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1. Imig¢ i nazwisko

Sabina Podlewska (nazwisko panienskie: Smusz, zmiana nazwiska w 2015 r.)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

13.10.2016 doktor nauk chemicznych
Wydzial Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Tytul rozprawy doktorskiej: "Development of machine
learning-based tools for computer-aided drug design"

Promotor: prof. dr hab. Andrzej J. Bojarski

Rozprawie doktorskiej przyznano wyroznienie

03.11.2014 magister matematyki

Wydziat Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Slaskiego

Tytul pracy magisterskiej: ,,Modele Markowa w procedurach
projektowania substancji aktywnych biologicznie”

Promotor: dr hab. Marta Tyran-Kaminska

19.06.2012 magister chemii

Wydzial Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Tytul pracy magisterskiej: ,,Ewaluacja r6znych metod uczenia
maszynowego pod katem ich zastosowania w wirtualnym
skriningu”

Promotor: dr hab. Andrzej J. Bojarski, prof. IF

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.04.2015-obecnie Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, Zaktad Chemii
Lekow,  stanowisko:  asystent  (21.12.2015-01.03.2016,
08.10.2018-14.10.2021 — urlop bezptatny; 11.12.2016—

09.12.2017 — urlop macierzynski, rodzicielski)

08.10.2018-14.10.2021 Wydziat  Farmaceutyczny  Uniwersytetu  Jagiellonskiego
Collegium Medicum, Katedra 1 Zaklad Technologii
i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, stanowisko: asystent

(12.12.2018-10.12.2019 — urlop macierzynski, rodzicielski)

01.10.2010-31.03.2015 Instytut Farmakologii PAN, Zaktad Chemii Lekow, stanowisko:

pracownik inzynieryjno-techniczny
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02.08.2010-30.09.2010 Instytut Farmakologii PAN, Zaktad Chemii Lekow, stanowisko:

stazysta

4. Omowienie osiagnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy
4.1. Tytul osiggni¢cia naukowego

Opracowanie narzedzi obliczeniowych opartych o metody uczenia maszynowego i ich

wykorzystanie w komputerowo wspomaganym projektowaniu lekow.

4.2. Zestawienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Przedstawione osiggni¢cie naukowe wynikajace z art. 219, ust. 1, pkt. 2b ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i1 nauce stanowi cykl 11 powigzanych tematycznie
artykutow naukowych, z ktérych 10 stanowig prace oryginalne, natomiast 1 artykul jest
publikacja przegladowsq. Prace te zostaly opublikowane w latach 2017-2022. Sumaryczny
Impact Factor (IF) prac sktadajacych si¢ na osiggnigcie naukowe wynosi 53,248, natomiast

taczna liczba punktéw MEIN wynosi 1130.

Zestawienie publikacji wchodzacych w sklad osiggni¢cia naukowego

Punktacja

Lp. Dane bibliograficzne publikacji
IFrokﬁwydania ME iN

Podlewska, S.; Czarnecki, W.; Kafel, R.; Bojarski, A. J. Creating
g1 the New from the Old: Combinatorial Libraries Generation with 3,804 40

Machine-Learning-Based Compound Structure Optimization. J.
Chem. Inf. Model. 2017, 57, 133—-147.

Podlewska, S.; Kafel, R.; Lacivita, E.; Satala, G.; Kooistra, A. J.;

H2 Vass, M. de Graaf, C.; Leopoldo, M.; Bojarski, A. J.; Mordalski, 4 833 40
S. Structural insights into serotonin receptor ligands
polypharmacology. Eur. J. Med. Chem. 2018, 151, 797-814.

Vass, M."; Podlewska, S."; de Esch, 1. J. P.; Bojarski, A. J.; Leurs,

H3 R.; Kooistra, A. J.; de Graaf, C. Aminergic GPCR-Ligand ¢ 205 200
Interactions: A Chemical and Structural Map of Receptor
Mutation Data. J. Med. Chem. 2019, 62, 3784—3839.

Lesniak, D.; Podlewska, S.*; Jastrz¢bski, S.; Sieradzki, I.;
Bojarski, A. J.; Tabor, J. Development of new methods needs

H4 proper evaluation — benchmarking sets for machine learning 4,549 100
experiments for class A GPCRs. J. Chem. Inf. Model. 2019, 59,
4974-4992.
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HS

Jastrzebski, S.; Szymczak, M.; Pocha, A.; Mordalski, S.; Tabor,
J.; Bojarski, A. J.; Podlewska S.* Emulating Docking Results
Using a Deep Neural Network: A New Perspective for Virtual
Screening. J. Chem. Inf. Model. 2020, 60, 4246—4262.

4,956

100

Heé

Podlewska, S.; Bugno, R.; Kudla, L.; Bojarski, A. J.; Przewlocki,
R. Molecular Modeling of p Opioid Receptor Ligands with
Various Functional Properties: PZM21, SR-17018, Morphine,
and Fentanyl-—Simulated Interaction Patterns Confronted with
Experimental Data. Molecules 2020, 25, 4636.

4,411

140

H7

Podlewska, S., Latacz, G.; Lazewska, D.; Kie¢-Kononowicz, K.;
Handzlik, J. In silico and in vitro studies on interaction of novel
non-imidazole histamine H3R antagonists with CYP3A4. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2020, 30, 127147.

2,823

70

HS8

Podlewska, S..*; Bugno, R.; Lacivita, E.; Leopoldo, M.;
Bojarski, A. J.; Handzlik, J.* Low Basicity as a Characteristic for
Atypical Ligands of Serotonin Receptor 5-HT?2. Int. J. Mol. Sci.
2021, 22, 1035.

5,924

140

H9

Wojtuch, A.; Jankowski, R.; Podlewska, S.* How can SHAP
values help to shape metabolic stability of chemical compounds?
J. Cheminf. 2021, 13, 74.

5,514

100

H10

Baltrukevich, H.; Podlewska, S.* From data to knowledge:—
systematic review of tools for automatic analysis of molecular
dynamics output. Front. Pharmacol. 2022, 13, 844293.

5,811

100

H11

Penna, E.+; Niso, M.; Podlewska, S.#; Volpicelli, F.; Crispino,
M.; Perrone-Capano, C.; Bojarski, A.J.; Lacivita, E.; Leopoldo,
M. In vitro and in silico analysis of the residence time of serotonin
5-HTj7 receptor ligands with arylpiperazine structure: a structure-
kinetics relationship study. ACS Chemical Neurosci. 2022, 13,
497-509.

4,418

100

t - rownorzedny wktad

* - autor korespondencyjny

Badania zrealizowane przez habilitantkg, ktore zostaly przedstawione w publikacjach

wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego finansowano z nastgpujacych zrédet:

,Poszukiwanie nowych struktur wiodacych dla ligandow receptora serotoninowego

5-HT7 o zwigkszonej stabilno$ci metabolicznej” — Narodowe Centrum Nauki:
HARMONIA Nr 2015/18/M/NZ7/00377, wysoko$¢ dofinansowania: 243 120 PLN,
okres realizacji: 12.04.2016-11.05.2018, charakter udziatu habilitantki: kierownik

projektu [H1-H3]
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e _Rozwoj grupy niezasadowych ligandow receptora serotoninowego 5-HT7, pochodnych
2-(6-okso-3-fenylo-1,6-dihydropirydazyn-1-ylo)-N-fenyloacetamidu, o zwigkszone;j
stabilnosci  metaboliczne}” — Narodowe Centrum Nauki: SONATINA
Nr 2018/28/C/NZ7/00145, wysokos¢ dofinansowania: 790 877 PLN, okres realizacji:
15.10.2018-14.10.2021, charakter udziatu habilitantki: kierownik projektu [H4, H7—
H9]

e ,Opracowanie kompleksowego zestawu narz¢dzi obliczeniowych do poszukiwania
ligandow okreslonego receptora na przyktadzie receptora serotoninowego 5-HT7” —
Narodowe Centrum Nauki: OPUS Nr 2018/31/B/NZ2/00165, wysokos¢
dofinansowania: 645 200 PLN, okres realizacji: 26.11.2019—obecnie, charakter udziatu
habilitantki: kierownik projektu [HS, H10]

e “Racjonalne projektowanie i ocena funkcjonalnie stronniczych agonistow receptorow
opioidowych” — Narodowe Centrum Nauki: OPUS Nr 2018/31/B/NZ7/03954,
wysokos$¢ dofinansowania: 2 495 020 PLN, okres realizacji: 24.07.2019—obecnie,
kierownik projektu: prof. dr hab. Ryszard Przewlocki, charakter udziatu habilitantki:
wykonawca [H6]

4.3. Opis wkladu wlasnego w publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

H1. Podlewska, S.: Czarnecki, W.: Kafel. R.: Bojarski, A. J. Creating the New from the Old:

Combinatorial Libraries Generation with Machine-Learning-Based Compound Structure

Onptimization. J. Chem. Inf. Model. 2017, 57. 133—147.

Moj wktad w publikacje polegal na realizacji nast¢pujacych zadan: zaprojektowanie
metodologii do generowania nowych zwigzkow w oparciu o podstruktury optymalne dla
aktywnosci zwigzkéw, przygotowanie zestawow danych z bazy ChEMBL dla 8 celow
biologicznych, reprezentacja danych w postaci fingerprintow podstrukturalnych, identyfikacja
fragmentéw strukturalnych wystepujacych w ligandach — elementow wejSciowych
do generowania nowych zwigzkéw, opracowanie metodologii taczenia optymalnych
fragmentow w nowe potencjalne ligandy danego receptora, weryfikacja skutecznos$ci
opracowanego podejscia do generowania nowych zwigzkéw, analiza wygenerowanych
bibliotek zwigzkow (przygotowanie rozktadow wybranych wiasnos$ci, analiza podobienstwa
do istniejgcych ligandoéw), interpretacja uzyskanych wynikow, przygotowanie tekstu
manuskryptu oraz figur (za wyjatkiem jednej, figury nr 3, ktdérej autorem jest Wojciech

Czarnecki).
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H2. Podlewska, S.: Kafel. R.: Lacivita, E.: Satala, G.; Kooistra, A. J.: Vass, M.: de Graaf, C.:

Leopoldo, M.: Bojarski, A. J.: Mordalski, S. Structural insights into serotonin receptor ligands

polypharmacology. Eur. J. Med. Chem. 2018, 151, 797-814.

Moj wktad w publikacje byl zwigzany z opracowaniem koncepcji badan oraz
przeprowadzeniem  eksperymentéw  modelowania  molekularnego, tj. natozeniem
1 porownaniem sekwencji aminokwasowych rozpatrywanych receptorow serotoninowych wraz
z identyfikacja pozycji mogacych odpowiada¢ za selektywnos$¢, przygotowaniem zestawoOw
zwiazkow selektywnych 1 nieselektywnych na podstawie danych z bazy ChEMBL,
przeprowadzeniem procedury modelowania homologicznego receptoréw 5-HTia, 5-HTza,
5-HTg oraz 5-HT7, przeprowadzeniem dokowania odpowiednich zestawow zwigzkéw wraz
ze statystyczng  analiza  czgstoSci  wystgpowania  poszczegoélnych  oddziatywan
w rozpatrywanych grupach ligandéw, przeprowadzeniem procedury wirtualnego przesiewania
bazy ZINC pod katem poszukiwania nowych selektywnych ligandéw, wyborem zwigzkow
do zakupu oraz analiza wynikow badan powinowactwa in vitro do rozpatrywanych receptorow.
Ponadto, przeprowadzitam konfrontacj¢ = wynikow  eksperymentalnej  weryfikacji
powinowactwa zakupionych zwigzkoéw z rezultatami modelowania molekularnego oraz

przygotowatam wstepng wersje manuskryptu wraz z figurami.

H3. Vass, M.": Podlewska, S.": de Esch, I. J. P.: Bojarski, A. J.: Leurs, R.: Kooistra, A. J.:
de Graaf, C. Aminergic GPCR—Ligand Interactions: A Chemical and Structural Map
of Receptor Mutation Data. J. Med. Chem. 2019, 62, 3784-3839.

Moja rolg w przedstawionej pracy byto dokonanie przegladu literaturowego w zakresie
danych mutagenetycznych dla receptorow serotoninowych, dopaminowych, muskarynowych
oraz alfa-adrenergicznych oraz wykonanie analizy statystycznej uzyskanych danych. Ponadto,
opracowatam protokot obliczeniowy do przewidywania efektu mutagenetycznego dla danej
pary: mutacja w okreslonej pozycji-ligand, ktéry zastosowatam do analizy informacji
mutagenetycznej dla wszystkich receptorow aminergicznych rozpatrywanych w publikacji
(34 podtypy). Bratam réwniez udziat w przygotowaniu tekstu publikacji oraz czg$ci figur

(fig. 4, fig. 5, fig. 8, fig. 11, fig. 14, fig. 17, fig. 21).
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H4. Les$niak, D.: Podlewska, S.*: Jastrzebski, S.: Sieradzki, I.: Bojarski, A. J.: Tabor, J.

Development of new methods needs proper evaluation — benchmarking sets for machine

learning experiments for class A GPCRs. J. Chem. Inf Model. 2019, 59. 4974-4992.

W publikacji H4 pelitam role koordynatora projektu, bralam udziat w opracowywaniu
koncepcji badan oraz przeprowadzilam doswiadczenia wstepne na ograniczonym zbiorze
danych. Bralam réwniez udzial w analizie wynikéw oraz dokonatam ich interpretacji.
Przygotowatam takze wstepna wersje manuskryptu wraz z figurami (jestem autorka
nastepujacych figur: 1, 2, 6). Ponadto, prowadzitam korespondencje z edytorem Journal
of Chemical Information and Modeling oraz przygotowatam odpowiedzi na uwagi

recenzentow.

HS5. Jastrzebski, S.: Szymczak, M.: Pocha, A.; Mordalski, S.: Tabor, J.: Bojarski,
A. J.: Podlewska S.* Emulating Docking Results Using a Deep Neural Network: A New
Perspective for Virtual Screening. J. Chem. Inf. Model. 2020, 60, 4246—4262.

Publikacja HS jest rezultatem zaprojektowanych przeze mnie badah zwigzanych
z opracowaniem protokolu do przewidywania wynikéw dokowania. Poza zaplanowaniem
1 koordynowaniem prac, przygotowatam zestawy zwigzkow (ligandow 1 zwigzkow
nieaktywnych), przeprowadzitam procedury dokowania do odpowiednich receptorow
w programie Glide, przeksztalcitam wyniki dokowania do postaci zero-jedynkowej
umozliwiajacej przygotowanie modeli uczenia maszynowego oraz dokonalam oceny
skutecznosci predykcji opracowanego protokotu. Ponadto, bratam udziat w analizie wynikow i
ich interpretacji. Przygotowatam takze tekst manuskryptu wraz z figurami (z wytaczeniem fig.
10 1 fig. 12). Prowadzitam takze korespondencje z edytorem Journal of Chemical Information

and Modeling oraz przygotowalam odpowiedzi na uwagi recenzentow.

H6. Podlewska, S.: Bugno. R.: Kudla, L.: Bojarski, A. J.; Przewlocki, R. Molecular Modeling
of u Opioid Receptor Ligands with Various Functional Properties: PZM21. SR-17018.

Morphine, and Fentanyl—Simulated Interaction Patterns Confronted with Experimental Data.

Molecules, 2020, 25, 4636.

Moj wkiad pracy w publikacje polegal na przeprowadzeniu badan in silico, tj.
charakterystyce dostepnych krysztatow receptoréw opioidowych, zadokowaniu badanych
zwigzkow (PZM21, SR-17018, morfiny, fentanylu) oraz zwigzkow referencyjnych (BFO,
BU72) do wybranych struktur krystalicznych receptora opioidowego (4DKL, 5C1M, 6DDF),
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analizie uzyskanych p6z oraz przygotowaniu i przeprowadzeniu eksperymentow dynamiki
molekularnej. Opracowalam takze metode analizy wynikéw dynamiki molekularnej polegajaca
na wyznaczeniu korelacji pomigdzy czestoscig oddzialywania zwigzkéw z poszczegodlnymi
aminokwasami a wynikami doswiadczen in vitro 1 zastosowalam ja do otrzymanych danych.
Bralam réwniez udzial w opracowaniu koncepcji badan, interpretacji uzyskanych wynikow
1 przygotowaniu manuskryptu (fragmenty tekstu odnoszace si¢ do badan obliczeniowych oraz

figury 1-9).

H7. Podlewska, S.. Latacz, G.; Lazewska. D.: Kie¢-Kononowicz, K.: Handzlik. J. /n silico and

in vitro studies on interaction of novel non-imidazole histamine H3R antagonists with CYP3A4.

Bioorg. Med. Chem. Lett. 2020, 30, 127147.

W publikacji H7 pelitam rol¢ pomystodawcy i1 koordynatora projektu. Opracowatam
koncepcj¢ 1 plan badan, przeprowadzitam dokowanie oraz wykonalam symulacje dynamiki
molekularnej dla wybranych utozen zwigzkow. Przeprowadzitam réwniez statystyczng analize
uzyskanych wynikow wraz z ich interpretacja i wizualizacja. Ponadto, bralam udzial
w przygotowaniu tekstu manuskryptu, a takze jestem autorka wszystkich figur znajdujacych si¢

w przedstawionym artykule.

HS. Podlewska, S.*: Bugno. R.: Lacivita, E.; Leopoldo, M.: Bojarski. A. J.;: Handzlik. J.* Low

Basicity as a Characteristic for Atypical Ligands of Serotonin Receptor 5-HT?2 Int. J. Mol. Sci.
2021, 22. 1035.

