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1 WSTEP

Jak dotad najbardziej rozpowszechniona metoda
leczenia nowotwordéw jest chirurgiczne usu-
nigcie zmienionej tkanki. Jednakze w przypadku
biataczek oraz guzéw umieszczonych w miej-
scach niedostgpnych nie jest to mozliwe.
Ponadto ten sposob leczenia skuteczny jest tylko
po szybkiej diagnozie lekarskiej, przed
powstaniem przerzutow.

W przeciwnym wypadku musza by¢
zastosowane inne metody leczenia takie jak
radioterapia, chemoterapia czy immunoterapia.
Radioterapia, czyli naswietlanie promieniowa-
niem jonizujacym jest metoda wspomagajaca.
Natomiast immunoterapia znajduje si¢ jeszcze
w fazie badan. Dlatego gtowna forma leczenia
pozostaje chemoterapia, czyli zastosowanie
zwiazkow chemicznych do zniszczenia komorek
nowotworowych. Ze wzgledu na brak jako$cio-
wych roznic w biochemii komorek zmienionych
i niezmienionych nowotworowo wciaz nie ma
skutecznych lekoéw przeciwnowotworowych.
Poszukiwania nowych chemoterapeutykoéw pro-
wadzi si¢ roznymi metodami: metoda przesie-
wowa, badajac zalezno$ci struktura - aktywnos$¢
(SAR) lub Dbadajac ilosciowe zaleznoSci
struktura - aktywno$§¢  (QSAR).  Najprostsza
i najstarsza technika jest metoda przesiewowa,
ktora polega na badaniu mozliwie szerokiego
zestawu potencjalnie aktywnych substancji.
Moga to by¢ zwiazki syntetyzowane w labora-
toriach chemicznych lub pochodzace ze zrodet
naturalnych. Wszystkie potencjalne chemotera-
peutyki wymagaja przetestowania aktywnosci,
co prowadzi do wyeliminowania substancji
nieaktywnych ~ lub  silnie  toksycznych.

Stosowanie badan przesiewowych jest bardzo
mato wydajne, gdyz, jak wynika z danych sta-
tystycznych, zaledwie jedna substancja na kilka
tysigcy przebadanych dociera do poziomu badan
klinicznych i ma szanse zosta¢ lekiem. Zmudne
syntezy wymagaja bardzo duzego naktadu
pracy, srodkow, aprzede wszystkim czasu,
dlatego wazna dziedzina stalo si¢ racjonalne
projektowanie lekow. Poznanie i zrozumienie
efektow dziatania zwiazkéw biologicznie czyn-
nych w zaleznosci od ich struktury 1 wlasciwosci
fizykochemicznych pozwala wydatnie skroci¢
czas niezbgdny do opracowania nowego leku.

Praca niniejsza jest proba okreslenia takich
zaleznosci w serii pochodnych imidazoakrydonu
1 triazoloakrydonu zsyntetyzowanych w Kated-
rze Technologii Lekow 1 Biochemii Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej w Zespole
kierowanym przez prof. dr hab. inz. Jerzego
Konope.
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Rys. 1. Ogoélne struktury imidazoakrydonu a) i triazoloakry-
donu b).

Zainteresowanie tymi zwiazkami bierze si¢
stad, ze jedna z pochodnych, o symbolu C-1311,
wykazuje bardzo duza aktywnos$¢ przeciwnowo-
tworowa 1 znajduje si¢ obecnie na etapie badan
klinicznych [1].
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2 CEL PRACY

W trakcie testowania potencjalnych zwiazkow
przeciwnowotworowych w Narodowym Insty-
tucie Raka (NCI) w Bethesda (USA) oznaczana
jest aktywnos$¢ cytotoksyczna w stosunku do
kilkudziesigciu linii komoérkowych pochodza-
cych zkilku typow nowotworéw ludzkich.
Dysponujac wynikami takich oznaczen dla serii
podobnych  strukturalnie zwiazkéw mozna
pokusi¢ si¢ o okreslenie ilosciowych zalezno$ci
pomigdzy aktywnos$ciami tych zwiazkow a ich
budowa chemiczna. Klasyczne metody QSAR,
takie jak metoda Free-Wilsona i metoda Han-
scha, nie sa jednak przystosowane do analizy
zalezno$ci struktura — aktywnos$¢ w przypadku,
gdy ta aktywno$¢ opisana jest licznym zestawem
testow biologicznych. Wydaje sig, ze zastoso-
wanie zaawansowanych technik chemometrycz-
nych, takich jak analiza podobienstwa i/lub
analiza gtownych skladowych powinna utatwié
rozwiazanie tego problemu.

Celem mojej pracy dyplomowej byto wykaza-
nie, czy analiza chemometryczna wielowymia-
rowych danych biologicznych utatwia okreslenie
ilosciowych zalezno$ci struktura — aktywnos$c.
Cel ten zamierzalam osiagna¢ poddajac analizie
podobienstwa i analizie gldéwnych skladowych
wyniki oznaczen -cytotoksycznos$ci uzyskane
w NCI dla serii pochodnych akrydonu zsyntety-
zowanych w Katedrze Technologii Lekow
1 Biochemii Wydziatu Chemicznego Politech-
niki Gdanskiej. Mialam podstawy przypuszczac,
ze analiza gtéwnych sktadowych doprowadzi do
wyodrebnienia kilku niezaleznych miar aktyw-
nosci biologicznych badanych pochodnych.
Oile miarom takim mozna bedzie nadaé
sensowng interpretacj¢ biologiczna zamierzatam
dla kazdej z nich okresli¢ ilosciowe zaleznos$ci
struktura — aktywnos$¢ wykorzystujac klasyczne
metody QSAR.

3 PRZEBIEG OBLICZEN

Dane surowe dotyczace aktywnosci biologicznej
zwiazkéw wyrazane sa zwykle jako wartosci
stezen wywotujacych standardowa odpowiedz
biologiczna np. 50% zahamowanie wzrostu
komorek (Glsg). Takie wielko$ci posiadaja
jednak szereg wad 1powinny by¢ poddane
nastg¢pujacej transformac;ji:

pGI50210g1/G150=-10gGI50 (3 1)

Uzyskana wten sposob miara aktywnosci
biologicznej jest bardziej uzyteczna do analizy
chemometrycznej, gdyz charakteryzuje si¢ roz-
ktadem oznaczen zblizonym do normalnego,
a zwiazki aktywne maja wysokie wartosci miary
aktywnosci.

Przedmiotem analizy jest macierz danych
zawierajaca wartosci  m zmiennych (testow
aktywnosci) okreslonych dla kazdego z n obiek-
tow (zwiazkow). Przed rozpoczgciem wilasciwej
analizy nalezy podda¢ ja wstgpnej obrobce. Na
etapie kompletowania danych trzeba zadba¢, aby
nie zawierala ona zadnych pustych miejsc.
Tabelg danych poddaje si¢ nastepnie odpowied-
nim transformacjom, majacym na celu utat-
wienie dalszej analizy. Najczesciej wykonuje si¢
standaryzacj¢ czyli tzw. autoskalowanie zgodnie
ze wzorem:

(3.2)

gdzie:
z;ji - standaryzowana wartos$¢ cechy i dla zwiaz-
ku j
Xji - poczatkowa warto$¢ cechy
xi - $rednia warto$é cechy i
s; - odchylenie standardowe cechy i

W wyniku tak przeprowadzonej transformacji
zmiennych wariancje wszystkich cech sa rowne
1, a $rednie réwne 0. Dzigki temu uzyskuje si¢
ujednolicenie wptywu wszystkich zmiennych na
obraz relacji pomigdzy obiektami badan.

3.1 Analiza podobienstwa

Jej celem jest okreslenie relacji pomiedzy obiek-
tami analizowanych danych oraz zmiennymi
opisujacymi te obiekty. Bazuje na pojeciu
odlegtosci obiektow lub zmiennych w wielowy-
miarowej przestrzeni zmiennych objasniajacych.
Przyjmuje sig, ze obiekty potozone blisko siebie
wykazuja wzajemne podobienstwo. Podejscie
takie pozwala dokona¢ podzialu obiektow lub
cech na grupy charakteryzujace si¢ duzym
stopniem podobienstwa [2, 3].

Konieczne jest wigc zdefiniowanie odleglosci
pomiedzy obiektami badan w zaleznosci od
rodzaju analizy. Mozemy bowiem bada¢ podo-
bienstwo obiektow ze wzgledu na wartosci cech
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oraz podobienstwo cech (testow) dla danego
zestawu obiektow.

