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4. Osiagniecia naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego wynikajace z art. 16
ust. 2 z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
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Przedstawiony do oceny w postepowaniu habilitacyjnym jest cykl publikacji
sktadajacy si¢ z dziewigciu prac naukowych opublikowanych w latach 2010-2012, o tagcznym
wskazniku Impact Factor rownym 12,841 i punktacji MNISW rownej 176,000 dotyczacy
"Zastosowania chemometrycznej analizy danych do oceny aktywno$ci biologicznej

aktywnych przeciwnowotworowo pochodnych akrydonu™.
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Przedstawione osiggnigcie stanowi cykl badan sktadajacy si¢ z dwoch gltownych
watkow badawczych:

1. Zastosowania metod chemometrycznych do przewidywania aktywnosci biologicznej
akrydonow

2. Zastosowania metod chemometrycznych w celu klasyfikacji  akrydonoéw

w konteks$cie ich aktywno$ci biologicznej 1 budowy chemicznej

4.1. Wstep

Chemia kombinatoryczna (combinatorial chemistry), ktora tgczy ze sobg dane uzyskane
eksperymentalnie z mozliwo$ciami metod obliczeniowych, jest coraz czeSciej stosowana
w projektowaniu nowych chemioterapeutykow o okreslonej aktywnosci farmakologicznej
oraz jest wykorzystywana w celu uzupelnienia czy weryfikacji wynikow badan
eksperymentalnych, dotyczacych okres$lania aktywno$ci oraz mechanizméw dziatania

aktywnych biologicznie zwigzkéw. Zastosowanie chemometrycznej wielowymiarowej



analizy danych uzyskanych metodami modelowania molekularnego w potaczeniu
z chromatograficznymi parametrami retencji, daje mozliwos¢ klasyfikacji zwigzkow w ujgciu
ich aktywnos$ci biologicznej, farmakologicznej czy budowy chemicznej, a strategia QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationship, ilosciowa zalezno$¢ struktura-aktywno$c¢)
czy QSRR (Quantitative Structure-Retention Relationship, ilosciowa zalezno$¢ struktura-
retencja) zastosowane oddzielnie lub razem, coraz powazniej wykorzystywane
sg do przewidywania aktywnosci biologicznej (farmakologicznej) zwigzkow (lekow).
Mozliwosci, jakie daje zaawansowana chemometryczna analiza danych wykorzystatem
do oceny aktywnos$ci biologicznej aktywnych przeciwnowotworowo wybranych pochodnych
akrydonu, jak triazoloakrydony i imidazoakrydony.

Triazoloakrydony i imidazoakrydony sa pochodnymi akrydonu charakteryzujacymi si¢
wysoka aktywnoscia cytotoksyczng w stosunku do wielu linii komoérek nowotworowych,
a przede wszystkim przeciwnowotworowg in vivo w stosunku do wielu typow nowotworow
jak bialaczki, nowotwory prostaty czy piersi. Obecnie pochodna triazoloakrydonu C-1305
zostala wyselekcjonowana do rozszerzonych badan przedklinicznych, a pochodna
imidazoakrydonu C-1311 (Symadex™) przechodzi druga faze badan klinicznych,
jako potencjalny lek w leczeniu nowotworow prostaty i piersi. Zarowno triazoloakrydony,
jak 1 imidazoakrydony charakteryzuja si¢ wielokierunkowym mechanizmem dziatania
zwigzanym z oddziatywaniem z DNA. Zwiagzki te interkaluja do DNA, wigza sie
z DNA w mniejszej bruzdzie helisy DNA, tworza wigzania kowalencyjne z DNA, hamuja
kompleksy rozszczepialne topoizomerazy Il z DNA, jak réwniez wywotuja blok G2 w cyklu
zyciowym komorki indukujac jej apoptoze czy katastrofe mitotyczng. Jednakze, nie ma
jednoznacznych dowodow potwierdzajacych wyjatkowsg istotnos$é ktoregos z proponowanych
mechanizmow  dziatania omawianych zwigzkow dla ich aktywnosci biologicznej
(przeciwnowotworowej). Zebrane na podstawie literatury naukowej poglady, dotyczace
mechanizmow dzialania akrydondéw (imidazoakrydonow 1 triazoloakrydonow) w kontekscie
ich aktywnos$ci biologicznej (cytotoksycznej 1 przeciwnowotworowej), przedstawitem

w pracy pogladowej [1].

4.2. Zastosowanie metod chemometrycznych do przewidywania aktywrnosci biologicznej
akrydonow

Wykorzystanie technik chemometrycznych, a przede wszystkim strategii QSAR daje,
w oparciu 0 wyznaczone metodami modelowania molekularnego deskryptory opisujace

budoweg chemiczng i wlasciwosci fizykochemiczne zwigzkéw oraz W oparciu 0 wyznaczony
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model QSAR, mozliwos¢ przewidywania aktywnosci biologicznej zwigzkdéw, co jest waznym
uzupehlieniem badan biologicznych aktywno$ci zwigzkéw 1 ma bardzo wazne znaczenie
w przypadku projektowania nowych aktywnych biologicznie zwigzkow.