Moj wktad pracy w publikacje polegat na przygotowaniu danych o ligandach o niskiej
zasadowosci na podstawie bazy ChEMBL, analizie statystycznej rozktadu parametru pKa, dla
ligandow rozpatrywanych receptorow, analizie selektywnosci dla wybranych ligandow
niskozasadowych, analizie zasadowosci 1 aktywnosci poszczegdlnych grup strukturalnych
ligandow, przygotowaniu modeli homologicznych rozpatrywanych receptoréw (natywnych
oraz ze zmutowang reszta kwasu asparaginowego D3.32), przeprowadzeniu procedury
dokowania oraz analizie statystycznej oddzialywan wystepujacych dla rozpatrywanych grup
zwigzkéw (zasadowe/niezasadowe) z poszczegdlnymi aminokwasami. Dokonatam takze
interpretacji uzyskanych wynikow, wykonalam ich wizualizacje (wszystkie figury
przedstawione w publikacji s3 mojego autorstwa) oraz bralam udziat w przygotowaniu tekstu

publikacji.
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H9. Woijtuch, A.: Jankowski, R.: Podlewska, S.* How can SHAP values help to shape
metabolic stability of chemical compounds? J. Cheminf. 2021, 13, 74.

W badaniach, ktoérych przeprowadzenie zaowocowato publikacja H9 petitam rolg
pomystodawcy oraz koordynatora. Moim zadaniem byto rowniez przygotowanie odpowiednich
zestawoOw danych do konstrukcji modeli predykcyjnych przewidujacych stabilnos¢
metaboliczng wraz z ich wstgpng analiza 1 przeksztalceniem do odpowiedniej postaci,
wykonanie analizy i interpretacji uzyskanych wynikow, a takze zaprojektowanie serwisu
online. Ponadto, przygotowatam manuskrypt (tekst oraz figury), prowadzitam korespondencje
z edytorem Journal of Cheminformatics, jak rowniez jestem autorka odpowiedzi na uwagi

recenzentow.

H10. Baltrukevich, H.: Podlewska, S.* From data to knowledge: systematic review of tools for

automatic analysis of molecular dynamics output. Front. Pharmacol. 2022, 13, 844293 (praca

przegladowa).

Moja rolag w publikacji byto dokonanie przegladu literatury w zakresie automatycznych
podejs¢ do analizy wynikoéw dynamiki molekularnej, przygotowanie nast¢pujacych rozdziatow:
3, 4, 5 oraz wspoltworzenie rozdzialu 6 1 wnioskow. Dokonatam rowniez ostatecznej edycji
catego manuskryptu, prowadzitam korespondencje¢ z edytorem Frontiers in Pharmacology oraz

wprowadzilam poprawki po uwagach recenzentow.

H11. Penna, E4; Niso, M.;: Podlewska, S+ Volpicelli, F.: Crispino, M.; Perrone-Capano, C.:

Bojarski, A.J.; Lacivita, E.;: Leopoldo, M. In vitro and in silico analysis of the residence time

of serotonin 5-HT7 receptor ligands with arylpiperazine structure: a structure-kinetics

relationship study. ACS Chemical Neurosci. 2022, 13, 497-509.

Moj wktlad pracy w publikacj¢ byt zwigzany z przeprowadzeniem badan modelowania
molekularnego, tj. opracowaniem koncepcji badan pozwalajacych na wyjasnienie
obserwowanych parametrow kinetycznych zwigzkéw, analizg wartosci réznych deskryptorow
molekularnych w odniesieniu do parametrow kinetycznych, dokowaniem zwigzkow
do receptora serotoninowego 5-HT7, przeprowadzeniem symulacji dynamiki molekularne;
1 analizg uzyskanych wynikéw. Zaproponowatam rowniez wytlumaczenie obserwowanych
zaleznos$ci kinetycznych oraz przygotowatam fragment manuskryptu dotyczacy modelowania

molekularnego wraz z figurami (fig. 3, 4, 5).
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4.4. Omowienie celu naukowego przedstawionego osiagniecia naukowego oraz
otrzymanych wynikow

4.4.1. Wprowadzenie

Proces projektowania nowych lekéw jest niezwykle ztozony, dilugotrwaty
i kosztowny.!? Jednak rosnace zapotrzebowanie na réznego rodzaju medykamenty sprawia, ze
mimo trudnosci 1 konieczno$ci ponoszenia znacznych naktadéw finansowych, liczba
przedsiewzie¢ podejmowanych w celu odkrycia nowych substancji leczniczych ciagle roénie.’
Poszukiwanie zwigzkéw o okreslonej aktywnosci biologicznej nie jest jednak dziataniem
charakterystycznym dla wspolczesnosci, lecz towarzyszy cztowiekowi od zarania dziejow.
Poczatkowo, lekow poszukiwano w §wiecie fauny 1 flory, jednak proces ten byt w gldwnej
mierze oparty na intuicji, szczesciu i przypadku.* Mimo to, juz starozytne cywilizacje Majow,
Aztekow 1 Egipcjan posiadaja udokumentowane stosowanie roéznorodnych mikstur
leczniczych, co czyni farmakologi¢ najstarsza (a jednocze$nie najbardziej dynamicznie
rozwijajaca sie) dziedzing medycyny.>®

Doswiadczenia oraz wiedza medyczna 1 farmakologiczna przekazywane kolejnym
pokoleniom przyczynity si¢ z czasem do zrewolucjonizowania procesu poszukiwania nowych
lekow. Obecnie jesteSmy uzbrojeni w wiedz¢ farmakologiczng, medyczng, biologiczna,
fizyczng i chemiczng z jednej strony, a z drugiej mozemy korzysta¢ z rosngcej nieustannie mocy
obliczeniowe] komputeréw 1 nowych technologii. Odkrywane sg mechanizmy molekularne
chorob, poznawane sa fizyczne i1 chemiczne procesy, ktérym podlegaja ksenobiotyki
po wprowadzeniu do organizmu, a takze mamy dostgp do coraz doskonalszych
1 doktadniejszych procedur diagnostycznych. Wszystko to sprawia, Ze nowe substancje
lecznicze nie sg juz pozyskiwane w sposob przypadkowy, lecz sg rezultatem przemyslanego
1 skrupulatnie zaplanowanego procesu. Wspotczesnie, nowe terapeutyki sg opracowywane
w procesie tzw. racjonalnego projektowania lekow, sktadajacego si¢ z siedmiu podstawowych
etapow: identyfikacji celu molekularnego (najczesSciej s3 nim biatka receptorowe
1 enzymatyczne), weryfikacji celu biologicznego, znalezienia struktury wiodgcej, optymalizacji
tej struktury, badan przedklinicznych, badan klinicznych /(faza I, II 1 III) oraz wprowadzenia
leku na rynek.’

Kazdy z etapow rozwoju leku produkuje ogromne ilosci danych, dlatego réznorodne
narzedzia statystyczne i technologie bazodanowe sg niezbedne, aby moc nimi odpowiednio
zarzadza¢ 1 korzysta¢ z nich w celu wspomagania proceséw decyzyjnych i analitycznych.
Narzedzia obliczeniowe odgrywaja jednak istotng role juz na etapie poszukiwania nowych

kandydatow na leki, w ramach tzw. komputerowo wspomaganego projektowania lekéw

11



Dr Sabina Podlewska Autoreferat

(ang. computer-aided drug design, CADD). Wykorzystanie narz¢dzi in silico nie ogranicza si¢
tylko 1 wylacznie do identyfikacji zwiazkdéw posiadajacych potencjalnie pozadany profil
aktywnosci biologicznej, lecz obejmuje takze analiz¢ 1 optymalizacj¢ ich wlasnosci
fizykochemicznych, farmakokinetycznych, a takze potencjalnej toksyczno$ci.®!!

Wsrod szerokiego wachlarza metod stosowanych w obszarze obliczeniowej chemii
medycznej mozemy wyrdzni¢ techniki oparte tylko i wylacznie o strukture i wlasciwos$ci
znanych ligandow o okreslonym profilu (ang. ligand-based drug design, LBDD),'? jak
i podejscia wykorzystujace informacje o strukturze przestrzennej celu biologicznego
(ang. structure-based drug design, SBDD)."* Poza najpopularniejszymi metodologiami, takimi
jak modelowanie farmakoforowe!* czy dokowanie,'’ coraz wicksza popularno$é¢ w zadaniach
komputerowo wspomaganego projektowania lekow zaczynaja zdobywaé algorytmy uczenia
maszynowego, pozwalajace na kompleksowg 1 wzglednie szybka analiz¢ bardzo duzych ilosci

danych.!¢

Metody uczenia maszynowego

Algorytmy uczenia maszynowego sg obecnie wykorzystywane niemal we wszystkich
obszarach zycia, pozwalajac na uzyskanie informacji i zaleznos$ci pomigdzy danymi, ktorych
identyfikacja jest poza zasiegiem ludzkiego umystu. Najbardziej spektakularnymi przyktadami
wykorzystania tego rodzaju narzedzi sa autonomiczne samochody, technologia rozpoznawania
twarzy czy samozarzadzajace si¢ magazyny. Warta podkreslenia jest rdwniez niezwykla
zdolno$¢ algorytméw uczenia maszynowego do szybkiego osiggania poziomu
arcymistrzowskiego w grze w szachy czy starochinskiej grze planszowej Go (system AlphaGo
pokonal w 2016 roku najlepszego gracza na $wiecie), gdzie coraz cze¢$ciej bitwe cztowiek
kontra maszyna wygrywa wlasnie ta druga.

Dwie gtowne klasy problemoéw, ktore mozna rozpatrywac przy wykorzystaniu metod
uczenia maszynowego to klasyfikacja (w przypadku zwigzkéw chemicznych najczesciej pod
katem aktywnosci (aktywny/nieaktywny) wobec okreslonego celu biologicznego) oraz regresja
(przewidywanie konkretnej warto$ci numerycznej danego parametru, np. rozpuszczalnosci,
wartos$ci wspolczynnika podziatu oktanol-woda czy czasu péitrwania w przypadku analizy
stabilnosci metabolicznej).!” Uczenie maszynowe stosuje si¢ rowniez do poszukiwania
wzorcOw danych i1 grupowania ich w podzbiory wedtug okreslonych cech (klasteryzacja),
co w przypadku zwigzkéw chemicznych moze oznacza¢ np. automatyczng identyfikacje

zwigzkoéw posiadajacych ten sam rdzen strukturalny.'®
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W ostatnich latach, wykorzystanie uczenia maszynowego w komputerowo
wspomaganym projektowaniu lekéw przestalo ograniczaé si¢ tylko i wylacznie do oceny
potencjalnej aktywnosci lub innych wiasnosci zwiazkow,'”?® lecz zaczeto je rowniez
wykorzystywaé do proponowania struktur nowych potencjalnych ligandéw przy zastosowaniu

tzw. metod generatywnych.?*2°

Dynamika molekularna

Przewidywania sposobu oddziatywania liganda z receptorem dokonuje si¢ zwykle przy
pomocy dokowania. W procesie tym, poszukuje si¢ bioaktywnej konformacji molekutly
w miejscu wiazacym biatka.?”?® Dokowanie przeprowadza sie najczesciej w ukladzie labilny
ligand-sztywne biatko, tak wigc zmiany konformacyjne zachodza jedynie w obrebie zwigzku
matoczasteczkowego. Pomimo opracowania metod pozwalajacych na uwzglednienie rowniez
zmian w ulozeniu atomow biatka (dokowanie w uktadzie labilny ligand-labilne biatko),
nie istnieje podejscie, ktore bratoby pod uwage calg dynamike procesu dokowania
molekularnego, a informacje uzyskiwane w wyniku realizacji tej procedury dotycza jedynie
okreslonego momentu czasu.

Znacznie wiecej danych o potencjalnym wzajemnym zachowaniu liganda i biatka
mozna uzyska¢ poprzez symulacje dynamiki molekularnej, ktore pozwalaja na $ledzenie
ewolucji uktadu ligand-biatko w czasie.”” Badanie analizowanego uktadu w funkcji czasu
mozna przeprowadzi¢ korzystajac z zasad dynamiki Newtona, okreslajacych zwigzek
pomiedzy ruchem ciata, a dziatajagcymi na niego sitami. Pelnoatomowe symulacje sg niezwykle
kosztowne obliczeniowo, gdyz wymagaja okreslenia pozycji 1 oddziatujacych sit dla kazdego
atomu w uktadzie. Z drugiej strony, moc obliczeniowa komputerow nieustannie ro$nie,
a ponadto, do prowadzenia symulacji dynamiki molekularnej mozliwe jest réwniez
wykorzystanie kart graficznych (ang. Graphical Process Unit, GPU).>%*! Pozwala to obecnie
na prowadzenie symulacji dynamiki molekularnej w skali mikro- lub nawet milisekundowe;j
(w przypadku, gdy rozwazane sg symulacje pelnoatomowe). Dla uktadéw uproszczonych,
mozliwe jest prowadzenie symulacji trwajacych nawet kilka sekund. Dlatego tez, przy
zastosowaniu odpowiednich ustawien, skuteczne symulowanie procesu wigzania ligandow
(skala mikro- do milisekundowa), czy zwijania bialek (milisekundy — sekundy) jest obecnie
w zasiggu dostepnej mocy obliczeniowej, a dynamika molekularna jest coraz czesciej
stosowana w zadaniach zwigzanych z komputerowo wspomaganym projektowaniem

lekow.3>33
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Symulacje dynamiki molekularnej rozpoczyna si¢ od zdefiniowania potozen wszystkich
atomow w uktadzie. Nastgpnie wyznacza si¢ dzialajace na nie sily oraz rozwigzywane
sa rownania ruchu, pozwalajace na wyznaczenie nowych polozen atoméw w kolejnym kroku

czasowym (Rysunek 1).

Wyznaczenie

wektora
~ przyspieszenia dla
Model kazdego atomu
oddziatywan
J/

Wyznaczenie sit Wyznaczenie
dziatajgcych na predkosci
kazdy z atomow kazdego atomu

pozycje
atomoéw

[ Poczatkowe

J Przemieszczenie

atomow na nowe
pozycje

[ Sita J :> {PrzyspieszenieJ :> L Predkos¢ ] :> [ Potozenie ]

Fi) = mic'il- > dﬁl > dFL
a; = —— Vi = ——
dt dt

Rysunek 1. Przebieg procesu symulacji dynamiki molekularne;.

Do wyznaczenia sit dzialajacych na kazdy z atomow uktadu wykorzystuje si¢ funkcje,
ktora reprezentuje jego energi¢ potencjalng. Jest ona zdefiniowana przez pole sitowe, ktore
uwzglednia przyczynki energii potencjalnej zwigzane ze zmianami dlugosci wigzan
chemicznych, katow 1 katow torsyjnych, a takze oddzialywaniami elektrostatycznymi i van der

Waalsa.>*

Receptory sprzezone z bialkiem G

Receptory sprzezone z bialkiem G (ang. G protein-coupled receptors, GPCRs)
sa najwigksza 1 najbardziej zréznicowang grupa bialek sygnalowych w ludzkim genomie.
Receptory GPCR s3 jedng z gtownych klas celéw biologicznych dla roznorodnych kampanii
projektowania lekow, z uwagi na ich udzial w znakomitej wiekszos$ci proceséw fizjologicznych
zachodzacych w organizmach zywych.3-¢ Wazkoéé prac nad receptorami GPCR potwierdza
przyznanie w 2012 roku Nagrody Nobla dla Roberta Lefkowitza i Briana Kobilki za badania

w obrebie tej grupy receptorow.
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Analiza podobienstwa strukturalnego i funkcjonalnego pozwolita na wyrdznienie
6 glownych klas GPCR (A—F), przy czym trzy najlepiej zbadane obejmuja: klas¢ A (receptory
rodopsyno-podobne, ponad 80% wszystkich sekwencji GPCR), klase B (receptory sekretyno-
podobne) 1 klase C (tworzong m.in. przez receptory dla glutaminianu). Jednymi
z przedstawicieli GPCRoOw klasy A sg receptory aminergiczne, do ktérych zaliczamy receptory
serotoninowe, muskarynowe, adrenergiczne, dopaminowe, histaminowe oraz receptory amin
sladowych.

Receptory GPCR sg biatkami transbtonowymi, ktorych szkielet tworzy
7 hydrofobowych helis zanurzonych w btonie komorkowej (TM1-TM?7), potaczonych trzema
petlami zewnatrzkomérkowymi (ECL1-ECL3) oraz trzema pgtlami wewnatrzkomoérkowymi
(ICL1-ICL3). Wolna grupa aminowa (tzw. N-koniec receptora) znajduje si¢ na zewnatrz
komérki, podczas gdy C-koniec jest elementem wewnatrzkomérkowym (Rysunek 2).3” Szeroki
ligandow aktywujacych receptory GPCR obejmuje m.in. fotony, jony, lipidy, neuroprzekazniki,
hormony i mate biatka. wachlarz ligandow aktywujacych (ICL1-ICL3). Wolna grupa aminowa
(tzw. N-koniec receptora) znajduje si¢ na zewnatrz komorki, podczas gdy C-koniec jest
elementem wewnatrzkomdorkowym (Rysunek 2).>” Szeroki wachlarz ligandow aktywujacych

receptory GPCR obejmuje m.in. fotony, jony, lipidy, neuroprzekazniki, hormony i mate bialka.

N-koniec ECL1 ECL2 ECL3

czgsé¢ zewnatrzkomérkowa

TM1 T™M2 ™3 ™4 TM5 T™M6 ™7

X

9 4

- y 9 4 Y N 7 < Y N 4
czes$¢ wewngtrzkomorkowa \ J U \j—
C-koniec

ICL1 IcL2 ICL3

Rysunek 2. Budowa ogdlna receptoréw sprz¢zonych z biatkiem G.