W  przypadku analizy przestrzeni testow
miarag odleglosci byla odleglto$¢ tangensowa,
a w przestrzeni zwiazkéw odlegtos¢ euklideso-
wa. Otrzymana macierz odleglosci zostala
wykorzystana do analizy wiazkowej. Odpowied-
nie diagramy wiazkowe wykonatam z zastoso-
waniem metody Warda. W celu ich obiek-
tywnego podziatu postuzytam si¢ wykresami
przebiegu aglomeracji. Jako miejsce podziatu
diagramu przyjetam odlegtos¢, przy ktorej
nastapit wyrazny skok wartosci.

3.2 Analiza glownych sktadowych

Wykorzystujac analize gléwnych skladowych
mozna uzyska¢ prezentacj¢ graficzng zaleznos$ci
wielowymiarowych. Ponadto pozwala ona na
zredukowanie wymiarowos$ci problemu w przy-
padku, gdy zmienne sa silnie skorelowane.
Dzigki kombinacjom liniowym zmiennych
objasniajacych uzyskuje si¢ gtowne sktadowe.
Zazwyczaj kilka pierwszych znich obja$nia
wigkszo$¢ zmienno$ci oryginalnego zestawu
danych [4].

Liczba istotnych gléwnych sktadowych
zostala okreslona wedlug dwoch kryteriow.
Pierwsze z nich to kryterium zasobu zmiennosci,
w ktorym bratam pod uwage wartosci wilasne
wigksze od 1. Drugie kryterium to wykres
osypiska. Za ostatnig istotna sktadowa wybratam
ta, po ktérej nastepowat gwalttowny spadek
wartos$ci wlasne;j.

Przeprowadzitam analiz¢ przestrzeni cech
oraz analize przestrzeni obiektow, a nast¢pnie
utworzylam mapy nieliniowe. Poczatkowe
rozmieszczenie punktow wyznaczytam metoda
standardowa Guttmana—Lingoesa.

3.3 Analiza zaleznosci struktura - aktywnosé

Analizg zalezno$ci pomiedzy struktura a aktyw-
noscia badanych zwiazkow przeprowadzitam
metodq Hanscha oraz metoda Free-Wilsona.
Metoda Free-Wilsona [5] oparta jest na
zatozeniu o addytywno$ci wpltywu podstaw-
nikéw tzn., ze dany podstawnik w danym miej-
scu czasteczki ma zawsze taki sam wplyw na
aktywnos¢ biologiczna niezaleznie od obecnosci
innych podstawnikéw w innych miejscach.
Przyjmujac stuszno$¢ tego =zalozenia mozna

zbudowa¢ matematyczny model analizowanej
zalezno$ci:

A;:Zany+ﬂo
J

1 - numer zwiazku

J - numer podstawnikopozycji

A; - odpowiedz biologiczna dla i- tego zwiaz-
ku

a; - wkiad podstawnikopozycji do aktywnosci

Xij - obecnos¢ podstawnikopozycji j w zwiazku
i.

Poniewaz ten sam podstawnik umieszczony
w réznych pozycjach moze wywiera¢ rozny
wpltyw na aktywno$¢, wigc nalezy okresli¢
niezaleznie wplyw danego podstawnika w kaz-
dej z pozycji, w ktérej moze wystegpowac. Takie
potaczenie podstawnika z pozycja w strukturze
bazowej, w ktorej wystgpuje nazywa si¢ pod-
stawnikopozycja. Poniewaz model zapropono-
wany przez Free i1 Wilsona jest liniowy ze
wzgledu na nieznane warto$ci a; mozna wigc go
zidentyfikowa¢ przy pomocy metody regre-
syjnej. Macierza wejsciowa byla tabela
podstawnikopozycji.

Metoda Hanscha [6, 7, 8, 9] oparta jest na
zatozeniu, ze o aktywnosci biologicznej decy-
duja wilasciwosci fizykochemiczne zwigzkoéw
[10]. Tak wigc do opisu zaleznos$ci struktura —
aktywno$¢ konieczne sa trzy parametry:
lipofilowy, elektronowy 1 steryczny.

Pelne rownanie Hanscha ma postac:

logA=a0+a1L+a2L2+a3E+a4S

1 Parametr lipofilowy L opisuje zdolnos¢
zwiazku do przenikania przez btony biolo-
giczne, charakteryzuje wtasciwosci transpor-
towe 1 resorpcyjne zwiazku. W pracy zastoso-
watam logarytm ze wspodtczynnika podziatu
logP [11] obliczony zgodnie ze wzorem:

logP=Ya,f (3.3)
i=1
f; - stala hydrofobowa fragmentu i [12]

a;- ilo$¢ fragmentow 1 w czasteczce
n - laczna liczba fragmentoéw w czasteczce

2 Parametr elektronowy E okres$la zalezno$¢
pomiedzy zmianami energii swobodnej wy-
wotanej wprowadzeniem podstawnika w po-
chodnych kwasu benzoesowego ajego
powinowactwem elektronowym [13]. W pra-
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cy parametrem elektronowym w zalezno$ci
od rodzaju pochodnych byla stala Hammeta
o w przypadku imidazoakrydondéw oraz stale
indukcyjna F 1 rezonansowa R w przypadku
triazoloakrydonow [14].

3 Parametr steryczny S opisuje geometri¢ czas-
teczki, a w szczegoOlnosci zawade przestrzen-
na w sasiedztwie miejsc reaktywnych. W pra-
cy zastosowatam indeksy Kiera [15, 16, 17]:
O— wskaznik symetrii [15], jego warto§é

spada ze wzrostem symetrii czasteczki

k— wskaznik wielkosci [17], obecnosé

w czasteczce fragmentéw cyklicznych obni-
za warto$¢ indeksu ito tym bardziej, im
wigcej jest pierscieni

?x— wskaznik linearno$ci [16] okresla stopien

rozgal¢zienia 1 sferyczno$¢ czasteczki.
Przyjmuje najwigksze wartosci dla struktur
lintowych, nierozgal¢zionych.

1

Tabela 1. Struktury chemiczne 31 analizowanych zwiazkow.

3x— wskaznik centralnoéci rozgatezienia [17],
jego warto$§¢ zalezy od  obecnosci
1 lokalizacji rozgalezienia w strukturze nie-
cyklicznej, najmniejsza jest dla czasteczek,
w ktorych rozgalezienie pojawia si¢ na
atomie centralnym.

Obliczenia przeprowadzitam w oparciu o pro-
gram STATISTICA .

4 WYNIKI
4.1 Przygotowanie danych

W mojej pracy korzystatam z wynikéw testo-
wania zwiazkoéw przeciwnowotworowych w Na-
rodowym Instytucie Raka w Bethesda w USA.
Dysponowatam protokotami dla 21 pochodnych
imidazoakrydonu i 17 pochodnych triazoloakry-
donu. Kazdy protokot zawierat informacje
0 60 liniach komoérkowych.

Nr zwigzku X R, R’ R" n R, Rg Ry
C-1176 C H CH; CH; 2 - - -
C-1213 C CH; CH; CH; 2 - - -
C-1246 C CH,CH; CH; CH; 2 - - -
C-1263 C H CH; CH; 2 - OH -
C-1311 C H CH,CH; CH,CH; 2 - OH -
C-1330 C H CH,CH; CH,CH; 3 - OCH;, -
C-1335 C H CH,CH; CH,CH; 3 - OH -
C-1336 C CH; CH; CH; 3 - OH -
C-1371 C H CH; CH; 3 - OH -
C-1374 C H CH; CH;4 3 - OCH;, -
C-1415 C H CH,CH; CH,CH; 2 - - -
C-1419 C H CH,CH; CH,CH; 2 - - OH
C-1423 C H CH,CH,OH H 2 - - -
C-1545 C H CH,CH; CH,CH; 2 OH OCH;, OCH;,
C-1233 N - CH; CH; 2 - - -
C-1244 N - CH,CH,0OH H 2 - - -
C-1287 N - CH,CH; CH,CH; 2 - NO, -
C-1288 N - CH; CH, 3 - NO, -
C-1289 N - CH,CH; CH,CH; 2 - - -
C-1291 N - CH,CH; CH,CH; 2 - OCH;, -
C-1293 N - CH,CH; CH,CH; 2 - OH -
C-1295 N - CH,CH; CH,CH; 2 - CH; -
C-1296 N - CH; CH; 2 CH; - -
C-1298 N - CH; CH; 2 - OCH;,4 -
C-1300 N - CH; CH; 2 - Cl -
C-1301 N - CH,CH,OH H 2 - Cl -
C-1303 N - CH; CH; 2 - OH -
C-1304 N - CH,CH,0OH H 2 - OH -
C-1305 N - CH; CH; 3 - OH -
C-1380 N - CH,CH; CH,CH; 3 - OH -
C-1428 N - CH,CH,OH H 3 - OH -
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Wyniki testowania przedstawione byty w pos-
taci stezen zwiazkéw, przy ktérych nastepuje
50% zahamowanie wzrostu komorek (Glsg).
Macierz zawierajaca wyniki dla 38 zwiazkow
170 testow stanowita dane surowe w mojej

pracy.

