiza sześciu ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej (Tabela 6.7 w Rozdziale 6.2) 

pozwala na uogólnienie powyższych obserwacji i wskazanie w strukturze elwitegrawiru 

dwóch obszarów, dla których wyodrębniane fragmenty molekularne cechuje większy



bądź też mniejszy stopień rozpowszechnienia jako elementów podstruktury 

w populacji związków posiadających adnotację w kierunku zastosowań w terapii 

przeciw HIV. Zaobserwowaną zależność przedstawia Rysunek 4.34. Jednak w strukturze 

cząsteczki elwitegrawiru (przeciwnie niż w przypadku raltegrawiru) nie występują 

ugrupowania swoiste, a każdy wyodrębniony fragment molekularny występuje 

z pewną częstotliwością jako element podstruktury związków zdeponowanych 

w eksplorowanej bazie.

wzrost 
specv ficzności 

StrLktury

fragmenty o cuzym 
rozpowszechnieniu 
w populacji leków przeciw 
HIV

OH

elwitegrawir

Rysunek 4.34 Obszary specyficzności strukturalnej cząsteczki elwitegrawiru.

Algorytm procedury fragmentacji dekrementacyjnej pozwala badać stopień 

rozpowszechnienia danego fragmentu w odpowiednio zdefiniowanej przestrzeni 

chemicznej. Tego typu badanie umożliwia przeprowadzenie analizy topologicznej 

badanej grupy związków w szerokim aspekcie problemów polifarmakologii leków. 

Analiza ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej pozwala na wskazanie w strukturze 

badanej cząsteczki obszarów, dla których wyodrębniane elementy podstruktury 

cechuje większa lub mniejsza swoistość. Identyfikowane w ten sposób fragmenty mogą 

stanowić punkt wyjściowy w procesie projektowaniu nowych związków biologicznie 

aktywnych.

Procedury dekrementacyjnego podziału struktury chemicznej innego typu 

(ang. fragmental topology-activity landscapes, FRAGTAL) oraz ich wykorzystanie we 

fragonomice leków przeciw HIV opisano w załączonej publikacji:



• Załącznik 2a

BakA., MagdziarzT., KurczykA., SerafinK., PoIanskiJ.; Probing a Chemical 

Space for Fragmental Topology-Activity Landscapes (FRAGTAL): Application for 

Diketo Acid and Catechol HIV Integrase Inhibitor Offspring Fragments., Comb. 

Chem. High Throughput Screen., 2013,16(4), 274-287.



4.4 OPRACOWANIE I WERYFIKACJA PROTOKOŁU W IRTUALNEGO SKRININGU 
INHIBITORÓW  ENZYMU INTEGRAZY W IRUSA H IV- I7

Zakażenie wirusem HIV stanowi główny obszar terapeutyczny przeprowadzonych 

badań. Badania w szczególności obejmowały inhibitory enzymu integrazy (IN) wirusa 

HIV-1. Wykonano różnicowanie zbiorów związków aktywnych i nieaktywnych 

względem wirusa HIV w kontekście uprzywilejowanych fragmentów molekularnych. 

W  oparciu o metody bazujące na teorii informacji opracowano badawczą 

(obliczeniową) strategię umożliwiającą wskazanie fragmentów molekularnych, które 

z dużym prawdopodobieństwem mogą stanowić uprzywilejowane motywy 

strukturalne (PS) badanej przestrzeni farmakologicznej. Wyliczane wskaźniki PS 

w połączeniu z metodami uczenia maszynowego (ML) posłużyły do opracowania 

protokołu wirtualnego skrinigu (VS) inhibitorów IN.

Efektywność opracowanej metodyki VS zweryfikowano w układzie rzeczywistym. 

Nowe, potencjalne inhibiory IN wirusa HIV-I wyłonione na drodze VS, zakupiono

i skierowano do wykonania testów biologicznych in vitro w celu weryfikacji 

prognozowanej bioaktywności tych struktur.8 Wykonano oznaczenie cytotoksyczności

i aktywności przeciw HIV preparatów w hodowlach komórek ustalonej linii CEM-T4 

inokulowanej laboratoryjnym izolatem wirusa HIV-1. Wyniki oznaczeń biologicznych 

potwierdzają efektywność skonstruowanego protokołu VS. Dwa preparaty wykazały 

istotną aktywność antywirusową, jednak towarzysząca im cytotoksyczność powoduje 

konieczność optymalizacji ich struktur chemicznych w celu poprawienia profilu 

farmakokinetycznego. Związki te mogą więc stanowić struktury wiodące w dalszych 

badaniach nad poszukiwaniem nowych leków aktywnych względem wirusa HIV.

Rozdziały od 4.4.1 do 4.4.6 zawierają opis badań i czynności związanych 

z projektowaniem i tworzeniem poszczególnych modułów protokołu VS. Opis

7 Projekt badawczy opracowania protokołu wirtualnego skriningu inhibitorów enzymu integrazy wirusa 
HIV-I powstał we współpracy z zespołem badawczym Zakładu Chemii Leków Instytutu Farmakologii 
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. W  szczególności pragnę podziękować Panu mgr Dawidowi 
Warszyckiemu - pracownikowi Zakładu Chemii Leków Instytutu Farmakologii PAN - za zaangażowanie 
i współpracę w realizacji poszczególnych etapów obliczeń. Część analiz wykonano z wykorzystaniem 
skryptów własnych Zakładu Chemii Leków IF PAN.
8 Badania biologiczne przeprowadzono w Samodzielnej Pracowni Wirusologii Narodowego Instytutu 
Leków w Warszawie pod kierownictwem Pana dr Andrzeja Piasek.



Rozdziały od 4.4.1 do 4.4.6 zawierają opis badań i czynności związanych 

z projektowaniem i tworzeniem poszczególnych modułów protokołu VS. Opis 

konstrukcji pełnego protokołu VS zamieszczono w Rozdziale 4.4.7, natomiast jego 

praktyczne zastosowanie w skriningu baz komercyjnie dostępnych związków w celu 

poszukiwania nowych inhibitorów IN zamieszczono w Rozdziale 4.4.8. Rozdział 4.4.9 

zawiera wyniki testów biologicznych nowych, potencjalnych inhibiorów IN wyłonionych 

z wykorzystaniem opracowanego protokołu VS.

4.4.1 BIBLIOTEKA INHIBITORÓW ENZYMU INTEGRAZY W IRUSA HIV-I

Wykonano eksplorację bazy danych chemicznych ChEMBL 

(https://www.ebi.ac.uk/chembl/. wersja 12) [47,48] w wyniku której wyekstrahowano 

1140 struktur posiadających udokumentowaną aktywność w kierunku hamowania 

enzymu IN wirusa HIV-1. Struktury wyłoniono, stosując zapytanie tekstowe w oparciu

o pełną nazwę celu molekularnego zgodnie z nomenklaturą stosowaną w bazie: 

„Human immunodeficiency virus type I  integrase". Zaimportowane dane (struktury 

chemiczne, wartości wybranych deskryptorów molekularnych oraz adnotacje na temat 

aktywności farmakologicznej wraz z referencjami literaturowymi) zapisano na dysku 

lokalnym i uporządkowano. Sprawdzono poprawność chemiczną zaimportowanych 

struktur (aplikacja Standardizer grupy ChemAxon) oraz usunięto duplikaty (funkcja 

Overlap Analysis aplikacji Instant JChem). W  ten sposób utworzono bibliotekę 

inhibitorów IN wirusa HIV-1. Do efektywnego zarządzania informacją chemiczną 

w powstałej bibliotece związków wykorzystano aplikację Instant JChem grupy 

ChemAxon.

4.4.2 KOMPOZYCJA I KONSTRUKCJA ZBIORÓW UCZĄCYCH

Ze względu na stopień aktywności (wartość parametru IC50) związki wyjściowej 

biblioteki podzielono na podzbiory oraz określono umowne zakresy wartości 

parametru IC50, dla których zdefiniowano „aktywność" bądź „nieaktywność" 

w kierunku hamowania IN. Rysunek 4.35 przedstawia sposób definiowania

https://www.ebi.ac.uk/chembl/


poszczególnych zbiorów związków aktywnych i nieaktywnych w zależności od 

przyjętego zakresu wartości parametru IC50. W  ten sposób wyodrębniono dwa zbiory 

związków aktywnych: bardzo aktywne (act_A: IC50 £ 100 nM) i słabo aktywne (act_B: 

IC50̂  IOOOnM).

k-.i związki nieaktywne (dec) związki aktywne (act)

Rysunek 4.35 Schemat podziału biblioteki inhibitorów IN na zbiory związków 
aktywnych/nieaktywnych w zależności od zdefiniowanych zakresów wartości 
parametru IC50.

Związki aktywne (act_A oraz act_B) zestawiono z nieaktywnymi, przy czym 

nieaktywność definiowano na trzy różne sposoby:

1. pierwszą grupę stanowiły związki, których brak inhibicji enzymu IN stwierdzono 

eksperymentalnie, a dla uzyskanych wyników istnieją odnośniki literaturowe 

(ang. decoys, dec); zdefiniowano trzy zbiory związków nieaktywnych: (i) zbiór 

dec_A, (ii) zbiór dec_B oraz (iii) zbiór dec_C (sposób definiowania 

poszczególnych zbiorów związków aktywnych/nieaktywnych w zależności od 

przyjętego zakresu wartości parametru IC50 przedstawia Rysunek 4.35);

2. drugą grupę stanowiła populacja leków o kierunkach aktywności 

farmakologicznej innych niż hamowanie IN (ang. assumed inactives, ass inact); 

dane uzyskano metodą eksploracji bazy Drugstore

(1111 [ -■ ̂ : / ,' Vv w w .cb i.jC .u k /ch em b ld b /d ru K s tu re );

3. trzecia grupa związków nieaktywnych wybierana była w oparciu o algorytm 

DUD (ang. directory of useful decoys, DUD) [157]. Opis metody pozwalającej na



konstrukcję zbioru związków nieaktywnych z wykorzystaniem algorytmu DUD, 

zawarto w Rozdziale 5.2.

Zbiory związków aktywnych (act_A oraz act_B) zestawiano z nieaktywnymi, stosując 

różne kombinacje połączeń ze względu na zdefiniowany rodzaj nieaktywności (definicje 

nieaktywności opisane trzema punktami w pierwszym akapicie rozdziału) oraz ustalono 

różny stosunek liczebności związków aktywnych i nieaktywnych. W  ten sposób 

utworzono trzynaście zbiorów o różnej kompozycji związków aktywnych

i nieaktywnych w kierunku hamowania IN. Kompozycje zbiorów przedstawia 

Tabela 4.6.

Tabela 4.6 Kompozycja zbiorów.

Indeks Związki aktywne Związki nieaktywne Stosunek
zbioru aktywne: nieaktywne
I act_A I dec_A ~1:13
Il act_B dec_B ~1:3
NI act_A I dec_C -1:15,5
IV act_B I dec_A ~1:4
V act_A DUD 1:9
Vl act A I DUD 1:36
Vll act_B DUD 1:9
Vlll act_B I DUD 1:36
IX act_A I leki (ass inact) 1:9
X act_A I leki (ass inact) 1:5
Xl act_B leki (ass inact) 1:5
Xll act_A I leki (ass inact) 1:1
Xlll act_B I leki (ass inact) 1:1

Dla każdego z trzynastu skomponowanych zbiorów wydzielono dwa rozłączne zbiory: 

zbiór uczący i testowy. Liczebność zbioru uczącego ustalono jako 1/3 liczebności zbioru 

wyjściowego. Pozostała część utworzyła zbiór testowy. Przy czym zbiór uczący 

wybierano dla każdego z trzynastu zbiorów wyjściowych na cztery różne sposoby:

1. wybór losowy;

2. zbiór o maksymalnej różnorodności;

3. zbiór reprezentatywny;

4. zbiór tworzony metodą LSCO (ang. leave several clusters out).



W  celu utworzenia zbioru reprezentatywnego oraz tworzonego metodą LSCO 

wykonano hierarchiczne klastrowanie strukturalne przy użyciu deskryptora 

daktyloskopowego Molprint2D [158,159] oraz metryki Tanimoto (Tc). Przykłady 

związków wybierane z poszczególnych klastrów posłużyły do utworzenia 

reprezentatywnego zbioru uczącego. W  metodzie LSCO tworzono zbiór uczący poprzez 

usuwanie jednorazowo kilku klastrów i pozostawienie związków należących tylko do 

kilku wybranych - sąsiadujących - klastrów. Miejsce odcięcia wybierano czterokrotnie, 

dlatego w metodzie LSCO dla każdej kompozycji zbioru wyjściowego oznaczonego 

indeksem od I do Xlll utworzono po cztery różne zbiory uczące. W  celu rozróżnienia 

poszczególnych zbiorów, dodano określenie „alfa", „beta", „gamma", „delta". 

W  dalszym opisie stosowano notację zawierającą indeks zbioru wyjściowego wraz ze 

wskazaniem na jeden z czterech punktów odcięcia, na przykład „zbiór I alfa", 

„zbiór III beta", „zbiór Vll gamma", „zbiór Xlll delta" itd. W  metodzie LSCO konieczne 

było odwrócenie ustalonego powyżej stosunku liczebności zbioru uczącego do 

testowego, dlatego liczebność zbioru uczącego ustalono jako 2/3 liczebności zbioru 

wyjściowego. Pozostała część utworzyła zbiór testowy. Czynności związane 

z konstrukcją zbiorów uczących i testowych wykonano z wykorzystaniem programu 

Canvas pakietu Schródinger.

4.4.3 REPREZENTACJA NUMERYCZNA CZĄSTECZEK CHEMICZNYCH

Jako deskryptor reprezentujący struktury chemiczne wybrano deskryptor 

daktyloskopowy Klekoty-Rotha (KIekFP) [160], Deskryptor ten składa się z 4860 bitów, 

gdzie każde pole koduje obecność/brak odpowiedniego fragmentu molekularnego 

w strukturze rozpatrywanej cząsteczki. Schemat deskryptora daktyloskopowego KIekFP 

przedstawia Rysunek 4.36. Wyboru deskryptora reprezentującego badane cząsteczki 

inhibitorów IN dokonano ze względu na fakt, iż fragmenty molekularne jakie koduje 

deskryptor KIekFP opisano jako elementy podstruktur, które są istotne dla 

bioaktywności związków chemicznych [160].

Autorzy badań [160] wykonali skrining chemicznych baz danych pod kątem aktywności 

względem dwudziestu czterech różnych kierunków stymulacji farmakologicznej.



Związek uznawano za aktywny jeżeli dawał pozytywny wynik w przynajmniej jednym 

z dwudziestu czterech wybranych oznaczeń biologicznych. W  kolejnym kroku każdy 

związek, który został wskazany jako aktywny, poddano fragmentacji. Zastosowano 

sześć różnych algorytmów fragmentacji, między innymi protokół RECAP [HO]. 

W  ostatnim etapie utworzono bibliotekę wygenerowanych fragmentów i spośród 

wszystkich wybrano te, które powielały się przynajmniej pięciokrotnie - co oznacza, że 

wybrano fragmenty, które stanowiły elementy podstruktur przynajmniej pięciu 

związków aktywnych. W  ten sposób wyodrębniono 4860 unikatowych podstruktur, 

istotnych z punktu widzenia bioaktywności związków chemicznych.
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Rysunek 4.36 Deskryptor daktyloskowpowy Klekoty-Rotha (KIekFP) i przykłady fragmentów 
molekularnych, kodowanych w wybranych bitach.

Cząsteczki chemiczne wchodzące w skład poszczególnych zbiorów uczących

i testowych, których konstrukcję opisano w Rozdziale 4.4.2, przedstawiono 

w reprezentacji deskryptora daktyloskopowego KlekFP. Obliczenia wykonano 

z wykorzystaniem oprogramowania PaDEL-descriptor [161].



4.4.4 BADANIE EFEKTYWNOŚCI METOD UCZENIA MASZYNOWEGO I WYBÓR 

KLASYFIKATORA O NAJWYŻSZYCH PARAMETRACH PREDYKCJI

Wybrano siedem różnych metod uczenia maszynowego (ML), których skuteczność 

przetestowano na wszystkich utworzonych kompozycjach zbiorów, opisanych 

w Rozdziale 4.4.2. Wyboru metod dokonano ze względu na algorytm uczenia, tak aby 

badane klasyfikatory stanowiły reprezentantów wywodzących się z różnych grup ML. 

Tabela 4.7 zawiera wykaz metod wraz ze wskazaniem na algorytm uczenia i krótkim 

opisem poszczególnych grup. Obliczenia wykonano z wykorzystaniem oprogramowania 

WEKA Data Mining Software [162].

Tabela 4.7 Wykaz testowanych metod uczenia maszynowego (ML) wraz z krótką 
charakterystyką algorytmu.

Metoda ML3 Algorytm uczenia Rodzina metod Referencje
Naive Bayes 
(bayes)

naiwny klasyfikator 
Bayesa

Klasyfikatory probabilistyczne, oparte 
na twierdzeniu Bayesa, wiążącym 
prawdopodobieństwa warunkowe 
zdarzeń.

[163]

SMO
(functions);

algorytm minimalnej
optymalizacji
sekwencyjnej

Klasyfikator funkcyjny. [164-166]

IBk
(lazy);

metoda /r-najbliższych 
sąsiadów

Zbiór metod określanych jako „uczenie 
leniwe". Klasyfikacja następuje 
poprzez zapamiętanie wszystkich 
przykładów i przyrównanie nowych 
obiektów do najbardziej podobnych 
instancji zbioru uczącego.

[167]

Decorate
(meta);

meta-klasyfikator Rodzina metod, których algorytm 
pozwala na doskonalenie procesu 
uczenia poprzez ocenę działania 
powstającego modelu, wykonaną na 
zbiorze uczącym i następnie 
dokonaniu takich zmian, które 
pozwolą zwiększyć skuteczność 
klasyfikacji jeszcze przed 
zbudowaniem finalnego modelu.

[168,169]

Hyper Pipes 
(misc);

Hyper Pipes to bardzo 
prosty, szybki algorytm, 
pozwalający na 
efektywną klasyfikację 
nawet w przypadku 
bardzo dużej liczby 
atrybutów.

Klasyfikatory różnorodne. [170]



PART
(rules);

zbiór reguł decyzyjnych Reguły decyzyjne opisują związki 
między atrybutami warunkowymi, a 
atrybutem decyzyjnym z 
wykorzystaniem implikacji. Warunki 
wyrażone formułą logiczną pozwalają 
wskazać wartość atrybutu 
decyzyjnego.

[171]

Random
Forest
(trees)

las losowy Drzewa decyzyjne to graficzna metoda 
wspomagania procesu decyzyjnego. 
Klasyfikacja przy pomocy lasu odbywa 
się na zasadzie głosowania drzew - 
obserwacja zostanie zaliczona do 
najliczniej reprezentowanej klasy na 
podstawie analizy wyników 
uzyskanych od wszystkich drzew.

[172]

a Nomenklatura zgodnie ze specyfi 
[162],

<acją oprogramowania WEKA Data Mining Software

W  oparciu o siedem różnych metod ML (wymienionych w tabeli powyżej) oraz 

skonstruowane zbiory uczące/testowe (Rozdział 4.4.2) utworzono łącznie 

1950 klasyfikatorów binarnych. Schemat budowy klasyfikatora przedstawia 

Rysunek 4.37.

Do oceny efektywności procesu klasyfikacji wykorzystano trzy parametry: czułość, 

precyzję i parametr korelacyjny Matthewsa (MCC). Zestawienie wyników 

przedstawiono w postaci macierzy, w której wyliczone wartości poszczególnych 

parametrów zakodowano posługując się paletą kolorów. Kolor niebieski oznacza 

wartości niskie, kolor zielony i żółty wskazuje przechodzenie do obszarów

o wartościach coraz wyższych i kolor czerwony koduje najwyższe wartości parametrów. 

Wyniki zebrano i przedstawiono w dwóch panelach (Rysunek 4.38 oraz Rysunek 4.39).
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1. uczenie bayesowskie: naiwny klasyfikator Bayesa
2. klasyfikator funkcyjny: SMO
3. klasyfikacja z przykładów: IBk (k = I, 3,1,11)
4. meta-klasyfikator: Decorate
5. klasyfikator różnorodny: Hyper Pipes
6. zbiór reguł decyzyjnych: metoda PART
7. drzewa decyzyjne: las losowy

Rysunek 4.37 Schemat klasyfikatora.



Rysunek 4.38 
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W  celu wyodrębnienia najskuteczniejszego klasyfikatora utworzono ranking metod 

w oparciu o metrykę MCC (Tabela 4.8). MCC to uniwersalna metryka stosowana 

w ocenie klasyfikatorów binarnych, która rozpatruje zależności pomiędzy 

TP, FP  i N  (Równanie 5.4 w Rozdziale 5.3), a jej niewątpliwą zaletą jest stosowalność 

nawet w przypadku zbiorów o dużej dysproporcji klas. MCC przyjmuje wartości 

z przedziału od -I do I, gdzie I  oznacza bezbłędną predykcję, O predykcję nie lepszą niż 

losowa, a -I oznacza błędną predykcję. Policzono wartość średnią parametru MCC 

przez wszystkie trzynaście zbiorów w obrębie każdego z czterech różnych algorytmów 

wyboru zbioru uczącego. Wyniki wskazały klasyfikator funkcyjny SMO jako metodę

o największej efektywności procesu klasyfikacji badanej grupy związków. Tylko 

nieznacznie gorsze wyniki klasyfikacji uzyskuje się stosując klasyfikator IBk (dla k=l).

Tabela 4.8 Ranking metod ML w oparciu o metrykę MCC z rozróżnieniem na jeden 
z czterech algorytmów wyboru zbioru uczącego. Miejsce w rankingu oznaczone 
jako „ I "  wskazuje klasyfikator o najlepszych parametrach predykcji.

Metoda MLa Ranking
Zbiór Zbiór Zbiór Metoda

zróżnicowany losowy reprezentatywny LSCO
SMO I I I 2
IBk (dla k = I) 2 2 2 I
NaiveBayes 3 8 7 10
IBk (dla k = 3) 4 5 3 7
PART 5 4 6 9
Random Forest 6 3 4 4
IBk (diak = 7) 7 7 5 8
Decorate 8 9 8 6
Hyper Pipes 9 10 10 3
IBk (dla k = 11) 10

.
6 9 5

a Nomenklatura zgodnie ze specyfikacją oprogramowania WEKA Data Mining Software
[162],

4.4.5 BADANIE MOŻLIWOŚCI IM PLEM ENTACJI METODY MI-DSE 

W  OKREŚLANIU FRAGMENTÓW MOLEKULARNYCH RÓŻNICUJĄCYCH 

ZBIORY ZW IĄZKÓW  AKTYWNYCH I NIEAKTYWNYCH BIOLOGICZNIE

Parametr MI-DSE [173] umożliwia porównanie rozkładu wartości wybranego 

deskryptora molekularnego w dwóch różnych zbiorach cząsteczek. Parametr ten



przyjmuje wartości z przedziału od O do I. Wartość parametru równa I  charakteryzuje 

deskryptor idealnie dyskryminujący dwa rozważane zbiory związków chemicznych. 

Metoda ta - oparta na teorii informacji - jak dotychczas nie została praktycznie 

zaimplementowana w celu różnicowania zbiorów związków opisanych deskryptorami 

strukturalnymi.

Przetestowanie możliwości implementacji metody MI-DSE [173] w określaniu 

fragmentów molekularnych różnicujących zbiory związków aktywnych i nieaktywnych 

biologicznie wymagało obliczenia wartości wskaźnika MI-DSE dla poszczególnych 

strukturalnych deskryptorów fragmentarycznych badanej populacji inhibitorów IN 

wirusa HIV-1. Analizę wykonano w oparciu o numeryczną reprezentację cząsteczek 

chemicznych utworzoną z zastosowaniem deskryptora substrukturalnego KIekFP [160]. 

Deskryptor daktyloskopowy KIekFP omówiono w Rozdziale 4.4.3. Reprezentacje 

numeryczne wszystkich cząsteczek chemicznych tworzących badane zbiory 

wygenerowano w wykorzystaniem oprogramowania PaDEL-descriptor [161].

Parametr MI-DSE wyliczono dla każdego bitu tworzącego deskryptor daktyloskopowy 

KlekFP, aby następnie sprawdzić czy rozkład uzyskanych wartości pozwoli wskazać bity 

(fragmenty molekularne), które w znaczący sposób różnicują zbiory związków 

aktywnych i nieaktywnych. Analizę wykonano w obrębie każdej z trzynastu kompozycji 

zbiorów związków aktywnych i nieaktywnych. Kompozycje zbiorów przedstawia 

Tabela 4.6 w Rozdziale 4.4.2. Schemat postępowania ilustruje Rysunek 4.40.



Rysunek 4.40 Schemat obliczenia wartości wskaźnika MI-DSE dla poszczególnych bitów 
deskryptora daktyIoskopowego KIekFP w trzynastu wyodrębnionych zbiorach 
inhibitorów IN wirusa HIV-1.

Zbadano wpływ konstrukcji i kompozycji zestawień zbiorów związków aktywnych 

z nieaktywnymi na wyliczane wartości parametru MI-DSE. Uzyskane wyniki zebrano

i opisano w trzech grupach uwzględniających podział ze względu na przyjętą definicję 

nieaktywności. Pierwszą grupę obejmowały zbiory o indeksach I-IV (związki 

nieaktywne: dec), drugą grupę stanowiły zbiory o indeksach V-Vlll (związki nieaktywne: 

DUD), natomiast trzecia grupa to zbiory o indeksach IX-XIII (związki nieaktywne: 

ass inact). Interpretację uzyskanych wyników zestawiono w trzech poniższych 

punktach.

I. Pierwsza grupa (kompozycje zbiorów I-IV).

Wartości MI-DSE maleją, gdy granica ustalona na podstawie wartości 

parametru IC50 pomiędzy związkami aktywnymi, a nieaktywnymi przechodzi 

z nieostrej na ostrą. Jest to zrozumiałe, ponieważ przy ostrej granicy 

odróżnienie aktywnego związku od zdefiniowanego jako nieaktywny jest



szczególne trudne. Zaobserwowano ponadto, że na wartości MI-DSE zasadniczo 

nie wpływa stosunek liczby związków aktywnych do nieaktywnych.

2. Druga grupa (kompozycje zbiorów V-VIII).

Zwiększenie wartości MI-DSE obserwowane jest tylko dla wąskiego zakresu 

wartości parametru IC5o opisującego zbiór związków aktywnych oraz przy 

równoczesnym zwiększeniu liczby związków nieaktywnych (DUD). Zwiększenie 

zakresu związków aktywnych powoduje zmniejszenie skuteczności metody Ml- 

DSE nawet przy równoczesnym zwiększeniu liczby związków nieaktywnych 

(DUD). Obserwacja ta pozwala wyciągnąć wniosek, iż najaktywniejsze związki są 

tak unikalne, że wyróżniają się wśród związków zdefiniowanych jako 

nieaktywne, bez względu na liczebność populacji nieaktywnych.

3. Trzecia grupa (kompozycje zbiorów IX-XIII).

Najwyższe wartości MI-DSE uzyskujemy gdy liczebność związków 

zdefiniowanych jako nieaktywne jest możliwie duża. Metoda jest bardziej 

selektywna dla wąskiego zakresu wartości parametru IC50, opisującego zbiór 

związków aktywnych.

Analizę wyliczonych wartości parametru MI-DSE przeprowadzono dwukierunkowo. 

W  pierwszym aspekcie zbadano wpływ konstrukcji i kompozycji zbiorów na 

skuteczność metody MI-DSE w różnicowaniu zbiorów związków aktywnych

i nieaktywnych (opis powyżej). Aspekt druk zakładał próbę wskazania takich 

fragmentów molekularnych (zakodowanych w poszczególnych bitach deskryptora 

daktyloskopowego KlekFP), które z dużym prawdopodobieństwem mogą stanowić 

uprzywilejowane motywy strukturalne badanej populacji inhibitorów IN. Opis 

uzyskanych wyników przedstawiono w rozdziale poniżej.



4.4.6 PRÓBA WSKAZANIA NOWYCH UPRZYW ILEJOWANYCH MOTYWÓW  

STRUKTURALNYCH W  ZBIORZE INHIBITORÓW  ENZYMU INTEGRAZY 

W IRUSA  HIV-I

W  celu wyselekcjonowania potencjalnie uprzywilejowanych fragmentów 

molekularnych (ang. privileged structures, PS) wśród badanej populacji inhibitorów IN, 

wyliczone wartości parametru MI-DSE (Rozdział 4.4.5) przeanalizowano dla 

poszczególnych bitów tworzących deskryptor daktyloskopowy KlekFP.

Dla każdego zbioru związków (kompozycje zbiorów przedstawia Tabela 4.6 

w Rozdziale 4.4.2) uporządkowano bity deskryptora daktyloskopowego KlekFP według 

malejącej wartości wskaźnika MI-DSE. Dla każdej klasyfikacji wybrano dziesięć 

fragmentów o najwyższych wartościach MI-DSE. Tabela 4.9 przedstawia bit 

deskryptora KlekFP wraz z kodowaną strukturą fragmentu oraz liczbę określającą ile 

razy dany fragment molekularny pojawiał się w czołowej dziesiątce. Częstotliwość 

występowania fragmentu molekularnego uznano za wskaźnik uprzywilejowania 

(wskaźnik PS), a jego wartość wykorzystano w funkcji wagi w dalszych obliczeniach.

Tabela 4.9 Fragmenty molekularne wskazane metodą MI-DSE jako uprzywilejowane 
elementy podstruktury związków chemicznych stanowiących inhibitory IN 
wirusa HIV-1. Fragmenty molekularne przedstawiono wykorzystując notację 
liniowego zapisu struktur chemicznych - SMARTS.

Lp. Bit deskryptora Fragment molekularny Wartość wskaźnika
KlekFP [notacja SMARTS] uprzywilejowania PS

I KR590 [!#l][CH2]cl[cH][cH]c(F)[cH][cH]l 13
2 KR1798 [!#l]cl[cH][cH]c(F)[cH][cH]l 11
3 KR1148 [l#l][OH] 10
4 KR2949 [OH] 9
5 KR3548 Cclccc(F)ccl 9
6 KR4067 Fclcccccl 9
7 KR582 [!#l][CH2]cl[cH][cH]c([!#l])[cH][cH]l 8
8 KR2260 [!#1]F 7
9 KR4032 F 7
10 KR1634 [!#l]cl[cH][cH][cH]ncl[!#l] 6
11 KR297 [!#1][CH2][!#1] 5
12 KR669 [!#1][CH3] 3
13 KR1193 [!#1]C(=0)[!#1] 3
14 KR1418 [!#1]C(=0)C(=0)[!#1] 3
15 KR1642 [!#l]cl[cH][cH]c([!#l])[cH][cH]l 3
16 KR3025 C=O 3



17 KR3706 CCCCC 3
18 KR4472 O=CC=O 3
19 KRl [!#1][CH]([!#1])[!#1] 2

2 0 KR677 [!#1][NH][!#1] 2

2 1 KR1406 [!#1]C(=0)[0H] 2

2 2 KR2983 C(NCclcccccl)c2ccccc2 2

23 KR3750 CCN 2

24 KR4772 Oclcccncl 2

25 KR298 [!#1][CH2][CH]([!#1])[!#1] I
26 KR3943 CNclcccccl I
27 KR4080 N I
28 KR4763 0clccccclC=0 I
29 KR4770 OclccccclO I

Zastosowanie metody MI-DSE z odpowiednio skomponowanym zbiorem związków 

przedstawionych w postaci reprezentacji numerycznej przy użyciu deskryptora 

daktyloskopowego KlekFP, umożliwia wskazanie fragmentów molekularnych, które 

z dużym prawdopodobieństwem mogą stanowić uprzywilejowane motywy 

strukturalne (PS) badanej przestrzeni chemicznej. Wskazano dwadzieścia dziewięć 

fragmentów molekularnych, które mogą stanowić uprzywilejowane elementy 

strukturalne inhibitorów IN wirusa HIV-1. Ciekawostkę stanowi fakt, iż fragmenty 

molekularne wskazane jako uprzywilejowane, nałożone na strukturę raltegrawiru 

pokrywają go w znacznym stopniu, co przedstawia Rysunek 4.41. Fakt ten sugeruje, iż 

obecność tych fragmentów w strukturze cząsteczki, może mieć kluczowe znaczenie dla 

projektowania związków wykazujących hamowanie enzymu IN. Z dużym 

prawdopodobieństwem fragmenty te będą wpływały na uprzywilejowanie architektury 

cząsteczki w kierunku zastosowań w terapii przeciw HIV.
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Rysunek 4.41 Stopień pokrycia struktury raltegrawiru fragmentami wskazanymi metodą Ml- 
DSE jako uprzywilejowane dla inhibitorów IN wirusa HIV-1. Kolorem niebieskim 
zilustrowano wspólne motywy strukturalne cząsteczki leku i dwudziestu 
dziewięciu fragmentów molekularnych wskazanych metodą MI-DSE. Linią 
przerywaną zakreślono fragment o najwyższej wartości wskaźnika 
uprzywilejowania PS - bit KR590.

