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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest ester diizopropylowy kwasu [1-(N-p-bromofenyloamino)]-1-(p-nitro-
fenylo)metyloboranatofosfonawego o wzorze 1 do zastosowania w leczeniu schorzen, w ktérych efekt
terapeutyczny osiggany jest poprzez zahamowanie aktywnosci neutralnej endopeptydazy.

Problem techniczny jaki rozwigzuje wynalazek, to nowe medyczne zastosowanie zwigzku che-
micznego o wzorze 1, jako skfadnika leku stosowanego w leczeniu schorzen, w ktérych efekt terapeu-
tyczny osiggany jest poprzez zahamowanie aktywnosci neutralnej endopeptydazy.

Neutralna endopeptydaza (NEP; EC 3.4.21.11) to zalezny od cynku enzym proteolityczny,
ktéry degraduje bioaktywne peptydy, m. in. przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP) i pep-
tyd natriuretyczny typu B oraz enkefaliny, hamujgc tym samym ich fizjologiczne dziatanie. Peptydy
natriuretyczne biorg udziat m. in. w utrzymaniu prawidlowego ci$nienia krwi. Natomiast enkefaliny
regulujg m. in. wydzielanie wody i elektrolitow do swiatta jelita. W zwigzku z powyzszym hamowanie
aktywnosci enzymatycznej neutralnej endopeptydazy znalazio zastosowanie w leczeniu m. in. nie-
wydolnosci serca i biegunek. Ujawniony m. in. w EP0555175, CN105837464, W0O2007056546,
W02009061713, W0O2017012600, EP3658122 sakubitryl, ktérego aktywnym metabolitem jest zwia-
zek o nazwie LBQ657 bedacy inhibitor neutralnej endopeptydazy, wchodzi w sktad leku sakubi-
tryl/walsartan stosowanego w leczeniu choréb nadcisnieniowych serca. Natomiast ujawniony
m. in. w US4513009, EP1718337, WO0OO01/97803 racekadotryl, ktérego aktywnym metabolitem jest
tiorfan — inhibitor neutralnej endopeptydazy, stosowany jest w leczeniu biegunek.

Ze stanu techniki wiadomo, ze rézne pochodne aminokwaséw i peptydy przez nie utworzone
ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do niemodyfikowanych odpowiednikéw, mogg by¢ stosowa-
ne w celach terapeutycznych jako inhibitory enzymoéw proteolitycznych. Przyktadem jest aktywna for-
ma racekadotrylu, tiorfan, ktory jest tiolowg pochodng alfa aminokwasu glicyny o aktywnosci inhibitora
neutralnej endopeptydazy. W publikacjach, jak np. Jullien N. i in., J. Med. Chem. 2010, 14, 208-220;
Mucha A. iin., J. Med. Chem., 2011, 54, 5955-5980 oraz Demkowicz S. i in., RSC Advances, 2016, 6,
7101-7112 ujawniono, ze alfa aminofosfoniany, czyli alfa aminokwasy, w ktérych grupa karboksylowa
zostata zastgpiona przez ugrupowanie fosfonowe réwniez wykazujg aktywnos$¢ inhibitorowg wobec
réznych grup enzymoéw proteolitycznych, w tym wobec neutralnej endopeptydazy.

Wsréd tych zwigzkéw znajdujgcych medyczne zastosowanie, brak jest informacji na temat za-
stosowania estru diizopropylowego kwasu [1-(N-p-bromofenyloamino)]-1-(p-nitrofenylo)metylobora-
natofosfonawego (wzor 1) jako inhibitora neutralnej endopeptydazy. Ze stanu techniki wiadomo jedy-
nie, ze ester diizopropylowy kwasu [1-(N-p-bromofenyloamino)]-1-(p-nitrofenylo)metyloboranato-
fosfonawego wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe wobec komoérek kostniakomiesaka, co zostato
przedstawione w opisie wynalazku P.438017.

Nieoczekiwanie, w badaniach in silico modelowania molekularnego wykazano, ze ester wedtug
wynalazku o wzorze 1, niezaleznie od jego formy stereoizomerycznej jest ligandem dla neutralnej
endopeptydazy poprzez oddziatywanie z centrum aktywnym, co moze stanowi¢ o jego wiasciwosciach
inhibitorowych. Uzyskane wyniki modelowania molekularnego skfonity do przeprowadzania dalszych
badan majgcych na celu ocene potencjalnej aktywnosci biologicznej estru wedtug wzoru 1 jako inhibi-
tora aktywnosci proteolitycznej neutralnej endopeptydazy oraz ocene wiasciwosci fizykochemicznych
estru wedtug wynalazku o wzorze 1, ktére sg istotne dla substancji o zastosowaniu terapeutycznym.