Tabela 2. Lista 23. uwzglednionych testoéw aktywnosci cytoto-
ksycznej oraz ich przynalezno$¢ do poszczegdlnych typow
Nowotworow.

LINIA KOMORKOWA [PANEL TYPU NOWOTWORU

OVCAR-3

OVCAR-4

OVCAR-5 Nowotwory jajnika

IGROV1

SK-OV-3

UACC-257

SK-MEL2S Czerniaki

KM12 Nowotwory okre¢znicy

HCT-15

RPMI-822

MOLT-4 Bialaczki

HL-60-TB

NCI-H23

NCI-H226

NCI-H460 Nowotwory phuc

NCI-H522

HOP-62

A549-ATC

A786-0

ACHN

SN12C Nowotwory nerki

CAKI-1

A498

Dane surowe poddatam transformacji zgodnie
ze wzorem 3.1. Uzyskana macierz zawierala
jednak wiele pustych miejsc, gdyz nie wszystkie
zwiazki byly badane na tych samych liniach.
Usungtam wigce linie komorkowe, na ktérych
badana byta mata liczba zwiazkéw oraz zwiazki
badane na nietypowych liniach. Uzyskana w ten
sposob macierz danych zawierata 46 testow i 31
zwiazkow.

Dla niektérych zwiazkow dysponowatam
powtorzeniami warto$ci  aktywnosci  cytoto-
ksycznej. Moglam wigc obliczy¢ odchylenia
standardowe  pojedynczego  pomiaru  dla
poszczegolnych testow. Testy, dla ktorych biad
oznaczen byl wigkszy lub porownywalny ze
zmienno$cia, nie wnosza zadnej uzytecznej
informacji do zalezno$ci struktura - aktywnosc.
Dlatego zostaly usunigte z analizy. Ostatecznie
wigc pracowatam na 23 testach i1 31 zwiazkach,
wsrod ktorych bylo 14 pochodnych imidazo-

akrydonu 117 pochodnych triazoloakrydonu.
(tabela 1, 2).

Uzyskana macierz danych poddatam standa-
ryzacji zgodnie ze wzorem 3.2. Tak przygoto-
wane dane stanowily przedmiot dalszej analizy
chemometryczne;j.

4.2 Analiza podobienstwa
4.2.1 Analiza przestrzeni testow

Uzyskany diagram podobienstwa testow przed-
stawiony jest na rys. 2. Wida¢ na nim wyraznie,
ze zbior analizowanych testow ma charakterys-
tycznag wewnetrzna strukture, wskazujaca na
mozliwos¢ podzielenia go na bardziej jedno-
rodne grupy.

25

20

Odlegtos¢ wigzania

I

KM12 M
HCT-15
RPMI-822

|

CAKI-1
HL-60-TB

OVCAR-5
A498
OVCAR-4
SK-OV-3
OVCAR-3
UACC-257
SK-MEL28
NCI-H522
NCI-H460
A549-ATC
MOLT-4
NCI-H23
AT786-0
ACHN
SN12C
HOP-62
IGROV1
NCI-H226

a

Ib

Rys. 2. Diagram wiazkowy podobienstwa testdow otrzymany
metoda Warda (odleglosci tangensowe).

W grupie I znajduje si¢ 7 linii: OVCAR-5,
A498, OVCAR-4, SK-OV-3, OVCAR-3,
UACC-257, SK-MEL-28. Obejmuje ona prawie
wszystkie linie nowotworu jajnika, wszystkie
linie czerniaka ijedna (A498) zpieciu linii
nowotworu nerki.

Najmniej liczna grupa Ila obejmuje wszystkie
analizowane linie nowotworu okreznicy (KM 12
1 HCT-15) oraz RPMIS22 z panelu bialaczek
obejmujacego 3 linie.

W grupie IIb znajduja si¢ linie: NCI-H522,
NCI-H460, A549/ATCC, MOLT-4, NCI-H23,
A786-0, ACHN, SN12C, HOP-62, IGROV-1,
NCI-H226, CAKI-1, HL-60-TB. Pochodza one
z czterech r6znych typéw nowotwordw: nerki,
jajnika, pluc ibialaczek. Sa to wszystkie linie
nowotworu phuc, dwie z trzech linii biataczek,
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cztery zpigciu linii nowotworu nerki ijedna
z pigciu linii nowotworu jajnika.

Uzyskany w ten sposob podziat testow nanio-
stam na mapg nieliniowa (rys. 3), na ktorej
widoczne jest rozmieszczenie testOw w przes-
trzeni dwuwymiarowe;.

ub(/\
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/ .
° OVCAR-3
L]
NCI-H226
Py e K-MEL28
IGROV1 L] hd
HL-60-TBC 4KI-1
e o \
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MOLT:4 A549 ATE Nm,ﬁ%& 0 ’. UACC257
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1-822 HLT-15
. .
M12
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Rys. 3. Mapa nieliniowa przestrzeni testow.

S
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4.2.2 Analiza przestrzeni zwiqzkow

Uzyskany diagram wiazkowy przedstawiony jest
na rys. 4. Zaproponowane linie podziatu dziela
diagram na dwie gtowne grupy A1 B oraz
podgrupy w kazdej z nich.

Uzyskany podzial nie dzieli zwiazkéw na
grupy jednorodne pod wzgledem struktury che-
micznej (tabela 3-7), za wyjatkiem grupy Al
zawierajacej 8-hydroksy-imidazoakrydony.

Tabela 3. Struktury chemiczne zwiazkoéw z grupy Al.
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Rys. 4. Diagram wiazkowy podobienstwa zwiazkow otrzy-
many metoda Warda (odlegtosci euklidesowe).

Wyniki grupowania naniostam na mape nieli-
niowa, ktora ukazuje rozmieszczenie zwiazkow
w przestrzeni dwuwymiarowej (rys. 5).
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Rys. 5. Nieliniowa mapa przestrzeni zwiazkow.

Nr zwigzku X R, R’ R" n R, Rg Ry
C-1335 C H CH,CH;, CH,CH;, 3 - OH -
C-1311 C H CH,CH;, CH,CH;, 2 - OH -
C-1263 C H CH; CH;, 2 - OH -
C-1371 C H CH; CH, 3 - OH -

Tabela 4. Struktury chemiczne zwiazkéw z grupy A2.

Nr zwiazku X R, R' R" n R, Rg Ry
C-1301 N - CH,CH,0H H 2 - Cl -
C-1288 N - CH; CH; 3 - NO, -
C-1246 C CH,CH; CH, CH; 2 - - -
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Tabela 5. Struktury chemiczne zwiazkéw z grupy B1.

Nr zwigzku X R, R’ R" n R, Rg Ry
C-1428 N - CH,CH,0OH H 3 - OH -
C-1304 N - CH,CH,0OH H 2 - OH -
C-1287 N ] CH,CH, CH,CH, 2 R NO, ]
C-1295 N - CH,CH; CH,CH; 2 - CH; -
C-1291 N - CH,CH; CH,CH; 2 - OCH; -
C-1545 C H CH,CH, CH,CH,; 2 OH OCH, OCH,;

Tabela 6. Struktury chemiczne zwiazkoéw z grupy B2.