Przeprowadzono również analizę reguł decyzyjnych zbudowanych przez metodę PART. 

Systemy klasyfikujące oparte na regułach zawierają zwykle wiele - a czasami nawet 

tysiące - reguł decyzyjnych, z których każda może być oparta na innym zestawie 

atrybutów warunkowych. Rysunek 4.42 przedstawia fragment pliku tekstowego, 

zawierającego opis konstrukcji modelu metodą PART dla wybranej kompozycji zbioru 

uczącego. Przedstawiony fragment pliku zawiera zestawienie czterech reguł 

decyzyjnych utworzonych przez metodę PART na etapie uczenia modelu w oparciu

o zbiór treningowy, generowany z użyciem algorytmu zróżnicowania i o kompozycji 

określonej indeksem XII. Analiza reguł decyzyjnych zbudowanych przez trzydzieści 

dziewięć klasyfikatorów PART uczonych na trzynastu kompozycjach zbiorów 

z rozróżnieniem na trzy różne algorytmy generowania zbioru uczącego 

(reprezentatywny, zróżnicowany, losowy) dostarczyła ciekawych obserwacji. Reguły 

decyzyjne przypisujące aktywność związku (przynależność do klasy +1) w wielu 

przypadkach oparte były na atrybutach warunkowych, wskazujących obecność danego 

fragmentu molekularnego (att > O), który stanowił fragment wspólny z motywem



strukturalnym wskazanym przez metodę MI-DSE. Analiza zliczeń wszystkich wystąpień 

takich przypadków, wykonana w plikach wyjściowych klasyfikatorów PART wskazała 

osiem fragmentów molekularnych wspólnych z fragmentami molekularnymi 

wskazanymi metodą MI-DSE.

Set_X II_d iverse_ru lesPART
att_1148 > 0 AND
att_4826 <= 0 AND
att_1193 > 0 AND
att_17 <= 0 AND
att_3602 <= 0: +1 (50.0/3.0)
att_3534 <= 0 AND
att_3708 <=0: -I (52.0/3.0)
att_1566 <=0: +1 (4.0)
: -I (2.0)
Number of Rules : 4

Rysunek 4.42 Wycinek pliku tekstowego zawierającego opis konstrukcji klasyfikatora 
binarnego w oparciu o zbiór reguł tworzonych metodą PART. Kolorem 
niebieskim zaznaczono atrybuty warunkowe wskazujące obecność danego 
fragmentu molekularnego (att > O). Atrybuty te stanowią bity wspólne z bitami 
deskryptora daktyloskopowego KIekFP wskazanymi przez metodę MI-DSE.

4.4.7 KONSTRUKCJA I WERYFIKACJA PROTOKOŁU W IRTUALNEGO SKRINIGU 

INHIBITORÓW ENZYMU INTEGRAZY W IRUSA HIV-I

Wyliczone wskaźniki uprzywilejowania (Tabela 4.9 w Rozdziale 4.4.6) w połączeniu 

z metodami ML (wybór klasyfikatora opisano w Rozdziale 4.4.4) posłużyły do 

opracowania protokołu wirtualnego skrinigu (VS) inhibitorów IN wirusa HIV-1. Protokół 

obejmuje dwa moduły: (i) moduł PS wykorzystujący informacje na temat 

uprzywilejowania wybranych fragmentów molekularnych oraz (ii) moduł ML, w którym 

następuje klasyfikacja związków. Moduły mogą stanowić samodzielne jednostki służące 

priorytetyzacji (moduł PS) lub klasyfikacji (moduł ML) cząsteczek chemicznych. Możliwe 

jest także połączenie modułów w kaskadę, w której wyniki pierwszego etapu



(z wykorzystaniem modułu PS) przekazywane są do następującego po nim etapu 

klasyfikacji. Rysunek 4.43 przedstawia schemat opracowanego protokołu VS.

badany zbiór 
związków

moduł ML
i

moduł PS

moduł PS

Rysunek 4.43 Schemat opracowanego protokołu VS.

Skuteczność opracowanej procedury VS zweryfikowano wykonując skrining bazy MDL 

Drug Data Report (MDDR) Poniższy rozdział stanowi opis uzyskanych wyników.

[ 4.4.7.1 WERYFIKACJA SKUTECZNOŚCI OPRACOWANEGO PROTOKOŁU WIRTUALNEGO

I SKRININGU

W celu weryfikacji skuteczności opracowanego protokołu VS przeprowadzono skrining 

w irtua lny inh ib ito rów  IN wirusa HIV-I, których struktury wyekstrahowano z chemicznej 

bazy danych MDL Drug Data Report (MDDR). Baza ta dystrybuowana jest odpłatnie 

przez Accelrys w  porozumieniu z Thomson Reuters. Repozytorium zawiera informacje



strukturalne oraz adnotacje na tem at aktywności biologicznej i farmakologicznej 

cząsteczek organicznych. Wersja 2013 bazy obejmuje ponad 150 000 związków 

chemicznych. Dane zawarte w bazie pochodzą z publikacji naukowych, dokumentacji 

patentowej, a także materiałów konferencyjnych. Baza posiada własny system 

klasyfikacji związków pod względem zastosowań terapeutycznych i nie kataloguje 

wartości liczbowych charakteryzujących bioaktywność substancji.

Wykonano eksplorację bazy danych chemicznych MDL Drug Data Report (MDDR) 

w wyniku której wyekstrahowano 450 struktur posiadających udokumentowaną 

aktywność względem enzymu IN wirusa HIV-I. Struktury wyłoniono stosując zapytanie 

w oparciu o indeks celu molekularnego zgodnie z klasyfikacją stosowaną w bazie. 

Indeks badanego celu molekularnego w bazie MDDR to  „71527". Z wyekstrahowanego 

zbioru inhib itorów  IN wirusa HIV-I usunięto struktury wspólne z biblioteką wyjściową 

(biblioteka inhibitorów IN utworzona w wyniku eksploracji bazy ChEMBL, której 

konstrukcję opisano w Rozdziale 4.4.1), która służyła do konstrukcji trzynastu 

kompozycji zbiorów uczących (Rozdział 4.4.2) w trakcie opracowywania protokołu VS.

Utworzono zbiór testowy, który obejmował 450 inh ib itorów  IN wirusa HIV-I 

zestawionych z 16200 związkami nieaktywnymi, które wybrano z zastosowaniem 

algorytmu DUD [157]. Stosunek związków aktywnych do nieaktywnych wynosił 1:36. 

Zbiór ten wykorzystano w celu weryfikacji skuteczności opracowanego protokołu VS 

w trzech różnych konfiguracjach: (i) moduł ML zastosowany samodzielnie, (ii) m oduł PS 

zastosowany samodzielnie oraz (iii) kaskada połączonych modułów PS i ML. 

Rysunek 4.44 przedstawia schemat przeprowadzonej procedury weryfikującej 

skuteczność protokołu VS, natomiast w Rozdziałach 4.4.7.1.1 - 4.4.7.1.3 om ówiono 

uzyskane wyniki.
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Rysunek 4.44 Skrining wirtualny bazy danych MDL Drug Data Report (MDDR).

[ 4.4.7.1.1 KLASYFIKACJA INHIBITORÓW ENZYMU INTEGRAZY Z WYKORZYSTANIEM

I METOD UCZENIA MASZYNOWEGO -  MODUŁ ML

M oduł ML zbudowano w  oparciu o dwa najskuteczniejsze klasyfikatory. W ybór 

klasyfikatorów opisano w  Rozdziale 4.4.4. Zbiory uczące stanowiły zbiory cząsteczek

o kompozycji opisanej indeksem Vl oraz IX (kompozycje zbiorów przedstawia 

Tabela 4.6 w  Rozdziale 4.4.2) odpowiednio dla klasyfikatora SMO oraz IBk. Wyboru 

zbiorów uczących dokonano zgodnie z wynikami uzyskanymi w  Rozdziale 4.4.4 podczas 

tworzenia rankingu metod klasyfikacyjnych. Zbiór testowy obejmował 450 inhib itorów  

IN wirusa HIV-I zestawionych z 16200 związkami nieaktywnymi, które wybrano



z zastosowaniem algorytmu DUD [157]. Konstrukcję zbioru testowego przedstawiono 

w Rozdziale 4.4.7.1.

Cząsteczki chemiczne wchodzące w skład zbioru uczącego i testowego przedstawiono 

w reprezentacji deskryptora daktyloskopowego KlekFP [160]. Reprezentacje 

numeryczne cząsteczek chemicznych wygenerowano w wykorzystaniem 

oprogramowania PaDEL-descriptor [161], Tabela 4.10 zawiera wyniki klasyfikacji 

uzyskane z zastosowaniem modułu ML. Obliczenia wykonano z wykorzystaniem 

oprogramowania WEKA Data Mining Software [162]. Czułość, precyzję, MCC oraz 

metrykę F wyliczono zgodnie z wzorami przedstawionymi w  Rozdziale 5.3 -  „M etryk i 

oceny efektywności klasyfikatorów binarnych".

Tabela 4.10 Wyniki klasyfikacji uzyskane z zastosowaniem modułu ML.

Klasyfikator TP FP FN TN Czułość Precyzja MCC metryka
F

IBk 147 78 303 16122 0,33 0,65 0,45 0,44
SMO 5 0 445 16200L . . _____ 0,01 1,00 0,10 0,02

Klasyfikator SMO wskazał poprawnie 5 aktywnych związków. Brak związków błędnie 

wskazanych jako aktywne (FP  = 0) wskazuje na imponującą precyzję metody. 

W przypadku metody IBk liczba wskazanych poprawnie związków aktywnych wyniosła 

147, ale przy FP= 78.

I 4.4.7.1.2 MODUŁ PRIORYTETYZACJI ZWIĄZKÓW CHEMICZNYCH W OPARCIU

O WSKAŹNIK UPRZYWILEJOWANIA -  MODUŁ PS

M oduł PS zbudowano w oparciu o zdefiniowany w Rozdziale 4.4.6 wskaźnik 

uprzywilejowania PS (Tabela 4.9, kolumna 4). Wartość wskaźnika PS wykorzystano w 

funkcji wagi. Zbiór testowy modułu PS obejmował 450 inh ib itorów  IN wirusa HIV-I 

zestawionych z 16200 związkami nieaktywnymi, które wybierano w oparciu

o procedurę DUD [157]. Konstrukcję zbioru testowego przedstawiono 

w Rozdziale 4.4.7.1. Cząsteczki chemiczne wchodzące w skład zbioru testowego 

przedstawiono w reprezentacji deskryptora daktyloskopowego KlekFP [160], 

Reprezentacje numeryczne cząsteczek chemicznych wygenerowano w wykorzystaniem



oprogramowania PaDEL-descriptor [161]. W kolejnym kroku przeprowadzono analizę 

zliczeń fragmentów uprzywilejowanych (fragmenty molekularne przedstawia 

Tabela 4.9 w Rozdziale 4.4.6) występujących jako podstruktury w poszczególnych 

cząsteczkach zbioru testowego. W ten sposób dla każdej cząsteczki zbioru testowego 

wyliczono ocenę punktową, którą stanowiła suma wartości wskaźników PS wszystkich 

fragmentów molekularnych (Tabela 4.9 w Rozdziale 4.4.6) obecnych jako podstruktury 

rozpatrywanej cząsteczki. Rysunek 4.45 przedstawia krzywą ROC opisywanej metody 

modułu PS. Metodę konstrukcji krzywych ROC omówiono w Rozdziale 5.3 -  „Metryki 

oceny efektywności klasyfikatorów binarnych".

o,oo i----------■----------■-------------------- .---------- !
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 

1-specyficzność

Rysunek 4.45 Wykres ROC dla modułu PS.

[ 4.4.7.1.3 KASKADOWE POŁĄCZENIE MODUŁÓW KLASYFIKACJI ORAZ PRIORYTETYZACJI

Skuteczność opracowanego protokołu VS okazała się najwyższa w przypadku 

zastosowania kaskady połączonych modułów ML oraz PS. Taka konfiguracja zakłada 

w pierwszym etapie przeprowadzenie klasyfikacji z użyciem modułu ML. Do drugiego 

etapu -  z wykorzystaniem priorytetyzacji związków w oparciu o punktację PS -  zostają 

przekazane tylko te związki chemiczne, które zostały sklasyfikowane w pierwszym 

etapie jako TP, a więc zostały poprawnie sklasyfikowane jako aktywne. Rysunek 4.46



przedstawia krzywą ROC opisywanej metody kaskadowej konfiguracji modułów ML 

oraz PS. Metodę konstrukcji krzywych ROC omówiono w Rozdziale 5.3 -  „Metryki 

oceny efektywności klasyfikatorów binarnych".
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Rysunek 4.46 Wykres ROC dla modułów ML i PS połączonych w konfiguracji kaskadowej.

4.4.8 SKRINING BAZ KOMERCYJNIE DOSTĘPNYCH ZWIĄZKÓW W OPARCIU

O SKONSTRUOWANY PROTOKÓŁ VS

Wykonano skrining bazy komercyjnie dostępnych związków -  Enamine 

(h ttp ://w w w .enam ine .ne t/) w celu poszukiwania nowych inhibitorów IN wirusa HIV-I. 

W roku 2012 firma Enamine dysponowała bazą liczącą ponad 1,5 min związków 

chemicznych. Skrining wykonano z zastosowaniem kaskady połączonych modułów ML 

oraz PS. Opis modułów zamieszczono w Rozdziale 4.4.7.1.1 oraz w Rozdziale 4.4.7.1.2.

http://www.enamine.net/
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Rysunek 4.47 Schemat opracowanego protokołu VS zastosowanego do przeszukiwania 
komercyjnej bazy związków chemicznych w celu identyfikacji nowych 
inhibitorów IN wirusa HIV-I.

Metoda IBk wygenerowała 10665 hitów, natomiast metoda SMO 3 hity. Łączna liczba 

związków wyodrębnionych na drodze skriningu wyniosła więc 10668. Jednak jeden ze 

związków (indeks w  bazie Enamine: T5553419) został wskazany zarówno przez metodę 

SMO, jak i IBk oraz związki o indeksie w  bazie Enamine: T6815564 i T6861283 okazały 

się duplikatami. Dwie nadmiarowe struktury usunięto. Ostatecznie metodą VS bazy 

Enamine wskazano 10666 związków o potencjalnej aktywności względem enzymu IN 

wirusa HIV-I.

W celu zawężenia liczby związków, które zostaną zakupione i następnie skierowane do 

eksperymentalnej weryfikacji wyników poprzez wykonanie testów  biologicznych 

in  vitro  w  kierunku potencjalnej aktywności względem enzymu IN wirusa HIV-I, 

wykorzystano informacje na tem at fragmentów uprzywilejowanych. W tym  celu 

wykorzystano skonstruowany moduł PS. Opis modułu znajduje się 

w  Rozdziale 4.4.7.1.2. Dla 10666 związków pochodzących z bazy Enamine i wskazanych



w pierwszym etapie procedury VS przez moduł ML, obliczono powtórnie deskryptor 

daktyloskopowy KlekFP i następnie przeprowadzono analizę zliczeń fragm entów 

uprzywilejowanych występujących jako podstruktury w poszczególnych cząsteczkach 

rozpatrywanego zbioru (zgodnie z procedurą modułu PS opisaną w Rozdziale 4.4.7.1.2). 

Ze zbioru odrzucono związki o niskiej wartości punktowej w skali PS. Średnia wartość 

punktowa wynosiła 23,53. Zbiór wyjściowy pomniejszono o związki, które uzyskały 

wartość punktową mniejszą niż 23. Po tej selekcji zostało 5290 struktur.

W kolejnym etapie filtrowania dla wszystkich związków wygenerowano deskryptor 

daktyloskopowy Molprint2D, a następnie wykonano klasteryzację hierarchiczną 

w oparciu o podobieństwo chemiczne z wykorzystaniem metryki Tanimoto (Tc) oraz 

metody łączenia klastrów Average (aplikacja Canvas pakietu Schródinger). Otrzymano 

385 klastrów. Z każdego klastra wybrano do dalszej analizy jedynie ten związek, który 

otrzymał największą liczbę punktów. W przypadku większej niż 1 liczby związków

o maksymalnej wartości rozpatrywanego parametru -  uwzględniano wszystkie 

struktury. Po tym etapie zostało 978 związków. Związki te podzielono na 10 grup, tak 

aby w każdej wyodrębnionej grupie znalazły się związki pochodzące z sąsiednich 

klastrów (39 klastrów na 9 kolejnych grup oraz 34 klastry w ostatniej dziesiątej grupie). 

Wykonano następnie inspekcję wizualną struktur i kierując się różnorodnością 

chemiczną wybrano z każdej grupy po jednej strukturze. W ten sposób wybrano 

dziesięć związków spośród całej puli wskazanej przez klasyfikator IBk. Związki te (wraz 

z trzema strukturami wskazanymi przez klasyfikator SMO) zakupiono w celu testowania 

ich potencjalnej aktywności względem wirusa HIV. Rysunek 4.48 przedstawia struktury 

trzynastu wyłonionych związków.
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Rysunek 4.48 Struktury związków wyłonionych na drodze opracowanego protokołu VS.

Wyniki uzyskane metodą wirtualnego skriningu należy weryfikować pod względem 

różnorodności strukturalnej, ponieważ odkrywanie nowych leków wymaga eksploracji 

różnych obszarów przestrzeni chemicznej. Konieczna więc staje się konstrukcja 

molekuł wypełniających możliwie równomiernie takie obszary. Z wyników uzyskanych 

na drodze VS odrzucane są związki znane i opatentowane lub stanowiące proste 

analogi strukturalne znanych już substancji aktywnych.

Wykonano obliczenia związane z podobieństwem strukturalnym cząsteczek 

wyodrębnionych na drodze VS, aby wykluczyć ryzyko zamówienia związków, których 

struktury mogłyby stanowić analogi znanych już inhibitorów IN wirusa HIV-I. 

Podobieństwo badano w obrębie trzech grup:

1. wzajemnie pomiędzy trzynastoma związkami wskazanymi na drodze VS;

2. pomiędzy trzynastoma związkami wskazanymi na drodze VS, a związkami 

aktywnymi tworzącymi zbiór act_A (Rozdział 4.4.2, Rysunek 4.35);

3. oraz pomiędzy trzynastoma związkami wskazanymi na drodze VS, a wszystkimi 

substancjami, które posiadają adnotacje o wykonaniu testów biologicznych 

w kierunku aktywności względem wirusa HIV (Rysunek 4.35 w Rozdziale 4.4.2).



Do obliczeń użyto deskryptor daktyloskopowy KlekFP oraz Daylight. Jako miarę 

podobieństwa stosowano metrykę Tanimoto (Tc). ParametrTc przyjmuje wartości od O 

do 1. Zakłada się, iż dwie struktury są do siebie podobne, jeżeli wartość parametru Tc 

jest wyższa niż 0,85. Wyniki wskazały, iż związki między sobą są mocno zróżnicowane 

strukturalnie (średnia wartość parametru Tc wynosi 0,544 dla deskryptora Daylight

i 0,450 dla KlekFP). Związki są odmienne strukturalnie od znanych substancji 

aktywnych (średnia wartość parametru Tc wynosi 0,486 dla deskryptora Daylight

i 0,481 dla KlekFP). Niewiele bardziej przypominają związki przebadane w kierunku 

aktywności względem wirusa HIV (średnia wartość parametru Tc wynosi 0,525 dla 

deskryptora Daylight i 0,485 dla KlekFP).

4 .4 .9  TESTY BIOLOGICZNE IN VITRO ZWIĄZKÓW WYŁONIONYCH NA DRODZE 

WIRTUALNEGO SKRININGU

Związki chemiczne wyłonione na drodze opracowanego protokołu VS, zakupiono

i skierowano do wykonania testów biologicznych in vitro  w celu weryfikacji uzyskanych 

drogą obliczeń wyników. Badania biologiczne przeprowadzono w Narodowym 

Instytucie Leków w Warszawie9. Wykonano oznaczenie cytotoksyczności i aktywności 

względem wirusa HIV preparatów w hodowlach komórek ustalonej linii CEM-T4 

inokulowanej laboratoryjnym izolatem wirusa HIV-I. W części eksperymentalnej 

niniejszej rozprawy -  w Rozdziale 6.3 -  zamieszczono opis procedury wykonanego 

oznaczenia.

Dwa preparaty (T6802914, T5561007) wykazały istotną aktywność antywirusową, 

jednak towarzysząca im cytotoksyczność powoduje konieczność optymalizacji ich 

struktur chemicznych w celu poprawienia profilu farmakokinetycznego. Tabela 4.11 

przedstawia wyniki oznaczeń aktywności biologicznej trzynastu przebadanych 

preparatów. Dwa (wymienione powyżej) związki chemiczne mogą stanowić struktury 

wiodące w badaniach nad poszukiwaniem nowych leków aktywnych względem wirusa

9 Badania biologiczne przeprowadzono w Samodzielnej Pracowni Wirusologii Narodowego Instytutu 
Leków w Warszawie pod kierownictwem Pana dr Andrzeja Piasek.



HIV. Wyniki oznaczeń biologicznych potwierdzają efektywność skonstruowanego 

protokołu VS.

Tabela 4.11 Wyniki oznaczeń aktywności biologicznej oraz cytotoksyczności.

Indeks związku Struktura cząsteczki ICso [liM ] CC50ImM] T l'
(C(W ic50)

T5894322 . J O x O 1 O x A  -
H

>65 > i

T5537982 J C r V T u T ?

A 0
>68,3 >1,05

T5553419 105 > 119 > 1,13

T0510-0122 ^  > C Ó  NDb
C K

<1,4 ND

T6070186 ' X X Y V S m  22 15 0,68

T6802914

'--
--

--
--

X
 

o

h-
> O 15 1,50

T6412424 I Y Y 102 > 110 > 1,08

T6412586 Y Y l 112 > 115,3 > 1,03



T6002810

O
>72,5 > 72,7 ~ 1,00

T6492823

T6114980

XXX f >72,3 > 72,3 ~ 1,00

7

85 > 91,3 > 1,07

T6420392

0

32 >35 > 1,09

T5561007 ~ V i V x j C r ' 25 70 2,80

FZ-41
(związek
referencyjny)

I  JL JL a
OH

2 6 3,00

a Indeks terapeutyczny
b Preparat T 0510-0122 wykazał cytotoksyczność już w najniższym badanym stężeniu 

(l,4uM), powodując całkowite zabicie komórek w hodowli. W tej sytuacji nie
oznaczano jego aktywności antywirusowej.



4.5 PODSUMOWANIE

Zakres przeprowadzonych i opisanych w  niniejszej rozprawie badań obejmuje 

poszukiwanie związków biologicznie aktywnych z wykorzystaniem metod 

obliczeniowych ze szczególnym uwzględnieniem eksploracji baz danych molekularno- 

strukturalnych. W poniższych punktach omówiono uzyskane wyniki w odniesieniu do 

celu badań sformułowanym w  Rozdziale 2 -  „Idea i cel projektu badawczego".

1. Opracowanie nowych metod eksploracji chemicznych baz danych w celu 

poszukiwania wiedzy koniecznej dla znajdowania fragmentów molekularnych 

przydatnych do projektowania leków.

Przeprowadzono studium Iekotypii fragmentu mono- i diazanaftalenowego 

(Rozdział 4.2), na podstawie którego zaproponowano i zdefiniowano parametry 

pozwalające na oszacowanie lekopodobieństwa, bioaktywności oraz dostępności 

syntetycznej związków badanej podprzestrzeni chemicznej. Parametry wyliczane są 

w oparciu o wyniki uzyskiwane metodami eksploracji baz danych molekularno- 

strukturalnych. Wartości wyliczanych w  ten sposób param etrów mogą stanowić 

praktyczne wskazówki w procesie projektowania związków biologicznie aktywnych. 

Badanie Iekotypii fragm entów azanaftalenowych opisano w  załączonej publikacji:

• Załącznik 2a

PoIanskiJ., KurczykA., BakA., MusioIR.; Privileged structures -  dream or 

reality: preferential organization o f azanaphthalene scaffold., Curr. Med. 

Chem., 2012, 19(13), 1921-1945.

2. Wykorzystanie metod eksploracji chemicznych baz danych w celu 

przeprowadzenia polifarmakologicznej analizy leków aktywnych względem 

wirusa HIV w odniesieniu do koncepcji Iekotypii oraz uprzywilejowania 

wybranych motywów strukturalnych.



Zbadano topologię Iekotypii fragm entów molekularnych wydzielonych w  strukturach 

cząsteczek leków stosowanych w terapii przeciw HIV (Rozdział 4.3). Zaproponowano 

algorytm procedury fragmentacji dekrementacyjnej, którego kluczowym aspektem jest 

wykorzystanie metod eksploracji chemicznych baz danych w celu zbadania stopnia 

rozpowszechnienia danego fragmentu w odpowiednio zdefiniowanej przestrzeni 

chemicznej. Tego typu badanie pozwala na przeprowadzenie analizy topologicznej 

badanej grupy związków w szerokim aspekcie problemów polifarmakologii leków. 

Analiza ścieżek fragmentacji dekrementacyjnej pozwala na wskazanie w strukturze 

badanej cząsteczki takich obszarów, dla których wyodrębniane elementy podstruktury 

cechuje większa lub mniejsza swoistość. Zidentyfikowane w ten sposób fragmenty 

mogą stanowić punkt wyjściowy w projektowaniu nowych związków biologicznie 

aktywnych.

Procedury dekrementacyjnego podziału struktury chemicznej innego typu 

(ang. fragmental topology-activity landscapes, FRAGTAL) oraz ich wykorzystanie 

we fragonomice leków przeciw HIV opisano w załączonej publikacji:

• Załącznik 2b

BakA., MagdziarzT., KurczykA., SerafinK., PoIanskiJ.; Probing a Chemical 

Space fo r Fragmental Topology-Activity Landscapes (FRAGTAL): Application fo r 

Diketo Acid and Catechol HIV Integrase Inhibitor Offspring Fragments., Comb. 

Chem. High Throughput Screen., 2013,16(4), 274-287.

3. Poszukiwanie nowych związków aktywnych względem wirusa HIV.

Skonstruowano protokół wirtualnego skriningu (VS), który wykorzystano do 

przeszukiwania baz komercyjnie dostępnych związków w celu poszukiwania nowych 

inhib itorów  enzymu integrazy (IN) wirusa HIV. Potencjalne inhibiory IN wyłonione na 

drodze VS, zakupiono i skierowano do wykonania testów biologicznych in vitro  w celu 

weryfikacji prognozowanej bioaktywności tych struktur. Dwa preparaty wykazały 

istotną aktywność antywirusową, jednak towarzysząca im cytotoksyczność powoduje 

konieczność optymalizacji ich struktur chemicznych w celu poprawienia profilu



farmakokinetycznego. Związki te mogą więc stanowić struktury wiodące w  dalszych 

badaniach nad poszukiwaniem nowych leków aktywnych względem wirusa HIV.



5 METODY

W poniższych rozdziałach opisano wykorzystane w pracy metody i stosowane 

algorytmy (Rozdziały 5.1 - 5.3).

5.1 PRZESZUKIWANIE BAZ DANYCH W OPARCIU O PODSTRUKTURY

Przestrzeń chemiczną badanych związków eksplorowano z wykorzystaniem metod 

przeszukiwania baz danych w oparciu o podstruktury. Zapytanie do bazy stanowił 

odpowiednio zdefiniowany fragment molekularny. Rysunek 5.1 przedstawia reguły 

definiowania zapytań strukturalnych w metodach eksploracji chemicznych baz danych 

w oparciu o podstruktury.

Rysunek 5.1 Definiowanie podstruktury. Schemat zaczerpnięty z publikacji [90].



5.2 PROCEDURA GENEROWANIA ZBIORU ZWIĄZKÓW NIEAKTYWNYCH DUD

Procedura DUD [157] pozwala na konstrukcję zbioru związków nieaktywnych, dla 

którego wartości deskryptorów molekularnych mieszczą się w  tych samych granicach 

jak dla badanej populacji związków aktywnych, ale z zachowaniem zróżnicowania 

strukturalnego pomiędzy związkami z obydwu zbiorów (Rysunek 5.2).

'

{A

związki
aktywne

__________J
różne strukturalnie, (Tc < 0,9) 
podobne właściwości fizykochemiczne

Rysunek 5.2 Schemat poszukiwania zbioru związków nieaktywnych w oparciu o algorytm 
DUD [157],

Zbiór związków nieaktywnych generowany jest z podzbioru „druglike" bazy danych 

ZINC [42,43], W pierwszym kroku wybierane są tylko te związki, których wartość 

współczynnika podobieństwa Tanimoto (ang. Tanimoto coefficient, Tc) mierzona 

względem badanego zbioru ligandów nie przekracza 0,9. W kolejnym etapie obliczane 

są wartości deskryptorów molekularnych (masa molowa, IogP, liczba donorów

i akceptorów wiązania wodorowego oraz liczba wiązań rotacyjnych) dla wszystkich 

związków obydwu zbiorów. Następnie związki należące do zbioru DUD są sortowane 

według podobieństwa właściwości fizykochemicznych do któregokolwiek z badanego 

zbioru związków aktywnych. Zgodnie z opisaną procedurą [157], algorytm przewiduje 

w ybór trzydziestu sześciu związków DUD na każdy związek aktywny, a więc liczebność 

zbioru DUD względem liczebności zbioru związków aktywnych powinna pozostawać 

w  stosunku 36:1.



5.3 METRYKI OCENY EFEKTYWNOŚCI KLASYFIKATORÓW BINARNYCH

Efektywność klasyfikacji oceniana jest za pomocą różnych metryk [174]. Na drodze 

klasyfikacji binarnej dla każdej instancji zbioru testowego możliwy jest jeden z czterech 

wyników: dla przykładów pozytywnych uzyskuje się dobre (ang. true positives, TPj lub 

złe (ang. false positives, FPj przypisanie do klasy i podobnie dla instancji klasy 

negatywnej uzyskuje się poprawne (ang. true negatives, TNj lub błędne (ang. false 

negatives, FNj przypisanie. W analizie wyników klasyfikacji pomocne jest utworzenie 

macierzy porównującej stan faktyczny ze wskazaniem modelu (ang. confusion matrix, 

contingency table, error matrix) (Rysunek 5.3). Jest to  macierz kwadratowa drugiego 

stopnia, której elementy wyrażają sumaryczne zestawienie wyników uzyskanych 

w trakcie procesu testowania modelu klasyfikatora. Macierz klasyfikacji stanowi punkt 

wyjścia dla wyliczenia różnorodnych metryk służących ewaluacji skuteczności modelu. 

Równania 5.1 - 5.5 definiują pięć najczęściej stosowanych miar szacujących wartość 

predykcyjną reguły decyzyjnej.

klasy rzeczywiste

klasa P klasa N

Rysunek 5.3 Macierz klasyfikacji.

TP TP
czułość = Równanie 5.1

T P +  FN P



TP
Równanie 5.2precyzja =

TP +  FP

TN TN
specyficzność = Równanie 5.3

TN +  FP N

TP X T N  -  FP X FN
MCC = Równanie 5.4

V  (TP  +  FP)(TP  +  FN )(TN  +  FP) (TN  +  FN )

2
metryka F =

l/precyzja  + l/czułość
Równanie 5.5

Czułość (ang. recall, sensitivity) podaje stosunek poprawnie wskazanych obiektów klasy 

P względem całkowitej liczebności te j klasy w zbiorze testowym. Precyzja 

(ang. precision) odnosi liczbę poprawnie wskazanych instancji klasy P do wszystkich 

obiektów sklasyfikowanych przez model do kategorii P. Specyficzność (ang. specificity) 

wylicza stosunek poprawnie wskazanych obiektów klasy N  względem całkowitej 

liczebności te j klasy. Parametr korelacyjny Matthewsa (MCC) to  uniwersalna metryka 

stosowana w  ocenie klasyfikatorów binarnych, która rozpatruje zależności pomiędzy 

TP, FP, TN i FN, a je j niewątpliwą zaletą jest stosowalność nawet w przypadku zbiorów

0 dużej dysproporcji klas. MCC przyjmuje wartości z przedziału od -1 do 1, gdzie

1 oznacza bezbłędną predykcję, 0 predykcję nie lepszą niż losowa, a -1 oznacza 

klasyfikację błędną. Czułość, precyzja i specyficzność przyjmują wartości od 0 do 1.