Bazy danych

Rosnagca ilo$¢ danych chemicznych 1 farmakologicznych generuje potrzebe
ich usystematyzowania 1 uporzadkowania, co ulatwia zarzadzanie oraz wyszukiwanie
potrzebnych informacji. Dla badaczy poszukujacych nowych lekéw, jednymi
z najwazniejszych typéw danych sg wiadomosci o aktywnos$ci zwigzkow wobec okreslonego

celu biologicznego. Tego rodzaju informacji dostarcza m.in. baza ChEMBL
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(https://www.ebi.ac.uk/chembl/),®® ktéra gromadzi i standaryzuje dane literaturowe

o powinowactwie zwiazkéw, ich aktywnos$ci funkcjonalnej, a takze wtasnosciach ADMET.
Do przewidywania sposobu wigzania liganda z celem biologicznym, potrzebna jest

znajomos$¢ jego trojwymiarowej struktury. Dane krystaliczne o strukturach biatkowych

gromadzone s3 w bazie Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/),*® ktéra obecnie
zawiera ponad 180 tys. rekordow.

Jedng z technik wykorzystywang w procesie komputerowo wspomaganego
projektowania lekéw, jest ich poszukiwanie w komercyjnych bazach zwigzkow. Firmy
dostarczajace zwigzkéw chemicznych do badan posiadajg swoje wlasne katalogi oferowanych
produktow, jednak badacze najczgsciej korzystaja ze skonsolidowanych zrédet potencjalnych

zwigzkow do zakupu, jak np. z bazy ZINC (https://zinc20.docking.org/).*°

Zbiorami danych, ktére rowniez ciesza si¢ duzg popularno$cia wsréd badaczy
z dziedziny projektowania lekow sg m.in. DrugBank (baza informacji o lekach, dostarczajaca
ich kompleksowej charakterystyki fizykochemicznej i farmakologicznej;

https://go.drugbank.com/)*'; PubChem (katalog substancji chemicznych w odniesieniu do ich

aktywnosci biologicznej; https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)* oraz GPCRdb (wszechstronne

zrédto wiedzy i narzedzi do badan nad receptorami GPCR; https://gpcrdb.org/).*

4.4.2. Cel badawczy

Celem badawczym prac wchodzacych w sktad dzieta habilitacyjnego byto opracowanie
narzedzi obliczeniowych pozwalajacych na przyspieszenie i zwigkszenie efektywnos$ci
kampanii poszukiwan nowych substancji o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym.
Procedury te z zalozenia mialy by¢ oparte o wykorzystanie metod statystycznych 1 uczenia
maszynowego, zardwno w podejsciu ligand-, jak 1 structure-based. W tym ostatnim przypadku
byly one projektowane zaréwno pod katem zastosowania w dokowaniu, jak i do analizy
wynikéw dynamiki molekularnej. Opracowane podejScia sg z zatozenia uniwersalne, jednak
ich przydatno$¢ do zastosowan w komputerowo wspomaganym projektowaniu lekow

1 optymalizacj¢ prowadzono gtéwnie na przyktadzie aminergicznych receptorow GPCR.

Szczegbdlowe cele badawcze obejmuja:

e Konstrukcje zestawu danych odniesienia do oceny efektywno$ci nowo powstajacych

narzedzi bazujacych na metodach uczenia maszynowego [H4]
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e Opracowanie procedury generowania struktur nowych potencjalnych ligandow
na podstawie optymalnego zestawu podstruktur wyznaczanego przez metody uczenia
maszynowego [H1]

e Okreslenie determinantéw odpowiedniego profilu aktywnosci (selektywnos$c)
1 wlasnos$ci (zasadowos$¢) dla ligandéw receptorow serotoninowych [H2, H8]

e Przygotowanie zestawu danych mutagenetycznych dla aminergicznych receptorow
GPCR oraz opracowanie procedury pozwalajacej na przewidywanie wptywu podmiany
okreslonego aminokwasu na powinowactwo danego liganda [H3]

e Opracowanie metody pozwalajacej na przewidywanie wyniku dokowania
z dwuwymiarowej struktury zwigzku chemicznego [HS]

e Konstrukcja narzedzi do automatycznej analizy wynikow dynamiki molekularnej [H6,
H7, H10, H11]

e Opracowanie podejscia do interpretowania przewidywan wlasnosci zwigzkow
uzyskiwanych przy wykorzystaniu metod uczenia maszynowego, umozliwiajacego
dokonanie optymalizacji zwigzku chemicznego pod katem rozpatrywanego parametru

[HI]

4.4.3. Omowienie wynikow badan

Realizacja postawionych celow badawczych zaowocowala powstaniem zestawu
narzedzi 1 protokotdéw obliczeniowych wspierajacych poszukiwanie nowych kandydatow

na leki zarowno w §ciezce ligand-, jak 1 structure-based.

Konstrukcija referencyjnych zbioréw danych i przeprowadzenie eksperymentéw odniesienia na

potrzeby oceny narzedzi opartych o metody uczenia maszynowego

Problemem, ktéory wystepuje podczas opracowywania narzedzi obliczeniowych
do zastosowan w komputerowo wspomaganym projektowaniu lekow jest odpowiednia ocena
skutecznos$ci skonstruowanych narzedzi. Dzigki wspotpracy z Grupa Uczenia Maszynowego
z Wydzialu Matematyki 1 Informatyki Uniwersytetu Jagiellonskiego mozliwe bylo
przeprowadzenie eksperymentéw referencyjnych, ktore pozwolity na zbadanie wielu
czynnikéw wptywajacych na uzyskiwane wyniki [H4]. Aspektami, ktore poddano badaniu
byly: sposob ekstrakcji danych z bazy zawierajacej informacje o aktywnos$ci zwigzkéw
(wnaszym przypadku korzystalismy z bazy ChEMBL),*® reprezentacja zwigzkow

(skonfrontowano 16 reprezentacji generowanych zaréwno z dwu-, jak 1 trojwymiarowe;j
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struktury zwigzku), sposob podziatu zwigzkow na zbidér uczacy 1 testowy, rodzaj
zastosowanego algorytmu uczacego, a takze rodzaj parametru oceniajacego skutecznosé
predykcji.

Pomimo tego, ze aspekty takie jak wplyw reprezentacji zwigzkéw na uzyskiwane
predykcje czy rodzaj algorytmu uczacego sa relatywnie czesto przedmiotem réznego rodzaju
badan porownawczych, rola innych czynnikow, takich jak sposob konstrukceji zbioru danych
czy tez sposob podzialu na zbior uczacy i testowy, nie zostat do czasu podjgcia naszych badan
w tym zakresie dogl¢bnie zbadany.

Procedura przygotowania zbioru danych wymaga podjecia wielu (mogloby
si¢ wydawa¢ mato znaczacych) decyzji zwigzanych z wlaczaniem lub wylaczaniem
okreslonych rekordow ze zbioru. W naszych badaniach wzigliSmy pod uwage takie aspekty
jak rozpatrywanie réznych parametrow aktywnosci zwigzkéw (np. poréwnano zbiory danych
oparte tylko o parametr K; oraz takie, ktore taczyty dane o K; oraz ICso), relacje pomiedzy
parametrem aktywnosci, a jego wartoscia (,<* ,>”, ,="), prac¢ na warto$ciach
zlogarytmowanych lub oryginalnych, usuwanie duplikatéw (badz branie pod uwagg wszystkich
dostepnych danych dla danego zwigzku) oraz ewentualne odrzucanie rekordow, ktorych
poprawnos¢ nie zostata recznie zweryfikowana. Pomimo tego, ze zestawy danych generowane
dla r6znych kombinacji wymienionych wyzej aspektow roéznity si¢ znacznie pod wzgledem
iloSciowym, nie prowadzily one jednak do znacznych réznic w skutecznosci predykcji
realizowanej przez metody uczenia maszynowego.

Czynnikiem, ktory mial zdecydowanie najwickszy wplyw na uzyskiwane wyniki
ewaluacji r6znych algorytmoéw uczacych byl sposoéb podziatu zbioru danych na cze$¢ uczaca
i testowa. Wizualizacja przestrzeni chemicznej oraz analiza podobienstwa do najbardziej
zblizonego zwiazku dla r6znych podzialdéw (na podstawie réznych sposobow klastrowania)
pokazuje, jak bardzo niemiarodajne wyniki mozna uzyska¢ przy zastosowaniu
nieodpowiedniego podejscia do wyodrgbnienia zbioru uczacego (Rysunek 3).

Analiza rozkladéw wspotczynnikow podobienstwa pomiedzy zestawem uczacym
1 testowym dla réznych podziatow (Rysunek 3a) pokazuje, jak zmienia si¢ trudnos$¢ zadania
predykcji aktywnosci zwigzkéw w zalezno$ci od zastosowanego podejscia. W przypadku
walidacji krzyzowej, gdzie zbior danych dzielony jest w sposob losowy, wspotczynniki
podobienstwa pomigdzy elementami zbioru uczacego i testowego przyjmuja wyzsze wartosci.
Oznacza to, ze zadanie predykcyjne jest istotnie utatwione i oceniana metoda moze dawac
fatszywie dobre wyniki, podczas gdy w realnych zastosowaniach w procesie poszukiwania

nowych terapeutykéw jej przydatnos¢ bedzie znikoma (w zadaniach wirtualnego przesiewania
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zwykle ocenie podlegajg zwiazki reprezentujgce szeroka przestrzen chemiczng, a tym samym
istotnie rozne od przykladow znajdujacych si¢ w zbiorze uczacym). Sytuacje najwierniej
oddajaca rzeczywiste wyzwania jakie stoja przed metodami uczenia maszynowego
w projektowaniu lekéw zapewnia wyodrebnianie zbioru uczacego w oparciu o klastrowanie
aglomeracyjne (indukcyjne; punkt startowy: jednoelementowe klastry w liczbie rownej
catkowitej liczbie obiektow, w kolejnych krokach obiekty te sg taczone w wieksze skupiska na
podstawie przyjetej metryki odleglos$ci). Pomimo tego, ze z reguly w takim trybie oceny
retrospektywnej uzyskiwane sg znacznie gorsze wyniki niz w przypadku pozostatych podejs¢
(aw szczegolnosci w poréwnaniu do krzyzowej walidacji), to wtasnie ono zapewnia najbardziej
realng ewaluacj¢ mozliwosci predykcyjnych danej metody. Oceniana jest bowiem zdolno$¢
do poprawnego przewidywania wlasnosci nowych strukturalnie zwigzkéw. Analiza
wspotczynnikow podobienstwa (Rysunek 3a) przektada si¢ rowniez na wnioski wyplywajace
z wizualizacji  przestrzeni chemicznej (Rysunek 3b), gdzie poszczegdlne klastry

(reprezentowane przez rozne kolory) znajduja si¢ w osobnych obszarach tej przestrzeni.
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Rysunek 3. Analiza podziatow zbioru danych na zbiér uczacy i testowy opartych o réoznego
rodzaju klastrowania na przyktadzie ligandow receptora serotoninowego 5-HTia; a) rozktad
wspotczynnikow podobienstwa pomiedzy wszystkimi elementami zbioru testowego,
auczacego dla roznych podziatow przektadajacy si¢ na trudno$¢ zadania klasyfikacji;
b) wizualizacja przestrzeni chemicznej ligandéow dla r6znych podzialéw za pomoca techniki
tSNE - stochastycznej metody porzadkowania sgsiadow w oparciu o rozktad t [H4].

Z uwagi na fakt, ze ocena podobienstwa jest silnie uzalezniona od sposobu reprezentacji
zwigzkow, wprowadzono réwniez nowy sposob oceny, uwzgledniajacy dwie rozne

reprezentacje struktur chemicznych:

wsp.Tanimoto (Morgan)+wsp.Tanimoto (AtomPairs)
2 b

podobienstwo =

gdzie  wsp.Tanimoto(Morgan)  jest — wspdtczynnikiem  Tanimoto**  wyznaczonym
na fingerprincie Morgana,* natomiast wsp.Tanimoto(AtomPairs) jest wspolczynnikiem

Tanimoto wyznaczonym na fingerprincie AtomPairs.*®
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Poza oméwionymi analizami, przygotowano takze dane uczace dla 100 receptorow
GPCR z klasy A (na podstawie danych dostepnych w bazie ChEMBL) oraz udostepniono kod
zroédlowy pozwalajacy na przeprowadzenie analogicznych eksperymentow do tych, ktore

zaprezentowano w publikacji.

Opracowanie metodologii generowania nowych potencjalnych licandow danego receptora

w oparciu o optymalne fragmenty strukturalne wyznaczone przez metody uczenia

maszynowego

Jedng z podstawowych $ciezek poszukiwania kandydatow na nowe terapeutyki jest
identyfikacja potencjalnie aktywnych zwigzkow w rdéznorodnych bibliotekach struktur
chemicznych. Zestawy komercyjnie dostepnych zwigzkow zawieraja obecnie kilkadziesiat

47 s3 one jednak juz do$¢ intensywnie przebadane w roznorodnych

milionéw przyktadow,
kampaniach poszukiwania nowych lekow. Kolejnym zrodtem potencjalnych ligandow

sg biblioteki wirtualne, ktorych przykladem sg biblioteki kombinatoryczne. Podstawg

Struktura :
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[ j \n/ | “
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: \ b \ A\
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[ 3 1 il 1 o | o | o |
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Rysunek 4. Schemat powstawania bibliotek podstruktur i1 tacznikéw na podstawie
wygenerowanej reprezentacji zwigzkoéw [H1].
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ich generowania jest systematyczna podmiana okreslonych ugrupowan chemicznych, przy
wykorzystaniu wiedzy chemicznej, jak to ma miejsce np. w podstawieniu bioizosterycznym,*3
podmianie rdzenia zwiazku (ang. scaffold hopping)* czy hybrydyzacji znanych ligandoéw.>°
W swoich badaniach, opracowatam nowatorski sposob konstruowania bibliotek
zwiazkow, wykorzystujacy jako punkt wyjscia optymalng reprezentacj¢ struktur chemicznych
[H1]. Polega on na przeksztalceniu zestawu zwigzkéw o znanej aktywnosci (zaréwno
aktywnych, jak 1 nieaktywnych) wobec rozpatrywanego celu biologicznego do formy
fingerprintu podstrukturalnego, a nastgpnie optymalizacji otrzymanego ciggu bitowego przy
wykorzystaniu metod uczenia maszynowego. Pierwszy etap stanowi przygotowanie zbioru
fragmentow  odpowiadajacych poszczegdélnym bitom zastosowanych fingerprintow
(Rysunek 4). Z uwagi na niecatkowite pokrycie czasteczek przez wykorzystane reprezentacje,
tworzone sg rowniez niezalezne zbiory tzw. lacznikow tak, aby wszystkie fragmenty
strukturalne ligandow znalazty si¢ w zestawach elementow do konstrukcji nowych bibliotek.
Nastepnie, dzigki zastosowaniu metod uczenia maszynowego, dla kazdej reprezentacji
generowany jest cigg zero-jedynkowy, odpowiadajacy zwigzkowi o optymalnej aktywnos$ci
(optymalizacj¢ fingerprintéw przeprowadzit dr Wojciech Czarnecki z Wydzialu Matematyki
1 Informatyki Uniwersytetu Jagiellonskiego). Ze wzgledu na stosunkowo duzg liczbe
fragmentow strukturalnych wskazywanych jako preferowanych dla aktywnosci zwigzku (~25—
40 w zaleznosci od reprezentacji) niemozliwe jest przygotowanie bibliotek ligandow
zawierajacych wszystkie zidentyfikowane podstruktury. Z zestawu optymalnych fragmentow
tworzone s3 wiec podzbiory trdj-, cztero- i pigcioelementowe, na podstawie ktorych

generowane s3 nastepnie propozycje nowych ligandéow (Rysunek 5).

Numery klu.czy Fragmenty zwigzkéw Przyktady nowo
odpowiadajgce o i o
odpowiadajace wygenerowanych
optymalnym wskazanym kluczom zwigzkéw
podstrukturom
,I/‘\[)/"‘\ \/:\/C"'
H3C\ /CH3 Hes, e
467 W Cl—CH, Mo
2962 o © x[ ]
e I )
3943 CH, a2

CHy  CM, |

NN N
I M
CH,

Rysunek 5. Przyklad procesu generowania nowych potencjalnych ligandéw receptora
serotoninowego 5-HTs [H1].
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Za pomocy tak przygotowanego protokotu, wygenerowatam zestawy zwigzkow
o potencjalnej aktywno$ci wobec 8 biatek: receptor 5-HT2a, 5-HT2c, 5-HTe, 5-HT7,
B2-adrenergiczny, D», katepsyna B oraz kinaza SRC. Utworzone w ten sposob biblioteki
poddatam ocenie pod katem aktywnosci wzgledem danego celu biologicznego przy pomocy
maszyny wektorow nosnych (ang. Support Vector Machines, SVM) dla dwoch reprezentacii:
fingerprintu haszowanego (Extended Fingerprinter z pakietu PaDEL-Descriptor)’! oraz
fingerprintu Klekota-Roth. Ponadto, sprawdzitam jaki odsetek wygenerowanych zwigzkow jest
obecny w bazie ZINC oraz czy nie przewiduje si¢, ze zaproponowane struktury beda
niespecyficznie oddziatywa¢ z wieloma celami biologicznymi (filtr PAINS: Pan-assay

interference compounds)®* — Tabela 1.

Tabela 1. Analiza skonstruowanych bibliotek zwigzkow.