Nr zwigzku X R, R' R" n R, Ry Ry
C-1300 N - CH; CH; 2 - Cl -
C-1233 N - CH; CH; 2 - - -
C-1289 N - CH,CH; CH,CH;, 2 - - -
C-1296 N - CH; CH; 2 CH; - -
C-1419 C H CH,CH, CH,CH, 2 ] ] OH
C-1415 C H CH,CH, CH,CH, 2 ] ] -
C-1244 N - CH,CH,0H H 2 - - -
C-1423 C H CH,CH,OH H 2 ] ] R
C-1176 C H CH; CH; 2 - - -
C-1298 N - CH; CH; 2 - OCH; -
C-1213 C CH; CH; CH; 2 - - -

Tabela 7. Struktury chemiczne zwiazkéw z grupy B3.
Nr zwiazku X R, R’ R" n R, Rg Ry
C-1293 N - CH,CH;, CH,CH;, 2 - OH -
C-1303 N - CH; CH; 2 - OH -
C-1305 N - CH; CH; 3 - OH -
C-1330 C H CH,CH; CH,CH; 3 - OCH; -
C-1374 C H CH; CH; 3 - OCH; -
C-1380 N - CH,CH; CH,CH; 3 - OH -
C-1336 C CH, CH, CH; 3 - OH -
4.3 Analiza gtownych sktadowych
4.3.1 Analiza przestrzeni testow "0

Na podstawie utworzonej macierzy korelacji ” 7 B
mozna stwierdzi¢, ze wystepuje znaczna redun- o P b
dancja informacji w zestawie danych. g o A

Do zobrazowania relacji wystepujacych T 0 f”
pomigdzy analizowanymi testami wykorzystano 2 oo é__ﬁ"?\
trzy pierwsze gtowne skladowe. Pierwsza g o ——
gléwna sktadowa zawiera ponad 64% zmien- %\;’*
nos$ci zawarte] w danych, druga 11%, a wigc . i
razem WYJ aéniajq 76% informacji. Trzecia e o4 02 00 07 o4 o6 o8 10 12 14 s
gléwna skladowa zawiera prawie 7% zmien- Plervaza giowna sidadowe
no$ci. Tak wigc trzy pierwsze glowne skladowe  Rys. 6. Rozmieszezenie wektorow kierunkowych testow

wyjasniaja razem prawie 83% informacji zawar-
tej w danych. Uzyskane wyniki zostaly przedsta-
wione na wykresach 6. 17., obrazujacych
rozmieszczenie wektorow kierunkowych testow
w plaszczyznie gtéwnych sktadowych.

aktywnos$ci cytotoksycznej w ptaszczyznie dwoch pierwszych
glownych sktadowych. Grupy wyodrgbnione przy pomocy
analizy podobienstwa zaznaczono réznymi strzatkami.
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Rys. 7. Rozmieszczenie wektorow kierunkowych testow ak-
tywno$ci cytotoksycznej w plaszczyznie pierwszej i trzeciej
glownej sktadowej. Grupy wyodrgbnione przy pomocy analizy
podobienstwa zaznaczono réznymi strzatkami.

Na obu rysunkach wida¢ wyraznie, ze
wszystkie testy maja duzy udzial w pierwszej
gléwnej sktadowej (powyzej 0,4, a 14 testow
powyzej 0,8). Mozna wigc zinterpretowac pier-
wsza glowna sktadowa jako miar¢ uogdlnionej,
sredniej aktywnosci cytotoksycznej.

Duzy udzial w drugiej gtéwnej sktadowe;j
posiadaja testy UACC-257 1 SK-MEL28 naleza-
ce do panelu czerniaka. Tak wigc druga gidéwna
skladowa zinterpretowalam jako miarg¢ aktyw-
nosci przeciwczerniakowej. Analizujac rys. 6.
stwierdzitam ponadto, ze testy nalezace do gru-
py I posiadaja dodatnie udziaty w tej sktadowe;.

Natomiast duze udziaty w trzeciej gldwnej
sktadowej maja testy KM12 1 HCT-15, dlatego
te sktadowa zinterpretowatam jako miare selek-
tywnosci przeciwko nowotworowi okr¢znicy.
Ponadto zrys. 7. wynika, ze testy nalezace do
grupy Ila posiadaja duze, dodatnie udziaty w tej
sktadowe;.

4.3.2 Analiza przestrzeni zwiqzkow

Jako dane wejsciowe do analizy przestrzeni
zwiazkow wykorzystatam macierz wspotrzed-
nych obiektow w przestrzeni trzech pierwszych
gléwnych sktadowych. Dla zobrazowania relacji
wystepujacych pomigdzy badanymi zwigzkami
sporzadzitam mapy liniowe (rys. 8-9) bedace
rzutami pelnej 23-wymiarowe] przestrzeni
zwiazkow na plaszczyzng gléwnych skiado-
wych, ktorych interpretacja zostala przedsta-
wiona powyzej. Nastgpnie naniostam na nie
podzial zwiazkéw na grupy uzyskane z analizy
podobienstwa.
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Rys. 8. Mapa liniowa przestrzeni zwiazkéw. Zaznaczono grupy
uzyskane z analizy podobienstwa.
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Rys. 9. Mapa liniowa przestrzeni zwiazkow. Zaznaczono grupy
uzyskane z analizy podobienstwa.

Na obu wykresach wida¢, ze zwiazki
najbardziej aktywne naleza do grupy Al. Mozna
wigc wnioskowaé, ze dla aktywnosci cytotok-
sycznej wazne jest, aby byly to pochodne
imidazoakrydonu posiadajace grupg hydroksy-
lowa w pozycji 8. Najwigksza aktywnos$¢ prze-
ciwczerniakowa wykazuja zwiazki z grupy A2
1B2. Z kolei aktywno$¢ przeciw nowotworowi
okreznicy wykazuja zwiazki z grupy B3.

4.4 Analiza zaleznosci struktura - aktywnos¢

Trzy istotne gldwne sktadowe uzyskane 1 zinter-
pretowane w punkcie 4.3.1. wykorzystatam jako
ortogonalne miary aktywnosci biologiczne;j
badanej serii zwiazkow.

4.4.1 Metoda Free-Wilsona

Danymi wejsciowymi byty odpowiednio przy-
gotowane macierze podstawnikopozycji zapisa-
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ne w systemie zero-jedynkowym. Cyfra 1 ozna-
cza obecno$¢ danej podstawnikopozycji, a 0 jej
brak w danym zwiazku. Laczna liczba podstaw-
nikopozycji w analizowanej serii pochodnych
wynosi 15. Tak skonstruowana macierz danych
nie mogta by¢ jednak uzyta do obliczen regre-
syjnych, poniewaz niektére podstawnikopozycje
pojawiaja si¢ tylko raz. Dlatego usungtam z zes-
tawu zwiazki o nietypowej strukturze (tabela 1).
tj.. C-1296, C-1246, C-1545, C-1423, C-1419,
C-1213, C-1336 1 C-1287. Ponadto pogrupowa-
tam rézne podstawniki znajdujace si¢ wtej
samej pozycji w jedna zbiorcza podstawniko-
pozycje. Tak powstata np. podstawnikopozycja
,,Rginne”.

W przypadku gdy dany element struktury
wystepuje tylko w dwoch wersjach, (np. X z na-
gléwka tabeli 1) odpowiadajace mu podstaw-
nikopozycje sa liniowo zalezne (r=1) i tylko
jedna znich moze by¢ wuzyta w modelu
regresyjnym. Ostatecznie do opisu 23 zwiazkow

zastosowatam 7 nastgpujacych podsta-wnikopo-

zycji (tabela 8):
XC=1 - imidazoakrydon,
XC=0 - triazoloakrydon
R’Me - obecnos¢ grupy dimetyloaminowe;j

w tancuchu bocznym

R’Et - obecno$¢ grupy dietyloaminowe]
w tancuchu

R’EtOH - obecno$¢ grupy hydroksyetyloami-
nowej w tancuchu

n2=1 - dwie grupy metylenowe pomigdzy
atomami azotu w lancuchu, n2=0 - trzy
grupy metylenowe pomig¢dzy atomami azotu
w tancuchu

RgOH - grupa hydroksylowa w pozycji 8.

Rginne — grupametylowa, metoksylowa, nitro-
wa lub atom chloru w pozycji 8

Ponadto wiaczytam do analizy dodatkowy

parametr opisujacy lipofilowos¢ zwiazkow (L).
Jest on rowny ilosci atoméw wegla w tancuchu
bocznym.

Tabela 8. Macierz podstawnikopozycji dla badanych pochodnych imidazoakrydonu i triazoloakrydonu oraz trzy miary ich

aktywnosci.

