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Discussio de Resultats: QSAR. Part I: Conformacié Activa i QSAR.

PART I: Conformacio activa i QSAR.

1. Introduccid.

L’activitat dels BRs com a promotors del creixement vegetal, esta intimament
relacionada amb la seva estructura. Els estudis de relacié estructura-activitat quantitatius
(QSAR) pretenen obtenir un model matematic que sigui capag d’explicar aquesta relacié. La
interpretacié d’aquest model permet establir els requisits necessaris per a que els BRs
desencadenin la seva activitat. Fins i tot, es pot intentar explicar com es produeix la unié
substrat/receptor (virtual receptor site o VRS). A més a més, el model es pot fer servir per
predir I'activitat de nous analegs, encara sense sintetitzar.

En el capitol anterior s’ha vist com l'equip ha anat desenvolupant fins a quatre
conformacions actives dels BRs (SOR, IZR, MVP i HIP). A cadascuna d’elles li ha seguit el seu
corresponent model QSAR.” El fet de tenir quatre conformacions actives amb els seus
quatre corresponents models QSAR, fa que hi hagi quatre maneres diferents de: a)
interpretar els requisits necessaris per a que els BRs desencadenin activitat, b) explicar la
unié substrat/receptor, i ) predir Iactivitat de nous analegs.

S’ha vist que les quatre conformacions actives sén estructuralment diferents i en alguns
casos és dificil establir una relacié estructura-activitat qualitativa (SAR). No obstant, els
models quantitatius (QSAR) no sén tan diferents com es podria esperar i presenten una
bona correlacié malgrat les diferencies estructurals. Aquest fet es pot justificar, a priori,
argumentant que les variacions estructurals es centren en una part reduida de la molécula.
Les principals diferencies afecten: 1) a I'extrem final de la cadena lateral, el qual representa
només el 24% de |'estructura total, i 2) a un dels cinc grups funcionals polars, I’hidroxil en
C23.

A continuaci6 es pretén comparar entre si els quatre models QSAR per: a) quantificar
fins a quin punt son similars i/o diferents, i b) establir si els models sén independents de la
conformacié activa o no. No obstant, la comparacié directa no és la més raonable per
diversos motius:

1. El nombre de BRs presents en cada model és diferent ja que a mesura que s’han

sintetitzat nous BRs s’han incorporat al model.

2. Les dades d'activitat dels BRs no sén iguals en cada model. Primer, perqué en alguns
models s’ha fet servir el “—log(dosi,s)” i en altres el “—log(dosisy,)”. Després, perque
al llarg de la tesi I'equip ha revisat I'activitat de la brassinolida i la castasterona
(pagines 213—219).

3. En la realitzacié dels models es fa un pretractament de les dades per tal de millorar la
seva qualitat. Aquest pretractament esta intimament relacionat amb I’estructura del
conjunt de BRs del model (data set). Degut a que l'estructura de cadascuna de les
conformacions actives és diferent i a que també ho és el nombre de BRs del “data
set”, el pretractament de les dades en cada model és necessariament diferent.

Aixi doncs, el primer que cal fer és unificar criteris.

" El nom que es va assignar a la conformaci6 activa es trasllada als models estadistics i, per exemple,
el model SQR és el model QSAR realitzat amb la conformacié activa SQR.
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1.1. BRs dels models (data set) i dades d’activitat.

Seria molt interessant actualitzar els models fent servir tots els BRs actius que actualment
es disposen. Aquest desig, pero, no és possible ja que la conformacié activa IZR actua com
a limitant. Recordar que en aquesta conformaci6 el diol de les cadenes laterals dels
22R,23R-BRs presentava una conformacié eclipsada amb els hidroxils quasi solapats. Aixo
comportava un problema alhora de construir els nous BRs. Inicialment s’assignava al diol de
la cadena lateral la conformacié eclipsada, pero I'enllag evolucionava cap a posicions
alternades en optimitzar 'energia i la conformacié final no coincidia amb la de la seva
cadena lateral tipus. Aquest fet obliga a prendre els 20 compostos presents en el model IZR.
El valor d’activitat s’expressa a través del “—log(dosisy,)” (Taula 8).

BRs —log(dosisy.,) BRs —log(dosis,.,)
bl 3,86 hbl 3,32
cs 3,33 hbl cis 2,45
epibl 2,67 hcs 2,78
epics 2,29 hcs_cis 1,41
epics 2b3b 0,37 hcs 2n3a 2,02
epics_2n3n 0,47 hcs 2n3b 1,52
S hbl 2,05 hcs 60Ha 1,60
S hcs 1,27 hcs 60Hb 1,70
S_epibl 2,24 hcs 50H 1,71
S_epics 1,12 hcs eter 0,71

Taula 8: Conjunt de BRs presents en els models (“data set”).

1.2. Estrategia i pretractament de les dades.

Per tal de garantir el mateix tractament a cadascuna de les quatre conformacions actives,
es procedeix de la segtient forma (Figura 128):

e S’apleguen les 80 molécules (20 BRs per 4 conformacions actives) en un dnic fitxer.

e Sobre aquest fitxer es calculen els mapes de GRID fent servir una caixa que engloba
les 80 moleécules i un pas de malla de mig amstrong.

e El resultat s'importa a GOLPE on es fa el seglient pretractament: a) es suprimeixen
els valors positius per considerar només les interaccions favorables, b) es realitza un
escalat per bloc de les sondes per donar-les el mateix pes, c) s’aplica un tall
d’energia de 0,1 kcal/mol per suprimir les variables amb més soroll, d) s’aplica un tall
en la desviacié estandard de 0,1 kcal/mol per suprimir les variables amb menys
informacio, i e) es suprimeixen les variables a 2, 3 i 4 nivells, les quals poden
distorsionar el model.

e Primer es realitza un model CONJUNT amb les 4 conformacions actives dels 20 BRs.
Posteriorment es separen els compostos segons la seva conformaci6 activa i es
realitzen els models SOR, IZR, MVP i HIP.
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Model CONJUNT

SQR — BRs | ﬂ
ﬁ Model SQR
IZR — BRs
> I::> GRID I::> (Pret(r;ac():tL:ient) |:ll> Model IZR
MVP — BRs
% Model MVP
HIP — BRs %
4 Model HIP

Figura 128: Esquema del procés d’obtencié dels models.
Per cada model es realitza: 1) un analisi de components principals (PCA) on s’estudien

les semblances i diferencies estructurals entre BRs, i 2) un analisi de minims quadrats
parcials (PLS) per correlacionar I'estructura amb |'activitat i obtenir el model QSAR.

2. Model CONJUNT.

2.1. Analisi de Components Principals (PCA).

a) Agrupacié segons les conformacions actives.

Els tres primers components principals expliquen amb un 34% de la variancia, les quatre
conformacions actives (Figura 129). S'observa com la conformacié activa SOR és la més
diferent de totes. Per la resta, s'observa una gradaci6 en la qual les conformacions IZR i HIP
son les més diferents entre si, i la conformaci6 MVP queda enmig. Cal destacar que hi ha
dos compostos que malgrat tenir la conformacié activa IZR, es troben en el grup dels
conférmers SQR. Aquest sén els dos 22S,235-homoBRs (S_hbl i S_hcs), en els quals no hi ha
gaire diferencia estructural entre les conformacions SQR i IZR (veure Figura 87 i Figura 88,
pagina 106).

Figilra 129: Grafic d’objectes dels 3 primers components principals del model CONJUNT.
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El primer component principal posa de manifest la diferencia existent entre la
conformacié activa SQR i la resta. Aquesta es deguda a: 1) I'hidroxil en C23 s’orienta en el
pla de I'esquelet enlloc de fer-ho cap a la cara a, i 2) I'extrem final s’orienta cap a la cara .

El segon component principal explica principalment les diferencies en els anells A i B
dels BRs, perd comenga a diferenciar les conformacions actives IZR de les HIP.

El tercer component principal acaba d’explicar les diferencies entre les conformacions
actives IZR i les HIP. Aquesta es deguda a: 1) la diferent orientacié de I’hidroxil en C23, i 2)
el volum de I'extrem final de la cadena lateral. Les conformacions actives MVP queden
enmig ja que |'orientacié de I'hidroxil en C23 coincideix amb la HIP, pero el volum de
I"extrem final de la cadena lateral coincideix millor amb la IZR.

b) Altres agrupacions.

El segon component principal explica majoritariament les diferencies en els anells A i B
dels BRs segons una tendéncia que, a priori, no sembla logica. Habitualment, s’acostuma a
tractar per les funcionalitats de I'anell A (diol 2a,3a, diol 2B,3p...) i I'anell B (lactona,
cetona...) per separat. No obstant, el model les tracta conjuntament diferenciant entre
2a,3a-lactones, 2a,3a-cetones’, i cetones amb funcionalitat diversa a I'anell A" (Figura
130a).

Estudiant el perque d’aquesta observacid, es detecta una interaccié estructural que
afecta als anells Ai B. Tots els BRs amb funcionalitat lactona en I'anell B presenten el diol
20,3a en I'anell A. En canvi, els BRs amb funcionalitat cetona en I'anell B presenten o bé el
diol 20,30 o bé altres funcionalitats en I'anell A. No hi ha cap BRs amb funcionalitat
lactona en l'anell B i amb funcionalitat diversa a I'anell A.* Aquesta interacci6 afecta
considerablement els resultats del PCA ja que el segon component principal no pot explicar
I'anell A sense I'ajut de I’anell B, ni viceversa. La maxima diferencia estructural no es déna
entre el diol 2a,300 0 23,3, ni entre lactona o cetona siné entre 2a,3a-lactones i cetones
amb funcionalitat diversa a I'anell A, quedant les 2a,3a-cetones en una situacié intermedia.

El quart component principal explica els BRs amb unié A/B cis (Figura 130b).

Els coeficients del cinqué component principal no es poden interpretar d’acord amb cap
dels BRs sintetitzats. Per fer-ho, cal separar I'anell A de la cadena lateral: En I'anell A explica
les diferencies entre els 2a,30-BRs i els 38-BRs. En la cadena lateral explica les diferencies
entre els 22R,23R-BRs i els 225,235-BRs de les conformacions actives SOQR i IZR.

El sise component principal explica les diferéncies entre els 22R,23R-BRs i els
225,23S-BRs de les conformacions actives MVP i HIP d’acord amb els volums de la cadena
lateral.

" Aquest grup inclou els tres compostos amb una funcionalitat oxigenada en I'anell B enlloc del
carbonil (hcs_60Ha, hcs 60Hb i hes_eter). Aquest fet es repetira en tots les models. Per tant, si no
es diu el contrari el grup de les 20, 3a-cetones incloura els tres compostos anteriors. Igualment, si no
es diu el contrari el grup de les 2a,3a-cetones incloura I'analeg amb un sol hidroxil en posicié 3a
(hcs_2n3a). Els BRs amb unié A/B cis i diol 23,3 també acostumen a entrar dins d’aquest grup, no
obstant, en el model CONJUNT es comporten com cetones amb funcionalitat diversa a I’anell A.

" S’entén per funcionalitat diversa en I'anell A, qualsevol que no presenti un grup funcional en la cara
a de lI'anell A.

* L’analeg BR hbl_cis entraria dins d’aquesta categoria. No obstant, I'analeg es comporta com si la
funcionalitat a I'anell B fora una cetona enlloc d’una lactona. Aquest fet es repetira en tots les models
i per tant la hbl_cis mai no es considerara com una lactona.
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Figura 130: a) Grafic d’objectes dels 2 primers components principals del model
CONJUNT. b) Crafic d’objectes del tercer i quart component principal del model
CONJUNT.

2.2. Analisi de minims quadrats parcials (PLS).

a) Parametres estadistics.

S’han calculat 10 components principals. El model s’ha validat mitjangant meétodes de
validacié creuada. Es fan servir tres tecniques: LOO (Leave One Out), LTO (Leave Two
Out) i classificacié en grups definits. En I'Gltim cas es defineixen quatre grups segons la
conformacid activa. Aixi doncs, es construeixen tres models reduits. En cadascun es deixa
una familia de conformers actius fora. Posteriorment, el compostos de cada familia
s'interpolen en el model reduit del qual n’han quedat fora i els contrasta I'activitat predita
amb "experimental.

A la Taula 9 es mostren els parametres estadistics del model. Es presenta: a) la variable
latent, b) la variancia tant I'explicada pel component (XVarExp) com I'acumulada (XAccum),
c) la desviacié estandard de I’error de calcul (SDEC), d) el coeficient de correlacié (r?), e) la
desviacié estandard de I'error de prediccié (SDEP), i f) el coeficient de correlacié de la
prediccié (q*) calculat amb cadascuna de les tres técniques (LOO, LTO i classificacié en
grups definits).

Els metodes de validacié LOO i LTO donen valors molt optimistes de predictibilitat, els
quals augmenten component rere component. Aixo es deu a que aquests metodes no sén
capacos d’extreure tots els compostos d’una mateix classe o familia i en conseqiiencia la
informaci6 de les classes és ben present en els models reduits. Per contra el métode de
validacié per grups ha permés eliminar les families de conférmers actius en els models
reduits la qual cosa ha provocat que l'estimaci6 de la predictibilitat hagi estat més
conservadora i més realista. Més conservadora perque arriba a un maxim del 60% i més
realista perque la seva evolucié coincideix amb la interpretacié dels coeficients.
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components | XVarExp XAccum SDEC r* |SDEP ¢* (LOO & LTO)"" | SDEP ¢’ (Grups)
0 0,00 0,00 0,92 0,00| 0,93 -0,03 0,92 0,00
1 7,76 7,76 0,56 0,62| 0,66 0,48 0,62 0,54
2 552 13,27 0,44 0,77| 0,57 0,61 0,58 0,60
3 651 19,78 0,33 0,87 0,54 0,65 061 0,56
4 12,10 31,88 0,27 0,91 0,49 0,72 056 0,63
5 516 37,04 022 094|046 0,75 056 0,63
6 4,47 41,51 0,17 0,96 | 0,41 0,80 0,57 0,61
7 5,11 46,62 0,14 0,98| 0,39 0,82 0,57 0,62
8 424 50,85 0,12 0,98| 0,37 0,84 0,58 0,60
9 3,16 54,01 0,10 0,99 0,35 0,85 057 0,61
10 519 5920 0,09 0,99 0,34 0,86 0,58 0,60

Taula 9: Parametres estadistics del model CONJUNT.

b) Interpretacié dels coeficients.

El primer component principal correlaciona I'estructura dels BRs amb la seva activitat.
Amb un 8% de la variancia estructural, corresponent a les zones d’interaccié dels anells A i
B, el model és capag d’explicar un 62% de I'activitat amb un error de calcul de +0,56, i
predir-ne un 54% amb un error de prediccié de +0,62.

El segon component principal corregeix a la baixa els 225,235-BRs independentment de
la seva conformaci6 activa. Aquest fet és sorprenent ja que els 225,23S-BRs presenten una
gran diversitat estructural segons la conformacié activa i, a priori, no sembla que hagin
d’haver gaires similituds. Els mapes de coeficients mostren un volum que és comu a tots els
22§,235-BRs. No obstant, mentre que a les conformacions actives SOR i [ZR correspon al
volum de C22 i descriu el fet que la cadena lateral s'orienta cap a la cara o, a les
conformacions actives MVP i HIP correspon al volum de I"extrem final de la cadena lateral i
dels anells B i D. Com els mapes de coeficients no es corresponen amb un Gnic patré que
caracteritzi |'estructura dels 225,235-BRs independentment de la seva conformacié activa,
es suposa que es tracta d’una correlaci6 a |'atzar.

El tercer component principal corregeix |'activitat segons la conformaci6 activa.
Corregeix a la baixa la conformacié SQR i a l'alga les conformacions MVP i HIP. Els
coeficients corresponen a les zones d’interaccié de I'hidroxil en C23 i del volum de la
cadena lateral. Tot i que el segon i tercer components principals comporten una millora del
25% en la capacitat de calcul, no comporten una millora significativa en el predictibilitat.

¢) Contribucions a l’activitat.

En el model CONJUNT només té sentit considerar el primer component principal ja que
és independent de la conformacié activa i no se li atribueix cap correlacié a l'atzar. Aquest
explica un 62% de I'activitat amb un error de calcul de +0,56, i prediu un 54% amb un
error de prediccié de 0,62, fent servir només un 8% de la variabilitat estructural.

En la Figura 137 es mostren els coeficients del primer component principal a +0,001.
De la interpretacié dels mapes de coeficients es conclou:

e Contribucions positives a l'activitat: les 2a,3a-lactones, i I'abseéncia de grups

funcionals en 3.
e Contribucions negatives a I'activitat: les cetones sense grups funcionals en 2a i 3a,
I"hidroxil 3B, i I'eter en Cé6.

Hk K

En ambdds casos s’obté el mateix valor.
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e La cadena lateral no presenta cap contribuci6 a l'activitat.
Aixi doncs, independentment de la cadena lateral tipus i/o la seva conformacio6, el 54%
de la predictibilitat de I'activitat depen exclusivament de les funcionalitats dels anells A i B.

Sonda d’aigua Sonda de metil
Figura 131: Coeficients del model CONJUNT. En vermell es mostren les contribucions
positives a 'activitat i en blau les contribucions negatives.

2.3. Conclusions del model CONJUNT.

Analisi de components principals:

e S’ha demostrat quantitativament que les cadenes laterals tipus de les quatre conforma-
cions actives sén diferents entre si. De totes quatre la més diferent és la conformacié
SQR.

e Pel que fa a la diversitat estructural dels BRs:

a) La presencia d'interaccions estructurals fa que no sigui possible explicar la
diversitat en |'anell B sense explicar la diversitat en "anell A.

b) Quantitativament, la diversitat en els anells A i B és de I'ordre del de la diversitat
de les conformacions actives. En el seglient ordre de d’importancia esta la
diversitat deguda als BRs amb uni6é A/B cis.

c) Finalment s’ha demostrat quantitativament que els 22R,23R-BRs s6n estructu-
ralment diferents als 22S,235-BRs. Aquesta diferencia és més acusada en les
conformacions actives SQR i IZR que en les MVP i HIP.

Minims quadrats parcials (PLS):

e Lla influencia de les cadenes laterals tipus de les quatre conformacions actives en
I"activitat es dona en el tercer component principal com un factor de correccié, després
d’una correlacié a l'atzar en el segon component principal i no aporta una millora
significativa en la predictibilitat. Per tant, es pot afirmar que les quatre conformacions
actives soén prou diferents entre si com per no presentar trets comuns que es puguin
correlacionar amb |'activitat.

e Només amb les variacions estructurals dels anells A i B ja s'obté un model acceptable,
capag de predir I'activitat en un 54% amb un error de prediccié de =0,62.

-151/249 -



Discussio de Resultats: QSAR. Part I: Conformacié Activa i QSAR. (Model SQR)

3. Model SQR.

3.1. Analisi de Components Principals (PCA).

a) Agrupacio segons les cadenes laterals tipus.

Entre el primer, el quart i el cinqué components principals s’expliquen les diferencies
entre les cadenes laterals tipus. Enmig es troben també els BRs amb unié A/B cis""" (Figura
132). S'observa com les cinc cadenes laterals tipus sén diferents entre si. La principal
diferéncia déna entre els 22R,23R-BRs (cadenes tipus bl, homo i epi) i els 22S5,235-BRs
(cadenes tipus S_homo i S_epi). No obstant, mentre els 22R,23R-BRs s6n bastant similars
entre si, els 225,235-BRs sén molt diferents entre si.

El primer component principal (Figura 133a) explica principalment la diferéncia entre els
22R,23R-BRs (cadenes tipus bl, homo*** i epi) i els 225,235-BRs (cadenes tipus S_homo i
S _epi). Aquesta diferéncia es deguda a: 1) les zones d’interaccié del diol de la cadena
lateral, i 2) les cadenes laterals dels 22S,23S-BRs s’orienten cap a la cara a abans que ho
facin les dels 22R,23R-BRs. També explica per als 22R,23R-BRs la diferencia entre les
cadenes tipus homo i epi, quedant enmig les bl. Aquesta es deguda als volums del carboni
C28 que en el cas de les cadenes tipus epi coincideix amb una part del volum dels
225,235-BRs.

El quart component principal explica la difereéncia entre la cadena lateral tipus epi i els
225,235-BRs (cadenes tipus S_homo i S_epi). Els BRs amb uni6 A/B cis també tenen
influéncia en aquest component (Figura 133b).

Finalment, el cinqué component principal explica les diferencies entre les cadenes
laterals tipus S_homo i S_epi (Figura 133c).

17

S_homo

Figura 132: Grafic d’objectes del primer, quart i cinque components principals del model SQR.

" Els BRs amb uni6 A/B cis es comporten de forma diferent al marge de que la seva cadena lateral
tipus és homo.

¥ En el primer component principal els BRs amb unié A/B cis es comporten segons la seva cadena
lateral tipus (homo).
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Figura 133: Grafic d’objectes del primer (a), quart (b) i cinque (c) components principals
del model SQR. La coloracié dels compostos és fa segons la cadena lateral tipus.

b) Altres agrupacions.

El segon component principal explica les diferencies en els anells A i B d’acord amb la
sequéncia 2a,3a-lactones, 20,3a-cetones, i cetones amb funcionalitat diversa a I'anell A
(Figura 134a).

El tercer component principal explica els BRs amb unié A/B cis (Figura 134b).
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Figura 134: a) Grafic d’objectes dels 2 primers components principals del model SQR.
b) Grafic d’objectes del segon i tercer component principal del model SQR.

Finalment, destacar que les diferencies entre les cadenes laterals sén d’un ordre de
magnitud similar a les diferéncies en els anells A'i B.
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3.2. Analisi de minims quadrats parcials (PLS).

a) Parametres estadistics.

En el primer model amb els 20 compostos, tres compostos (cs, epics i hcs eter)
presenten un comportament anomal i es suprimeixen. En el segon model, amb 17
compostos, només els dos primers components principals sén interpretables des del punt de
vista estructural. A la Taula 70 es mostren els parametres estadistics del model.

components | XVarExp XAccum SDEC  r? SDEP g’ (LOO)
0 0,00 000 088 000| 0,93 0,13
1 23,45 23,45 0,36 083| 0,48 0,70
2 20,12 43,57 0,30 0,88| 0,45 0,73
3 0,74 4431 0,17 096| 0,53 0,63
4 10,42 54,73 0,14 097| 0,54 0,63
5 7,06 61,79 0,11 0,98 0,55 0,61

6.214 variables

Taula 10: Parametres estadistics del model SOR.

b) interpretacié dels coeficients.

El primer component principal correlaciona I'estructura dels BRs amb la seva activitat
(Figura 135a). Amb un 23% de la variancia estructural corresponent a les zones d’interaccié
dels anells A i B, i en menor grau a la cadena lateral, el model és capag d’explicar un 83%
de l'activitat amb un error de calcul de =0,36, i predir-ne un 70% amb un error de
predicci6 de =0,48.

El segon component principal corregeix |activitat segons la cadena lateral tipus.
Coincideix amb el primer component principal del PCA i corregeix a la baixa les cadenes
laterals tipus epi, S_homo i S_epi, i a 'alca les cadenes tipus bl i homo (Figura 135b).

OH
Model SQR - PLS plot (LV1) Model SQR - PLS plot (LV2) n, ('\H\(
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Figura 135: a) Grafic de correlacié interna del primer component principal del model
SQR. b) Grafic de correlacié interna del segon component principal del model SOR.
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¢) Contribucions a l'activitat.

En el model SOR, cal considerar fins al segon component principal, ja que es pot
interpretar la relacié existent entre |’estructura i I'activitat. EI model final explica un 88% de
I"activitat amb un error de calcul de 0,30 i prediu un 73% amb un error de prediccié de
+0,45, fent servir el 44% de la variabilitat estructural.