Liczba zwigzkéw Liczba zwiazkéw

wskazanych jako wskazanych jako Liczba zwiazkéw,

aktywne w ocenie = aktywnew  Liczba zwiazkéw ,
. . ktore uzyskaly
Liczba przy ocenie przy  obecnych w bazie pozytywna oceng
Cel wykorzystaniu  wykorzystaniu ZINC (%
. . wygenerowanych . . . w filtrze PAINS
biologiczny S fingerprintu fingerprintu wszystkich .
zwiazkow (% wszystkich
haszowanego Klekota-Roth wygenerowanych enerowanvch
(% wszystkich (% wszystkich zwigzkow) wygen wany
zwiazkow)
wygenerowanych wygenerowanych
Zwiazkow) Zwiazkow)
lz‘ic}‘l’gtz‘:r 141 625 84295 (60%) 105 938 (75%) 3 648 (3%) 139 901 (99%)
R;ﬁgtz‘ér 683 639 209370 (31%) 305122 (45%) 10638 (2%) 653 117 (96%)
Rgfﬁth?r 240 910 119995 (50%) 98 786 (41%) 6 430 (3%) 234 818 (97%)
R;_cﬁth?r 230 346 122 618 (53%) 170 091 (74%) 3064 (1%) 228 884 (99%)
Receptor p2- 67 856 8 052 (12%) 11912 (18%) 2 508 (4%) 66 996 (99%)
adrenergiczny
Katepsyna B 8569 468 (5%) 163 (2%) 669 (8%) 8467 (99%)
Receptor D: 194 422 56779 (29%) 69 616 (36%) 7092 (4%) 187 599 (96%)
Kinaza Src 27 642 3510 (13%) 3713 (13%) 1374 (5%) 27 639 (100%)

Wstepna ocena nowych zestawow struktur potwierdza ich wysoki potencjal aktywnosci
w stosunku do poszczegdlnych celow biologicznych. Jest to zgodne z zatozeniami przyjetymi
podczas opracowywania koncepcji projektu, tj. nowe propozycje zwigzkow s3 tworzone

z fragmentéw juz istniejacych ligandow. Powstale zbiory zwigzkéw sa wiec niejako
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bibliotekami celowanymi, skupionymi na optymalizacji struktur pod katem aktywnosci wobec
konkretnego receptora. Ponadto, naleza one do nieeksplorowanej dotychczas przestrzeni
chemicznej (przynajmniej w zakresie komercyjnie dostepnych zwigzkdéw), z uwagi na obecnosé
w bazie ZINC jedynie kilku procent wygenerowanych struktur. Jednoczesnie, zaproponowane
zwiazki charakteryzuje niskie ryzyko niespecyficznego oddziatywania z wieloma biatkami,
gdyz praktycznie wszystkie z nich sg pozytywnie oceniane w tym zakresie przez filtr PAINS.
Poza charakterystyka utworzonych bibliotek zwiazkow wykazalam roéwniez,
ze wykorzystanie metod uczenia maszynowego do wskazania najkorzystniejszych elementow
strukturalnych prowadzi do istotnie réznych wynikow niz w przypadku zastosowania podejscia
struktur uprzywilejowanych.>® Wynika to z faktu, ze w procesie optymalizacji metodami
uczenia maszynowego uwzgledniane sg zarowno zwiazki aktywne, jak i nieaktywne wobec
danego receptora, co pozwala na identyfikacje podstruktur réznicujacych te dwie grupy

zwiazkow.

Okreslenie determinantdw odpowiedniego profilu aktywnosci (selektywno$¢) 1 wlasno$ci

(zasadowo$¢) dla lisandow receptoréw serotoninowych

Podczas poszukiwania nowych kandydatow na leki w obrebie okreslonej grupy
receptorow, istotnym elementem jest zdefiniowanie wymagan, ktére powinien posiadacé
zwigzek, aby moéc aspirowac do stania si¢ przysztym terapeutykiem. Kryteria te moga by¢
zwigzane zaréwno z wystepowaniem w strukturze okreslonych ugrupowan chemicznych,
posiadaniem $cisle zdefiniowanego profilu wtasnosci fizykochemicznych, jak rowniez
tworzeniem ustalonych oddziatywan z celem biologicznym.

Celem moich badan bylo wyznaczenie determinantow do posiadania przez zwigzek
aktywnos$ci wobec receptora 5-HT7, przy jednoczesnym braku powinowactwa do pozostatych
podtypoéw receptora serotoninowego, w szczegolnosci 5-HT1a, 5-HTig, 5-HT2a, 5-HT2B, oraz
5-HTs [H2].

Prace rozpocze¢tam od poréwnania sekwencji wszystkich analizowanych biatek
wykorzystujac narzedzia z bazy GPCRdb.** Najwigksze podobienstwo do sekwencji receptora
5-HT7 wykazaty receptory 5-HTia 1 5-HTig, dlatego tez zadanie znalezienia zwigzkow
selektywnych pomigdzy parami receptorow S5-HT7-5HTia oraz 5-HT7-5HTis oceniono
za najtrudniejsze. Porownanie sekwencji badanych receptorow w obregbie miejsca wigzacego
pozwolilo mi na wskazanie pozycji, w ktorych znajduja si¢ aminokwasy o réznym charakterze
dla poszczeg6lnych biatek, mogace stanowi¢ potencjalne zrédlo selektywnosci. Wykazano
m.in., ze dla receptora 5-HT7; w pozycji 1x36 (numerowanie aminokwaséw zgodnie
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z numeracja z GPCRdb) wystepuje glicyna (aminokwas o niewielkich rozmiarach, tancuch
boczny stanowi tylko atom wodoru), podczas gdy dla pozostatych podtypow, w pozycji 1x36
obecne s3 aminokwasy o bardziej rozbudowanych tancuchach bocznych (alanina, walina,
seryna). Ponadto, receptor 5-HT7 jest jedynym podtypem, dla ktérego w pozycji 2x64
wystepuje ujemnie natadowany kwas asparaginowy, a w pozycji 3x24 aminokwas o charakterze
aromatycznym (fenyloalanina). Dodatkowo, pozycja 6x58 jest w receptorze 5-HT7 zajmowana
przez argining z dodatnio naladowanym tancuchem bocznym (dla pozostalych badanych
podtypow, na tej pozycji wystepuja aminokwasy obojetne); rowniez na pozycjach 7x32, 7x34
oraz 7x35 wystepuja aminokwasy charakterystyczne tylko dla receptora 5-HT7 (odpowiednio:
tryptofan, kwas glutaminowy, arginina).

Kolejnym krokiem byto przygotowanie zbiorow ligandow rozpatrywanych receptorow
(zrodto danych: baza ChEMBL). Analiza licznosci zestawow zwigzkow o poszczegodlnych
profilach aktywno$ci potwierdzita trudnos$¢ zadania uzyskania selektywnos$ci pomigdzy
receptorem 5-HT7, a 5-HTia: pomimo najwigkszej ilosci danych dostgpnych dla receptora
5-HTia (4632 zwiazki o K; ponizej 100 nM i 1347 o K; powyzej 1000 nM, stanowigce
odpowiednio zestawy zwigzkow aktywnych i nieaktywnych wobec tego receptora), jedynie
44 zwiazki charakteryzowaly si¢ selektywng aktywnos$ciga 5-HT7/5-HTia, podczas gdy
zwigzkoéw o dualnej aktywnosci (5-HT7 1 5-HT1a) byto az 341.

Nastepnie przeprowadzitam dokowanie przygotowanych zestawow zwigzkow
do struktur krystalicznych (podczas realizacji badan dostepne byty struktury krystaliczne
receptorow 5-HTig 1 5-HT2) oraz modeli homologicznych (dla receptorow 5-HTia, 5-HT2a,
5-HTs, 5-HT7) rozpatrywanych bialek. Otrzymane kompleksy ligand-receptor zakodowatam
w postaci zero-jedynkowej przy wykorzystaniu fingerprintu oddziatywan strukturalnych
(ang. Structural Interaction Fingerprint, SIFf),>* co umozliwilo statystyczna analize
oddziatywan dla poszczegdlnych grup zwigzkow. W pierwszym kroku, skonfrontowatam
czgsto$¢ oddziatywan pomiedzy zwigzkami aktywnymi, a nieaktywnymi wobec danego
receptora. Nastepnie, analogiczne statystyki wyznaczylam dla zwigzkéw selektywnych
i nieselektywnych (przyktadowe wyniki badan selektywnosci pomiedzy receptorem 5-HT;
a 5-HTs przedstawiono na Rysunku 6).

Wykorzystujac  uzyskane wyniki, przeprowadzitam procedur¢ wirtualnego
poszukiwania nowych ligandow receptora 5-HT7; w komercyjnych bazach zwigzkow
(filtrowaniu poddano baze ZINC zawierajaca 13 211 398 struktur), wykorzystujac zarowno
narzedzia ze $ciezki ligand-based (uczenie maszynowe, 3 roézne reprezentacje zwigzkow),

jak 1 structure-based (dokowanie). Ostatecznie zakupiono 12 zwigzkow, z ktorych dwa
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charakteryzowaly si¢ powinowactwem do receptora 5-HT7 (wyrazonym przez parametr Kj)
ponizej 5 uM. Dodatkowo, jeden ze znalezionych ligandow (Kisurr = 3.7 uM), posiadat
znaczng selektywno$¢ w stosunku do receptora 5-HTia (wspotczynnik selektywnosci rowny
54, Kis.utiar = 195.6 uM). Catos¢ badan przeprowadzono w interdyscyplinarnym zespole
ztozonym z naukowcow z Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN (Sabina Podlewska,
Rafat Kafel, Grzegorz Satala, Andrzej J. Bojarski, Stefan Mordalski), Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu w Bari (Enza Lacivita, Marcello Leopoldo) oraz z Katedry
Chemii 1 Nauk Medycznych Wydziatu Nauk Przyrodniczych dziatajacego na Wolnym
Uniwersytecie w Amsterdamie (Albert J. Kooistra, Marton Vass, Chris de Graaf).
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Rysunek 6. Roznica w czgstosci oddziatywan z poszczegdlnymi aminokwasami dla zwigzkéw
o dualnej aktywnosci 5-HT7-5-HTs (kolor granatowy), a zwigzkami selektywnie aktywnymi
wobec receptora 5-HT7 (kolor czerwony). Kolorem pomaranczowym pod$wietlono pozycije,
dla ktorych réznica w czestosci oddziatywania byta wigksza niz 10% [H2].

Okre$lenie determinantow aktywnosci przeprowadzilam réwniez dla bardzo
szczegolnej grupy ligandow receptoréw serotoninowych, a mianowicie tych zwigzkow, ktore
charakteryzuja si¢ niskg zasadowos$cig [H8]. Parametr ten jest niezwykle istotny z punktu
widzenia projektowania lekow dziatajacych poprzez modulowanie aktywnosci aminergicznych
receptorow GPCR, gdyz umozliwia pozbycie si¢ problemu kardiotoksyczno$ci, ktoéra
niezwykle czesto charakteryzuje typowe ligandy aminowe. Zarowno dane mutagenetyczne, jak
1 doswiadczenia modelowania molekularnego, wskazaly seri¢ wymagan strukturalnych
do posiadania przez zwigzek aktywnosci wobec receptoréw serotoninowych, wérod ktorych

znajduje si¢ m.in. obecno$¢ zasadowego atomu azotu oddzialujacego w sprotonowanej formie
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z reszta kwasu asparaginowego na pozycji 3x32.% Pomimo tego, udato si¢ zidentyfikowaé
réwniez aktywnych zwigzkow, ktore owych wymagan nie spelniaja. Zachgca
to do prowadzenia poszukiwan niestandardowych ligandéw tych bialek, charakteryzujacych
si¢ brakiem zasadowego atomu azotu w strukturze zwigzku.

Aby unikng¢ niepewno$ci zwigzane] z modelowaniem homologicznym bialek,
w przedstawionych badaniach skupilam si¢ na tych podtypach, dla ktéorych w momencie
prowadzenia eksperymentow byty dostepne struktury krystaliczne, tj. 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT23,
5-HTac.

W pierwszym etapie, dla utworzonych zestawdéw zwigzkow aktywnych wobec
rozpatrywanych receptorow (K; ponizej 1000 nM), przeprowadzitam analiz¢ ich zasadowosci.
Za zwiazki o niskiej zasadowos$ci uznano zwiazki, dla ktorych pK, przewidziane w programie
InstantJChem’® przyjmowato wartosci ponizej 6, aby zapewnié¢ niski utamek protonowanych
czasteczek w fizjologicznym pH. Zestawienie liczby ligandow poszczegolnych receptoréw

o r6znym charakterze zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Zestawienie liczby ligandow charakteryzujacych si¢ niskg (pKa< 6) 1 wysoka
(pKa > 8) zasadowos$cia. W nawiasach podano procent jaki stanowi okreslona grupa zwigzkéw
z catkowitej liczby ligandéw danego receptora.

5-HT1s 5-HT2a 5-HT28 5-HT2c
Niska 8 (1,04%) 228 (7,66%) 229 (22,50%) 329 (17,06%)
zasadowos$é ’ ’ ’ ,
Wysoka - 584 (75,75%) 2005 (67,35%) 613 (60,22%) 1258 (65,25%)
zasadowos$¢
Calkowita liczba 771 2977 1018 1928

ligandow

Zwiazki niskozasadowe stanowig stosunkowo duzy odsetek ligandow receptora 5-HT2p
(22,5%) oraz 5-HTac (17,06%), cho¢ w przypadku poréwnywania liczb bezwzglednych,
niskozasadowych ligandow receptora 5-HTzc jest dokladnie o 100 wigcej niz analogicznych
zwigzkow wigzacych si¢ z receptorem 5-HT2p (329 vs. 229).

Z uwagi na relatywnie duzg r6znorodnos$¢ strukturalng ligandéw wchodzacych w sktad
podzbioréw zwigzkow o niskiej zasadowosci, zostaly one poklastrowane (klastrowanie reczne
przeprowadzone przez dr. Ryszarda Bugno), a analiz¢ ich wlasnos$ci (pKi, przewidziane pKa
oraz wspotczynnik podobienstwa Tanimoto do glownego reprezentanta klastra)
przeprowadzitam dla poszczeg6lnych klastréw niezaleznie (Rysunek 7 przedstawia przyktad

dla najliczniejszych klastréw receptora 5-HT2a). Wykazatam, ze spojne strukturalnie grupy
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zwiazkow sg réwniez spojne pod wzgledem wilasnosci 1 aktywnosci wobec receptora 5-HT»a.
Przyktadowo, zwiazki nalezace do klastra nr 8, maja w znakomitej wiekszosci pKi ponizej 6,7,
podczas gdy w przypadku klastra nr 8, wartosci te s3 powyzej 7,6 dla wszystkich
rozpatrywanych struktur. Podobne zalezno$ci widoczne sg podczas analizy pK. — dla klastra
nr 8 wigkszos¢ zwigzkoOw ma przewidziane pKa. w przedziale 4—6, podczas gdy bardzo niska
zasadowo$¢ zwigzkéw nalezacych do klastra nr 7 jest wyrazona przez przyjmowanie
przewidywanych warto$ci pKa ponizej 2. Ponadto, zwigzki nalezace do klastra nr 7 sg znacznie
bardziej spojne strukturalnie niz te, ktore reprezentujg klaster nr 8 (wartosci wspdiczynnika
Tanimoto w klastrze nr 7 sg dla wigkszos$ci przyktadéw w przedziale 0,9—1, a dla klastra nr 8:
0,6-0,8).

Kolejnym etapem prac bylo przeprowadzenie procedury dokowania, ktéra zrealizowano
na dwa sposoby: z wykorzystaniem struktur krystalicznych rozpatrywanych receptorow oraz
uzywajac przygotowanych przez mnie zmutowanych wersji kazdego z tych biatek (podmiana
D**%2A). Zastosowana mutacja punktowa wynika z charakteru oddziatywania zwigzkow
zasadowych, ktore w sprotonowanej formie tworza wigzanie wodorowe z przeniesieniem
tadunku z kwasem asparaginowym D3x32.

Dokonatam reprezentacji wynikow dokowania w postaci fingerprintow typu SIFt oraz
przeprowadzitam szczegdtowa analizg czestosci oddziatywan poszczegolnych grup ligandéw
z aminokwasami celu biologicznego (Rysunek 8). Dzigki tej procedurze, wskazatam
aminokwasy, ktore istotnie czesciej oddzialujg z ligandami zasadowymi lub niezasadowymi,
co stanowi cenng wiedz¢ do projektowania nowych struktur o okreslonym profilu aktywnosci
1 niskiej zasadowosci. W przypadku receptora 5-HTza, pozycje, ktore najlepiej rozrdzniaja
w dokowaniu ligandy zasadowe od niezasadowych, zaréwno dla niezmutowanego,

jak 1 zmutowanego biatka to S2x60, T2x63, W3x28, [4x51, 4x56, oraz W7x39.
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Rysunek 7. Rozklad wartos$ci pKi, przewidzianego pKa, oraz wspotczynnika Tanimoto (Tc)
do gléwnego przedstawiciela klastra dla najliczniejszych niezasadowych klastrow receptora
5-HT2a wraz z podaniem liczby zwiazkéw o warto$ciach pKi, pKa 1 wspotczynnika Tanimoto

do centroidy klastra w okreslonym przedziale.
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Rysunek 8. Analiza czgstosci oddzialywan zasadowych oraz niezasadowych ligandéw
receptora 5-HToa z poszczegdlnymi aminokwasami dla a) receptora natywnego, b) receptora
z wprowadzong podmiang D***?A. Réznice w czestoéci oddzialywan badanych grup zwiazkow
zaznaczono kolorem pomaranczowym, potozenie najbardziej dyskryminujacych
aminokwasOw zaznaczono na krysztale oraz na modelu homologicznym receptora.