Krzywe ROC (ang. receiver operating characteristics) są pomocnym narzędziem do 

oceny i wizualizacji efektywności klasyfikatora [174]. Wykres ROC ilustruje związek 

między czułością a specyficznością dla danego modelu. Rysunek 5.4 przedstawia 

schemat konstrukcji i sposób interpretacji wykresu ROC. Punkt o współrzędnych (0,1) 

to  punkt reprezentujący klasyfikator, który poprawnie wskazał przynależność 

wszystkich obiektów  klasy wyróżnionej (klasy Pj i równocześnie nie popełnił błędnego 

przypisania obiektów  klasy /Vdo klasy P. W przypadku klasyfikatora binarnego uzyskuje 

się pojedynczy punkt na wykresie ROC. Dla każdego wyniku modelu można utworzyć 

regułę decyzyjną, wybierając odpowiedni punkt odcięcia. Dla każdego z możliwych 

punktów odcięcia obliczana jest czułość i specyficzność. Otrzymane wyniki naniesione 

na wykres ROC tworzą krzywą. Pole powierzchni pod krzywą ROC (ang. area under ROC



Curve, AUC) pozwala porównać różne klasyfikatory- Idealny klasyfikator posiada 

wartość wskaźnika AUC = 1.
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Rysunek 5.4 Wykres ROC. Punkty odzwierciadlają przykładowe wyniki uzyskane dla siedmiu 
różnych klasyfikatorów binarnych. Opisy wskazują sposób interpretacji 
poszczególnych obszarów wykresu.



6 CZĘŚĆ EKSPERYMENTALNA

W części eksperymentalnej przedstawiono szczegółowe wyniki i wszelkie dane 

liczbowe uzyskane w przeprowadzonych eksperymentach. (Rozdział 6.1 oraz 

Rozdział 6.2). W Rozdziale 6.3 umieszczono opis procedury oznaczenia 

cytotoksyczności i aktywności względem wirusa HIV dostarczony przez wykonawcę 

testów  biologicznych.10

6.1 STUDIUM LEKOTYPII FRAGMENTU M O NO - I Dl AZANAFTALENÓW EGO -  
WYNIKI EKSPLORACJI CHEMICZNYCH BAZ DANYCH

Przeprowadzono studium Iekotypii fragm entów molekularnych dla ugrupowania 

mono- i diazanaftalenowego (Rozdział 4.2). Przestrzeń chemiczną azanaftalenów 

zdefiniowano jako pulę związków organicznych zawierających fragment mono- lub 

diazanaftalenowy jako podstrukturę. W ten sposób w  obrębie badanej przestrzeni 

wskazano dwanaście zbiorów związków chemicznych posiadających jeden 

z fragm entów molekularnych f l  - f l2  jako element podstruktury (struktury 

fragm entów przedstawia Rysunek 4.1 w  Rozdziale 4.2.1). Analizy porównawcze 

wyodrębnionych zbiorów cząsteczek przeprowadzono na podstawie informacji 

uzyskanych metodą eksploracji chemicznych baz danych. Tabele poniżej przedstawiają 

dane liczbowe, stanowiące wyniki przeszukiwań chemicznych baz danych w oparciu 

o podstrukturę zdefiniowaną jednym z dwunastu fragm entów o indeksie od f l  do f l2 .  

Dane liczbowe posłużyły do wykonania analiz opisanych w Rozdziale 4.2.1 (Tabela 6.2), 

Rozdziale 4.2.2 i Rozdziale 4.2.3 (Tabela 6.3) oraz w Rozdziale 4.2.4 (Tabela 6.4). 

Tabela 6.1 przedstawia notację SMILES badanych fragmentów. Notację liniowego 

zapisu struktur chemicznych SMILES wykorzystano do formułowania zapytań 

strukturalnych do baz.

10 Badania biologiczne przeprowadzono w  Samodzielnej Pracowni Wirusologii Narodowego Instytutu 
Leków w Warszawie pod kierownictwem Pana dr Andrzeja Piasek.



Tabela 6.1 Notacja SMILES fragmentów azanaftalenowych.

Fragment
molekularny

SMILES Fragment SMILES 
molekularny

f l C1=CC=CC2=C1C=CC=N2 f7 C1=NC2=C(C=C1)N=CC=C2
f2 C1=CC=CC2=C1C=CN=C2 f8 C1=CC2=C(C=N1)C=CC=N2
f3 C1=CC=CC2=C1C=CN=N2 f9 Cl= CN=CC2=C1C=CC=N2
f4 C1=CC=CC2=C1C=NC=N2 flO Cl= CC=NC2=C1C=CC=N2
f5 C1=CC=CC2=C1N=CC=N2 f i l  Cl= NC=CC2=C1C=CN=C2
f6 C1=CC=CC2=C1C=NN=C2 f l2  Cl=CN=CC2=C1C=CN=C2

Tabela 6.2 Liczba rekordów uzyskanych w wyniku eksploracji bazy danych DrugBank
i Beilstein w oparciu o podstrukturę zdefiniowaną jednym z dwunastu
fragmentów molekularnych o indeksie od f l  do f l2 . W ostatniej kolumnie 
podano wyliczone wartości parametru L.

Fragment
molekularny

DrugBanka' b Beilsteinb param_Lc

f l 32 185470 0,000173
f2 1 32137 0,000031
f3 1 3909 0,000256
f4 9 18331 0,000491
f5 4 32399 0,000123
f6 2 4393 0,000455
f7 0 1176 0,000000
f8 0 1640 0,000000
f9 0 695 0,000000
flO 3 4694 0,000639
f i l 0 198 0,000000
f l2 0 827 0,000000

a Liczba rekordów bazy DrugBank została ograniczona do leków posiadających status
zatwierdzenia przynajmniej w jednym kraju. 

b Dane na dzień 4 kwietnia 2010.
c Parametr L zdefiniowano w Rozdziale 4.2.1 poprzez Równanie 4.1.



Tabela 6.3 Liczba rekordów uzyskanych w wyniku eksploracji bazy danych PubChem 
w oparciu o podstrukturę zdefiniowaną jednym z dwunastu fragmentów 
molekularnych o indeksie od f l  do fl2 . W piątej i szóstej kolumnie podano 
wyliczone wartości parametrów I oraz B.

Fragment
molekularny

Liczba 
wszystkich 
rekordów, 
zbiór W

Liaba 
związków 
testowanych, 
zbiór T

Liczba 
związków 
aktywnych, 
zbiór A

pa ram J * param_Bb Data

f l 469868 32650 9510 0,07 0,29
f2 42431 3192 719 0,08 0,23
f3 2858 158 41 0,06 0,26
f4 85948 6872 2621 0,08 0,38
f5 71772 4582 1738 0,06 0,38
f6 11758 1036 275 0,09 0,27

27/05/2010
f7 2640 175 132 0,07 0,75
f8 3488 222 61 0,06 0,27
f9 1253 82 4 0,07 0,05
flO 4584 206 46 0,04 0,22 I
f i l 346 3 0 0,01 0,00
f l2 1421 131 65 0,09 0,50

507148 43661 10582 0,09 0,24
f2 45899 4446 850 0,10 0,19
f3 3207 214 41 0,07 0,19
f4 102946 10180 3051 0,10 0,30
f5 82123 6792 2046 0,08 0,30
f6 14640 1599 391 0,11 0,24

06/11/2010
f7 2833 245 134 0,09 0,55
f8 3857 292 69 0,08 0,24
f9 1330 123 5 0,09 0,04
flO 5085 343 54 0,07 0,16
f i l 403 3 0 0,01 0,00
f l2 1471 243 70 0,17 0,29
f l 521221 44998 11200 0,09 0,25
f2 47793 4594 921 0,10 0,20
f3 3239 221 42 0,07 0,19
f4 105682 10750 3249 0,10 0,30
f5 85975 7095 2154 0,08 0,30
f6 14948 1700 449 0,11 0,26

06/05/2011
n 2864 245 134 0,09 0,55
f8 3923 338 71 0,09 0,21
f9 1374 134 6 0,10 0,04
flO 5296 428 56 0,08 0,13
f i l 452 33 2 0,07 0,06
f l2 1479 244 70 0,16 0,29

a Parametr I zdefiniowano w Rozdziale 4.2.2 poprzez Równanie 4.3. 
b Parametr B zdefiniowano w Rozdziale 4.2.2 poprzez Równanie 4.2.



Tabela 6.4 Liczba rekordów uzyskanych w wyniku eksploracji bazy danych PubChem 
w oparciu o podstrukturę zdefiniowaną jednym z dwunastu fragmentów 
molekularnych o indeksie od f l  do fl2 , podstawionym jednym bądź dwoma 
heteroatomami. W szóstej i siódmej kolumnie podano wyliczone wartości 
parametrów I oraz B.

Fragment
molekularny

SMILES Uczba 
wszystkich 
rekordów , 
zbiór W

Uczba
związków
testowanych*, 
zbiór T

Uczba 
związków 
aktywnych , 
ibiórA

param_lb param_Be

fragment molekularny podstawiony jednym heteroatomem

fl2-Q-c [Q]clcncc2cncccl2 44 13 0 0,30 0,00
f3-Q-e [Q]clcccc2ccnncl2 214 31 0 0,14 0,00
f8-Q-a [Q]clcnc2ccncc2cl 174 7 0 0,04 0,00
f9-Q-c [Q]clccc2ccncc2nl 111 3 0 0,03 0,00
f9-Q-d [Q]clcncc2nccccl2 50 2 0 0,04 0,00
f9-Q-f [Q]clncc2ncccc2cl 282 61 1 0,22 0,02
f9-Q-e [Q]clccnc2cncccl2 287 59 1 0,21 0,02
f2-Q-c [Q]clcncc2cccccl2 2868 199 10 0,07 0,05
f3-Q-b [Q]clccc2ccnnc2cl 827 37 2 0,04 0,05
f8-Q-b [Q]clnccc2nccccl2 1858 109 6 0,06 0,06
flO-Q-c [Q]clccnc2nccccl2 1309 175 11 0,13 0,06
f8-Q-c [Q]clcncc2cccncl2 684 47 3 0,07 0,06
f8-Q-d [Q]clccnc2ccnccl2 185 13 1 0,07 0,08
f4-Q-f [Q]clcccc2ncnccl2 2187 400 46 0,18 0,12
f3-Q-c [Q]clcnnc2cccccl2 1548 95 12 0,06 0,13
f6-Q-a [Q]clccc2cnncc2cl 1066 66 9 0,06 0,14
f2-Q-e [Q]clcccc2ccnccl2 4828 425 59 0,09 0,14
flO-Q-b [Q]clccc2cccnc2nl 2363 177 26 0,07 0,15
f2-Q-b [Q]clncc2ccccc2cl 2371 159 24 0,07 0,15
f3-Q-d [Q]clccc2nnccc2cl 960 63 10 0,07 0,16
fl-Q -f [Q]clccc2cccnc2cl 60731 7197 1181 0,12 0,16
f2-Q-a [Q]clcccc2cncccl2 10130 630 112 0,06 0,18
flO-Q-a [Q]clcnc2ncccc2cl 598 28 5 0,05 0,18
fl-Q-a [Q]clcnc2ccccc2cl 26239 1921 345 0,07 0,18
f2-Q-f [Q]clccc2ccncc2cl 9059 1237 230 0,14 0,19
f6-Q-b [Q]clcccc2cnnccl2 318 21 4 0,07 0,19
f4-Q-b [Q]clccc2cncnc2cl 25534 2593 532 0,10 0,21
fl-Q-g [Q]clccnc2cccccl2 91562 13666 2821 0,15 0,21
f5-Q-c [Q]clcccc2nccncl2 2301 304 63 0,13 0,21
f4-Q-a [Q]clcccc2cncncl2 2481 157 33 0,06 0,21
f5-Q-b [Q]clccc2nccnc2cl 11143 1277 271 0,11 0,21
f4-Q-e [Q]clccc2ncncc2cl 30856 3963 849 0,13 0,21
f2-Q-d [Q]clnccc2cccccl2 11288 976 216 0,09 0,22
f9-Q-b [Q]clnccc2cccncl2 535 13 3 0,02 0,23
fl-Q-e [Q]clccc2ncccc2cl 91596 9634 2281 0,11 0,24
f2-Q-g [Q]clccc2cnccc2cl 8300 1203 289 0,14 0,24
fl-Q-b [Q]clcccc2nccccl2 36701 2814 685 0,08 0,24
f4-Q-d [Q]clncc2ccccc2nl 32246 3732 915 0,12 0,25
f3-Q-a [Q]clnnc2ccccc2cl 178 4 1 0,02 0,25
f6-Q-c [Q]clnncc2cccccl2 13557 1544 389 0,11 0,25



fl-Q -c [Q]clccc2ccccc2nl 99389 8270 2133 0,08 0,26
fl-Q -d [Q]clcccc2cccncl2 78152 7097 2038 0,09 0,29
f4-Q-c [Q]clncnc2cccccl2 86472 8896 2722 0,10 0,31
fl2-Q-a [Q]clnccc2ccnccl2 1084 149 49 0,14 0,33
f5-Q-a [Q]clcnc2ccccc2nl 46233 4190 1404 0,09 0,34
f3-Q-f [Q]clcccc2nncccl2 132 28 13 0,21 0,46
f7-Q-c [Q]clccnc2cccncl2 1457 134 69 0,09 0,51
fl2-Q-b [Q]clncc2cnccc2cl 560 85 44 0,15 0,52
f8-Q-e [Q]clccc2cnccc2nl 520 84 51 0,16 0,61
f7-Q-b [Q]clccc2ncccc2nl 2110 182 117 0,09 0,64
f8-Q-f [Q]clncc2cccnc2cl 270 70 53 0,26 0,76
f7-Q-a [Q]clcnc2cccnc2cl 849 52 45 0,06 0,87
fll-Q -a [Q]clcncc2ccnccl2 4 0 0 0,00 -
fll-Q -b [Q]clncc2ccncc2cl 6 0 0 0,00 -
f  Il-Q-C [Q]clnccc2cncccl2 292 0 0 0,00 -
f9-Q-a [Q]clcnc2cnccc2cl 48 0 0 0,00 -

fragment molekularny podstawiony dwoma heteroatomami

flO-QQ-a [Q]clcc([Q])c2cccnc2nl 284 69 4 0,24 0,06
flO-QQ-b [Q]clccc2c([Q])ccnc2nl 121 15 1 0,12 0,07
flO-QQ-c [Q]clcnc2nccc([Q])c2cl 203 14 0 0,07 0,00
flO-QQ-d [Q]clccnc2nccc([Q])cl2 20 1 1 0,05 1,00
flO-QQ-e (Q]clnc2ncccc2ccl[Q] 142 13 1 0,09 0,08
flO-QQ-f [Q]clcnc2nc([Q])ccc2cl 84 5 2 0,06 0,40
flO-QQ-g [Q]clcnc2ncc([Q])cc2cl 26 1 0 0,04 0,00
flO-QQ-h [Q]clccc2ccc([Q])nc2nl 865 21 3 0,02 0,14
flO-QQ-i [Q]clcnc2ncccc2cl[Q] 95 0 0 0,00 -
fll-Q Q -a [Q]clncc2ccnc([Q])c2cl 0 0 0 - -
fll-Q Q -b [Q]clnccc2c([Q])ncccl2 6 0 0 0,00 -
fll-Q Q -c [Q]clncc([Q])c2cncccl2 0 0 0 - -
fll-Q Q -d [Q]clcc2cnccc2c([Q])nl 2 0 0 0,00 -
fll-Q Q -e [Q]clncc2ccncc2cl[Q] 0 0 0 - -
fll-Q Q -f [Q]clcncc2c([Q])cnccl2 0 0 0 - -
fll-Q Q -g [Q]clncc2c(cncc2[Q])cl 0 0 0 - -
fll-Q Q -h [Q]clnccc2cncc([Q])cl2 0 0 0 - -
f  I l-Q Q i [Q]clncc2cc([Q])ncc2cl 0 0 0 - -
fl2-QQ-a [Q]clncc2cncc([Q])c2cl 4 0 0 0,00 -
fl2-QQ-b [Q]clnccc2c([Q])cnccl2 1 0 0 0,00 -
fl2-QQ-c [Q]clncc([Q])c2ccnccl2 3 0 0 0,00 -
fl2-QQ-d [Q]clncc2cnccc2cl[Q] 9 1 0 0,11 0,00
fl2-QQ-e [Q]clcc2ccncc2c([Q])nl 535 84 44 0,16 0,52
fl2-QQ-f [Q]clcncc2cncc([Q])cl2 5 0 0 0,00 -
fl2-QQ-g [Q]clncc2c(ccnc2[Q])cl 529 76 44 0,14 0,58
fl2-QQ-h [Q]clnccc2ccnc([Q])cl2 523 76 44 0,15 0,58
fl2-QQ-i [Q]clncc2cnc([Q])cc2cl 513 76 44 0,15 0,58
fl-QQ-a [Q]clccc2nc([Q])ccc2cl 17924 2331 568 0,13 0,24
fl-QQ-b [Q]clccc2ncc([Q])cc2cl 7824 445 71 0,06 0,16
fl-QQ-c [Q]clccc2nccc([Q])c2cl 23016 3579 829 0,16 0,23
fl-QQ-d [Q]clccc2ncccc2cl[Q] 4913 443 57 0,09 0,13
fl-QQ-e [Q]clccc2ccc([Q])nc2cl 15203 1260 290 0,08 0,23
fl-QQ-f [Q]clcnc2cc([Q])ccc2cl 2009 104 9 0,05 0,09



fl-QQ-g [Q]clccc2c([Q])ccnc2cl 26006 4601 692 0,18 0,15
fl-QQ-h [Q]clcc([Q])c2cccnc2cl 5135 382 97 0,07 0,25
fl-QQ-i [Q]clcc2ccccc2ncl[Q] 4955 544 26 0,11 0,05
fl-QQ-j [Q]clcc2ncccc2ccl[Q] 16099 1994 305 0,12 0,15
fl-QQ-k [Q]clccc2cccc([Q])c2nl 7211 330 47 0,05 0,14
fl-QQ-l [Q]clcnc2c(cccc2[Q])cl 1195 78 32 0,07 0,41
fl-QQ-m [Q]clcccc2c([Q])ccncl2 8064 1087 169 0,13 0,16
fl-QQ-n [Q]clccc([Q])c2cccncl2 16575 1456 409 0,09 0,28
fl-QQ-o [Q]clcc([Q])c2ccccc2nl 8723 995 170 0,11 0,17
fl-QQ-p [Q]clcc2cccnc2c([Q])cl 6988 1132 190 0,16 0,17
fl-QQ-r [Q]clcnc2ccccc2cl[Q] 9265 476 80 0,05 0,17
fl-QQ-s [Q]clccc2cccnc2cl[Q] 5672 362 111 0,06 0,31
fl-QQ-t [Q]clccc2c([Q])cccc2nl 2554 98 34 0,04 0,35
fl-QQ-u [Q]clcnc2cccc([Q])c2cl 482 20 3 0,04 0,15
fl-QQ-v [Q]clcccc2nccc([Q])cl2 3354 613 129 0,18 0,21
f2-QQ-a [Q]clccc2cnc([Q])cc2cl 507 54 4 0,11 0,07
f2-QQ-b [Q]clccc2c(ccnc2[Q])cl 1731 91 18 0,05 0,20
f2-QQ-c [Q]clcc2ccncc2c([Q])cl 509 86 11 0,17 0,13
f2-QQ-d [Q]clcc2cnccc2ccl[Q] 4334 660 147 0,15 0,22
f2-QQ-e [Q]clncc2cccc([Q])c2cl 132 3 0 0,02 0,00
f2-QQ-f [Q]clcccc2c([Q])ncccl2 704 43 10 0,06 0,23
f2-QQ-g [Q]clccc([Q])c2ccnccl2 2189 34 13 0,02 0,38
f2-QQ-h [Q]clcc2cnccc2c([Q])cl 390 45 5 0,12 0,11
f2-QQ-i [Q]clcc2ccccc2c([Q])nl 758 34 5 0,04 0,15
f2-QQ-j [Q]clccc2cnccc2cl[Q] 467 49 4 0,10 0,08
f2-QQ-k [Q]clncc2ccccc2cl[Q] 206 5 0 0,02 0,00
f2-QQ-l [Q]clncc([Q])c2cccccl2 1157 87 0 0,08 0,00
f2-QQ-m [Q]clcncc2c([Q])ccccl2 111 12 0 0,11 0,00
f2-QQ-n [Q]clccc2c(cncc2[Q])cl 922 63 1 0,07 0,02
f2-QQ-o [Q]clncc2c(cccc2[Q])cl 79 4 3 0,05 0,75
f2-QQ-p [Q]clccc2cncc([Q])c2cl 285 13 1 0,05 0,08
f2-QQ-r [Q]clcccc2ccnc([Q])cl2 192 6 3 0,03 0,50
f2-QQ-s [Q]clcccc2cncc([Q])cl2 219 5 0 0,02 0,00
f2-QQ-t [Q]clccc2cc([Q])ncc2cl 480 55 4 0,11 0,07
f2-QQ-u [Q]clccc2ccnc([Q])c2cl 1642 124 16 0,08 0,13
f2-QQ-v [Q]clccc2ccncc2cl[Q] 1606 284 31 0,18 0,11
f3-QQ-a [Q]clnnc2cccc([Q])c2cl 7 0 0 0,00 -

f3-QQ-b [Q]clccc([Q])c2ccnncl2 3 0 0 0,00 -
f3-QQ-c [Q]clcc([Q])c2ccnnc2cl 18 1 0 0,06 0,00
f3-QQ-d [Q]clccc2nnccc2cl[Q] 21 8 5 0,38 0,63
f3-QQ-e [Q]clnnc2ccccc2cl[Q] 41 1 0 0,02 0,00
f3-QQ-f [Q]clcccc2c([Q])cnncl2 103 17 0 0,17 0,00
f3-QQ-g [Q]clccc2c([Q])cnnc2cl 519 32 2 0,06 0,06
f3-QQ-h [Q]clccc2nncc([Q])c2cl 554 48 5 0,09 0,10
f3-QQ-i [Q]clnnc2c(cccc2[Q])cl 4 0 0 0,00 -
f3-QQ-j [Q]clcccc2nncc([Q])cl2 15 1 0 0,07 0,00
f3-QQ-k [Q]clccc2cc([Q])nnc2cl 29 0 0 0,00 -

f3-QQ-l [Q]clccc2ccnnc2cl[Q] 11 0 0 0,00 -

f3-QQ-m [Q]clccc2nnc([Q])cc2cl 24 0 0 0,00 -
f3-QQ-n [Q]clcc2ccnnc2c([Q])cl 28 1 0 0,04 0,00



f3-QQ-o [Q]clcc2nnccc2ccl[Q] 619 31 2 0,05 0,06
f4-QQ-a [Q]clccc2cnc([Q])nc2cl 6939 881 217 0,13 0,25
f4-QQ-b [Q]clccc2c(ncnc2[Q])cl 22830 2437 517 0,11 0,21
f4-QQ-c [Q]clcc([Q])c2cncnc2cl 582 63 5 0,11 0,08
f4-QQ-d [Q]clcc2ncncc2ccl[Q] 17694 2201 418 0,12 0,19
f4-QQ-e [Q]clncc2cccc([Q])c2nl 979 46 7 0,05 0,15
f4-QQ-f [Q]clncnc2c([Q])ccccl2 1596 136 31 0,09 0,23
f4-QQ-g [Q]clccc([Q])c2cncncl2 179 2 0 0,01 0,00
f4-QQ-h [Q]clcc2cncnc2c([Q])cl 1100 86 18 0,08 0,21
f4-QQ-i [Q]clnc2ccccc2c([Q])nl 20439 2730 626 0,13 0,23
f4-QQ-j [Q]clccc2cncnc2cl[Q] 621 69 8 0,11 0,12
f4-QQ-k [Q]clncc2c([Q])cccc2nl 722 226 24 0,31 0,11
f4-QQ-l [Q]clcccc2ncnc([Q])cl2 1777 391 40 0,22 0,10
f4-QQ-m [Q]clccc2nc([Q])ncc2cl 9798 1640 424 0,17 0,26
f4-QQ-n [Q]clccc2ncnc([Q])c2cl 24993 3455 736 0,14 0,21
f4-QQ-o [Q]clccc2ncncc2cl[Q] 319 57 19 0,18 0,33
f5-QQ-a [Q]clcnc2c([Q])cccc2nl 467 77 12 0,16 0,16
f5-QQ-b [Q]clccc([Q])c2nccncl2 395 14 2 0,04 0,14
f5-QQ-c [Q]clcc([Q])c2nccnc2cl 515 66 6 0,13 0,09
f5-QQ-d [Q]clccc2nccnc2cl[Q] 701 55 15 0,08 0,27
f5-QQ-e [Q]clnc2ccccc2ncl[Q] 14733 1623 504 0,11 0,31
f5-QQ-f [Q]clccc2nc([Q])cnc2cl 4049 447 41 0,11 0,09
f5-QQ-g [Q]clccc2ncc([Q])nc2cl 4075 564 73 0,14 0,13
f5-QQ-h [Q]clcnc2cccc([Q])c2nl 429 73 6 0,17 0,08
f5-QQ-i [Q]clcc2nccnc2ccl[Q] 3534 241 26 0,07 0,11
f6-QQ-a [Q]clccc2cnnc([Q])c2cl 702 35 5 0,05 0,14
f6-QQ-b [Q]clccc2c(cnnc2[Q])cl 580 23 3 0,04 0,13
f6-QQ-c [Q]clcccc2c([Q])nnccl2 139 2 0 0,01 0,00
f6-QQ-d [Q]clnnc([Q])c2cccccl2 3062 389 41 0,13 0,11
f6-QQ-e [Q]clccc2cnncc2cl[Q] 88 14 4 0,16 0,29
f6-QQ-f [Q]clcc2cnncc2c([Q])cl 37 0 0 0,00 -
f6-QQ-g [Q]clccc([Q])c2cnnccl2 18 1 0 0,06 0,00
f6-QQ-h [Q]clcc2cnncc2ccl[Q] 271 12 1 0,04 0,08
f6-QQ-i [Q]clcccc2cnnc([Q])cl2 125 10 4 0,08 0,40
f7-QQ-a [Q]clcc([Q])c2ncccc2nl 187 12 0 0,06 0,00
f7-QQ-b [Q]clccnc2c([Q])ccncl2 5 1 1 0,20 1,00
f7-QQ-c [Q]clcnc2c([Q])ccnc2cl 101 8 2 0,08 0,25
f7-QQ-d [Q]clccc2nccc([Q])c2nl 907 99 56 0,11 0,57
f7-QQ-e [Q]clnc2cccnc2ccl[Q] 196 9 9 0,05 1,00
f7-QQ-f [Q]clcnc2cc([Q])cnc2cl 20 4 4 0,20 1,00
f7-QQ-g [Q]clcnc2ccc([Q])nc2cl 451 39 39 0,09 1,00
f7-QQ-h [Q]clcnc2cccnc2cl[Q] 267 3 3 0,01 1,00
f7-QQ-i [Q]clccc2nc([Q])ccc2nl 22 4 0 0,18 0,00
f8-QQ-a [Q]clncc2ccc([Q])nc2cl 133 56 50 0,42 0,89
f8-QQ-b [Q]clccc2c(ccnc2[Q])nl 20 9 1 0,45 0,11
f8-QQ-c [Q]clcc([Q])c2cnccc2nl 10 0 0 0,00 -
f8-QQ-d [Q]clnc2ccncc2ccl[Q] 63 6 0 0,10 0,00
f8-QQ-e [Q]clncc2cccnc2cl[Q] 13 1 0 0,08 0,00
f8-QQ-f [Q]clncc([Q])c2nccccl2 331 24 3 0,07 0,13
f8-QQ-g [Q]clcncc2c([Q])ccncl2 8 0 0 0,00 -



f8-QQ-h [Q]clcnc2c(cncc2[Q])cl 8 1 0 0,13 0,00
f8-QQ-i [Q]clcc2ncccc2c([Q])nl 65 2 0 0,03 0,00
f8-QQ-j [Q]clccc2cncc([Q])c2nl 6 2 0 0,33 0,00
f8-QQ-k [Q]clncc2c([Q])ccnc2cl 26 7 0 0,27 0,00
f8-QQ-l [Q]clccnc2ccnc([Q])cl2 11 0 0 0,00 -

f8-QQ-m [Q)clncc2cc([Q])cnc2cl 1 0 0 0,00 -
f8-QQ-n [Q]clcnc2ccnc([Q])c2cl 8 1 0 0,13 0,00
f8-QQ-o [Q]clcnc2ccncc2cl[Q] 10 0 0 0,00 -

f9-QQ-a [Q]clncc2nccc([Q])c2cl 92 54 1 0,59 0,02
f9-QQ-b [Q]clccnc2c([Q])ncccl2 29 0 0 0,00 -

f9-QQ-c [Q]clcc([Q])c2ccncc2nl 20 1 0 0,05 0,00
f9-QQ-d [Q]clcnc2cnccc2cl[Q] 19 0 0 0,00 -

f9-QQ-e [Q]clncc2ncccc2cl[Q] 2 0 0 0,00 -
f9-QQ-f [Q]clcnc([Q])c2nccccl2 8 0 0 0,00 -

f9-QQ-g [Q]clccc2c([Q])cncc2nl 1 0 0 0,00 -

f9-QQ-h [Q]clcnc2cncc([Q])c2cl 1 0 0 0,00 -
f9-QQ-i [Q]clcc2cccnc2c([Q])nl 92 0 0 0,00 -

f9-QQ-j [Q]clcncc2nccc([Q])cl2 8 0 0 0,00 -
f9-QQ-k [Q]clncc2nc([Q])ccc2cl 14 0 0 0,00 -
f9-QQ-l [Q]clccc2ccnc([Q])c2nl 10 0 0 0,00 -

f9-QQ-m [Q]clncc2ncc([Q])cc2cl 1 0 0 0,00 -
f9-QQ-n [Q]clcnc2c(ccnc2[Q])cl 6 0 0 0,00 -
f9-QQ-o [Q]clnc2cnccc2ccl[Q] 18 0 0 0,00 -

a Dane na dzień 5 listopada 2010.
b Parametr I zdefiniowano w Rozdziale 4.2.2 poprzez Równanie 4.3. 
c Parametr B zdefiniowano w Rozdziale 4.2.2 poprzez Równanie 4.2.



6.2 FRAGMENTACJA DEKREMENTACYJNA LEKÓW AKTYWNYCH WZGLĘDEM 
ENZYMU INTEGRAZY WIRUSA HIV -  DANE LICZBOWE

Fragmentacja dekrementacyjna cząsteczek leków stosowanych w  terapii przeciw HIV 

polegała na wydzielaniu fragm entów molekularnych poprzez stopniowe zmniejszanie 

wyjściowej struktury chemicznej. Po każdym odcięciu jednostki strukturalnej, 

przeprowadzano przeszukiwanie bazy ChemDB HIV, Opportunistic Infection and 

Tuberculosis Therapeutics Database (ChemDB HIV/OI/TB) w  oparciu o podstrukturę 

zminimalizowanego fragmentu molekularnego. Opis repozytorium sporządzono 

w  Rozdziale 3.4.1.3. Zastosowano protokół fragmentacji dekrementacyjnej dla 

cząsteczki raltegrawiru i elw itegraw iru. Algorytm procedury opisano w  Rozdziale 4.3.1. 

Wyboru leków dokonano w oparciu o mechanizm stymulacji farmakologicznej, 

wybierając środki terapeutyczne należący do klasy inh ib itorów  IN. Produkty lecznicze 

zarejestrowane w  terapii HIV/AIDS opisano w Rozdziale 3.7.1. Tabele poniżej 

(Tabela 6.5, Tabela 6.6 oraz Tabela 6.7) przedstawiają szczegółowe wyniki uzyskane dla 

poszczególnych ścieżek rozłączeń. Indeks fragmentu koduje sekwencyjny zapis 

kierunku przeprowadzanej instrukcji rozłączeń (Rysunek 4.22 w  Rozdziale 4.3.2 oraz 

Rysunek 4.29 w  Rozdziale 4.3.3). W trzeciej kolumnie tabel podano liczbę rekordów 

odnotowaną w  bazie, czyli pulę związków zawierających dany fragm ent molekularny 

jako podstrukturę.



Tabela 6.5 Wyniki uzyskane dla cząsteczki raltegrawiru (ralt) na drodze przeprowadzonej 
procedury fragmentacji dekrementacyjnej.