En la Figura 136 es mostren els coeficients per al segon component principal a =0,001.
De la interpretaci6 dels mapes de coeficients es conclou:

e Contribucions positives a l'activitat: les 2o,3a-lactones, |’absencia de grups
funcionals en 3B; i en menor grau el diol 22R,23R en les zones més allunyades
de la zona intermedia del diol i la presencia d’un metil o etil amb configuracié S
en C24 (cadenes laterals tipus bl i homo).

e Contribucions negatives a |'activitat: les cetones sense grups funcionals en 2o i
30, i les cadenes laterals que a partir de C22 es situen cap a la cara a (cadenes
laterals tipus S_homo i S_epi).

Sonda d’aigua Sonda de metil
Figura 136: Coeficients del model SQR. En vermell es mostren les contribucions
positives a |"activitat i en blau les contribucions negatives.

d) Predictibilitat.

En la Figura 137a es mostra el grafic d’activitat predita davant |'activitat experimental. En
conjunt la predictibilitat del model és bona (73%, amb un error de +0,45). No obstant,
quan es representa la predictibilitat en funcié de |’estructura s’observa que hi ha conjunts
de BRs que es prediuen millor que altres. Per a la discussié cal diferenciar entre els anells A
i B i la cadena lateral.

La predictibilitat segons les cadenes laterals tipus:

e Prediu bé les cadenes tipus epi, S_homo i S _epi (Figura 137b, en verd, blau i cian

respectivament).

e No és capag d’explicar la bl (Figura 137b, en vermell), subestima el seu valor i no la
considera pas diferent de la hbl.

e Promedia |'activitat de les cadenes tipus homo (Figura 137c, en groc). A excepci6 de
hbl i hcs_2n3b (en gris), el valor d’activitat predita per la resta de homoBRs oscil‘la al
voltant de 2,00 +0,17.

L'Gltim punt es degut a que en els homoBRs hi ha un elevat nombre de compostos amb
modificacions estructurals en els anells A i B que no tenen cap influéencia en les
contribucions a I"activitat.
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Figura 137: Grafics d’activitat predita davant d’activitat experimental: (a) sense coloracio,
(b) coloraci6 segons les cadenes laterals tipus, i () detall de la cadena tipus homo.

La predictibilitat segons els anells A i B (Figura 138):

e Prediu bé les cetones amb funcionalitat diversa a Ianell A (en verd).

e Acceptable prediccié de les 2a,3a-lactones (en vermell). L’excepci6 és la bl, pero el
seu comportament es deu més a la cadena lateral que no pas als anells A'i B.

Comportament divers de les 2a,3a-cetones (en groc). Com a conjunt no es pot

treure una conclusié. El seu comportament respon més aviat a la cadena lateral.

Bona prediccié de les 2a,3a-cetones dels 225,235-BRs, perd promedia les cadenes

tipus homo.

e El model no és capag de diferenciar entre els dos BRs amb unié A/B cis (en taronja) i
els prediu el mateix valor d’activitat.

Model SQR ¢, Ci
5 HO, /\%))/CM
4 HO o
g b 2a,3al.
B ° a,3a-lactona
= °
B °
o
&’ 2 .JJ ; °0 Ci1
¢ Cu H C,
1 9
9
H C
H 6
0
0 1 2 3 4 5 A/B CiS
Experimental

Figura 138: Grafics d’activitat predita davant d’activitat experimental: coloracié segons
els anells A'i B.
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4. Model IZR.
4.1. Analisi de Components Principals (PCA).

a) Agrupacio segons les cadenes laterals tipus.

Entre el primer, el quart i el cinqué components principals s’expliquen les diferencies
entre les cadenes laterals tipus, enmig es troben també els BRs amb unié A/B cis (Figura
139). S'observa que, a excepcié de les cadenes tipus bl i homo, la resta de les cadenes
laterals son diferents entre si. Igual que en el model SQR, la principal diferencia es déna
entre els 22R,23R-BRs (cadenes tipus bl, homo i epi) i els 225,235-BRs (cadenes tipus
S homo i S_epi), i mentre els 22R,23R-BRs sén bastant similars entre si els 225,235-BRs sén
molt diferents entre si.

I1ZR

S_homo

OH

C; OH
bl

Figura 139: Grafic d’objectes del primer/ quart i cinque components principals del model IZR.

El primer component principal explica la diferéncia entre la cadena tipus S_homo i la
resta. Aquesta diferencia es deu a: 1) la zona d'interacci6 de I’hidroxil en C23 de la cadena
S_homo, i 2) la cadena lateral dels S_homo s’orienta cap a la cara a quan en la resta s’estén
lluny de I'esquelet esteroide. En aquest component principal, s'observa una altre interaccié
estructural que dificulta la seva interpretacié: Tots els 225,235-BRs (cadenes laterals tipus
S_homo i S_epi) presenten el diol 20,30

El quart component principal és complex ja que explica diverses coses alhora. En
I'anell A explica els BRs amb unié A/B cis. En la cadena lateral explica coses diferents pels
22R,23R-BRs i pels 225,23S5-BRs. Pels primers explica la diferéncia entre les cadenes tipus
homo i epi d’acord amb el volum de la cadena lateral. Pels segons explica la diferencia
entre les cadenes tipus S_homo i S_epi d’acord amb les zones d’interaccié dels hidroxils de
cadena.

Finalment, el cinque component principal explica la cadena lateral tipus S_epi d’acord
amb la zona d’interaccié del diol de cadena i el volum de la cadena.
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b) Altres agrupacions.

El segon component principal explica les diferencies en els anells A i B d’acord amb la
seqliencia 2a,3a-lactones, 2a,3a-cetones, i cetones amb funcionalitat diversa a I'anell A
(Figura 140a). No obstant, la diferéncia entre les 2a,3a-cetones i les cetones amb
funcionalitat diversa a l'anell A és molt petita. Aixd0 permet que el tercer component
principal pugui explicar les diferencies en I'anell A sense tenir en compte l'anell B. Aixi
doncs, explica la diferencia entre els BRs que tenen un o dos hidroxils en o en I'anell Ai els
que no els tenen o els tenen en B (Figura 140b).

Model IZR Model IZR /:L/Cg d
® L’ . i) C
50 L ] 75 H
® 9
9 5

CP2
@
@
o
5¢
I
. O
o
CP3
¢
Ko [
ERIC
¢
of

(a) (b)
Figura 140: a) Grafic d’objectes dels 2 primers components principals del model IZR.
b) Grafic d’objectes del segon i tercer component principal del model IZR.

4.2. Analisi de minims quadrats parcials (PLS).

a) Parametres estadistics.

En el primer model amb els 20 compostos, un compost (hcs eter) presenta un
comportament anomal i es suprimeix. En el segon model, amb 19 compostos, només els
tres primers components principals sén interpretables des del punt de vista estructural. A la
Taula 117 es mostren els parametres estadistics del model.

components | XVarExp XAccum SDEC  r? SDEP  g* (LOO)
0 0,00 0,00 0,90 0,00 0,95 -0,11
1 11,97 11,97 042 0,78 0,61 0,54
2 20,36 32,34 0,33 0,86 0,50 0,69
3 21,06 53,39 0,28 0,90 0,51 0,68
4 1,55 5495 0,17 0,96| 0,52 0,66
5 753 62,48 0,13 098] 0,53 0,65
6.897 variables

Taula 11: Parametres estadistics del model IZR.
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b) interpretacio dels coeficients.

El primer component principal correlaciona I'estructura dels BRs amb la seva activitat
(Figura 147a). Amb un 12% de la variancia estructural corresponent principalment a les
zones d’interaccié de I’hidroxil en 3o i al volum de I'extrem final de la cadena lateral, el
model és capag d’explicar un 78% de I'activitat amb un error de calcul de +0,42, i
predir-ne un 54% amb un error de prediccié de +0,61.

El segon i el tercer components principals corregeixen |'activitat segons la cadena lateral
tipus (Figura 141b). El segon component principal del PLS, coincideix bastant bé amb el
primer component principal del PCA i el tercer component principal del PLS comparteix
caracteristiques del quart i del cinqueé components principals del PCA.

Model IZR - PLS plot (LV1) Model IZR - PLS scores M(
; . %98

2
2 ° , .)
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1 ]
5 29,
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8 C 40 .u ‘z) 40 C 5 »
> °® °
®
9, ®
2
I,
3 & -H
X scores (T) Lv2 7 ol
S_homo
@) (b)

Figura 141: a) Grafic de correlacié interna del primer component principal del model
SQR. b) Grafic d’objectes del segon i tercer components principals del model IZR.

¢) Contribucions a l’activitat.

En el model IZR, cal considerar fins al tercer component principal, ja que es pot explicar
la relaci6 existent entre |’estructura i I’activitat. EIl model explica un 90% de l'activitat amb
un error de calcul de 0,28, i prediu un 68% amb un error de prediccié de =0,51, fent
servir el 53% de la variabilitat estructural.

En la Figura 142 es mostren els coeficients per al segon component principal a +=0,001.
De la interpretaci6 dels mapes de coeficients es conclou:

e Contribucions positives a |'activitat: I’hidroxil en 3a, la presencia d'un metil amb
configuracié S en C24 (cadena lateral tipus bl); i en menor grau I'absencia de grups
funcionals en 3, les lactones i el diol 22R,23R.

e Contribucions negatives a I'activitat: |’absencia de grup funcional en 3a, les cetones,
la cadena lateral quan es situa cap a la cara a (cadena lateral tipus S_homo), i les
cadenes que tenen |'isopropil terminal diferent al de la bl (cadenes laterals tipus epi i
S_epi).
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Sonda d’aigua Sonda de metil
Figura 142: Coeficients del model IZR. En vermell es mostren les contribucions
positives a l'activitat i en blau les contribucions negatives.

d) Predictibilitat.

En la Figura 143a es mostra el grafic d’activitat predita davant |'activitat experimental. En
conjunt la predictibilitat del model és bona (68%, amb un error de =0,51). No obstant,
quan es representa la predictibilitat en funcié de |’estructura s’observa que hi ha conjunts
de BRs que es prediuen millor que altres. Per a la discussi6 es torna a diferenciar entre els
anells Ai B i la cadena lateral.

La predictibilitat segon les cadenes laterals tipus:

No és capag de predir la cadena lateral tipus epi (Figura 143b, en verd).

Prediu molt bé les cadenes tipus S homo i S_epi, i acceptablement la tipus bl (Figura
143b, en blau, cian i vermell respectivament).

Promedia I'activitat de les cadenes tipus homo (Figura 143c, en groc). A excepci6 de
hbl i hcs_2n3b (en gris), el valor d’activitat predit per la resta de homoBRs oscil‘la al
voltant de 2,10 +0,21.

La predictibilitat segons els anells A i B (Figura 144):

Prediu molt bé les 2a,3a-lactones (en vermell).

No és capag de predir les cetones amb funcionalitat diversa a I'anell A (en verd).
L’activitat predita minima es situa al voltant de 1,0, sobreestimant el valor d’activitat
dels compostos menys actius.

Comportament divers de les 2a,30-cetones (en groc). El salt dactivitat experimental
entre lactona i cetona, no és uniforme i és més acusat en els 22S,235-BRs que en els
22R,23R-BRs. En canvi, el salt d’activitat predita és bastant uniforme i més proper al
valor dels 22S,235-BRs. Per aquest motiu, subestima les 2a,3a-cetones dels
22R,23R-BRs, mentre que prediu correctament les dels 22S,235-BRs.

Es prediu bé la 3a-cetona (en rosa), pero es sobreestima l'activitat dels 2a,30-BRs
que no tenen una funcionalitat carbonilica en I’anell B (en morat).

El model no és capag de diferenciar entre els dos BRs amb unié A/B cis (en taronja).
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Figura 143: Grafics d’activitat predita davant d’activitat experimental: (a) sense coloracio,
(b) coloracio6 segons les cadenes laterals tipus, i (c) detall de la cadena tipus homo.
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Figura 144: Grafics d’activitat predita davant d’activitat experimental: coloracié segons

els anells A'i B.

5. Model MVP.

5.1. Analisi de Components Principals (PCA).

Aquest model és el més complex ja que és molt sensible a les interaccions estructurals
del conjunt de BRs i sén necessaris diversos components principals per explicar una
caracteristica estructural. Aixo dificulta enormement la interpretacié dels coeficients i

complica el model.

a) Agrupacio segons les cadenes laterals tipus.

Entre el primer, el segon i el quart components principals s’expliquen les diferencies
entre les cadenes laterals tipus (Figura 745). S'observa com les cinc cadenes laterals tipus
s’apleguen en tres grups: a) cadenes tipus bl i homo, b) cadena tipus epi, i c) cadenes dels
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22S5,235-BRs (cadenes tipus S_homo i S_epi). Entre el cinqué i sise components principals
s’explicaran les diferencies entre les cadenes tipus S_homo i S_epi.

17
S_homo

Figura 145: Grafic d’objctes del primer, segon i quart components prirTcipals del
model MVP: Coloraci6 segons la cadena lateral tipus.

Entre el primer i el segon components principals s’explica la diferencia entre les cadenes
laterals bl i homo per una banda i epi, S_homo i S_epi per l'altre (Figura 146a). En aquests
dos components principals, s’observa una nova interaccié estructural: El 50% dels BRs amb
cadena lateral tipus epi representen el 66% de les cetones sense cap funcionalitat en o en
I"anell A.

Entre el primer i el quart components principals s’explica la diferéncia entre les cadenes
laterals epi per una banda i S_homo i S_epi per l'altre (Figura 146b).

lllll OH Cyy 6H
@ ‘ S_homo

42 Model MVP Model MVP
° °
L) o 01 e
° o °
° & °
& 0 P 22 9 ° 2
o . s 25 25 50 O s Q) 299 PEE 100
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Figura 146: a) Grafic d’objectes dels dos primers components principals del model
MVP. b) Grafic d’objectes del primer i quart components principals del model MVP.

Al contrari que passa amb els dos models anteriors, la diferencia entre les diferents
cadenes laterals tipus és del mateix ordre de magnitud. Aixo té molt de sentit ja que el
canvi més gran en la conformacié activa MVP es déna en la geometria dels 225,235-BRs, la
qual s’aproxima molt a la dels 22R,23R-BRs. Tan els hidroxils de cadena (22R,23R o

-162 /249 -



Discussio de Resultats: QSAR. Part 1: Conformacié Activa i QSAR (Model M1V'P)

225,23S) com l'extrem final de la cadena lateral coincideixen forca bé en I'espai
tridimensional. Aix0 és possible degut a un petit gir de l'esquelet que provoca un
creuament de les cadenes laterals en I'enllag C22—C23 (veure Figura 110, pagina 124). Els
coeficients indiquen que la principal diferéncia estructural entre les cadenes dels
22R,23R-BRs i dels 225,235-BRs es déna entre els anells C, D, i el metil C21 i no pas entre
els hidroxils a C22,C23. Precisament, els anells C, D, i el metil C21 sén les les zones més
afectades pel gir de I'esquelet.

b) Altres agrupacions.

El primer, el segon i el quart components principals no només expliquen les principals
diferéncies entre les cadenes laterals, sin6 que també expliquen les diferéncies en els anells
A i B d’acord amb la seqiiéncia tipica: 2a,3a-lactones, 2o,3a-cetones, i cetones amb
funcionalitat diversa a I'anell A (Figura 147). Aquest fenomen és degut a les interaccions

estructurals.
Gy ¢ M
HO., ) Ax)jc
HO" o

" Figura 147: Crafic d’objectes del primer, segn i quart components principals del
model MVP: Coloraci6 segons els anells A i B.

El primer component principal explica, majoritariament, les diferencies en els anells A i B
d’acord amb la seqiiéncia 2a,3a-lactones, 2a,3a-cetones, i cetones amb funcionalitat
diversa a 'anell A (Figura 148).

El tercer component principal explica exclusivament els BRs amb unié A/B cis (Figura
149a).

A partir del quart component principal, es tornen a observar interaccions estructurals
que compliquen la interpretacié dels coeficients. Aquestes son: 1) totes les modificacions
estructurals en l'anell B, diferents dels arquetips 2a,3a-lactona i 2a,3a-cetona, tenen la
cadena lateral tipus homo, 2) tots els BRs que no tenen un carbonil (lactona o cetona) en
C6 tenen el diol 20,30, i 3) tots els 225,235-BRs presenten el diol 2a,,3a.

Degudes a aquestes interaccions, el cinqueé i sise components principals expliquen coses
diferents en funcié de la cadena lateral. Per la cadena lateral tipus homo, explica les
diferéncies en |'anell B (Figura 149b). Per les cadenes laterals tipus S_homo i S_epi explica,
amb l'ajuda del quart component principal, les diferencies entre elles i amb la cadena tipus
epi (Figura 150).
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Figura 148: Grafic d’objectes dels 2 primers components principals del model MVP.
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Figura 149: Model MVP: a) Grafic d’objectes del primer i tercer components principals.
b) Crafic d’objectes del quart i cinqué components principals pels BRs amb cadena

lateral tipus homo.

v OH
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Figura 150: Model MVP: Crafic d'objectes del quart, cinqueé i sise components
principals pels BRs amb cadena lateral tipus epi, S_homo i S_epi amb diol 20,30 en

I'anell A.

A partir del sete component principal, cada component principal explica les
particularitats entre dos compostos. El sete component principal explica la diferencia entre
laS hcsilaS epics, el vuité entre la epics 2n3n i la epics_2b3b, el nove entre la hbl cis i
la hcs cis i el dese entre la hcs 60Ha i la hcs 60Hb.
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Curiosament, tot i que el model MVP és el més complex d’interpretar, també és el que
més informacié estructural explica. S"arriben a interpretar 10 components principals, el que
suposa el 73% de la variancia. A més a més, és |"Gnic capag d’explicar les modificacions
estructurals de I'anell B.

5.2. Analisi de minims quadrats parcials (PLS).

a) Parametres estadistics.

Aquest és |"tinic model on cap compost presenta un comportament anomal. A la Taula
12 es mostren els parametres estadistics del model.

components | XVarExp XAccum SDEC  r? SDEP g’ (LOO)
0 0,00 000 092 000| 0,97 20,11
1 14,48 14,48 0,40 0,81 0,57 0,62
2 6,70 21,17 024 0,93 0,49 0,71
3 10,93 32,10 0,17 0,96| 0,50 0,71
4 7,73 39,83 0,12 0,98 0,50 0,71
5 399 43,83 008 099| 0,50 0,71

5.271 variables

Taula 12: Parametres estadistics del model MVP.

b) Interpretacié dels coeficients.

El primer component principal correlaciona l'estructura dels BRs amb la seva activitat
(Figura 157a). Amb un 14% de la variancia estructural corresponent principalment amb les
zones d’interaccié dels anells A i B, el volum de I’'extrem final de la cadena lateral, i en
menor grau el volum dels anells C, D i el metil C21, el model és capag d’explicar un 81%
de l'activitat amb un error de calcul de =0,40, i predir-ne un 62% amb un error de
predicci6 de +0,57.

El segon component principal corregeix a la baixa els 225,235-BRs i els BRs amb cadena
tipus homo que presenten la unié A/B cis, o que no tenen un carbonil en I'anell B (Figura
151b).

El tercer component principal corregeix a la baixa els BRs amb cadena tipus homo
(Figura 157c).

Com s’ha vist en el PCA, degut a les interaccions estructurals, sén necessaris diversos
components per explicar una caracteristica estructural. El quart component principal del
PLS fa aquesta funcié. Aixi doncs, el segon, tercer i quart components principals del PLS
comparteixen caracteristiques amb el primer, segon i quart components del PCA. Per tant:

e Entre els segon i el quart es corregeix |'activitat dels 225,23S-BRs en front a la dels
22R,23R-BRs (Figura 152a). També es corregeix |'activitat de les cadenes tipus homo,
segons si tenen un tenen un carbonil a I'anell B, si no el tenen, o tenen la unié A/B
cis (Figura 152b).

e Entre el tercer i el quart es corregeix |'activitat dels 22R,23R-BRs segons si la cadena
és del tipus homo o epi (Figura 152c).

Entre els segon i el quart es components principals també es corregeix l'activitat de les

cadenes tipus homo, segons si tenen un tenen un carbonil a I'anell B, si no el tenen, o
tenen la uni6 A/B cis.
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Figura 151: Model MVP: a) Crafic de correlaci6 interna del primer component

principal. b) Crafic de correlacié interna del segon component principal. ¢) Grafic de
correlacié interna del tercer component principal.
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Figura 152: Model MVP: a) Grafic d’objectes del segon i quart components principals:
coloraci6 segons la cadena lateral. b) Grafic d’objectes del segon i quart components
principals: Detall dels BRs amb cadena tipus homo i coloraci6 segons els anells A i B. ©)
Grafic d’objectes del tercer i quart components principals.
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¢) Contribucions a l'activitat.

En el model MVP, té sentit considerar fins al quart component principal, ja que es pot
explicar la relaci6 entre 'estructura i I'activitat. Per tant, el model final MVP explica un 98%
de l'activitat amb un error de calcul de £0,12, i prediu un 71% amb un error de prediccié
de 0,50, fent servir el 40% de la variabilitat estructural.

En la Figura 153 es mostren els coeficients per al segon component principal a =0,001.
La interpretacié dels mapes de coeficients es conclou:

e Contribucions positives a l'activitat: les 2a,3a-lactones, I'absencia de grups
funcionals en 3, anell C i metil en C21 dels 22R,23R-BRs, la presencia d’un metil o
etil amb configuracié S en C24 (cadenes laterals tipus bl i homo) i en menor grau, el
diol de cadena.

e Contribucions negatives a l'activitat: les cetones sense grups funcionals en 2a i 3a,
els anells B, D i I'extrem final de la cadena lateral dels 22S,235-BRs.

Destacar que la contribuci6 del diol de la cadena lateral és molt baixa. Aquest fet tot i
ser contrari als requisits estructurals necessaris per desencadenar activitat descrits
anteriorment,”'” no és sorprenent. Els hidroxils de cadena (22R,23R o 225,239
coincideixen forga bé en |'espai tridimensional (veure Figura 170, pagina 124). L'analisi de
minims quadrats parcials busca quina és la maxima dispersi6 de les dades capag de
correlacionar amb l’activitat i com la variabilitat estructural del diol és molt baixa, també ho
ha de ser la seva contribuci6 a I'activitat.

Sonda d’aigua Sonda de metil
Figura 153: Coeficients del model MVP. En vermell es mostren les contribucions
positives a 'activitat i en blau les contribucions negatives.

e) Predictibilitat.

En la Figura 154a es mostra el grafic d’activitat predita davant I'activitat experimental. En
conjunt la predictibilitat del model és bona (71%, amb un error de =0,50). No obstant,
quan es representa la predictibilitat en funcié de I’estructura s’observa que hi ha conjunts
de BRs que es prediuen millor que altres. Per a la discussi6 es torna a diferenciar entre els
anells A'i B i la cadena lateral.

La predictibilitat segons les cadenes laterals tipus:

e No és capag de predir la cadena lateral tipus S_epi (Figura 154b, en cian) ja que tan

alaS epiblcomala$_epics els prediu el mateix valor d’activitat.

e No prediu gaire bé la cadena tipus epi (Figura 154b, en verd), tot i que els seu

comportament es deu més als anells A i B que no pas a la cadena lateral.
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e Prediu bé la cadena tipus S_homo i acceptablement la cadena tipus bl (Figura 154b,

en blau).

e Es I’tnic model que no promedia Iactivitat de les cadenes tipus homo (Figura 154c,
en groc). Malgrat aquest fet, la dispersi6 en les activitats predites és forca gran.
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'
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4
s 3 3
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% [ 2 5 © 5 9
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Experimental Experimental Experimental
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Figura 154: Grafics d’activitat predita davant d’activitat experimental: (a) sense coloracid,
(b) coloraci6 segons les cadenes laterals tipus, i (c) detall de la cadena tipus homo.

La predictibilitat segons els anells A i B (Figura 155):

Prediu molt bé les 2a,3a-lactones (en vermell).

No és capag de predir les cetones amb funcionalitat diversa a I'anell A (en verd).
L’activitat predita minima es situa al voltant de 1,0, sobreestimant el valor d’activitat
dels compostos menys actius.

El model no és capag de diferenciar entre els dos BRs amb uni6 A/B cis (en taronja)
ja que tan a la hbl_cis com a la hcs_cis els prediu el mateix valor d’activitat.