Symbol X R n Ry L GS1 GS2 GS3

zwiazku C Me Et | EtOH 2 OH Inne

C-1176 1 1 0 0 1 0 0 4 0,075 -1,090 -0,107
C-1233 0 1 0 0 1 0 0 4 0,332 -1,034 -0,068
C-1244 0 0 0 1 1 0 0 4 0,313 1,224 -0,205
C-1263 1 1 0 0 1 1 0 4 1,672 0,459 -0,280
C-1288 0 1 0 0 0 0 1 5 1,060 -1,020 0,556
C-1289 0 0 1 0 1 0 0 6 0,574 -0,949 0,074
C-1291 0 0 1 0 1 0 1 6 -1,154 0316 0,658
C-1293 0 0 1 0 1 1 0 6 0,134 1,191 1,443
C-1295 0 0 1 0 1 0 1 6 -1,425 0,202 0,389
C-1298 0 1 0 0 1 0 1 4 0,014 -0,624 0,531
C-1300 0 1 0 0 1 0 1 4 0,382 -0,611 0,066
C-1301 0 0 0 1 1 0 1 4 0,808 -1,646 0,464
C-1303 0 1 0 0 1 1 0 4 0,188 0,554 0,562
C-1304 0 0 0 1 1 1 0 4 0,656 -0,352 2,447
C-1305 0 1 0 0 0 1 0 5 0,288 1,045 0,699
C-1311 1 0 1 0 1 1 0 6 2,608 1,419 0,256
C-1330 1 0 1 0 0 0 1 7 -0,045 0,707 1,164
C-1335 1 0 1 0 0 1 0 7 1,349 1,990 -1,597
C-1371 1 1 0 0 0 1 0 5 1,880 0,674 -1,595
C-1374 1 1 0 0 0 0 1 5 -0,095 0,807 1,607
C-1380 0 0 1 0 0 1 0 7 0,923 1,200 -0,248
C-1415 1 0 1 0 1 0 0 6 0,505 0,717 -0,689
C-1428 0 0 0 1 0 1 0 5 -1,589 0,536 2,814

GS1 —uogoblniona aktywno$¢ cytotoksyczna
GS2 — aktywno$¢ przeciwczerniakowa
GS3 — aktywnos$¢ w stosunku do nowotworu okr¢znicy
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Analizy przeprowadzitam dla calej serii zwiaz-
kéw oraz oddzielnie dla pochodnych imidazoak-
rydonu i triazoloakrydonu, aby lepiej wyodrebnié
relacje w obu grupach zwiazkéw. Badatam zalez-
nos$ci pomigdzy struktura a aktywnoscia uogol-
niona, atakze aktywnos$cia przeciwczerniakowa
1 aktywno$cia przeciw nowotworom okreznicy.

1 Uogolniona aktywno$¢ cytotoksyczna (GS1).

W przypadku imidazoakrydonéw uzyskatam
do$¢ dobre rownanie:

Imidazo-

2
akrydony R=0,87

N=8 | F=46,82 | s=0,42 p<0,00048

GS1=-0,14(+0,21)+2,02(:0,30)RgOH

Wysoka aktywno$¢ tego rodzaju zwiazkow
determinuje obecno$¢ grupy hydroksylowej
w pozycji 8. Najlepsza pochodna w tej serii po-
winna posiada¢ aktywnos$¢ 1,88 (£0,37) (Srednia
wartosci doswiadczalnych 1,88(%+0,46)). Nie
stwierdzitam w tej grupie pochodnych wptywu
tancucha bocznego na GSI1.

Natomiast dla catego zestawu triazoloakrydo-
néw nie udato si¢ uzyska¢ wyraznych zalez-
nosci. Dlatego tez zbadatam oddzielnie wplyw
podstawnika w pozycji 8. W grupie pochodnych
zawierajacych grupy inne niz hydroksylowa lub
nie podstawionych wcale uzyskatam nastepujaca
zalezno$¢:

Triazolo-
akrydony | N=9
bez §-OH

F=14,14 | s=0,34 | R’=0,83 | p<0,00708

GS1=1,06(+0,34)-0,81(+0,28)R’Et-
1,30(0,39)n2+0,80(0,31)R°EtOH

Réwnanie jest statystycznie istotne, posiada
dos¢ wysoka warto$¢ wspotczynnika determi-
nacji oraz mate odchylenie standardowe. Wyni-
ka zniego, ze najmniej aktywne sa zwiazki
zawierajace w tancuchu grupg dietyloaminowa
badz tez dwa atomy wegla w tancuchu bocznym.
Natomiast grupa hydroksyetyloaminowa i trgj-
weglowy tacznik pomigdzy atomami azotu
zwigksza aktywno$¢ zwiazkéw. Pochodna
o optymalnej strukturze, zawierajaca tancuch
hydroksyetyloaminopropylowy, powinna posia-
da¢ aktywnos$¢ rowna 1,86 (+0,46). W zestawie
analizowanych zwiazkow nie ma zwiazku
o takiej strukturze.

Dla zwiazkow zawierajacych w pozycji
8 podstawniki inne niz hydroksyl otrzymatam
nastgpujaca zaleznos¢:

Triazolo-
akrydony | N=6
8-inne

F=10,34 | s=0,60 | R*=0,65 | p<0,03244

GS1=0,37(+0,30)-1,66(+0,52)R Et

Réwnanie jest co prawda statystycznie istot-
ne, jednakze ze wzgledu na mata ilo$¢ zwiazkow
posiada slabe zdolno$ci prognostyczne. Do
analizy zostaty witaczone tylko trzy podstawni-
kopozycje R’Me, R’Et 1R’EtOH, dlatego
otrzymane réwnanie oszacowuje ich wptyw na
aktywno$¢ zwiazkow. Okazuje sig, ze grupa
dietyloaminowa znacznie obniza aktywnosc.
Jednak wsérod zwiazkéw pozbawionych tej
grupy nie nalezy spodziewac¢ sig pochodnych
o aktywnosci wigkszej niz 0,37(+0,30). Srednia
z warto$ci doswiadczalnych wynosi 0,37(£0,70).

Dla triazoloakrydonéw podstawionych w po-
zycji 8 grupa hydroksylowa nie udato mi si¢
uzyska¢ wyraznych zaleznoéci. Srednia aktyw-
nos¢ tej grupy zwiazkéw wynosi -0,59(£0,61).

OH
a) 0 HN—R b) o HN/\/\H/\/
HO N PO N
= =
| |
HC=—=N N=N

Rys. 10. Struktury pochodnych imidazoakrydonu a) i triazolo-
akrydonu b) o przypuszczalnie najwyzszej uogoélnionej aktyw-
nosci cytotosyczne;j.

2 Aktywnos¢ przeciwczerniakowa (GS2).

Dla wszystkich badanych zwiazkéw uzyska-
lam calkiem dobre rOwnanie:

Wszystkie | \_p3 | £=26,93 | s=0.42 | R>=0.83 p<0,00000
zwiazki

GS2=-4,06(+0,59)+1,58(+0,24)R;OH+0,59(x0,10)L+0,52
(+£0,2)R’Me+0,52(0,24)Rginne

Okazuje si¢, ze na ten rodzaj aktywnoS$ci
najwigkszy wptyw ma obecno$¢ grupy hydro-
ksylowej w pozycji 8. Najkorzystniejszy wydaje
si¢ tancuch dietyloaminopropylowy. Prognozo-
wana aktywnos$¢ 8-hydroksy pochodnej z takim
tancuchem wynosi 1,65(+0,64). W badanym
zestawie znajduja si¢ dwa zwiazki o takiej struk-
turze. Ich $rednia aktywno$¢ przeciwczer-
niakowa wynosi 1,60(£0,56). Mozna ponadto
przypuszczaé, ze 8-hydroksy pochodne z tancu-
chem dietyloaminobutylowym powinny wyka-
zywal jeszcze wyzsza aktywnos$¢ przeciwczer-
niakowa (warto$¢ ekstrapolowana wynosi 2,24).
Jednakze w przypadku modelu Free-Wilsona
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taka ekstrapolacja obarczona jest znaczna doza
niepewnosci.

W analizie dla poszczeg6élnych typéw pocho-
dnych okazuje sig¢, ze wptyw podstawnika
w pozycji 8 najwazniejszy byt dla imidazoakry-

donéw, natomiast znacznie mniejszy dla
triazoloakrydonow.

