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1. Wstep

Oprocz odpowiedniego stezenia leku w tkance efektora, warunkiem dzialania leku jest jego
zdolno$¢ wigzania sie z receptorem, czyli najczesciej odpowiednim biatkiem regulujgcym wigzanie
komorek lub wspomagajgcym transdukcje sygnatu (czyli powinowactwo do receptora), a takze
zdolno$¢ aktywowania lub blokowania receptora. Powszechnie stosowanym kryterium wyboru w
procesie projektowania lekéw jest réwnowagowe powinowactwo wigzania matych czgsteczek
chemicznych (ligandéw) do celu molekularnego (receptora). Powinowactwo to opisuje trwato$¢
wigzania i sile dzialania ligandu z receptorem. Waznym czynnikiem dziatania liganda jest jego
skuteczno$¢. Parametr ten definiuje potencjat liganda do wydajnej aktywacji receptora w celu
wytworzenia silnej odpowiedzi in vivo. Zatem powinowactwo jest miarg iloSciowej oceny
skutecznosci leku i okreslenia korzysci wynikajgce z interakcji zachodzgcych miedzy czgsteczka leku,
a jego celem. Dlatego protokoty projektowania nowych lekéw opierajg sie gléwnie na czgsteczkach o
wysokim powinowactwie wigzania. Jednak wiele lekéw posiada nier6wnowagowg charakterystyke
wigzania i to podejicie nie zawsze odpowiada wyzszej sile dziatania leku w warunkach in vivo. W
ostatnich latach wykazano, ze mozliwe jest przewidywanie skutecznosci nowego leku w warunkach in
vivo poprzez pomiar kinetyki wigzania, a szybko$¢ wigzania i dysocjacji leku z receptorem sg
gléwnymi cechami, obok wiasciwosci farmakokinetycznych, ktére okreslajg profil aktywnosci
biologicznej leku (Copeland 2016, Vauquelin 2016). Wprowadzono réwniez pojecie czasu przebywania
leku w celu molekularnym, ktére uwzglednia dynamike konformacyjng czasteczek docelowych
wplywajgcg na wigzanie i dysocjacje leku. Istotng obserwacjg jest to, ze czas ten, w niektérych
przypadkach, lepiej koreluje ze skutecznoscig leku in vivo niz powinowactwo wigzania (Copeland et al.
2006). Dlatego czas przebywania liganda w miejscu docelowym (7) stal sie wiarygodnym
wyznacznikiem skutecznosci leku, ktéry wraz z parametrami kinetycznymi reakcji zostaje brany pod
uwage w programach odkrywania lekéw. Warto jednak mie¢ na uwadze fakt, Ze czas rezydencji
wykorzystywany jako jedyna miara skutecznosci leku moze daé ograniczony obraz kinetyki reakcji

(Folmer 2018).



Serie wystepujgcych po sobie reakcji biochemicznych zachodzgcych w komérce rozpoczyna
substrat - ligand (L), czyli mata czgsteczka chemiczna, na ktérg dziata enzym - receptor (R). Sciezki
komoérkowe majg swéj poczatek poza komorks, gdy ligand (czasteczka bedgca pierwszym bodzcem)
spotyka sie ze specyficznym receptorem biatkowym. Czagsteczki wystepujg w $ci§le dopasowanych
parach, z receptorem rozpoznajgcym tylko jeden (lub kilka) specyficznych ligandéw, i ligandem
wigzgcym sie tylko z jednym (lub kilkoma) docelowymi receptorami. Wigzanie ligandu z receptorem
zmienia jego ksztalt lub aktywno$¢, umozliwiajgc mu przekazanie sygnatu lub bezposrednie
wywotanie zmiany w komdrce. Na przyktad lek Ibuprofen, jeden z najczesciej stosowanym lekdw
przeciwbdélowych, przeciwgorgczkowych i przeciwzapalnych, to nieselektywny inhibitor
cyklooksygenazy (COX), enzymu odpowiedzialnego za przeksztalcanie kwaséw tluszczowych w
prostaglandyny i nalezy do grupy lekéw NLPZ (niesteroidowe leki przeciwzapalne). Prostaglandyny to
substancje biorgce udziat w procesie zapalnym. Zahamowanie dziatania COX prowadzi do
zablokowania prostaglandyn. Oczekuje sie, Ze dzieki temu ograniczaniu wytwarzania prostaglandyn
lek Ibuprofen bedzie zmniejszal gorgczke i bl towarzyszgce stanowi zapalnemu. Nalezy jednak wzig¢
pod uwage fakt, ze zablokowanie enzymu COX ma skutki uboczne. Enzym ten pelni w organizmie
bardzo istotne, korzystne funkcje takie jak na przyktad ochrona btony Sluzowej zotadka. Dlatego
dlugotrwate przyjmowanie lekéw blokujgcych COX bedzie wigzalo sie ze szkodliwym efektem m.in.
dla zotadka i jelit.