Es prediu molt bé la 3a-cetona (en rosa), pero les 2a,3a-cetones (en groc) presenten
un comportament divers.

Acceptable prediccié de l'activitat dels 20,3a-BRs que no tenen una funcionalitat
carbonilica en I'anell B (en morat). Dels tres BRs el que pitjor es prediu és I'eter,
pero és degut a que el model sobreestima els compostos menys actius.

Model MVP

CM CM C‘H C‘H
° HO,, /%/014 /%/CM
4 Hdl o
<
3° 2a,3a-lactona
§ °e 2 Ci1 C11
a? o. H Co c,HQ,, Cu
0® 7 . J
e e H Cs HO" X
H X = 0, CH,OH
% : ;s T s A/B cis 2a,3a no cetona

Experimental

Figura 155: Grafics d’activitat predita davant d’activitat experimental: coloraci6 segons
els anells A i B.

-168 /249 -



Discussio de Resultats: QSAR. Part I: Conformacié Activa i QSAR (Model HIP)

6. Model HIP.
6.1. Analisi de Components Principals (PCA).

El primer component principal explica les diferencies entre les cadenes laterals (Figura
156). Aquesta diferencia és deguda principalment al volum de les cadenes laterals. El volum
dels anells C, D i metil en C21 permet separar els 22R,23R-BRs dels 225,23S-BRs. El volum
del metil o etil en C24 permet en el cas dels 22R,23R-BRs separar les cadenes tipus bl i
homo de les epi, i en el cas dels 225,235-BRs separar entre les cadenes S_homo i S_epi.
S’observa una relacié gairebé lineal entre les cadenes laterals, sent les cadenes tipus bl i
homo bastant similars entre si.

Model HIP
OH OH =
5. n, I
°
2 C; OH C, OH
2% o i
5 28 ° epi
9 . e
-15 S50 S D 25 50 75. 100 125 QH ?
[ S ° . B :
° C, OH
-75 o
S_epi

CP1

Figura 156: Model HIP: Crafic d’objectes dels 2 primers components principals.
Coloraci6 segons la cadena lateral.

El primer component principal presenta coeficients al voltant dels grups funcionals
polars. No obstant, aquests no contribueixen a explicar les diferéncies “reals” entre les
cadenes, sin6 que son fruit de la interaccié estructural deguda al fet que tots els
225,235-BRs tenen el diol 20,3a. En la regié del diol de cadena presenta hi ha tan
coeficients positius com negatius, els quals no sén atribuibles a cap cadena lateral sin6 que
sorprenentment sén conseqiencia de la funcionalitat present en Ianell B. Curiosament, la
contribuci6 de I’anell B és molt petita en comparacié amb la resta de models. En la Figura
157 es mostren les contribucions de la brassinolida (2a,30-lactona) i de la castasterona
(20,,3a-cetona) al primer component principal. S'observa que el diol de cadena de la
brassinolida presenta majoritariament coeficients negatius (en blau) mentre que el de la
castasterona presenta coeficients positius (en vermell). També s’observa com la influéncia
del carbonil de I'anell B és petita i coincideix amb el signe (i el color) dels coeficients del
diol de cadena. Per tant es pot concloure que I'anell B queda parcialment descrit través del
diol de la cadena lateral.

castasterona

brassinolida

Figura 157: Contribucions al primer component principal de la brassinolida i la castasterona.
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El segon component principal explica les diferencies en els anells A i B d’acord amb la
sequiéncia 20, 3a-lactones, 2a,30-cetones, 3a-cetona i cetones amb funcionalitat diversa a
I'anell A (Figura 158a).

El tercer component principal explica els BRs amb unié A/B cis (Figura 158b).

Model HIP Model HIP

Cis Cu Cr
HO,, Cia H
75 1@ 100
9 :J Hd. o 73‘ H
25 9 0 N .
2 2 2a,3a-lactona - A/B cis
S c
5 ::anu : ] st 50 75@ 100 125 Cﬁ " g J o N 2
oy s ° Cu Cu 22 ) HQ, .
° 5 50 25 0 289 50 75 100 125
oo $9 7Y "
3 d HO
-75 -50
cP1 cP2
(a) (b)

Figura 158: Model HIP: (a) Grafic d’objectes dels 2 primers components principals.
Coloraci6 segons els anells A i B. (b) Crafic d’objectes del segon i tercer components
principals.

Destacar que entre el primer i el segon components principals les grans caracteristiques
estructurals dels BRs queden perfectament definides i permeten encasellar els compostos
segons la cadena lateral i els anells A i B. A més a més, queden una serie de forats on es
poden situar compostos no inclosos en el model (veure pagina 188).

Sorpren que el model HIP no pugui explicar les les modificacions estructurals en
I'anell B, ja que la principal diferencia amb el MVP és la cadena lateral tipus epi i no pas els
anells A'i B.

A efectes practics, |'explicacié esta en el fet que el carbonil de I'anell B s’explica
parcialment a través del diol de la cadena lateral. Per tant, no ha d’estranyar que el model
no pugui explicar els BRs que no tenen aquest carbonil, ja que els explica majoritariament a
través dels coeficients de la cadena lateral i per aix0 els tracta com si fossin 2o, 3a-cetones.

6.2. Analisi de minims quadrats parcials (PLS).

a) Parametres estadistics.

En el primer model amb els 20 compostos, un compost (hcs eter) presenta un
comportament anomal i es suprimeix. En el segon model, amb 19 compostos, només els
dos primers components principals son interpretables des del punt de vista estructural. A la
Taula 13 es mostren els parametres estadistics del model.
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components | XVarExp XAccum SDEC  r? SDEP g’ (LOO)
0 0,00 0,00 0,90 0,00| 0,95 -0,11
1 18,83 18,83 0,34 0,86 047 0,73
2 4,95 23,78 0,24 0,93| 0,52 0,66
3 8,55 32,33 0,17 0,96| 0,55 0,62
4 9,59 41,92 0,13 0,98| 0,55 0,62
5 2,40 4431 0,09 0,99| 0,57 0,60
6.225 variables

Taula 13: Parametres estadistics del model HIP.

b) Interpretacié dels coeficients.

El primer component principal correlaciona I'estructura dels BRs amb la seva activitat
(Figura 159a). Els coeficients coincideixen amb els del primer i segon components principals
del PCA. Aixi doncs, amb un 19% de la variancia estructural corresponent a les zones
d’interacci6 dels anells A i B, i de la cadena lateral, el model és capag d’explicar un 86% de
I"activitat amb un error de calcul de +0,34, i predir-ne un 73% amb un error de prediccié
de =0,47.

El segon component principal corregeix a la baixa I’activitat dels BRs amb modificacions
estructurals en C5 (unié A/B cis i I'hidroxil en 50 i els BRs sense funcionalitat carbonilica en
C6 (20,30 no cetona) (Figura 159b).

Model HIP - PLS plot (LV1) Model HIP - PLS plot (LV2) .
1"
2 H c, HO" A
s H® OHY
s B ° * A/B cis 5a-OH
8 g 9 > C
§ -15 76 § -40 20 @ JJJ 20 40 M
> > HQ, CM
° 9
°
HO"
° OH
: 2a,3a no cetona
X scores (T) X scores (T)
@ (b)

Figura 159: Model HIP: a) Grafic de correlaci6 interna del primer component principal
i b) Grafic de correlacié interna del segon component principal.

¢) Contribucions a l’activitat.

En el model HIP, cal considerar fins al segon component principal, ja que es pot
interpretar la relacié existent entre ’estructura i I'activitat. El model final explica un 93% de
I"activitat amb un error de calcul de +0,24, i prediu un 66% amb un error de prediccié de
+0,52, fent servir el 24% de la variabilitat estructural.

En la Figura 160 es mostren els coeficients per al segon component principal a +=0,001.
De la interpretaci6 dels mapes de coeficients es conclou:
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Contribucions positives a lactivitat: les 2a,3a-lactones™* amb una major
contribuci6é de I'hidroxil 3a en front del 20, absencia de grups funcionals en 38,
anell C i metil en C21 dels 22R,23R-BRs, i la presencia d’'un metil o etil amb
configuracié S en C24 (cadenes laterals tipus bl i homo).

Contribucions negatives a I'activitat: les cetones sense grups funcionals en 2o i 3a,
els anells B, D i I'extrem final de la cadena lateral dels 22S,235-BRs, i la preséncia
d’un metil amb configuraci6 S en C24 (cadena lateral tipus epi).

Sonda d’aigua Sonda de metil
Figura 160: Coeficients del model HIP. En vermell es mostren les contribucions
positives a |"activitat i en blau les contribucions negatives.

d) Predictibilitat.

En la Figura 167a es mostra el grafic d’activitat predita davant |'activitat experimental. En
conjunt la predictibilitat del model és bona (66%, amb un error de =0,52). No obstant,
quan es representa la predictibilitat en funcié de I’estructura s’observa que hi ha conjunts
de BRs que es prediuen millor que altres. Per a la discussi6 es torna a diferenciar entre els
anells A'i B i la cadena lateral.

La predictibilitat segon les cadenes laterals tipus:

Prediu molt bé les cadenes tipus S_homo i S_epi (Figura 161b, en blau i cian).
Malgrat que l'activitat esta lleugerament subestimada, prediu forca bé la cadena
tipus bl (Figura 161b, en vermell).

Prediu de forma acceptable la cadena tipus epi (Figura 161b, en verd).

Promedia I'activitat de les cadenes tipus homo (Figura 167c, en groc). A excepci6 de
hbl i hcs_2n3b, el valor d’activitat predit per la resta de homoBRs oscil-la al voltant
de 1,99 +0,37.

5558 Recordar que I'anell B s’explica a través del diol de la cadena lateral.
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Figura 161: Grafics d’activitat predita davant d’activitat experimental: (a) sense coloracio,
(b) coloraci6 segons les cadenes laterals tipus, i (¢) detall de la cadena tipus homo.

La predictibilitat segons els anells A i B (Figura 162):

e Prediu molt bé les 2a,3a-lactones (en vermell).

e Prediu bé les cetones amb funcionalitat diversa a I'anell A (en verd).

e Comportament divers de les 2a,3a-cetones (en groc). El salt d’activitat experimental
entre lactona i cetona, no és uniforme i és més acusat en els 22S,235-BRs que en els
22R,23R-BRs. En canvi el salt d’activitat predita és bastant uniforme i més proper al
valor dels 22S5,235-BRs. Per aquest motiu, subestima les 2a,3a-cetones dels
22R,23R-BRs, mentre que prediu correctament les dels 225,235-BRs.

e Es prediu bé la 3a-cetona (en rosa), pero es sobreestima l'activitat dels 2a,3a-BRs
que no tenen una funcionalitat carbonilica en I’anell B (en morat).

e El model no és capag de diferenciar entre els dos BRs amb unié A/B cis (en taronja).

Model HIP Cm . Cﬁ CM
14
° HG, /\x)j/cm H,, Cu
“ HO' o H"
o © o 0
% 3 ° 2a,3 a-lactona cetona no 2g,3x
‘é * Cﬂ C‘H
£ ./JJ.J 2 H)di% ryj/cm HO,, Ciq
®
20 .
©1"e H b Cs HO
OH
’ 0 1 2 3 4 5 A/B cis 2a,3a no cetona

Experimental

Figura 162: Grafics d’activitat predita davant d’activitat experimental: coloracié segons
els anells A'i B.
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7. Conclusions.

7.1. Quantificacio de la diversitat estructural.

El model CONJUNT confirma que les quatre conformacions actives sén diferents entre si.
De totes quatre la més diferent és la conformacié SOR ja que la cadena lateral es posiciona
cap a la cara a. Les conformacions IZR, MVP i HIP sén diferents degut a |'orientacié de
I’hidroxil en C23 i al volum de I’extrem final de la cadena lateral.

Tant el model CONJUNT com els models SQR i IZR confirmen que per les
conformacions actives SQR i IZR els 225,235-BRs son molt diferents dels 22R,23R-BRs, i
inclis sén molt diferents entre si. En les conformacions MVP i HIP les cinc cadenes laterals
tipus son diferents entre si, perd dins d’'un mateix ordre de magnitud.

Es posa de manifest un gran nombre d’interaccions estructurals que afecten als models
en major o menor grau. Aquestes son:
1. Totes les lactones presenten el diol 2a.,3c.
2. Tots els 22S5,235-BRs presenten el diol 2a,3a.
3. EI' 50% dels BRs amb cadena lateral tipus epi representen el 66% de les cetones
sense cap funcionalitat en o en l'anell A.
4. Tots els BRs amb modificacions estructurals en I'anell B presenten la cadena
lateral tipus homo.
5. Tots els BRs sense carbonil en I’anell B presenten el diol 20,30
De totes, la que més influencia té és la primera. S'observa en tots els models i obliga a
veure els anells A i B de forma conjunta d’acord amb la sequéncia 2a,3a-lactona,
2a,3a-cetona i cetones sense funcionalitat en la cara a de I’anell A.
Fins ara sempre s’havia considerat que els BRs tenien tres zones d’influencia: 1) 'anell A,
2) I'anell B i 3) la cadena lateral. No obstant, quantitativament, només hi ha dos zones
d’influéncia: 1) els anells A i B conjuntament i 2) la cadena lateral.

Tots els models coincideixen en senyalar que les caracteristiques estructurals que
diferencien els BRs entre si sén:
e Elsanells AiB d’acord amb la seqiieéncia 20, 3a-lactona, 2a,3a-cetona i cetones
sense funcionalitat en la cara o de I'anell A.
e La uni6 dels anells A'i B (A/B cis o A/B trans).
e Les cadenes laterals tipus. No obstant les semblances i diferencies entre elles
s’expliquen de forma diferent per cada conformacié activa.
Algunes caracteristiques estructurals no queden explicades per igual en tots els models.
Aquests sén els casos de:
a) Les diferéncies estructurals en "anell A. Només el model CONJUNT i el model
IZR diferencien si els hidroxils de I’anell A estan en la cara a o en la cara . En la
resta de models la diversitat estructural de I'anell A s’explica d’acord amb la
interaccié amb I'anell B.
b) Els BRs sense funcionalitat cetona a |'anell B només sén explicats pel model MVP.
c) La diferencia entre lactona o cetona a I'anell B per als BRs amb unié A/B cis
només és explicada en el model IZR.
d) Eldiol de la cadena lateral perd pes en les conformacions MVP i HIP. Es més, en
la conformacié6 activa HIP, I'anell B queda descrit parcialment a través del diol de
la cadena lateral.
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En absencia d’explicacié d’algunes funcionalitats, els models fan les seglients aproximacions
estructurals:
e Els BRs sense funcionalitat carbonilica a I'anell B es comporten com
2a,3a-cetones.
e Abans de formar un grup independent, els BRs amb unié A/B cis es comporten
com 2a,30-cetona encara que |'anell B tingui funcionalitat lactona.
e Els BRs amb un o dos hidroxils en B en I'anell A, es comporten com els que no
tenen cap funcionalitat.
e Lla hcs 2n3a es comporta de forma diferent segons el model. En el model
CONJUNT és comporta com una cetona sense el diol 2a,3a, en els models
SQR, IZR i MVP com una 2a,3a-cetona i només en el model HIP com una
cetona a mig camf entre |'absencia de funcionalitat en o i la doble funcionalitat.

7.2. Relacions estructura-activitat quantitatives segons la conformacié activa.

El model CONJUNT indica que només amb les variacions estructurals dels anells A i B es
pot explicar un 62% de I'activitat i predir-ne un 54% amb un error de prediccié de *0,62.
La cadena lateral no presenta cap contribucié. En la resta de models (SOR, IZR, MVP i HIP)
en els quals la cadena lateral si influeix, s'arriba a explicar més d’un 85% de I'activitat i a
predir-ne al voltant del 70% amb un error de prediccié al voltant de +0,50.

En general els models coincideixen en explicar les contribucions a |'activitat. No obstant,
hi ha diferencies en la forma d’explicar la influencia de la cadena lateral segons sigui la
conformaci6 activa.

Al contrari del que es creia, aquestes no es deuen a tres arees d’influéncia (anell A, anell
B i cadena lateral), sin6 que només es deuen a dos: 1) els anells A i B conjuntament i 2) la
cadena lateral.

Resumint, les contribucions a l'activitat sén:

e Contribucions positives a |'activitat:

1. 2a,30-lactones. En el model HIP, pero sobretot en el model [ZR I'hidroxil 3o
presenta una major contribucié que el 2a.

2. labsencia de grups funcionals en 3.

3. 22R,23R-BRs. Pero mentre en els models SOR i IZR la contribucié positiva és a
través diol de cadena, en els models MVP i HIP ho és a través volum de I'anell C i
del metil C21.

4. cadenes laterals tipus bl i homo degut al volum de metil o etil amb configuraci6 S
en C24. No obstant, la relacié d’aquest volum amb el seu entorn varia segons la
conformaci6 activa.

e Contribucions negatives a |'activitat:

1. les cetones sense grups funcionals en 2a. i 3a.

2. 22S5,235-BRs. Perd mentre en els models SOR i IZR la contribucié negativa és
perque la cadena gira cap a la cara a, en els models MVP i HIP ho és a través del
volum dels anells B, D, i de 'extrem final de la cadena lateral.

3. cadenes tipus epi i S_epi, perd només en els models [ZR i HIP. Pero mentre en el
model IZR la contribucié negativa és a través del volum de l'isopropil terminal,
en el model HIP ho és a través del volum del metil amb configuracié R en C24.
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En conjunt, la predictibilitat dels models és bona (al voltant del 70% amb un error de
prediccio al voltant de +0,50). No obstant, varia considerablement en funcié de I"estructura
i dels models:

e Predictibilitat segons la cadena lateral:

a) el model IZR no ha estat capag de predir correctament la cadena tipus epi.

b) el model MVP no ha estat capa¢ de predir correctament els 225,23S-BRs, en
concret falla en la cadena tipus S_epi.

c) a excepcié del model MVP, els models promedien l'activitat dels BRs amb
cadena lateral tipus homo.

e Predictibilitat segons els anells A i B:

a) tots els models prediuen molt bé les 2a,3a-lactones. L'Gnica excepci6 és la bl en
el model SOR.

b) els models IZR i MVP sobreestimen els valors de les cetones amb funcionalitat
diversa en I'anell A. En canvi, els models SOR i HIP s6n capagos de predir-les
correctament.

c) el model MVP ha estat |"inic capag de predir els BRs sense funcionalitat cetona a
I'anell B.

d) cap model no ha estat capag de predir correctament els BRs amb unié A/B cis.

7.3. Conclusions finals.

Conformacions actives estructuralment diferents han donat lloc a models quantitati-
vament similars, pero qualitativament diferents. Quantitativament similars perqué les parts
dels BRs que correlacionen amb I’activitat sén basicament les mateixes: Anells A i B
conjuntament, i cadena lateral tipus. Qualitativament diferents perque: 1) la manera amb
que cada part i especialment la cadena lateral, contribueix a l'activitat és diferent, i 2)
perque la predictibilitat varia en funcié de |'estructura.

Les conformacions actives SOR i IZR presenten el problema que no es pot justificar en
termes de complementarietat, el reconeixement molecular dels 225,235-BRs per part del
receptor. Per tant, els seus models QSAR es descarten.

El model MVP presenta |'avantatge que és I'inic que explica els BRs sense funcionalitat
carbonilica en I'anell B, tots ells amb el diol 2a,3a i cadena tipus homo. Aixo fa que no
promedii I'activitat dels BRs amb cadena lateral tipus homo. No obstant, aquesta millora és
a costa dels 22S5,235-BRs i de sobreestimar les activitats inferiors a 1,0.

El model HIP t¢ com a Gnic “inconvenient” que promedia |'activitat dels BRs amb
cadena lateral tipus homo. No obstant, aquest fet es deu a que hi ha un bon nombre de
compostos amb cadena lateral tipus homo, les modificacions estructurals dels quals en els
anells A i B no tenen cap influéncia en les contribucions a l'activitat. A més, cal afegir que
els valors d’activitat d’aquests compostos es troben en la zona intermeédia del marge
d’activitats. Per tant, el promig en la prediccié dels seus valors d’activitat no és tan critic
com en un principi pot semblar.

Per tot plegat, es recomana fer servir la conformacié activa i el model HIP per explicar i
predir I'activitat dels BRs.
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PART 11: Models Reduits.

1. Introduccid.

En la discussi6 dels models QSAR (PLS) s’ha posat molt d’émfasi en I'avaluaci6 de la
qualitat dels models en termes de predictibilitat. Aquesta s’ha obtingut mitjancant metodes
de validaci6 creuada, concretament el metode L.O.O. (Leave One Out). Els parametres que
regeixen la discussi6 son la desviaci6 estandard de I’error de prediccié (SDEP) i el coeficient
de correlacié de la prediccié (q*). Aquests métodes sén molt Gtils quan es disposa d’un
reduit nombre de compostos. No obstant, tendeixen a donar estimacions optimistes de la
predictibilitat. Una altre forma d’avaluar la predictibilitat és fent servir el metode de
validacié externa. Aquest metode és Gtil quan es té un elevat nombre de compostos i
consisteix en dividir els compostos en dos grups: 1) “data set” i 2) “test set”. El “data set” es
fa servir per realitzar el model i el “test set” per validar-lo. Aquest métode avalua la
predictibilitat de forma més realista. No obstant, hi ha diversos factors que s’han de tenir en
compte per aplicar-lo correctament: a) Els compostos s’han de distribuir uniformement dins
del marge d’activitat per ambdés grups i b) el resultat depen de quants i quins compostos
s’han assignat a cada grup.

En el tema anterior s’han comparat els models obtinguts amb cadascuna de les
conformacions actives. Els models han treballat amb 20 BRs. A continuacié es proposa fer
servir el resultat de I'analisi de components principals per dividir els 20 BRs en dos grups de
10 BRs. Un es fara servir com a “data set” per fer un model QSAR reduit i l'altre es fara
servir com a “test set” per validar-lo externament i avaluar-ne la predictibilitat. El “data set”
el formen els 10 compostos més descriptius considerant els components principals més
rellevants del PCA i els 10 compostos restants formen el “test set” (Figura 163).

10 BRs
@ PR |:> PLS & QSAR
20 BRs I:> PCA m
g 10 BRs externa

“test set” Predictibilitat

Figura 163: Esquema de la realitzacié dels models reduits per cada conformacié activa.

2. Compostos del “data set” i “test set”.

La Taula 74 mostra els 10 compostos que formen part del “data set” i els 10 del “test
set” per cadascun dels quatre models reduits. Com els resultats del QSAR depenen dels
compostos del “data set” cal veure com es distribueix la informacié estructural en cada
model reduit en relacié amb el model inicial de 20 compostos (Taula 15).

Destacar que el model inicial, ja d’entrada, no és un model equilibrat ja que les
caracteristiques estructurals no es troben en igual proporcié. Els fets més rellevants sén: 1)
dels sis tipus de modificacions estructurals en I'anell A, el diol 2a,3a acapara el 70% dels
compostos, 2) dels cinc tipus de modificacions estructurals en I'anell B, la funcionalitat
cetona acapara el 55% dels compostos i la lactona el 30%, i 3) de les cinc cadenes laterals
tipus, la cadena tipus homo acapara el 50% dels compostos.

Malgrat que el model inicial no esta equilibrat, els models reduits mantenen la
informacié estructural en una proporci6 similar a la del model inicial. Només destacar que
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en el model reduit HIP no hi ha cap representant de la cadena tipus bl ja que es substitueix
la brassinolida (és I"Gnic model reduit que no la selecciona) per la homobrassinolida (és
I"Gnic model reduit que la selecciona).

Model reduit* .
BRs SQR | 1ZR | MvP | mip | o8(dosisn)
bl data set | data set | data set 3,86
cs 3,33
epibl data set data set 2,67
epics data set | data set 2,44
epics_2b3b | data set 0,37
epics_2n3n data set | data set | data set 0,47
S_hbl 2,05
S hcs data set | data set data set 1,27
S _epibl data set | data set | data set | data set 2,24
S_epics data set | data set 1,12
hbl data set 3,07
hbl_cis data set data set | data set 2,45
hcs data set | data set 2,78
hcs_cis data set 1,30
hcs 2n3a data set 2,02
hcs 2n3b data set | data set | data set 1,52
hcs 60Ha | data set data set | data set 1,60
hcs 60Hb data set 1,70
hcs 50H | data set data set | data set 1,71
hcs eter | data set | data set 0,71

* Els compostos que no estan marcats com a “data set” pertanyen al “test set”.
Taula 714: Conjunt de BRs que per cada model reduit formen part del “data set” i del “test set”.