Przygotowanie zestawu danych mutagenetycznych dla aminergicznych receptoroéw GPCR oraz

opracowanie procedury pozwalajacej na przewidywanie efektu podmiany aminokwasu dla

danego liganda

Podczas pobytu w grupie Medycznej Chemii Komputerowej kierowanej przez
Dr. Chrisa de Graafa (02.11.2015-01.03.2016, Wolny Uniwersytet w Amsterdamie),
rozpoczetam prace nad bazg danych mutagenetycznych odnoszacych si¢ do aminergicznych
receptorow GPCR, ktoére kontynuowatam jeszcze przez okres okoto 2.5 roku po zakonczeniu
stazu.

Pierwszym etapem badan bylo zebranie obecnych w literaturze danych
mutagenetycznych w obrgbie rozpatrywanych receptorow, tj. wptywu podmiany danego

aminokwasu na aktywno$¢ okreslonego liganda wobec rozpatrywanego biatka [H3]. Prace
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te realizowatam wspdlnie z Dr. Martonem Vassem z Amsterdamu, a moja rolg byto
przygotowanie informacji mutagenetycznych dla nast¢pujacych grup receptorow:
serotoninowe, dopaminowe, muskarynowe oraz alfa-adrenergiczne. Przygotowany zestaw
danych dla wszystkich rozpatrywanych biatek zawierat 5445 rekordow mutacja-ligand.
Zebrane informacje poddano ré6znym analizom statystycznym i wizualizacjom. Aby ulatwié
interpretacje wynikow, efekty mutacji (wyrazone jako stosunek: aktywno$¢ liganda
w zmutowanym biatku/aktywno$¢ liganda w biatku natywnym) podzielono na cztery grupy
w zaleznosci od wielkosci 1 kierunku zmian indukowanych przez dang podmiang
aminokwasowg: < 0,3 (wzrost powinowactwa), 0,3-3 (brak wyraznego wplywu), 3-10
(obnizenie powinowactwa), > 10 (znaczne obnizenie powinowactwa).

Z uwagi na fakt, ze zebrane dane byty stosunkowo wybidrcze, tj. wptyw danej mutacji
zbadano w sposob doswiadczalny jedynie dla wybranych ligandéw, opracowatam protokot
do przewidywania efektu mutagenetycznego dla brakujacych danych (Rysunek 9, H3). Opiera
si¢ on na dokowaniu badanych zwigzkow do rozpatrywanego receptora oraz na reprezentacji
uzyskanych kompleksoéw ligand-receptor w postaci fingerprintu oddziatywan (ang. Interaction
Fingerprint, IFP).>” Nastepnie, z uwagi na wystepowanie w przygotowanej bazie danych
mutagenetycznych gléwnie ligandéw zasadowych, przeprowadzono filtrowanie p6z w oparciu
o wystepowanie oddziatywania z resztag kwasu asparaginowego w pozycji D3x32 (odrzucono
te pozy, w ktérych nie ma obecnej interakcji ligand-D3x32). Jesli wptyw danej mutacji
punktowej zbadano jedynie dla jednego liganda (stanowigcego tzw. ligand referencyjny)
sprawdzano, czy podobienstwo ulozenia badanego zwigzku 1 tego liganda jest powyzej
ustalonego poziomu odcigcia (podobienstwo poz oceniane jako wspotczynnik Tanimoto
wyznaczany dla wygenerowanych fingerprintow oddziatywan). W przypadku podobienstwa
wickszego niz ustalony prog odciecia (0,7), efekt mutagenetyczny badanego zwigzku
przypisywano do tej samej klasy efektu (wzrost powinowactwa, brak wyraznego wptywu,
obnizenie powinowactwa, znaczne obnizenie powinowactwa), co zwigzek odniesienia. Z kolei
gdy podobienstwo wyznaczone na fingerprintach oddzialywan bylto nizsze niz 0,7, pole
pozostawiano puste (stwierdzano, ze wptyw danej mutacji nie moze by¢ oceniony z nalezytg
wiarygodnoscig). W sytuacji gdy dla danej podmiany aminokwasowej dostepne sg dane o jej
wplywie na powinowactwo wiecej niz jednego zwiazku, wybierany jest ligand o najwigkszym
podobienstwie w sposobie interakcji z celem biologicznym (wspdtczynnik Tanimoto dla
reprezentacji IFP) do badanego przyktadu i przypisywana jest jego klasa wpltywu mutacji
(z zastrzezeniem o konieczno$ci przyjmowania przez wspotczynnik podobienstwa wartosci

wyzszych niz 0,7, w przeciwnym wypadku, pole pozostaje puste).
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Otrzymane rezultaty stanowig cenng wiedz¢ do analizy wynikow uzyskiwanych

w $ciezce structure-based 1 pozwalaja na identyfikacje pozycji aminokwasowych kluczowych

do wiazania ligandow z okreslonym biatkiem. Opracowany protokét do przewidywania efektu

mutagenetycznego umozliwia z kolei zbadanie wptywu mutacji dla zwigzkow pokrywajacych

szeroka przestrzen chemiczng. Dzigki temu mozliwe jest dostosowanie wymagan w zakresie

oddzialywan z danym receptorem do struktury badanych kandydatow na nowe ligandy [H3].

Przygotowany zestaw danych mutagenetycznych stat sie czescig bazy GPCRdb.*
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Rysunek 9. Schemat protokotu do przewidywania efektu mutagenetycznego dla danej pary

mutacja-ligand [H3].
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Opracowanie metody pozwalajacej na przewidywanie wyniku dokowania z dwuwymiarowej

struktury zwiazku chemicznego

Dokowanie jest jedna z najwazniejszych procedur stosowanych podczas poszukiwania
nowych kandydatow na leki. Polega ono na poszukiwaniu optymalnego utozenia badanego
zwigzku w miejscu wigzacym celu biologicznego. Mozliwos¢ przewidywania wzajemne;]
konformacji liganda i biatka oraz badanie potencjalnych oddziatywan wystepujacych migdzy
nimi stanowi niezwykle wazny wktad w proces podejmowania decyzji odno$nie traktowania
zwiazku jako aspiranta do bycia przysztym terapeutykiem. Pomimo znacznej ilo$ci informacji
dostarczanej przez dokowanie, jego istotng wada jest konsumpcja sporych zasobow
obliczeniowych, co skutecznie ogranicza jego zastosowanie do oceny wielomilionowych
bibliotek zwigzkow.

Aby zniwelowa¢ zasoby obliczeniowe niezbedne do przeprowadzenia dokowania,
a jednoczes$nie zachowac¢ najwazniejsze informacje dostarczane w tym procesie, opracowatam
procedur¢ przewidywania oddzialywan wystepujacych pomiedzy ligandem a biatkiem przy
wykorzystaniu jedynie dwuwymiarowej struktury zwiazku chemicznego [HS]. W tym celu,
przygotowatam zestawy zwiazkow uczacych dla biatek, dla ktorych testowano skutecznos$é
skonstruowanych narzedzi, tj. receptory: 5-HTis, 5-HT2g, M2, oraz f2-adrenergiczny, a takze
4 podtypy cytochromu P450: CYP2CS8, CYP2C9, CYP2D6 oraz CYP3A4. Nastepnie,
przeprowadzitam dokowanie tych zwigzkéw w programie Glide’® (mgr Maciej Szymczak
wykonat analogiczne dokowanie w programie SMINA).>® Kompleksy ligand-biatko otrzymane
w obydwu procedurach przeksztatcitam do postaci zero-jedynkowej, z wykorzystaniem
fingerprintu IFP.>” Uzyskane w ten sposob ciagi bitowe stanowity zestaw danych wejsciowych
do trenowania modelu uczenia maszynowego. W badaniach zastosowano 4 rézne algorytmy:
regresje logistyczna, perceptron wielowarstwowy (ang. Multilayer Perceptron, MLP),%
grafowe sieci konwolucyjne (ang. Graph Convolutional Networks, GCNs) oraz sieci grafowe
typu EAGCN (edge-attention graph convolutional network).®! Regresja logistyczna oraz MLP
wykorzystuje w procesie uczenia struktury zwigzkéw reprezentowane przez fingerprint
Morgana, z kolei sieci grafowe bazujg na zwigzku chemicznym przedstawionym jako graf
molekularny (trenowanie modeli przeprowadzili badacze z Wydziatu Matematyki 1 Informatyki
Uniwersytetu Jagiellonskiego: Stanistaw Jastrzebski, Maciej Szymczak, Agnieszka Pocha).
Informacja zwracang ostatecznie przez kazdy z modeli jest cigg bitowy, bedacy symulowanym

fingerprintem interakcji dla danego zwigzku. Poprzez analiz¢ kolejnych pozycji w takim zero-
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jedynkowym ciggu, mozna przesledzi¢ oddzialywania, ktorych obecnos¢ jest przewidywana
w kompleksie danego zwigzku z biatkiem.

Skuteczno$¢ uzyskanych modeli przetestowano w retrospektywnych badaniach
na przygotowanych uprzednio zestawach danych, w trybie 5-krotnej walidacji krzyzowe]
(podziat danych w oparciu o klastrowanie na podstawie struktury chemicznej zwigzku).
Dokonujac analizy wynikow predykcji wykazatam, zZe najwigksza efektywnoscia
charakteryzowatly si¢ metody bazujace na grafach, tj., GCN oraz EAGCN, osiagajac warto$ci
AUROC w przedziale ~0,7-0,8. Dla kazdego biatka wskazatam rowniez aminokwasy,
dla ktorych najlepiej oraz najgorzej przewidywano oddziatywania z ligandami (na Rysunku 10
przedstawiono przyktad takiej analizy dla receptora 5-HTig). Ponadto, sprawdzitam trudno$§¢
przewidywania poszczegélnych typow oddziatywan — badane metody wykazywatly
si¢ najwickszg skutecznoscia w identyfikacji potencjalnych oddziatywan jonowych. Jest
to zgodne z intuicja, gdyz do wystgpienia tego rodzaju oddziatywania jest wymagana obecnos¢
konkretnych elementdw strukturalnych, zar6wno w biatku, jak i ligandzie, ktore sg stosunkowo

tatwe do rozpoznania przez metody automatyczne.

C3x36

a) b)

Rysunek 10. Wizualizacja aminokwaséw w receptorze 5-HTs, dla ktérych najlepiej (cyjan)
1 najgorzej (czerwony) przewidywano oddzialywania z ligandami dla dokowania
przeprowadzonego a) w programie Glide, b) w programie SMINA; kolorem pomaranczowym
zaznaczono ligand obecny w krysztale 4IAQ [HS5].

Dla potwierdzenia skuteczno$ci opracowanego podejscia w identyfikacji aktywnych
zwigzkoéw, przeprowadzitam symulacje procesu wirtualnego przesiewania bibliotek
chemicznych, wykorzystujac 500 000 losowo wybranych zwigzkéw z bazy ZINC oraz 100 000
losowo wybranych struktur z komercyjnej biblioteki zwigzkéw (ChemBridge). Zbiory
zwiazkow z bazy ZINC oraz ChemBridge potaczono ze znanymi zwigzkami aktywnymi wobec

rozpatrywanych celéw biologicznych 1 sprawdzano efektywno$¢ identyfikacji ligandow
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na podstawie przewidzianych fingerprintéw oddzialywan (ocena zwigzkow przez model
przeprowadzona przez Macieja Szymczaka 1 Stanistawa Jastrzebskiego). Wykazano nie tylko
bardzo wysoka skuteczno$¢ prowadzonej w ten sposéb wirtualnej oceny (wspotczynnik
wzbogacenia przyjmowal wartosci nawet powyzej] 60 w przypadku eksperymentow
ze zwigzkami z bazy ChemBridge), lecz rowniez znacznie krotszy czas obliczen w porownaniu
z klasycznym dokowaniem (dokowanie zwigzkéw w bazy ChemBridge zajeto ok. 188 godzin,
podczas gdy ich ocena przez modele GCN i EAGCN trwata ok. 12 godzin, przy wykorzystaniu
tych samych jednostek obliczeniowych).

Konstrukecja narzedzi do automatycznej analizy wynikéw dynamiki molekularnej

Pomimo ograniczen wynikajacych z wymagan z zakresu mocy obliczeniowej,
dynamika molekularna jest coraz czeSciej wykorzystywang procedura w procesie
projektowania nowych lekéw. Cho¢ wykorzystanie jej na szerokg skale w przesiewowych
kampaniach poszukiwania nowych kandydatow na leki nie jest mozliwe, symulacje dynamiki
molekularnej stuzag czesto wyjasnianiu aktywnos$ci zwigzkdw poprzez dostarczanie
szczegotowych informacji odnos$nie sposobu ich oddziatywania z celem biologicznym.

Rezultatem symulacji dynamiki molekularnej jest bardzo duza ilo$¢ danych, dlatego tez
istnieje wiele programéw umozliwiajacych przeprowadzenie analizy jej wynikow. W swoich
badaniach skupitam si¢ na opracowaniu metodologii do poszukiwania zalezno$ci pomiedzy
zachowaniem zwigzkéw podczas symulacji dynamiki molekularnej, a ich aktywnoscia
1 wlasno$ciami.

Prace w tym zakresie rozpoczetam od analizy serii nieimidazolowych antagonistow
receptora histaminowego H; w kontekscie ich oddziatywania z cytochromem CYP3A4 [H7].
Badany zestaw zwigzkow byl ztozony z 27 reprezentantéw, charakteryzujacych si¢ réznym
wpltywem na CYP3A4 — od inhibicji (—-61% aktywnosci referencyjnej) do aktywacji (+713%
aktywnosci referencyjnej). Dla kazdego ze zwigzkow przeprowadzitam dokowanie do miejsca
aktywnego CYP3A4, a otrzymane kompleksy stanowity punkt wyjscia do symulacji dynamiki
molekularnej (czas trwania: 200 ns). Analiza uzyskanych diagramow interakcji (przyktadowe
analizy dla dwoch zwigzkéw o skrajnych aktywnosciach wobec CYP3A4 przedstawiono
na Rysunku 11) nie pozwolita na powigzanie sposobu interakcji z poszczegolnymi
aminokwasami z obserwowanymi aktywnos$ciami in vitro. Pomimo zauwazalnej rdznicy
w oddziatywaniach zwiazku 1 i 27 z CYP3A4 (np. znacznie bardziej intensywny kontakt
zwigzku 27 z F213, a takze cze¢stsze oddziatywanie 27 z F57, T309 oraz G481 w poréwnaniu
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Rysunek 11. Przyklad oddzialywania dwoch badanych zwigzkow z CYP3A4 o rdznej
aktywnoS$ci wobec celu biologicznego (—61% inhibicji aktywnosci referencyjnej oraz wzrost
aktywnosci o 713.2% w porownaniu z aktywno$ciag referencyjng) w czasie symulacji [H7].

z 1; z drugiej strony, czestsza interakcja zwigzku 1 z GLU374), nie byto mozliwe okreslenie
zaleznosci schemat oddziatywan-aktywnos$¢ biologiczna dla calego zestawu badanych
zZwigzkow.

Kolejnym etapem analizy byto wyznaczenie korelacji pomi¢dzy czgsto$cig oddziatywan
zwiazkow z poszczegolnymi aminokwasami CYP3A4, a ich wptywem na aktywno$¢ tego
enzymu. Dla reszt aminokwasowych o najwyzszych wspoiczynnikach korelacji (tj. R106,
V226, 1231 oraz A305), wykonatam szczegdlowe wizualizacje zmian w przebiegu
ich oddziatywania z ligandami w czasie (Rysunek 12).

Uzyskane wyniki pozwolg na optymalizacj¢ kolejnych zwigzkéw o strukturach
chemicznych podobnych do analizowanych zwigzkow pod katem aktywnosci wobec CYP3A4,
co ma szczeg6lne znaczenie w konteks$cie ich stabilno$ci metaboliczne;.

Powigzanie intensywnosci oddziatywan ligandow z poszczegdlnymi aminokwasami
z aktywnos$cig zwigzkow bylo réwniez podstawag badan, ktore prowadzitam w obszarze
receptorow opioidowych [H6]. Podczas tych prac, eksperymentom poddawatam 4 zwigzki:
PZM21 oraz SR-17018 (agonisci receptora p-opioidowego dzialajacy przez selektywna
aktywacj¢ biatka G), niewykazujaca selektywnosci funkcjonalnej morfina oraz fentanyl
(dzialajacy poprzez selektywna aktywacje beta-arestyny). Oddzialywania tych ligandow
z receptorem p-opioidowym konfrontowatam z wynikami eksperymentdéw in vitro, jednak tym

razem nie byly to doswiadczenia weryfikujace powinowactwo do celu biologicznego, lecz
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Rysunek 12. Czgstos¢ oddzialywania badanych zwigzkéw (numery zwigzkéw po prawej
stronie) w czasie kolejnych 100 ramek symulacji. Kolorem czerwonym zaznaczono zwigzki
hamujace aktywno$¢ CYP3A4, kolorem zielonym — zwigzki zwigkszajace aktywnos$¢ tego
enzymu [HS].

nastgpujace testy funkcjonalne: aktywacja Gai2, inhibicja cAMP, rekrutacja beta-arestyny 2,
monitorowanie GTPazy Rab5, aktywacja GIRK, rekrutacija GRK2. W badaniach
wykorzystatam 3 struktury krystaliczne receptora p-opioidowego: 4DKL (przedstawiajacy
receptor w konformacji nieaktywnej), SCIM oraz 6DDF (obydwa wykrystalizowane
z agonistami i reprezentujace receptor w jego aktywnej konformacji).