Fragment molekularny* SMILES Liczba hitówb I
raltegrawir CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN

=C(C)01)C(=0)NCC1=CC=C(F)C=C1
1(2)

Ścieżka fragmentacji I
ralt_A CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN

=C01)C(=0)NCC1=CC=C(F)C=C1
1(2)

ralt_AB CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)NC=0)C(=0)NC
Cl=CC=C(F)C=Cl

7(9)

ralt_ABC CNC(C)(C)C1=NC(C(=0)NCC2=CC=C(F)C=C2)=
C(0)C(=0)N1C

66 (76)

ralt_ABCD CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)N)C(=0)NCC1=
CC=C(F)C=Cl

68 (78)

ralt_ABCDE CC(C)C1=NC(C(=0)NCC2=CC=C(F)C=C2)=C(0)
C(=0)N1C

179 (292)

ralt_ABCDEF CCC1=NC(C(=0)NCC2=CC=C(F)C=C2)=C(0)C(=
0)N1C

294 (458)

ralt_ABCDEFG CN1C(C)=NC(C(=0)NCC2=CC=C(F)C=C2)=C(0)
Cl=O

308 (492)

ralt_ABCDEFGH CN1C=NC(C(=0)NCC2=CC=C(F)C=C2)=C(0)C1
=O

308 (492)

ralt ABCDEFGHI 0C1=C(N=CNC1=0)C(=0)NCC1=CC=C(F)C=C1 308 (492)
ralt ABCDEFGHIJ 0C1=C(N=CNC1)C(=0)NCC1=CC=C(F)C=C1 308 (493)
ralt ABCDEFGHIJK FC1=CC=C(CNC(=0)C2=CCNC=N2)C=C1 308 (493)
ralt ABCDEFGHIJKL FC1=CC=C(CNC=0)C=C1 712 (1420)
ralt ABCDEFGHIJKLM CNCC1=CC=C(F)C=C1 942 (2413)
ralt ABCDEFGHIJKLMN NCCl=CC=C(F)C=Cl 1051 (2681)
ralt ABCDEFGHIJKLMNO CCl=CC=C(F)C=Cl 1411 (6207)
ralt ABCDEFGHIJKLMNOP FCl=CC=CC=Cl 2896 (14903)

Ścieżka fragmentacji Il
ralt_R CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN

=C(C)01)C(=0)NCC1=CC=CC=C1
1(2)

ralt_RP CNC(=0)C1=C(0)C(=0)N(C)C(=N1)C(C)(C)NC(
=0)C1=NN=C(C)01

1(2)

ralt_RPO CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN
=C(C)01)C(N)=0

1(2)

ralt_RPON CN1C(=0)C(0)=C(C=0)N=C1C(C)(C)NC(=0)C1
=NN=C(C)Ol

1(2)

ralt_RPONM CN1C(=0)C(0)=C(C)N=C1C(C)(C)NC(=0)C1=N
N=C(C)Ol

1(2)

ralt_RPONML CN1C(=0)C(0)=CN=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN=
C(C)Ol

1(2)

ralt_RPONMLK CN1C(=0)C=CN=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN=C(C
)01

1(2)

ralt_RPONMLKJ CN 1CC=CN=C1C(C)(C)NC(=0)C1=N N=C(C)Ol 1(2)
ralt_RPONMLKJI CC1=NN=C(01)C(=0)NC(C)(C)C1=NC=CCN1 1(2)
ralt RPONMLKJIH CC(C)NC(=0 JCl=NN=C(C)Ol 4(6)
ralt_RPONMLKJIHG CCNC(=0)C1=NN=C(C)01 4(11)
ralt_RPONMLKJIHGF CNC(=0)C1=NN=C(C)01 4(11)



ralt RPONMLKJIHGFE CCl=NN=C(Ol)C(N)=O 4(11)
ralt RPONMLKJIHGFED CCl=NN=C(Ol)C=O 5(13)
ralt RPONMLKJIHGFEDC CCl=NN=C(C)Ol 24 (297)
ralt_RPONMLKJIHGFEDCB CCl=NN=COl 31 (605)

Ścieżka fragmentacji III
ralt_(AR) CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN

=C01)C(=0)NCC1=CC=CC=C1
1(2)

ralt_(AR)B CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)NC=0)C(=0)NC
Cl=CC=CC=Cl

7(9)

ralt_(AR)BP CNC(=0)C1=C(0)C(=0)N(C)C(=N1)C(C)(C)NC=
0

7(9)

ralt_(AR)BPC CNC(=0)C1=C(0)C(=0)N(C)C(=N1)C(C)(C)NC 67(78)
ralt_(AR)BPCO CNC(C)(C)C1=NC(C(N)=0)=C(0)C(=0)N1C 67(78)
ralt_(AR)BPCOD CN1C(=0)C(0)=C(N=C1C(C)(C)N)C(N)=0 69(80)
ralt_(AR)BPCODN CN 1C(=0)C(0)=C(C=0 JN=ClC(C)(C)N 69(80)
ralt_(AR)BPCODNE CC(C)C1=NC(C=0)=C(0)C(=0)N1C 322 (534)
ralt_(AR)BPCODNEF CCC1=NC(C=0)=C(0)C(=0)N1C 449 (712)
ralt(AR)BPCODNEFM CCC1=NC(C)=C(0)C(=0)N1C 449 (712)
ralt_(AR)BPCODNEFMG CNlC(C)=NC(C)=C(O)Cl=O 463 (751)
ralt_(AR)BPCODNEFMGL CNlC(C)=NC=C(O)Cl=O 463 (751)
ralt_(AR)BPCODNEFMGLH CNlC=NC=C(O)Cl=O 463 (752)
ralt_(AR)BPCODNEFMGLHI 0C1=CN=CNC1=0 463 (753)
ralt_(AR)BPCODNEFMGLHIK O=ClNC=NC=Cl 1061 (5045)
ralt_(AR)BPCODNEFMGLHIKJ ClNC=NC=Cl 1067 (5398)

Ścieżka fragmentacji IV
raltJRPONML) CN1C(=0)C(0)=CN=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN=

C(C)Ol
1(2)

ralt_(RPONML)A CN1C(=0)C(0)=CN=C1C(C)(C)NC(=0)C1=NN=
COl

1(2)

ralt_(RPONML)AB CN1C(=0)C(0)=CN=C1C(C)(C)NC=0 7(9)
ralt_(RPONML)ABC CNC(C)(C)C1=NC=C(0)C(=0)N1C 67 (78)
ralt_(RPONML)ABCD CN1C(=0)C(0)=CN=C1C(C)(C)N 69 (80)
ralt_(RPONML)ABCDE CC(C)C1=NC=C(0)C(=0)N1C 322 (534)
ralt_(RPONML)ABCDEF CCC1=NC=C(0)C(=0)N1C 449 (712)
ralt_(RPONML)ABCDEFG CNlC(C)=NC=C(O)Cl=O 463 (751)
ralt_(RPONML)ABCDEFGH CNlC=NC=C(O)Cl=O 463 (752)
ralt_(RPONML)ABCDEFGHI 0C1=CN=CNC1=0 463 (753)
ralt_(RPONML)ABCDEFGHIJ OCI=CN=CNCi 463 (755)
raltjRPONML)ABCDEFGHIJK ClNC=NC=Cl 1067 (5398)

Ścieżka fragmentacji V
raltjABCDEFGH) CN1C=NC(C(=0)NCC2=CC=C(F)C=C2)=C(0)C1

=O
308 (492)

ralt_(ABCDEFGH)R CN1C=NC(C(=0)NCC2=CC=CC=C2)=C(0)C1=0 456 (645)
ralt_(ABCDEFGH)RP CNC(=0)C1=C(0)C(=0)N(C)C=N1 463 (746)
ralt_(ABCDEFGH)RPO CNlC=NC(C(N)=O)=C(O)Cl=O 463 (746)
ralt_(ABCDEFGH)RPON CNlC=NC(C=O)=C(O)Cl=O 463 (751)
ralt_(ABCDEFGH)RPONM CNlC=NC(C)=C(O)Cl=O 463 (751)
ralt_(ABCDEFGH)RPONML CNlC=NC=C(O)Cl=O 463 (752)
ralt_(ABCDEFGH)RPONMLK CN1C=NC=CC1=0 471(1216)
ralt_(ABCDEFGH)RPONMLKJ CN1CC=CN=C1 476(1360)



ralt JABCDEFGHJRPjDNMLKJI ClNC=NC=Cl____________  ____1067(5398)
a Indeks fragmentu koduje sekwencyjny zapis kierunku przeprowadzanej instrukcji 

rozłączeń. W nawiasach okrągłych podano elementy podstruktury odłączone 
w jednym, wstępnym etapie, poprzedzającym procedurę właściwej fragmentacji. 

b Wyniki uzyskano stosując składnię zapytania strukturalnego, połączonego z filtrami 
zapytań tekstowych, ograniczających liczbę uzyskanych rekordów tylko do struktur 
posiadających adnotację w bazie w kierunku zastosowań w terapii przeciw HIV. 
Dodatkowo w nawiasach podano całkowitą liczbę rekordów (bez zastosowania filtra 
przynależności klasowej przeciw HIV). Wyniki uzyskano metodą eksploracji bazy 
ChemDB HIV/OI/TB. Dane na dzień 19 grudnia 2010.

Tabela 6.6 Wyniki uzyskane dla uogólnionej reprezentacji struktury cząsteczki 
raltegrawiru (ralt-Q) na drodze przeprowadzonej procedury fragmentacji 
dekrementacyjnej.

Fragment molekularny9 SMILES Liczba hitów9 I
raltegrawir-Q CQ1C(=Q)C(Q)=C(Q=C1C(C)(C)QC(=Q)C1=QQ

=C(C)Q1)C(=Q)QCC1=CC=C(Q)C=C1
1

Ścieżka fragmentacji I-Q
ra It-Q^A CQ1C(=Q)C(Q)=C(Q=C1C(C)(C)QC(=Q)C1=QQ

=CQ1)C(=Q)QCC1=CC=C(Q)C=C1
1

ralt-O^AB CQ1C(=Q)C(Q)=C(Q=C1C(C)(C)QC=Q)C(=Q)Q
CCl=CC=C(Q)C=Cl

7

ralt-O^ABC CQC(C)(C)C1=QC(C(=Q)QCC2=CC=C(Q)C=C2)
=C(Q)C(=Q)Q1C

197

ralt-Q_ABCD CQ1C(=Q)C(Q)=C(Q=C1C(C)(C)Q)C(=Q)QCC1=
CC=C(Q)C=Cl

199

ralt-CLABCDE CC(C)C1=QC(C(=Q)QCC2=CC=C(Q)C=C2)=C(Q
)C(=Q)Q1C

199

ralt-Q_ABCDEF CCC1=QC(C(=Q)QCC2=CC=C(Q)C=C2)=C(Q)C(
=QJQlC

316

ralt-CLABCDEFG CQ1C(C)=QC(C(=Q)QCC2=CC=C(Q)C=C2)=C(Q
)C1=Q

330

ralt-Q_ABCDEFGH CQ1C=QC(C(=Q)QCC2=CC=C(Q)C=C2)=C(Q)C
I=Q

330

ralt-Q_ABCDEFGHI QC1=C(Q=CQC1=Q)C(=Q)QCC1=CC=C(Q)C=C
1

330

ralt-Q_ABCDEFGHIJ QC1=C(Q=CQC1)C(=Q)QCC1=CC=C(Q)C=C1 330
ralt-CLABCDEFGHIJK QC1=CC=C(CQC(=Q)C2=CCQC=Q2)C=C1 330
ralt-Q_ABCDEFGHIJKL QC1=CC=C(CQC=Q)C=C1 1727
ralt-Q_ABCDEFGHIJKLM CQCCI=CC=C(Q)C=Ci 2942
ralt-Q_ABCDEFGHIJKLMN QCCl=CC=C(Q)C=Cl 3617
ralt-Q_ABCDEFGHIJKLMNO CCl=CC=C(Q)C=Cl 8660
ralt-QJ\BCDEFGHIJKLMNOP QCl=CC=CC=Cl 18388

Ścieżka fragmentacji Il-Q
ralt-Q_R CQ1C(=Q)C(Q)=C(Q=C1C(C)(C)QC(=Q)C1=QQ

=C(C)Q1)C(=Q)QCC1=CC=CC=C1
1

ralt-Q_RP CQC(=Q)C1=C(Q)C(=Q)Q(C)C(=Q1)C(C)(C)QC( 1



ralt-Q_RPO
=QJCl=QQ=C(C)Ql
CQ1C(=Q)C(Q)=C(Q=C1C(C)(C)QC(=Q)C1=QQ
=C(C)QlJC(Q)=Q

1

ralt-CLRPON CQ1C(=Q)C(Q)=C(C=Q)Q=C1C(C)(C)QC(=Q)C1
=QQ=C(C)Ql

1

ra It-Q^RPONM CQ1C(=Q)C(Q)=C(C)Q=C1C(C)(C)QC(=Q)C1=Q
Q=C(C)Ql

1

ralt-Q_RPONML CQ1C(=Q)C(Q)=CQ=C1C(C)(C)QC(=Q)C1=QQ=
C(C)Ql

1

ra It-Q^RPONMLK CQ1C(=Q)C=CQ=C1C(C)(C)QC(=Q)C1=QQ=C(C
)Qi

1

ralt-CLRPONMLKJ CQ1CC=CQ=C1C(C)(C)QC(=Q)C1=QQ=C(C)Q1 1
ralt-Q_RPONMLKJI CC1=QQ=C(Q1)C(=Q)QC(C)(C)C1=QC=CCQ1 1
ralt-O^RPONMLKJIH CC(C)QC(=Q)C1=QQ=C(C)Q1 4
ralt-Q_RPONMLKJIHG CCQC(=Q)C1=QQ=C(C)Q1 5
ralt-CLRPONMLKJIHGF CQC(=Q)C1=QQ=C(C)Q1 8
ralt-CLRPONMLKJIHGFE CCl=QQ=C(Ql)C(Q)=Q 11
ralt-CLRPONMLKJIHGFED CCl=QQ=C(Ql)C=Q 62
ralt-Q_RPONMLKJIHGFEDC CCl=QQ=C(C)Ql 133
ralt-Q_RPONMLKJIHGFEDCB CCl=QQ=CQl 388

a Indeks fragmentu koc uje sekwencyjny zapis kierunku przeprowadzanej instrukcji
rozłączeń. W nawiasach okrągłych podano elementy podstruktury odłączone 
w jednym, wstępnym etapie, poprzedzającym procedurę właściwej fragmentacji. 

b Wyniki uzyskano stosując składnię zapytania strukturalnego, połączonego z filtrami \ 
zapytań tekstowych, ograniczających liczbę uzyskanych rekordów tylko do struktur 
posiadających adnotację w bazie w kierunku zastosowań w terapii przeciw HIV. Wyniki 
uzyskano metodą eksploracji bazy ChemDB HIV/OI/TB. Dane na dzień 19 grudnia 2010.

Tabela 6.7 Wyniki uzyskane dla cząsteczki elwitegrawiru (elwit) na drodze 
przeprowadzonej procedury fragmentacji dekrementacyjnej.

I Fragment molekularny SMILES Liczba hitów8
elwitegrawir C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(=

CN([C@H](C0)C(C)C)C2=C1)C(0)=0
12

Ścieżka fragmentacji Ic
elwit_M C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(C

=0)=CN([C@H](C0)C(C)C)C2=C1
12

elwit_MN C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(C
)=CN([C@H](C0)C(C)C)C2=C1

12

elwit_MNO C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C=
CN([C@H](C0)C(C)C)C2=C1

12

elwit_MNOP C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2CC=CN([
C@H](C0)C(C)C)C2=C1

12

elwit_MNOPJ C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2CC=CN([
C@H](C)C(C)C)C2=C1

12

elwit_MNOPJK C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2CC=CN(C
C(C)C)C2=C1

12

elwit_MNOPJKH CCCN1C=CCC2=CC(CC3=C(F)C(CI)=CC=C3)=C( 18



OC)C=C12
elwit_MNOPJKHG CCN1C=CCC2=CC(CC3=C(F)C(CI)=CC=C3)=C(0

C)C=C12
28

elwit_MNOPJKHGI C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2CC=CN(C
)C2=C1

28

elwit_MNOPJKHGIL C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2CC=CNC
2=C1

28

elwit_MNOPJKHGILE 0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2CC=CNC2
=Cl

28

elwit MNOPJKHGILEF FC1=C(CC2=CC=C3NC=CCC3=C2)C=CC=C1CI 82
elwit MNOPJKHGILEFD CCl=C(F)C(CI)=CC=Cl 179
elwit_MNOPJKHGILEFDC FC1=CC=CC=C1CI 195
elwit MNOPJKHGILEFDCB CIC1=CC=CC=C1 4624
elwit MNOPJKHGILEFDCBA Cl=CC=CC=Cl 24202

Ścieżka fragmentacji Ilc
elwit_A C0C1=C(CC2=C(F)C=CC=C2)C=C2C(=0)C(=CN

([C@H](C0)C(C)C)C2=C1)C(0)=0
12

elwit_AB C0C1=C(CC2=CC=CC=C2)C=C2C(=0)C(=CN([C
@H](C0)C(C)C)C2=C1)C(0)=0

12

elwit_ABC C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(=CN([C@ HJ(CO)C(C)C 
)C2=C1)C(0)=0

12

elwit_ABCD C0C1=CC=C2C(=0)C(=CN([C@H](C0)C(C)C)C
2=C1)C(0)=0

12

elwit_ABCDE CC(C)(C@@H](C0)N1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=C
C=C(0)C=C12

12

elwit_ABCDEF CC(C)[C@@H](C0)N1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=C
C=CC=C12

23

elwit_ABCDEFG CC[C@@Hj(C0)NlC=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=
CC=C12

39

elwit_ABCDEFGH C[C@@H](C0)N1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=C 
C=C 12

48

elwit ABCDEFGHI 0CCN1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=CC=C12 133
elwit ABCDEFGHIJ CCN1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=CC=C12 178
elwit ABCDEFGHIJK CN1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=CC=C12 203
elwit ABCDEFGHIJKL 0C(=0)C1=CNC2=CC=CC=C2C1=0 213
elwit ABCDEFGHIJKLM 0=CC1=CNC2=CC=CC=C2C1=0 217
elwit ABCDEFGHIJKLMN CC1=CNC2=CC=CC=C2C1=0 217
elwit ABCDEFGHIJKLMNO 0=C1C=CNC2=CC=CC=C12 220
elwit ABCDEFGHIJKLMNOP C1C=CNC2=CC=CC=C12 220

Ścieżka fragmentacji Illc
elwit_G CC[C@@H](C0)N1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC(

CC3=C(F)C(CI)=CC=C3)=C(OC)C=C12
18

elwit_GH C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(=
CN([C@@H](C)C0)C2=C1)C(0)=0

20

elwit_GHI C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(=
CN(CC0)C2=C1)C(0)=0

28

elwit_GHIJ CCN1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC(CC3=C(F)C(CI)
=CC=C3)=C(OC)C=C12

28

elwit_GHIJK C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(=
CN(C)C2=C1)C(0)=0

28



elwit_GHIJKL C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(=
CNC2=C1)C(0)=0

28

elwit_GHIJKLM C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(C
=0)=CNC2=C1

28

elwit_GHIJKLMN C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C(C
)=CNC2=C1

28

elwit_GHIJKLMNO C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2C(=0)C=
CNC2=C1

28

elwit_GHIJKLMNOP C0C1=C(CC2=C(F)C(CI)=CC=C2)C=C2CC=CNC
2=C1

28

elwit_GHIJKLMNOPB C0C1=C(CC2=CC(CI)=CC=C2)C=C2CC=CNC2=
Cl

29

elwit GHIJKLMNOPBA C0C1=C(CC2=CC=CC=C2)C=C2CC=CNC2=C1 29
elwit GHIJKLMNOPBAE 0C1=C(CC2=CC=CC=C2)C=C2CC=CNC2=C1 30
elwit_GHIJKLMNOPBAEF C(C1=CC=CC=C1)C1=CC=C2NC=CCC2=C1 191

Ścieżka fragmentacji IVd
elwitjABC) C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(=CN([C@ Hj(CO)C(C)C 

)C2=C1)C(0)=0
12

elwit_(ABC)M C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(C=0)=CN([C@H](C0)
C(C)C)C2=C1

12

elwit_(ABC)MN C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(C)=CN([C@H](C0)C(C
)C)C2=C1

12

elwit_(ABC)MNO C0C1=C(C)C=C2C(=0)C=CN([C@H](C0)C(C)C)
C2=C1

12

elwit_(ABC)MNOP C0C1=C(C)C=C2CC=CN([C@H](C0)C(C)C)C2=
Cl

12

elwit JABCJMNOPJ C0C1=C(C)C=C2CC=CN([C@H](C)C(C)C)C2=C
1

12

elwit_(ABC)M NOPJK C0C1=C(C)C=C2CC=CN(CC(C)C)C2=C1 12
elwit_(ABC)M NOPJKH CCCN 1C=CCC2=CC(C)=C(0C)C=C12 18
elwit_(ABC)MNOPJKHG CCN1C=CCC2=CC(C)=C(0C)C=C12 29
elwit_(ABC)MNOPJKHGI C0C1=C(C)C=C2CC=CN(C)C2=C1 29
elwit_(ABC)MNOPJKHGIL C0C1=C(C)C=C2CC=CNC2=C1 29
elwit_(ABC)MNOPJKHGILE CC1=C(0)C=C2NC=CCC2=C1 30
elwit_(ABC)MNOPJKHGILEF CC1=CC=C2NC=CCC2=C1 195
e!wit_(ABC)MNOPJKHGILEFD C1C=CNC2=CC=CC=C12 220

Ścieżka fragmentacji Ve
elwitjABC) C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(=CN([C@ Hj(CO)C(C)C 

)C2=C1)C(0)=0
12

elwit_(ABC)D C0C1=CC=C2C(=0)C(=CN([C@H](C0)C(C)C)C
2=C1)C(0)=0

12

elwit_(ABC)DE CC(C)[C@@H](C0)N1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=C
C=C(0)C=C12

12

elwit_(ABC)DEF CC(C)[C@@H](C0)N1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=C
C=CC=C12

23

elwit JABCJDEFG CC[C@@ Hj(CO)N 1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC= 
CC=C12

39

elwit_(ABC)DEFGH C[C@@ Hj(CO)N 1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=C 
C=C12

48

elwit_(ABC)DEFGHI 0CCN1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=CC=C12 133 ]



elwit_(ABC)DEFGHIJ CCN1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=CC=C12 178
elwit_(ABC)DEFGHIJK CN1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC=CC=C12 203
elwit_(ABC)DEFGHIJKL 0C(=0)C1=CNC2=CC=CC=C2C1=0 213
elwit_(ABC)DEFGHIJKLM 0=CC1=CNC2=CC=CC=C2C1=0 217
elwit_(ABC)DEFGHIJKLMN CC1=CNC2=CC=CC=C2C1=0 217
elwit JABC)DEFGHIJKLMNO 0=C1C=CNC2=CC=CC=C12 220
elwit JABCjDEFGHIJKLMNOP C1C=CNC2=CC=CC=C12 220

Ścieżka fragmentacji Vle
elwitJABC) C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(=CN([C@ HJ(CO)C(C)C 

)C2=C1)C(0)=0
12

elwit_(ABC)G CC[C@ @H J(CO)N 1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC( 
C)=C(OC)C=C12

18

elwit_(ABC)GH C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(=CN([C@@H](C)C0)C
2=C1)C(0)=0

20

elwit JABC)GHI C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(=CN(CC0)C2=C1)C(0)
=O

29

elwit JABCjGHIJ CCN1C=C(C(0)=0)C(=0)C2=CC(C)=C(0C)C=C1
2

29

elwit JABCjGHIJK C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(=CN(C)C2=C1)C(0)=0 29
elwit_(ABC)GHIJKL C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(=CNC2=C1)C(0)=0 29
elwit JABC)GHIJKLM C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(C=0)=CNC2=C1 29
elwit_(ABC)GHIJKLMN C0C1=C(C)C=C2C(=0)C(C)=CNC2=C1 29
elwit JABC)GHIJKLMN0 C0C1=C(C)C=C2C(=0)C=CNC2=C1 29
elwit_(ABC)GHIJ KLMNOP C0C1=C(C)C=C2CC=CNC2=C1 29
elwit JABC)GHIJKLMN0PD C0C1=CC=C2CC=CNC2=C1 29
elwit_(ABC)GHIJKLMNOPDE 0C1=CC=C2CC=CNC2=C1 30
elwit_(ABC)GHIJKLMNOPDEF C1C=CNC2=CC=CC=C12 220

a Indeks fragmentu koduje sekwencyjny zapis kierunku przeprowadzanej instrukcji 
rozłączeń. W nawiasach okrągłych podano elementy podstruktury odłączone 
w jednym, wstępnym etapie, poprzedzającym procedurę właściwej fragmentacji. 

b Wyniki uzyskano stosując składnię zapytania strukturalnego, połączonego z filtrami 
zapytań tekstowych, ograniczających liczbę uzyskanych rekordów tylko do struktur 
posiadających adnotację w bazie w kierunku zastosowań w terapii przeciw HIV. Wyniki 
uzyskano metodą eksploracji ChemDB HIV/0l/TB. 

c Dane na dzień 19 grudnia 2010. 
d Dane na dzień 7 luty 2011. 
e Dane na dzień 8 kwietnia 2011.



6.3 OZNACZENIE CYTOTOKSYCZNOŚCI I AKTYWNOŚCI WZGLĘDEM WIRUSA 
H IV 11

Badane preparaty (w ilości 5 mg każdy) rozpuszczono w 500 |il DMSO. Związek 

referencyjny FZ-41 (w ilości 3,94 mg) rozpuszczono w  394 pi DMSO. Następnie 50 pi 

otrzymanego roztworu rozpuszczono w 5000 pl RPMI1640/FCS 10%. Końcowe stężenie 

DMSO poniżej 1%. Tak otrzymane roztwory związków użyto do oznaczeń w  hodowlach 

komórkowych. Hodowle wirusa HIV prowadzono w  komórkach ustalonej linii 

komórkowej CEM-T4. W hodowlach do inokulacji wykorzystano laboratoryjny izolat 

HIV wyprowadzony w  naszym laboratorium (wild type, fenotyp SI indukujący syncycja).

Proces zahamowania replikacji wirusa w hodowlach badano poprzez oznaczenie ilości 

białka p24 (najbardziej reprezentatywnego białka wirusowego) w nadsączach znad 

hodowli komórek CEM-T4 inokulowanych wirusem HIV prowadzonych w  medium 

wzbogaconym w  znane stężenia testowanych związków. Hodowle prowadzono na 

96-cio dołkowych płytkach hodowlanych w standardowych warunkach 

(20 tys/studzienka, temp. 37°C, 5% CO2).

Inokulację poprzedzała dwudziestoczterogodzinna preinkubacja komórek w znanych 

stężeniach testowanych substancji. Dla każdego testowanego stężenia badanych 

preparatów hodowle były wykonane w  trzech powtórzeniach. Kontrolę referującą 

100% replikację stanowiły hodowle prowadzone w standardowym medium. Po siedmiu 

dniach hodowli z każdej studzienki zbierano 80 pi nadsączu i oznaczano zawartość 

białka p24 przy użyciu testu Genscreen HIV-I Ag Assay (Bio-Rad, France). Po pobraniu 

nadsączu w  hodowlach oznaczano żywotność komórek metodą MTT (Sigma, USA). 

W trakcie prowadzenia hodowli wykonywano codzienne obserwacje komórek 

w  mikroskopie odwróconym w  celu obserwacji tworzenia się lub braku syncycji 

będących wynikiem zakażenia.

Cytotoksyczność preparatów oceniano po siedmiu dniach hodowli komórek linii 

CEM-T4 prowadzonych w  standardowych warunkach (medium RPMI wzbogacone

11 Opis procedury oznaczenia cytotoksyczności i aktywności względem wirusa HIV dostarczony przez 
wykonawcę testów  biologicznych -  zespół badawczy Samodzielnej Pracowni Wirusologii Narodowego 
Instytutu Leków w Warszawie pod kierownictwem Pana dr Andrzeja Piasek.



w 10% surowicy płodowej (FCS), temp. 37°C w atmosferze zawierającej 5% CO2). 

Hodowle komórkowe prowadzono na 96-studzienkowych płytkach hodowlanych 

w szeregu rozcieńczeń testowanych preparatów. Hodowle kontrolne prowadzono 

w standardowym medium hodowlanym (RPMI, 10% FCS, liczba komórek w momencie 

rozpoczęcia hodowli 20 tys/studzienka). Po siedmiu dniach hodowli żywotność 

komórek oznaczano metodą MTT. Hodowle prowadzono w trzech powtórzeniach dla 

każdego stężenia poszczególnych preparatów.
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Załącznik I .  Życiorys naukowy autora



Curriculum Vitae

Dane osobowe

Imię i nazwisko Agata Kurczyk

Data urodzenia 5 stycznia 1984 r.

Miejsce urodzenia Bytom

Wykształcenie

2008-2013 Studia doktoranckie w zakresie chemii przy Instytucie Fizyki 
Uniwersytetu Śląskiego w Katowicach.

2003-2008 Studia stacjonarne magisterskie na kierunku chemia 
w zakresie chemii ogólnej na Wydziale Matematyki, Fizyki 
i Chemii Uniwersytetu Śląskiego w Katowicach; zdobycie 
tytułu zawodowego: magister.

1999-2003 Zdobycie wykształcenia średniego ogólnego. 
(Liceum Ogólnokształcące Nr IV w Bytomiu)

1991-1999 Szkoła Podstawowa Nr 37 w Bytomiu

Kwalifikacje oraz uprawnienia zawodowe
• Kwalifikacje pedagogiczne wymagane od nauczycieli zgodnie z § I  pkt. 3 

rozporządzenia Ministra Edukacji Narodowej i Sportu z 10 września 2002 r. 
Dz.U. z 2003 r. Nr 155 poz. 1288.

Działalność dydaktyczna
Prowadzone zajęcia dydaktyczne w Zakładzie Chemii Organicznej Instytutu Chemii 
Wydziału Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Śl. w Katowicach:

• laboratorium chemii organicznej;
• chemoinformatyka;
• informacja naukowa.

Udział w projektach
• Opracowanie multimedialnych materiałów dydaktycznych platformy 

e-learningowej „E-chem" Uniwersytetu Śląskiego w Katowicach (Projekt 
UPGOW - Uniwersytet Partnerem Gospodarki Opartej na Wiedzy 
współfinansowany przez Unię Europejską w ramach Europejskiego Funduszu 
Społecznego).



Modelowanie molekularne, polifarmakologia, metody odkrywania wiedzy w bazach 
danych.

Udział w konferencjach

16-17.11. 2012 XV Gliwickie Spotkania Naukowe, Gliwice, Polska
poster: Virtual screening of HIV integrase inhibitors and 
azanaphthalene compounds in a search for privileged 
substructural motifs; Kurczyk A., Bak A., Magdziarz T., 
Polanski J.

10-14. 10. 2012 10th International Congress of Young Chemists "YoungChem
2012", Gdańsk, Polska
poster: Mining molecular and structural chemical databases 
for the exploration of the architecture of drugs; Kurczyk A., 
Bak A., Magdziarz T., Polanski J.

13-15. 09. 2012 V Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, Polska
poster: Development of multistep ligand-based virtual 
screening cascade methodology in a search for novel HIV-I 
integrase inhibitors: I. Machine learning; KurczykA., 
Warszycki D., Kafel R., Musiol R., Bojarski A., Polanski J.

18-19.11. 2011 r. XIV Gliwickie Spotkania Naukowe, Gliwice, Polska
poster: Probing pharmacological space for the analysis of 
fragmental drug-likeness topology: Application to mono- and 
diazanaphthalene compounds; Kurczyk A., Bak A., 
Magdziarz T., Polanski J.

4-5.10.2011 r. The Modern Techniques for Drug Design Purposes,
Warszawa, Polska
poster: Drug-likeness topology determination using 
fragment-based approaches in molecular and structural 
chemical databases; Kurczyk A., Bak A., Magdziarz T., 
Polanski J.

18-22.09.2011 r. 54 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego i
Stowarzyszenia Inżynierów i Techników Przemysłu 
Chemicznego, Lublin, Polska
poster: Drug-likeness topology determination using 
fragment-based approaches in molecular and structural 
chemical databases; Kurczyk A., Bak A., Magdziarz T., 
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12-14. 09. 2011 r. 40th Conference. Drug Synthesis and Analysis, Brno, Czechy
poster: Screening chemical space in a search for fragmental 
druglikeness topology: Application for HIV integrase inhibitor 
offspring fragments and azanaphthalene polypharmacology; 
Kurczyk A., Bak A., Magdziarz T., Polanski J.



26-27. 11. 2010 r.

24-27. 04. 2010 r.

20-21. 11. 2009 r.

IV Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, Polska 
poster: Probing pharmacological space for the analysis of 
fragmental drug-likeness topology: Application to mono- and 
diazanaphthalene compounds; KurczykA., BakA., 
Magdziarz T., Polanski J.

XIV Gliwickie Spotkania Naukowe, Gliwice, Polska 
poster: Drug Architecture by Database Mining: Global 
Mapping of Pharmacological Space; Kurczyk A., Magdziarz T., 
BakA., Polanski J.