Caracteristica | Model Model reduit
estructural | inicial | SQR | 1ZR [ MVP | HIP

Anells Ai B

20,3 a-lactona 5 3 2 2 3
2a,3a-cetona* 7 3 4 3 3
2a,30 no cetona 3 2 1 2 1
A/B cis 2 1 1 1 1
cetona no 2a,3a 3 1 2 2 2
Cadena lateral

bl 2 1 1 1 0
homo 10 5 4 5 6
epi 4 2 2 2 2
S homo 2 1 1 0 1
S epi 2 1 2 2 1

* Inclou la 3a-cetona”.
Taula 15: Distribucié de la informacié estructural del model inicial i dels models reduits.

També és important que I'activitat es distribueixi uniformement tant en el “data set” com
en el “test set”. La Figura 164 mostra la distribucié de I'activitat de cada grup per cadascun
dels models reduits. S'observa que en el model [ZR-reduit I'activitat dels compostos del
“data set” s'acumula en els extrems del marge d’activitats mentre que en el model
MVP-reduit s’acumula en el centre. En els models SOR-reduit i HIP-reduit l'activitat es
distribueix de forma bastant homogenia entre els dos grups.
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Figura 164: Distribuci6 de l'activitat en cadascun dels models reduits. En verd es
mostra I'activitat dels compostos del “data set” i en blanc la dels del “test set”.

3. Discussio de resultats.

Per a la discussié dels models, només es considera el primer component principal ja que
és el que millor correlaciona I’estructura i l'activitat. Els models SQR-reduit, IZR-reduit i
MVP-reduit expliquen al voltant del 70% de I'activitat amb un error de calcul que oscil-la
entre £0,46 i =0,53. El model HIP-reduit és millor ja que explica el 86% de |’activitat amb
un error de calcul de +0,27.

Per avaluar la predictibilitat es fan servir dos metodes: 1) Validacié interna mitjangant el
metode de validacié creuada L.O.O., i 2) Validacié externa fent servir el “test set”.

En termes de validacié interna, els models SQR-reduit, IZR-reduit i MVP-reduit no han
mostrat cap capacitat predictiva ja que tots ells presenten valors del coeficient de correlacié
de la predicci6 (q?) negatius. Per contra, el model HIP-reduit es capag de predir un 32% de
I"activitat. Aquest valor podria ser superior ja que la major part de 'error de predicci6 es
deu al compost epics_2n3n. Aquest és el de menor activitat i I'inic que no presenta un
hidroxil en I'anell A. Degut al propi meétode de validaci6 creuada, el model on aquest
compost es queda fora no considera |’abséncia de funcionalitats com un fet rellevant i per
tant li sobreestima enormement la seva activitat.

En termes de validacié externa, els models SQR-reduit, MVP-reduit i HIP-reduit no han
mostrat cap capacitat predictiva ja que tots ells presenten desviacions estandard de I'error
de predicci6 molt elevades (SDEP oscil-la entre =0,71 i =0,89). Tots ells tendeixen a
promediar |'activitat dels compostos del “test set”. Per contra, el model [ZR-reduit presenta
un valor de SDEP de *0,52, comparable a I'obtingut en els models amb 20 compostos.
Aquest bon resultat, pero, té trampa. Aquest model s’ha realitzat amb compostos dels
extrems del marge d’activitat. La major part dels compostos del “test set” sén els que tenen
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un valor d’activitat més proper al promig, el qual és el valor que el model prediu. Per tant,
el valor de SDEP és enganyosament baix.

4. Conclusions.

4.1. Conclusions particulars de I’estudi.

El model HIP-reduit és el millor dels quatre models reduits tant en I'explicacié de les
dades d’activitat com en la seva prediccié mitjancant validacié interna. Amb només 10
compostos, explica un 86% l'activitat dels compostos i comenca a predir-la de forma
acceptable amb un 32%. Quan es dobla el nombre de compostos, i per tant se li aporta
més informacié estructural, el model (Model HIP) arriba a explicar el 93% de I'activitat i a
predir el 66%.

A mesura que els models han augmentat el nombre de compostos, la predictibilitat ha
augmentat considerablement. No obstant, la informacié estructural present en el model
inicial i en el model reduit s’ha mantingut proporcionalment. Aixo implica que I"augment
en la predictibilitat no ha de ser igual per tots els compostos, la qual cosa encaixa
perfectament amb les observacions fetes en el tema anterior on la predictibilitat variava en
funcié de determinades caracteristiques estructurals.

4.2. Conclusions generals de I'estudi.

Sén necessaris els 20 compostos per a que el model QSAR presenti una bona
predictibilitat. Aixd comporta que la predictibilitat només es pugui avaluar amb metodes de
validaci6 interna, amb les limitacions que aixd comporta.

Per millorar la predictibilitat del model és necessari augmentar el nombre de compostos
presents en el “data set”. No obstant, aquest augment de compostos ha d’anar orientat a
equilibrar estructuralment el model per tal que la predictibilitat estigui homogéniament
repartida per totes les caracteristiques estructurals dels BRs i evitar que en la prediccié hi
hagi conjunts de BRs que es prediguin millor que altres.
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PART I111: Model HOMO.

1. Introduccid.

En el tema anterior s’ha vist com de les cinc cadenes laterals tipus, el 50% dels BRs del
model té la cadena tipus homo. Aquest fet no és casualitat, ja que la Seccié d’Esteroides de
I'IQS s’ha dedicat especialment a la sintesi d’analegs homobrassinoesteroides (cadena tipus
homo) i 22S,235-homobrassinoesteroides (cadena tipus S_homo). Tots dos s’obtenen a
partir I'estigmasterol (Figura 165a) mitjangant sintesi parcial.

La sintesi d’analegs epibrassinoesteroides (cadena tipus epi) i 22S,23S-epibrassinoeste-
roides (cadena tipus S_epi) es realitza a partir de "ergosterol (Figura 165b), el qual també és
comercial. La sintesi és similar a la dels homobrassinoesteroides, perd amb una etapa més,
la reducci6 selectiva del doble enllag A” de I'anell B.

La sintesi parcial de la brassinolida i els seus analegs (cadena tipus bl) hauria de partir del
brassicasterol (Figura 165c). No obstant, aquest compost no és un compost abundant i no és
comercial. La major part de les sintesis descrites parteixen de I’estigmasterol i degraden la
cadena lateral per obtenir |'aldehid en C22. A partir d’aquest es construeix especificament
la cadena de la brassinolida i posteriorment es funcionalitzen els anells A i B.

(@) estigmasterol (b) ergosterol (c) brassicasterol
Figura 165: Productes de partida en la sintesi parcial de BRs.

Anteriorment s’ha vist que, en general, els models tendeixen a promediar I'activitat dels
homoBRs. Aix0 es deu a que els models calculen i prediuen l'activitat segons la cadena
lateral tipus i els anells A i B en la seqliencia tipica (2a,30a-lactona, 2a,30-cetona i cetones
sense funcionalitat en la cara a de I'anell A) sense contemplar ni els BRs amb unié A/B cis ni
els 2a,3a-BRs sense carbonil en I'anell B. Només el model MVP es capag d’explicar i predir
I"activitat dels homoBRs.

A continuaci6 es realitza un model on només es consideren els BRs amb cadena tipus
homo. Aixo perme treure la influéncia que la cadena lateral exerceix en el model i
incorporar nous analegs amb una gran diversitat funcional en I'anell A, amb la qual cosa
s’espera trencar la tendéencia de 2a,3a-lactona, 2a,3a-cetona i cetones sense funcionalitat
en la cara a de l'anell A.
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2. Model HOMO.

2.1. BRs del “data set”.

Per raons cronologiques, en el model HOMO es va fer servir la conformacié activa MVP.
No obstant, i sense que serveixi de precedent, en la realitzaci6 d’aquest model la
conformaci6 activa és irrellevant ja que només hi ha una cadena lateral tipus comuna per
tots els compostos.

El model HOMO conta amb 25 homoBRs, els quals només es diferencien entre si per les
modificacions estructurals dels anells A i B (Figura 166). Dels 25 homoBRs, 10 ja estaven
presents en el model MVP, mentre que 15 s6n nous. Aquests incorporen noves

funcionalitats com sén cetona,"” fluor,”*""® brom'” i azida.

115,117,119,120

En la Figura 167 es representa |activitat dels BRs del model HOMO en ordre decreixent i
la distribucié d’aquests valors dins del marge d’activitats. S’observa que la distribucié dels
valors d’activitat no és uniforme i bona part d’aquests valors es concentren al voltant de
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Figura 166: Anells A i B dels BRs del “data set” dels model HOMO i valor d’activitat
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Activitat dels BRs del Model HOMO Distribuci6 dels valors d'activitat
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Figura 167: Activitat dels BRs del model HOMO i distribuci6 dins del marge d’activitats.

2.2. Analisi de components principals (PCA).

Entre el primer, el segon components principals s’expliquen principalment els BRs amb
funcionalitat azida, les quals sén molt diferents a la resta de BRs. També s’explica I'anell B
diferenciant les funcionalitats lactona i cetona entre si (Figura 168a). En total s’observen
quatre grups: a) 3a-azides amb funcionalitat cetona, b) 3a-azides amb funcionalitat lactona,
c) BRs amb funcionalitat cetona, i d) BRs amb funcionalitat lactona més BRs amb unié A/B
cis. Aquests es troben explicats dos a dos en els components principals. Destacar certes
particularitats:

e lgual que passa en el model HIP, I'anell B queda descrit a través del diol de la

cadena lateral.

e Al contrari que passa en els models amb les cinc cadenes laterals tipus, els BRs amb
unié A/B cis sén més similars als BRs amb funcionalitat lactona, que no pas amb
funcionalitat cetona.

El tercer component explica I'anell A dels BRs d’acord amb la seqtiéncia 2a,3a-cetona,
cetona amb una funcionalitat en la cara a de l'esteroide, ja sigui 200 0 3a, i cetona sense
grups funcionals en la cara a de I'esteroide (Figura 168b).

El quart component principal explica, precisament, la diferencia entre els BRs amb
funcionalitat lactona a I'anell B i els BRs amb unié A/B cis (Figura 169a).

Entre el cinqué i el sise components principals s’explica la diversitat de I’anell A (Figura
169b). Concretament s’expliquen les diferencies en la cara B de I'esteroide d’acord amb la
seqliencia 2f3,3B, 3B i sense funcionalitat en I'anell A. El sise component també explica les
diferencies en la cara a d’acord amb si té una funcionalitat en 2a 0 en 3a.
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Figura 168: Model HOMO: (a) Grafic d’objectes dels 2 primers components principals.
(b) Grafic d’objectes del tercer i quart components principals.

Model HOMO
c
. 1 C1A
75
& b
50 °® X (0]
. ® 0
¥ . ? lactona
o -1p5 -100 -75 -50 '25J ‘/OJJZS 50 76
&9 °
® H c
50 ~ 9
-75 Hﬁcﬁ
., H
cP1 A/B cis

(@)

Model HOMO
(\y/cg

iicg 5:7'10)\/\ ge H N
Cs — t ’ q ﬁ

9 ® H 06
P °
O % %o 2 50 7 2ﬂ,3ﬂ
© Q5 Y ®
®
dcg w N (\'[c
Ce 5 i
_ CP5 H %
X = OH. F. N 2a
(b)

Figura 169: Model HOMO: (a) Grafic d’objectes del primer i quart components
principals. (b) Grafic d’objectes del cinqué i sise components principals.

De les noves funcionalitats afegides (cetona, fluor, brom i azida) el model només és
capag d’explicar les azides. No obstant, les tracta com una funcionalitat especial. Formen
un grup per si soles i només es diferencien entre si per I'anell B. Els fluors en 2o 0 3a els
tracta com hidroxils, el brom en 3 el tracta com hidrogen, i la cetona en C2 la tracta com
I’hidroxil 20.. Malgrat haver fet servir la conformacié activa MVP, el model HOMO no és
capag d’explicar els BRs sense funcionalitat carbonilica en I'anell B i els tracta com si

tinguessin una cetona.

S’ha realitzat un analisi de components principals suprimint del “data set” els 4 BRs amb
funcionalitat azida. El primer component explica les diferencies en Ianell B i diferencia dos
grups: a) BRs amb funcionalitat lactona a I'anell B més BRs amb unié A/B cis, i b) BRs amb
funcionalitat cetona a I’anell B. Els segiients components expliquen els BRs amb uni6 A/B
cis, i la distribucié de funcionalitats en I'anell A de la mateixa forma que en el model que
s’acaba d’explicar. Aixo reforga la impressié que les azides sén un grup estrany.
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2.3. Analisi de minims quadrats parcials (PLS).

a) Parametres estadistics.

A la Taula 16 es mostren els parametres estadistics del model HOMO.

components | XVarExp XAccum SDEC  r? SDEP g’ (LOO)
0 0,0 00 0,79 000]| 0,83 -0,09
1 12,7 12,7 0,58 0,47| 0,81 -0,04
2 7.9 20,6 0,40 0,74| 0,90 -0,27
3 8,4 291 0,24 0,91| 0,87 -0,21
4 11,2 402 019 095| 0,81 -0,04
5 6,1 46,3 0,15 0,96| 0,74 0,13
18.862 variables

Taula 16: Parametres estadistics del model HOMO.
El primer component només és capag d’explicar un 47% de I'activitat amb un error de
calcul de =0,58. El model té una capacitat predictiva nul-la ja que el coeficient de

correlacié de la prediccié (q*) és negatiu.

b) Contribucions a l’activitat.

En la Figura 170 es mostren els coeficients per al primer component principal a +0,001.
De la interpretacié dels mapes de coeficients es conclou:
e Contribucions positives a |'activitat: les 2a,3a-lactones, absencia de grups funcionals
en 2f pero sobretot en 3B, abséncia de funcionalitat en 5a.
e Contribucions negatives a |'activitat: les cetones sense grups funcionals en 2o i 3a.

Sonda d’aigua Sonda de metil
Figura 170: Coeficients del model HOMO. En vermell es mostren les contribucions
positives a |"activitat i en blau les contribucions negatives.

Exceptuant alguna petita diferéncia, les contribucions a l'activitat dels anells A i B s6n les
mateixes que s’obtenien en els models amb les cinc cadenes laterals tipus. El model no és
capag d’explicar I'activitat ni de les noves funcionalitats afegides, ni de la distribucié de
funcionalitats en I"anell A, ni dels BRs sense funcionalitat carbonilica en I'anell B.

¢) Predictibilitat.

En la Figura 177 es mostra el grafic d’activitat predita davant l’activitat experimental.
Com ja s’ha comentat, la predictibilitat és nul-la. De fet, el model promedia les dades
d’activitat al voltant de 1,5. Aquest fet és consequiéncia de que I'activitat experimental dels
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BRs no és homogenia i esta distribuida al voltant d’aquest valor (Figura 167, pagina 183).
Llavors, el model no té la necessitat d’explicar bona part de la diversitat estructural
incorporada pels nous BRs. Posteriorment, com no explica aquesta diversitat estructural, el
model promedia I’activitat predita al voltant de 1,5 i es tanca el cercle.

Model HOMO

Predit - LV1
[
o0
[J

Experimental

Figura 171: Model HOMO: Activitat predita davant activitat experimental.

3. Conclusions.

3.1. Conclusions particulars de I'estudi.

De les noves funcionalitats afegides (cetona, fluor, brom i azida), el model només explica
els BRs amb funcionalitat azida. No obstant, els explica com un grup a banda, independent.
El comportament de les funcionalitats cetona i fluor és similar a un hidroxil, i el de la
funcionalitat brom a un hidrogen. El comportament dels BRs sense carbonil a I'anell B és
similar als que tenen un carbonil.

El model HOMO ha aconseguit explicar la variabilitat dels anells A i B per separat, sense
interaccions. Primer, explica la diferéncia en I'anell B segons els BRs tinguin funcionalitat
lactona o cetona. En segon lloc, explica les cetones segons tinguin dos, una o cap
funcionalitat en la cara a de I'anell A. En tercer lloc, explica la diferéncia entre els BRs amb
funcionalitat lactona i els que tenen la unié A/B cis. Finalment, explica la distribuci6é de
grups funcionals en Ianell A independentment de la funcionalitat en I'anell B.

L’augment de la variabilitat en I’anell A porta associat un augment de valors d’activitat
situats en la zona intermedia. Aixo fa que, més enlla de la seqiiéncia 2a,3a-lactona,
20, 30-cetona i cetones sense funcionalitat en la cara o de I'anell A, no hi hagi cap relaci6
quantitativa, entre la variabilitat en I’anell A i I’activitat.

3.2. Conclusions generals de I’estudi.

Aquest estudi dins del conjunt global de la tesi suggereix que per tenir una millor
informaci6 sobre I'anell A és necessari augmentar racionalment el nombre de compostos.
Cal incloure BRs amb modificacions estructurals a I’anell A per les cinc cadenes laterals
tipus, evitant interaccions estructurals entre els anells i les cadenes laterals.
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PART IV: Model 1 ug/vlanta:

1. Introduccid.

En la bibliografia, sovint es confonen els termes “activitat” i “resposta” i es parla
d’activitat quan s’hauria de parlar de resposta. La resposta és |'efecte que s’aconsegueix en
realitzar el bioassaig a una concentracié o dosi determinada. L'activitat és quelcom més
complex i esta relacionada amb la dosi a la qual la resposta és el 50% de la resposta
maxima, LDsy, (pagina 53). La confusié entre els dos termes radica en el fet que els
compostos que presenten una resposta elevada a una determinada dosi s6n actius i per
tant, hi ha la tendéncia d’associar resposta a activitat.

El estudis QSAR es recomana fer servir la dada d’activitat (LDsy,) per establir la
correlacié. Aquest valor, perd, no sempre esta disponible i en substituci6, s'utilitza la
resposta a una dosi concreta. Com s’explicara tot seguit, considerar l'activitat o la resposta
no és indiferent al QSAR ja que segons si es fa servir una dada o |'altre es donen solucions a
preguntes diferents. Per il-lustrar-ho, a continuacié s’exposen dos casos en el camp dels BRs
on activitat i resposta presenten incompatibilitats entre si.

e C(Cas1:

Els BRs amb la cadena lateral saturada, o amb un sol hidroxil (Figura 7172) serien uns
bons candidats per ampliar el conjunt de BRs dels models, ja que augmentarien la diversitat
estructural en la cadena lateral, ampliant el marge de coneixement en aquesta zona. Cap
d’aquestes modificacions de cadena es troba present en els models, per tant la predicci6 de
I"activitat d’aquests analegs comporta una extrapolacié.

HO, HO,,

Ho" HO"
O O O
hcs_22n23n hcs_2n3n_22n23n epics_22n23n

O
S_hcs_23n S_hcs_22n

Figura 172: BRs amb cadena lateral saturada o amb un sol hidroxil.

En el cas de la hcs 2n3n_22n23n, epics_22n23n i S_hcs_22n el model HIP els prediu
unes activitats (—log(dosisa,)) entre 0,9 i 1,7. Aquests valors signifiquen que a 1 pg/planta les
respostes haurien d’estar entre 802 i 902. No obstant, les seves respostes oscil-len entre 12 i
289. Per tant, el model QSAR prediu com actius compostos que no ho son.
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En el cas de la hcs 22n23n, el model HIP li prediu una activitat (—log(dosisg,)) de 2,35.
La seva activitat experimental és de 0,73. Tot i que el compost és actiu i el model el prediu
com a tal, la seva activitat predita expressada com a dosi al 50% és 40 vegades superior a la
real.

El cas de la S_hcs_23n, és I"excepci6. El model HIP li prediu una activitat (—log(dosisgy,))
de 0,82 i la seva activitat experimental és de 0,50. Tot i que la diferéncia és moderada
(+0,32), esta dins dels marges d’error de la prediccié del model (=0,52).

En aquest primer cas, en el qual la prediccié comporta una extrapolacid, s'observa que
en general, el model tendeix a sobreestimar I'activitat. Aquesta sobreestimacié porta a
considerar actius els tres compostos que son inactius i com a molt actiu un compost que és
moderadament actiu.

e (as 2:

Igual que en el cas anterior, els BRs S_epics_2b3b i S_epics 2n3n també serien uns bons
candidats per ampliar el conjunt de BRs dels models, ja que ajudarien a reduir la proporcié
de cadenes laterals tipus homo i augmentarien el nombre de BRs amb funcionalitat diversa
a 'anell A. Aquests dos analegs seran facilment acceptats pel model ja que tenen un lloc
assignat dins |'espai dels objectes del PCA del model HIP (Figura 173), per tant la predicci6
de l'activitat d’aquests analegs comporta una interpolacié en el model.

L'activitat predita de tots dos (—log(dosisy,)) esta al voltant de —0,20. Tot i que l'activitat
és inclus inferior a I'activitat més baixa present en el model (0,71 de I'hcs_eter) és coherent
amb la interpretacié dels coeficients. El valor predit significa que a 1,5 pg/planta les
respostes de tots dos compostos haurien d’estar al voltant de 452. Les seves respostes a
1 pg/planta estan al voltant dels 52. Degut a la limitacié del bioassaig (pagina 198) es
desconeixen les respostes a 1,5 pg/planta i en conseqiiencia no es pot corroborar si la
prediccio feta pel model és encertada o no.

Model HIP Model HIP N \ (
™ B MK TN\
2 ‘ 9 <
9 9
2 9 50
2 9 25 i
o) * ) 2
o 22 ° & 2 2
G 50 o 75 @ 10 1 o . 0 u 25 0 @ 0 1
@y % ® 2y % ®
° L ]
0 50
L ) e
75 -75
CP1 CP1
\
(a) (b)

Figura 173: Situacié dels BRs S_epics_2b3b i S_epics_2n3n dins dels grafics d’objectes
dels 2 primers components principals del model HIP: (a) Coloracié segons cadena
lateral tipus i (b) coloracié segons els anells A i B.

En aquest segon cas, en el qual la prediccié comporta una interpolacié, el model prediu
un valor d’activitat coherent. No obstant, la prediccié xoca amb la limitacié del bioassaig i
experimentalment no és possible corroborar si el compost és actiu tal com es preveu segons
el model, o és inactiu tal com es dedueix d’unes dades experimentals limitades.
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En els dos casos anteriors, s’ha vist com el model QSAR no és capag d’explicar l'activitat
(—log(dosisey)) de BRs que tenen una baixa resposta (1 pg/planta). La rad és que al model se
li esta preguntant quelcom que no pot resoldre.

Els models QSAR anteriors correlacionen |'estructura amb el valor d’activitat
(—log(dosisgy) 0 LDsyy). Aquesta dada descriu I'afinitat per substrat del receptor. Per tant, els
coeficients dels models expliquen els requeriments estructurals per a que un compost actiu
sigui més o menys actiu. Tots els compostos presents en els models QSAR sén actius, en
major o menor grau, i tots ells presenten una resposta maxima a una dosi suficientment
elevada. Els compostos amb una resposta baixa o inactius sén ignorats pel simple fet que no
es pot determinar el seu valor d’activitat. Per tant, a aquests models no se’ls pot preguntar
per la resposta dels compostos inactius perquée no tindra “resposta”.

L'activitat o inactivitat d’'un compost ve determinada per |'especificitat per substrat del
receptor vers aquest compost, la qual es descriu a través de la resposta a la concentracié
maxima aplicable. Un model que correlacioni I'estructura amb la resposta sera capag
d’explicar els requeriments estructurals que fan que un compost sigui actiu o inactiu.

Fins aquest moment, tots els models QSAR han correlacionat |'estructura dels BRs amb el
seu valor d’activitat (—log(dosisy,)) donant explicacié a I'afinitat per substrat. A continuaci6
es realitzara un model QSAR que correlacioni I'estructura dels BRs amb la resposta a
1 pg/planta per donar explicacié a I'especificitat per substrat (Figura 174).