W przypadku omawianych pochodnych akrydonu, dysponujgc liczbg ponad 1300
deskryptorow uzyskanych w wyniku przeprowadzonego modelowania molekularnego
z uzyciem programu Dragon oraz dysponujac danymi eksperymentalnymi aktywnosci
biologicznej (przeciwnowotworowej i zdolnosci do fizykochemicznego oddzialywania
z DNA) dla grupy 20 zwigzkow, wyznaczytem z wykorzystaniem analizy chemometrycznej
metodg wielorakiej analizy regresji (Multiple Linear Regression, MLR) dwa istotne
statystycznie modele QSAR, z ktérych jeden pozwala na przewidywanie aktywnoS$ci
przeciwnowotworowej (przeciwbiataczkowej) akrydonéw, a drugi na przewidywanie
zdolno$ci  tych zwigzkow do fizykochemicznego oddziatywania z DNA [2].
Ponadto, z wyznaczonych modeli QSAR wynika, Ze wlasciwo$ci hydrofobowe (lipofilowos¢)
oraz symetria (geometria) czasteczki akrydonu s3 istotne dla  aktywnosci
przeciwnowotworowej zaro6wno triazoloakrydonéw jak i imidazoakrydondéw, a whasciwosci
elektronowe 1 topologia czasteczki akrydonu maja istotne znaczenie dla zdolno$ci tych
zwigzkéw do stabilizacji drugorzedowej struktury DNA, co znajduje potwierdzenie
w wynikach uzyskanych eksperymentalnie prezentowych w literaturze [2].

W kolejnym etapie badan, dysponujgc rowniez liczba ponad 1300 deskryptorow
uzyskanych w wyniku przeprowadzonego modelowania molekularnego z uzyciem programu
Dragon oraz dysponujac danymi eksperymentalnymi aktywnosci przeciwnowotworowej dla
grupy 71 pochodnych akrydonu, postanowitem wyznaczy¢ istotny statystycznie model QSAR
wykorzystujac coraz bardziej popularng w analizie QSAR metodg sztucznych sieci
neuronowych (Artificial Neural Network, ANN). W wyniku przeprowadzonych analiz metoda
ANN, wyselekcjonowalem optymalny uktad deskryptorow charakteryzujacy witasciwosci
fizykochemiczne akrydonéw, ktory pozwolit na wyznaczenie istotnego statystycznie modelu
sztucznej sieci neuronowej, charakteryzujgcego si¢ dobrymi wilasciwosciami predykcyjnymi
zarowno dla serii danych uczacych, walidujacych, jak i testowych [3]. Wykonana analiza
chemometryczna metoda ANN, dostarczyta takze informacji na temat tych parametréw
struktury czasteczki akrydonu, ktore sg istotne dla jej aktywnosci przeciwnowotworowej,
co ma bardzo wazne znaczenie w przypadku projektowania nowych, aktywnych
przeciwnowotworowo pochodnych imidazoakrydonu i triazoloakrydonu. Analiza wrazliwosci
deskryptorow wykorzystanych do zbudowania modelu omawianej sztucznej sieci neuronowe;j

wykazala, ze parametry opisujace zarowno wilasciwosci geometryczne struktury akrydonu,
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a takze lipofilowos¢ czasteczki akrydonu sa najistotniejsze dla analizowanej aktywnos$ci
przeciwnowotworowej akrydondéw [3]. Dane te potwierdzaja wyniki uzyskane wczesniej
metodg MLR [2] i wskazujg na istotnos¢ dla aktywnosci przeciwnowotworowej akrydonow,
zaroOwno geometrii czgsteczki akrydonu, co prawdopodobnie ma wplyw na sile
i charakter oddziatywania z DNA, jak i lipofilowosci czgsteczki akrydonu,
co prawdopodobnie ma wptyw na szybkos¢ transportu zwigzku do jadra komorkowego.

W zwiagzku z powyzszym, wyznaczytem nie tylko parametry lipofilowosci akrydonow
(log P) z wykorzystaniem roznych algorytmow obliczeniowych z uzyciem programu
VCCLab, ale dysponujgc grupg 21 pochodnych akrydonu wyznaczylem réwniez
eksperymentalnie parametry lipofilowosci (log kw) tych zwigzkéw. Wykorzystalem w tym
celu metode gradientowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej i1 rozne kolumny
chromatograficzne typu C18, a wyznaczone parametry retencji chromatograficznej
akrydonow, postuzyly do obliczenia wartosci parametrow lipofilowosci log kw z uzyciem
programu DryLab [4]. Jednocze$nie, uzyskane wyniki wskazujg na istnienie zaleznoS$ci
pomiedzy budowa chemiczng omawianych akrydonow a ich lipofilowoscig, a wykonana
analiza korelacyjna pokazata rowniez, ze w przypadku akrydonéw istnieje silna korelacja
liniowa pomigdzy parametrami lipofilowos$ci wyznaczonymi metodami obliczeniowymi
(log P) i tymi uzyskanymi na drodze eksperymentalnej (log kw) [4].