Vlll Seminarium Doktorantów „Na pograniczu biologii
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Privileged Structures -  Dream or Reallty: Preferential Organization of 
Azanaphthalene ScafTold

J. Polański*, A. Kurczyk, A. Bak and R. Musiol

Institute of Chemistry, Uniwrsity of Silesia, Szkolna 9. 4O-(H)fi Katowice. Poland

A batract: H ic  concepl o f prw ilegcd sin ic turcs/subs truciu rcs (P S ) is ihc idea ihai ccriain structural Teaturex produce biological elTccis 
morc ollen (han Oihcrv The PS method can hc scen as an odspring o f Tragonomics, which is hased on rccent eiperim ental mea.surements 
oT proiein-ligand interactions. If P S  pn>ve to bc tnie. then chem ical motives thal enrich biological acliv ity can bc uscd whcn dcsigning 
new drups H ow evcr PS  remain controven>ial because we cannot be sure whether Ihe exce» O laciive  structures does not resuh from an 
abundance in chem ical lihranes. In this review . we w ill focus. in particular. on the preferential organization o f azanaphthalene scaffolds 
(A N ) in drug* and natural products (N P ), which are prefcucd by Naturę in cvulution. W c w ill show that Icnowledge discovery in 
m olecular databases can rcvcal intcrcshng Iim e-Iim ds profilct for important classes o f poientially privileged scaffolds. The chemical 
library oC AN is dommated by monoaza-compounds. among which quinoline appears lo be Ihe most Trequently mvestigated scaffold;
However; more sc^histicated dotabase mining seems Io indicate dilTerent PS  pattems wrthin the A N  scaflbid fam ily.

Keywords: Azanaphthalene scaffold, chemical spaces, database mining. fragment-based design, privilcged motifs.

1NTRODUCTION

The concept of privileged stmctureiVsubstnicnires (PS) is the 
idea thal certain structural features produce biological eflects more 
often than others [I]. Morc formally, PS havc bccn defined in the 
Conlext of a minimal substmeture capable of binding Several typcs 
of reccptors [2]. I f P S  prove to bc tnie, then chemical motives that 
enrich biological activity can be used when dcsigning new dnigs 
f31. However1 PS remain contiwersial because we cannot be sure 
whether the excess of active stmetures does not result from an 
abundance in chemical libraries. For example, if PS in pioneering 
EhrIich or Domagk chetnotherapeutics (salvarsan, prontosil; Fig. 
(D ) are analyzed, an azo-dye related structure will be indicated as a 
privileged one; howevcr; this eould simply have resulted from the 
availability of dyes in X lX  (or early X X ) century chemistry, which 
determined that Ehrilch was fascinated by the fact that anilinę or 
other ncMly availahle dyes could slain microbial tissues during his 
studies [4]. In fact, salvarsan, al Ieast in its structure as prcsented in 
Iextbooks, resembles azo dyes very closely. However, it has just 
been reported that the actual salvanan stnicture Iooks completely 
diflerent [5], According to another story, pronlosil, which was 
discovered by Domagk, appeared to bc a sulfonamide prodrug [6] 
of the ozo dye family. TYius, both stories reveal the presence o f  
serendipitous elements.

The above-mentioned examples indicate that privileged motifs 
that are identified are highly dependent on the compound space 
being screened. Thus, the concept of a chemical space (Fig. (2)) 
allows us to better control and organizc chemical stmetures. c.g. the 
concepl of organie chemistry architecture [7, 8], suggests how we 
can analyze and organize the information in molecular databases in 
order to find a preferential chemistry Iandscape Fig. (3).

The idea of preferential chemistry resembles this of drug- 
Ukenexs. In tum. drug-likeness and PS concepts refer to similar 
problems. What are Ihe difTerences between them? What we 
aciually mean by drug-likeness in molecular design and do drug 
targets also have a Iikeness {9]? On the other hand, identifying a 
preferential Iandscape is related to molecular fragments, 
substructures, superstmetures, scaffolds, Iinkers (compare Table 1); 
as well as their generation, identification, statistical analyses of 
fVcquencies etc. Intuitively. fragments, subslructurcs or privilege 
(siib)stmcrures refer to somc building blocks of the molecule. 
Prcfcrcnccs may includc real molecules but also Virtual structures 
or molecular motifs. What are the relationships between them? The

•Addrc<s corrctpondcncc to this author at the Iniittuie of Chemistry. Univeniiv of 
Sikifa1 Szkolna <J. 4(U)06 Kalau.cc. Polard. TctFax: 0048/32-7599478: 
F-mail polansb us edu pl

aim of this publication was to review basie concepts essential for 
the PS identification and to compare this method to similar 
approaches in molecular design.

Another aim of this review was to compare the way in which 
preferential chemistry problems are addressed by computational 
chemists and those woricing in synthetic laboratoncs. Thercforc. we 
additionally focused on the azanaphthalene scafTold, which can 
often be found in biologically active molecules. Can Ihis 
observation be converted into a numeric form that supports the 
concepts of Iikeness and priYilegeness? We screened molecular 
databases in an altempt lo identify and illustrnte the preferential 
organization of this scaffold Since natural compounds are 
structures isolaled from nature and thus clearly preferred and 
strongly influencing drug design 121]. we concentrated on such 
compounds.

D IF F E R E N T IA T IN G  D R tG S  FR O M  N O N DRUG S

Vanous methods have bccn developed in molecular design in 
an attempt to find new drugs. Optimistic approaches. e.g. 
Quantitative Stnicture Activity Relationships (QSARs) were aimed 
at modeling/predicting a certain activity value for a new compound. 
In more pragmatic methods, we are satisfied when we can even 
postulatc a Iack or gain in activity. or cvcn the probability of that. 
From among the optimistic methods, modcling QSAR appears to bc 
espccially efficient, provided thal we procced within a congcnenc 
compound senes. This worics even better where membranę 
penetrahon is an eflect Iimiting an activity value. If  Ihis is the case, 
then a simple Hansch approach provides both an efficicnt 
mathematical model and a elear mechanistic explanation. In 
multidimensional m-QSAR terminology, the Hansch approach can 
be classified as O or ID  QSAR. The merease of dimensionality m 
into (3+7)-QSAR protocols appears to be much less eflective than 
expected [44-46].

Qualitatively difTerentiating dmgs from non-dmgs can be seen 
as a simplified, true or false (O or I )  QSAR version. which is also 
not a minor problem. This can be approached in rwo ways. The fint 
step is to choose the propenics nccessary to exhibit drag-like 
behavior. Then we can try to predict such properties for the 
stnictures under consideralion in attempting lo find drug candidates. 
This approach more or less mimics the QSAR protocols. Although 
some properties that determine the drug developmenl ability of the 
molecular structure secm elear, e.g. Ioxicity, bioavailability or 
synthetic accessibility, choosing properties or their modeling is a 
rather complicated process. In approaches that are more pragmatic, 
we simply eslimate the similarity of the designed structures to real 
dmgs (25, 47]. This method still atrracts attenlion, c.g. molecular
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Fig. ( I) .  Structu rcs of proatosil u d  Prontosil - Ihe fin t suito nami de prodrug bclonging tu azo dyes (a ). The uugmul slnicture Ofsalvarhan
proposed by Ehrlich rcflectmg unalogy wiih azu compounds (b). The aclual sa]varsaii struciure consistuig ut cyclic spccies bcing a miXlurc u f cyclic tnmers 
and pcntameis (5) (c).

Fig. (2). Cbem kal space (C S ) cou lsllng  o f TaetiiBl (F C S )  and V lrtuai (V C S )  parta. FC S  and V C S  relcr to all curTcntly known and ail possible mo lec u lei 
respeci ively. Tbe CS representation may vary with the panie u lar set of descriptors and pro pert tea used to detine the subspace where the rrolecules w ill be 
placcd. c g., drug-likc and PS subspace*.



reactants products

F Ir . (.1). O rgan k  chcm htry landieape. Rcprcsentanon o f the prcferential Bttachinent responsible for ttme-evolvmg chemistTy’* network. Molecules 
couespond to nodes and rcaclions to edges cunnecting these nodcs (a ) Prefenrd molecules prodiice more connections thereby becomtng even rnore popular in 
time: whereas Iesa popular molecules Iorm new rc Iahons less rap id Iy over the same period (b); thus. network evoIution has bccn dcscnbcd as quttc stmilar to 
that characicnzing the World Wide Wcb [7, 8],

b)

Table I .  P r lv lle frd  S tra c ta rt Related Coacepts and Deflnltlons

i D r f lr tb t i aad/ar rak i Rtfervara

Slruciure I Topological graph which soldy describe lhc Iinkagc or the atomi al whięh cvery atoms is a Verten and cvery bond ii an 
edge m the molecular graph A mokcule I* Kgmented into fourumt*:

, a. nng syicm* cycka within Ihe mokcuW  griph or rmgs Rharmf a bond between alcmw.
b. Iinkers aloms and'or hond* on the palh connccting iwo di (Tereni ring \ysiem*.
c. słde-chains - aioms not clasfiifted as rmg system or linken.
d. framework - ring sytems conncclcd by Iinkcn::
c, 'complc* fTamcworks - Tnmcwnrk which spccific* atom rypc* md bond orderu

[10-12]

Scatfold . Framewnrk which cnocyclic double hond (double honded single aiom side-diains montly X-O) are nni removed Irom 
rings.

|I0|

Thc stmctural corc iipon which difTcrent typa of subslituents c*n be attuched M3)
C ommon corc structiae characicrirmg the group of molecules Ihal may charę a common synlhelic palhwły |14]

IiTiviIcgCd StTtKtJTC ■ ScafToId which were capahle of providmg useful Iigands for divemr receptom and judiciou* modifications of *uch 
urucnircs could be a Viable altemotive for design a new receptor agonist and antagomsts.

1 ris]

: ScatToIds Ibat vcry ollen produce hiologtcally aciive analogueK in a larget Tamily n * ]
Frrquenl hitlcrs ; Compounds which show up as hiis in many different biological asuys coicrmg a widc rangę of fargets. MT]
Chcmical Kpacc i Spaec ean be Viewcd aa bcing analogom to the coamological Hniverse in its vastneu with chemKal compound* 

: populaiing space inMead of stars
|IK]

The imał descriplnr spacc Ihat cncompauca all the smali carboo-baacd molecules Ihat coukJ be in principle crealcd i w i
! The set of the all po&sible molecular fiructum (IO11-IO*'" wirh IO*'of compound* congaing up to 30 C, N. O. S atomm , [20]
: (.'(Misists of faetual and Virtual mbspaces wherc each mo Iecii Ie can be given a veclor cod mg molecular sltucture which I2U
i can be calculaied from I be molecular Mructure for ihe all molecules in the wholc chemKal Npacc and compound propeny
1 which basically should be mcaaired.
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FbciuuI Chemical Spacc i (i IACiiimaletI ihal 141 U) IO ""an ich im can bciynibcaued with potatialły 10“  email motaculea of Icsa than 30non- 
hydrogea atom* and up id 10*  płunnacologically reIevaal compounds.

|221

Vinwd Chcmrval Space I heoretically posible colleciions ol m oletula C H
Dvug Kiitgiitcnl Space Sfnall number ol'compounds based on acallolds aad Iunclional gruups cumrounly Iownd in known dnigt 123)
Diug-Like Properly Space 1 Composed ul cunynHindk which Iu lfill ruk of Ttve. 12^]
Drug-Like Chemical 
Spau

; Denned by Tingoptint discraninatiun model |25)

Drug>likene*!> Lipiński rule of Tive
I he k i  of Ihreshuid value» was imposcd on the specilk molecular deacripiors mcludmg the ocinnolwaier parttlion 
coclTicicnl (ClogP<5>. the molecular wcighl <MW<500), Ihe number of hydrogen bund donora (HHD<S)and hydrugen 

: bondaccepiore(HNA<IO)

120]

Vebo ruie
! Number of rolatabk lk<ndt(NHH)<IO, iPSA<I40A*. HBA<I 2

127]

j Dnig-IikenM for cumpound slTmtiy - de>taliun uf Ihe dockng scores with mullipk protein. |2HJ
Drug-Uirgei-Iikcnesa - prnten largets of drugs share chantctenslics m their Hequeiuc [«]

, Model-Free drug-likcncMt - rapid elimiiution Ihoae of prospeclive drugs which in  ridt in nondmg-likr IragmenitL |2»]
LcatMikencta i The compulalkmal crilenn applicable in Midxuir Iibrary screening fur Icad idenlificalion: MW<460. -4<logP<4.2 Of - 

4<logDi *<4 wbere IogDi, is IogP value «1 pH-7.4. k>g$>*5. NRB<10. HBD<3. HBA<9 and number of rings RNGM
|30]

łTagment>likcne*» : Congreve rule of three
1 The rule reslricfe the hotmdsy Iim iU Io MW<3UU. logP£3. NRB<3. HHIK3. HBA<3 and PSA<60A'

[51]

1 Reduced eomplouty
The paradigm in Iragmeni library for Iead generation hevc bcen proposed whae MW<3S0. NRB<6. HBD<3. IIBA<H, 
logP<2.2 and bcavy aioms NHA<22.

|30]

TnITK Lighis
Thc promising id  of ruks where MW<*IOU. ClogPs3, wricr solubiliiy al pH 6.3>50mg L 1. tPSA<l20A\ NRH<7

132]

Subiamciure A Mibgraph ol thc graph Uuu is aasociaied with a chemical Mruciure and is eoncspondngly Iabckd (or colorcd) in a 
manner Ihat refkcis Ihe naturę of the tim iu and bonds compriied m the orguial parenlal moiecuk.

[22]

SupcrMruciure : Given Iwo chemical rirw lK u  A and U. if itructure A is Tully contained in Kiructurę B, Ihen A is a substnicture oT B, 
. whik B is a tuperSirucuue ol‘A.

133]

Substniciure molecular 
descriploni (eXamplei)

1 Molecular acceas system* (MACCSI - Tragment diclionary based on the alom lypes, alom pairs and outom alom 
i cimrunmoiU uencoded in bil vet»n.

122]

Structural I D/2D>3D descriplcw* - lopological deteripsun, physkal prupurty dcacHpiurv alom and bond eoinis. surface 
arca descriptors. charge descriptors.

|3-(]

Veclonal tiescnplors collecling counts oluęajrroKes ol predel tnes lU ucim ł Ieaiures in moiecuk or binary variable» 
kpcciTying their prcscncc/Asmcc. Divided into lopological reprctotiations (2D| or (3D) rcprcscuiaiions cncuding the 
spaiiaJ rc Lstiondiip

|35|

Structural kcy descnptun> e. g., DAIM  fingerprinu. [36]
Subiiiuclufc Xrccning The usage ol' the prcdcfincd list or Ju uonan of Ingmoits 10 check lor the presence or absence ol cacb substructurc u  a 

w l of MCtive molccuka
122]

Maxiniuin cummuit 
sutatrueiure

A single conuguously conncctcd eonunon subgraph of a molecular StnKbire praoot in a tpccified fracticn ol ali 
moleeuks.

137]

KrmgnKfil : Smali moleeuks of lew Ihan apprommaicly 250 Da and typically composed o f jusi a few lunciioruliiie*. [3#]
; Smali moiecuk with a size typically less than 300Da which is espetted 10 bind 10 m target protein with weaker achvity 

lhan Iradilional dmg-like moiecuk bul with binding efliciency per alom at kast as high as for largei moiecuk
[39]

Rcprcsaiis Iincar and/ur branclted substnicture of 6-40 aloms. An csaci fragmeni is a set ol-stoma and Ihcir cunoectiona. 
1 A genenc Iragmeol is a /w^r subsiructure in which alom* and/or bonds are denoted by symbol* repre»eniing lisis of 
1 posftihle aiumK. bunds or cvcn riruetunil prupertiei uich as *H*bund acceplor' or Ihe like.

[221

A sci oT aloms connecied by unbrakabie bunds e g. icrminaJ. double. Iripk ot aromalk bonds in rings. [36]
Ducnminalive Iragmenls - paru of moiecuk Ihal are Irequent in the set of adive moleeuks and rare in ine set oT 

i Uiaciive.
[40]

Chemical cliches 1 Ihe most ohen occuiruig fragmeois and Irequaitly cooccumng pain ol' fragments. 1* 1 ]
SlniCiure Ir^pneniaiion 1 Kragmcnidictionafy predelioed set ol stu li moiecuk^. [22]
proccJurc Kecuriive panilionng - m Ieraiive proeess whereby s *et of structures 1» partitioned aceunling 10 presence or absence of 

a discriminaling bagmail coataincd in an CKhaustive lisi of aIooi pan and lopologieal iotskhu .
[22 ]

i Discrcie fragmental analysis - fragment is scorrd accordng Io its probability of diance occurrcncc m the daiasei al hand. 122 ]
Decorvlioo spheres • hils was dccomposed tcsultuig in tbe subset of subsiruciurcs ordered accordmg 10 a ineremstng Icvel 

, oftomplcuty and bdenging Io distincl decoratKiu sphens' aiound the main eurt preseni in Lhc parenlal moiecuk.
[42]

Orapb splitting Iechnique breaks the moiecuk al topologicalIy tateresting points sucb as bond between a substituat and 
s ring.

[41]

Decompuuiion snd idotlifiealion of mokcuks (DAIM ). [36]
; Cleavage rukt -  Kkn iiftes fragmeni* which can be synthesized eaxily Trrnn known chon iuries [41]



topology descriptors have been used rcccnlly to identify the 
differences between drugs. clinical candidate and bioactive 
molecules (48).

Dmg-Likeness

Drug-Iikencss is a concept that originated from the idea that 
dnig compounds difTerentiate from other molecules in their 
physical properties. Oprea performed a Iarge database mining 
within the MACCS-II Dmg Data Report (MDDR), CurTent Patents 
Fast-alerl, Comprehcnstve Medicinal Chemistry. Phyxician Desk 
Refcrence. Ncw Chemical Entiiies and the Available Chemical 
Direclory (ACD ) in an efTorl to identify dnig-like structures and 
their property distributions [49]. Several approaches were 
developed in an attempt to identify' the diflerences between drug- 
and non-dmg-like molecules (Chemicals). The a priori calculation 
of molecular desenptors. critical for the compound bioavailability 
and consequcntły fundamcntal lor any potcntial drug candidate. is 
required ro make predictions [IR, 26]. The A D M ET  molecular 
properties absolutely neccssary for drug bioavailability, arc 
estimated on the basis of the molecular structures even before the 
synthesis o f the molecules has been rationalized. This can be seen 
as the absolute prerequisite for the compound to Survivc through the 
expected clinical trials. A vanety of modiftcalions have resulted 
from the Lipiński drug-likeness strategy [28. 29].

Molecular descriptors calculated in order to quantify drug-like 
properties (DP) are easily available from molecular formulae. e.g. 
the number of hydrogen bond donors (H BD ) or accepiors (HBA). 
In practice, even those that refer to molecular properties can be 
estimated (predicted) for Virtual molecules by calculation today. 
e.g. Iog P. The reliabilify o f the resulting DP values is one issue in 
this approach. The second is that DPs arc umaiły extensive typc 
parameters describing an entirc molecule. Thust they do not permit 
Io discriminate easily and eflTiciently between diversified molecular 
stmetures. Drug-likeness appear* to bc an attractivc idea in 
privileged chemistry', Iiowcvcr this concept is elusive and 
ombiguous [34, 50]. Thus, with a better understanding and the 
Iarger availabilily o f databases equipped with chemoinformalic 
tools. we realized that a Iarge portion of molecules satisfy the DP 
rules, e.g. 80% of the chemicals recorded in the ACD bases satisfy 
the Lipiński rule (Ro5) [50], while the distributions of the 
molecular weights (one of the Ro5 parameters) of drugs vs. other 
chemicals were found to bc convcrgent [7].

Although dnig-likeness has gained wide accq>tance as an 
appmach to reduce attrition in drug discovery and dewlopment, 
the analysis of recent trends has revealed that the actual properties 
of compounds being synthesized in the pharmaceutical industry 
diITer significantly from those of recently discovered orał drugs and 
compounds in clinical devclopmcnt. One reason may be that the 
incre&se in Iipophilicity (the prominent DP) enlarge the Iikelihood 
of a dccrease in drug sclectivify and further the probability of 
success in drug development [51]. The drug-likeness approach 
inspired a series of related concepts of lead-likeness [52-58], 
protein druggahility [2] and dnig-target-likeness [9], which have 
attracted a great deal of interest.

Does a Dnig-Tarcet Iisve a Llkeness?

Much efTort is being enpended to specify targets sufTiciently 
robust enough to rcach marketable iherapculics. Conventional 
Uirgel discovcry procedures arc gcncrally Icrmcd as disease- 
dependent. which mcans the necessity of a great deal of 
experimental work and comprehensive domain knowledge; 
However. there are statistic-based attempts to predict new molecular 
targets based on polypharmacology that can be used to investigate 
the Complex drug-receptor interaction network [7]. Like the 
Lipiński nile, a dmg-target-likeness constraint has been proposed 
by Xu et al. for some protein families that show better tractability

when binding Iigands with appropriate properties [9]. It was 
assumed that Ihe structural and functional characteristics of 
commonly found drug targets tak en from the Therapeutic Target 
Database might be demonstiated by analyzing their shared 
Sequence coded as a fixed-lcngth composition, transition and 
distribution panem vector which is captured by stalistical Ieaming 
procedures, e.g. the support vector machinę [59]. On the other hand. 
the pmvided model focuses more on the dmggable potcntial of the 
protein hiddcn in its sequcntial features ralher than on the accuracy 
of any dnig/nondrug target-like distmetion. Moreover, drog-target- 
Iike does not Iiierally mean drug targei. The proposed set of giobal 
proftling sequence descriptors coupled wilh statislical Ieaming 
algorilhms were employed in the negative labeling of proteins that 
are unlikely to bind prospective dnig molecules: however. the 
accuracy of the approach is still questionable. In this contexl. the 
question of how to assess the dnig-rargcl-likencss is still open. 
Invcrsely, the tatgct«relatcd aflinily profiling (TRA P) approach 
suggests that a protein-binding pattem called a refcrence panel 
characterizcs the dnig binding preferences encoded in Ihe affinily 
Iingrrpnm vector [60].

EVALUATING THE SIMILARITIES BETWEEN DRUGS

The similarity principle claims that structurally related 
compounds display a similar biological activity [61]. Although this 
seems reasonable, the similarity parado* drew our attention to the 
fact that cvcn minor changes in chemical structure can result in 
substantial changes in biological aclivity [62-64] Despite this 
paradox. the similarity principle is deeply rooted, not only in 
molecular design but also. more generally. in chemistry [65] wherc 
analogy plays a role. e^pecially when we do not yet fully 
understand a certatn process or elTcct. Therefore. molecular 
similarity still underlies the an of molecular design. In Fig. (4) we 
illustrated basie similarity aspeets.

The Cencept of Privlleged Stroetures

Homochirality can bc an cxample ot a elear naniral preIcrcncc 
for certain chemical stnictures and an archerype for other privileged 
landscapc scarchcs. Although chcmists are trying to find the Iaws 
that control Naturę, we do not always succccd, e.g. although we do 
not know Ihe reason for the olfactory propenies of esters, this tact is 
described in the majority of organie chemistry handbooks. Similar 
comments refer to other chemical structures that favored a specific 
biological activity for unknown reasons. Although sueh 
observations appeared relatively early [66J, the term pnvileged 
fragments or scafTolds was not coined by Evans until 1988 when hc 
was invcstigating cholecystokinin (CCK-A) receptor antagonists 
dcnvcd from the natural produd asperiicin [16] in order to describe 
the sirucntrnl cores in Iigands of more than one tnrgct receptor.

In a more generał sense, PS were defined as a single molecular 
framen ori ahle to pmvide Iigands for diwrse receptors [16, 67]. 
Further publications reported the allegcd existencc of preferred 
molecular scafTolds. both targct-family-specific and cross-target, 
with an intrinsic tendency toward biological acttvity [68]. Nicolaou 
stated that PS are scuffblds positiwly correlated with favnrahle 
behavior meaning fragments present preJerenUally in compound'* 
with a desired biological profile [69]. Although they are intended to 
be target class-specific, it has been shown that separate molecular 
subunits also occuned in compounds active against diverse target 
families [68]. Thus, PS describe a strategy where we can identify 
common molecular fragments that are univcrsal for a series of 
Iigands binding to an individual receptor or to a particular receptor 
family. Since then, sevcral reviews havc dcalt with the concept of 
privileged motifs [70-72], and numerous molecular fragments have 
been described as pnvileged (compare Table 2), e.g. benzazepinone 
[67], diphenylmethane [67], benzylpipcridine [67], biphenyl- 
tetrazole [67], indole [67, 73], biphenyl [67, 74], spiroindoline



Fig. (4 ). Srvera l aapects « f  iDoIrcalar aianilarlty eyalualloa. Onginal structure (a ) correspondmg lo the exact (b ) substructure (c I and minor partial (d) 

matches ilIustratc a rcIationship between rwo molecular bodies.
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BcnzodtazjraPnc (67. 107] (a|. hcnzylpipcridinc (67) (b). 1.4-dihydropyndinc (76) (c). bifcnyltrtrazolc [67] (d). bcnzimidaznk (107] (e). indok (67. 7J  ] (f).

sulfonamidc [67, 75). spiroindanyl piperidine [75], 1,4- 
dihydropyridinc [76], 2.6-dichloro-9-thiabicyclo(3.3.1]nonanc [77], 
benzopyran [78. 79], pyridazines [80], indoles and quinolines [81. 
82],

Howcvcr, the Iattcr publications wcrc not intcndcd to carcfully 
analyze privilcgcd CS landscapes, but rather to illustrate the fact 
that Ihcre arc many active compounds among certain categories of 
structures, i.e., thcse are usually drug-oricnted reviews targeted at 
cedain segmenis of Ihe dmg developmeni audience. In this 9ense. 
PS mean Ihat a cenain scaflbid is an interesting target under 
consideration for further synthetic modifications.

A single structural subunit could repcatcdly be present in 
thousands of suhstances. including various natural producls Ihal 
exhibit miscellaneous pharmacological activitics. From the 
beginning to the present, the original PS concept and definitions 
have Cvolvcd to describe not only those structures Ihat ease ligand 
binding to an individual receptor or to a particular receptor family, 
but also those that modulate proteins tacking a 9trict target class 
rclation.

For example, this is the case for two heterocyclic motifs. 
namely quinoline and acridine. which are particularly ftequent in 
compounds active against significantly different palhologies [104].

Those kinds of privjleged molecular fragmcnts can thus bc 
considcrcd to bcgenezie drug-like motifs. On the other hand, the so- 
called smali common entities. i.e.. certain Iinkers Ihat appeor 
Trequently in drugs, have also been identified as privilcgcd clcmcms 
[58]. In contrast, PS should not be conftised with promiscuous 
aggregators, e.g. unspecific behavior caused by the tendency to 
self-associate into colloids [105].

Privileged scaffolds were successfully used as the corc 
structures for synthesis [106] and optimal starting points for Ihe 
Iibrary design [107] of Iigands with an afTinity to ccriain molecular 
targets. There are several examples of privileged scaffold Iibrary 
synthesis. e.g. based on a 2-arylindole that resulted in the discovery 
of potenl Iigands for a variety ofG-prolein coupled rcceptors [108], 
purine derivatives [109] or tetTBhydro-l,4-pyrazolodia7cpin-8(2lh> 
ones [HO]. In generał, PS should typically eihibit good drug-like 
properties. which in tum Iead to additional dnig-likc compound 
libraries and leads.

On the other hand, drugs are highly interrelated, e.g. Siegel and 
Victh discovcrcd Ihal among 1,386 markclcd dmgs, 15% of 
molecules arc embcddcd in the Iarger dmg molecules [ I I I ] .  
Actually, many of the new medicines approved in rccenl years arc 
in fact only slight modifications of existing marketed dmgs. There



is no doubt Ihat this seems to be a direct impact of implementing 
Himilarity approaches in dmg discovery. Aside from the Iheorelical 
advantages. there is an important practical aspect that greatly 
encourages such approaches in dmg design that are highly 
dependent on induslnal and stale regulaiions. Each new medicine 
has Io confonn to very slrict requirenienls. In order Io satisfy Ihose 
high standards and to introduce a new drug to the market, it is more 
convcment to choose Ihc stnicture of a known dmg or any 
compound that has aircady pa&sed some of the requiFemcnls as the 
slariing materiał. One cannot Iorget ihere is also an economic factor 
and Iiability i&sues as well. Thc ulilization of Ihe structures of 
already known dmgs in the development of new medicines can 
significanlly lowcr Ihe cost o (  pharmaceutical innowłton  [112] and 
iherelore Ihey are attractive for the industry as this reduces the risk 
of pharmaceutical liability. In tum. all of the reasons mentioned 
havc somehow inspired eftorts to Invcnt new and completely 
dilTcrcnl methods as a source of stmcturally distinclive compounds 
wilh Ucsircd pharmacological actions, c.g. the scaffold-hopping 
concept |1I3). As opposed to privileged motifs, the main goal of 
scaffold-hopping techmques is to find 9truclurally novel compounds 
by modilying the central core stnicture of the molecule but 
preserving omamenling groups and still binding lo the same 
molecular target [114],

The Complex naturę of drug design usually means thal detining 
PS is iiol simple. Moreover by itselfdoes not automatically induce 
a prclcned bioactiviiy. In other words, the presence of a privileged 
scaffold in a molecule does nol cxplicilly idenlify Ihe target 
receptor and the desired binding behavior. The question that 
remains is how lo discover new privilcged scaffolds?

There are iwo possible scieniific sirategies in the search for new 
pnvileged moiils: experimenlal or compulalional melhods. Ihe lirst 
one was eniployed lor example in Ihe statistical analysis of Ihe 
NMR-dcrivcd binding dala of Ihe biphenyl subslmcture lo show 
Iheir preferential inieractions with a wide rangę of proteins [74]. 
The Ialler are mainly based on dala exlracted from structural 
chemical databases.

Fragmem-Baied Deslgo

Thc PS concept can bc classified as a pan of the wider strategy 
in idenlifying Ihe smali building blocks rcquircd for the 
construction of new drugs. With the ability of NMR Iechniques, 
medicinal chemists were able to identify specilic smali molecules 
that were mteraciing wilh a protein receptor ( 115. 116]. This can be 
a valuable lool in building new molecular blocks and constmcting 
new leads. Thus. although analogy and intuition are the foundations 
of the PS concept. it is a precise measuremenl Ihat supports Ihe

related fragment-based design Ihat is becoming more and more 
widespread in a real praclice [117].

In Fig. (5) wc illustratc the substantial paradigm in fragment- 
based design ot fragonomics. It is easier to find a smaller fragment 
of the dmg than to find a complex dmg [117, 118]. Analyses of the 
Iow molecular moiifs ofler a variety of novel and original melhods 
in boih compulalional and experimental investigations. In 
theoretical studies, ihe search for low-molecular weighl lragments 
capable of binding with a target receptor can be less 
computationally detnanding In expcrimcntal researches. the Iiigher 
probability of matching smaller and less complex fragments into the 
receptor also ensures the higher success raiio of the ligand receptor 
alignment [117]. Accordingly. the knowledge o f smali fragments 
that interact with a receptor seems to bc uscful for the construction 
of more complex stmetures, regardless of the relatively Iow affinity 
Ievel of the sianing motifs.

COMPUTATIONAL PROBLEMS IN PS IDENTIFICATION

Idenlifying a parł of a molecule as privileged requires the 
fragmentation of a molecule. AAer all, PS is a fragment. Since 
fragments can contribute additively into chemical or biological 
effeets, they form the theoretical basis for a number of approaches 
1M91
From Early FragmeoUl Coocepts Io Chemistry and Dnig 
Deslgo to FngiDeoI Frequeocy Aoalyses

The Free-Wilson QSAR approach dcscribes a senes of 
molecules as a Complex consirucl of a core Jramework and iis 
subslilution paltem. In Ihis context, it can be described as an early 
example of fragment-based dmg design [39]. In fact, fragmentation 
is an idea thal inspired Ihe Hammett equation. in which iwo 
molecular fragments are idenlified; one is a regular aromatic 
carboxylic acid framework. while the second is based on a series of 
its changing substituents. To give an analogy. HansclTs Iipophilicity 
is constmcted on a similar approach, and the Rekker hydrophobic 
fragmental approach [ 120] cvcn more closcly rcscmblcs the currcni 
fragmentation melhods. ID  simplexes [121], i.e.. the collections of 
any alomic combinalion. can be cite here as Ihe deepest 
fragmentation concept, while the neural network procedure can be 
classified as a fuzzy ID  or 2D Simplex identification [122, 123). 
The evolution of the early fragmental concepts is shown in Kig. (6). 
Todeschini dislinguished substmeture as a special kind of 
molecular description, for a precise definitions and discussion of 
the number of individual substmeture (or fragment based) 
descriplors the reader is referred Io the reference [35].
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Fig. (Ł>. Harly tragmenial concepts in Hammcl. Hansch and Kree-Wilson methods.
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Thc Com puter Automated Stm ctarc Evaluation (CA SE ) active and non-active molecular structares based on their structural 
approach is a pioneering approach for recognizing and categorizing subunits positively o r negatively cortelatetl to biological activity



Fig . (8). Substructure dcllncm cni m odilicd from |22).