Corbes dosi-resposta

—log(dg

OL-OLCONTROL

g? planta
-30

log(dosi)

Figura 174: Corbes dosi resposta dels BRs: Resposta a 1 pg/planta i dades
d’activitat expressades com a —log(dosi,s.).

2. Model a 1 pg/planta.

2.1. BRs del “data set” i resposta.

La Taula 77 mostren els BRs que formen part del model organitzats en ordre decreixent
segons la resposta a 1 pg/planta. Per a la realitzaci6 del model QSAR s'utilitza la
conformacié activa HIP.

Fer servir la resposta a 1 pg/planta enlloc de I'activitat (~log(dosisgy,)) permet incloure 53
BRs en el model. S'augmenta el nombre de compostos amb cadenes laterals tipus epi,
S_homo i S_epi. S'augmenta també el nombre de BRs sense el diol 2a,3a en I'anell A.
S’incorporen BRs amb un hidroxil o en C11 i BRs amb cadenes laterals sense el diol en
C22,C23. De moment no s’incorporen els BRs amb fluor o azida.
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BRs 1 pg/planta BRs 1 pg/planta BRs 1 pg/planta
hbl 116 S hcs 75 hcs 2n3n 22n23n 28
bl 114 S_epibl 74 hcs 2n3Br 50H 24
cs 103 hcs 60Hb 74 epics_2n3b_23n 24
epics_2n3b 101 hcs 2n3b 74 S hcs 22n 22
hcs 2CO3n 99 hcs 2n3n 73 S_epics_2n3b_110H 22
hbl_cis 98 hcs 2b3b 72 S_epics_2n3b 50H 21
S hcs 23n 93 epics_2n3n 72 S hcs 2CO3n 18
hcs 92 S_epics 67 S hcs 2n3Br 9
hcs 2a3n 88 epibl_110H 65 S_epics_110H 8
epibl 88 S_epibl 110H 64 epics_2n3b _22n 7
hcs 2n3a 85 epics_2b3b 64 S_epics_2b3b 6
hcs cis 84 hcs 60Ha 62 S_epics_2n3n 5
epics_110H 82 hcs_eter 57 S hcs 2n3Br 50H 4
hcs 50H 81 S hcs 2a3n 56 hbl 2n3n_22n23n 4
S_hbl 80 S hcs 50H 45 S hcs 2n3b 50H 3,7
hcs 22n23n 79 hcs 2n3Br 42 epics 22n23n 1
epics 79 hbl 2b3b 36 S hcs_eter -2
epics_2n3b_110H 76 hcs 2b3b 50H 31

Taula 17: Conjunt de BRs presents en els models. Nom i resposta a 1 pg/planta.

2.2. Reducci6 de compostos.

En el model inicial, dos compostos presenten un comportament anomal i es suprimeixen
del model. En reduccions successives es suprimeixen fins a 12 BRs els quals es poden
classificar en sis grups:

a) 22R,23R-BRs que sense tenir cap grup funcional en la cara a de I'anell A presenten una

resposta molt elevada: epics_2n3b (1019), epics 2n3b_11OH (769) i hcs_2n3n (739).

b) BRs que sense tenir el diol de cadena presenten una resposta molt elevada: S_hcs 23n

(939).

c) BRs que tenint el diol 20,30 presenten una resposta molt baixa: S_epics_1TTOH (89) i

epics_22n23n (19).

d) BRs amb una funcionalitat eter en I'anell B: hcs_eter (579) i S_hcs_eter (-29).
e) BRs on la funcionalitat lactona en I'anell B presenta una resposta menor que la

funcionalitat cetona: epibl_1TOH (652), hbl_2b3b (362) i hbl_2n3n_22n23n (49).

f)  BRs que simplement es surten de la tendéncia: hcs_2n3Br (429).

2.3. Analisi de minims quadrats parcials (PLS).

a) Parametres estadistics.

Finalment es realitza un model amb els 41 compostos. Només els dos primers
components principals sén interpretables des del punt de vista estructural. A la Taula 18 es
mostren els parametres estadistics del model.
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components | XVarExp XAccum SDEC  r? SDEP g’ (LOO)
0 0,0 0,0 33,8 0,00 34,6 -0,05
1 29,0 29,0 9,9 091 11,2 0,89
2 11,3 40,3 73 095 9,6 0,92
3 5,4 456 56 0,97| 9,5 0,92
4 3,1 48,7 4,1 098] 9,8 0,92
5 3,9 52,7 32 099 98 0,92
2.578 variables

Taula 18: Parametres estadistics del model a 1 pg/planta.

b) Interpretacié dels coeficients.

El primer component principal correlaciona I’estructura dels BRs amb la seva resposta a
1 pg/planta (Figura 175a). Amb un 29% de la variancia estructural corresponent a les zones
d’interaccié dels anells A i B, el diol de cadena lateral i el volum dels anells C, D i metil
C21, el model és capag d’explicar un 91% de la resposta a 1 pg/planta amb un error de
calcul de =109, i predir-ne un 89% amb un error de prediccié de =112,

El segon component principal corregeix a I'alga els 2a,30,225,235-BRs i a la baixa els
22R,23R-BRs sense cap funcionalitat polar en a de I'anell A (Figura 175b).

En el grafic d’objectes dels dos primers components principals, s'observen 6 grups ben
definits en funcié del nombre d’hidroxils en o de I"anell A i de si sén 22R,23R o 22S,23S.
En funci6é del nombre d’hidroxils en o de I'anell A es formen tres grups: a dalt a l'esquerra
els BRs amb cap hidroxil en «a, a baix a la dreta els BRs amb dos hidroxils en o, i enmig
queden els BRs que tenen un hidroxil en a i els BRs amb uni6é A/B cis. En funcié del diol de
la cadena lateral s’agrupen a dalt a la dreta els 22R,23R-BRs i a baix a I'esquerra els
22S,235-BRs. Malauradament, el grup de BRs sense diol en la cadena lateral no queda ben
explicat i els compostos es distribueixen aleatoriament.

Model 1 ug/planta - PLS plot (LV1) Model 1 x g/planta - PLS scores

-BRs amb 2a 0 3a, A/B cis
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Figura 175: Model a 1 pg/planta: a) Grafic de correlacié interna del primer component
principal i b) Grafic d’objectes per als dos primers components principals.
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¢) Contribucions a l'activitat.

En el model a 1 pg/planta, cal considerar fins al segon component principal, ja que es
pot interpretar la relacié existent entre |'estructura i I'activitat. El model final explica un 95%
de la resposta a 1 pg/planta amb un error de calcul de =79, i prediu un 92% amb un error
de predicci6 de =109, fent servir el 40% de la variabilitat estructural.

En la Figura 176 es mostren els coeficients per al segon component principal a +=0,001.
De la interpretaci6 dels mapes de coeficients es conclou:

e Contribucions positives a la resposta a 1 pg/planta: el diol 2a,3a, un carbonil a
I"anell B amb una major contribucié del carbonil de la lactona, el diol de la cadena
lateral, I'abséncia de grups funcionals en 3, I'absencia de grups funcionals en 5a, i
I’anell C i metil en C21 dels 22R,23R-BRs.

e Contribucions negatives a la resposta a 1 pg/planta: I'absencia de grups funcionals en
20 i 3a, algunes parts del carbonil de les cetones en I'anell B, els anells B i D dels
22S,235-BRs, i Iabséncia de grup funcional en C22.

e Contribucions nul-les a la resposta a 1 pg/planta: la zona d’interaccié de I’hidroxil en
50, I'hidroxil en C11, i les cadenes laterals tipus més enlla de la distinci6é entre
22R,23R-BRs i 225,235-BRs.

Sonda d’aigua Sonda de metil
Figura 176: Coeficients del model a 1 pg/planta. En vermell es mostren les
contribucions positives a la resposta a 1 pg/planta i en blau les contribucions negatives.

d) Predictibilitat.

En la Figura 177 es mostra el grafic de resposta predita a 1 pg/planta davant de resposta
experimental. La predictibilitat del model és molt bona (92%, amb un error de =102). No
s’observa cap dependencia entre la predictibilitat i ’estructura dels BRs.

Model 1 u g/planta

100 'Y ‘
°
80 o
S ¢
o] 60 °
3 °
B e ®
[
Y
20
0 20 40 60 80 100 120
Experimental

Figura 177: Model a 1 pg/planta: Crafic de resposta predita
davant de resposta experimental.
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3. Conclusions.

El model a 1 pg/planta descriu 'especificitat per substrat, explicant els requeriments
estructurals que fan que un BRs sigui actiu o inactiu. El model HIP descriu I'afinitat per
substrat, explicant els requeriments estructurals que fan que un BRs actiu sigui més o menys
actiu.

Es proposa el segiient protocol per predir I'activitat dels BRs: Amb el model a 1 pg/planta
és prediu la resposta a 1 pg/planta. Si aquesta és superior a 30, es considera que el BR pot
presentar activitat com a promotor del creixement vegetal. En aquest cas, amb el model HIP
es prediu l'activitat expressada com el —log(dosis,). Caldra desconfiar del valor en el cas
que la resposta sigui baixa i l'activitat elevada.
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1. Introduccio.

Com s’ha vist en el tema dels androstans, un dels objectius dels models QSAR és poder
predir I'activitat de compostos no sintetitzats. Si l'activitat predita resulta interessant,
s'aborda la seva sintesi i sin6 es descarta. Aixd permet estalviar un gran esforg sintetic. Com
s’ha vist en el tema anterior, la capacitat predictiva dels models es mesura a través de dos
parametres: el coeficient de correlacié de la prediccié (q°) i la desviacié estandard de I'error
de predicci6 (SDEP). Precisament aquest Gltim correspon a I’error de prediccié del model.

En el cas dels BRs es tenen dos models QSAR complementaris. El model a 1 pg/planta
que prediu la resposta a 1 pg/planta amb un error de =102 i el model HIP que prediu
I"activitat com —log(dosisyy,) amb un error de £0,52. Seria molt interessant coneixer |’error
experimental tan de la resposta a 1 pg/planta com de I'activitat, per comparar-lo tan amb
I'error de calcul (desviacié estandard de l'error de calcul, SDEC) com amb lerror de
predicci6 dels dos models.

A continuaci6 s’explica I'obtenci6 de I'activitat experimental dels BRs fent servir el test
d’inclinacié de la lamina d’arros.

2. Test d’inclinaci6 de la lamina d’arros.

2.1. Protocol.

El protocol del test d'inclinacié de la lamina d’arros (RLIT) que actualment es segueix al
Laboratori d’Esteroides de I'lQS consta de quatre etapes (Figura 178):°97:118:201205

1. Germinaci6: Es submergeixen les llavors d’arros en aigua desionitzada i es tenen 48
hores en un una cambra de cultiu a 302 i un fotoperiode de 16 hores de llum i 8 de
foscor.

2. Sembra: Es planten les llavors germinades en un gel d’agar-agar 0,5% posant la
radicula cap amunt en contacte amb la superficie. Es col-loquen en un recipient que
manté la humitat relativa al voltant del 90% i es tenen 48 hores en un una cambra
de cultiu a 302 i un fotoperiode de 16 hores de llum i 8 de foscor.

3. Aplicacié: En el nus de desenvolupament de la segona lamina, s’injecten 0,5 pl
d’una dissolucié de BR en etanol 95%. Les plantes es tenen 48 hores en un una
cambra de cultiu a 302 i un fotoperiode de 24 hores de foscor.

4. Mesura: Es talla la planta i de seguida es dibuixa sobre un paper I'angle format per
I'anvers de la fulla i la tija. Amb un transportador d’angles es realitza la mesura final.

En cada experiment, el nombre de plantes a les quals s’aplica una mateixa dosi de BR

oscil-la entre 10 i 15. A més a més, es reserven un nombre similar de plantes on s’aplica
homocastasterona (hcs) a 1 pg/planta que serveixen com a referéncia interna, i un altre
nombre similar de plantes sense tractar que serveixen de control.

Control

Figura 178: Esquema del test d'inclinacié de la lamina d’arros.
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2.2. Fonts d’error i limitacions del test.

Existeixen una serie de factors que poden influir en la dispersié dels resultats. Aquests
poden ser deguts a la propia metodologia del bioassaig (factors extrinsecs) i/o propis de la
planta d’arros (factors intrinsecs):

a) Factors extrinsecs: experimentador, envelliment de les llavors, condicions de la
cambra de cultiu (lum, temperatura i humitat relativa), aplicacié de la dosi
correcte (errors en la pesada, dissolucid, pressa de mostra, injecci6 i variacié de
la concentraci6 per evaporaci6 del dissolvent), mesura de l'angle, etcetera.

b) Factors intrinsecs: la dispersié deguda al propi creixement de les plantes.

Els factors extrinsecs es controlen amb la resposta de la homocastasterona a 1 pg/planta,
mentre que els intrinsecs es controlen amb la resposta del control.

La gran limitaci6 del bioassaig és que dificilment es poden aplicar dosis superiors a
1 pg/planta. Aixo és degut a la falta d’assimilacié del BR per la planta, arribant a observar-se
una taca blanca en el punt d’aplicacié. Ocasionalment s’han arribat a aplicar dosis de

2 pg/planta.
2.3. Tractament estadistic de les dades.
Es realitza a dos nivells: 1) en cada experiment i 2) en cada repetici6 de I'experiment.

1) Tractament estadistic en cada experiment.

S’ordenen per ordre creixent les respostes, es a dir els angles, de cada BR. Es
suprimeixen els valors extrems (maxim i minim) i es calcula la mitjana (X;, equacié 5) i la
desviaci6 estandard (o, equacio 6).

Ni
: :xn
n=1 .2
=— ; equacio 6: o, =
i 4 i
N,

1

equacio 5:

on x, és laresposta individual, i N, el nombre total de plantes assajades.

Per normalitzar les dades cal restar el control. La resposta normalitzada (M — Mc) s'obté
restant la mitjana del control (Mc) a la mitjana de les dades (A ). La desviaci6 estandard
associada és O'(M —Mc) o o X, la qual es calcula segons la propietat de la variancia que
es defineix a continuacié:

Si x i yson dos variables aleatories independents, llavors es compleix I'equacio 7.
.z 2 2 __2 2 2

equacio 7: c*(ax—by)=da’c’x+b’c’y

Assumint que x correspon a la mitjana del compost (x;), y a la mitjana del control

(x,), que la diferéncia correspon a l'equacié 8 i sabent que les desviacions

estandard d’aquestes variables venen representades per les equacions 9a i 9b, la
variancia pren la forma de I'equacié 10 i la desviaci6 estandard de I'equacié 11.

equacio 8: X, =X —X,

-198 /249 -



Discussio de Resultats: Activitat

o)

C

. - _ O iy —
equacié 9a: o X=0X,=—=—,; equaci69b: ocy=0Xx =
JN, JN,

2 2
o O
: = 2(= = 2= 2=

equacio 10: o'X,=0 (xi—xc):o- X, —0°X, :—N’ +—=

equaci6 11: o X, =

Aquesta desviaci6 estandard normalitzada (o X, ) rep el nom de repetitibilitat (REPET )
i déna idea de la variabilitat de la resposta d’un determinat BR a una concentracié concreta
en un experiment concret.

2) Tractament estadistic per cada repeticié de 'experiment.

Es realitzen diferents experiments per cada BR a cada dosi. Per cadascun s’han obtingut
els valors de la mitjana (M ), desviacié estandard (o), mitjana normalitzada (M —Mc) i
repetitibilitat (REPET ). Sobre aquests valors es realitza un nou tractament estadistic. Es
calcula la mitjana global (MITJA, equacié 12) a la qual se l'associen dos desviacions
estandard: 1) la desviacié estandard corresponent a les mitjanes dels experiments, també
anomenat reproductibilitat (REPROD , equacié 13) i 2) la mitjana de les desviacions
estandard normalitzades dels experiments (REPET MITJ , equaci6 14).

L
3 (M - M)
equacié 12:  MITJA: X, = "———— ;

1

L;
> (M - Mc)- MITIA)
equacio 13: REPROD ==

L1

Li
D REPET
equacio 14: REPET MITJ = ":lL—

on L, és el nombre total d’experiments.

2.4. Corba dosi-resposta.

Quan la resposta (expressada com a MITJA) a 1 pg/planta d’'un BR és superior a 452 es
considera que un BR és actiu i es realitzen assajos a diferents dosi per representar i construir
la corba que relaciona el logaritme de la dosi amb la resposta. A les dades s’ajusta una
funcié sigmoidal (Figura 179). Els parametres que la descriuen sén: el valor maxim (y ), el
valor minim (y,_. ), I'abscissa corresponent al punt intermedi entre el maxim i el minim (x,,)
i el pendent (k).
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Figura 179: Equacio6 i exemple de corba dosi-resposta.

L'ajust es realitza amb el programa FigP,** el qual déna els parametres y_., v..., K, i
X5, . Precisament el parametre x., canviat de signe correspon al menys logaritme de la dosi
a la qual la resposta és el 50% de la resposta maxima (—log(dosiso%): —X5,). Aquest és el
valor d’activitat que cal prendre en els estudis de QSAR, ja que esta relacionat amb
I'energia lliure de Gibbs del procés que va des de que s’injecta el BR fins que es provoca
I'obertura de la fulla. No obstant, a I'equip s’ha fet servir tradicionalment com a valor
d’activitat el —log(dosi,s.) enlloc del —log(dosis,). Aquest valor té I'origen en que per alguns
BRs no es pot determinar el maxim de la corba, ja que aquest queda més enlla de la dosi
maxima aplicable (Figura 180). Com per la majoria de BRs actius la resposta maxima esta al
voltant de 902 es considera que el 50% de la resposta maxima correspon a 452. Per tant,
s’associa 50% a 452 i es té un valor d’activitat que és independent de la qualitat de I'ajust.

hcs_2b3b_50H

o 150
' Caixa Negre

[}

! - 120

1

| .
L 2% o
[ o0 i + [e))
145 c
. 60 ©
[}

[}

i - 30

[}

;Dmax = 2 pg/planta

log(dosi)

Figura 180: Exemple de corba incompleta amb el maxim indefinit degut a que esta per
sobre de la dosi maxima aplicable, que en aquest cas és de 2 pg/planta.

3. Error experimental.

En tot I'apartat anterior no s’arriba a concretar ni |’error experimental de la resposta a un
dosi concreta, ni Ierror experimental de I'activitat ja sigui expressada com a —log(dosisy,) 0
com a —log(dosiyse). El tema s’aborda a dos nivells: 1) error de la resposta a una dosi
concreta i 2) error de la corba i del valor d’activitat.
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3.1. Error experimental de la resposta a una dosi concreta.

a) Error en la resposta d’un Unic experiment.

Com ja s’ha comentat, els resultats de cada experiment s’ordenen per ordre creixent i es
calcula la mitjana (X;) i la desviacié estandard de les dades (s;). Tant la mitjana com la
desviaci6 estandard sén més precisos quan major és el nombre de plantes assajades (7, ).
Per determinar el grau d’incertesa de la mitjana es pot calcular I'error estandard de la
mitjana (s , equacié 15). A partir d’ara, els resultats es presentaran a traves de la mitjana
(x;) mes/menys el seu error estandard (s;) i en el cas que es cregui oporti també es
presentara la desviacié estandard de les dades (s.).

equacié 15: S§e =——
on s; és la desviaci6 estandard de les dades i n; el nombre total de plantes assajades.

El seglient pas consisteix Gnicament en restar el control. Anteriorment aquesta etapa
s’anomenava “normalitzacié” de les dades.””''®*'?% No obstant, la terminologia no és
I'adequada i a partir d’ara es parlara de “rectificacié” de les dades.

La resposta final, rectificada, d’un experiment ( ;) és la diferéncia entre la mitjana de les
dades (Xx;) i la mitjana del control (X,). Tots dos valors tenen associat un error estandard
(s5 185 respectivament). L’error estandard de la resposta (s ) es calcula a partir de I"error
estandard de les dades i del control aplicant les regles de transmissi de I'error. Aixi doncs,
la resposta final i el seu error s’expressen mitjangant I'equacié 16. A I'error estandard de la
resposta (s ) se I'anomenava anteriorment REPET .

. T [2 2
equacio 16: o, =X, —Xx, =x.s:+s

b) Error en la resposta de diversos experiments.

Per una dosi concreta es fan repeticions (7;). La resposta experimental resultant ()
s’obté com la mitjana de les respostes de cada experiment (¢;). Cada experiment té
associat un error estandard (s, ). L’error estandard de la resposta experimental resultant
(s ) es calcula a partir de 'error estandard de cada experiment aplicant les regles de
transmissi6 de I’error i correspon a l’error experlmental de la resposta a una dosi. A partir
d’ara, la resposta experimental resultant i el seu error s’expressen mitjancant |'equacié 17.

equacié 17: A,y =

3.2. Error experimental del valor d’activitat.

Coneixent la resposta a diferents dosis es pot ajustar la corba dosi-resposta, la qual
segueix una funcié sigmoidal (Figura 7179, pagina 200). L'ajust es realitza amb el programa
FigP,** el qual no només déna els parametres que descriuen la corba (y,.., Vo, K, i

. z z z N H ’
X5p) sinG que també déna els seus errors estandards (s, , s, , s, i s, ). Com s’ha
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comentat anteriorment, el valor d’activitat —log(dosisy,,) es correspon amb el parametre x,
canviat de signe. Per tant, I’error experimental del valor d’activitat es correspon directament
amb el parametre s_ (equacio 18).

50

equacio 18: —log(dosiy, )= —x,, *s

x50

Tradicionalment a I'equip s’ha fet servir com a valor d’activitat el —log(dosi,s.) enlloc del
—log(dosisy). Aquest es calcula mitjancant I'equacio 19. L'error experimental (s_,,,(4,.;...)) €5
calcula a partir dels errors estandards dels parametres de la corba (s, s, 54,05, )i
de I'error estandard de la resposta a 452 (s,,.), aplicant les regles de transmissié de I’error
(equacié 20). Malgrat es desconeix I'error estandard de la resposta a 452 (s,s.), una bona
estimaci6 és el valor de |'error estandard experimental de la resposta experimental més

propera a 452 (S; 450 ).

1 —45°
equacio 19: —log(dosiw): SEX _Eln(in;ag j
_ymin

2 2 2 2 2 2
_ o S + S0 S, + 8,50
equadé 20: S—log(dosi D)= Si + _1 In _ymax 2 ‘[SK] " 12 ) - - 2 + -~ = 2
+ 30 K 450_ymin K K (ymax - 450) (450_ymin )

4. Factors que influeixen en la corba dosi-resposta.

Un cop descrits els errors experimentals cal veure la influencia que determinats factors
poden tenir sobre la resposta a una dosi concreta i el seu efecte sobre la corba dosi-resposta
i el valor d’activitat.

4.1. Nombre de repeticions i experiments erronis.
Un punt critic és la discussi6 sobre el nombre de repeticions de cada bioassaig aixi com

la supressié d’experiments erronis. Per il-lustrar aquesta discussio, en la Taula 79 es mostra,
a mode d’exemple, els resultats per la bl a 107> pg/planta.

Experiment | Resposta (&)
COMB-58 26,0
COMB-60 72,3
COMB-62 20,6
COMB-65 62,6
COMB-69 51,4

Taula 19: Resultats de la bl a 107 pg/planta.