W  kolejnym etapie badan, wykonalem roéwniez analiz¢ chromatograficzng
imidazoakrydonow z wykorzystaniem metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej
powinowactwa na kolumnach chromatograficznych z réznym wypetnieniem, takim jak
fosfatydylocholina (kolumna typu IAM), a-glikoproteina (kolumna typu APG) czy albumina
(kolumna typu HSA) i wyznaczylem czasy retencji chromatograficznej zwigzkow,
ktore postuzyly do wyznaczenia parametrow lipofilowosci (log k) [5]. Dysponujac tak
eksperymentalnie wyznaczonymi parametrami lipofilowosci imidazoakrydonow (log kw
i log k) i wykorzystujac metode wielorakiej analizy regresji (MLR), przeprowadzitem
rozbudowang analize QSAR i QSRR, z ktorej wynika, ze istotny wptyw na aktywnos¢
przeciwnowotworowg imidazoakrydonéw ma ich aktywno$¢ cytotoksyczna, ktdérg mozna
przewidywa¢ na podstawie parametrOw retencji chromatograficznej tych zwigzkéw,
wyznaczonych  eksperymentalnie z  wykorzystaniem  réznych  typow  kolumn
chromatograficznych. Wyznaczone modele QSRR, pozwalaja natomiast na predykcje tychze
parametrow  retencji, co pozwala ostatecznie na przewidywanie aktywnosci
przeciwnowotworowej imidazoakrydonoéw bez konieczno$ci wykonywania eksperymentow

in vitro w hodowli komodrkowej, jak i in vivo na zwierze¢tach [5].



4.3. Zastosowanie metod chemometrycznych w celu Klasyfikacji akrydonow w kontekscie
ich aktywnosci biologicznej i budowy chemicznej

Jak dotad, wykorzystanie zaawansowanej chemometrycznej wielowymiarowej analizy
danych (a w szczegolnosci metody sktadowych gtéwnych (Principal Component Analysis,
PCA) i metody analizy czynnikowej (Factor Analysis, FA)) uzyskanych metodami
modelowania molekularnego w potaczeniu z chromatograficznymi parametrami retencji,
pozwolilo na klasyfikacj¢ wielu farmakologicznie aktywnych grup zwiazkéw w ujeciu ich
aktywnosci biologicznej, farmakologicznej i budowy chemicznej (patrz publikacje naukowe
7-11 z pkt. 1l.A, Zatacznik 4).

W przypadku omawianych pochodnych akrydonu, wyznaczone z wykorzystaniem
programu HyperChem deskryptory molekularne oraz wyznaczone z wykorzystaniem
programu VCCLab parametry lipofilowosci akrydondéw, wykorzystatem do wykonania
analizy chemometrycznej metoda analizy czynnikowej (FA), w wyniku ktorej 24 zmienne
zostaly zredukowane do czterech istotnych statystycznie czynnikow (factors),
ktore wyjasniajg ponad 90% informacji zawartej w danych wejSciowych [6]. Ponadto, analiza
istotno$ci tadunkow czynnikow wskazuje na decydujacy wplyw parametrow lipofilowosci na
warto$¢ czynnika pierwszego (factor 1), ktory wyjasnia prawie 60% catkowitej wariancji.
Najistotniejszym jest jednak to, ze wykres rozrzutu punktéw analizowanych zwigzkow
pomiedzy plaszczyzng czynnika 1 i czynnika 2, daje mozliwos¢ wyodrebnienia skupisk
punktow (clusters), ktore $wiadcza o mozliwosci klasyfikacji akrydonow w ujeciu ich
budowy chemicznej oraz zdolnosci do stabilizowania drugorzgdowej struktury DNA bedace;j
miarg Sity fizykochemicznego oddzialywania akrydonow z DNA [6].

W kolejnym etapie badan, sprawdzilem mozliwos¢ klasyfikacji akrydonéw w ujeciu
ich aktywnosci przeciwnowotworowej na podstawie bazy danych skladajacej si¢ z ponad
1300 deskryptoréw molekularnych (zmiennych) uzyskanych z uzyciem programu Dragon.
Niestety, w wyniku przeprowadzenia chemometrycznej analizy danych zar6wno metodg FA,
jak 1 PCA dla tak duzej grupy zmiennych, nie udato si¢ uzyskaé istotnych statystycznie
I mozliwych do interpretacji wynikow. Natomiast, wykonanie analiz chemometrycznych
metoda analizy czynnikowej FA dla 16 réznych klas deskryptoréw, wskazato na mozliwos¢
klasyfikacji omawianych akrydonéw w ujeciu budowy chemicznej i aktywnos$ci biologiczne;j
jedynie w przypadku dwoch rozpatrywanych oddzielnie klas deskryptorow, takich jak klasa
deskryptorow konstytucyjnych (constitutional descriptors) i klasa deskryptorow bedacych
wskaznikami tadunku topologicznego czasteczki (topological charge indices descriptors).

Zarowno W przypadku pierwszej, jak 1 drugiej z wyznaczonych klas deskryptorow,
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wielowymiarowa seria danych zostata zredukowana do dwodch istotnych statystycznie
czynnikoéw (factors), ktére wyjasniaja odpowiednio ponad 94% i 87% informacji zawartej
w danych wejsciowych [7].