Podobnie jak w przypadku badan z CYP3A4, punkty startowe do symulacji dynamiki
molekularnej stanowity kompleksy ligand-receptor, ktore uzyskatam w procedurze dokowania.
Dhugo$¢ symulacji w przypadku badan receptorow opioidowych byta jednak znacznie wigksza,
gdyz kazda z symulacji obrazowata oddziatlywania liganda z receptorem w czasie 2000 ns.

Nastepnie, dla interakcji ligandow z kazdym aminokwasem receptora wyznaczylam korelacje
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pomiedzy czestotliwoscig kontaktu w trakcie symulacji, a rezultatami badan in vitro. Dla kilku
pozycji uzyskano bardzo wysokie wartosci wspotczynnika korelacji Pearsona, powyzej 0,98
(Rysunek 13). Analizujac diagramy oddziatywan dla wybranych pozycji (Rysunek 13c) wida¢
wyrazng tendencj¢ do zmian w czesto$ci oddzialywan z prezentowanymi aminokwasami.
W zaleznos$ci od analizowanego doswiadczenia in vitro jest to spadek lub wzrost czestosci
interakcji wraz ze wzrostem wartosci wyniku otrzymywanego w eksperymencie.

Otrzymane wyniki stanowig cenng wiedz¢ wspierajaca projektowanie kolejnych
ligandow dziatajacych w obszarze receptoréw opioidowych, zwilaszcza takich, ktore wykazuja
selektywno$¢ funkcjonalng (tj. aktywuja tylko biatka G lub beta-arestyny). Obecnie
poszukiwanie zwigzkodw dziatajacych selektywnie poprzez wybrang $ciezke sygnatowa jest
niezwykle pozadane z uwagi na potencjalne mozliwosci uwolnienia si¢ od efektow ubocznych
zwigzanych ze stosowaniem klasycznych opioidowych lekéw przeciwbdlowych (takich jak
euforia czy depresja osrodka oddechowego). Szanse te sg skutkiem odkry¢ poczynionych
w ostatnich latach, ktore wskazuja, Ze dzialanie przeciwbolowe jest wynikiem aktywacji biatek
G, natomiast efekty niepozadane sg rezultatem aktywacji szlaku beta-arestyny.5?

Symulacje dynamiki molekularnej pozwolity mi réwniez na przeprowadzenie badan nad
kinetyka wybranych ligandow receptora serotoninowego 5-HT7; [H11]. Podczas tych prac,
staralam si¢ powigzac czas przebywania zwigzku w receptorze (ang. residence time, RT) z jego
sposobem interakcji z celem biologicznym. Eksperymentom obliczeniowym poddatam 12
zwiazkow wykazujacych aktywnos$¢ wobec receptora serotoninowego 5-HT7, pochodnych
znanego agonisty tego biatka — LP-211; badania in vitro przeprowadzili badacze z Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu w Bari oraz naukowcy z Uniwersytetu Neapolitanskiego

im. Fryderyka II.
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Rysunek 13. Wyniki eksperymentdw korelacyjnych pomigdzy czestoscia oddzialywan
badanych zwigzkéw z poszczegdlnymi aminokwasami a wynikami badan in vitro
(prezentowane sa wyniki o najwyzszych warto$ciach wspotczynnika korelacji Pearsona):
a) wykresy korelacyjne, kolor krawedzi roznicuje poszczegdlne struktury krystaliczne: 4DKL
— z6lty, SC1IM — zielony, 6DDF — niebieski; b) wizualizacja pozycji najsilniej skorelowanych
reszt aminokwasowych na odpowiednich krysztatach, c) wizualizacja diagraméw oddziatywan
ligand-biatko dla najsilniej skorelowanych reszt aminokwasowych
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W pierwszym etapie badan sprawdzitam powigzanie pomiedzy warto§ciami zestawu
deskryptorow  molekularnych  (deskryptory = wygenerowatam przy  wykorzystaniu
oprogramowania PaDEL-Descriptor), a RT zwigzkow, jednak nie uzyskalam zadnej
statystycznie istotnej korelacji. Nastgpnie przeprowadzitam dokowanie do modeli
homologicznych receptora 5-HT7 (uzywajac zaréwno aktywnej, jak i nieaktywnej formy
receptora), a otrzymane kompleksy ligand-receptor wykorzystatam jako punkty poczatkowe
do symulacji dynamiki molekularnej o czasie trwania 1000 ns. Podobnie jak w przypadku
wczesniejszych badan, wyznaczylam korelacje pomigdzy czgstoscia oddziatywan ligandow
zkazdym z aminokwasow biatka, a ich RT, jednak nie uzyskatam zadnego istotnego
powigzania. Bardziej szczegélowym badaniom poddatam aminokwasy nalezace do petli
zewnatrzkomorkowych biatka, z uwagi na doniesienia o ich wptywie na wtasnosci kinetyczne

6365 jednak zaréwno szczegdélowe pomiary odleglosci, katow, jak i wzglednego

zwiazkow,
potozenia wybranych reszt aminokwasowych roéwniez nie przyniosty wyjasnien
dla obserwowanych wtasnosci kinetycznych ligandow.

Czas przebywania liganda w miejscu wigzacym receptora okazat si¢ pozostawaé
natomiast w Scistym zwigzku ze stabilno$cig ulozenia zwigzku podczas symulacji. Obserwacje
te, poczatkowo jakosciowa (Rysunek 14a), potwierdzitam rowniez wyznaczeniem
wspotczynnika korelacji Pearsona pomigdzy RT, a srednim RMSD liganda (Rysunek 14b),
ktéry wyniost —0,552.

Z uwagi na rosngce znaczenie metod dynamiki molekularnej w procesie projektowania
nowych lekéw, a takze koniecznos$ci rozwoju narzgdzi pozwalajgcych na analize ogromne;j
ilosci danych produkowanych podczas symulacji, przygotowatam (we wspolpracy z Pania
Hanng Baltrukevich z Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego) publikacje
przegladowa na temat zastosowania metod automatycznych w przetwarzaniu wynikow
dynamiki molekularnej [H10]. Publikacja charakteryzuje zar6wno oprogramowanie
umozliwiajace ekstrakcje réznego rodzaju informacji z symulacji, jak réwniez przybliza
1 podaje przyktady wykorzystania metod uczenia maszynowego do analiz danych wyj$ciowych
z dynamiki. Opisywane sg metody zarowno z podejscia nadzorowanego (ang. supervised),
jak 1 nienadzorowanego (ang. unsupervised), do ktorego zalicza si¢ m.in. klastrowanie bedace

jedng z podstawowych procedur przetwarzania danych wynikowych z symulacji.
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Rysunek 14. Wyniki analizy stabilnosci ulozenia ligandow w miejscu wigzacym biatka
w odniesieniu do ich czasu przebywania w receptorze, a) ulozenie ligandow podczas
wybranych momentéw symulacji: poza poczatkowa — cyjan, utozenie po uptywie 250 ns —
70tty, ulozenie po uptywie 500 ns — pomaranczowe, ulozenie po uptywie 750 ns — fuksja,
utozenie po uptywie 1000 ns — zielony, b) wykres zaleznosci RT zwiazku od jego sredniego
RMSD podczas symulacji [H11
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Opracowanie podej$cia do interpretowania przewidywan uzyskiwanych przy wykorzystaniu

metod uczenia maszynowego, umozliwiajacego dokonanie optymalizacii  zwiazku

chemicznego pod katem rozpatrywanego parametru

Metody uczenia maszynowego wykorzystuje si¢ nie tylko do oceny potencjalnej
aktywnos$ci zwigzkéw wobec rozpatrywanego celu biologicznego, ale rowniez do oceny
wlasnosci fizykochemicznych, farmakokinetycznych, a takze potencjalnej toksycznosci.
Ponadto, pozadane jest aby réznorodne narzedzia dostarczaly nie tylko informacji o wartosci
ocenianego parametru, ale rowniez podawaly wskazowki pozwalajace na optymalizacje
zwigzku pod katem danej wlasnosci.

Podazajac za tymi potrzebami, opracowatam metod¢ do interpretacji wynikow
przewidywan dostarczanych przez algorytmy uczace [H9]. Skupitam si¢ w niej nie na ocenie
aktywnosci zwigzkow chemicznych, lecz na ocenie stabilnosci metabolicznej. Wybor ten byt
podyktowany gléwnie koniecznoscig konstruowania nowych narzedzi do oceny tego
parametru. Wynika to z faktu, ze stabilno$¢ metaboliczna jest niezwykle trudng wtasnoscia
do oceny obliczeniowej, co z kolei jest rezultatem niezwyklej zlozonosci proceséw
transformacji ksenobiotykow zachodzacych w organizmach zywych. Z tego wzgledu, liczba
dostepnych metod in silico do oceny stabilnosci zwigzkow jest stosunkowo niewielka.

W swoich badaniach zaprojektowalam metode do oceny stabilno$ci metabolicznej
(wyrazonej przez czas pottrwania) zwigzkow chemicznych w podejsciu ligand-based, ktora
wykorzystuje trzy fingerprinty podstrukturalne do reprezentacji zwiazkow oraz nastgpujace
algorytmy uczenia maszynowego: naiwny model bayesowski, drzewa, oraz maszyny wektoréw
no$nych. Przygotowane modele (trenowanie modeli przeprowadzita Agnieszka Wojtuch
z Wydziatu Informatyki i Matematyki Uniwersytetu Jagiellonskiego) byly optymalizowane
zarowno pod katem zadan klasyfikacyjnych (przypisywanie zwigzku do ,klas
stabilno§ciowych™: stabilny, niestabilny, o $redniej stabilnosci), jak 1 regresyjnych
(przewidywanie konkretnej warto$ci czasu pottrwania). Przygotowano niezalezne modele dla
danych o czasie pottrwania zwigzkow uzyskanych w badaniach na ludzkich oraz szczurzych
mikrosomach.

Ponadto, zapewnitam interpretowalno$¢ uzyskiwanych predykcji poprzez wskazywanie
cech strukturalnych o najwigkszym wptywie na dang odpowiedz modelu. W tym celu
wykorzystane sa tzw. wartoéci SHAP (Shapley Additive exPlanations),’ ktore przypisywane
sg do kazdej cechy strukturalnej zwiazku dla danej predykcji i wskazuja na wage danej

podstruktury w odpowiedzi modelu (implementacj¢ wyznaczania warto$ci SHAP dla predykcji
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modelu zaimplementowata Agnieszka Wojtuch). Dodatkowo, dla kazdego zwigzku, dla
ktorego przeprowadzane sg przewidywania, zwracany jest najbardziej podobny strukturalnie
zwigzek (miarg podobienstwa jest wspoOlczynnik Tanimoto) ze zbioru uczacego
skonstruowanego na podstawie danych z bazy ChEMBL. Dostarczanie tego rodzaju informacji
pozwala na zaplanowanie 1 przeprowadzenie optymalizacji zwigzkow pod katem ocenianego
parametru, przyktad tego rodzaju analizy zaprezentowano na Rysunku 15.
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Rysunek 15. Przyktad analizy opartej o wartosci SHAP wraz z wizualizacja najbardziej
istotnych podstruktur dla danej predykcji (ilustracj¢ kluczy strukturalnych wykonano
w programie SMARTS Plus; SMARTS.plus); przedstawiony model skonstruowano
na reprezentacji Klekota-Roth na danych odnoszacych si¢ do czasu pottrwania wyznaczonego
na ludzkich mikrosomach [H9].
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Opracowane narzedzie udostgpniono szerokiemu gronu odbiorcow w formie platformy

online; https://metstab-shap.matinf.uj.edu.pl/ (interfejs graficzny do opracowanej metodologii

przygotowatl Rafat Jankowski).

4.4.4. Podsumowanie

Rosngca ilo§¢ danych réwniez w dziedzinie komputerowo wspomaganego
projektowania lekow wymaga stosowania réznych metod automatycznych pozwalajacych
naich skuteczng analize oraz ekstrakcje istotnych informacji i identyfikacje zalezno$ci
wystepujacych pomiedzy nimi. Pomimo opracowania szeregu narzedzi oraz intensywnej pracy
wielu naukowcoéw w obszarze cheminformatyki, potrzeby rozwijania nowych metodologii
w tym zakresie nie malejg, co jest zwigzane gldéwnie ze wzrostem oczekiwan stawianych
metodom automatycznym 1 cigglym definiowaniem nowych zadan dedykowanych
do rozwigzania przez algorytmy uczenia maszynowego lub roznego rodzaju podejscia
statystyczne.

W badaniach wchodzacych w sklad opisywanego osiggnigcia naukowego dotykatam
probleméw zaréwno ze Sciezki ligand-, jak i structure-based, a takze tworzylam narzedzia
interdyscyplinarne, stanowigce niejako pomost pomigdzy tymi dwiema grupami metod.
Rozwinigte protokoty, ktore opieraty si¢ tylko 1 wylacznie o struktury znanych ligandow,
dotyczyly przewidywania stabilno$ci metabolicznej zwigzkow (wraz z innowacyjnym
podej$ciem zapewniania interpretowalnosci wynikow umozliwiajagcym optymalizacje struktur
pod katem ocenianego parametru oraz konstrukcja platformy online do dajacej dostep
do opracowanych narzedzi szerokiemu gronu odbiorcoOw) oraz przygotowania eksperymentow
referencyjnych pozwalajacych na oceng skutecznos$ci nowo rozwijanych narzgdzi opartych
o metody uczenia maszynowego.

Ponadto, udalo mi si¢ opracowa¢ innowacyjny protokol laczacy fragmentaryczne
podejscia do projektowania nowych ligandéw (ang. fragment-based) z metodami ligand-based,
pozwalajagcy na generowanie nowych potencjalnie aktywnych zwigzkow na podstawie
optymalnego ciggu bitowego. Uzyskiwany zestaw zer i jedynek odpowiada najbardziej
pozadanemu sktadowi strukturalnemu ligandéw danego receptora i jest wyznaczany przez
algorytmy uczenia maszynowego typu generatywnego.

Uczenie maszynowe pozwolito mi réwniez na przygotowanie narzedzia
do przewidywania efektu mutagenetycznego okreslonych podmian aminokwasowych,

co umozliwia przewidzenie skutkow wymiany aminokwasu dla aktywno$ci danego liganda,
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atakze zdefiniowanie wymagan strukturalnych 1 w zakresie oddziatywan dla nowo
projektowanych zwigzkow.

Zastosowanie metod statystycznych do analizy czgstosci oddziatywan okre§lonych grup
ligandow z celem biologicznym stanowilo takze podstawe identyfikacji oddziatywan
charakterystycznych dla okreslonych grup zwiazkow (wykazujacych $cisle zdefiniowany profil
aktywnosci lub o konkretnych wiasno$ciach).

Bardzo waznym osiagnigciem jest rOwniez opracowanie protokotu do przewidywania
wynikéw dokowania w zakresie oddzialywan ligand-biatko na podstawie dwuwymiarowe]
struktury zwigzku chemicznego. Zaleta tej metody jest znaczna oszczedno$¢ czasu
obliczeniowego, a takze mozliwos¢ szybkiego odfiltrowania struktur nieposiadajacych
wymaganych oddziatywan z celem biologicznym podczas przeprowadzania procedur
przesiewowych.

Ponadto, istotnym wktadem w rozwoj metod z zakresu komputerowo wspomaganego
projektowania lekow jest wykorzystanie metod statystycznych do analizy wynikoéw dynamiki
molekularnej, co pozwolito na identyfikacje zalezno$ci w sposobie oddzialywania ligand-
biatko, ktore nie byly widoczne przy zastosowaniu standardowych narzedzi obrobki danych
z symulacji.

Podsumowujac, wszystkie cele naukowe zaplanowane w ramach prezentowanego
dzieta habilitacyjnego zostaly osiggnig¢te. Innowacyjnos¢, a zarazem skuteczno$¢
opracowanych protokoldw z jednej strony, a takze rosngce zapotrzebowanie na rozwoj narzedzi
cheminformatycznych z drugiej strony, daje nadziej¢, na szerokie wykorzystanie
przygotowanych metodologii przez spoleczno$¢ naukowa. Mam nadziej¢, ze rezultaty
uzyskane w ramach przeprowadzonych przeze mnie badan przyczynig si¢ do znalezienia

nowych, bardziej skutecznych terapeutykow.
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5. Informacja o wykazywaniu sie¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegoOlnoSci zagranicznej

5.1. Aktywnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Swoja prace¢ naukowa rozpoczelam tuz po ukonczeniu studiow licencjackich
na kierunku chemia, w sierpniu 2010 roku, gdy jako stazystka dotgczytam do Zespolu
Modelowania Molekularnego, bedacego czgscig Zakltadu Chemii Lekow Instytutu
Farmakologii PAN. Swoje zatrudnienie w ramach umowy o prace (stanowisko inzynieryjno-
techniczne) rozpocze¢tam w dniu 01.10.2010 od udzialu w projekcie pt. ,,Stworzenie platformy
do poszukiwania zwigzkow dzialajacych na uklady serotonergiczny lub glutamatergiczny jako

potencjalnych lekow przeciwdepresyjnych lub przeciwlgkowych”. Projekt ten byt finansowany
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z Norweskiego Mechanizmu Finansowego w ramach Polsko-Norweskiego Funduszu Badan
Naukowych. Jednostkami realizujagcymi badania w ramach tego grantu byt Instytut
Farmakologii PAN (Lider), Narodowy Instytut Lekow w Warszawie oraz Zaktad Biologii
Medyczne; Uniwersytetu w Tromse. Ciggla wspotpraca zdalna pomigdzy partnerami
projektowymi byta wspierana przez regularne wzajemne wizyty badaczy z poszczegdlnych
osrodkow naukowych. Miejscem mojego wyjazdu badawczego byt Uniwersytet w Tromse

(pobyt w okresie 12-21.09.2011 r.).