Istotg wynalazku jest ester diizopropylowy kwasu [1-(N-p-bromofenyloamino)]-1-(p-nitro-
fenylo)metyloboranatofosfonawego o wzorze 1 do zastosowania w leczeniu schorzeh, w ktorych efekt
terapeutyczny osiggany jest poprzez zahamowanie aktywnosci neutralnej endopeptydazy.

Wynalazek przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1

Modelowanie molekularne oddziatywan pomiedzy estrem wedtug wynalazku i centrum aktyw-
nym neutralnej endopeptydazy.

Modelowanie molekularne in silico jest nowoczesng metodg stosowang w poczatkowych eta-
pach projektowania i badania nowych, potencjalnych substancji leczniczych. Pozwala m.in. na ocene
przestrzennych oddziatywan pomiedzy centrum aktywnym enzymu a ligandem, ktéry moze byc¢ inhibi-
torem tego enzymu. Struktura czgsteczki estru wedlug wzoru 1 zostata przygotowana przy uzy-
ciu oprogramowania Avogadro 1,2.0 [Hanwell M D. i in., Cheminformatics, 2012. 4, 17], a nastep-
nie zoptymalizowana w ramach pola sitowego UFF [Rappe A. K. i in., Am. Chem. Soc. 1992. 114,
10024-10035]. Ester wedtug wzoru 1 zawiera w swojej strukturze chiralny atom wegla, dlatego odpo-
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wiadajgce mu stereoizomery rozpatrywano oddzielnie. Zoptymalizowany ligand zostat zadokowany
do kieszeni wigzacych neutralnej endopeptydazy, w strukturach znajdujgcych sie w nastepujgcych
siedmiu pozycjach bazy danych PBD: 1rlj (rozdzielczosé rentgenowska: 0,235 nm), 2qpj (rozdziel-
czos$¢ rentgenowska: 0,205 nm). 5jmy (rozdzielczo$é rentgenowska: 0,200 nm), 6gid (rozdzielczosc¢
rentgenowska: 0,190 nm). 6suk (rozdzielczos¢ rentgenowska: 0,175 nm) i 6thp (rozdzielczo$¢ rentge-
nowska: 0,254 nm). Do symulacji dokowania zastosowano oprogramowanie AutoDock Vina [Trott O.
iin., J. Comput. Chem., 2010. 31, 455—-461]. Procedura dokowania zostata przeprowadzona w obsza-
rze prostopadtoscianu, ktéry obejmowat caty skrystalizowany ligand obecny w strukturze PDB: 6thp
oraz najblizsze reszty aminokwasowe, ktére wykazywaty kontakt z tym ligandem. tancuchy boczne
aminokwaséw w kieszeni wigzacej (tj,: Phel06, Argl10, Phe544, Glu584, Val580, Trp693, Arg717)
zostaly uelastycznione, z wyjgtkiem histydyn koordynujgcych jon Zn2*. W procedurze dokowania za-
stosowano wszystkie domysine procedury i algorytmy zaimplementowane w programie AutoDock
Vina. Przewidywane energie wigzania zostaty usrednione dla wszystkich struktur biatka oraz mozli-
wych stereoizomerdw estru wedtug wynalazku o wzorze 1.

Korzystniejszy sposdb wigzania liganda zwigzany jest z nizszg wartoscig energii wigzania, dla-
tego podczas dalszej analizy byly brane pod uwage tylko najnizsze wartosci energii i odpowiadajgce
im informacje strukturalne uzyskane dla estru wedtug wynalazku.

Metodologia dokowania zostata zwalidowana poprzez symulacje dokowania liganda obecnego
w jednej z badanych struktur biatkowych (tj. 6thp), Zastosowana procedura okazata sie poprawna
wzgledem przewidywanej pozyc;ji liganda w kieszeni wigzgcej (RMSD = ~0,084 nm). llustracja graficz-
na wyniku walidacji przedstawiona jest na rysunku jako fig. 1.