Jednoczesnie, majac na uwadze znaczenie lipofilowosci dla przewidywania
aktywno$ci biologicznej (przeciwnowotworowej) akrydondéw, w kolejnym etapie badan,
sprawdzitem mozliwos¢ klasyfikacji akrydonow w kontekscie ich budowy chemicznej
i aktywnosci przeciwnowotworowej jedynie na podstawie samych parametrow lipofilowosci
log P obliczonych z wykorzystaniem roznych algorytméw w programic VCCLab,
a w dalszym etapie badan, sprawdzitem takze mozliwos¢ klasyfikacji akrydondéw
na podstawie tychze parametrow rozpatrywanych w potaczeniu z wybranymi deskryptorami
opisujacymi wlasciwosci konstytucyjne, geometryczne, czy topologiczne akrydondw [8].

W przypadku samych parametrow lipofilowosci, wykorzystujac metode sktadowych
gtownych PCA, wykazatem mozliwo$¢ redukcji 11 zmiennych wejsciowych do trzech
istotnych statystycznie czynnikow (factors), ktore wyjasniajg prawie 98% informacji zawartej
w danych wejsciowych, a analiza istotnosci tadunkéw czynnikow wskazuje na wplyw
wszystkich analizowanych parametréw lipofilowosci na wartos¢ wszystkich trzech
czynnikow. Wykres rozrzutu punktéw analizowanych akrydondéw pomigdzy plaszczyzne
czynnika 1 i czynnika 2, daje mozliwo$¢ wyodrebnienia skupisk punktow (clusters),
ktore dzielg analizowane zwigzki na pochodne imidazoakrydonu i triazoloakrydonu.
Dodatkowo, wykres rozrzutu punktow poszczegélnych akrydonow pomiedzy ptaszczyzne
czynnika 1 i czynnika 3, daje mozliwos¢ wyodrgbnienia skupisk punktow (clusters),
ktore $wiadcza o mozliwosci klasyfikacji akrydonow na pochodne, ktore zawierajg i nie
zawierajg w swojej budowie chemicznej grupy hydroksylowej. Natomiast, rozrzut punktow
pomiedzy plaszczyzne czynnika 2 i czynnika 3, pozwala na klasyfikacj¢ zwiazkow na grupe
pochodnych akrydonu wykazujacych duza i umiarkowang aktywno$¢ przeciwnowotworowa
oraz na grupe pochodnych akrydonu charakteryzujacych si¢ niskg aktywnos$cig
przeciwnowotworowg lub brakiem takiej aktywnosci [8].

W przypadku analizy PCA wykonanej dla danych parametréw lipofilowosci w potaczeniu
z wybranymi deskryptorami wyselekcjonowanymi z programu Dragon, wykazatem
mozliwo$¢ redukcji 48 zmiennych wejsciowych do pigciu istotnych statystycznie czynnikow
(factors), ktore wyjasniaja ponad 96% informacji zawartej w danych wejSciowych.
Ponadto, analiza istotnosci tadunkéw czynnikoéw wskazuje na decydujagcy wpltyw parametrow
opisujacych wilasciwosci konstytucyjne akrydondéw oraz parametréow charakteryzujacych

lipofilowo$¢ tych zwigzkéw na wartos¢ czynnika pierwszego, ktory wyjasnia prawie 63%

8



calkowitej wariancji, podczas gdy na warto$¢ czynnika drugiego, ktory wyjasnia ponad 19%
informacji zawartej w danych wejSciowych, decydujacy wpltyw wykazuja parametry
opisujace geometri¢ 1 topologi¢ struktury akrydonow. Wpykres rozrzutu punktow
analizowanych akrydonéw pomiegdzy ptaszczyzne czynnika 1 i czynnika 2, daje mozliwo$¢
wyodrgbnienia dwoch gléwnych skupisk punktéw (clusters), ktore dzielg analizowane
zwigzki na pochodne imidazoakrydonu i triazoloakrydonu w ramach ktorych, tworzone sa
mniejsze skupiska punktow (subclusters), ktore pozwalaja na bardziej szczegdlowa
klasyfikacj¢ imidazoakrydonow i triazoloakrydonow w uje¢ciu ich budowy chemicznej,
a przede wszystkim wykazywanej aktywno$ci przeciwnowotworowej. Ponadto, wykres
rozrzutu punktow poszczegoélnych akrydondéw pomiedzy ptaszczyzny czynnika 1, czynnika 2
I czynnika 3, potwierdza mozliwo$¢ klasyfikacji akrydonéw na pochodne imidazoakrydonu
i triazoloakrydonu [8].