Imidazo- | ¢ ¢ | p_9 13| s=0,56 | R%=0,70 | p<0,02143
akrydony

GS2=-0,90(+0,39)+2,04(+0,48)R;OH+1,66(0,56)Rginne

W tej grupie zwiazkdw wazna jest obecnosé
podstawnika w pozycji 8, ktéry najprawdopo-
dobniej bierze udziat w procesie metabolizmu
zwiazku w komorce. Korzystniejsza jest przy
tym obecno$¢ grupy hydroksylowej. Zwiazek
o optymalnej strukturze posiada aktywnos$¢
rowna 1,14(£0,62). W analizowanym zestawie
zwiazkoéw sa cztery pochodne zawierajace grupe
hydroksylowa w pozycji 8. Oszacowana na ich
podstawie warto$¢ doswiadczalna wynosi 1,14
(£0,70).

Dla serii triazoloakrydonéw otrzymatam duzo
bardziej istotne statystycznie réwnanie:

Triazolo- N=15 | F=22,52 | s=0,40 | R?>=0,82 | p<0,00005
akrydony

GS2=1,98(£0,60)+1,38(£0,22)R{OH+0,29(20,12)L-
1,62(+0,26)R’EtOH

Na aktywno$¢ wplywa obecno$¢ grupy
hydroksylowej w pozycji 8. Ponadto korzystny
jest tancuch boczny o duzej liczbie atomoéw
wegla, ale pozbawiony grupy hydroksyetylowe;j
na azocie omega. Obecno$¢ grupy hydroksyety-
lowej na azocie omega drastycznie obniza
aktywno$¢. Zwiazek o optymalnej strukturze
(rys. 11) powinien posiada¢ aktywnos$¢ rowna
1,43(£0,70). W badanej grupie zwiazkoéw
znajduje si¢ tylko jedna pochodna o takiej
strukturze. Jej aktywno$¢ wynosi 1,20.

o HN/\/\N/
\/
—
)
N=—7/=N

Rys. 11. Struktura pochodnej triazoloakrydonu o przypuszczal-
nie najwyzsze aktywnosci przeciwczerniakowe;j.

3 Aktywno$¢ wobec nowotwordw okreznicy
(GS3).

Dobre réwnanie uzyskatam dla pochodnych
imidazoakrydonu. Charakteryzuje si¢ ono
wysoka wartoscia testu F oraz wspotczynnika
determinacji:

Imidazo-
akrydony p<0,00085

GS3=-1,60(£0,24)+2,98(+0,33)Rginne+1,39(x0,29)n2

N=8 | F=39,76 | s=0,33 | R?>=0,92

Grupa metoksylowa w pozycji 8 zwigksza
aktywno$¢ imidazoakrydondw o okoto trzy
jednostki, aobecno$¢ dwoch atomow wegla
w tancuchu bocznym o ponad jedna jednostke.
Szacunkowa aktywno$¢ pochodnej imidazoakry-
donu o optymalnej strukturze (rys. 12) wynosi
2,77(£0,50). W analizowanej grupie zwiazkow
nie ma pochodnej o podobne;j strukturze.

HC —N

Rys. 12. Struktura pochodnych imidazoakrydonu o przypusz-
czalnie najwyzszej aktywnosci wobec nowotwordw okreznicy.

Z kolei réwnanie dla triazoloakrydonéw ma
niskie wartosci testu F i wspotczynnika determi-
nacji a takze zty rozklad reszt, dlatego tez prze-
prowadzitam analize oddzielnie dla zwiazkow
posiadajacych grupe hydroksylowa w pozycji 8:

Triazolo-
akrydony | N=6 | F=37,24 | s=0,61 | R>=0,88 | p<0,00365
8-OH
GS3=0,61(20,31)-3,24(0,53)R’EtOH
Wida¢ wyraznie, ze aktywno$¢ obniza

w znacznym stopniu grupa hydroksyetylowa na
azocie omega. Zwiazki o optymalnej strukturze,
pozbawione tej grupy, powinny posiadac aktyw-
nos¢ réwna 0,61(£0,31). Srednia wartos¢
doswiadczalna wynosi 0,61(%0,69).

Dla pozostatych triazoloakrydondéw otrzyma-
fam nastgpujace réwnanie:

Triazolo-
akrydony | N=9
bez 8-OH

F=14,53 | s=0,19 | R*=0,63 | p<0,00662

GS3=-0,07(+0,11)+0,51(+0,13)Rginne
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Charakteryzuje si¢ ono matym odchyleniem
standardowym 1 dobrym wspotczynnikiem
determinacji. Najbardziej optymalna struktura

zawiera podstawnik w pozycji 8, a jej aktywno$¢
wynosi 0,44(£0,17). Warto$¢ ta pokrywa si¢
z wynikiem do§wiadczalnym 0,44(+0,21).

Tabela 9. Tablica parametréw fizykochemicznych wszystkich zwiazkow.

stzgzglll logP (logP)* F R c O 'k K K
C-1176 1,25 1,562 0 0 0 4,068 4,167 2,222 3
C-1233 -0,31 0,096 0 0 - 4,068 4,167 2,222 3
C-1244 -2,38 5,664 0 0 - 3,507 5,143 4,167 3,840
C-1263 0,58 0,336 0,487 -0,643 -0,37 4,068 4,167 2,222 3
C-1288 0,09 0,008 1,109 0,155 - 4,711 5,143 3,061 3,840
C-1289 1,01 1,020 0 0 - 6,016 6,125 3,938 2,813
C-1291 1,06 1,123 0,413 -0,5 - 6,016 6,125 3,938 2,813
C-1293 0,34 0,115 0,487 -0,643 - 6,016 6,125 3,938 2,813
C-1295 1,67 2,788 -0,052 -0,141 - 6,016 6,125 3,938 2,813
C-1298 -0,26 0,067 0,413 -0,5 - 4,068 4,167 2,222 3
C-1300 0,4 0,160 0,69 -0,161 - 4,068 4,167 2,222 3
C-1301 -1,67 2,788 0,690 -0,161 - 3,507 5,143 4,167 3,840
C-1303 -0,98 0,960 0,487 -0,643 - 4,068 4,167 2,222 3
C-1304 -3,05 9,302 0,487 -0,643 - 3,507 5,143 4,167 3,840
C-1305 -0,32 0,102 0,487 -0,643 - 4,711 5,143 3,061 3,840
C-1311 1,01 1,020 0,487 -0,643 -0,37 6,016 6,125 3,938 2,813
C-1330 3,28 10,758 0,413 -0,5 -0,27 6,777 7,111 4,840 3,556
C-1335 1,32 1,742 0,487 -0,643 -0,37 6,777 7,111 4,84 3,556
C-1371 1,24 1,537 0,487 -0,643 -0,37 4,711 5,143 3,061 3,840
C-1374 2,13 4,536 0,413 -0,5 -0,27 4,711 5,143 3,061 3,840
C-1380 1 1 0,487 -0,643 - 6,777 7,111 4,840 3,556
C-1415 2,57 6,604 0 0 0 6,016 6,125 3,938 2,813
C-1428 -2,39 5,712 0,487 -0,643 - 3,736 6,125 5,143 5

Pogrubiong czcionka wyrdzniono pochodne imidazoakrydonu.

4.4.2 Metoda Hanscha

Danymi wej$ciowymi byly macierze odpowied-
nich parametréw fizykochemicznych (tabela 9).

1 Uogolniona aktywno$¢ cytotoksyczna (GS1).

W wyniku analizy tacznej dla wszystkich
zwiazkoOw nie uzyskalam istotnych zalezno$ci.
Dlatego wlaczylam do analizy zmienng XC,
ktora roznicuje typ pochodnej. Dzigki temu
uzyskalam nastgpujace réwnanie:

Wszystkie | \_23 | F=10,18 | s=0,65 | R?=0,63 | p<0,00017
zwiazki

GS1=-0,60(£0,30)+2,11(£0,39)XC+1,09(x0,51)F-
0,15(0,05)(logP)*-0,29(20,12)logP

Dla wszystkich zwiazkoéw korzystne jest pod-
stawienie grupa oddajaca elektrony do pierscie-
nia aromatycznego. Okazato si¢ jednak, ze
o aktywnosci cytotoksycznej decyduje gtownie

przynalezno$¢ do grupy imidazoakrydonow. Dla
nich otrzymatam zalezno$¢:

Imidazo-

I _ "
akrydony| N8 | F-12:33 | 50,56 |R™=0,76 | p<0,01167

GS1=1,02(0,67)-3,96(:1,40)5-0,69(:0,25)logP

Dla tej grupy zwiazkow korzystna jest niska,
mozliwie ujemna warto$¢ statej Hammetta,
a wigc podstawniki bedace donorami elektronow
oraz mozliwie ujemna warto$¢ logP, a wigc jak
najmniejsza lipofilowos¢ zwiazku.