Czesciowe energie oddziatywania pomiedzy centrum aktywnym neutralnej endopeptydazy
i estru wedlug wynalazku uzyskane dla jego poszczegdlnych stereocizomeréw wynoszg -6.76
i -6.64 kcal/mol. Natomiast dodatkowo usredniona dla siedmiu struktur neutralnej endopeptydazy
sposrod dostepnych w bazie PDB energia wigzania wynosi -6,70 kcal/mol. Biorgc pod uwage oddzia-
tywania estru wedtug wynalazku i neutralnej endopeptydazy, gtbwne miejsce wigzania znajduje sie
w poblizu jonu Zn?*, Kompleksy ester wedtug wynalazku — neutralna endopeptydaza uzyskane w wy-
niku modelowania, wskazuja, ze wigzanie estru zachodzi gtéwnie poprzez dwa typy oddziatywan
atraktywnych. Pierwszym z nich sg oddziatywania Zn%*-r, w ktére zaangazowane sg obie reszty feny-
lowe obecne w strukturze estru wedtug wynalazku. Poprzez rotacje wokdt wigzan pojedynczych, kon-
formacja czasteczki zmienia sie, aby umozliwi¢ jak najblizszy kontakt centralnej czesci pierscienia
aromatycznego z jonem cynku. Taki uktad, przestrzenny skutkuje najsilniejszymi oddziatywaniami typu
kation-r. Drugim rodzajem oddziatywan jest wigzanie wodorowe z udziatem grupy -NH- fancucha
bocznego Asn542. Ponadto, stosunkowo niewielkie odlegtoéci pomiedzy fenylowymi resztami estru
wedtug wynalazku a tancuchami bocznymi aminokwaséw aromatycznych Phe544, PhelO6 i Trp693
wskazujg na szereg oddziatywan typu n-n. Dodatkowo, w przypadku Arg717, Val580 oraz najblizszej
reszty fenylowej mogg wystepowac réwniez oddziatywania H-w. Natomiast grupa -NH- we fragmencie
szkieletowym Tyr545 w zaleznosci od topologii molekularnej estru wedtug wynalazku 1 moze tworzy¢
wigzanie wodorowe z podstawnikiem akceptorowym wigzania wodorowego -NO2z, obecnym na czg-
steczce fenylowej. Analiza oddziatywah pomiedzy jonami cynku a pierscieniami fenylowymi estru we-
diug wynalazku 1 potwierdzajg, ze to oddziatywania Zn?*-n sg przede wszystkim odpowiedzialne
za wigzanie estru wedtug wynalazku z neutralng endopeptydazg. Warto réwniez zauwazy¢, ze zmiany
konformacji taricuchéw bocznych w kieszeni wigzgcej, wywotane zwigzaniem liganda, sg bardzo nie-
wielkie. Pomimo dopuszczalnej elastycznos$ci, wszystkie tancuchy boczne zasadniczo zachowaty swo-
ja oryginalng geometrie. Graficzna ilustracja wynikéw dokowania dwdch form stereoizomerycznych
estru wedtug wynalazku przedstawiona jest na rysunku jako fig. 2A i B.

Przyktad 2

Oznaczenie aktywnosci proteolitycznej neutralnej endopeptydazy w obecnosci estru wedtug
wynalazku.

Ocena potencjalnej aktywnosci biologicznej estru wedtug wynalazku jako inhibitora aktywnosci-
proteolitycznej neutralnej endopeptydazy zostata wykonana przy uzyciu komercyjnie dostepnego ze-
stawu zgodnie z instrukcjg producenta. Zasada testu opiera sie na zdolnosci aktywnej neutralnej en-
dopeptydazy do rozktadu substratu specyficznego dla tego enzymu, ktérym jest peptyd potgczony
z fluoroforem Abz. Degradacja substratu-Abz zwigzana jest z uwolnieniem fluoroforu, ktérego ilos¢ jest
wprost proporcjonalna do aktywnos$ci enzymu.
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W celu oznaczenia aktywnosci proteolitycznej neutralnej endopeptydazy w obecnosci estru we-
dtug wynalazku, enzym byt inkubowany z estrem oraz substratem. Ester wedtug wynalazku byt zasto-
sowany w stezeniach 0,01; 0,1; 0,5; 10; 50 uM Poziom fluorescencji wynikajgcy z ilosci uwolnionego
fluoroforu byt mierzony w trybie kinetycznym — w temperaturze 37°C po 1 i po 2 godzinach inkubacji
przy dtugosci fal Ex’Em = 330/430 nm, Kontrole stanowita préba, w kidrej neutralna endopeptydaza byta
inkubowana tylko z substratem-Abz. Aktywno$¢ neutralnej endopeptydazy zostata wyliczona zgodnie
z instrukcjg na podstawie krzywej wzorcowej przedstawiajgcej zaleznos¢ poziomu fluorescencji standar-
du fluoroforu od jego stezenia i wyrazona zostata w jednostkach pU/ml, Doswiadczenie wykonano
w trzech powtdrzeniach, a wyniki przedstawiono na rysunku jako fig. 3. Ester wedlug wynalazku istotnie
hamowat aktywnosc¢ neutralnej endopeptydazy we wszystkich zastosowanych stezeniach.