Majac na uwadze fakt istotnosci lipofilowosci dla przewidywania aktywnosci
biologicznej (przeciwnowotworowej) oraz mozliwosci klasyfikacji akrydondow, co pokazaty
wyniki prezentowane powyzej oraz dysponujac wyznaczonymi wczesniej eksperymentalnie
parametrami lipofilowosci (log kw) tych zwigzkow [4], sprawdzitem réwniez mozliwos¢
klasyfikacji akrydonéw w ujeciu ich aktywnosci biologicznej i budowy chemicznej na
podstawie chromatograficznych parametrow retencji. Wykorzystujac metode analizy
czynnikowej FA, wykazatem mozliwos¢ redukcji 32 zmiennych wejéciowych, jakimi byly
parametry retencji chromatograficznej w potaczeniu z parametrami lipofilowosci akrydonow,
do trzech istotnych statystycznie czynnikow (factors), ktore wyjasniaja ponad 93% informacji
zawartej w danych wejsciowych [9]. Analiza istotnosci tadunkéw czynnikow pokazata,
ze decydujacy wplyw na warto$¢ czynnika pierwszego, ktory wyjasnia prawie 81% catkowitej
wariancji maja uzyskane eksperymentalnie parametry retencji chromatograficznej akrydonoéw
(log kw), podczas gdy decydujacy wpltyw na warto$¢ czynnika drugiego, ktory wyjasnia
prawie 8% informacji zawartej w danych wejsciowych maja wybrane parametry lipofilowosci
akrydonow wyznaczone metodami obliczeniowymi (log P). Wykres rozrzutu punktow
analizowanych akrydonow pomiedzy ptaszczyzne czynnika 1 i czynnika 2, daje mozliwos¢
wyodrgbnienia dwoch gléwnych skupisk punktéow (clusters), ktore dzielg analizowane
zwigzki na pochodne imidazoakrydonu i triazoloakrydonu, w ramach ktoérych tworzone sa
mniejsze skupiska punktow (subclusters), ktore pozwalaja na bardziej szczegdtowa
klasyfikacje imidazoakrydondéw 1 triazoloakrydonow w ujeciu ich budowy chemicznej
i aktywnosci przeciwnowotworowej. Dodatkowo, wykres rozrzutu punktéw analizowanych

akrydondow pomiedzy ptaszczyzng czynnika 1 i czynnika 2, daje mozliwo$¢ wyodrebnienia
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dwoch innych gtownych skupisk punktow (clusters), dzielacych analizowane zwigzki na
pochodne akrydonu, ktore zawieraja i nie zawieraja w swojej budowie chemicznej grupy
hydroksylowej. Ponadto, z tego samego wykresu rozrzutu punktow mozna wyodrgbnic
skupiska, ktore pozwalajag na klasyfikacj¢ zwigzkow na grupe pochodnych akrydonu
wykazujacych duzg 1 umiarkowang aktywno$¢ przeciwnowotworowg oraz na grupe
pochodnych akrydonu charakteryzujacych si¢ niskg aktywnoscig przeciwnowotworowg lub
niewykazujacych takiej aktywnosci [9].

4.4, Podsumowanie

Podsumowujac, przedstawione przeze mnie wyniki badan [1-9] dotyczace pochodnych
akrydonu dowodza, ze zastosowanie chemometrycznej analizy danych do oceny aktywnosci
biologicznej i fizykochemicznej tej grupy zwiazkoéw, a w tym uzycie w analizie QSAR
1 QSRR metod chromatografii cieczowej] HPLC z zastosowaniem rdznych typow faz statych
(adsorbentéw) oraz metod komputerowych, a w tym metod modelowania molekularnego
struktur zwigzkow (lekéw) i uzyskanie wielu parametrow (deskryptoréw molekularnych)
charakteryzujacych zarowno budowe i wlasciwos$ci chemiczne jak 1 wlasciwosci biologiczne
modelowanego zwigzku, w potaczeniu z metodami statystycznymi (chemometrycznymi)
takimi jak wieloparametrowa (wieloraka) analiza regresji (MLR), sztuczne sieci neuronowe
(ANN) czy metody sktadowych glownych (PCA) lub analizy czynnikowej (FA), daja
mozliwos¢ przewidywania aktywnosci biologicznej (farmakologicznej) czy czasow retencji
akrydonow oraz ich klasyfikacje w ujeciu aktywnosci biologicznej i budowy chemicznej.
Ponadto, wykorzystanie tych technik chemometrycznych w oparciu nie tylko o wyznaczone
deskryptory molekularne, ale takze uzyskane z wykorzystaniem ro6znych algorytmow
parametry lipofilowosci, pozwolilo na klasyfikacj¢ przeciwnowotworowo aktywnych
pochodnych akrydonu w ujeciu ich aktywnosci biologicznej, budowy chemicznej 1 zdolnosci
do fizykochemicznego oddzialywania z DNA, co jest waznym uzupelnieniem badan
biologicznych dotyczacych mechanizméw dzialania tych zwigzkéw w kontek$cie nie tylko
ich oddzialywania z DNA, ale takze aktywnoS$ci przeciwnowotworowej oraz projektowania
nowych przeciwnowotworowo aktywnych pochodnych akrydonu, jak roéwniez innych
aktywnych przeciwnowotworowo zwigzkow. Zaawansowana analiza chemometryczna,
dostarczyta takze informacji na temat tych parametréw struktury czasteczki akrydonu, ktore
sg istotne dla jej aktywnosci biologicznej czy okreslonego mechanizmu dziatania, co ma
bardzo wazne =znaczenie w przypadku projektowania nowych chemioterapeutykow.