W  grupie triazoloakrydonow  istotna
zalezno$¢ uzyskatam dopiero po oddzieleniu
zwiazkow podstawionych w pozycji 8 grupa
hydroksylowa:

Triazolo-
akrydony | N=6
8-OH

F=16,20 | s=0,31 | R?=0,75 | p<0,01581

GS1=2,02(+0,66)-0,71(+0,18)’k
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W teJ gruple pochodnych korzystne sa mozli-
wie najmniejsze wartoci indeksu k. Oznacza
to, ze tancuch boczny powinien raczej zawieraé¢
dwa atomy wegla pomiedzy azotami oraz dwie
grupy etylowe na azocie omega. Dla pozos-
tatych pochodnych uzyskatam nastgpujace
réwnanie:

Triazolo-
akrydony | N=9
bez 8-OH

F=41,64 |s=0,25 | R*=0,91 | p<0,00030

GS1=-5,97(0,64)+1,88(+0,21)*-0,18(+0,05)(logP)*

Réwnanie charakteryzuje sie duza wartoscia
testu Foraz wspolczynnika determinacji R’.
W tej grupie zwiazkow korzystny jest wzrost
parametru "k, co oznacza, ze fancuch boczny nie
powinien zawiera¢ rozgalgzienia na atomie cen-
tralnym. Najbardziej aktywne sa wigc pochodne
zawierajace grupe hydroksyetylowa lub dwie
grupy metylowe na azocie omega.

Jeszcze lepsze statystycznie rownanie uzyska-
tam wylacznie dla pochodnych podstawionych
w pozycji 8 podstawnikami: metylowym, meto-
ksylowym, nitrowym i atomem chloru.

Triazolo-

akrydony | N=6

8-inne

GS 1:-6,47(:|:0,27)+2,30(:|:O,08)3K-0,3 9(10,03)210
0,81(x0,15)R

F=440 | s=0,06 | R’=0,996 | p<0,00227

Stad wynika, ze oprocz wzrostu parametru >k
korzystne sa rowniez ujemne wartosci stalej
rezonansowej, awigc podstawniki oddajace
elektrony do piersScienia aromatycznego na sku-
tek efektu rezonansowego takie jak hydroksy—
lowy lub metoksylowy Niewielki wktad wnosi
indeks *k, ktory powmlen by¢ mozliwie naj-
mniejszy. Zgodnie z nim korzystny jest rozgate-
ziony fancuch boczny.

2 Aktywnos$¢ przeciwczerniakowa (GS2).

W analizie tacznej uzyskalam dobre réwna-
nie, posiadajace wysoka wartos¢ testu F:

Wszystkie

TEY I N=23 | F=61,98 | s=0,39 | R?=0,85 | p<0,00000
zwigzki

GS2=-2,78(0,37)-2,55(0,29)R+0,38(+0,07)’k

Najbardziej aktywne zwiazki posiadaja w po-
zycji 8 podstawniki o ujemnej wartosci statej
rezonansowej R. Ponadto korzystny jest wzrost
indeksu %k, co oznacza spadek symetrii tancu-
cha, a wigc rozgatezione tancuchy boczne.

Dla pochodnych imidazoakrydonu otrzyma-
fam nastgpujace réwnanie:

Imidazo- _ _ 2_
akrydony N=8 | F=27,78 R"=0,88

s=0,35

p<0,00196

GS2=-2,05(0,47)-5,07(+0,82)5+0,37(0,13)%k

Decydujacy wpltyw na aktywno$¢ wywiera
stala o. Najbardziej aktywne zwiazki posiadaja
w pozycji 8 podstawniki o ujemnych wartos-
ciach o, a wigc oddajace elektrony do pierscie-
nia aromatycznego (hydroksylowy, metoksylo-
wy). Znacznie mniejszy wpltyw na aktywnos$¢
wywiera wskaznik linearno$ci *k. Przyjmuje on
najwigksze wartos$ci dla czasteczek liniowych
nierozgatezionych.

Nastgpnie  przeprowadzitam
pochodnych triazoloakrydonu:

analize¢ dla

Triazolo- N=15 | F=29.55 R?*=0,80
akrydony

GS2=-2,72(20,48)-2,30(+0,37)R+0,37(0,10)’

s=0,42 p<0,00002

Roéwnanie jest statystycznie istotne, charakte-
ryzuje si¢ duza warto$cia testu F oraz wspot-
czynnika determinacji. Decydujacy wpltyw na
aktywnos$¢ ma stala rezonansowa, ktora powinna
przyjmowaé wartosci mozliwie ujemne. Takie
warto$ci odpowiadaja podstawnikom oddajacym
elektrony do pierScienia aromatycznego (hydro-
ksylowy, metoksylowy). Mniejsze znaczenie ma
indeks k. Zgodnie znim najbardziej aktywne
pochodne powinny mie¢ niesymetryczny tan-
cuch boczny.

Nastepnie przeprowadzitam analize tylko dla
pochodnych triazoloakrydonu zawierajacych
grupe hydroksylowa w pozycji 8. Uzyskatam
nastgpujaca zaleznos$¢:

Triazolo-
akrydony | N=6
8-OH

F=21,05 | s=0,27 | R*=0,80 | p<0,01012

GS2=1,01(+0,13)+0,35(0,08)logP

Dla pozostatych zwiazkoéw otrzymatam mniej
istotne statystycznie rbwnanie:

Triazolo-

akrydony
bez 8-OH

N=9 | F=10,83 |s=0,43 | R?=0,55 | p<0,01329

GS2=-0,42(0,14)+0,38(+0,12)logP

Z obu rownan wynika wplyw parametru
lipofilowego na aktywno$¢ przeciwczerniakowa
w tych grupach zwiazkéw.
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W przypadku pochodnych zawierajacych inne
podstawniki w pozycji 8 najwazniejszy okazat
si¢ wpltyw stalej rezonansowej R, ktora powinna
by¢ mozliwie ujemna. Mniejsze znaczenie ma
parametr lipofilowy, ktéory powinien by¢ jak
najwigkszy.

Triazolo-

akrydony | N=6

8-inne

GS2=-1,42(+0,10)+0,54(£0,01)logP-1,08(+0,06)R+
0,10(x0,02) %

F=900,8 |s=0,03 | R>=0,998 |p<0,00111

Nalezy doda¢, ze jest to bardzo dobre statys-
tycznie rownanie. Wyrdznia si¢ duza wartoscia
testu F=900 1 wspotczynnika determinacji
R?=0,998.

Podsumowujac, wsrod triazoloakrydonow
najkorzystniejszy jest wzrost lipofilowosci.
Pochodne podstawione grupami innymi niz
hydroksylowa powinny zawiera¢ niesymetrycz-
ny tancuch boczny.

3 Aktywno$¢ wstosunku do nowotworow
okreznicy (GS3).

O aktywno$ci w stosunku do nowotworow
okreznicy mozna wnioskowaé jedynie dla po-
chodnych triazoloakrydonu, poniewaz tylko dla
tej grupy zwiazkow otrzymatam dobre statys-
tycznie rOwnanie.

Triazolo-

_ 2
akrydony | N713 R>=0,61

F=23,36 | s=0,71 p<0,00033

GS3=0,66(£0,23)-0,33(+0,07)(logP)’

O aktywnosci decyduja tutaj wlasnosci lipo-
filowe (optimum logP znajduje si¢ wokot
logP=0). Poniewaz rownanie nie jest zbyt dobre
statystycznie przeprowadzilam analizy dla
réznych grup triazoloakrydonow. W przypadku
pochodnych zawierajacych podstawnik hydro-
ksylowy w pozycji 8 otrzymalam nastepujace
réwnanie:

Triazolo-
akrydony | N=6
8-OH

F=37,52 | s=0,45 | R*=0,93 | p<0,00754

GS3=4,18(£1,06)-0,30(x0,06)(logP)*-1,03(£0,31)’k

Z uzyskanej zaleznosci wida¢ wyraznie, ze
w tej grupie pochodnych najwazniejszy wptyw
wywieraja efekty steryczne. Wartosci indeksu >«
powinny by¢ jak najmniejsze, co oznacza rozga-
lezienie na atomie centralnym tancucha bocz-
nego (obecno$¢ dwoch atomoéw wegla miedzy

atomami azotu oraz dwoch grup etylowych na
azocie omega).