(124, 125]. Fig. (7: up) oxplains fragmenting asparlic acid slmctural 
subuiiit* and in Fig. (7: down), we presenl a visualization of two 
categories of stnicuinil subunits, activating and inactivating 
Ilavonoid senes as Iarval growth inhibitors [126). Reccnllyt the 
frequencies of fragments sampled in a molecular series have been 
used for analyses of kinase potcncy and sclcclivity, for examplc 
(127]. Othcr examplcs are discussed in rcview [39).

Fragmeatiitioo Melbods

Thc arrangement o f fraginentation is not an obvious paltem for 
molecules. Although molecules can be dissected while prescrving 
rings and scalfolds, we can also define a fragment as a particular 
cham or oj carbon atoms. The JeJiniIiort folhws from the breaking 
rules that are used [128]. In such a definilion, we can undersland 
fragments as any atomie assemblies with idcntical molecular 
substmetures. In Fig. (S), we illustrate this concept of substiucture 
according to reference [22]. Table 1 provides a shorl overview of 
the icrms used in molecular fragmcntalion, i.e, siructurc, 
substructure. fragment. scaffold, etc.

Formally, fragmenlalion can proceed according to two 
prolocols. The firsl is to find aJl of the possiblc fragments through 
extcnsive analyses of the molecular substructures. In the second 
approach, we a priori dcfinc the breaking rulc(s) that outline(s) the 
fragments under considcration [128]. Although finding all o f the 
substructures in a molecular series seems impractical because of the 
explosion of their possiblc number, such methods are well known in 
QSAR, e.g. H-QSAR [129-131]. Mathematically speaking, a 
substructure is a subgraph of the connected and undirected 
moleculc graph that dii cc t Iy rcflcct the features of the edges 
(atoms) and vertices (bonds) in the corTesponding parental stnicture 
[22]. In a more generał sense, the substnictural approach can be 
related to the so-callod Iicqucnt subgraph mining (FSM ) or 
common substructure methods. both of which are based on graph 
theory. Rcaders should refer to the reference [128] for a more

detailed review of the computational problems of both approaches. 
More practical and complete FSM  approaches to dnig design are 
still a matter for futurę developmenUs. In the secund approach. we 
give up the analysis o f the complete substructure pattems and 
concentrate instead on some building blocks. e.g. defined using the 
Bcinis and Murcko method [ I I ,  12].
Table 3. DtfTerenl F ra im e ita lto i Metbods

CaUfur) H r it n it t i

knowledgc-baned [16. 67.132-1JH. 140-147]
hierarchical [11.12]

synihelically-orieniaJ (43.115,134,|44]

random [143-150]

Formally, fragment design and generation can be classitied into 
th rcc major categories; knowledge-based, hierarchical and 
synthesis-oriented. as is summarized in Table 3. For insiance, 
knowledge-based methods have been applied for the prediction of 
AD M E properties [132] or the exclusion of compounds with 
unwanted structural motifs (reactive or toxic groups) from 
scrccnuig seis [133, 134] or for the design PS [16, 135, 136]. 
Systematic approaches lo generale atom- and bond-centercd 
fragments have provided the starting point for Ih c design of 
fingerprints that capture strings of Iayered atom environments [137, 
138]. The hierarchical method systematically divides molecules 
into core structures, Iinkers and side chains [ I I ,  12]. Core stnictures 
can be represented by dilTerent Ievels of abstraclion - as scafTolds 
or frameworks. Synthetic criteria are also taken into account to Iead 
to fragment design [115. 139], including retrosynthetic 
Inigmenution Iechniques to generale building blocks for Iibrary 
design.

Random approaches have only recently been introduced. These 
kinds of Iechniques broaden conventional fragmenlalion methods
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Fig. (9). Maxtmum common substructurc (M C S ) lor a compound cotlection [50].

because ihcy do no! require any predefined fragment determinations 
and arc thus a polential source of novel fragment descriptors. For 
cxamplc, a Brownian approach lo fragment sampłing Through 
molecular graphs in order to evaIuate the information content of 
molecules was reported [145].

Com putaflonal Approaches to P S  Ideo tiflca tlo n

Molecular similarity and diverstty approaches are well known 
and have becn used for database sercening and Iibrary design with 
yarying succcss. Thcsc concepts arc rcvicwcd in a number of 
nvailable publications and monogrnphs and will not be discussed 
hcrc [61, 64, 65, 137. 143, 146, 149, 151-154].

In the maximum common substmeture (M CS) method, the 
molecules are fragmented into smaller substmetures (parts) as Iong 
as a common fragment can bc identified among all membeis o f tfie 
series, as is shown in Fig. (9 ). This approach, which is used for 
database screening [50], also seems to be especially useful for the 
discovery of a preferential landscape. The Iarger the M CS; the more 
speci He interaction. In tum, the Iarger the senes is; the smaller the 
MCS thal can be found. A smali MCS is not useful for virtual or 
database screening sińce u would provide too many hits [50]. Those 
types of investigations have shown thal the divereity of known 
dmgs is rclativcly Iow. Bcmis and Murcko, who analyzed the 
common stmctural features present in commertialły available 
dmgs, discovered that about half of the dmgs registered in the 
Comprehensive Medical Chemistry (CM C) database were 
described by the 32 most frcquently occumng frameworic9 [115]. 
Furthermore, based on data retrieved from the BindingDB database. 
a systematic and comprehensive computational selectivity-cenlric 
analysis of public domain target-ligand interactions was conducted.

As a result, more than 200 molecular scaffolds were identified 
that are Selective for Individual targets among closely related ones 
and a majority of these scaffolds yield compounds that display a 
target-seleclive tendency These scafTolds are underreprcsented in 
approved dmgs [155]. Consequenlly, the frequency o f the 
occurrence of that kind of generic dmg-like molecular fragments 
among dmg popuIations and bioac(ive compounds ensembles could 
bc a valuable indcx in the estimation of PS.

Gianti et al. developed a structure dissection procedure for the 
identification and selection of privilegcd fragments that is based on 
the physicochemical properties falling within the ran ges o f nile of 
three (Ro3) threshold and a topological shape similar to known 
dmgs [31]. The reference set of the ZINC drug-like hit* was 
dccomposed, which resuIted in a subscl of subslmctures ordered 
according to an mereasing Ievel of Complexity and belonging to 
distinct decoration spheres around the main core preseni in the 
parental molecule. Cluster analysis allowed the authors Io group

and sclect a Virtual representntion of novel and ongtnal fragments 
while preserving the topological drug-like patiem that might bc 
potcntially useful for scrccning vendor’s commcrcial libraries [42]. 
Apparently, Ihe reduced PS panems reveal greater potency within a 
cl ass o f targets [15]. This inspired scaffold-based classiOcation in 
order to sort the ligands into compound cla&ses and/or to measure 
their similarity to a certain scaffold [156], Sutherland et al. showed 
that the fragment frcqucncy in activc molecules might specify Ihe 
target similarity [127]. Massive database mining for fragment co- 
occuncnces might potcntially dclvc into the architccturc of 
extensivcly or rarcly explored regions of the chemical spacc. 
Namrally, qucstions arisc about the prcfcrablc combinations of 
subslmctures comprising a molecule. Should il reflect only 
chemical habits or even fashions among chemists due to synthette 
feasibility or is there any natural force that combines some building 
Nocks together? Lamicijer ef al. proposed the term chemical cliches 
for the fragments commonIy found together in the NCI repository 
[41]. The most/least frequently met substmctural combinations 
were analyzed tak mg into account their expected and real co- 
occurrences, which revealed some fragment preferences. e.g. 
mutual anraction between phenyl and THF gmups [41 ].

Vieth and Siegiel compared fragment distribution within oral 
and injectable marketed dmgs [111]. The assigwnent of fragment 
importance has been performed for subslmctures with Irequencies 
greater than the standard deviation for each group and mutual 
frequencies have been compared using the difTerence function 
[157]:

Diff = IOO
Qhsifreq""1 !
max(freq'"a , freq"

)
*>

The difTerence is 100% when a fragment is found only in one 
group, whereas the difference is 0%  whcn fragment is present in 
both groups. This kind of companson might bc helpful in 
understanding whether the pmperty m differences between these 
sets would translate into differences in naturę [111].

The Unphvifeged substructures as well as the conditional 
Privilege rules that relate combinations of fragments Io a biological 
affinity havc becn identified using the Tanimoto cocfficicnt and 
decision tree based fragmentation method [3J. Dccision trees were 
empIoyed as classificalion models in order to specify substmetures 
that are Trequent in a set oT active molecules and rclatively rare in 
inacrive ones. Finding discriminating fragments might be crucial in 
determining the potential activity of a compound. It was reponed 
that many of the identified discriminating substmetures possess a 
stmctural homology to naturally occumng molecules [158]. Among 
unprnileged fragments are highIy Ilcxible spł-hybridizcd Iong 
carbon chains, bul there is no neccssity to excludc such motifs from



chemical libraries as they mighl provide binding specilicity [3]. The 
LUtiJilionaiIy privilegeJ substructures did not show enhanced 
acimiy in individual assays but hcightencd activity was revealcd 
only in the prescncc of other fragments.

A fragment-bascd strategy (FBS ) for Ihe efTicient docking of 
the (Iexible Iigands in the rigid bmdingactive site of the 
recepior/enzyme with the automatic decomposition and 
identification procedure (D A lM ) has recently been proposed [36]. 
The fingerprinl-based in-house-developed identification procedure 
with simple structural keys being generated for the resultiog 
fragments was used to evaluate their suitability as anchora with 
highly Iavorable inieractions with a target protein upon binding 
[159]. A Iargc Z INC database collcciion has been fragmented 
resulting in a list of the most frcqucnt cyclic/acyclic fragments that 
are similar to Murcko Inimeworks [36]. However. il is highly 
questionab)e whether the FBS  Iechmque is able to indicate specitic 
fragmenis from a siructurally diverse but non-target-directed 
frugmenl library. It was suggesled thal fragment-binding alfinity is 
generally a IargetHlepcndenI Ieature focusing more on the Iocal 
fragment’s adaptability to the diverse binding motifs present in 
diflerenl proieins 1115|. The hydrogen bonding (H B ) abilily 
undcniably plays an import ant role in molecular recognition [160]. 
In fact, detailed Iuiowledge of the hydrogen bond geometries, its 
directional prelerences and inter/intramolecular motif formation is 
vital for any investigation of the fragment-rcceptor short-range non- 
Covaleni inieractions. The number and strength of the non-bonded 
intermolecular contacts between the fragment or drug-sizc molecule 
and their complementary macromo Iecular target are of major 
importance for their mulual recognition proces*. Moreover, the 
alteration of the Iocai hydrogen-bonding partem is generally 
regarded as the primary procedure for the modificalion of ligand- 
receptor sclccliviiy. Hencc, Ihe meticulous analysis of the 
hydrogen-bonding inieractions is highly advisable in order to gain 
insighl inlo Ihe intermolecular geometry, including the favorable 
conformational prcfcrenccs Howevcr, il mighl be challcnging to 
specify the slrict probability crileria for the formation of the 
hydrogen bond. A Iavorable spatial distribution of the 
corTesponding donor/acceplor aloms indicates some regularity in 
both Ihc angular and distance locations, e.g. an oxygcn in the 
carbonyl group carrying two k>ne pairs of electrons is potentially 
able to create the 0***H O bond with a hydroxyl group donating a 
hydrogen locatcd somewherc in distance 1.6+2.2 A and pscudo- 
angle 120-180" [161].

In a series of publications, we have recently reported the 
application of the MoSlBioDat platform for the mapping of the 
fraginenlal drug-likeness topology (FDT) and the intramolecular 
hydrogen bondcd (IH B ) motifs tn diketo acid (D K A ) related 
compounds as Ihe DKA arrangemem is a commonly Observed 

structural fealure that is of cnicial importance lor creating HIV-I 
integrase (IN ) inhibitors [162, 163]. Tlie virtual 3D data retrieved 
from the PubChem and ZlNC repositories have been compared to 
Ihe PD B experimenial and Iheoretical models (the cocrystal 
siructures of the prototype foamy vinis (PFV ) complcxed with R A L  
and fcLG) acting as a benchmark moiety. A  pharmacophorc-based 
methodology coupled with three-dimensional (3D) database 
screening might enhance the probability of hit/lead discovery with 
novcl structural scafTolds. Therefore. we compared the stnicturc- 
guided D KA  pharmacophore models against the frecly available on 
Hne reposiiories of stniclurally diverse smali molecules.

A number of the structurally diverse chemical compounds with 
functional DKA subunit(s) were revealed by combincd on Hne and 
MoStBioDat 3D pharmacophorc-guidcd ZINC and PubChem 
database screening. We used the structural data available from such 
a screening to analyzc the similarilies among compounds 
containing the DKA fragment. Generally, the analysis by PCA and 
Ihe SOM neural network revealed Iour families of molecules Ihat 
COtTipIy with the chemical constitution (aromatic, aliphatic) of the

compounds. From a praclical point of view, similar studies can 
reveal potential bioisoster? o f known drugs, e.g. 
raliegravir/elvitegravir.

Fragment-bascd cla&sification of protein largcts inlo dniggablc 
and non-druggable subsets requires the identification of the binding 
sile and a reliable quantiiative measurc for the evaluation of larget 
dniggability [2]. Huang and Jacobson demonstraied the 
discriminative power of virtual fragment screening, whereas Chen 
el al. compared the binding sites of the related targets and specified 
the cavily regions that are important for Iigand specificiiy [164]. 
Target-family-specific substructure analysis indicaled that a high 
frequency of some privileged fragments docs not necessarily 
dctcrminc the target selectivity, e.g. the biphenyl scatlbld was 
regarded as a privileged moiety for GPCRs, although il was 
detected in 5.658 bioefeelors associated with 311 activity elasses 
[165]

From Natural Products to PS

Nalure is an unlimited and constructive library of biologically 
active substances, and both naturę and drug discovery approaches 
have contributed Heavily to the modem pharmacopoeia. 
Approxiinately 50% of all drugs on the market have their roots in 
NP or N P analogues [166], Moreover1 a natural product-like 
chemical space that is populated wilh a diverse bul biologically 
Validaied pool of structures (IOh-IO7) which specifically interact 
with a protein target is believed Io confain scaffolds with the 
potentiality to be privUeged structures [52]. Thus. the scaffold 
diversity and property distribution in the synthetic drug and natural 
producl Libraries is uoder intensive scruiiny [167, 168]. Despite 
some subtle variations among Ihe findings obtained, some slabie 
tendencies have been Observed thal depend mainly on the analyzcd 
NP subset, e.g. pure, plant-derived or marinę NP. The in silico 
screening of NP dmg-like properties revealed thal the number o f  
Ro5-compliant molecules is high - only 10% o f  NP violated the 
Ro5 and most shared pharmacokinetic Icaturcs with the orally 
bioaVBilable drugs [169]. Howevcr, NP arc slightly more Iipophilic 
than drugs containing more or less the same number of nitrogen 
aloms (H BA ) but twice as many oxygen atoms (H BD ) and 10 limes 
less sulphur and halogen* compared to other sets [170]. Genuine 
natural products generally havc a higher and more broadly 
distributed Topological Polar Surface Area (TPSA ) value in 
comparison to drug molecule [10]. As for the structural features. 
two more ring sysiems and Ihree times as many siercogcnic centers 
have been detected within the NP subset. Even though NP possess a 
similar number of unsaturated motifs as drugs, they incorporaie less 
aromatic rings and a Iower number of rotaiable bonds [170]. A 
graph-based analysis showed that the six-membercd ring is the most 
common scaflold in both drugs and natural producis. Taking into 
account these findings. it was concluded thal natural products arc 
basically more rigid and dnig-like structures than synthetic drugs
[10]. Surprisingly, a closer Iook at NP-Iike compounds without a 
proven annotation as NP, namely seminatural compounds, clearly 
indicated a higher propeny resemblancc to drugs than Io NP 
especially in relation Io the average number of chiral centers and 
aromatic rings [170]. The decomposition of NPs-based graph 
representation into Ihe asscmbly of molecular scafTolds or 
dislincme skeleions ineviiably reflects the generał truth that 'great 
Ihings are done by a series of smali things brought together (Vicent 
van Gogh, 1853-1890) [171]. The structural classificatiou of natural 
products based on Ihe underlying scaffolds with respect to the 
species of the origin of NP showed their restricted chcmotypc 
divcrsity [10]. It seems that NP composc a homogenous group of 
compounds with properties forgeJ in the crucible of evo!ution\ 
therefore, Ihe biotope might reduce the availabil»ly of some 
elemenis, e.g. nitrogen in planls [172]. On the other hand. the NP 
thal were examined comprise only a liny fraction of siructurally 
abundant naturę, which reflects a significani gap in our knowledge.



For furthcr analysis ol' Ihc relation bctween N P and PS, readcrs 
should consult Ihc exccllcnt review and anaIyses of natural product 
oriented scafTold identification [173]

Cnumeratlon of PS In a Vlrtval Chemical Space

Contcmporary HTS methods often require a Iarge number o f 
Virtual stmctures as potential drug candidates We can usc 
molecular databases as a sourcc for such structures. c.g. those 
availablc online or our own generatcd databases. The methods for 
constructing such databases of virtual compounds are rcvicwcd in 
reIerence [174], In the same review, readers can find a discussion 
on lhe a I temat i vc melhod of so-callcd chemical space travel 
algonthms, which are used when an even Iarger number of 
molecules is nceded. This can generatc a focused Iibrary within a 
limited region of chemical space, i.e., the stmetures prcfercntially 
fitting a parlicular receptor.

D a ta b a R e  Mining and Knowledge-Dated Dlscovery for 
Fragment Identification

Knowledge discovcry in databases is defined as the nontrivial 
exiraction of implicit. prcviously unknown and potentially useful 
information from data [175, 176]. Wiih the enormous inerease in 
the amount of data, there is an urgent need for the invention and 
dcvelopmcnt of compulational approaches to extract rcliablc 
information from all kind of databases, especially the rapidly 
growing molecular and structural chemical data resources. 
Typically, the screening proccdurc rakes into account the entire 
stnicture or substmeture as a search qucry for identifying the 
ensemble of compounds fulfilling the global similanty criteria. 
Substmeture or pharmacophore searching in a database locates all 
o f Ihe compounds thal share a common user-defined patiem of 
aioms or bonds in a specified topological or geometrie arTangement 
[ 177, 178]. The algorithms Ihat are esseniial for the three- 
dimensional substructural moiety specification are mainly based on 
subgraph-matching Iechniques [ 179]. The 2D-based procedure of 
fmding a particular molecular motif can be performed using a 
regular expression approach (SM A RTS) as well [180]. Thc 
transformaiion of the molecular (sub)graph representation into its 
canonically coded linear atoms/bonds specificalion enables massive 
substmeture recogniiions [181] Typically, the substructures might 
be represented by exact and/or fuzzy linear/branched/cyclic motifs 
where nonhydrogen atoms are cncodcd symbolically with 
wildcards The simplest substmeture-based procedure that examines 
the (co)occurTence of fragments is based on the predefined Iibrary

of molecular motifs; howcvcr, similar to the stmctural keys, the 
moin di sad Vantage is the inabilily to define all of Ihe possiblc 
pharmacologically aclive substmetures [22]. As an allemative, the 
MCS proccdurc is an intuitivc approach whcrc the largest shared 
componeni in Ihe structuralIy rrIated dmgs might determine their 
biological activity [182]. The challenging issue of the restricted 
substmeture dictionary can bc circunwemcd by using various 
parlitioning techniqucs

P R E F E R E N T IA L  A R R A N G EM EN T  O F AZANAPHTHA- 
L E N E S

The analysis of the problcms of the Identification of preferential 
landscapes presented above allows us to classify Ihe PS approach as 
a special kind of building błock analysis, wherc wc often usc morę 
or less mtuitive chemical knowledge for the identification and 
analysis of the aclivity rulcs within ccrtain chemical scalTolds. 
Bclow. using a similar approach, but supplcmcntcd wilh the 
extensive database mining, we analyze a preferential arTangemenl 
of Ihe azanaphthalene scafTold (AN) in dmgs and natural produets.

While mining databases, wc found somc highly interesting 
regularity Chemical Iibranes of AN arc dominated by monoaza- 
compounds, among which quinoline appears to be the most 
frequently invesligaled scaffold. The analysis perfomied on data 
stored in the M D L CrossFire Beilstein database revealed an 
altemaung lendency of waxing and waning intercst in a given group 
of compounds dunng the space of the Iasl ninety yeare (Fig. (10». 
Incrcasing inieresl in a certain class of chemical compounds 
(scafTold) triggers new investigations and after some years, the 
Ircnd oncc again fades. Thc wavcs of mlcrcsi superpose on the 
inereastng number of registered compounds. Thosc fluctuations in 
the number of citations are prcscnl in cach azanaphthalene 
ensemble labeled as ID = 1 to 12, in tum (Fig. ( I I ) ) .  Thenumberof 
publicahons that refer (o quinoline denvatives as a product in 
chemical reactions reached a peak in 2008. The rcvcalcd trends not 
only follow the common sense of Ihc me foo siralegy in medicinal 
chemistry, and chemistry in generał, bul also provide an illustration 
of the fact of how scnsilive database mining can be in revealing 
Iaient rclationships and trends.

The analysc* available in literaturę [104 ) indicaled quinoline as 
a PS. Actually, quinoline andbiohcs constrocted of the quinoline 
ring can be Ihe most spectacular example of the potential elficiency 
of Ihis system in medicinal chemistry [183] while a quinine 
molecule Ihat also contains a quinoline moiety proves Nolure*s 
preference for the system. The quinolinc scaffold can also be found
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F lf ; .  ( 1 0 ). T r r n d s  i n d  ł n l e m t s  In  V r g a n lc  i y o t h e i l i  d u r ln g  t k e  i p o e t  o f  Io s t n in e t y  y e o n .  Plol of the number o f citations m uubsinicturc searching for 
compounds with quinolinc moiciy as product in rcaction Data werc cmnictcd from Beilstein 2010/01 Database, acccss datc 14/05/2010.



Hg. ( 11). Azaaaphthaieae (AN) scaffolds. AU possibk mono- and diANs scaffolds labelled as IU = I tiłi 12.

in many classcs of olher biologically activc compounds that are 
used as antifungals, anlibacterials and antiprotozoic dmgs as well as 
antituberculotic agcnts. Somc quinoline analogues also showed 
antineoplastie activity [81]. In Tablc 4 wc compared the database 
Irequcncics of quinolinc (q) vs. isoquinolinc (iq) in the Beilstein
(27), a synthetic-orienied database and DrugBank (Z)). a dnig- 
oriented database.
Table 4. Database Hits of Qaiaoliae aad Iaoqiiiaoliae Fragiacat 

Coaiaialag Mokcaln

Beihlcio ( J) DrogBaak (D)

quiito]iiic <ij) •JM 7 32 J.73MO'
inoijuinóluH: <ic|| 13)91 ! 0.63M04

purłunctci 3.3H 32

A simple parameter of the D  to B hit nitio clearly indicates the 
rclaUVc ovcrrcprcscntation of the ąuinoline (q) systems vs. 
JsoquinoUnc (/</y ones in the Z) vs. B data. One would wonder how 
these resulls compare to other AN scaffolds. In other words, is 
quinolinc rcally a pnvileged strueture among all AN? Fig. (12) 
illustrates the number of the PubChem database registered 
compounds having a given AN scafTold. Quinoline (Fig. ( I I K Iabel 
1) was also the most Trequent hit in this database. What is the origin 
of this popularity: practical applications, synthetic availability or 
something else?

In Fig. (12a), wc plotted iwo parameters: the number of 
compounds lesttJ Io aU  hiis and the uclive tu UrStvd ratio {b -vulue), 
which are the simplest measures of attractiveness [tesied to uIf) and 
a kind of drug-likeness (active to tested). Databases are updated 
regularly, which determines their usubility; however, this also 
creates a problem for systematie mining. Fig. (I2b) plots the resuHs 
of systematie analyscs ovcr six months in order to evaluate the b- 
vaiue changes during this time. As had been supposed, the 
calculated parameter values ditfered day to day; however, the 
prcviously Observed trends in the altractivcncss and drug-likeness 
among the twelve investigated AN scaflblds remained stable. If 
these simple descriptors were reliable, one would be able to 
distinguish between compounds that raise the highest interest 
simply because they are available as well as compounds that feature 
privilegcd motifs. However. bccause the amount of AN differs 
significantly Ibr difTcrenl scaffolds, very smali for some AN, 
conclusive interpretalions seem to Iack credibility. In Table 5 we 
present a detailed frequency analysis on natural products having 
AN Mraffolds (hut resulted from the searche  ̂ Ihrougli scveral 
databases. Thus. scalTold 1, i.e. quinoline is the most Trequent not 
only in natural sources but also in Dmgbank. Interestingly. scafTold 
structurcs 2, 5 and 12 that eon be found in natural compounds are

much less Irequent among drugs, while scalTold 4 constructs drug 
molecules with 2/3 of the Irequency of quinoline. In generał, the 
number of biologically active compounds eon be morę or less 
correlated to the number of all compounds separated from natural 
sources. ScalTold 12 is the only one Tor which not a single active 
compound has been registered in the Reaxys database. The 
comparison of the number of natural compounds (coluinn 4. Table 
5) vs. the number of compounds of the actwity registered (column 
2, Table 5) is worth further comraent. This indicated how smali a 
fraction of these compounds was tested, probably due to purity or 
availability issues. Below we briclly discuss scvcrai of the most 
prominent scalTolds among those analyzcd in Tablc 5.

QalDoIines

Quinine is probably the compound thal Iias aTfecled quinoline- 
reIated drugs throughout history. Its introduction in medicine is not 
known. Perhaps the Peruvian Quechua Indians were the Ilrsl to use 
cinchona bark as a remedy for fever [184]. Extracts from cinchona 
bark were introduced in Europę and later purilied quininc was 
broadly used in the treatment of malaria from the 171* century. It is 
still in use as an antiparasilic drug (mainly Ibr treatment oT 
babesiosis); however, other drugs have replaced it in generał use 
[185, 186]. It is noteworthy that newer antimalahal drugs such as 
Chloruquine, primaquine and ntefloquin are also buill on the 
quinoline moiety [ 187, 188]. Today, morę than halT oT the hundreds 
of metric tons of the worłd’s production oT quinine is used in tonie 
water, a custom also borrowed Trom the Qucchua pcoplc. Although 
quinine is no longer the drug of choice in malaria treatment, it 
remains a point of interest for its wide spectrum of activity, which 
encompasses anuViral [189], antimicrobial [190, 191] Ircatments as 
well as being used to prevent ntuscle cramps [192]. Although the 
side elTects such as its inlluence on insulin secretion and 
hypoglycemia [ 193] have liniiled its direct use. quinine remains a 
leeding strueture.

Another closely related alkaloid derived from the bark of 
Cinchona tree is quinidine. Aithough stnicturally quinidine is 
stereoisomer of quinine. its biological activily differs slightly. It is 
best known as agent for reducing the excitability of cardiac and 
skeletal muscles by blocking sodium and potassium channels [194] 
and is used as an antiarrhylhmic drug. Nevertheiess, the influence 
of Cinchona on phannacology is far morc significant than it may 
appear to be from the uses of two above-mcnlioncd drugs. Uy 
Ieaming the Iesson that Naturę gave us with this plant, we were able 
to introduce probably the richest and most import ant group of drugs
- drugs with a much wider spectrum of use than as an antiparasitic 
The early modifications of the quinine strueture were stimulated by 
the insufficiency or unavailabi!ity of natural sources of these 
alkaloids [195]. The only sources of cinchona bark were outside of 
Europę on plantations thal were in strategie positions during the
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Tab lr 5. AN Frequearle i In Several Databafies

Starching options
'phannacological daia availnble. Available a* a naniral pmdiict isolalrd *ubstance. suhstituuon allnwed on ench atom of the scaffold 
fcas substruciurc. all drugs: m porcmhesi* Bpproved.
’ivailablc as a narural produci noIaicd substancc. subflrtunon allowed on each atom of the scaffold

limes of colon ization and ihe Firsl World War. Atiempls to find an 
independent and robust source of antimalanal drugs Ied lo the 
discovery of the quinacrine. However. this dmg was manuTactured 
only by Ihe Bayer Company in Germany, thus the oulbreak of 
World War 11 broughl an end lo ils worldwide availability crealing 
a strong need Io create drugs suitable Tor use in the prevention and 
treatment of malana in soldiers fighling in tropieal areas. AUhough 
American scienlisls were able to produce the quinacnne, Ihe 
soldiers refused Io take the pills for Tear oT side eTTects. In response, 
a new superior anliparasilic agent - Chloroqutne was introduced [3J. 
This drug is still in use [ 196, 1971, Laler1 during the development of 
ehIoroquinc1 a new compound with interesting properties was 
discovered as an impurify - nalidixic acid. This drug because of its

poor pharmacokinetics, relatively high activc concenlralion and 
narrow spectrum of activity is mainly uscd in the treatment oT 
bacterial m Iections of the urinary traci [198. 199]. Ncvcrthclcss, the 
rescarch on nalidixic acid derivativcs has Icd Io a new era of 
Iluoroquinolones [200]. Denvaiization with Tluoride at the C6 
position o T the quinoline skeleton resulled in ihe dcvelopmenl o f the 
second generation of quinolone anlibiolics (Fig. (13)) and funher 
modifications Ied Io the next generaltons of tmproved drugs.

It is noliceable how quickly f1uoroqtiinoIones became popular 
in anlibactenal therapy. A number of drugs have becn developed in 
a relalively short period. CurTenlIy, more ihan twenty active 
compounds that belong Io this class of drugs have revolutionized 
antimicrobial therapy [199, 201 -203],



Kluoroquinolones are rather well loierated and Have good had an impact on Iheir use [204. 205]. Their broad spectrum ot
pharmacokinetic paramciers. which allows lor oral administration acimty and applicability incIudes not only urinary (ract infections
although there arc scvcral scrious adverse effects along with the but also respiratory or skin infections and sexually transmitted
resisiance that is an effect of continoous overdosing, which have diseases. and it is still an efTeciive trigger for furiher efforts that
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Fig. (14). Fluoroquintiloncs in Iast 20 years.

might Iead to safer drugs. The mtroduction of IluoroquinoIones to 
the second Iine treatment of tuberculosis and in other multidrug 
rcsisiant infections is pointing towards further development of new 
promising drugs (206]. More recently, the antitumor and antiviral 
(207] acrivity of Huoroquinolones have been reported. which if 
provcn will further extend their potential fields of Application. Thus, 
the interest mcasured in lerms of the number of papers published on 
Iluoroquinolones during Iast twenty years is steadily growing (Fig.
(14)). Mugnaini ct a l reviewed the 4-quinolone-3-carboxylic 
scaffold as a core moiety for the preparation of targeted libraries in 
the search for antitumor, anxiolytic and antiviral agents [208].

Isoqulnolines

Opium alkaloids may compete with quinine in lerms o f their 
importance in the hiatory of mcdicinc. Today, the usc of opium 
poppy alkaloids is restricted by law; however, some of them still 
havc »n impact the mcdicincs. Thc most important marketed drug 
based on the isoquinoline moiety is papaverine; howęvcr, it is not 
closcly related to other opium alkaloids and has no narcotic activity. 
It has a yasodilating activi|y and is used in the treatment of cerebral 
ischemia [209-212] and erectiledysfunction (213,214],

The isoquinoline moiety can be identified in Ihe 
antihyperlension agents quinapril and moexipnl [215]. Our analysis 
identified a considerable number of drug candidates with rcgtslered 
experimental data in the Drugbank thal Have Ihe isoquinoline 
moiety.

Qulnazollnes

The quinazolinc scaffold is the second mosi frcqucnl scaffold 
among the drugs in the Dmgbank. It is also virtually absent in 
natural sources. A closer Iook at the data in Table 5 and an analysis 
o f the data from Dnigbank Ied to some interesting conclusions. 
There are only 9 approved molecules that can be divided into two 
classes of drugs that arc anticancer and adrenergic alpha 
antagonists. Only two drugs have been on the market for Ionger 
than 20 years (terazosin, prazosm). Thus, interest in this scaffold 
Cvidently appeared due to the economic succcss o f a fcw other 
drugs that havc bccn marketed recently. Undoubtedly. thcsc arc 
antitumor quinazolines that act as inhibitors of protein kinases. 
Currcntly. there arc three drugs of this class: gefitinib (approvcd by 
the FDA in 2003), erlotinib (2004) and Iapatinib (2007). Scc Fig.
(15) [216-218].

Noticeably, a major parł of the potential drugs that havc the 
quinazoline scalTold were designed to havc antitumor activity.