Dodatkowo, wykorzystanie metody wielowymiarowej analizy danych, umozliwito okreslenie
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znaczenia  parametrow  lipofilowosci ~ wyznaczonych  metodami  obliczeniowymi,
jak i eksperymentalnie metodami HPLC dla aktywnosci przeciwnowotworowej akrydonow
oraz pozwolito na klasyfikacje tych zwiazkéw w uktadzie budowa chemiczna-aktywno$¢
przeciwnowotworowa. Natomiast, przeprowadzenie rozbudowanej analizy QSAR i QSRR
na podstawie danych chromatograficznych uzyskanych z uzyciem roéznych kolumn
chromatograficznych, pozwolito na przewidywanie aktywnosci przeciwnowotworowej
imidazoakrydonéw jedynie na podstawie parametréw retencji, a co najwazniejsze,
przewidywanie tychze parametréw, pozwolito ostatecznie na przewidywanie aktywnosci
przeciwnowotworowej tych zwigzkéw bez koniecznosci wykonywania eksperymentow
in vitro w hodowli komorkowej, jak i in vivo na zwierzgtach. Dowodzi to, ze zastosowanie
strategii QSAR i QSRR oddzielnie lub razem, daje duze mozliwosci aplikacyjne
w projektowaniu nowych aktywnych przeciwnowotworowo pochodnych akrydonu oraz

innych aktywnych biologicznie zwigzkow (lekow) o okreslonej aktywnosci farmakologiczne;.

5. Pozostale osiagni¢cia naukowo-badawcze

5.1. Dzialalnosé naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy magisterskiej, a dotyczace wpltywu
zatrucia katalizatora niklowego zwiazkami siarki 1 fosforu na energi¢ aktywacji reakcji
uwodornienia oleju rzepakowego, zostaly zaprezentowane w formie doniesienia
konferencyjnego [A1]".

Po przyjeciu w roku 1997 na studia doktoranckie na Wydziale Chemicznym
Politechniki Gdanskiej, podjatlem w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii pod kierunkiem
prof. dr hab. inz. Jerzego Konopy badania naukowe, dotyczace mechanizméw dziatania
zwigzkow o aktywnosci przeciwnowotworowej w kontekscie ich oddziatywania
z DNA, a w szczeg6lnosci zdolnosci do fizykochemicznego wigzania z DNA, jak i tworzenia
kowalencyjnych migdzylancuchowych wigzan sieciujagcych DNA, jako czynnika istotnego dla
ich aktywnosci biologicznej (cytotoksycznej i przeciwnowotworowej). Badania te, dotyczyty
znanego antybiotyku przeciwnowotworowego aktynomycyny D oraz triazoloakrydonoéw
bedacych nowa grupg pochodnych akrydonu o aktywnosci przeciwnowotworowej, a takze
innych aktywnych przeciwnowotworowo zwigzkéw takich jak CC-1065. W toku

przeprowadzonych badan, wykazalem zdolnos¢ aktynomycyny D do tworzenia

Yjako [P] oznaczono publikacje naukowe z pkt. Il.A, Zalacznik 4; jako [M] oznaczono publikacje naukowe

z pkt. 11.M, Zatacznik 4; jako [A] oznaczono doniesienia naukowe z pkt. I11.B, Zatacznik 4.
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miedzytancuchowych wigzan sieciujagcych DNA w komorkach bakteryjnych Bacillus caereus
w sposob zalezny od dawki oraz zdolno$¢ tworzenia przez aktynomycyn¢ D takich wigzan
w komorkach fibroblastow NIH 3T3 znajdujacych si¢ w stanie inhibicji kontaktowej
o obnizonej aktywnos$ci topoizomerazy II. Jednoczesnie wykazatem, ze utworzone wigzania
sieciujagce DNA sg termolabilne 1 alkalilabilne, a wczesniejsza metaboliczna aktywacja
aktynomycyny D jest niezb¢dna dla utworzenia wigzan sieciujacych DNA przez ten zwigzek.
Ponadto, w toku badan nad mechanizmem dziatania triazoloakrydonéw, wykazalem
ze zwiazki te wigzg si¢ niekowalencyjnie z DNA przez interkalacj¢ do DNA oraz wigzanie si¢
w matym rowku podwoéjnej helisy DNA, a niekowalencyjne wigzanie si¢ triazoloakrydonow
z DNA, nie jest decydujacym procesem odpowiedzialnym za ich aktywno$¢ cytotoksyczng
i przeciwnowotworowa. Wykazatlem rowniez zdolno$¢ triazoloakrydonow do tworzenia
mig¢dzytancuchowych wigzan sieciujacych DNA, ktéra zachodzi po ich wczesdniejszej
metabolicznej aktywacji i ktora to zdolnos¢ prawdopodobnie wymagana jest w mechanizmie
dziatania i ma istotne znaczenie dla aktywnos$ci biologiczne] triazoloakrydonow [A2-A6].
Efektem innych badan, bylo wykazanie zdolnosci zwigzku CC-1065 do indukowania
powstawania wigzan sieciujacych DNA komorek nowotworowych, do utworzenia ktorych,
wymagany jest metabolizm komorkowy tego zwiazku [P1]. Wigkszo$¢ uzyskanych wynikow,
zawartem w rozprawie doktorskiej zatytutowanej ,,Wigzanie si¢ z DNA oraz jego
miedzylancuchowe sieciowanie przez triazoloakrydony 1 aktynomycyne D”, ktorej

promotorem byt prof. dr hab. inz. Jerzy Konopa 1 ktérg obronitem w 2003 roku.