W ramach rozszerzania zastosowan metod uczenia maszynowego do charakterystyki
zwigzkow chemicznych (poczatkowo zajmowatam si¢ przewidywaniem aktywno$ci wobec
okreslonego celu biologicznego — publikacje A.11, A.12, A.13 z Wykazu osiggniec
naukowych), rozpocze¢tam réwniez predykcje zwigzane z wiasnosciami fizykochemicznymi
oraz parametrami ADME. Tematyka ta pozostaje w $cistym obszarze zainteresowan grupy
kierowanej przez prof. Marcello Leopoldo z Wydzialu Farmaceutycznego w Bari, ktora posiada
duze doswiadczenie i1 sporg ilo$¢ danych w zakresie stabilno$ci metabolicznej zwigzkow.
Od 2013 roku prowadzitam badania we wspolpracy z grupa naukowcoéw z Bari, opracowujac
modele predykcyjne pozwalajace na ewaluacje zwigzkow pod katem tego parametru. W ramach
wspoélnych dziatan badawczych, w okresach 17-25.11.2014 oraz 09-16.07.2015 przebywatam
w Bari, a efektem poczatkowego etapu wspolpracy jest publikacja Lacivita, E.; Podlewska, S.;
Speranza, L.; Niso, M.; Satata, G.; Perrone, R.; Perrone-Capano, C.; Bojarski, A. J.; Leopoldo,
M. Structural modifications of the serotonin 5-HT7 receptor agonist N-(4-cyanophenylmethyl)-
4-(2-biphenyl)-1-piperazinehexanamide (LP-211) to improve in vitro microsomal stability:
A case study, Eur. J. Med. Chem., 2016, 120, 363-379 (A.1; kolejne wspodlne prace
opublikowano juz po uzyskaniu stopnia naukowego doktora).

Rozszerzajac wachlarz narzgdzi modelowania molekularnego, ktore wykorzystywatam
w swoich badaniach, zaj¢tam si¢ rowniez dynamikg molekularng. Aby podnies¢ swoje
umiejetnosci w tym zakresie, udatam si¢ na tygodniowy staz szkoleniowy (09-13.02.2015)
do grupy prof. Sereiny Riniker na Wydziale Chemii i Stosowanych Nauk Biologicznych ETH
Zirich — ekspertow w zakresie symulacji dynamiki molekularnej 1 jej zastosowania
w komputerowo wspomaganym projektowaniu lekow.

Rozpoczynajac swojg prace badawczg w Instytucie Farmakologii PAN skupiatam si¢ na
rozwijaniu narzedzi przede wszystkim pod katem ich potencjalnych zastosowan
do poszukiwania nowych ligandéw receptorow serotoninowych, jednak z czasem moje

zainteresowania zaczely si¢ poszerzac o kolejne grupy receptorow. Z uwagi na relatywnie stabg
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eksploracje tematu selektywnosci pomigdzy receptorami serotoninowymi a histaminowymi,
postanowitam zglebi¢ ten temat zardwno z perspektywy zwigzkow chemicznych, jak i struktur
biatek. Badania prowadzilam we wspotpracy z grupg prof. Chrisa de Graafa z Wydziatu Chemii
Wolnego Uniwersytetu w Amsterdamie, ze wzgledu na posiadang przez nich wiedze
1 doswiadczenie w prowadzeniu badan nad receptorami histaminowymi. Poczatkowo, odbytam
dwie krotkoterminowe wizyty na Uniwersytecie w Amsterdamie (23-27.02.2015, 14—
20.06.2015), a nastepnie spedzitam tam cztery miesigce (02.11.2015-01.03.2016), podczas
stazu w ramach grantu ETIUDA (2015/16/T/NZ2/00058), ktéry przyznano mi wiasnie
na realizacj¢ badan we wspotpracy z grupg prof. de Graafa. W okresie odbywania stazu,
przeprowadzitam szczegdétowa analize problemu selektywno$ci pomi¢dzy wybranymi parami
receptoréw serotoninowych i histaminowych, jednak wspolpraca z grupa prof. de Graafa byta
kontynuowana takze po zakonczeniu stazu i po uzyskaniu stopnia naukowego doktora.

Poza kooperacjg z osrodkami zagranicznymi, prowadzitam réwniez badania w ramach
licznych wspolprac krajowych. W lutym 2013 roku, Zespét Modelowania Molekularnego,
bedacy czescia Zakladu Chemii Lekow IFPAN nawigzat kontakt z Grupa Uczenia
Maszynowego, dziatajacej na Wydziale Matematyki 1 Informatyki Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Poczatkowo, prowadzitam wspdlne dzialania z Wojciechem Czarneckim,
a nastgpnie do naszego zespotu dolaczyli kolejni badacze (studenci i doktoranci z Instytutu
Informatyki UJ). Prace te byly ukierunkowane w stron¢ badan teoretycznych. Rozpoczeto je od
opracowania metody pozwalajacej na uwzglednienie w modelach predykcyjnych niepewnosci
wynikéw badan biologicznych (A.9). Tego rodzaju modele sg bardzo pozadane z uwagi
na stosunkowo czgsta obecno$¢ w bazach danych (zawierajacych informacje o aktywnosci
zwigzkoéw chemicznych) niespdjnych (a czasem wrgez wykluczajacych si¢) wynikow badan
powinowactwa. PrzeprowadziliSmy rowniez optymalizacje procesu selekcji parametrow
maszyny wektor6w nosnych w zadaniach cheminformatycznych (A.4), a takze prace
zmierzajace do wykorzystania w zadaniach zwigzanych z oceng aktywnosci zwigzkoéw nowych
algorytmow klasyfikacyjnych, nierozpatrywanych do tej pory w zagadnieniach dotyczacych
ewaluacji zwigzkow chemicznych, w szczeg6lnosci algorytméw opartych na procedurze
randomizacji (A.3).

Z kolei we wspoétpracy z Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
Wydziatu Farmaceutycznego CMUJ przeprowadzatam symulacje dynamiki molekularne;j
pozwalajace na zaproponowanie mechanizmu znoszenia lekoopornosci na antybiotyki beta-

laktamowe w metycylinoopornych szczepach gronkowca zlocistego (A.5), a takze
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realizowalam badania obliczeniowe w zakresie modelowania ligandow receptora
serotoninowego 5-HT7, posiadajacych rdzen hydantoiny (A.2).

Owocem prac, zarowno prowadzonych z innymi pracownikami IF PAN, jak réwniez
w ramach licznych wspoéltprac krajowych 1 zagranicznych byto opublikowanie 13 artykutow
naukowych (A.1-A.13). Czeg$¢ z nich stata si¢ przedmiotem rozprawy doktorskiej, obronione;j
13.10.2016 na Wydziale Chemii UJ (tytut rozprawy ,,Development of machine learning-based
tools for computer-aided drug design™). Jej celem bylo opracowanie zestawu narzedzi opartych
o metody uczenia maszynowego do poszukiwania nowych biologicznie aktywnych zwigzkow.
Cykl 7 publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej (A.3, A.4, A.6, A.7, A9, A.11,
A.13) obejmowal: ilosciowa 1 jakoSciowa optymalizacje skladu zestawu zwigzkéw
nieaktywnych wykorzystywanych podczas uczenia modeli (A.11, A.13), wspomniany
wczesniej protokot uwzgledniania niepewnosci wynikéw badan biologicznych w modelach
predykcyjnych (A.9), nowa metode optymalizacji parametrow maszyny wektorow nosnych
(A.4), wykorzystanie nowych metod uczacych do poszukiwania zwigzkéow aktywnych
biologicznie (A.3), protokot do automatycznej oceny wynikow dokowania oparty o algorytmy
uczace (A.7), a takze wykorzystanie metod uczenia maszynowego do poszukiwania nowych
ligandow receptora serotoninowego 5-HTs w procedurze wirtualnego przesiewania dwoch
komercyjnie dostepnych baz zwigzkow (A.6). Oceng struktur w procesie wirtualnego skriningu
przeprowadzilam w tzw. podejsciu fingerprint-consensus, tj. zwigzek byt traktowany jako
potencjalnie aktywny wtedy i tylko wtedy, gdy zostat on oceniony jako taki dla wszystkich
trzech zastosowanych reprezentacji. Dla dwoch, sposrod 22 zamowionych, zwigzkow
eksperymentalnie wykazano istotng aktywno$¢ wobec receptora 5-HTs (K rowne odpowiednio
119 1 670 nM), przy czym pierwszy posiadat réwniez aktywnos$¢ do receptora 5-HTza
(Ki =296 nM), natomiast drugi wykazywat selektywno$¢ powinowactwa wobec pozostatych
badanych receptorow (5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT7). Z uwagi na usunigcie z rozpatrywanego zbioru
zwigzkow podobnych do znanych ligandéw 5-HTeR, znalezione nowe aktywne zwigzki
posiadaja unikalne struktury, a ponadto naleza do grupy tzw. ligandow niezasadowych,

charakteryzujacych si¢ niestandardowym schematem oddzialywan z celem biologicznym.

5.2. Aktywnos$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, ztozylam wniosek o grant badawczy
w programie Narodowego Centrum Nauki SONATINA. Projekt otrzymat finansowanie, a jego

realizacja miata miejsce na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Jagiellonskiego —
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Collegium Medicum, gdzie podjetam zatrudnienie w dniu 08.10.2018 r. (w okresie zatrudnienia
na UJCM, tj. do dnia 14.10.2021, przebywatam na urlopie bezptatnym w IF PAN).

Celem badan prowadzonych w projekcie SONATINA byta konstrukcja i zastosowanie
narzedzi obliczeniowych do poszukiwania nowych, niskozasadowych ligandow receptora
serotoninowego 5-HT?7, charakteryzujacych si¢ zwigkszong stabilno$cig metaboliczng. Z uwagi
na doswiadczenie w zakresie badan nad stabilno$cig metaboliczna, jak réwniez nad ligandami
receptora 5-HT7 grupy prof. Marcello Leopoldo z Uniwersytetu w Bari, zespdt ten pehit
w projekcie role partnera zagranicznego. Uniwersytet w Bari byt rowniez miejscem odbywania
przeze mnie czteromiesi¢cznego stazu zagranicznego (10.02.2021-09.06.2021), w czasie
ktérego przeprowadzilam optymalizacj¢ narz¢dzia umozliwiajagcego interpretowalno$¢
predykcji dostarczanych przez algorytmy uczenia maszynowego (prace realizowane wspolnie
z badaczami z Wydzialu Matematyki 1 Informatyki UJ). Zostalo ono udost¢pnione jako
platforma online pozwalajaca na ocen¢ predykcji stabilno$ci metabolicznej zwigzku
dostarczonego przez uzytkownika oraz jego optymalizacj¢ pod katem tego parametru poprzez
wykorzystanie informacji o interpretowalnosci przewidywan algorytmoéw uczenia

maszynowego (https://metstab-shap.matinf.uj.edu.pl/) — B.6 [H9].

Kontynuujac zapoczatkowang w okresie studiow doktoranckich wspotprace,
okreslilismy rowniez determinanty aktywnosci dla okreslonych paneli aktywnosci w obrgbie
receptoréw serotoninowych, ktore zostaly nastgpnie zastosowane w procesie wirtualnego
przesiewania bibliotek zwigzkow chemicznych do poszukiwania selektywnych ligandow tych
biatek (B.24 [H2])

Ponadto, wraz z partnerami z Bari prowadzitam takze badania nad kinetyka wybranej
serii ligandéw receptora 5-HT7, wykorzystujac dokowanie oraz dynamik¢ molekularng
do wyjasnienia obserwowanych zaleznosci struktura-oddziatywania z receptorem-parametry
kinetyczne (B.2 [H11]). Podczas mojego pobytu w Bari, rozpocz¢liSmy tez wspdlne prace
zwigzane z poszukiwaniem nowych ligandow receptora purynergicznego P2Xs.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, kontynuowatam rowniez wspotprace z grupa
prof. de Graafa (Wolny Uniwersytet w Amsterdamie). Jej efektem jest przygotowanie
kompletnego zestawu danych mutagenetycznych dla aminergicznych receptorow GPCR wraz
z protokotem do przewidywania efekt mutagenetycznego dla danej pary ligand-mutacja (B.22
[H3]) oraz przeprowadzenie procedury wirtualnego przesiewania bibliotek zwigzkow
chemicznych pod katem poszukiwania ligandow receptorow serotoninowych o $cisle

zdefiniowanym profilu aktywnosci (B.24 [H2]).
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Partnerem zagranicznym realizowanych przeze mnie badan byl takze Uniwersytet
w Katanii (grupa Prof. Emanuele Amaty, wspolpraca koordynowana przez dr Katarzyne
Szczepanska oraz prof. dr hab. Katarzyne Kie¢-Kononowicz). Wraz z badaczami nalezacymi
do tego zespotu prowadzitam prace z zakresu modelowania molekularnego (dokowanie oraz
symulacje dynamiki molekularnej), zmierzajagce do wyjasnienia obserwowanych zaleznos$ci
struktura-aktywnos$¢ grupy ligandow receptora histaminowego H3z (wraz z ich jednoczesna
aktywnoscig lub nieaktywnoscig wobec receptora sigma-1 i sigma-2) o rdzeniu piperazyny oraz
piperydyny (B.4).

Niezaleznie od realizacji projektu SONATINA, w okresie podoktorskim bratam
réwniez udzial w projekcie LIDER pt. ,,Polifarmakologiczna platforma skriningowa in silico”,
finansowanym przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w charakterze wykonawcy
(LIDER/37/0137/L-9/17/NCBR/2018, kierownik projektu: dr hab. Rafat Kurczab, okres
udziatu: 01.01.2019-30.06.2021, jednostka realizujaca: Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja
PAN). Celem projektu byto przygotowanie serwisu online, pozwalajacego na kompleksowa
oceng aktywnos$ci zwigzkow wobec kilkuset celow biologicznych, z wykorzystaniem modeli
predykcyjnych opartych o $ciezke ligand-based 1 structure-based. Mozliwo$¢ optymalizacji
skutecznosci  modeli  predykcyjnych  ligand-based, przy wykorzystaniu wiedzy
z eksperymentdw structure-based stata si¢ przedmiotem publikacji (B.9).

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, pelnitam takze rol¢ wykonawcy w projekcie
kierowanym przez prof. dr hab. Ryszarda Przewlockiego dotyczacego poszukiwania nowych
ligandow receptorow opioidowych, bedacych tzw. stronniczymi agonistami (ang. biased
agonists). Aktywacja okreslonych §ciezek sygnatowych przy jednoczesnym braku wplywu na
inne, jest nowym kierunkiem badan w terapii bolu, dajacej nadzieje na uniknigcie efektow
ubocznych zwigzanych ze stosowaniem klasycznych opioidow, takich jak efekt euforyczny
czy depresja osrodka oddechowego. Moja rolg byla realizacja zadan modelowania
molekularnego, w tym poszukiwanie determinantow molekularnych dla stronniczego agonizmu
(B.3, B.14) oraz prowadzenie kampanii wirtualnego skriningu do poszukiwania zwigzkéw
wywotujacych okreslony efekt funkcjonalny na badane biatka.

Z ramienia Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, prowadzitam takze badania
w ramach szeregu wspotprac krajowych, m.in. z Wydziatem Matematyki i Informatyki UJ oraz
z Instytutem Biologii Medycznej PAN w Lodzi.

Wspotpraca z Wydziatem Matematyki i Informatyki UJ zaowocowata utworzeniem
pierwszego w kraju nieformalnego os$rodka badan cheminformatycznych, ztozonego

z kilkunastu naukowcéw — oséb z tytutem naukowym doktora, doktorantow i1 studentow
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(w wigkszosci sg to czlonkowie Grupy Uczenia Maszynowego, GMUM). Opracowane
w obrebie grupy metody opisano w 12 artykutach naukowych (opublikowanych zaréwno przed,
jak 1 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora: A.3, A.4, A.9, B.6, B.15, B.16, B.18, B.19,
B.20, B.23, B.26, B.27), a ich zastosowanie obejmuje nie tylko ocen¢ aktywnosci zwigzkow,
ale rowniez mozliwo$¢ generowania nowych potencjalnych ligandow (B.26), wspieranie
procesu optymalizacji struktur zwigzkéw, dzigki konstrukeji interpretowalnych modeli uczenia
maszynowego (B.6 [H9]), symulacje wynikow dokowania z dwuwymiarowej struktury
zwiazku (B.16), analiz¢ przestrzeni chemicznej ligandéow (oraz zmian zachodzacych w tej
przestrzeni w czasie, B.27), analize deskryptoréw generowanych z trojwymiarowej struktury
zwigzku w zaleznosci od jego konformacji (B.20), konstrukcje eksperymentow i1 zestawdw
danych stanowigcych punkt odniesienia do oceny kolejnych narzedzi (B.19 [H4]) oraz
stworzenie dwuwymiarowego fingerprintu podstrukturalnego, kodujacego nie tylko obecnos¢
okreslonych podstruktur w zwigzku, ale rowniez informujgcego o wystepowaniu potaczen
pomiedzy nimi (B.23). Ponadto, przeprowadziliSmy szczegdélowa ocen¢ réznych metryk
stosowanych przy automatycznej ocenie podobienstwa zwigzkow chemicznych (B.15)
1 wlaczyliSmy niepewno$¢ modelu predykcyjnego do informacji zwracanych przez model,
co pozwala na ocen¢ przydatnos$ci dostarczanych przez niego odpowiedzi (B.18).