En els dos primers assajos, les respostes son molt diferents entre si (26,02 enfront de
72,39) i pot donar la sensacié que hi ha un punt erroni. Per tant, es fa una tercera repeticié.
En aquesta es torna a obtenir una resposta baixa (20,62) i pot donar la sensacié que el segon
punt (72,39) és erroni. Per tant es fa una quarta repetici6. En aquesta s’obté una resposta
elevada (62,69 i la distribucié de respostes és dos a dos. Per tant, es fa una cinquena
repeticié. En aquesta s’obté una resposta intermedia-alta (51,49).
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Aquest raonament és molt detallista i es basa excessivament en el valor de la resposta de
cada experiment. Els assajos s'interpreten independentment i es mostra una gran
preocupacié pel fet que pugui haver algun punt erroni. Una visi6 global aporta nova
informacié molt interessant. En la Figura 187 es mostren les respostes individuals de cada
experiment (x;), les respostes individuals de tots els assajos agrupades i la situacié de la
resposta experimental final (&,,,,) dins de la corba dosi-resposta. Per cada punt de la corba
es representa la dispersi6 de les dades.

bl - 0,00001 pg/planta bl - 0,00001 pg/planta

180 T 150

- 150 -~~~ -
120

! —
R 1204 - u/‘
| | | 90
I

]

Angle
©
S
T
o !
I I
L
" Negq
I
I
I
I
e
L]
Lo
® oq |
\‘.
| |
Angle

V- —— -~ 1 )
| g >/4| | H
wise of wi M 1 &0
. | 3 | | Il' =
0ip--—-—-4F - - - 0 - - - -
q f ’ i / | | [ 30
0 — ® . 2 0 — ‘ 1 ?—/I/ L
3 $ $ $ $ °© I IS4 3 8 8 B e LA S p e 0
o s} o s} o -
s s s s s Plantes 9 8 -7 65 4-3-2-101
o [} [0) o] [0) -
(@] o o @] o < log(dosi)
Bioassaig

Figura 181: Resultats de la bl a 107 ug/planta: Grafics de les respostes individuals
distribuides segons els bioassaig, agrupades i situacié dins la corba dosi-resposta.

D’acord amb aquest nou punt de vista, la interpretacié dels resultats és la segtient: s’han
realitzat cinc repeticions on s’han assajat un total de 51 plantes. Les respostes individuals
van des dels 02 fins als 982. Per comparacié amb altres dosis s’observa que s’esta en el
pendent de la corba. Per tant, sembla raonable que petites variacions incontrolables entre
experiments puguin fer que les respostes d’un assaig tendeixin a l'alca (cas de COMB-60 i
COMB-65), a la baixa (cas de COMB-58 i COMB-62) o es distribueixin per tot el marge (cas
de COMB-69).

Per aprofundir en la discussi6 és molt atil estudiar els resultats del control i de la
homocastasterona (hcs) a 1 pg/planta. Tots dos s’han aplicat en tots els bioassajos i es
disposa d’una gran quantitat de dades. A la Figura 182 es mostren les respostes individuals
dels 68 bioassajos,”” les mateixes respostes agrupades, i la seva distribuci6. En verd es
mostren les respostes de la hcs a 1 pg/planta i en blau les del control.

e Lahcs a1 pg/planta segueix una distribucié normal en la qual s’han assajat 680 plantes.
Les respostes individuals abasten tot el marge de respostes possibles anant des de 102
fins a 1802. La resposta promig és 98,52 =1,0 sent la dispersi6 de les dades de 26,5°.

e El control és més complex ja que no segueix una distribucié normal. S’han assajat 737
plantes de les quals un 15% presenten una resposta igual a 02. Ometent aquestes
respostes, el control seguiria, amb 623 plantes assajades, una distribucié assimetrica
amb una resposta promig de 8,2 0,2 sent la dispersié de les dades de 3,99.

*****

Numericament es tenen referenciats 73 experiments. No obstant, els experiments compresos
entre COMB-26 i COMB-29, i I'experiment COMB-47 corresponen a un altre tipus de bioassaig,
concretament al test d’inclinacié de la lamina d’arrds amb planta tallada.”
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Figura 182: Resultats del control (en blau) i la hcs a T pg/planta (en verd): Grafics de les
respostes individuals distribuides segons els bioassaig, agrupades i distribuci6.

En el cas de la hcs a 1 pg/planta es realitzen proves d’hipotesi per comprovar amb un
95% de seguretat si la mitjana d’un experiment és igual a la mitjana de totes les dades. A la
Figura 183 es mostra les mitjanes de cada experiment amb el seu error estandard, sobre
mitjana de totes les dades (linea horitzontal granat). En vermell es marquen els punts on la
mitjana de I'experiment no coincideix amb la mitjana global.
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Figura 183: Resultats de la hcs a 1 pg/planta: Resposta mitjana i el seu error estandard
segons bioassaig situats sobre la mitjana global.

S’observa com en 8 dels 68 experiments, les dos mitjanes no sén iguals. A cadascun
d’ells es fa una analisi detallada de les respostes. A mode d’exemple es mostra I'analisi fet
sobre COMB-34. En I'assaig es van estudiar 2 BRs a 3 dosis diferents: hbl a 107, 5-107* i

107" ug/planta i S_hbl a 107", 107% i 107’ pg/planta. Es representa la situacié d’aquests
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punts dins de la corba dosi-resposta considerant les respostes mitjanes de cada experiment
(Figura 184). Al contrari que passa amb la hcs a 1 pg/planta les 6 respostes restants no sén ni
superiors ni qualitativament diferents en relaci6 amb els altres punts de les respectives

corbes.
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Figura 184: Respostes del bioassaig COMB-34 (en vermell).

El mateix passa amb la resta d’experiments conflictius, excepte el COMB-61. En aquest
experiment la resposta de la hcs a 1 pg/planta és la més alta dels 68 bioassajos (1429) i es
van estudiar 2 BRs a diferents dosis: bl a 5-10™icsa 1, 107", 1072, 107* i 5:107° pg/planta
(Figura 185). Igual que passa amb la hcs a 1 pg/planta les 6 respostes d’aquest assaig son les
més altes en la seva dosi i en alguns casos son molt diferents al valor habitual.
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Figura 185: Respostes del bioassaig COMB-61 (en vermell) per la bl i la cs.

Per tant, en la majoria d'assajos conflictius, el fet que la hcs a 1 pg/planta doni una
resposta mitjana diferent a la mitjana global es deu a la propia dispersié del creixement de
les plantes (factors intrinsecs). Només en un assaig (COMB-61) la presencia d’algun factor
extrinsec ha afectat al conjunt del bioassaig fent que les respostes siguin més elevades del
que és habitual. Aquest factor només ha afectat a aquest experiment ja que en els dos
assajos veins (COMB-60 i COMB-62) la resposta de la hcs a 1 pg/planta presenta els valors
habituals (Figura 183).

4.2. Reduccié de punts experimentals.

a) Influéncia en un bioassaig.

En tot experiment es suprimeixen els valors extrems (maxim i minim) assumint que sén
els que més error poden tenir. No obstant s’ha vist que a nivell d’un experiment, suprimir
els extrems no sempre és eficac. A mode d’exemple, en la Figura 186 es mostren els
resultats de la bl a 0,001 pg/planta en I'experiment COMB-58. S’observa com el primer
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punt sembla estar dins de la tendéncia mentre que els dos Gltims punts s’allunyen bastant.
Si es suprimeixen els extrems s’elimina un punt que no és erroni, i dels dos punts erronis
només se n’elimina un. S’observa com la mitjana suprimint els dos Gltims punts és molt més
precisa que la mitjana amb tots els punts i la mitjana suprimint els punts extrems.

bl a 0,001 ug/planta (COMB-58)

180

150 |
o® X ts. s

o 120 i
g go,,i'+.Q,.,.,.,,,,, tots els punts | 103,5 £6,6 | 20,7
é menys extrems | 100,9 £5,5 | 15,4

601 menys 2 Gltims | 94,1 =24 | 6,9

304 -

0 :

0 3 6 9 12

Figura 186: Resultats de la bl a 0,001 pg/planta en I'experiment COMB-58.

b) Influéncia en mualtiples bioassajos.

A nivell general s’estudia I'efecte sobre la hcs a 1 pg/planta. A continuacié es mostren la
distribucions considerant les 680 respostes individuals (Figura 187a) i les 544 respostes
individuals havent suprimint de cada experiment els valors maxim i minim (Figura 187b).
Com era d’esperar, en suprimir els punts extrems de cada experiment la distribuci6 es fa
més estreta. Destacar, que no hi ha diferéncies significatives en el valor promig de les dos
distribucions (de 98,5 =1,0 es passa a 99,1 +0,8).

hcs 1 pglplanta hcs 1 pglplanta
0,20 0,20
0,16 0,16
98,5 + 1,0 (5=26,5) o 99,1 + 0,8 (s=19,4)

0,12 ‘o 0,12

S

3

o
0,08 - £ 0,08 A
0,04 0,04
0,00 0,00

Respostes individuals Respostes individuals (menys extrems)

(a) (b)
Figura 187: Grafics de la distribuci6 de les respostes de la hcs a 1 pg/planta.

¢) Nova proposta de reduccié de punts experimentals.

La reducci6 de dades basada en la supressié del maxim i minim no s’ha mostrat eficag ja
que el marge de respostes continua sent molt ampli, des de 182 fins a 1632. Per evitar
aquesta situacié es pot fer servir un tractament en el qual es suprimeixin les respostes més
allunyades de la mitjana. El marge de respostes queda establert mitjangant el limit de
confianga de la mitjana.
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En el cas dels BRs aquesta reduccié es realitza considerant tots els punts indepen-
dentment de l’experiment, suprimint els valors d’angle que quedin fora dels marges
establerts pel limit de confianga de la mitjana amb un grau de seguretat del 95% (L.C. 95%),
i repetint el procés fins que tots els valors estan dins del limit de confianga. A continuaci6 es
mostren la distribucions considerant respostes individuals (Figura 188a) i respostes un cop
suprimits els valors que queden fora del limit de confianga (Figura 7188b).

Aplicant aquesta reduccié de dades, s’han assajat 488 plantes les respostes de les quals
van des de 762 fins a 1202. Com era d’esperar, la distribucié encara es fa més estreta.
Destacar que un cop més no hi ha diferencies significatives en el valor promig de les dos
distribucions (de 98,5 1,0 es passa a 98,0 =0,5).

hcs 1 pglplanta hcs 1 pglplanta
0,20 0,20
98,0 + 0,5 (s=11,3)
0,16 0,16
98,5 + 1,0 (s~26,5) . /'

0,12 ‘o 0,12

c

D

]

[
0,08 A T 008
0,04 I_._.-.// 0,04
0,00 |—=AdaEle=loae I ““““““ I ““““““ 0,00 +—TT T T T T ‘/ ““““ L ““““

&

Respostes individuals Respostes individuals (menys L.C. 95%)

(@ (b)
Figura 188: Grafics de la distribucié de les respostes de la hcs a 1 pg/planta.

Segons el bioassaig, hi ha una gran diversitat de casos (Figura 189):

e Experiments on s’han suprimit els dos punts extrems (cas de COMB-73).

e Experiments on s’han suprimit un 0 més punts només d’un extrem (cas de COMB46 per
al minim i COMB-48 per al maxim)

e Experiments on s’ha suprimit diversos punts dels extrems (cas de COMB-01)

e Experiments on no s’ha suprimit cap punt (cas de COMB-09).

Aquest tractament pot ajudar a identificar experiments erronis. Hi ha 6 experiments on
la reducci6 de punts és superior al 50%. Tres d’ells es degut a una elevada dispersi6 de les
dades (COMB-01, COMB-18 i COMB-62) mentre que els altres tres es degut a que les
dades tendeixen a I'alca (COMB-24, COMB-54 i COMB-61). Especialment significatiu és el
cas de COMB-61 on 6 dels 7 punts han estat suprimits.

Quantitativament, la reducci6 de punts experimentals comporta una disminucié de
I'error tan de la mitjana global i com de la mitjana de cada experiment. Per tant, quan es
realitzen les proves d’hipotesi per comprovar amb un 95% de seguretat si la mitjana d’un
experiment és igual a la mitjana de totes les dades s’obtenen més experiments conflictius
(Figura 190). Només pel fet de suprimir els punts extrems de cada experiment es passa de 8
a 22 assajos conflictius. Suprimint els punts que estan fora del L.C. 95% es passa de 8 a 11
assajos conflictius. No obstant, en aquest cas els experiments COMB-25 i COMB-34 deixen
de ser conflictius.
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Figura 189: Crafics de les respostes individuals distribuides segons els bioassaig. En
vermell es marquen els punts suprimits.
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Figura 190: Resposta mitjana amb el seu error estandard de la hcs a 1 pg/planta segons
bioassaig situats sobre la mitjana global.

Com s’ha realitzat anteriorment, s’analitzen els experiments conflictius representant les
respostes mitjanes dels altres BRs estudiats dins de la seva corba dosi-resposta. Només a
I'experiment COMB-61 els valors de tots els punts sén superiors als habituals. En la resta els
valors no sén pas ni superiors ni qualitativament diferents en relacié amb els altres punts de

la corba.

d) Influéncia de la reduccié de punts experimentals en la corba dosi-resposta.

Per estudiar l'efecte de la reducci6 de punts experimentals sobre la corba i el valor
d’activitat es superposen les corbes dosi-resposta. A mode d’exemple, a la Figura 197 es

mostra la superposicié en

el cas de la bl.
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Figura 191: Superposicié de les corbes dosi-resposta considerant totes les dades (en
verd), suprimint els punts extrems (en granat) i suprimint els punts que es surten del
L.C. 95% (en blau).

Suprimir els punts extrems (maxim i minim) de cada bioassaig no comporta una variacié
significativa de la corba. En conseqiiéncia no hi ha diferéncies en el valor d’activitat (de
3,84 0,09 es passa a 3,86 =0,08).

En canvi suprimir el punts que queden fora del L.C. 95% si que modifica
significativament la corba. En concret el pendent de la zona central és més acusat. Aixo és
degut a que la supressi6 de punts afecta de forma diferent segons la zona de la corba
(Figura 192):

En el maxim es suprimeixen punts que estan tan per sobre com per sota de la
mitjana amb la qual cosa gairebé no es modifica el seu valor (Figura 192a).

En la zona de transicié entre el maxim i la zona central, la reduccié de punts
afecta principalment als punts amb valors baixos amb la qual cosa el valor de la
mitjana augmenta significativament (Figura 192b).

En la zona central, la dispersié de les dades és molt gran i no es suprimeix cap
punt (Figura 192c).

En la zona de transici6é entre el minim i la zona central, la reduccié de punts
afecta principalment als punts amb valors elevats amb la qual cosa el valor de la
mitjana disminueix significativament (Figura 7192d).

En el minim, es suprimeix algun valor elevat que redueix lleugerament el valor
de la mitjana (Figura 192e).

Igual que en el cas anterior, suprimir els punts que queden fora del L.C. 95% no
modifica significativament el valor d’activitat (de 3,84 +0,09 es passa a 3,95 +0,06). No
obstant, I'error disminueix com a conseqtiencia que el pendent en la zona central és més

acusat.
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Figura 192: Efecte de la supressio dels punts que es surten del L.C. 95% (en vermell) en
diferents parts de la corba dosi-resposta.

Resumint, la reduccié de punts experimentals comporta un augment del nombre
d’experiments susceptibles de ser considerats erronis i no afecta al valor d’activitat. Per tant,
es pot afirmar que aquest tractament no és necessari.

4.3. Rectificacio de les dades.

Sovint es tendeix a oblidar que les dades estan rectificades i s’associa la resposta final a
un angle real. Aixo crea certa confusié quan per efecte de restar el control la resposta és
negativa, ja que la tendéncia és a pensar en un angle negatiu el qual traslladat a la planta és
fisiologicament impossible. Per estudiar I'efecte de la rectificacié es superposen les corbes
dosi-resposta amb les dades rectificades i sense rectificar.

A mode d’exemple, la Figura 193 mostra el resultat de la superposicié en el cas de la bl.
S’observa que rectificar les dades comporta Gnicament un desplagament cap avall de la
corba. El valor d’activitat, expressat com —log(dosisy,,), es manté inalterat (de 3,84 +0,09 es
passa a 3,85 £0,08).

Tradicionalment, I’equip ha fet servir com a valor d’activitat el —log(dosi,s). Aquest valor
porta implicit la rectificaci6 de les dades. Si no es rectifiquen, |'equivalent a 452 s6n 552.
Entre els valors d’activitat expressats com a —log(dosi,s.) 0 com a —log(dosiss) tampoc hi ha
diferéncies significatives (de 3,91 £0,12 es passa a 4,02 =0,13).

Resumint, la rectificacié de les dades comporta un desplagament cap avall de la corba
que no afecta al valor d’activitat. Per tant, es pot afirmar que aquest tractament tampoc és
necessari.
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Figura 193: Superposicio de les corbes dosi-activitat rectificant les dades (en vermell) i
sense rectificar (en verd).

4.4. Resposta experimental.

a) Mitjana de totes les respostes individuals vs. mitjiana dels experiments.

Tradicionalment, la resposta experimental resultant (&,,,) s'obté com la mitjana de les
respostes de cada experiment (&, ). No obstant, s’ha demostrat la gran utilitat de considerar
totes les respostes individuals independentment del bioassaig que provenen. Per tant, una
altre manera de calcular la resposta experimental és a través de la mitjana de totes les
respostes individuals independentment del bioassaig.

A nivell general s’estudia I'efecte sobre la hcs a 1 pg/planta. A continuacié es mostren la
distribucions de les respostes de la hcs a 1 pg/planta considerant les 680 respostes
individuals independentment de I’experiment (Figura 194a) i les 68 respostes mitjanes de
cada experiment (Figura 194b). Un cop més, no hi ha diferencies significatives en el valor
promig de les dos distribucions (de 98,5 +1,0 es passa a 98,9 =1,5). No obstant, |'error
augmenta en considerar les respostes mitjanes de cada experiment (de +1,0 es passa a
*1,5).

angle

hcs 1 pg/planta hcs 1 pg/planta
0,30 0,30
0,25 0,25
0,20 - 0,20 -

98,5 + 1,0 (s~26,5)

0,15 3 0,15 A
0,10 - I::> 0,10 -

0,05 ‘
0,00

Freqiiéncia

0,05 -

0,00

98,9 £+ 1,5 (s~=12,2)

Respostes individuals Respostes mitjanes

(a) (b)
Figura 194: Grafics de la distribuci6 de les respostes de la hcs a 1 pg/planta.
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Per estudiar I'efecte del calcul de la resposta experimental sobre la corba i el valor
d’activitat es superposen les corbes dosi-resposta. A mode d’exemple, a la Figura 195 es
mostra la superposici6 en el cas de la bl. El calcul de la resposta experimental no comporta
una variacié de la corba i no hi ha diferencies significatives en el valor d’activitat (de 3,84
+0,09 es passa a 3,97 =0,13). No obstant, I'error torna a augmentar en considerar les
respostes mitjanes de cada experiment (de 0,09 es passa a =0,13).

bl

Mitjana de les resposes individuals

—log(dosi;y,) = 3,84 =0,09

S

o

T
9 8 7 6 5 4 3 2 414 0 1

log(dosi)

0

angle

+

bl
Mitjana dels experiments

—log(dosisy,) = 3,79 =0,13

9 8 7 6 5 4 3 2 4 0 1
log(dosi)

0

angle

=

bl

9 8 7 6 5 4 3 2 4 0 1
log(dosi)

Figura 195: Superposicié de les corbes dosi-resposta considerant els punts
independents de |'assaig (en verd) i dependents de I’assaig (en vermell).

b) Mitjana dels experiments vs. experiments indviduals.

A llarg d’aquest capitol, també s’ha demostrat la utilitat de considerar el conjunt de
respostes de cadascun dels experiments individualment, i no només la resposta mitjana dels

experiments.

A mode d’exemple, a la Figura 196 es mostra la superposici6 en el cas de la
homobrassinolida (hbl). S’observen diferencies entre les dos corbes, pero aquestes només
afecten als extrems i de forma simetrica (el maxim és 92 superior i el minim 92 inferior).
Aquesta diferencia s’atribueix a un desequilibri en el nombre de repeticions dels punts
segons la zona de la corba. Mentre en el maxim i el minim els punts estan molt espaiats i
s’han fet una o dos repeticions, en la zona central els punts estan poc espaiats i s’han
realitzat entre 4 i 5 repeticions. Un cop més no hi ha cap diferéncia significativa en el valor
d’activitat (de 3,29 =0,17 es passa a 3,26 *=0,34). No obstant, I'error augmenta degut al
desequilibri en el nombre de repeticions.
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—log(dosi;y,) = 3,29 +0,17
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Figura 196: Superposicié de les corbes dosi-resposta considerant la mitjana dels
experiments (en granat) i els experiments individuals (en verd). S’ha considerat un
experiment erroni (en vermell).

Resumint, la forma de calcular la resposta experimental no afecta al valor d’activitat.
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4.5. Factors extrinsecs. Corbes dosi-resposta de la brassinolida i la castasterona.

En el tema de relacions estructura-activitat s’ha comentat que durant la tesi I'equip ha
revisat les activitats de la brassinolida i la castasterona. Les corbes dosi-resposta inicials
corresponen al 1998, mentre la revisié de la brassinolida (bl) correspon al 2002,*” i la de
la castasterona (cs) al 2004.%"”

Les primeres divergencies en els resultats experimentals de la brassinolida es van detectar
al 2000 mentre es posava a punt una modificacié del bioassaig per estudiar tan I'efecte
sinergetic com |'efecte inhibidor.

e L’efecte sinergetic dels BRs amb les auxines esta ampliament descrit en la
bibliografia.>*”"2%2%  Aprofitant aquesta sinergia es va estudiar la possibilitat
d'utilitzar-la per tal d’augmentar la sensibilitat del bioassaig. Un test sensibilitzat
permetria determinar si els BRs amb una resposta baixa a 1 pg/planta sén realment
inactius o la seva resposta es veu limitada per la impossibilitat d’aplicar dosis
superiors.

e L’efecte inhibidor dels BRs amb diversos compostos ha estat descrit, perd no s’ha
estudiat sistematicament. Un test que pogués estudiar aquest efecte, permetria
determinar si els analegs BRs amb resposta nul-la a 1 pg/planta sén inactius “per se”
o0 s6n inactius perque presenten un efecte inhibidor.

Un dels punts d’aquests treballs va consistir en determinar la dosi idonia a la qual la
brassinolida devia ser coaplicada, ja féra amb una auxina o amb un potencial inhibidor. Es
van assajar les concentracions de 5-107", 107%, 107 i 107° pg/planta (Taula 20). Les
respostes obtingudes van resultar ser inferiors a les del 1998. De fet, es va observar una
drastica reduccié a 107" i a 107° ug/planta. Com I'objectiu era I'estudi de I'efecte sinergetic
i I'efecte inhibidor i no pas la resposta de la brassinolida, no va ser fins al 2002 que no es va
realitzar novament la corba dosi-resposta.

Concentracié | 0,5 pg/planta | 107% pg/planta | 10~ pg/planta | 10~° pg/planta
bl — 1998 - 942 682 479
bl - 2000 95¢ 792 102 79

Taula 20: Respostes de la bl a diverses concentracions en els estudis de sinergisme i
inhibicié del 2000. Comparacié amb els resultats del 1998.

En la revisi6 de la corba de la brassinolida (Figura 7197a) s’observa:
e La corba del 1998 presenta una amplada menor que la del 2002. La diferencia entre
el maxim i el minim és de 872 al 1998 i de 1052 al 2002.
e Les dos corbes comencen a decaure simultaniament entre els punts —2 i —3. No
obstant, la corba del 1998 decau més suaument que la del 2002.
e En la corba del 1998 I'activitat expressada com a —log(dosisy,), és de 4,73. En la
corba del 2002 és de 3,84. Aixo suposa una diferencia de 0,98 unitats de logaritme.
Un cop revisada l'activitat de la brassinolida, resulta que l'activitat de la castasterona
(—log(dosise,)=4,01) és superior a la de la brassinolida (—log(dosis,)=3,84). Aquest fet és
contradictori amb la realitat dels BRs naturals. La castasterona és el precursor biogenetic de
la brassinolida i, per tant, és menys activa. El 2004 es va decidir revisar la corba de la
castasterona.
En la revisi6 de la corba de la castasterona (Figura 197b) s’observa:
e La corba del 1998 presenta una amplada menor que la del 2002. La diferencia entre
el maxim i el minim és de 932 al 1998 i de 1002 al 2004.
e Les dos corbes comencen a decaure simultaniament entre els punts —1 i —2. No
obstant, la corba del 1998 decau més suaument que la del 2004.
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e En la corba del 1998 I'activitat expressada com a —log(dosisy,), és de 4,01. En la
corba del 2002 és de 3,27. Aixo suposa una diferencia de 0,74 unitats de logaritme.

bl (1998) vs. bl (2002) cs (1998) vs. cs (2004)
150 150
—log(dosisy,) = 4,73 +0,31 —log(dosi;,) = 4,01 0,27
B e 120 120
L)
®
ﬁ 0 9 A %0 o
=) A/ =)
c c
© ©
60 60
3,84 +0,09 o/e / —log(dosis, )= 3,27 +0,09

7{{ ; —log(dosis,) =]
o 30 L) 30
~ — 4

0 0

96 7 6 5 43240 1 8 87 65 43 240 1
log(dosi) log(dosi)
@ (b)

Figura 197: Superposicié de les corbes dosi-resposta de: (a) la brassinolida i (b) la castasterona.
Les corbes del 1998 es representen en granat i les revisions del 2002 i el 2004 en verd.