5.2. Dzialalnosé naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Tematyka moich badan bezposrednio po doktoracie nadal dotyczyta aktynomycyny D
1 pochodnych triazoloakrydonu w kontekscie ich oddziatywania z DNA, a ponadto
rozszerzona zostata o kolejna grupe pochodnych akrydonu, jakimi byly réwniez aktywne
przeciwnowotworowo imidazoakrydony 1 dotyczyla badania zdolnosci tych zwigzkow do
tworzenia kowalencyjnych miedzytancuchowych wigzan sieciujacych DNA w kontekscie ich
aktywnos$ci biologicznej. Rezultatem tych badaf, sa dwie prace przegladowe dotyczace
zardwno mechanizméw dzialania aktynomycyny D [M1], jak i wplywu modyfikacji struktury
chemicznej aktynomycyny D na jej aktywnos$¢ biologiczng [M2], a takze praca
eksperymentalna dotyczaca mozliwo$ci badania zdolnosci aktynomycyny D do tworzenia
kowalencyjnych miedzyniciowych wigzan sieciujgcych DNA w ukladzie bezkomdérkowym
z wykorzystaniem liniowego DNA plazmidowego i z uzyciem metody elektroforetycznej,

co potwierdzito istotno$§¢ metabolizmu komorkowego dla utworzenia wigzan sieciujacych
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DNA przez ten zwigzek [M3]. Ponadto, dwie prace eksperymentalne dotyczace zdolno$ci
pochodnych triazoloakrydonow zarowno do niekowalencyjnego, jak i kowalencyjnego
oddzialywania z DNA [P2, P4] oraz dwa doniesienia konferencyjne dotyczace zdolnosci
pochodnej imidazoakrydonu C-1311 (Symadex'™), znajdujacej sie obecnie w drugiej fazie
badan klinicznych, do indukowania w sposob zalezny od stezenia miedzytancuchowych
wigzan sieciujgcych DNA w komoérkach réznych rodzajéw nowotwordw pochodzenia
ludzkiego [A7, A8]. Dodatkowo, prowadzitem badania zmierzajace do modyfikacji
stosowanej przeze mnie metody oznaczania mi¢dzytancuchowych wigzan sieciujgcych DNA,
czego efektem jest publikacja dotyczaca ograniczonego zastosowania barwnika
fluorescencyjnego PicoGreen do ilosciowego oznaczaniu dwuniciowego DNA (dsDNA)
w obecnosci zwiazkow interkalujacych do DNA [P3].

Obecnie, glowng tematyk¢ moich badan stanowi mozliwos¢ wykorzystania
chemometrycznej analizy danych w celu klasyfikacji zwigzkow w ujeciu ich aktywnosci
farmakologicznej i budowy chemicznej, czy przewidywania ich aktywnosci biologicznej
[All, Al2, P6-P11]. Efektem tych badan sa prace, w ktorych przedstawiono mozliwosci
wykorzystania zaawansowanej chemometrycznej analizy danych (metoda sktadowych
gtownych PCA (Principal Component Analysis) i metoda analizy czynnikowej FA (Factor
Analysis)) uzyskanych metodami modelowania molekularnego (deskryptory molekularne
charakteryzujace miedzy innymi budowe i wlasciwosci fizykochemiczne modelowanego
zwigzku) rozpatrywanych indywidualnie [P7-P11], jak i w potaczeniu z chromatograficznymi
parametrami retencji (parametry log k i log ky charakteryzujace lipofilowo$¢ zwigzkow)
uzyskanymi z wykorzystaniem roznych kolumn chromatograficznych (kolumny
z wypehieniem typu C8, C18, DIOL, PEG, CATION, ANION, IAM, AGP, HSA) [P8-P11],
w celu klasyfikacji roznych grup zwiazkow, takich jak pochodne chinolonu, jak i lekow
przeciwbolowych, przeciwzapalnych, nasercowych, przeciwbakteryjnych, zarbwno w ujeciu
ich aktywnosci farmakologicznej, jak i budowy chemicznej. Z uzyskanych danych wynika
rowniez, ze chromatograficzne parametry retencji wyznaczone z wykorzystaniem réznych
rodzajow adsorbentéw (ktore determinuja rodzaj i site oddziatywan z badanym zwigzkiem)
w zalezno$ci od grupy zwiazkéw maja istotny, a czasami nawet decydujacy wpltyw na
mozliwo$¢ ich klasyfikacji w ujeciu aktywnosci farmakologicznej. Proponowana strategia,
moze by¢ waznym uzupelieniem badan biologicznych dotyczacych aktywnosci
farmakologicznej zwigzkow, a takze dostarcza¢ waznych informacji w procesie racjonalnego