5 DYSKUSJA WYNIKOW

Analiza podobienstwa testow wykazata istnienie
wsérod analizowanych testow trzech grup linii
komoérkowych. Uzyskany podziat linii nie jest
specyficzny ze wzgledu na typ nowotworu
(rys. 2). Jedynie linie wywodzace si¢ z czernia-
kow 1 nowotwordw okre¢znicy koncentruja sie
w odrgbnych grupach. Linie pozostalych typow
nowotwordw rozproszone sa mniej lub bardziej
we wszystkich grupach.

Analiza przestrzeni zwiazkow doprowadzita
do wyodrebnienia pigciu grup zwiazkow (rys. 4)
rozniacych si¢ aktywnos$cia cytotoksyczna
w stosunku do poszczegodlnych linii komorko-
wych. Charakterystyczne jest przy tym, ze po-
dziat ten nie pokrywa si¢ z podziatem badanych
zwiazkoéw na pochodne imidazoakrydonu i tria-
zoloakrydonu (tabela 3-7). Jedynie grupa Al jest
jednorodna pod wzgledem budowy chemiczne;j:
znalazly si¢ wniej cztery sposrdéd pigciu
badanych 8-hydroksyimidazoakrydondw.

Analiza gléwnych skladowych ujawnita
z kolei, ze okoto 83% zmiennosci aktywnos$ci
cytotoksycznej da si¢ opisa¢ przy pomocy trzech
wzajemnie ortogonalnych sktadowych. Sktado-
wym tym mozna zarazem przypisa¢ interpre-
tacje biologiczna.

Pierwsza gléwna skladowa wyjasniajaca
okolo 65% ogolnej zmienno$ci moze by¢ pot-
raktowana jako miara uogolnionej aktywnosci
cytotoksyczne;.

Druga gtowna skladowa wyjasniajaca okoto
11% zmiennoS$ci zalezna jest przede wszystkim
od aktywnosci w stosunku do linii komor-
kowych wywodzacych si¢ z czerniakow (rys. 6).
Mozna wigc ja potraktowac jako aktywno$¢
przeciwczerniakowa. Z analogicznego powodu
trzecia gtowna sktadowa wyjasniajaca okoto 7%
zmiennosci mozna interpretowac jako aktyw-
nos¢ w stosunku do nowotwordow okreznicy
(rys. 7).

Na uwage zastuguje fakt, ze udzial testow
w drugiej 1 trzeciej gtownej sktadowej zwiazany
jest zich przynaleznoscia do okreslonych grup
podobienstwa. I tak, na druga gldwna sktadowa
decydujacy wptyw maja linie komodrkowe
z grupy I (rys. 6), ana trzecia skladowa linie
z grupy 1la (rys. 7).
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Charakterystyczne jest przy tym rozmiesz-
czenie grup badanych zwiazkéw w przestrzeni
tak zdefiniowanych rodzajéw aktywnosci (rys. 8
1 9). Najwyzsza uogolniong aktywnos$cia cyto-
toksyczna charakteryzuja si¢ zwiazki nalezace
do grupy Al, czyli pochodne 8-hydroksy-
imidazoakrydonu. Z kolei zwiazki nalezace do
grupy Bl wykazuja wyjatkowo niska uogol-
niong aktywno$¢ cytotoksyczna.

Zwiazki z grup A2 1B2 wykazuja $rednia
uogolniong aktywno$¢ cytotoksyczna, lecz cha-
rakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cia przeciw-
czerniakowa. Wysoka aktywno$¢ w stosunku do
nowotworow okreznicy (trzecia gléwna skta-
dowa) nie jest jednoznacznie zwiagzana z zadna
z grup zwiazkow. Pewne preferencie w tym
kierunku wykazuja zwiazki z grupy B3 1 czg$¢
zwiazkéw z grupy B1.

Zredukowanie 23 testow aktywno$ci do
trzech zbiorczych miar aktywnos$ci (gtéwnych
sktadowych) i przypisanie im okreslonej inter-
pretacji  biologicznej otworzyto mozliwosé
okreslenia w badanej grupie zwiazkow iloscio-
wych zalezno$ci struktura - aktywnos$¢ (QSAR).

Analiz¢ QSAR przeprowadzitam korzystajac
zarowno z metody Free-Wilsona jak i metody
Hanscha. Jest przy tym charakterystyczne, ze
obie metody doprowadzity do podobnych
zalezno$ci struktura — aktywnos¢.

Przede wszystkim wykazatam, ze w przypad-
ku uogolnionej aktywnos$ci cytotoksycznej oraz
aktywnos$ci w stosunku do nowotwordéw okrez-
nicy w grupie pochodnych imidazoakrydonu ist-
nieja odmienne zalezno$ci struktura — aktyw-
no$¢ niz w grupie pochodnych triazoloakrydonu.
Jest to wyrazna przestanka, ze te dwie klasy
pochodnych akrydonu wykazuja istotne roznice
w mechanizmie dziatania biologicznego na po-
ziomie molekularnym. Przeprowadzona analiza
QSAR nie wystarcza wszakze dla okres$lenia eta-
pu lub etapdw, na ktorych te roznice wystepuja.
Wymaga to szczegdétowych badan biochemicz-
nych, ktére nie byly przedmiotem mojej pracy.

Jedynie w przypadku aktywno$ci przeciw-
czerniakowej mozliwe jest okreslenie wspolnych
zaleznos$ci struktura — aktywno$¢ dla obu klas
pochodnych. Moze to sugerowac, ze w przypad-
ku tego typu aktywnos$ci r6znice w mechanizmie
dzialania obu klas zwiazkoéw s mato istotne.

Dla kazdego rodzaju aktywnos$ci zapropono-
walam struktury pochodnych akrydonu, ktore
powinny charakteryzowa¢ si¢ szczegOlnie
wysoka aktywnos$cia. Na tym etapie bardzo

przydatne okazaty si¢ wyniki uzyskane z metody
Free-Wilsona.

W przypadku uogolnionej aktywnos$ci cytoto-
ksycznej wydaje si¢ mozliwe uzyskanie podob-
nego stopnia aktywnosci w obu klasach pochod-
nych (rys. 10). Przy czym w przypadku pochod-
nych imidazoakrydonu kluczowa role odgrywa
obecnos¢ grupy hydroksylowej w pozycji 8.
Struktura tancucha bocznego nie ma w tej klasie
pochodnych istotnego wplywu na uogdlniona
aktywno$¢ cytotoksyczna. Wsrdéd pochodnych
triazoloakrydonu maksymalng aktywnos$¢ tego
typu wykazuja zwiazki podstawione w pozycji
8 grupa metylowa, metoksylowa lub nitrowa
oraz atomem chloru. Brak podstawnika w tej
pozycji lub obecnos$¢ grupy hydroksylowej istot-
nie obnizaja uogolniona aktywnos$¢ cytotoksycz-
na. Istotng rolg w tej klasie pochodnych odgry-
wa struktura tancucha bocznego. Z uzyskanego
roOwnania Frre-Wilsona wynika, ze szczegolnie
korzystna dla uogolnionej aktywnos$ci cytotok-
sycznej jest obecnos$¢ tancucha hydroksyetylo-
aminopropylowego.

Dla aktywnos$ci przeciwczerniakowej otrzy-
matam dla obu klas pochodnych podobne zalez-
nosci struktura — aktywno$¢. Optymalna po-
chodna powinna zawieraé w pozycji 8 grupe
hydroksylowa 1 mozliwie dlugi tahcuch boczny
(rys. 11).

W przypadku aktywnosci w stosunku do no-
wotworow okreznicy wykazatam, ze podobnie
jak dla uogolnionej aktywnos$ci cytotoksyczne;,
dla obu klas zwiazkéw wystgpuja odmienne za-
leznosci struktura — aktywnos¢. W przypadku
pochodnych imidazoakrydonu szczegdlnie wy-
soka aktywnos$¢ tego typu wykazuja zwiazki
z grupa metoksylowa w pozycji 8 oraz tancu-
chem bocznym zawierajacym fragmnt etyleno-
wy pomig¢dzy atomami azotu (rys. 12). Zalez-
nosci uzyskane dla pochodnych triazoloakrydo-
nu wskazuja, ze wtej klasie pochodnych nie
nalezy spodziewac si¢ zwiazkéw o wysokiej ak-
tywnos$ci w stosunku do nowotworow okrgznicy.
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