Wspotpraca z Instytutem Biologii Medycznej PAN w Lodzi dotyczy badan nad
optymalizacjg terapii przeciwbakteryjnej gruzlicy opartej o wzorce ewolucyjne obecne w DNA
bakterii. W projekcie tym, prowadz¢ badania in silico w odniesieniu do trzech biatek bedacych
celami molekularnymi w stosowanych obecnie terapiach przeciwpratkowych (B.11).
Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora kontynuowatam takze prace (wspodlnie z badaczami
z Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM) nad poszukiwaniem zwigzkoéw pozwalajacych
na leczenie zakazen bakteriami wykazujacymi oporno$¢ wielolekowa: B.10, B.21 (w tym
wspoélne prace z dr hab. n. farm. prof. nadzw. Iwong Glowacka z Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi: B.7) oraz poszukiwaniem nowych ligandow receptora 5-HT7; opartych o rdzen
hydantoiny (B.5, B.13).

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora poszerzytam réwniez zestaw modelowanych
celow biologicznych, a opracowane metodologie obliczeniowe stosowatam rowniez coraz
szerzej we wspomnianych juz wczesniej badaniach nad receptorami opioidowymi, lecz takze
w badaniach nad ligandami receptorow histaminowych 1 sigma (B.17 [H7], B.12, B.4;
Rysunek 16).

Jak przedstawiono na Rysunku 16, w okresie podoktorskim prowadzitam znacznie

wiece] badan w obszarze optymalizacji struktur zwigzkow (tylko 3 sposrod 18 artykutow
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Rysunek 16. Analiza tematéw badawczych rozpatrywanych podczas mojej dotychczasowej
pracy naukowej (wraz z wynikajagcymi z realizacji badan publikacjami), ze wskazaniem
partnerOw wspolpracy oraz wyrdznieniem badan stanowigcych habilitacyjne osiagnigcie

naukowe (dla porownania wskazano rowniez publikacje wchodzace w sktad rozprawy
doktorskiej).

opublikowanych w tematyce optymalizacji struktury wiodacej ukazaly si¢ przed uzyskaniem
stopnia naukowego doktora). W szczego6lnosci, po obronie pracy doktorskiej zajetam

si¢ bardziej szczegdélowo metodami structure-based, a zwlaszcza symulacjami dynamiki
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molekularnej oraz opracowywaniem metod do automatycznej analizy ich rezultatow ([H6],
[H7], [H10], [H11]). Poza artykutlami wchodzacymi w sktad osiggnigcia habilitacyjnego,
jestem autorem 8 innych publikacji, w ktorych wykorzystatam opracowane metody do analizy
wynikéw dynamiki molekularnej do wyjasniania obserwowanych zalezno$ci pomiedzy
zachowaniem kompleksow ligand-biatko podczas symulacji, a aktywno$cig (lub innymi
wlasciwosciami) ligandow.

Ponadto, w ramach rozwoju narz¢dzi pozwalajacych na optymalizacje struktury
wiodacej, przygotowalam narzgdzie online do oceny zwiazkow pod katem ich stabilnosci
metaboliczne] z wykorzystaniem interpretowalnych modeli uczenia maszynowego ([H9]).
Dzigki dostarczaniu informacji o podstrukturach majacych najwigkszy wktad w dang
odpowiedZz modelu wraz z predykcjami dla najbardziej podobnych strukturalnie zwigzkéw
mozliwe jest przeprowadzenie optymalizacji struktury zwigzku wejsciowego pod katem
ocenianego parametru.

Jako rozszerzenie badan zwigzanych z opracowaniem modeli predykcyjnych do oceny
stabilno$ci  metabolicznej prowadzonych podczas studiow doktoranckich (A.1),
przygotowatam serwis online do analizy tej wilasnosci zwiazkow, skupiajacy 108 modeli
predykcyjnych, zarowno klasyfikacyjnych, jak i regresyjnych (B.25).

Zupelnie nowym obszarem badan, poruszanym dopiero po uzyskaniu stopnia
naukowego doktora bylo réwniez opracowanie podejscia do generowania nowych zwigzkow
[H1], gdyz wczesniej (przed doktoratem) nie zajmowalam si¢ podejsciami generatywnymi,
a jedynie oceng zwigzkow juz istniejacych.

Cze$¢ mojej pracy doktorskiej stanowito natomiast przygotowanie protokotu
do automatycznej oceny wynikow dokowania. Obejmowat on reprezentacje kompleksow
ligand-receptor przy pomocy deskryptorow oddziatywan strukturalnych oraz deskryptorow
typu Spectrophores, ocen¢ przez metody uczenia maszynowego, oraz wieloetapowa analizg
wynikow wykorzystujaca specjalnie przygotowany schemat wagowania (uwzgledniat
on skuteczno$¢ klasyfikacji poszczegdlnych metod uczenia maszynowego, warto$¢ funkcji
oceniajacej programu dokujacego i1 jakos¢ modelu homologicznego biatka; A.7). Z kolei
w okresie podoktorskim, skonstruowatam metodg, ktéra pozwala na przewidywanie wynikow
dokowania w postaci charakterystyki oddziatywan ligand-cel biologiczny, z rozrdznieniem
r6znych typéw oddziatywan ([HS]).

Zupelnie nowa tematyka badan, nieporuszang w rozprawie doktorskiej, byty réwniez
badania z wykorzystaniem danych o zmianie aktywnos$ci ligandéw na skutek punktowych

mutacji receptorow (wraz z protokotem do przewidywania wplywu takich podmian
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aminokwasowych na powinowactwo zwiazkow; H3) oraz dogtebne badania teoretyczne nad
determinantami aktywnosci dla niezasadowych ligandow receptorow serotoninowych ([HS8]).

Zarowno w okresie przed, jak 1 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, dokonatam
wirtualnej oceny zwigzkoéw, bedacych czgscig komercyjnych bibliotek struktur (A.6, [H2]);
w przypadku publikacji A.1 byt to receptor 5-HTs, a w publikacji [H2] — receptor 5-HT?7, jednak
w przypadku skriningu prowadzonego w ramach badan podoktorskich, analizowano rowniez
oddziatywania z innymi podtypami receptoréw serotoninowych (5-HTia, 5-HTis, 5-HT2a,
5-HT2g, 5-HTs).

Z uwagi na fakt, ze moja rozpraw¢ doktorska stanowity w znakomitej czesci publikacje
teoretyczne, rozwazajace z jednej strony wplyw roznych czynnikow na skuteczno$é
predykcyjng metod uczenia maszynowego (A.11, A.13), a z drugiej strony, wykorzystalam
rowniez nowe algorytmy optymalizacji maszyny wektorow no$nych oraz nowe algorytmy
uczace oparte na procedurze randomizacji do oceny zwigzkow chemicznych (A.3, A.4), a takze
opracowatam protokét do uwzgledniania niepewno$ci wynikow badan biologicznych
w modelach predykcyjnych (A.9), po uzyskaniu stopnia naukowego doktora postanowilam
uporzadkowac kwestie wptywu roznych czynnikow na efektywno$¢ procesu oceny aktywnosci
zwiazkow. Zaowocowalo to przygotowaniem eksperymentoOw odniesienia 1 zestawem danych
dla 100 celéow biologicznych, pozwalajacym na poréwnywanie skutecznosci przy tworzeniu

nowych narze¢dzi do ewaluacji potencjatu leczniczego zwiazkow chemicznych [H4].

6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke

6.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna

o rok akademicki 2021/2022 —,,Uczenie maszynowe w projektowaniu lekow”, Uniwersytet
Jagiellonski Wydzial Matematyki i Informatyki, prowadzenie kursu dla studiow II
stopnia na kierunku Informatyka oraz dla studiow II stopnia na kierunku Matematyka
(specjalnos$¢: matematyka komputerowa), forma: wyktad (45 h) + ¢wiczenia (15 h)

o rok akademicki 2018/2019 — ,,Wstep do cheminformatyki”, Uniwersytet Jagiellonski
Wydzial Matematyki i Informatyki, prowadzenie kursu dla studiow doktoranckich
na kierunku Informatyka, forma: wyktad (30 h)

o promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim mgr Agnieszki Wojtuch (data otwarcia
przewodu doktorskiego: 27.09.2018, Uniwersytet Jagiellonski Wydziat Matematyki
1 Informatyki, promotor: prof. dr hab. Jacek Tabor, dyscyplina: informatyka)
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6.2. Dzialalno$¢ popularyzacyjna

W ramach dziatalnos$ci popularyzacyjnej, w latach 2011-2015 prowadzitam wspotprace
z Fundacja Uniwersytet Dzieci, opracowujac i prowadzac warsztaty matematyczne dla mtodych
adeptow nauki w wieku 8-9 lat, zarowno podczas zaje¢ weekendowych, jak 1 w szkotach
podstawowych. Tematy przygotowanych przeze mnie warsztatow byty nastepujace: ,,Ile stop

ma tokie¢?”, ,,Czy katy sa w modzie?” oraz ,,Co mozna wykopa¢ z danych?”.

W latach 2010-2012, bratam réwniez udzial w Festiwalu Nauki w Krakowie oraz
w Matopolskiej Nocy Naukowcoéw, gdzie wraz z innymi czlonkami Naukowego Kota
Chemikéw wykonywalam pokazy chemiczne na Rynku Gléwnym w Krakowie oraz

na Wydziale Chemii UJ.

6.3. Dzialalno$¢ organizacyjna

W okresie studiow doktoranckich bylam czlonkiem Komitetu Organizacyjnego Gieldy
Prac Dyplomowych 2013 — konferencji studenckiej, ktora odbyta si¢ w dniach 6-7.06.2013
na Wydziale Chemii UJ.

Ponadto, w 2015 roku przygotowatam warsztaty cheminformatyczne (wyktad + zajecia
praktyczne) dla uczestnikéw konferencji studenckiej Liczby-Komputery-Zycie, taczace;

tematyke matematyczng, informatyczng i biologiczng (zajecia odbyty si¢ 15.05.2015 r.).

7. Pozostale informacje
7.1. Udzial w projektach badawczych
7.1.1. Kierowanie projektami badawczymi
e 26.11.2019— ,Opracowanie kompleksowego zestawu narzedzi obliczeniowych do
poszukiwania ligandow  okreslonego receptora na przyktadzie receptora
serotoninowego 5-HT7” — Narodowe Centrum Nauki: OPUS Nr 2018/31/B/NZ2/00165,
wysokos¢ dofinansowania: 645 200 PLN

e 15.10.2018-14.10.2021 ,Rozw6] grupy niezasadowych ligandow receptora
serotoninowego 5-HT7, pochodnych 2-(6-okso-3-fenylo-1,6-dihydropirydazyn-1-ylo)-
N-fenyloacetamidu, o zwigkszonej stabilno$ci metabolicznej” — Narodowe Centrum
Nauki: SONATINA Nr 2018/28/C/NZ7/00145, wysokos¢ dofinansowania:
790 877 PLN
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01.10.2015-30.09.2016 ,,Wykorzystanie metod uczenia maszynowego w zadaniach
komputerowo wspomaganego projektowania lekow” — Narodowe Centrum Nauki:

ETIUDA Nr 2015/16/T/NZ2/00058, wysoko$¢ dofinansowania: 76 476 PLN

12.04.2016-11.05.2018 ,,Poszukiwanie nowych struktur wiodacych dla ligandow
receptora serotoninowego 5-HT7 o zwigkszonej stabilno$ci metabolicznej” — Narodowe
Centrum Nauki: HARMONIA Nr 2015/18/M/NZ7/00377, wysoko$¢ dofinansowania:
243 120 PLN

13.02.2014-12.02.2016 ,Opracowanie narzgdzia do automatycznej oceny
kompleksow ligandéw z receptorami serotoninowymi opartego o wykorzystanie metod
uczenia  maszynowego” — Narodowe Centrum Nauki: PRELUDIUM
Nr 2013/09/N/NZ2/01917, wysokos¢ dofinansowania: 97 500 PLN

7.1.2. Uczestnictwo w projektach badawczych w charakterze wykonawcy

Od 24.07.2019 — “Racjonalne projektowanie i ocena funkcjonalnie stronniczych
agonistow receptorow opioidowych”, Narodowe Centrum Nauki:
Nr 2018/31/B/NZ7/03954 (OPUS), kierownik projektu: prof. dr hab. Ryszard

Przewlocki

Od 01.10.2020 — “Wykorzystanie wzorcow ewolucyjnych w optymalizacji
chemoterapii gruzlicy”, Narodowe Centrum Nauki: Nr 2019/34/E/NZ6/00221
(SONATA BIS), kierownik projektu: dr hab. Alina Minias (Instytut Biologii
Medycznej PAN, £0d7)

01.01.2019-30.06.2021 “Polifarmakologiczna platforma skriningowa in silico”,
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju: Nr LIDER/37/0137/L-9/17/NCBR/2018,
kierownik projektu: dr hab. Rafat Kurczab (LIDER)

27.01.2015-26.08.2017 ,,Paradygmat minimalizacji pamig¢ci w klastrowaniu”,
Narodowe Centrum Nauki, Nr 2014/13/B/ST6/01792 (OPUS), kierownik projektu:
dr hab. Jacek Tabor (Wydzial Matematyki 1 Informatyki Uniwersytetu
Jagiellonskiego)

01.11.2013-31.12.2015 “EXtention of academia-based PLATFORM
to antidepressant hits discovery (PLATFORMex),” Narodowe Centrum Badan
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1 Rozwoju: Nr Pol-Nor/198887/73/2013, kierownik projektu: prof. dr hab. Andrzej
Bojarski (Polsko-Norweska Wspoipraca Badawcza)

e 01.07.2013-31.12.2015 Allosterix “Innovative therapies for neurodegenerative
and neurodevelopmental diseases based on mGlu receptor allosteric modulators”,
Narodowe Centrum Badan i1 Rozwoju: Nr UDA-POIG.01.03.01-12-100/08-0,
kierownik projektu: prof. dr hab. Andrzej Pilc

e 17.05.2012-16.05.2014 ,,Zastosowanie profili SIFt w wirtualnym skriningu”,
Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego: Nr 0046/DIA/2012/41, kierownik
projektu: Stefan Mordalski (Diamentowy Grant)

e 01.07.2011-31.12.2013 DeMeTer ,Depresja-mechanizmy-terapia”, Nr
POIG.01.01.02-12-004/09-00, kierownik projektu: prof. dr hab. Krzysztof We¢dzony

e 08.2012-08.2013 — ,,Wplyw gestosci fingerprintéw na efektywnos$¢ rozpoznawania
chemicznych ~ wzorcow  strukturalnych”, = Narodowe  Centrum  Nauki:

Nr 2011/03/N/NZ2/02478, kierownik projektu: mgr Rafal Kurczab (PRELUDIUM)

e 01.07.2011-30.06.2013 — ProKog ,,Antagonisci receptora 5-HT6: Nowoczesne leki
przeciwpsychotyczne o dodatkowym dziataniu prokognitywnym”, Nr UDA-
POIG.01.03.01-12-063/09-02, kierownik projektu: prof. dr hab. Piotr Popik

e 01.07.2011-31.03.2013 — ModAll ,Modulacja allosteryczna — nowa strategia
w farmakoterapii. Identyfikacja wilasnosci psychotropowych ligandow receptorow
glutaminianergicznych III grupy”, Nr UDA-POIG.01.03.01-12-100/08-0, kierownik
projektu: prof. dr hab. Andrzej Pilc

e 01.10.2010-31.06.2011 — ,,Stworzenie platformy do poszukiwania zwigzkéw
dziatajacych na uktady serotonergiczny lub glutamatergiczny jako potencjalnych
lekow przeciwdepresyjnych lub przeciwlgkowych”, Nr PNRF-103-Al-1/07,
kierownik projektu: prof. dr hab. Andrzej Pilc (Polsko-Norweski Fundusz Badan
Naukowych)

7.2. Nagrody i wyrdznienia

e rok akademicki 2008/2009, 2009/2010 — stypendium za wyniki W nauce,
rok akademicki 2011/2012 — stypendium Rektora dla najlepszych studentéw
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e rok akademicki 2010/2011, 2011/2012 — stypendium Ministra Nauki 1 Szkolnictwa

Wyzszego za wybitne osiggnigcia dla studentow

e rok akademicki 2015/2016 — stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

za wybitne osiaggni¢cia dla doktorantow

e 06.2010 — laureatka konkursu na platne staze i praktyki w ramach projektu ,,Wiedza
1 kompetencje z fizyki, chemii i informatyki na potrzeby gospodarki — WIKING”

e laureatka VIII edycji konkursu na dofinansowanie stazy zagranicznych (finansowanie
w ramach projektu Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie "Spoleczenstwo -

Technologie - Srodowisko")

e Jaureatka IX edycji konkursu na dofinansowanie stazy zagranicznych (finansowanie
w ramach projektu Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie "Spoleczefstwo -

Technologie - Srodowisko")
e wyrdznienie w Konkursie na Najlepszego Studenta RP ,,Studencki Nobel 2012”

e Il nagroda w konkursie na najlepszag prezentacj¢ z badan wtasnych podczas XXXIII
Ogolnopolskiej Szkoty Chemii za wystgpienie pt. ,,Machine learning methods as virtual

screening tools in computer-aided drug design.”, 10—14.11.2010, Jastrzebia Gora

e 30.05.2012 — nagrody za najlepszy komunikat ustny podczas konferencji ,,Gotowi
do Pracy — Studenckie Prezentacje Badawcze” przyznane przez Sekcje Studencka

Polskiego Towarzystwa Chemicznego oraz firm¢ Amara

e 06.04.2016 — zaproszenie do prowadzenia jednej z sesji wykladowych podczas

konferencji GLISTEN Erlangen 2016 Conference

Elektronicznie
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