projektowania nowych potencjalnych lekéw o okreslonej aktywnosci farmakologiczne;j.
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Inna, niezalezna tematyka moich badan, dotyczy réwniez mozliwosci wykorzystania
przede wszystkim metod wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej HPTLC
i spektrofotometrii pochodnych widma oraz metod chromatografii cieczowej, takich jak
HPLC i LC-MS do oznaczania lekow w preparatach farmaceutycznych. Badania te
umozliwily opracowanie metod HPTLC z detekcja densytometryczng pozwalajacych na
rutynowe iloSciowe oznaczanie w preparatach farmaceutycznych takich lekow jak,
oksazepam [P5], nitrazepam [P12], lormetazepam [A14], inhibitory fosfodiesterazy Il [A9],
naftazolina [A18, P17], lamotrygina [Al19, P16], czy topiramat [A20, P15].
Natomiast, opracowane metody spektrofotometrii pochodnych widma pozwalaja na analize
ilosciowg takich lekow jak, bisfosfoniany [M4], inhibitory fosfodiesterazy Il [A9], piracetam
[A10], trimetazydyna [A13], oksazepam [P9], czy lamotrygina [Al19, P16].
Opracowano rowniez metody HPLC pozwalajace na o0znaczanie w preparatach
farmaceutycznych lormetazepamu [Al4] oraz lamotryginy [A19, P16], a takze metode
LC-MS pozwalajacg na 0znaczanie topiramatu [A20, P15].

Inne, prowadzone przeze mnie badania dotyczg opracowania i wykorzystania metody
wysokosprawnej  chromatografii  cieczcowej do  oznaczania stezenia  markerow
chorobotworczych w surowicy krwi, takich jak zelazo niezwigzane z biatkiem transferyng
(non-transferrin bound iron). Rezultatem tych badan sg dwie prace przegladowe dotyczace
biatka hepcydyny istotnego w metabolizmie zelaza [P13] i zelaza niezwigzanego z biatkiem
transferyng (NTBI) [P14], w konteks$cie ich biologicznego znaczenia i aktywnos$ci oraz metod
oznaczania, a takze prace eksperymentalne dotyczace oznaczania NTBI w surowicy krwi
z wykorzystaniem opracowanej metody HPLC oraz jego znaczenia w fizjopatologii
noworodkow [A15-Al17, M5, P18].

W chwili obecnej, publikacja dotyczaca rowniez zastosowania chemometrycznej
analizy danych do oceny aktywnosci biologicznej aktywnych przeciwnowotworowo
pochodnych akrydonu, a przedstawiajagca mozliwo$¢ wykorzystania metody MARSplines
(Multivariate Adaptive Regression Splines, Wielozmienna regresja adaptacyjna z uzyCiem
funkcji  sklejanych) do przewidywania aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych
akrydonu, zostala przyjeta do druku w Medicinal Chemistry (Koba M., Baczek T., The
evaluation of multivariate adaptive regression splines for the prediction of antitumor activity
of acridinone derivatives., Med. Chem., 2013, in press). Natomiast, manuskrypty publikacji
(Stasiak J., Koba M., Kawczak P., Baczek T., Marszalt M., Bucinski A., Bober L., The
comparison between the calculated and HPLC-predicted lipophilicity parameters for the

selected three groups of drugs., Comb. Chem. High Throughput Screen., under review),
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(Stomka A., Koba M., Korbal P., Marszatt M., Zekanowska E., Lack of desferrioxamine
chelatable iron in cord blood of the newborns: the possible role of hepcidin., BIOMARKERS,
under review) i (Szatkowska P., Koba M., Koslinski P., Szablewski M., Molecular Imprinted
Polymers’ Applications. A Short Review., Mini-Rev. Org. Chem., under review) znajdujg si¢
W recenzji, a w przygotowaniu sa kolejne publikacje.

Ponadto, aktualnie prowadze badania dotyczace wykorzystania parametréw retencji
chromatograficznej uzyskanych na réznych typach kolumn chromatograficznych (w tym na
kolumnach typu HILIC) w potaczeniu z chemometryczna analizg danych do przewidywania
aktywnosci biologicznej wybranych zwigzkow przeciwnowotworowych oraz niezalezne
badania nad optymalizacja metody HPLC oznaczania réznych form zelaza w materiale
biologicznym, a takze uczestnicze w projekcie realizowanym w ramach grantu NCN
dotyczacym wykorzystania technik chemometrycznych jako narzedzi selekeji nowych
pochodnych arylopiperazyny podczas poszukiwania nowych lekéw przeciwdepresyjnych.

O aktualnosci przedstawionych powyzej osiggnie¢ naukowo-badawczych $wiadczag,
uzyskane w latach 2010-2012 nagrody indywidualne i zespotowe Rektora Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu oraz Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (pkt.
I1.J, Zatacznik 4). |

5.3. Podsumowanie

Podsumowujgc, mdj dorobek naukowy przed doktoratem obejmowat 1 pubilkacje
i 6 doniesien konferencyjnych o sumarycznym wskazniku Impact Factor rownym 3,348
i punktacji MNiSW rownej 13, natomiast po doktoracie na dzien 31 stycznia 2013 roku
obejmuje 31 publikacji i 14 doniesien konferencyjnych o sumarycznym wskazniku Impact
Factor wynoszacym 37,495 i 567 punktach MNiSW, co daje catkowitg wartos¢ wskaznika
Impact Factor rowng 41,285 1 580 punktow MNiSW. Liczba cytoWaﬁ moich publikacji na
dzien 31 stycznia 2013 roku wedlug bazy Web of Science wynosi 96 (wg Scopus 91),
a indeks Hirscha opublikowanych prac wedtug bazy Web of Science wynosi 6 (wg Scopus 6).
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