QulnoxaHnes

This scaffold is represented by a relatively smali group of drugs 
with a wide spectrum of applications. However, most o f the 
experimental drugs were designed as inhibitors of tyrosine kinases 
[219]. Interestingly, the presence of the scaffold in natural sources 
i* higher than those with scaffolds 3 or 4. Thcrc arc also a 
considerable number of biologically ac(ivc natural compounds in 
the Beilstein database. Echinomycin and related compounds arc 
probably the best known [220-222].

AzanaphthaIenes Under Clinical Trlals

Clinical trials are essential for bringing dnigs onto the market. 
They are also the Iast and decisive step in the extensive 
investigations of drug candidates. which compnses a lenglhy period
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of rescareh and olien lhousands of compounds being pre-evaluaied. drugs or drugs of subsequenl generalions, the group ol tested 
Thus. cvery cnlily under elinieal Irials stands for an cnlirc cluss of siructures is cvcn Iaigcr Thus, an insight inio Ihe mosi reecni irends 
aelive and polenlially valuable compounds. In Ihe case of me-loo of elinieal investigalions of azanaphthalene* provides us wilh the
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unique possibility to Turther evaluate Ihe preTerenlial organization 
oTdmg-like molecules discussed herein.

Garcnoxacin and delafloxacin (RX-334I) arc rwo quinolone 
antibiolics newly introduced into clinical trials These dmgs will 
expand the known Iibrary oT Ihe morę than 30 marketed agents used 
Tor treating bacterial infections in humans and animals [199. 201, 
203]. As was mentioned above, the number oT described 
compounds Trom this class should bc countcd in thousands. Another 
antibactenal quinoline under clinical trial is dequadin (Fluomtzin). 
The dmg has recently finished Ihe Ihird phase invcstigation Tor the 
treatment of bacterial vaginosis [223, 224].

Camptothecin is a quinoline-related alkaloid that is isolated 
from the happy tree (Camptolheca acuminata - an Asian originated 
trcc from the dogwood fomily). It is known for its high anticanccr 
activity through the inhihition o f DNA topoisomcrase I [225-227]. 
Free campiothecin is toxic and has a poor pharmacokinetic profile 
making it unsuitable for oral administration. Neverthc)es9. duc Io its 
superior activily, it has been tested in numerous clinical trials, 
either being investigated alone or in various compositions or 
Tormulations oT nanoparticles [229.229], complexes [230,231] and 
prodrugs [232].

A synthetic derivatisation of camptothccin has Ied to improved 
compounds and two of them (innotecan and topotecan) have 
already been approved Tor the treatment oT cancer [233, 234].

Innotecan is metabolized in Ihe system by means oT hydrolysis Io 
SN-38. which is a more potent inhibitor of topoisomcrase than 
innotecan [235]. Its dircct use, however. is restriclcd by its poor 
solubility. Diversc approaches havc bccn used to improvc its 
usability Tor Ihcrapy and scvcral SN-38 related dmgs arc currently 
under clinical examinations. These are SN-23IO, an injectable 
emulsion of [236], EZN-2208 and NKTR-102 whose arc pcgylated 
SN-38 [237-240], LE-SN-38; drug encapsulated in liposomes [241]. 
Due to number of trials and positive results, compounds related to 
camptothecin are probably one of the most important anticancer 
agents that have been investigated recently. Another quinoline- 
related dmg that is under clinical cxamination is Insquinimod 
(ABR-215050) - a potent antitumor agent thal is in phnsc Il of a 
study on the treatment of prostatę canccr [242-244].

Berberine - an alkaloid isolated from plants of BerheriJaceae 
fomily and present in numerous natural sources has its place in 
traditional medicine, and is Helievcd to bc a remedy for Tungal and 
bacterial infeclions [245, 246] as well as for canccr [247, 24H]. 
Current clinical trials are concentratcd on the use of berbenne in the 
Ireatmcnt of polycystic ovarv syndrome and on its eIlects on 
diabetes. Although a berberine-containing nutraceutical 
(ArmoIipid) is currenily on the market, the clinical Irials arc still 
under way in Ihe hope that this interesting alkaloid can be 
introduced into medical treatment [249]. It is noieworthy that the 
mechanism oT action oT berbenne may afTect several important



metabolic pathways, e.g. reducing cholesterol and other 
triglycerides but also influencing glucose metabolism and reducing 
the H bA Ic level (250-252). The antimicrobial activity o f bertoerine 
that changes the bacterial flora in the gastrointestinal tract [253) 
may inspire its Iiiither application in pharma treatment. The 
spectrum o f activity o f bcrbcrinc is wide and further investigations 
arc needed to explore its use in treating mental diseases or viral 
infections [254-256].

Another iutcnsivcly investigated drug that is built on the 
isoquinoline moiety is Fasudil. It is a sulfodiazepanc derivative of 
isoquinoline with potent activity against Rho-kinase and thus 
exhibits vasodilatory cffccts [257*260]. Current investigations are 
focused on the cffccts o f Fasudil on the cardiovascular system and 
in the treatment o f Raynaud's phenomenon. The latter is a 
vasospastic disorder manifested by discoloration o f lingers or toes 
afler internal or external factors as such cold or stress [261-262]. 
Vasodilators have been extensively used in the treatment of 
Raynaud's phenomenon so Kasudil may become effective as well. 
Fasudil is metabolised into hydroxyfasudil. which is also active 
vasodilator, in the human system. This compound is an 
experimental drug in the same area [263]. Ii has also been asserted 
improving learning working memory and cognitive processes [264].

Quinazolines arc also represented by some compounds that are 
under clinical trials. Sotrastaurin (A EB 0 7 I) is a potent inhibitor 
protein kinase C (PK.C) Uiat attenuates the activation o f lymphocyte 
T  immunoactivc cells [265, 266]. The drug is now under phase Il 
trials for its safety, tolcrability and pharmacokinetics in two large 
studies focused on renal and liver transplantations [267-269]. 
Another example of quinazoline inhibitors o f protein kinases is 
cediranib (Recentin), which is a derivative of known anticancer 
inhibitors o f kinases such as gefitinib or lapatinib [217. 270]. Its 
molecular large! is the V tG F  (vascular endothelial growth factor) 
receptor tyrosine kinases. There have been number of clinical trials 
undertaken with this drug in the treatment o f various cancers as 
well as its pharmacokinetics [271-275]. The scope of the 
investigations conducted is broad and encompasses prostate, lung, 
colorectal, breast and ovarian cancers, glioblastomas and others. 
However, some issues have been reported such as the recunence of 
a glioblastoma after the therapy [276] and some trials have been 
terminated due to slow or even no progress. Nevertheless, cediranib 
remains a promising agent in future anticanccr therapy.

2.3-Diazanaphthalcnc (scaffold 6) is represented by one 
investigational drug - olaparib (AZD-2281 or KU-0059436). This 
is an inhibitor of poly (ADP-ribose) polymerase (PA R P), which is 
built on the phlalazin-l-one moiety that was introduced into clinical 
trials by AsiraZcncca (277, 278]. PARPs are a family o f enzymes 
involved in several cellular mechanisms such as DNA repair, gene 
amplification and transcriptional regulation (279, 280]. After 
damage to DNA, these enzymes (mainly PA RP-I) quickly bind to 
the breaks and synthesise poly(ADP-ribose) chains (PA R ), which 
are essential in the repair process [279-281]. Olaparib was 
successfully tested Ior its anticancer activity in B R C A l and 2 
mutants as well as in other cancers as prostate or colorectal [282- 
287],

C O N C LU SIO N S

The PS concept evolved from a pragmatic tendency to simplify 
the complexity o f drug design through fragmentation. After all, 
breaking molecules into fragments is a well-known procedure in 
chemistry, e.g. organic chemists discuss molecular reactivity in 
terms of functional groups particularly small parts of molecules of 
a specific reactivity, while retro-synthetic analysis breaks molecules 
down into synthons that are useful in synthesizing target 
compounds. Sim ilarly, the Hammett, Hansch or Free-Wilson 
approaches can be discussed in the categories o f fragmental 
approaches to molecular reuctivity or biological activity. The PS

method can be seen as a prototype and an offspring o f fragonomics. 
which evolved from the experimental measurements of protein- 
Iigand interactions. Formally, it is ill defined on the basis of 
identifying similarities between drugs. In reality, it is not easy to 
conclude whether a real preference exists and to describe diis 
preference in numbers. Our attempt to analyze the preferential 
arrangement o f azanaphthalenes based on database mining revealed 
some clear relationships, but large differences in the ccrtain 
population o f individual scaffolds allow for no clear conclusions.

In the language of fragonomics, PS can be defined as Ihe 
identification o f building blocks generally following the Murcko 
and Bemis fragmentation rules. It is often used in synthetic 
laboratories or combinatorial chcmistry approaches where we need 
new but simple and clear design schemes. Despite all these 
limitations, the PS concept appears to be successful, thus proving 
the power o f analogy. Inier-penetration o f fragment-based design 
and PS methods can substantially contribute to this area by 
providing new ideas for drug design.
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Probing a Chemical Space for Fragmental Topology-Activity Landscapes 
(FRAGTAL): Application for Diketo Acid and Catechol HIV Integrase 
Inhibitor OfTspring Fragments
Andrzej Bak , Tomasz Magdziarz, Agata Kurczyk, Katarzyna Serafin and Jarosław Polański'

Department o f Organie Chemistry. Institute o f  Chemistry. Universit)' o f  Silesia. PL-40-006 Katowice. Poland

Abstract: Fragmental IopoIogy-ICtiviIy Iandscapes (FRAG TAL), a new concept for encoding molecular descriptors Ibr 
fragonomics into the framework or the molecular database records is presenled in this paper. Thus. a structural repositnry 
containing biological activity data was searched in a substmeture mode by a senes ol molecular Tragments constmcted in 
an incremental or decretnental manner. The resulled senes o f database hits annotated with their activities consmict 
FR A G T A L descriptors encoding a frequency of the certain fragments among active compounds and/or thetr actinties 
Actually, this method mighl be interpreted as a stmplified adaptation of the Irequent subgraph mining (FSM ) method. The 
FR A G T A L method reconstmcts the way in which medicinal chemisls are used to designing a pn>spective dmg stnicture 
Intuilivcly. A rcprcscntativc cxamplc of Ihc practical application of FRA G TAL within Ihe ChcmDB Anti-HIVZOIzTD 
database for disclosing new fragments for HIV-I integrase inhibition is discussed. In panicular, FRA G TAL method 
idcntifics cthyl malonate amide (EM A ) as the dilceto acid (D KA ) related arrongement. Since new molecular constructs 
based on the EM A fragment arc still a matter of futurę Invesligations we refen-cd In this as anthe DKA ofTspring.

Keyw ords: VirtuaI ligand screening, druglikeness. fragmenl-based design, molecular scaffolds. H IV - I integrase inhibitors.

1. IN T R O D U C T IO N

The naturę o f the drug-target interactions ruled by inler- 
and/or intra-molecular forces is a tremendously Complex and 
divcrgent process Ihal still Iacks a Univcrsal approach. 
Hence. Several approaches to drug discovery have been 
dcvclopcd in the quest Io idenlify the differences between 
drug- and non-drug molecules (chemicals). Most oflen, these 
methods are related to the drug-likeness concept originating 
from the idea that dmg compounds difTcr from other 
molecules in their physicochemical properties [1], The a 
priori calculation o f molecular descriptors that is mainly 
derived from the molecular structure is critical for the 
compound’s Hioavailability and its A D M H T  properties [2]. 
Drug-likeness can be seen as the absolute prcrequisitc for the 
compound to Survive Ihrough the expected elinieal trials and 
should be estimated before the synthesis o f the compounds is 
rationalised

In reality, molecular descriptors quantifying drug-like 
properties (D P ) are easily available from molecular 
formulac, c.g. the number o f hydrogen bond donors (H B D ) 
or acceptors (H B A ).  In practice, even those that refer to 
molecular properties can nowadays be estimated for virtual 
molecules by performing a calculation, e.g. IogP [3], 
however. Ihe reliability o f the resulting D P values is still 
questionable. Moreover. the DPs are gcnerally extensive 
types o f parameters describing a whole molecule and 
therefore they do not permit discriminating between 
divcrsiflcd molecular structures easily and cfTiciently. The

t Address correspondence to this author al the Department o f Organie 
ChemistTy. Institute o f Chemistry. University o f  Silenia. PL-40-006 
Katowice. Poland; Tel: 0048 32 559 136 99;
F-mails; ahak^tus.edu pi. polanski(ir/u&.c<Jupl

cmpirical analysis o f the marketed drug-size Iibrary provided 
the heuristic guide that relates the calculable 
physicochemical properties with the complcx in vivo 
pharmacokinetic parameter that compriscs aqucous solubility 
and orał bioavailability [4], The emergence o f the 
quantitative property-based Lipiński RoS ‘sieve‘ is focused 
on the importance o f rcstricting the chosen in silico 
molecular parameters o f preclinical drug candidates in the 
pharmacokinetic-friendly property space [5], The 
discrimination Ro5 model restrains Ihe ‘drug-like property 
space’ through a set o f threshold valucs which arc ncccssary 
but are nol sufTicient boundary guidelines o f the preferred 
‘drug architecture' Ihat is especially useful in the computer- 
driven process o f filtering chemical libraries; howcvcr, this 
concept is still elusive and ambiguous. Il is elear thal a good 
drug-like score does not make a dmg Since 8 0%  o f the 
chemicals recorded in the A C D  dalabase are RoS-complianl, 
while the molecular wcight (M W )  distribution o f drugs vs 
other chemicals were found Io be convergent [6], Therefore. 
the drug-likeness filier (D L F )  is less applicable in 
discriminating drugs from non-drugs but morc Iikely to 
quickly eliminale those chemicals that arc rich in nondrug- 
Iike fragments. Desptte these uncerlainties. the drug-likeness 
concept appears to be a great success and has conlributed a 
great deal to our understanding o f medicinal chemistry.

The similarity ten et o f molecular design claims Ihat 
Structurally related compounds display a similar biological 
activity profile [7], Despite many exceptions the similar- 
property principle is deeply rooted not only in the art o f the 
drug discovery, but more basically. in chemistry where 
analogy is crucial, especially when we do nol yel fully 
understand a givcn process or cffcct [8], The high-speed 
Cxamination o f a Iarge number o f molecules combincd with 
the metric quantifying the similarity with a specificd pallern
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nomially reąuircs the abstract molecule represcntations in 
Iorm of Iix-Sized binary fingerprini denoting the presence 
and/or absence o f the predenned object featurc, sometimes 
augmented with the weighting factors [9], The set o f various 
similarity measures as well as the patiem malching protocols 
have been developed for estimation o f the structural 
relatcdness within a molecular repository with preferably 
Hamming, Euclidean, Tanimoto or Tversky coefficienl [10],

Fragmenl-based drug design or fragonomics, which has 
recently becn getting more and more widespread appeared to 
offer an altematiye way for idenlifying advantageous drug 
structures [11-13], This methodology assumes the existence 
o f a prefenred molecular 'core', namely a framework that 
worka as an 'anchor' for the ‘omaiiienting’ blocks - 
privileged motifs [14], The analysis o f low-wcighled 
molecular motifs offers a Variety o f novel and original 
methods in both computational and experimental 
Invcsligalions [15]. In theoretical studies, the search for 
suitable molecular fragments capable o f binding to a 
specified target might be less computationally demanding, 
which allows for elTicient high-throughput-screening (H T S ) 
proccdures, e.g. fragmental docking [16], Privileged 
scaffolds have been used successfully as ‘core’ structures for 
synthesis and Ihe optimal starting point for the Iibrary design 
o f fragments which imcracl with a given receptor in 
Cxperimental analyses. They appear to be useful for the 
construction o f more Complex structures, regardless o f the 
Tclatively Iow affinily Icvcl o f Uic initial motifs [17], It is 
well known that the identified privilcged motifs arc Iughly 
dependent on the amount and diversity o f the accessible 
struciural data 118],

Morcovcr. recently published studies o f drug-size 
libraries confirmed that elinieal candidates with MW<400 
posses a 50%  higher probability o f being approved as drugs 
[19]. In this context reasonable is question about 'how big is 
Ioo big’ or cven more radical philosophy thal ‘the smaller the 
belter’? [20], The principal challenge o f fragment-based 
ligand design method is addressed to issues o f providing the 
du erse set o f fragments with physicochemical properties 
which might bc optimized to havc greater potency. It is 
currenlly well-established procedure for effeclive Iead 
specification with Iower molecular Complexity compared to 
drug molecules dcrivcd solely 011 the basis o f the Ro5 
criteria. Congreve at al. adjusted the Ro5 rule for fragments 
Io so called ‘rule o f Ihree’ restricting the boundary Iimits Io 
M W  300. IogP 3. N R B  3. H B D  3. H B A  3 and PSA  
60A~ [I9 J. The ensemble o f Ro3-consistent property 
thresholds following the 'reduced Complexity' paradigm in 
fragment Iibrary for Iead generation have been proposed by 
Oprca at al. (M W  350. N R B  6, H B D  3, H B A  8. IogP 
2.2 and heavy atoms N H A  22)(21, 22].

The topological aspect o f drug-like molecules can 
CXpIain tlić preferential architecture o f drug molecules, e.g. 
Murcko and Bemis analyzed the frameworks [23] and side 
chains [24] o f some known dmgs. More recently, new 
descriptors were developed for Uie analysis o f the topology 
o f fragmenls, e.g. ToFI [25], A  detailed discussion o f the 
application o f fragment-based methodology for finding 
privileged motifs can be found elsewhere [26]. Although Uie 
identification o f the structural elements and Iunctions o f the 
drug-like moleeules and/or the rccognition o f privilcgcd

scalTolds is a method o f potential interes! Ior differentiation 
drugs non-drugs, topological approaches were not ollen 
used for these purposes [27], Briefly, the idea o f privilcgcd 
structures was originally inspired by Evans [28] who argued 
that we can reveal certain structural features which produce 
biological effects more often than olhers [29]. A  number o f 
privilcged structures can be found elsewhere. e.g. in 
reference [30], Surprisingly, an experimental search for new 
privileged structures Uirough Uie H T S  screening o f a Iarge 
Iibrary o f 10 000 compounds using NMR-based binding 
assays with 11 differenl protein targets compounds has not 
expanded the record o f the scalTolds Uiat are already known 
[31, 32], Moreover, fragment based drug design using 
fluorescence corrclation specIruscopy Iechniqucs has been 
proposed [33],

However, massive database mining for fragment (col- 
occurrence might poientially delve into the architecture o f 
extensivcly or rarely Cxplored regions o f the chemical space 
(CS). Questions aboul Uie preferable combinations o f 
substmetures comprising a molecule naturally appear. Does 
this only reflect a ‘chemical habit' or even ‘ fashion’ among 
chemists due to the feasibility o f a synthetic drug or is Uiere 
a ‘natural force’ that combines some ‘building blocks' 
together? Although the concept o f privileged structures is 
still Controversial sińce it is not easy to determine 
conclusively if  an overTepresentation o f a certain structure is 
nol a minor consequence o f its abundance in chemical 
libraries [34, 35], a number o f computational approaches 
Iiavc been anncd at their Identification. Moreovcr. their 
experimenlal veriflcation using H T S  approaches has also 
been attempted [36],

Generally, the problem of idenlifying relcvant molecular 
fragments is a Complex issue thal is relaled to the so-callcd 
frequent subgraph mining (F S M ) [37], Conceplually, the 
subgraph mining algorithms idenlify and relrieve from a 
repository all compounds sharing a common uscr-dcfincd 
paltem o f atoms/bonds arranged in Uie specified 
topological/geometrical manner [38], Then each selected 
subgraph might be transformed into a corresponding 
canonically-codcd lincar atoms/bonds patiem well suiled for 
Uie high-speed database screening. The procedure o f finding 
a particular motif in molecule might be regarded as string 
reguluj expressions deseribmg the search criteria [39], In the 
maximum common substructure (M C S ) method, the 
molecules are fragmented inlo smaller parts as Iong as a 
common fragment mighl bc identified within ihe analyzed 
series o f compounds [40], More practical F S M  approaches to 
drug design are still a matter o f futurę developments that 
need some sophisticatcd algorithms for massivc in-silico 
database mining and data proccssing [41], The massivc 
screening o f an entire C S  is computationally infeasible; 
Iiowever1 it might be a Valuable source for gaining a 
complelely new understanding o f chemistry and drug 
discovery. In this context, a novel molecular and structural 
database management system (M o S lB io D a I) has been 
developed as b free software package designed as a dual 
purpose slorage/cxlraction platform providing a high degree 
o f data reliability as well as softwarc-bascd solutions for 
massive protocols thal are capable o f parallel ligand-target 
analysis [42]. A  detailed description o f the package and its 
practical applications for structural knowlcdgc discovery can 
be found elsewhere [43-45],



In practice, Ihe design ol a candidale compound in 
organie synthesis is still or key importance both during 
scarchcs Tor new hit structures and their optimizalion into 
suitable pharmaceutical leads. Thus, success depends upon 
the knowledge and experience or organie and medicinal 
chemists. In particular, intuition is o f key importance here 
and this can bc developed by training and an awareness o f 
the mass o f chemical Information thal is available in 
databases. and can be sharpened by the visualization o f these 
data by their structure-activity or structure-property 
relationships. Inluition helps chemists to find suitable smali 
fragments and to connect them and Hnd interesting target 
molecules. The concept o f organie chemistry architecture 
suggests Ihal one way Io explore the information from the 
molecular reposilories in order to model is 'preferential' 
activity landscapes (A L s ) [46], The graphical representation 
o f the easily interpretable biological response surface in a C S  
which integrates the molecular strueture and potency 
relationship allows for the massive mining o f the S A R  
information as well. Consequently, synthetic chemists have 
realised the importance o f S A R  visualisation, which might 
bc used as Intuiiive m a Jm aps fo r  m olecular design and  

optim izalion  [47], Thus, the S A R  landscapes or fitness 
landscapes approaches have gained importance recently, e.g. 
Schneider et al. presenled a ligand-induced structure-activity 
relationship display (L iS A R D ) method for the 
neighborhood-preserving Visualisation o f adaptive S A R  
landscapes ba.sed on the compression n I multidimensional 
compound rcprcsentalions using principal component 
analysis (P C A ) or related methods [47],

In this paper we present a new concept for encoding 
molecular database records into molecular descriptors which 
can bc used for the Visualization o f the activity landscapes 
for incrementally growing or decreasing fragments. namely, 
fragmental topology-activity landscapes (F R A G T A L ).  The 
structural Chen iDB and Ligand.lnfo reposilories containing 
biological activity data was invcstigated in a substmeture 
mode through a series o f molecular fragments that were 
constructed in an incremental or decremental manner. The 
retricved database hits were subsequcntly applied to 
determine the frcqucncy and to perform activity analyscs o f 
the constructed molecular fragments. In reality, this method 
might be interpreted as a simplified adaptation o f the 
frcquent subgraph mining (F S M ) method. F R A G T A L  
reconstructs the way in which medicinal chemisls are used to 
designing a prospective drug strueture intuitively. A  
representative example o f the practical applicalion o f 
F R A G T A L  within Ihe Chem DB Anti-HIV/OI/TB database 
for disclosing new fragments for H IV - I integrase inhibition 
is discussed.

Frecly accessiblc o n -lin e  search Iools and the 
MoStBioDat package for the molecular database analysis 
were used in order to present a new concept for encoding the 
records o f a biological aclivity database into a molecular 
descriptor Ior fragonomics. A database is screened in a 
substmeture mode through a series o f incrementally 
inereasing or decreasing molecular subfragments. Dalabase 
hits identify the substructures bearing these particular 
subfragments and analyses o f these subfragments define 
their Trequency and activity F R A G T A L  descriptors. In this 
paper, we show that this method can provide a rationale thal 
can be used to enhance the intuitive design o f potential drugs

by discussing an example o f the practical applicalion o f 
F R A G T A L  for disclosing new fragments for H IV- I 
integrase inhibition within the Chem DB Anti-H IV/O I;TB 
database.

2. T H E O R E T IC A L  B A C K G R O t N D

2.1. Overvlew of the MostBIoDat Archlleeture

An Cxploration o f chemical libraries provides a 
challenging objęci o f interest for contemporary molecular 
modeling as it is mainly addressed to new software 
approaches. The MoStBioDat packagc is a consistcnt, dual- 
purposc dcposit/rctricval chemical information system that 
provides integrated software-based solutions for massive in 
.\ilico protocols which enables the simultaneous analysis o f 
Iigand and receptor data. respeclively. The dcvcloped set o f 
the proccdures might be combined with the cxtcmal pythonic 
packages e.g. OEChem or Pybel in a fu lly programmable 
environment that automates the challenging issuc o f the 
virlual database mining and structural knowledge screening 
[48, 49]. In fact, the conjunction o f the expressive scripting 
Ianguage with the specified functionalities o f the high- 
performance database system enables the subsequenl 
sampling o f the virtually in Hnilc chemical space.

Conceptually, the system architecture currently 
comprises the following components: Slorage and User 
Laver, rcspectively. The Stnrage Layer is responsihle for 
data stonngprcscmng with simple methods lor data 
querying and retrieving while the posl-processing component 
in the User Layer callcd Ihe User Interjace Component 
provides proccdures for data analysis. In generał, the 
relational database system with Ligand and Macromolccule 
parts enables the Storage7Search and analysis o f ID  
(biological and physical properties), 2D (topological) and 3D 
(topographical) data. The Macromolecule organization 
imitates the Conventional topology o f macromolecular 
systems following the typical P D B  flat-file hierarchy [50], 
The Data Management Component forms the abstract 
middleware with tools for strueture validation. deposition 
and extraction. The fully programmable text mode access 
combined with a set o f maturę Python libraries and programs 
is a prcfcrablc utility for the post-processing analysis, e.g. 
massive database mining protocols. Basically, Ihe database 
system has been formatted to become searchable using the 
standard algorithmic Iechniques needed for molecular 
(sub)slructure and similarity recogniiion.

2.2. Fragmental Topology-Aetlvlty Landscapes 
(F R A G T A L )

A  knowlcdge-discovery-based molecular descriptor is 
proposed for encoding the data retrieved from a mining 
factual molecular database(s), in particular, a biologically 
annotated database. The construction o f the descriptor is a 
multistep procedure in which a key step is the database 
mining.

I. A  series o f queries Q1, i = I ....n are defined by Ihe
construction or fragmentation. e.g. Ihc incremental 
addition or sublraction o f any alom (group o f atoms) 
to/from the molecular fragmeni.



2. A  database is qucricd (in a substructure modę) which 
provides a senes o f superstruciures S 1 thal are 
Uvailable for each query Qi

3. Each set o f superstruciures S 1 is analyzed according to 
iis properties and the number o f occunences in the 
database (database Trequency). Afterward, the 
fragmental topology (F T ) descriptor encoding 
database Irequency Fi and maximal, minimal or mean 
property value Pi for each fragment is calculated.

2 J .  F R A G T A L  for a Sm ali Serles o f Carboxyllc Aclds 
Anootaled w ith p K a  Values

In order to provide a betier understanding o f Ihe 
F R A G T A L  concept, a schematic worktlow in Fig. (1) and aii 
illustrative example o f the smali database defined by formuła
I (Table I )  and annotated by its pKa Values is given below. 
Our dalabasc rcgislers a serics o f 29 carboxylic acids, 
starting Irom acetic to caproic acids which were 
supplemented by all o f Ihe possible terminally subslituted 
mono- di- and tri- halogen acids. For simplicity, in these 
scrics only the analogucs thal were subslituted with Ihe same 
halogen were included. The database is presented in Table 1. 
The valucs o f pKa were estimated using the A C D  Labs pKa 
D B  software [S I] ,  Starting Iroin the Iowest analogue, a series 
o f queries Qi-Qs was obtained by the incremental addition o f 
a carbon atom as shown in Fig. (2). Next, Ihe queries Qi-Qs 
were used for probing the dalabase presented in Table I in 
order to analyzc the frcqucncy and the distribution o f the 
pKa values from the hits, respectively. Thus, querying in the 
substmeture modę proVides the frequencies given by the 
F R A G T A L fr specified in Table 2. A t the same timc, the Qi- 
Qs hits can be describcd by the pKa values which means that 
the maximal and minimal values are given in Table 2 (rows 
2-4), respectively. Addiiionally, the F R A G T A L  descriptors 
Irom Tablc 2 are graphically illustrated in the histogram 
shown in Fig. (3), where a bar al each carbon atom illuslrates 
the frequency (black) and mean pKa (grey) F R A G T A L  
descriptors for a substmeture lerminaling al this specific 
atom, respcclivcly. A  detailed analysis o f Ihc frcqucncy o f a 
FR A G T A L ,, descriptor shows that the successive addition of 
carbon atoms from down Io up resulls in a decrease in Ihe 
number o f hils. T Iic lowesl substructure Si ineludes all o f the 
29 analogues uscd for the construction o f Ihe database, while 
the highesl Ss one finds only 4 caproic acid derivalives in Ihc 
database. The inerease o f the FRA G TALpK , values from the 
Si to S ; niccly illustratcs the known clectronic effect o f the 
acid substitution with halogen. As this elTeel rapidly 
deereases with the inereasing distance o f the substituting 
halogen from the Carhoxylie function, the Iowest value o f 
FR A G T A L ,,^  was obtained for the Qi query which included 
all o f Ihe halogenated acetic acids (C 1). Conversely, the Qs 
hils which included only (halogenated) caproic acids ((T ) 
had Ihc highest pK , values. Moreover, while the mean, 
maximal and minimal F R A G T A L pkl values were very 
dilTerent for the Q i hits. they ditTered only slightly for the Q 5 
hils, which illustrales thal the substitution did not influence 
the plC, Values in the Iattcr case. A  funher analysis o f the 
F R A G T A L ^  (mean, max and min values) revealed the 
subtle slmcture-activity mles o f Ihe acid substitution with 
halogens.

Fig. ( I ) .  The worktlow ot'Ihe FRAG TAL descriptor caleulalion.

Table 1. The Illustradve Database of Carboxyllc Aelds 
DeHDed by FormnU I Aaaotated by tbelr pKa 
Valnes

O R3

v : ;

N r ■ Kl R2 R3 pKa Value

l O H H H 4.792

2 I il I l H 4.791

J 2 H H H 4.758

4 3 H H H 4.77R

5 4 H H H 4.781

6+17 O X H H 0.046-3.175

X X H

X X X

where X - F .  Cl, Br, I

18-29 1-4 F H H 3 163-^4.725

F F I l

F F F

Fig. (2). The incremental addition ol a carbon atom to the basc 
carboxylic acid subunil.



Tablc 2. The F R A G T A L  DMcriplors Tor ■ Carboxylk Aeld 
Substructure Tennlnated at the Given Carbon Atom

Dctcrlp lor Typ* C 1 C 1 C ’ C i C t

FRA G TA L^  ’ 29 12 R 4

m eanfVR  A GTA  Lp* ,) * 3.25 4.40 4.59 4.68 4.71

Wii-TrtrR A G T A L pku) ' 4.79 4.79 4.78 4.78 4 78

m in (T  R A GT A L„it. ) 4 0.05 3.16 4.12 4.56 4 66
■’Fr«pi*ncy dncriptor. 
llMcin valuc of Ihc FRACiTAL pKa Vtluc. 
"Mas ima I valuc ofthc FRACJT AL pKa valuc 

'  Minimal valucof Ihc FRAGTAL pKa valuc.

HOOC
Fig. (3). Histogram of FRAGTAL Trequency (black) and pKa 
(grey) for carł>oxylic acid structures Ierminating at a given carbon 
alom.

2.4. M olecu lar Descriptors

The values o f the chosen molecular descriptors were 
calculatcd for the Ligand.Info Anti-HlV N C I subset as wcll 
as for the 6 reference Chcm DB Anli-H IV/O I/TB subsels 
shown in Table 3. The structural graph representation was 
converted into the canonically-coded linear atom/bond 
specification preserving the molecular topology and 
subsequenlly processed into a S M IL E S / S M A R T S  string 
notation. A senes o f 1H6 descriptors that are available in the 
M O E  2010 suitę were evaluated and augmented with 4 Ro5 
descriptors (M W , H B A , H BD . ClogPV

Tabte 3. The Number of Hłfjh/Low Actlve Compounds In the 
CbemDB AnH-HIWOI/TB Database

N r E n z y m e V A e fIv I ty M n m b e r o f  C o m p o u n d t

1 R T Io w 10

2 R T /h ig h 10

3 P lo w 17

4 P -łiigh 10

5 I N /Io w I I

6 Ih M iig h I I

"Integrase: IN; prołcanc: P; revcnc iraiwcripiaKc: RT,

Moreover, Ihe set o f the produced 190 descriplois was 
supplemented with the activity IC w value and 7 (lags denoting 
its adherence Io the subsets corresponding Io a Seven-Slep 
incrcmcntal consmiction o f Uic fuli FR A G T A L  superstmeture 
olthe D K A  query - a particular F R A G T A L  flag contains all o f 
the compounds o f the conseculive slep. At Ihis stage. the

Lipiński Ro5 filier was directly applied within the MoSlBioDat 
environment. Thus, the entire ensemble o f descriptors for Ihe 
particular compound counts equally I9K. A  Comprehensive lisi 
of the applied descriptors is given in the APPENDIX.