Donada |'especial incidencia que té la variacié del valor d’activitat en els estudis de
QSAR, es decideix revisar exhaustivament cadascun dels experiments per tal de trobar una
explicacio.

El fet més destacable de les corbes de la brassinolida i la castasterona del 1998 és que les
dos decauen suaument. El seus pendents (K) sén de 1,0 i 1,2 respectivament. Les corbes de
la resta de BRs naturals decauen de forma més abrupte. Els pendents sén superiors a 1,8,
sent 2,1 el valor més frequient.

Si s’afirma que els pendents de les corbes del 1998 sén inusualment suaus, les activitats
haurien de ser inusualment elevades.

L’equip sempre s’ha mostrat sorprés de la discontinuitat en els salts d’activitats que es
produeixen en variar el reste alquilic en C24 i la seva configuraci6.”” Quan intervenen la
brassinolida i la castasterona, els salts d’activitat son molt grans en comparaci6 als salts on
no intervenen (Figura 198):

e Elsalt entre la cadena tipus homo (reste 24S-etil) i la cadena tipus bl (reste 24S-metil)
és més del triple que el salt entre la cadena tipus epi (reste 24R-metil) i la cadena
tipus homo (reste 24S5-etil).

e La diferencia entre lactona i cetona augmenta progressivament en passar de la
cadena tipus epi (reste 24R-metil) a la cadena tipus homo (reste 24S-etil) i a la
cadena tipus bl (reste 24S-metil). No obstant, I'augment en passar de la cadena tipus
homo a la cadena tipus bl és gairebé el doble que per passar de la cadena tipus epi a
la cadena tipus homo.

H H H <
n, n, n, .
C17 OH C17 OH C17 OH

+ 2,11 + 0,65
bl (1998) <:| hbl <:| epibl

i i+0,76 | i+0,52 | i+0,38

+1,87 + 0,51
cs (1998) <:| hcs epics

Figura 198: Salts d’activitat del 1998 que es produeixen en variar el reste alquilic en
C24 i la seva configuracié i la seva relaci6 entre lactones i cetones.
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El fet que les diferencies estructurals siguin escasses (un 5% de la molecula), combinat
amb les discontinuitats dels salts d’activitat van fer que els primers models QSAR no fossin
capagos d’explicar la brassinolida. Posteriorment, en refinar els models es va ser capag
d’explicar tan la brassinolida com la castasterona. No obstant, la correlacié tendia a estar
molt influenciada per aquests dos compostos.”**'°

Per tant, tan la discontinuitat en els salts d’activitat com la dificultat d’establir una
correlacié estructura-activitat evidencien que les activitats del 1998 de la brassinolida i la
castasterona son inusualment elevades.

A les revisions del 2002/2004, els pendents de la brassinolida i la castasterona
adquireixen els valors habituals, sent de 2,1 i 1,9 respectivament. Sempre i quan les corbes
del 1998 i del 2002/2004 comencin a decaure simultaniament, com és el cas (Figura 197),
un pendent major comporta una activitat menor. La variacié experimental del valor de Xy,
associada al canvi del pendent, coincideix forga amb la variacié teorica. Per la brassinolida
(K1995=1,0, K,00,=2,1) la variaci6 teorica de Xsq, és de 1,05 unitats i experimentalment és
de 0,98. Per la castasterona (K;905=1,2, K,00,=1,9), la variacié teorica és de 0,80 unitats i
experimentalment és de 0,74.

Els salts d’activitat entre cadenes laterals tipus s6n del mateix ordre de magnitud (Figura
199). L’augment en la diferencia d’activitats entre lactona i cetona és progressiu i es deu a
que el salt d’activitat en passar d’'una cadena lateral a I'altre és 0,10 unitats superior en les
lactones que en les cetones.

H H H H
n, . n, .
C; OH C; OH C; OH

+0,57 +0,58
bl (2002) <:| hbl <:| epibl

i i+0,57 | i+0,49 | i+0,41

+ 0,49 + 0,50
cs (2004) <:| hcs <:| epics

Figura 199: Salts d'activitat del 2002/2004 que es produeixen en variar el reste alquilic
en C24 i la seva configuracié i la seva relaci6 entre lactones i cetones.

Per tant, els valors d’activitat de la brassinolida del 2002 i la castasterona del 2004 estan
en consonancia amb els valors d’activitat de la resta de BRs i sén els que, actualment,
I"equip accepta.

Per entendre el pendent inusualment suau de la brassinolida i la castasterona del 1998
es visualitzen les corbes dosi-resposta representant els resultats de cada experiment enlloc
de la seva mitjana. A la Figura 200 es mostren el resultat per la brassinolida del 1998 i el
2002. Els experiments que es van considerar erronis s’indiquen en un color més suau.

S’observa com en la part intermedia-baixa de la corba del 1998 (Figura 200a, punts
inferiors a —4) hi ha una gran dispersi6 dels resultats que contrasta amb les de la resta de la
corba. Per exemple, a 5-107° ug/planta les respostes van des de 142 fins a 852 (A=719) sent
el valor promig de 442. En canvi, en la corba del 2002, les respostes en punts inferiors a —4
(Figura 200b) sén menors que les de 1998, pero la seva dispersié es bastant homogenia
amb la de la resta de la corba. Posant com a exemple la mateixa concentraci6, a
5:107° pg/planta les respostes van des de 152 fins a 492 (A=349) sent el valor promig de
279,
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bl (1998) bl (2002)
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Figura 200: Corbes dosi-resposta de la brassinolida (a) del 1998 i (b) del 2002 sobre
les respostes individuals de cada experiment, indicant en un color més suau les que es
van considerar erronies.

En la castasterona (Figura 2017), la comparacié de la dispersié de respostes al llarg de la
corba del 1998 es veu molt afectada per I"assaig COMB-61 (Figura 185 , pagina 205) i pel
fet que es van fer menys repeticions de cada punt. No obstant, s'observa una tendencia
similar a de la brassinolida. Per exemple, a 5-107° pg/planta les respostes del 1998 van des
de 362 fins a 682 (A=329) sent el valor promig de 522, mentre que al 2004 van des de 102

a 172 (A=79) sent el valor promig de 142.

cs (1998) cs (2004)

angle

N
3
angle

9 8 -7 6 5 4 3 2 4 0 1 9 8 7 6 5 4 3 2 14 0 1

log(dosi) log(dosi)
(@ (b)

Figura 207: Corbes dosi-resposta de la castasterona (a) del 1998 i (b) del 2004 sobre
les respostes individuals de cada experiment, indicant en un color més suau les que es
van considerar erronies.

Resumint, a la zona intermédia-baixa de les corbes del 1998 de la brassinolida i la
castasterona s’observa una dispersié inusual de les dades, que provoca que la respostes
promig siguin inusualment elevades, que provoca que el pendent sigui inusualment suau,

que provoca que l'activitat sigui inusualment elevada.

A continuaci6 es fa un repas dels diferents factors extrinsecs que poden haver influit de
cara a fer que les dispersions de les respostes siguin diferents segons I’any i en consequiencia

el valor promig, el pendent i I'activitat.
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e QOrigen dels compostos.

Exceptuant la brassinolida i la castasterona, la resta de BRs han estat sintetitzats a
I"'equip.b0:81:83:98:99.106211 Ambdds han estat adquirits a CIDtech Reseach Inc. (1200 Franklin
Blvd., Cambridge, Ontario, Canada) l'any corresponent. Per tant, la bl del 1998 i la del
2002 pertanyen a diferents stocks, i el mateix passa amb la cs del 1998 i la del 2004. A més
a més, la seva puresa no ha pogut ser avaluada donada la petita quantitat adquirida per
raons economiques. Al 1999, 10 mg de brassinolida van costar 275%.

Per avaluar la influencia de la presencia de impureses sobre la corba dosi-resposta, es
consideren dos casos segons si la impuresa afecta o no a la planta.

Si la impuresa no té cap efecte en la planta, la disminucié de la puresa equival a una
disminuci6 de la dosi aplicada en el bioassaig, la corba en tot el seu conjunt es desplaca cap
dosis inferiors i el valor d’activitat disminueix. Fixant-se només en el valor d’activitat, podria
pensar-se que els compostos del 2002/2004 presenten alguna impuresa mentre els del
1998 sén purs. Aquesta afirmacié presenta tres contradiccions. La primera és que les corbes
del 2002/2004 sén més coherents amb les de la resta de BRs naturals que no pas les del
1998. La segona és que, per exemple, si en un cas extrem la puresa féra del 50%, la
reduccié de I'activitat només seria de 0,3 unitats. En canvi, la reduccié observada per la
brassinolida és de 0,89 unitats i per la castasterona de 0,74 unitats. La tercera és que les
corbes del 1998 i del 2002/2004 haurien de ser paral-leles i no ho son.

Si la impuresa afecta a la planta, és logic pensar que els seu efecte sera menor que el de
la brassinolida i la castasterona, ja que aquests sén els dos compostos més actius. Podria
donar-se el cas que la brassinolida estigues impurificada amb castasterona, ja que és el seu
precursor sintetic. Aquest seria el cas on l'efecte seria maxim. Estudiant com varien les
corbes en funci6é de la proporcié dels dos compostos, s'observa que si la proporcié de
brassinolida és superior al 50%, l'activitat resultant no varia significativament, ja que la
reduccié de I'activitat associada a la disminucié de la concentracié es veu compensada per
I'efecte additiu de la castasterona. Quan la proporcié de brassinolida és inferior al 50%
I"activitat comenca a disminuir apreciablement i a mesura que la seva proporcié disminueix,
tan la corba com l'activitat resultants s’acosten a la de la castasterona. Per tant, havent vist
el pitjor dels casos, es pot afirmar que una impuresa hauria de tenir una activitat
considerable i estar present en quantitats elevades per observar la seva influencia. Es a dir,
la impuresa hauria de deixar de ser una impuresa. De no ser aixi, la corba del BR
emmascarara la resposta de la impuresa.

Per tant, d’acord amb el que s’ha explicat, ni I'origen dels compostos ni la seva puresa
no justifiquen per si sols ni la diferencia d’activitats entre els anys, ni la suposada
sobreestimacio de les respostes en la part inferior de la corbes del 1998.

e Origen i/o envelliment de les llavors.

Per evitar I'envelliment de les llavors d’arros, cada any s’adquireixen noves llavors de la
varietat Bahia a la Cambra Arrossera del Delta de I'Ebre tot just despres de la collita. La
qualitat de l'arros pot variar d’un any a l'altre, ja que depen de factors tan diversos com la
climatologia, la qualitat de I'aigua del riu, I'Gs de pesticides, etcetera.

Podria pensar-se que les llavors del 1998 han estat més sensibles a I'accié dels BRs que
les llavors del 2002 i el 2004. Aquesta major sensibilitat seria més acusada quan menor féra
la concentraci6 de BR i podria explicar la suposada sobreestimacié de les respostes en la
part inferior de la corbes del 1998. No obstant, aquest efecte s’hauria hagut de detectar en
les respostes intermedies-baixa d’altres BRs estudiats el 1998 donant pendents suaus, i no
ha estat aixi, afectant només a la brassinolida i la castasterona.” A més a més, si aquest
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efecte féra realment important, també s’hauria hagut de detectar en la variacié de les
respostes d’un bioassaig a I'altre en fer el canvi de les llavors i no ha estat aixi.”"?

Si be, l'origen de les llavors podria explicar la suposada sobreestimacié de les respostes
en la part inferior de les corbes del 1998, sembla incoherent que només s’hagués observat
en la brassinolida i la castasterona i que l'efecte hagués estat tan important com per
provocar una variacié de |'activitat de 0,98 i 0,74 unitats de logaritme, respectivament.

e Aplicacié de la dosi correcte.

Els estudis per posar a punt el protocol del bioassaig van demostrar que I'efecte dels
errors en la pesada, diluci, pressa de mostra, injeccié i/o variacié de la concentracié per
evaporaci6 del dissolvent afecten poc a la resposta experimental.”

e [Experimentador.

Cadascun dels estudis I’ha realitzat un experimentador diferent. No obstant, des de que
un nou experimentador s’inicia en el protocol del bioassaig fins que els seus resultats
comengen a considerar-se valids, hi ha un procés d’aprenentatge que dura entre un i dos
mesos. Exceptuant casos puntuals, en els treballs realitzats en paral-lel per diversos
experimentadors no s’han detectat variacions significatives de les respostes.*'?

e [actors indeterminats.

Per intentar veure si hi ha algun factor indeterminat que pugui explicar la suposada
sobreestimaci6 de les respostes en la part inferior de la corbes del 1998, s’estudien els
bioassajos en que es van realitzar les corbes de la brassinolida i la castasterona.

Primer s’estudia si hi ha alguna tendeéncia en la seqliencia de les respostes a una dosi
concreta. Per exemple, la sequiéncia de les respostes de la brassinolida a 107 pg/planta
consta de cinc repeticions (pagines 202—203), obtenint-se consecutivament una resposta
baixa (269), una elevada (729), una altre baixa (212), una altre elevada (639) i finalment una
intermeédia-alta (519). Igual que en aquest exemple, a la resta de dosis no s’observa cap
tendéncia en la seqiiéncia de les respostes.

Després s’estudia les respostes segons el bioassaig. S’ha detectat un assaig erroni
(COMB-61), un assaig on les respostes de la zona intermedia baixa tendeixen a estar
sobreestimades (COMB-60), i unes poques respostes aillades que dins del bioassaig no
segueixen la tendencia sigmoidal. La supressi6 d’aquestes respostes explicaria forga bé la
sobreestimacié de les respostes de la castasterona (Figura 202b). No obstant, per la
brassinolida encara queda dispersi6 per explicar (Figura 202a).
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Figura 202: Revisi6 de les corbes de (a) la brassinolida i (b) la castasterona indicant en
vermell els punts que es consideren clarament erronis i en groc els punts de |'assaig
COMB-60. La corba original del 1998 es marca en gris i la de la revisi6 en verd.

e Conclusions.

El valor d’activitat del 2002 de la brassinolida i el del 2004 de la castasterona sén els que
s’accepten com valors correctes, ja que tan les corbes com els propis valors d’activitat sén
més coherents amb els de la resta de BRs.

L'activitat inusualment elevada del 1998 es deu a que el pendent de les corbes és
inusualment suau ja que les respostes promig en la zona intermédia-baixa sén inusualment
elevades alhora que presenten una dispersié molt gran.

No s’ha trobat cap factor que per si sol justifiqui |'elevada dispersi6 de les respostes de la
brassinolida i la castasterona en la zona intermédia-baixa.

5. Discussio de resultats.

5.1. Error experimental i QSAR.

Recordar que en el models QSAR els errors es donen mitjangant la desviacié estandard
de I'error de calcul (SDEC) i la desviacié estandard de I'error de predicci6 (SDEP). De forma
analoga es pot calcular la desviacié estandard de I’error experimental (SDEE, equacié 21).
En cap cas ni I'error de calcul (SDEC) ni l'error de prediccié (SDEP) poden ser inferiors a
I'error experimental (SDEE). De ser-ho implicaria que el model és capag de calcular i/o
predir I'error experimental. En aquests casos es diu que el model ha estat sobreajustat
(overfit).

equacio 21: SDEE =
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5.2. Error experimental de la resposta a 1 pg/planta.

La Taula 27 mostra la resposta i I'error experimental a 1 pg/planta dels BRs que
inicialment formen part del model a 1 pg/planta. Els BRs estan organitzats en ordre
decreixent segons la resposta. Aquesta s’ha calculat sense fer cap reduccié de les dades,
sense rectificar-les i calculant la mitjana de totes les respostes individuals.

BRs 1 pg/planta* BRs 1 pg/planta BRs 1 pug/planta*

bl 117,5 +2,8 S _epibl 80,5 5,0 hcs 2b3b 50H 39,6 +4,1
hbl_cis 107,3 4,6 epics 80,3 =8,8 S_epics_2n3b 50H 34,0 £3,7
cs 106,1 £2,1 hcs 60Hb 79,9 £3,7 hcs 2n3Br 50H 29,6 +4,7

hcs 101,0 3,8 hcs 2b3b 78,5 1,8 S epics 2n3b 110H | 29,3 +6,0
epics_2n3b | 101 £N.D. epics 2n3b 110H | 77,2 £3,5 epics_2n3b_23n 24 =N.D.
hbl 99,0 =4,6 hcs 2n3b 75,6 £5,2 S _hcs 2CO3n 23,0 £3,2
epibl 95,2 4,0 hcs 2n3n 75,5 4,7 S hcs 22n 22 £N.D.
hcs 2CO3n 93,2 £2,6 epics_2n3n 74,2 £5,2 S_epics_110H 20,4 £5,0
S hcs 23n 93 =N.D. epibl_110H 72,5 4,9 S hcs 2n3Br 15,9 =3,2
hcs 2n3a 90,0 £3,4 hcs_eter 70,1 £4,6 S epics 2b3b 10,3 £2,7
epics 11TOH | 87,3 +4,2 epics_2b3b 67,6 =5,7 S hcs 2n3b 50H 9,9 +1,4
S_hbl 85,8 5,2 S epibl 1T10H 66,1 =4,4 S _hcs 2n3Br 50H 8,8 1,5
hcs 2a3n 85,0 +4,2 hcs 60Ha 61,1 +7,0 S_epics_2n3n 8,3 +1,7
hcs_cis 84,6 £5,9 S hcs 2a3n 59,9 =4,8 epics_22n23n 7,8 1,8
S hcs 82,0 3,2 S hcs 50H 52,3 6,7 hbl 2n3n 22n23n 7,3 +0,9
hcs 50H 81,5 =5,5 hcs 2n3n 22n23n | 46,3 +5,3 epics_2n3b_22n 7 £N.D.
hcs 22n23n 81,4 =5,7 hcs 2n3Br 45,8 £6,0 S hcs_eter 50 1,5

S_epics 81,1 5,3 hbl_2b3b 42,9 +6,8

* N.D. Dades no disponibles.
Taula 21: Resposta a 1 pg/planta i error experimental dels BRs presents en el model a 1 pg/planta.

L’error experimental (SDEE) de les respostes a 1 pug/planta és de +4,52.

Els errors de calcul (SDEC) i de prediccié (SDEP) del model a 1 pg/planta sén de +7,32 i
+9,62, respectivament. Tots dos errors sén superiors a I’error experimental, el que indica
que el model no esta sobreajustat. No obstant, la diferencia és petita, la qual cosa inclina a
pensar que el model esta forga ben ajustat i no té gaire marge de millora.

5.3. Error experimental de I'activitat (-log(dosis,)).

La Taula 22 mostra |'activitat expressada com —log(dosis,) amb el seu error experimental
dels BRs que formen part del model QSAR. Els BRs estan organitzats segons la cadena
lateral tipus. L'activitat s’ha calculat sense fer cap reduccié de les dades, sense rectificar-les i
calculant la mitjana de totes les respostes individuals.

L'error experimental (SDEE) de I'activitat expressada com —log(dosisy,) és de 0,13, i
com a —log(dosiss.) de +0,21.

El model HIP utilitza I'activitat expressada com —log(dosis,). Els errors de calcul (SDEC) i
de predicci6 (SDEP) s6n de 0,24 i +0,52, respectivament. Tots dos errors sén superiors a
I'error experimental, el que indica que el model no esta sobreajustat. No obstant, la
diferéncia és suficientment gran com per afirmar que el model encara té estadisticament
marge per millorar, sobretot en la prediccié la qual presenta un error quatre cops superior a
I"error experimental.
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BRs —log(dosisy,) | —log(dosis;.) BRs —log(dosisyy,) | —log(dosiss.)

bl 3,84 0,09 | 3,91 =0,12 hbl 3,27 0,19 | 3,30 =0,26

cs 3,27 +0,09 | 3,27 £0,19 hbl cis | 2,37 0,10 | 2,40 0,13
epibl 2,69 0,16 | 2,56 =0,24 hcs 2,78 +0,09 | 2,75 =0,14
epics 2,28 £0,04 | 2,19 =0,10 hcs cis 1,52 =0,10 | 1,41 =0,14
epics_2b3b | 0,36 0,14 | 0,31 0,18 hcs 2n3a | 2,06 =0,10 | 1,86 =0,17
epics 2n3n | 0,51 =0,06 | 0,47 £0,13 hcs 2n3b | 1,69 =0,16 | 1,34 =0,30
S hbl 2,05 £0,03 | 2,04 £0,04 hcs 60Ha | 1,74 =0,22 | 1,43 0,38

S hcs 1,21 0,06 | 1,08 0,11 hcs 60Hb | 1,69 0,11 | 1,55 0,16

S _epibl 2,15 £0,05 | 2,08 =0,08 hcs 50H 1,75 0,08 | 1,56 =0,13
S_epics 1,01 =0,31 | 0,84 =0,50 hcs eter 0,66 =0,10 | 0,48 =0,16

Taula 22: Activitat i error experimental dels BRs presents en els models QSAR.

6. Conclusions.

S’ha comprovat que els diversos tractaments estadistics realitzats per calcular I’activitat
(reduccié dels punts experimentals, rectificacié de les dades i el calcul de la resposta
experimental) no afecten significativament al seu valor i, per tant, no sén necessaris. Es a
dir, s’esta aplicant un tractament estadistic massa potent per al calcul de I'activitat.

S’ha determinat |’error experimental de la resposta a 1 pg/planta i de lactivitat
expressada com a —log(dosisy,) i com a —log(dosiss). Comparant-los amb els errors dels
models, es pot afirmar que el model a 1 pg/planta esta forga ben ajustat i no té gaire marge
de millora, i que el model QSAR pot millorar considerablement, sobretot en la
predictibilitat.

Relacionant el possible marge de millora del model QSAR amb les conclusions del
capitol 3, es pot afirmar que amb el conjunt de BRs actual aquesta millora no sigui possible.
Aix0 és degut a les interaccions estructurals presents que fan que la predictibilitat varii en
funci6 de l'estructura. Per tant, es torna a fer evident que per millorar el model cal
augmentar racionalment el nombre de compostos de forma que el conjunt de BRs del
model estigui estructuralment equilibrat.
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Conclusions

Capitol 1: Androstans.

e Els analegs androstanics presenten una elevada flexibilitat de la cadena lateral que
dificulta I'estudi computacional.

o Es dificil assignar una conformacié activa in silico als analegs BRs androstanics amb el
grup funcional protegit. Hi ha diverses conformacions possibles, les quals presenten uns
parametres numerics molt similars. Cada conformacié té una forma diferent d’explicar
la manera d’actuar dels androstans sent coherent en alguns aspectes i incoherent en
altres.

Capitol 2: Conformacio6 activa dels BRs.

e La ra6 fonamental per a la qual s’han trobat tres de les quatre conformacions actives
enlloc d’una sola es troba Gnicament en I"analisi conformacional dels BRs i no pas en els
processos de seleccié de la conformacié activa. Ni Ianalisi sistematic en forma d’arbre
ni I'analisi aleatori amb SYBYL han estat exhaustius, la qual cosa ha provocat que la
posterior seleccié no parteixi d'una base de conférmers solida.

e La conformaci6 activa in silico és la conformacié activa anomenada HIP.

e Aquesta conformacié explica tridimensionalment la complementarietat geometrica i la
complementarietat electrostatica dels 22S5,23S-BRs amb el receptor.

e Els 22R,23R-BRs s’uneixen amb el receptor a través de la conformacié més estable,
mentre que els 225,235-BRs ho fan a través d’una conformacié d’elevada energia. Per
aixo els 22R,23R-BRs sén més eficients i en conseqiiéncia més actius que els
225,23S-BRs.