Przyktad 3

Analiza in silico wtasciwosci fizykochemicznych estru wedtug wynalazku.

W oparciu o regute Lipinskiego i regute Vebera oraz z zastosowaniem programu SwissAdme
[http://www.swissadme.ch/] obliczono wybrane parametry fizykochemiczne estru wedtug wynalazku.
Cechy fizykochemiczne nadajg zwigzkom okreslone wiasciwosci warunkujgce mozliwosé ich zastoso-
wania jako $rodki terapeutyczne, co zostato okreslone jako podobienstwo do znanych juz lekow
(z ang. drug-likness). Jedng z wiasciwosci lekow jest ich biodostepnos$¢ na drodze zastosowania do-
ustnego. Cechami fizykochemicznymi wptywajgcymi na te wlasciwosé sg parametry zebrane i opisa-
ne jako reguty Lipinskiego [Lipinski C.A. i in., Adv. Drug Deliv. Rev. 1997, 23, 3—-25] i reguty Vebera
[Veber D.F., i in., J. Med. Chem. 2002, 45, 2615-2623]: lipofilowosci (logP < 5), liczba akceptorow
wigzan wodorowych (HBA < 10), liczba donoréw wigzan wodorowych (HBD < 5), masa czgsteczko-
wa (MW < 500 Da), liczba wigzan rotacyjnych (NRB < 10) oraz topologiczna powierzchnia polar-
na (TPSA < 140 A2). Cechy fizykochemiczne zwigzkéw wptywajg takze na ich wtasciwosci farmakoki-
netyczne takie jak wchtanianie, dystrybucja w organizmie, metabolizm i wydalanie (ADME, z ang.
absorption, distribution, metabolism, and excretion), ktére uwarunkowane sg absorpcjg w przewodzie
pokarmowym (GI absorption), przenikalnoscig przez bariere krew-mézg (BBB permeant), oddziatywa-
niem z glikoproteing P (P-gp substrat) i koenzymami cytochromu P450 jako inhibitory (CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) oraz przenikalnoscig przez skore (Log Kp).

Analiza in silico wiasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych estru wedtug wynalazku
wykazata, ze spetnia on wszystkie reguty Lipinskiego i Vebera, czyli typowe reguty podobienstwa
do lekéw, a tym samym posiada on cechy fizykochemiczne warunkujgce jego bardzo dobrg biodo-
stepno$¢ po doustnym podaniu i wysoki poziom absorpcji z przewodu pokarmowego. Analiza wykaza-
ta mozliwos¢ oddziatywania z P-gp i z CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4. Nie wykazata nato-
miast cech warunkujgcych przenikalno$¢ przez bariere krew-mdzg czy warunkujgcych oddziatywanie
z CYP1AZ2. Analiza in silico wtasciwosci fizykochemicznych i farmakokinetycznych estru wedtug wyna-
lazku zostata przedstawiona na rysunku jako fig. 4.

Udowodnione w przyktadach wtasciwosci estru diizopropylowego kwasu [1-(N-p-bromofenylo-
amino)]-1-(p-nitrofenylo)metyloboranatofosfonawego, uzasadniajg jego zastosowanie jako skfadnik
lekéw o aktywnosci inhibitora neutralnej endopeptydazy.

Zastrzezenie patentowe
1. Ester diizopropylowy kwasu [1-(N-p-bromofenyloamino)]-1-(p-nitrofenylo)metyloboranato-

fosfonawego o wzorze 1 do zastosowania w leczeniu schorzeh, w ktérych efekt terapeu-
tyczny osiggany jest poprzez zahamowanie aktywnosci neutralnej endopeptydazy.
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