2.5. Mapplng FRA GTA L Descrlpton Uslng Self- 
Organlzlng Nearal Networks

A  self- organizmg neural network (SO M ) is comprised o f a 
single Iayer o f neurons typically ananged as a hexagonal or 
rectangular anay of nodes using Ihe Unsupervised Ieaming rules 
initially proposed by Kohonen [52], The two-dimensional 
topology o f the neural grid wilh the defined winning and 
neighborhood distances between mdividual neurons directly 
specify the mutual relations among the neurons. The presented
m -dimcnsional inpul Vector Ti -  <xt, ___riiw i is distributed

between neurons according Io the similarity/correlalion wcight 
criteria - similar inputs arc Iocated in the same or proximal 
nodes. The typical Competitive Kohonen procedure is based on 
the comparison of the input vcclor to Ihc corrcsponding m- 
elemenl weigh Vectors w = (H 1....» _ )  thal describe each

neuron in order to detect the winning one (OUlr) into which the 
particular input win be prnjected. Praclically, the out, is selccted 
by the optimization o f Ihe Euclidean distance between the input 
(x) and a weigh Vector (w ) according to Ihe formuła:

n u l ( ~  min (Vj w ) '  ( I )

where:

j  -  1....n * refer* Io a particular neuron, n-rcfcrs to number o f

neurons, m- is the number o f weights per neuron and s- 
indicales a particular input.

The weights o f the winning and the neighboring neurons are 
Ihen adapted in order to attract any similar input vectors. While 
the subsequent inpul vector is being processed, the entire 
algorithm is recurred. Consequenlly, the multidimensional space 
is tiansformcd into a two- or thrce-dimcnsional neural space that 
maintains Ihe lopobgical relationships among the input objeets. 
The K N N  forms the base for the piojection o f the selccled 
molecular fcature prescribed Io the inpul vector. thus producing 
a color-coded planar clustering paltem. The implementation o f 
Ihe SO M  for the classification, Visualizalion and compression o f 
the structural data has been widcly reported [53, 54],

The Kohonen color-coded mapping o f the property 
distribution paltem o f F R A G T A L  descriptors was conductcd in 
the M A T L A B  programming environment using the SO M  
Toolbox 2.0 [55]. The unsupervised SO M  Ieaming procedure 
was compleled for a set of 198 normalizcd dcscriptor data in Ihe 
balch training mode for a Nexagonal 20x20 map using the 
Gaussian neighborhood fiinclion.

3. RESULTS AND  DISCUSSION

3.1. ABtI-HIV Database Querles

By  applying the F R A G T A L  procedure, the population of 
the H IV-I integrase inhibitors thal are accessiblc in the 
ChemDB Anti-HIVZOIjTB database thal was focuscd on diketo 
acid (D K A ) and catechol derivatives was investigaled. It is a



well-estabIished and reliable Tqwsilory which stores stmctural 
and pharmacological information aboul anti-HIV inhibitora and 
contains referenccs to literaturę as well [56]. When not specified 
olherwise, all o f the results o f the on-line scarches are Iimited Io 
the H IV-I integrase ( IN ) inhibitors obtained using a chemical 
search with the Boolean operator o f conjunction (target class = 
HIV-inhibition and individual stnicture query). Unfortunately, 
Ihe on-line graphical user interface (G U I) o f the ChemDB Anli- 
H IV/O liTB  database is not adapled for the batch processing o f 
mulliple queries; therefore, we used the Ligand.lnfo reposilory 
lo collecl anli-HIV NCI subset data as well [37], The 
Ligand.lnlo hils were extracled using the MoStBioDal siorage 
protocols, thereby preserving the high-slandards o f data 
integrity, which resultcd in the creation o f an in-hou.se data 
collcclion. The implemented Iibrary o f Ihe procedures inlegratcd 
with the CXtemaI pythonic modules aulomated the complicated 
Iask o f screening ihe molecular divcrsity and explorating the 
structural knowledgc. In fact, Ihe conjunction o f the expressive 
scripling Ianguage wilh the specified functionalitjes o f the high- 
perfomiance database system mak es the subsequent sampling o f 
Ihe Virtual molecules wilh an activity analysis or calculation o f 
Ro5 descriptors possible. The subset o f the chosen stmetures 
was Iimiled to compounds having the specified ICyi celi 
activity.

Thc number o f structures cnumcralcd by the highest and 
Iowest aclivity data against Individual enzymes registered in 
Ihe on-line Anti-HlV/OI/TB database is Iisied in Table 3.

3.2. Prubing F R A G T A L  for Dikelo Acid Analogues

Since wc applied the databases for the more or less 
intuilive design o f the H iV  integrase ( IN ) inhibitors, our 
sualegy can be formulated relatively simply as: finding 
possibly Udive Iragments o f  drugs. modi/y them and put 
together [58). At Ihe same time, the modification should 
provide a new class and cannot be too extensive in order not 
to complelely Iose the analogy and in tum the activity. On 
the basis ol chemoinformatics, this strategy can be connected 
Io Ihe Iolal occurrence o f a certain fragment namely the hit 
frequency within Ihe C hcm D B Anti-HIV/OI/TB database.

integrase is an important target for anti-AlDS therapy, 
which also attracls quinoline-based dmg candidates. The 
main point here is not only the key role o f IN  in viral 
replicalion, but also ihe fact thal Ihis enzyme is a unique 
target that does not have a host celi counterpart [59, 60], IN 
catalyses the insertion o f reverse-transeribed viral D N A  into 
the host celi genome in two distinct steps, namely, 3’- 
processing (3 'P ) and strand transfer (ST ). The serendipitous 
discovery o f the diketo acid (D K A ) pharmacophore seemed 
to provide Selective S T  inhibitors that have a high aclivity 
against IN . However, DICAs needed some modifications in 
order Io produce piomising drug candidates Iike S-1360, L- 
870,810 that could hołd up lo the elinieal trial Ievel or to 
provide the first commcrcial anli-IN drug. raltcgravir. 
Although styrylquinolines (S Q ) may Iook similar, the 
mechanism of action appears to be quite differenl (Fig. 4) 
[61]-

In Fig. (5) wc reconstmcted the way in which we 
disclosed an offspring D K A  compound. ethyl malonate 
amide Z, by finding synthetic targets by using database 
searches. Since we were engaged in optimizing the SQs, we 
were especially interested in the importance o f the 
arTangement o f the carboxylic function vs quinoline nilrogen. 
Thus, we started from the N-substiluted aromatic ring thal 
was dilfcrcntly ornamented with carboxylic functionality. In 
fact, we found thal the arrangemenl o f the carboxylic 
function in quinoline is important for the activity Ievel o f the 
starting fragment [62, 63], Fig. (5a) illustraies an 
incremental construction o f the molecular fragment starting 
from the base core (bold lines) Ihrough the successive 
addition o f atoms from up to down. which is presented on 
the virtual network (dolted lines). In Fig. (5b) the same 
procedure is presented (in the horizonlal line) using chemical 
stmetures. The bars Iabeling the atoms o f the incremenially 
growing fragment illustrate the hil frequency o f the 
compounds that contain this specific fragment. The detailed 
frequency data for this example is given in Table 4. In the 
Context o f the frequency o f Ihe hits registered, the probed 
fragment appeared Io bc relatively stable. It is. howcvcr, only 
the Iast incremenl o f the carboxylic O  atom Ihal suddenly

Fig. (4). The structure ufDKA-based IN inhibitors.
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Fig . (5 ). An incremental consmiction of (he FRAG TAL superlragment on a vinual grid (■) illustmted by chemtcal stnictures (b ). Thc bars in
(a ) illusrratc the frcqucncy nf the incremental FRAG TAL descriptors schematically as prnbed in ChcmDB Anti-HIV/OI/TB database slarling 
from len to right. Table 4 and Fig. (7) give the detailed FRAG TAL data. Compound 2 was synthesized and evaluated in our Iabs on the Hasis 
of similar database mining [63].

diminished the F R A G T A L  value. e.g. not a single compound 
(0 hits) that has this motif is registered in the database. Thus. 
although this addilion is risky, at the same timc this provides 
a new unregistered target, which is an important goal o f drug 
development. In fact, we synthesized compound 2 and found 
a new Iead strueture [63].

T ab k  4. The F R A G T A I. Freqaency (IN  Chem D B Antl- 
H1Y710/TB In lilb ltlo ii D ata) to r Fragm enta Shown 
In F ig . (Sb ) L lite d  Increm entally In Rowa for 
DIfTerent A ro m a tln , RM ppclively

J J .  Prob lng  F R A G T A L  for CnITeIc Analogues

In Fig. (6) we present the tested F R A G T A L  paltem for 
the caffeic acid (also referTed as catecholics) that was 
dcrived from the fragments. In this casc. the main reason 
why we synthesized compound 3 (synthetic data available in 
A P P E N D IX )  is not only as a model compound but we had 
also found a number o f caffeic acid amides with a relatively 
high activity in the databases. Now, the extension by a single 
carbocyclic-metnbered ring provides a fragment o f two 
registered compounds (one o f which is shown in Fig. 6). 
Active compound 3 indicalcs a fair similarity to the database 
hit. The hcterocyclic quinoline ring provides an isosteric 
carboxylic group replacement; however, unlike compound 3, 
the database hit includes a double calTeic acid moiety.

3.4. Off-Line DatabaM Search

All procedures related to the F R A G T A L  concept 
described so far can be performed by off-line database 
searches as well. In Tables S and 6, and Fig. (7), we present 
the F R A G T A L  Iandscape for compound 2 based on the data 
extraeted from an in-house Anti-H lV N C I repository afler 
the Ligand.lnfo Anti-HIV subset was downloaded and 
subsequently analyzed automatically in the batch mode using 
the M oStBioDat programming package. The database copy 
which was available for downloading (Ligand.lnfo Anti-H lV 
N C I) did not flag the specific target o f the recorded anti-HIV 
agents, i.e. integrase ( IN ), protease (P R ) or rcYcrse- 
transcriptnse (R T )1 which included similar molecular 
fragments. Thus. the activity value is the only parameter that 
can be entracted and analyzed. A  polypharmacological Studv 
was then performed, e.g. all compounds were included 
regardless o f the afTected anti-H!V target and all typcs o f 
anti-HIV activity were overlapped as registered in the 
database. A t first, the results might Iook quite surprising 
bccause the Iower the fragment is, the higher Ihe activity and 
the Iower the standard deviation (error-likc bars in the 
histogram shown in Fig. 7), respectively. This trend is 
especially well preserved for the densely popuInlcd all-H 
subunit. One might expect quitc a revcrse relationship, sińce 
with cach atom that is added, wc arc closcr to the Iiigh 
activity D K A  IN  inhibitors. Nevertheless, in comparison 
with other targels, e.g. reverse transcriptase, Ihc numcrical 
values o f cnzymc inhibition for IN  were rclativcly high 
( Iower values indicate higher activity and vue versa). 
Moreover, the closer we are to the IN  specific D K A  then we 
should observe the Iower specificity Iowards other enzymes.
i.e.. R T  and PR. Vire vema among Iower fragments RT  
and/or protease activity Ievel dominates over that o f IN  
which results in higher activity Values (compare Tablc 7).

Aromatlcs N' C1 O1 C1 c- O* Ot

A l l l l 1234 1192 794 752 6*3 633 O

4-C (X )ll 96 K2 K2 H2 HO 77 O

3-COOII 68 57 43 43 38 30 O

2-COOH 11 5 5 5 I 1 O O



IC30 12 nM
Fig. (6). KRAGT AL analysis of a całfeic fragment. Dctails in text.

IC80 4.6 HM

Apparentiy, the disclosed etTect illustrates Ihe discnniinative 
power o f the fragment under Investigation. Incrementally 
growing fragments that fonu favorable integrase inhibitors 
are not necessarily advantageous for the construction o f  RT  
ones for which the preferred fragment should be designed 
difTerently. I f  so, following the preferential IN FR A G TA L, 
we decreased the aclivity assayed vs other enzyme targets.

Table 5. Polypba rmacological FR A G T A L  Frcqueacy (AU 
Enzyme Liga ad. Info ADti-HIV N C I Data) for the 
FragmenU Sbown In Fig. (5b) LUted Incrcmentally 
in Rowi for DtfTerent Aromaticsf Respectively

because derivatives o f  6-quinoIinecarboxylic acid appeared 
more active than those from 8-quinolinccarboxylic acid [63]. 
In the aspect o f  the optimization o f  compounds related to 2, 
the main conclusion from the current analysis is that 
unsubstituted (all-H ) analogue 2 seems to be an intcresting 
target for further synthesis. F R A G TA L  nicely illustrates this 
rule. Moreover, the activity remains reIatively stable within 
the COOH series with the increasing Iength o f  the 
FR A G TA L  supcrfragment, which indicatcs its IN  affinity.

Tabk 7. CCm  >■><! IC m  Activity Kanges for IN and Reverse 
TranscripUse (R T )

Aronialict N ' Cj O j C* C5 o ‘ O t

AU H 646I 3920 2972 2093 359 9

4-C (K )  H I4 I 71 31 18 H 3 I

3 -COOH I 34 36 17 7 1 1 O

2 -COOII 84 28 IK 15 M U O

E u y m c
Number of Htti of the A cliv ity  L e v d  Beiow

I r 4 I 10'J IO 1 i r '

IN ECjn I I 8 245 578

IN IC5u ' 1 1 21 70

R T  E C fc 60 I 626 2009 4616

RT IC v 3 I 13 28
99

Table 6. Pulypbarmacologicai Mean FR A G T A L  Activity (AU 
Enzyme log IC m Ligand.lnfo Aati-HIV N C I Data) 
Tor tbe Fragments Shown in Fig. (5) LUted 
IncrementaUy in Rows for DlfIerent Aromatics, 
Respeetively; Ibe SUndard Deviation U Given in 
Parentbeses

Aroouika N 1 Cj & C C* O* O7

AU H -4.397
(0.793)

-4.374
(0.786)

-4.259
(0.672)

-4.251
(0.647)

-4.256
(0.638)

-4.157
(0.620)

-3 941 
(0.410)

4-COOH -4 452 
(0.706)

-4.646
(0.778)

-4,326
(0.531)

-4.315 
(0.460)

-4-325
(0.410)

-3.907
(0.292)

-4.320
(0)

3 -C(X)H -4.226
(0.677)

-4.340
(0.512)

-3.933
(0.381)

-3.7H4
(0289)

-3.700
(0)

-3.7(X)
(0)

N/A
(N/A)

2-COOl I -1,286
(0.810)

-4.215
(0659)

A . 176 
(0.605)

-4.221
(0.599)

-4.486
(0.649)

N/A
(N/A)

N/A
(N/A)

Compounds 2 and 3 were also synthesized as model 
compounds mimicking N vs COOH auangement in SQ

■ log ICa
SjOO

■  aU H

N C O C C O O
Atom

FI*. (7). Po Iypharm acological FRAG TAL activiry (fragments 
defined in Fig. 5b) for diIferenl aromatics, rcspcctively. Overall, 
activity decreases wjth an increasing number of fragments. Details 
in rcxt.



3.S. Self- Oncan lzln t M a p i Tor the Vlsuallzatlon o f 
F R A G T A L  Descriptors

The polypharmacological Sctivity o f the ofTspring D K A  
compounds (all-H subunit) identified dunng the F R A G T A L  
Visiializalion o f an anti-HIV subset was further analyzcd 
using the sclf- organizing neural network tcchnique. Initially, 
each compound was annotaled by a set o f 186 molecular 
descriptors that had been calculatcd in the M O E  2010 suitę 
and supplcmcntcd by 4 Ro5 descriptors (M W , I I B A 1 I IB D , 
C logP). Additionally, the ensemble o f Ihe resulting 190 
molecular descriptors was augmented with Ihe aclivily  ICin 
Value and 7 flags denoling its adherence to the subsels 
corrcsponding to a scvcn-stcp incrcmcntal construclion o f 
Ihe fuli F R A G T A L  superstmeture o f the D K A  query. A 
particular F R A G T A L  flag contains all o f Ihe compounds o f 
the consecufive step. which means that e.g. 9654 molecules 
havc a flag I set to I 1 flag 2 set to I for 6461 hits ctc. (sec 
Table 5). The winning neuron o f the map was identified 
taking into account ils similarity to the ensemble o f 190 
descriptors; however. Ihe entire I9R element weigh vector 
attributed to each neuron was adjusted at the training stage. 
Thus. Ihe K digil wcight Vector corrcsponding to the IC jn 
activity and the F R A G T A L  1-7 membership group 
constitutcs an 'image' o f the distribution o f thcsc elements 
on the SO M  map. Rcgarding the Gaussian neighborhood 
function. the wcight-color-codcd map mighl be interpreted as 
a rough distribution o f the molecular population density 
specificd by Ihe corresponding F R A G T A L  steps.

Thc color-coded projcction o f the activity and flag 
descriptors on the hcxagonal 20x20 map trained by the 
normalized set o f 198 descriptors spccified for each structure 
enabled the analysis o f the distribution o f the fragmental- 
bascd property.

Fig. ( 8 ) shows the distribution o f the IC<i> acnvity over 
the whole set o f D K A  derivatives. The higher values 
indicated by the bright co lor scalę represent Iower activity 
while the Iower values marked by the dark color rangę 
rcprcscnl high activity. The crude separation o f activc 
compounds from inactivc ones is noticeable. It scems that 
the threc clusters which contain more active molecules are 
more distinclwc due to the Iower number o f less stmcturally 
diverse compounds in contrast to the groups formed by non- 
ac(ivc ones.

The distribution o f the molecular population identified in 
the consecutive F R A G T A L  stages indicated a tendency Io 
form S c v c ra l clusters as shown in Fig. (9a-f). The initial 
addition o f the carbon atom to the basc fragment resulled in 
tiny changes in the distribution o f the molecular population 
as illustratcd in Fig. (9») Not surprisingly, the addilion o f 
one carbon atom Io the 'corc' fragment gcneralcd a simplc 
(sub)structural motif Ihat is present in a widc rangę o f anli- 
H IV  compounds and other drugs as wcil. Scveral important 
reguIarities were revealed by the analysis o f Ihe maps. Fig. 
(9b) illustratcs the cmcrgcncc o f threc main clusters related 
to the step 3 F R A G T A L . This distribution was basically 
prcserved in subscqucnt incrcmcntal fragments Ihal 
inereased in steps 4 and 5 as shown in Fig. (9c, d), 
respectively. The mapping o f the D K A  hit ensemble 
produced by F R A G T A L  slep 6 slightly changed Ihe cluster 
pattem as indicated in Fig. (9e). In this casc, the number o f

identified compounds decreased from 2093 Io 359 (sce Table 
5), which is reflecled in two distinclive groups where only 
one corrcspondcd well to the clusters formed by the previous 
FR A G T A Ls . Regarding the chemotypc o f the Complexing 
two-metal D K A  divalcnt model, it is elear that Ihe addilion 
o f a carbonyl Oxygen alom o f the cart>oxylic functional 
group in step 6 forms a scaffold which is crucial for the anti- 
H IV  IN  moiety. Finally, the inerement o f the carboxylic 
patiem with a hydroxylic Oxygcn atom (step 7) dramalically 
decreased the number o f hits spccified in boih the Chcm DB 
Anti-H lV/O I/TB subset and in the Ligand.lnfo Anti-HIV 
N C I subset, rcspcclivcly (sec Tables 4 and 5).

Apcwowkneii sctiWy dislhbułen

FI*. (*». SOM of Ihc apprpximalc anli-IllV IogICtn activity 
distribution in Ihc chemical spacc constituied by the Ligand Into 
AnIi-IIIV NCI subset dalabasc

Anolher inlcrcsting issuc that should be considercd 
carefully is the mutual distribution o f well-known highly 
active H IV- I inhibitors on the neural map. Is it possiblc Io 
indicate Ihe densely populated regions o f the map by the 
concentration o f high afTinity compounds? Is Iherc any direcl 
correspondencc to the molecular fragments spccified in the 
conseculive F R A G T A L  database survey’.’ The Kohonen 
mapping o f Ihe ICin distribution pattern coupled with 
identifying the neurons that attract Ihe high aclivity 
reprcscntatiVcs o f the revcrsc transcriptase. proleasc and 
integrase inhibitors is given in Fig. (10). Surprisingly. only 
the protease inhibitors, which are marked by x hcxagons. arc 
Iocated relativcly close to the high active regions o f the map 
whereas the P  and IN  ones arc cvcnly scattered ovcr the 
SO M  network. Roughly speaking, Ihc Ligand.lnfo Anti-HIV 
N C I database subset was Iast updated in 2006 while the 
Chem DB Anti-HIV/OI/TB is rclativcly up-to-dalc; therefore, 
the P  inhibitors considerably outnumber the R T  and IN 
inhibitots, rcspcctivcly.

The color-coded comparison o f the molecular SO M  
projcction o f D K A  oITspring, which arc identified by 
consecutive FR A G T A L s  conjugatcd with the distribution o f 
previously described H IV- I inhibitors. is illustratcd in Fig. 
(H a .  b). The structural classification by F R A G T A L  o f step 
3 exhibited a decent coherence with high active IN  inhibitors 
(Fig. I la ) ;  however. Ihis o f the step 6 illustralcs the



Fig. (9). SOMs ol' the disiribulion uf Ihc molecular population density identificd by FRA G TAL slcps 2-7 ot' compound 2 obtained by 
qucrymg the Ligand.lnto AnIi-HIV NCI subset dalubasc a-f currespond Io sleps 2-7. rcspcclivcly. The ranges displayed show the molecular 
population density rclalivc to the FRA G TAL step I .

Tab le 8. Thc R e p m ca la tive  Topologie! o f Com pouodi w llh  a OIfTerent Loeatlon o f a D KA -Iike M oiety w ith in  a M o lecu lar 
Pa lle rn

ClHklrr I CIiMicr 2
SMILES ID SMl LES ID

CC(C K K 'I -C(C=C21T- C I >NtC-C(C2-0)C<-O K >HCto M| 
(CO)CiCKC KTK:C3=CtCl-CC=C3)ChF 5277123

C I C C St-O M -O lN tC IK  Z=NC l -C<C3-C2C»CC-N3K)K.( =0)NC 
C4-CC=Cl C=C4)F 457930

CCtC|C|C(« «1 HItCO iN IC -C (C <-0 |C 2-C C |=C C t-C 21K) 
C(C K )CC3 Ct C( -CC C3 K-DKK-I -OKJ 527712H C C ItC 2-N /C (=C t/N C C 3-C C -C tC -C 3)F |\O K '| -0 )C ł-0 )N 2C C N  

IC C 4-N N N -N 4IC
11948113

CCtCKX I K  2C| = C C t^  l K- C3=CtCl=CC=C3 K- IlFK- I =O 
K i -CN2(Cw H H CO K i C KC K. KTl -OKJ

5277129 CC11C2=N- Ct =<.‘t /NCC3~CC~C(C~C3 IF |\0> Cl =O K t -O IN2CCN 
I CC4~CN( N -N 4  K." )C 16078898

CClCKCHCirt UII IJtCOtN I C -C tC t-O K '2 -C C l -C tC "C 2 11 
OC (CC 3-C lC t -C C -C J K-IJFK-VOIO 5277136

CCOCI -C2C(-C C t-C I K.'C3“ C|C<^CC*C3)CllF)C(-OK.'( 
-CN2(C.« ll||COK.'(C)(C K-Xt=OJO

5277140

disiribulion changes shown in Fig. (9e). Suiprisingly. a largo 
number o f high active IN  inhibitors in this case are silualcd in 
the 'poorly' occupied neural area. which is shown in Fig 
(11 b ). A  detailed analysis o f compounds dislributed among 
two Jistinctive cIusters rcvcaled the main structural diffcrcncc 
in the Iocation o f the OICA-Iike moiety within the molecular 
panem. The first one is dominated by moleculcs whcrc the 
D K A  functional subunit is Iocaled 'terminally', whereas Ihe 
sccond one is ‘hidden intemally’ within the given strueture. 
Sotnc represenIalivc structural Iopologics that Tomi the abovc 
groups are presenled in Fig. (12 a, b ), whereas the 
corresponding S M IL E S  codes are presenled in Table 8.

4. C O N C L U S IO N S

In conclusion. only a better knowledge o f the C S  can 
providc us with morę elTicient chcmislry and drug design. 
Many problems were cncouniered when probing the CS. 
Hence. wc presenled a new method based on database 
mining, namely, the fragmental topology-activity Iandscape 
(F R A G T A L ) ,  which is designed to mimie Ihe way in which 
aclive compounds are designed in the ligand-based mode by 
a medicinal chemist searching in database. It should be

X p 4 - in

Fig . (10). SOM ol' ihc approXimaie aciivity distribution as shown 
on Hig (H) supplcmented by an indicalion olthe neurons attraciing 
the high activiiy represcntatives ol the reverse transcripiasc (RT  * 
hcxagons), protease (P - + hexagons) and integrase (IN - x 
hexagons) inhibitors. The size of the hexagons reflects the number 
olhiis altrucicd hy a particular neuron



t> )

'0.00 
X R T  X P IN

a)

Fig. ( I I ) .  SOMs of the dislnbution of the molecular populatton density as shown on Fig. (9d, e) supplcmenicd by an indication o f the 
neurons anracting the high adivity representatives of the three H IV  enzyme inhibitors (sec Fig. l i ) .  Figures a and b eorrcspond to Fig. (§d, 
e), respeciively.

a)

Flff. (12). The representalive stmetures of compounds with a diITercnl Iocation of the DKA-Iike moicty within a molecular pattem.



indicated here that we are not pretending that we have 
precisely designed the compounds presented. Instead, we 
Iiave tried to reconstruci the way in which our synthetic 
Iargels were found in the hope o f increasing the chances o f 
finding actives while at the same fime exp Ioring new C S  
regions. In reality, our approach can be seen as an adaptation 
o f Ihe frequent subgraph mining (F S M )  method. F R A G T A L  
can be perfomied in a simple on-line mode bul can also 
include more sophisticated analyses Ihat demand massive 
database screening which can be efficiently performed by the 
applicalion o f the M oSlB ioD at packagc. Moreoverl we show 
here how F R A G T A L  descriptors can be used, analyzed, 
visualized and interpreted, e.g. by using the SO M  mapping 
as a tool for the interpretation o f polypharmacological dala. 
W e  arc now testing the extensive applicalion o f the 
FR A G T A L/M oStB ioD at system for the analyses o f poly­
pharmacological problems involving the parallel analysis o f

smali molecules and target protein macromolecular receptor;
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APPENDIX
1. The List o f the M O E  D escrip ton  Used Tor T ra in log  S O M  M aps

A p o i , a _ a c c , a _ a c i d , a _ a r o , a _ b a s e , a _ c o u n t , a _ d o n ,a _ h e a v y , a _ h y d ,  a _ I C ,  a _ I C M ,  a _ n B , a  n B r , a  nC 

,a _ n C 1 , a _ n F , a _ n H , a n i , a _ n N , a _ n O , a _ n P , a _ n S , b a l a b a n J , B C U T _ P E O E _ 0 ,B C U T _ P E 0 E _ 1 , B C U T _ P E O E _

2 , BCUT P E 0 E  3, BC ’JT _ S L O G P _ 0 ,  B C U T _ S L 0 G P _ 1 , BCUT S L 0 G P  2 ,B C U T  S L 0 G P  3, BCUT SMR O, BCUT_

S M R  l ,B C U T _ S M R _ 2 ,  B C U T _ S M R _ 3 , b p o l ,b _ l r o t N , b _ l r o t R b _ a r , b _ c o u n t , b _ d o u b l e , b h e a v y ,b rotN, 

b r o t R , b _ s  i n g l e , b _ t r i p l e , c h i O , c h i O v , c h i O v _ C , c h i 0 _ C , c h i l , c h i l v , c h i l v _ C , c h i l _ C , C h i r a c ,  

c h i r a l _ u , d e n s i t y ,  d i a m e t e r ,  F C h a r q e ,  G C U T _ P E O E _ 0 , G C U T _ P E O E _  1 , G C U T _ P E 0 E _ 2 , G C ' J T _ P E 0 E _ 3 , G C U  

T _ S L O G P _ C I , G C U T _ S L 0 G P _ 1 , G C U T _ S L 0 G P _ 2 , G C U T _ S L 0 G P _ 3 , G C U T _ S M R _ 0 , G C TJ T _ S M R _ 1 , G C U T _ S M R _ 2  , G C Q  

T S M R  3 , K i e r l , K i e r 2 , K i e r 3 , K i e r A l , K i e r A 2 , K i e r A 3 ,K i e r F l e x , l i p a c c , l i p  d o n , l i p  d r u g l i k e  

l i p _ v i o l a t i o n ,  I o g P  (o/w) , I o g S , mr, m u t a g e n i c , n m o l , o p r _ b r i g i d ,  o p r _ l e a d l i  k e , o p r _ n r i n g , o p r  

n r o t , o p r _ v i o l a t i o n , P C + , P C - , P E O E _ P C + , P E O E _ P C - , P E O E _ R P C + , P E O E _ R P C - , P E O E _ V S A + 0 ,  

P E 0 E _ V S A + 1 , P E 0 E _ V S A + 2 , P E 0 E _ V S A + 3 , P E 0 E _ V S A + 4 , P E 0 E _ V S A + 5 ,  P E 0 E _ V S A + 6 ,  P E O E  V S A - O ,  

?EOt:_VSA-l, P E 0 E _ V S A - 2 ,  P E 0 E _ V S A - 3 ,  P E 0 E _ V S A - 4 ,  P E 0 E _ V S A - 5 ,

P E 0 E _ V S A 6 ,P E O E _ V S A _ F H Y D ,P E O E _ V S A _ F N E G , P E O E _ V S A _ F P N E G ,P E 0 E _ V S A _ F P 3 L ,P E O E V S A F P O S , 

P E O E _ V S A _ F P P O S ,P E O E _ V S A _ H Y D ,P E O E _ V S A _ N E G ,P E O E _ V S A _ P N E G ,P E O E _ V S A _ P O L ,PEO E  V S A P O S ,

PEO E VSA  _ P P O S , p e t i t j e a n , p e t 1 1 j  e a n S C , Q PC + , Q _ P C - ( Q R P C + , Q R P C - ,

Q V S A  F H Y D , Q  V S A  F N E G , Q _ V S A _ F P N E G , Q V S A  F P O L , Q _ V S A _ F P O S , Q V S A  F P P O S ,Q  V S A  H Y D , Q _ V S A  N 

E G , Q V S A  P N E G fQ  V S A  P O L , Q _ V S A _ P O S , Q _ V S A _ P P O S ,  r a d i u s , r e a c t i v e , r i n g s , R P C + , RPC, r s y n t h , Sl 

o g P , S l o g P  V S A O , S l o g P V S A l , S l o g P _ V S A 2 , S l o g P  V S A 3 , S l o g P _ V S A 4 , S l o g P _ V S A 5 , S l o g P _ V S A 6 , S l o g  

? _ V S A 7 ,  S l o g P _ V S A 8 ,  S l o g P _ V S A 9 , S M R ,  S M R  V S A O , S M R _ V S A 1 , S M R _ V S A 2 , S M R _ V S A 3 ,  S M R _ V S A 4 , S M R _ V S A  

5 , S M R _ V S A 6 , S M R _ V S A 7 , T P S A , V A d j E q , V A d j M a , V D i s t E q , V D i s t M a , V d w  a r e a ,V d w  v o l , V s a  a c c ,v s a  a 

c i d , v s a  b a s e , v s a  d o n , v s a _ h y d , v s a _ o t h e r , v s a _ p o l , W e i g h t w e i n e r P a t h , w e i n e r P o l , z a g r e b

2. The N M R  Data o f Synthesized Com pound 3.

IH  N M R  (DM SO-d6) 1: 1.2 (I, J= 7.1, 3H, CH3); 3,48 (s, 2H, CH2); 4.1 (m, 2H, 0-CH2); 7.6 (d, J=8.7, 2H, Ar-H); 7.8 (d, 
J=8.6, 2H, Ar-H); 10.5 (s, IH , N-H); 12,7 (s, IH , O H ); 2; 2.89 (s, 3H, CH3-Ar) 5.8 (s, 1H. Ar-H); 6.25 (d, IH  J=15.8, vinyl); 
7.1 (d, J=8.2, 2H, Ar-H); 6 82 (d, J= 8 13, IH 1 Ar-H) 6.98 (d, IH  J= 8.18; Ar-H); 7.06 (s, IH 1 Ar-H); 7.48 (d, 1H, J= 15.8, 
vinyl); 7.62 (d, IH 1 J-8.15, Ar-H); 8.14 (d, IH , J=8.l I ,  Ar-H)
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