Capitol 3: QSAR.

e A través dels models, s’han detectat cinc interaccions estructurals en el conjunt de BRs
que formen el “data set” que els afecten en major o menor grau. Aquestes interaccions
son:

1. Totes les lactones presenten el diol 2a,30.

2. Tots els 22S5,235-BRs presenten el diol 2a,3a.

3. EI 50% dels BRs amb cadena lateral tipus epi representen el 66% de les cetones
sense cap funcionalitat en a en l"anell A.

4. Tots els BRs amb modificacions estructurals en I’anell B presenten la cadena
lateral tipus homo.

5. Tots els BRs sense carbonil en |"anell B presenten el diol 2a,3a.

e Lla interaccié6 que té més influéncia és la primera i obliga a tractar els anells A i B de
forma conjunta enlloc de fer-ho de forma separada.

e El model a 1 pg/planta explica I'especificitat per substrat dels BRs, explicant els
requeriments estructurals que fan que un BR sigui actiu o inactiu.
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a) Els requisits estructurals per a que un BR sigui actiu (resposta elevada a 1 pg/planta)
son:

1.

La presencia simultania dels cinc grups funcionals polars degut a la seva
contribuci6 a la formacié d’enllagos d’hidrogen. Per zones la seva influéncia és:
o Diol 2a,30.

o Carbonil a I’anell B amb una major contribucié del carbonil de la lactona.

o Diol de la cadena lateral tan en configuracié 22R,23R com 22S,23S.

La presencia d’hidrogen (absencia de funcionalitat) en les posicions 3p i 5a
degut a la seva contribuci6 esteérica.

La cadena lateral dels 22R,23R-BRs quantitativament per la seva contribuci6
esterica en la zona compresa entre I'anell C i el metil C21, qualitativament
perque la conformacié activa es troba en el minim absolut d’energia o en un
minim molt proper.

b) Els requisits estructurals per a que un BR sigui inactiu (resposta baixa a 1 pg/planta)
son:

1.

La presencia d’hidrogen (abséncia de funcionalitat) en les posicions 2o i 3a
degut a la seva contribuci6 esterica.

L’absencia de funcionalitat ja sigui amb configuraci6 R o S (presencia
d’hidrogen) en C22 degut a la seva contribuci6 esterica.

La cadena lateral dels 225,23S-BRs quantitativament per la seva contribucié
esterica en la zona compresa entre els anells B i D, qualitativament perque la
conformacié activa es troba en el minim d’elevada energia respecte del minim
absolut.

c) Els requisits que sén indiferents a l'activitat o inactivitat (resposta a 1 pg/planta) sén:

1.

4.

La preséncia d’hidroxils en 2f i/o 3B pel que respecta a la seva contribuci6 a la
formacié d’enllagos d’hidrogen excepte en la zona comuna amb els hidroxils 2o
i 3a.

La presencia d’un hidroxil en 50 pel que respecta a la seva contribuci6 a la
formacié d’enllagos d’hidrogen.

La presencia d’un hidroxil en T11a tan pel que respecta a la seva contribuci6 a la
formacié d’enllagos d’hidrogen com per la seva contribucié esterica.

Les cadenes laterals més enlla de la distinci6 entre 22R,23R-BRs i 22S,23S5-BRs.

El model a QSAR (Model HIP) explica l'afinitat per substrat dels BRs, explicant els

requeriments estructurals que fan que un BR actiu sigui més o menys actiu (grau

d’activitat).

a) Els requisits estructurals per a que un BR actiu presenti una elevada activitat
(—log(dosisgy)) son:

1.

Les 20,3a-lactones degut a la seva contribucié a la formacié d’enllagos
d’hidrogen, tenint en compte que l'anell B s’explica a través de la cadena
lateral.

La presencia d’hidrogen (abséncia de funcionalitat) en 3B degut a la seva
contribucié esterica.

La cadena lateral dels 22R,23R-BRs quantitativament per la seva contribuci6
esterica en la zona compresa entre I'anell C i el metil C21, qualitativament
perque la conformacié activa es troba en el minim absolut d’energia o en un
minim molt proper.

Presencia d’un metil o etil amb configuracié S (cadenes tipus bl i homo) degut a
la seva contribuci6 esterica.

-226/249 -



Conclusions

b) Els requisits estructurals per a que un BR actiu presenti una baixa activitat

(—log(dosisgy)) son:

1. Les cetones sense grups funcionals en o de I'anell A degut a la contribucié
esterica dels hidrogens en 2a i 3a (absencia de funcionalitats) i en menor grau a
la contribucié esterica del carbonil de I'anell B i a la contribuci6 a la formacié
d’enllagos d’hidrogen del carbonil de I'anell B, tenint en compte que s’explica a
través de la cadena lateral.

2. Els BRs amb unié A/B cis i diol 2,33 degut a la contribucié a la formaci6
d’enllagos d’hidrogen de I’hidroxil 2.

3. La cadena lateral dels 22S5,235-BRs quantitativament per la seva contribucié
esterica en la zona compresa entre els anells B i D, qualitativament perque la
conformacié activa es troba en el minim d’elevada energia respecte del minim
absolut.

4. Presencia d’'un metil amb configuracié R (cadena tipus epi) degut a la seva
contribucié esterica.

c) Els requisits que son indiferents al grau d’activitat (—log(dosisg,)) son:

1. La preséncia d’hidroxils en 2 i/o 3B pel que respecta a la seva contribuci6 a la
formacié d’enllagos d’hidrogen excepte en la zona comuna amb ['hidroxil 3o i
la zona intermedia del diol.

2. La presencia d’un hidroxil en 5a pel que respecta a la seva contribuci6 a la
formaci6 d’enllagos d’hidrogen, excepte en la zona comuna amb I’hidroxil 3a.

3. Els BRs amb uni6é A/B cis degut a la contribuci6 estérica en la cara a.

4. La presencia d’un hidroxil en 6o 0 6B pel que respecta a la seva contribuci6 a la
formacié d’enllagos d’hidrogen, excepte en la zona comuna amb el carbonil en
Cé.

Capitol 4: Activitat.

e S’esta aplicant un tractament estadistic massa potent per al calcul de I'activitat ja que ni
reduccié dels punts experimentals, ni rectificacié de les dades, ni el calcul de la resposta
experimental afecten significativament al seu valor.

e S’ha determinat I'error experimental de la resposta a 1 pg/planta i de l'activitat
expressada com a —log(dosisy,) i com a —log(dosiss.). Comparant-los amb els errors dels
models, es pot afirmar que el model a 1 pg/planta esta forca ben ajustat i no té gaire
marge de millora, i que el model QSAR pot millorar considerablement, sobretot en la
predictibilitat.

Conclusions finals.

e Només amb els estudis computacionals basats en I’AAA, no és possible explicar de
forma inequivoca I'activitat o inactivitat dels analegs BRs androstanics ja sigui amb el
grup funcional lliure o protegit.

e Els models QSAR estan esgotats. No se’ls pot extreure més informaci6, degut als
desequilibris estructurals del conjunt de BRs que formen part del “data set”.

e Com a plantejaments de futur, es proposen dos linees de recerca:

a) La sintesi racional de BRs per tal d’equilibrar estructuralment els models.
b) Abordar computacionalment I'estudi del receptor, el BRI1.2"*"
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Part Experimental

1. Maquinari.

1.1. Ordinadors Personals (PC).

S’han treballat progressivament amb:

PC amb processador 486 a 33 MHz amb 32 Mb de RAM i 3 Cb de disc dur, sota un
sistema operatiu Windows 95.

PC amb processador Pentium a 66 MHz amb 32 Mb de RAM i 4 Cb de disc dur, sota
un sistema operatiu Windows 98.

PC HP Pavilion 8720 amb processador Intel Pentium Ill a 733 MHz amb 64 Mb de
RAM i 15 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu Windows 2000.

PC HP omnibook xe4500 amb processador Intel Pentium 4 mobile a 1,60 GHz amb
256 Mb de RAM i 28 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu Windows XP.

També s’ha utilitzat:

PC HP Pavilion 7965 amb processador Intel Pentium 4 a 1,70 GHz amb 256 Mb de
RAM i 60 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu Red Hat Linux 8.0.

1.2. Estacions de treball (Workstations).

S’han treballat progressivament amb:

Workstation INDIGO2 de Silicon Graphics, amb un processador R4000/IP22 a 100
MHz amb 32 Mb de RAM i 4 Gb de disc dur, sota un sistema operatiu UNIX (IRIX 6.2).
Workstation INDIGO2 de Silicon Graphics, amb un processador R10000/IP28 a 195
MHz amb 256 Mb de RAM i 4 Cb de disc dur, sota un sistema operatiu UNIX
(inicialment IRIX 6.2, finalment IRIX 6.5).

També s’ha utilitzat:

Workstation ORIGIN2 de Silicon Graphics, amb quatre processador R10000/1P27 a 180
MHz amb 512 Mb de RAM i dos disc durs de 4 Gb cadascun, sota un sistema operatiu
UNIX (inicialment IRIX 6.2, finalment IRIX 6.5).

2. Programari.

S’han fet servir diversos programes generals de modelitzacié molecular:

Hyperchem:**  Programa general de modelitzaci6 molecular desenvolupat per

Hypercube Inc. Funciona en ordinadors personals (PC) sota un entorn de Windows.
Incorpora les eines necessaries per a la simulacié quimica i el calcul i la visualitzacié de
propietats moleculars.
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e Insight II:**" Programa general de modelitzaci6 molecular i quimica computacional
desenvolupat per Molecular Simulations Inc. (MSI) que el 2001 va passar a
anomenar-se Accelrys Inc. Funciona en estacions de treball Silicon Graphics amb
sistema operatiu UNIX. Funciona amb un sistema de moduls que donen accés a les
diverses eines de calcul. EI modul basic permet visualitzar, construir i manipular les
molecules. Els altres moduls utilitzats son:

a) Discover: Incorpora un ampli rang de camps de forces per dur a terme
minimitzacions, simulacions de dinamica molecular i analisi conformacional.

b) DeCipher: Permet l'analisi dels resultats de les simulacions de dinamica
molecular.

c) Analysis: Analitza les caracteristiques estructurals tan de molecules com de
propietats atomiques. Permet animar les trajectories de les dinamiques
moleculars, visualitzar camps d’interaccié molecular, etcetera.

e SYBYL:*** Programa general de modelitzacié molecular desenvolupat per Tripos Inc.
Funciona en estacions de treball Silicon Graphics amb sistema operatiu UNIX. Incorpora
les eines necessaries per a la modelitzaci6 molecular que permeten construir
estructures, optimitzar-les, comparar-les i visualitzar-les.

e MOE (Molecular Operating Enviroment):*** Programa general de modelitzacié6 molecular
desenvolupat per Chemical Computing Group que funciona en diferents plataformes i
sistemes operatius. En aquesta tesi s’ha treballat sota |'entorn Windows i Linux.
Proporciona els instruments necessaris per dur a terme estudis de modelitzaci6
molecular i quimica computacional.

S’han utilitzat programes especifics per realitzar tasques concretes:

o GRID:****> Programa desenvolupat per P. Goodford i comercialitzat per Molecular
Discovery Ltd. Es va comengar amb la versié 17 que només funcionava amb UNIX i s’ha
acabat amb la versié beta de GRID 22 que funciona amb Windows. Proporciona els
instruments per calcular multitud de camps d’interacci6 molecular. Les primeres
versions funcionaven amb wuna interficie de menls (Great), posteriorment van
incorporar una interficie grafica (Creater) i actualment incorporen un visualitzador
(Gview).

e MIPSIM (Molecular Interaction Potential SIMilarity analysis):*** Desenvolupat per el Grup
de Recerca en Informatica Biomedica (GRIB) de I'Institut Municipal d'Investigacié
Medica (IMIM) de Barcelona adscrit a la Universitat Pompeu Fabra (UPF). Funciona tan
en estacions de treball Silicon Graphics amb sistema operatiu UNIX, com en PC amb
sistema operatiu Linux. Es una eina computacional per a I’exploracié automatica de la
similitud entre biomolécules basada en els camps d’interaccié molecular.

o GOLPE (Generating Optimal Linear PLS Estimations):**"*** Desenvolupat i distribuit per
MIA S.r.l., només pot ser distribuit als usuaris de SYBYL amb una llicéncia valida dels
moduls QSAR i Advanced QSAR ja que CoMFA és una metodologia patentada per
Tripos Inc. Funciona en estacions de treball Silicon Graphics amb sistema operatiu
UNIX. Es va comencar amb la versi6 4.0 i s’ha acabat amb la 4.5. Es una eina
quimiomeétrica per a construir, validar i interpretar models de 3D-QSAR.
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TSAR (Tools for Structure-Activity Relationships):** Fulla de calcul amb capacitat
estadistica i funcions de base de dades. Desenvolupat per Oxford Molecular Group el
qual I'any 2001 es va integrar a Accelrys Inc. Funciona en estacions de treball Silicon
Graphics amb sistema operatiu UNIX. Incorpora les eines necessaries per dur a terme
estudis QSAR classic. El modul ASP permet realitzar alineaments moleculars.

Excel:**° Fulla de calcul desenvolupada per Microsoft. Funciona en ordinadors personals
amb sistema operatiu Windows. Proporciona eines eficaces que permeten analitzar,
compartir i administrar grans conjunts de dades.

3. Modelitzacié Molecular.

3.1. Construccié dels compostos.

Construccio de les molecules: S’ha fet indistintament amb Hyperchem, Insight Il i MOE.
Es construeixen a partir del BR més similar en la conformacié activa d’interés, afegint i/o
traient les funcionalitats necessaries. Posteriorment s’optimitza la geometria d’acord
amb les opcions per defecte de cada programa.

3.2. Analisi Conformacional.

Dinamica molecular (DM):

Simulacié: Es realitza amb el modul Discover del programa Insight. Les condicions de la
simulacié son: simulacié en aigua (dissolvent implicit, e=80), pas de temps (2 fs), etapa
de escalfament (5 ps), duracié de la simulacié (200 ps), camp de forces (CVFF),
algorisme d’integraci6 (Verlet-Leapfrog), conjunt canonic (NVT) i control de
temperatura (escalat de velocitats a 300K o 900K).

Analisi dades: Mitjangant els moduls Analysis i DeCipher, s'exporten les dades de la
simulacié a un fitxer de text. Es verifica la compatibilitat entre programes pel que fa al
punt o la coma decimal i s'importa a Microsoft Excel. Mitjangant una macro creada a tal
efecte, s'avalua la freqtiencia dels diferents valors per cada angle de torsié.

Construccié dels conférmers: Es realitza amb el programa SYBYL mitjangant una macro
creada a tal efecte. Mitjangant la combinacié dels valors més frequients de cada angle
de torsi6 es genera una base de dades amb tots els conformers. La mateixa macro
optimitza |'energia dels conformers i crea un fitxer de text amb els resultats de
I'optimitzacié. Les condicions de I'optimitzacié sén: Camp de forces (MM94FF o
TriposFF), cargues (Gasteiger-Marsili), algorisme d’optimitzacié (gradient conjugat) i
criteri de convergencia (gradient < 0.001).

Dinamica molecular gestionada a través d’un procés de fusié simulada (DM-SA) :

Simulacié: Es realitza amb el modul Discover del programa Insight. Les condicions de la
simulacié sén:
o Condicions de la fusié simulada: 500 iteracions per cada angle de torsi6 flexible,
simulacié en aigua (dissolvent implicit, e=80) i camp de forces (CVFF).
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o Condicions de la dinamica molecular: esquelet esteroide rigid, pas de temps
(1fs), etapa de escalfament de 298K a 900K (500 fs), etapa de la simulaci6 a
900K (1.000 fs), etapa de refredament de 900K a 298K (100 fs), algorisme
d’integracié (Verlet), conjunt canonic (NVT) i control de temperatura (escalat de
velocitats).

o Condicions de l'optimitzacié de I’energia: esquelet esteroide flexible, nombre
maxim d’iteracions (300) i algorisme d’integracié en tres passos amb criteri de
convergencia (gradient): a) Steepest Descent (gradient < 1000), b) Gradient
Conjugat (gradient < 10) i c) Newton (bfgs, gradient < 0,001).

Analisi dades: Mitjangant els moduls Analysis i DeCipher, s'exporten les dades de la
simulacié a un fitxer de text. Es verifica la compatibilitat entre programes pel que fa al
punt o la coma decimal i s'importa a Microsoft Excel. Mitjangant la mateixa macro
d’abans, s'avalua la freqiiencia dels diferents valors per cada angle de torsié.
Conférmers: Mitjancant una macro d’Insight creada a tal efecte, s’extreuen del fitxer de
la simulaci6 els conformers d'interes.

3.3. Alineament molecular.

Alineament molecular a traves del Potencial Molecular Electrostatic (MEP): Es realitza
mitjancant el modul ASP del programa TSAR. Es maximitza I'index de similitud
electrostatic de Carbé entre la molecula d’estudi i la conformacié activa de la
brassinolida. L’algorisme d’optimitzacié és SIMPLEX.?"!

Alineament molecular a traves dels anells C i D de I’esteroide: Es realitza mitjancant una
aplicacié propia de SYBYL. Es minimitza la distancia entre els 9 atoms que formen els
anells C i D de I'esquelet esteroide de la molecula d’estudi i de la conformacié activa
de la brassinolida.

Alineament molecular a traves dels camps moleculars de GRID: Es realitza mitjancant el
modul COMP de programa MIPSIM el qual necessita del programa GRID. Les
condicions d’alineament s6n: Prealineament mitjancant els anells C i D™ i utilitzacié
de la sonda oh.***

3.4. 3D-QSAR.

CRID: Es calcula I'energia d’interacci6 amb les sondes d’aigua (oh2) i metil (C3) en
aquest ordre. La mida de la caixa es defineix de forma que s'estengui 5 A des de
I'estructura dels compostos. S'utilitza un pas de malla de 0,5 A i s'aplica un tall
d’energia de +5 kcal/mol.

" En la mesura del que ha estat possible, també s’ha inclos I'anell A i/o la cadena lateral total o
parcialment.

H Sutilitza la sonda de oh (hidroxil) enlloc de oh2 (aigua) per recomanacié dels propis
programadors de MIPSIM.

-234/249 -



Part Experimental

GOLPE: S'importen els camps moleculars de GRID.

O

Pretractament de les dades: Es realitza préviament al calcul dels models i
consisteix en: a) es suprimeixen els valors positius per considerar només les
interaccions favorables de forma que la interpretacié dels coeficients és directe,
b) s’aplica un tall d’energia de 0,1 kcal/mol per suprimir les variables amb més
soroll, ) s’aplica un tall en la desviacié estandard de 0,1 kcal/mol per suprimir
les variables amb menys informaci6, d) es suprimeixen les variables a 2, 3 i 4
nivells, les quals poden distorsionar el model i d) es realitza un escalat per bloc
de les sondes per donar-les el mateix pes.

PCA: Es realitza el calcul de 10 components principals, perd només es tenen en
compte aquells que es poden interpretar des d’un punt de vista estructural. Els
components s’interpreten a partir dels camps de coeficients, ajudant-se en cas
que sigui necessari dels grafics de variables i dels camps de les contribucions de
determinats compostos. Aquesta interpretacié es corrobora amb el grafic
d’objectes, colorant els compostos segons els pertoqui.

PLS: Es realitza el calcul de 5 variables latents, perd només es tenen en compte
aquelles on es pot interpretar la relacié entre |'estructura dels BRs i I’activitat.
Aquesta relacié s’interpreta a partir dels grafics de correlacié interna i dels
camps de les variables, dels pesos i dels coeficients. Els models es validen
aplicant tecniques de validaci6 interna. Concretament s’utilitza el metode de
deixar un a fora (Leave One Out (L.O.0O.)).

Reduccié de variables:**® S’aplica als models amb bona capacitat predictiva
(% w1, 100) > 0,3). Es realitza una reduccié de les variables de I'espai dels pesos,
aplicant un disseny de D-optim. Aquesta reduccié s’aplica en diverses etapes
fins que el nombre de variables esta al voltant de les 5.000-6.000. En cada
etapa es redueix el nombre de variables un 50%.

Agrupament de variables: Es realitza mitjangant |’algorisme d’agrupament Smart
Region Detection (SDR)**** i s’aplica un cop feta la reduccié de variables. Les
condicions de l'agrupament sén: nombre de llavors (10% de les variables
actives), distancia critica (5 A) i distancia d’unificacié de grups (10 A).

Selecci6 de variables: S'aplica un cop fet I'agrupament de variables. Mitjangant
un disseny factorial fraccionat (FFD)***** es realitzen una serie de models
reduits i s’avalua la influencia de les variables sobre I'activitat. Les condicions de
la seleccié de variables son: Aplicaci6 sobre la primera variable latent, utilitzacié
dels grups de variables, en cada model es recalculen els pesos, els models es
validen internament amb el metode L.O.O., la relacié entre el nombre
d’experiments i de variables és de 5 i en el model final es mantenen les
variables incertes.

Predicci6 de I'activitat: Es construeixen els compostos amb |'alineament i la conformacié
activa que li pertoca segons els model. Es calculen els camps moleculars de GRID en les
mateixes condicions que les del model (sondes, mida de caixa i pas de malla). Aquests
s'importen a GOLPE i es realitza el seglient pretractament de les dades: a) es
suprimeixen els valors positius i b) es realitza un escalat per bloc de les sondes
assignant-los el mateix pes que tenen en el model. Finalment, s'utilitza I'aplicacié
corresponent per predir I'activitat.
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e Intersecci6 dels mapes de GRID: Es calcula I'energia d’interaccié amb la sonda d’aigua
(0h2) dels dos compostos a comparar. Les condicions de la caixa no poden excedir el
nombre de 65.536 variables (nombre maxim de files permeses per Microsoft Excel). Per
aquest motiu la mida de la caixa ha d’incloure només les regions d’interes i s'utilitza un
pas de malla de 1 A 0 0,5 A. Saplica un tall d’energia de +5 kcal/mol i es demana que
el fitxer amb les energies estigui en format ASCII. Es verifica la compatibilitat entre
programes pel que fa al punt o la coma decimal i s'importen les energies a Microsoft
Excel. Mitjangant una plantilla creada a tal efecte, es calcula el mapa d’energies
corresponents a les zones comuns, es a dir, la interseccié. Es crea un fitxer de GRID
amb les energies de la interacci6 i es torna a verificar la compatibilitat entre programes
pel que fa al punt o la coma decimal. Finalment, per poder visualitzar aquest fitxer cal
canviar el format de “text — Windows” a “text — UNIX".

4. Estadistica.

4.1. Proves d’hipotesi.”’

e Proves d’hipotesi sobre les mitjanes de dos distribucions normals de variancies
desconegudes i diferents.

Hipotesi nul-la: H,:p =pn, ((712 # 0} desconegudes)

2
2 2
S5
p— p— T + T
X, — X, noom

Estadistic de prova: t, =—F—=—, V= ( y )2 ( y )2 -2
Si /M Sy /1
+

n, +1 n, +1

Hipotesi alternativa i criteri de rebuig:
o H :u=#u,, |t°|>t2v
>
S’ha fet servir per determinar amb un 95% de seguretat, si la mitjana de la resposta de
la hcs a 1 pg/planta d’un bioassaig és igual a la mitjana de totes les dades.

e Proves d’hipotesi sobre les mitjanes de dos distribucions normals de variancies

conegudes.
Hipotesi nul-la: H,:p =pn, (012 io} conegudes)
Estadistic de prova: Zy =

Hipotesi alternativa i criteri de rebuig:
o H :p#u,, |zo|>zg
2
S’ha fet servir per determinar amb un 95% de seguretat, si I’activitat d’'un compost és
igual a la d’un altre.
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