Zrozumienie oraz pelny opis kinetyki wigzania receptor-ligand (RL), a takze zrozumienie
molekularnych uwarunkowan tego dopasowania stanowi wazny element projektowania lekéw.

Czas rezydencji jest miarg tego, ile czasu ligand spedza w miejscu wigzgcym biatka. Innymi
stowy, to czas przebywania leku w danym miejscu docelowym. Lek jest aktywny farmakologicznie tak
dtugo, jak dtugo pozostaje zwigzany z receptorem. Zatem czas przebywania definiowany jest jako
odwrotnos¢ statej szybkosci dysocjacji T = 1/k.. Oznacza to, Ze stezenie ligandu nie wptywa na jego
czas przebywania w celu, a leki o dtugim czasie przebywania mogg pozosta¢ zwigzane nawet, gdy ich
stezenie spadnie ponizej warto$ci stalej réwnowagi dysocjacji K, Ma to istotne znaczenie
szczegollnie, gdy lek jest wydalany z organizmu, co powoduje jego zmienne stezenie in vivo. Model
czasu rezydencji jest opisany przez dwustopniowy model kinetyki wigzania, ktéry uwzglednia zmiany
konformacyjne prowadzace do zwiekszenia komplementarnosci czgsteczek. W tym modelu wolny lek
napotyka swoj cel w stanie konformacyjnym okreslonym przez kieszenh wigzgcg lek, ktéra jest
nieoptymalna w stosunku do struktury czgsteczki leku. Pierwszy etap wigzania jest procesem
asocjacji, w ktérym tworzony jest kompleks spotkan (RL*), okreSlony przez statg szybkosci asocjacji
(k,n), staty szybkosci dysocjacji (k,;) i statg dysocjacji réwnowagi (K;) (Gabdoulline & Wade 1999,
2022). Po poczgtkowym wigzaniu nastepuje kolejny etap, w ktérym system musi pokonaé bariery

energetyczne wytworzone na skutek zmian konformacyjnych receptora i ligandu tak, by mozliwe byto



utworzenie nowego stabilnego stanu (RL), w ktérym kieszen wigzgca przyjmuje strukture, ktora jest

bardziej komplementarna do struktury czgsteczki leku.

2. Metody komputerowe do wyznaczania parametréw kinetycznych wigzania

Wraz z coraz wiekszym zainteresowaniem czasem rezydencji i istotnos$cig kinetyki wigzania
leku w miejscu wigzgcym celu, wzrasta znaczenie metod in silico. Szczegdlnie, gdy powszechnie
stosowane metody eksperymentalne czesto sg bardzo wymagajgce pod katem zaréwno czasowym jak i
finansowym. Ponadto wykorzystanie metod komputerowych przewidujgcych czas przebywania jak i
charakteryzujgcych kinetyke reakcji, moze wspoméc medycyne personalizowang. Symulacje
dedykowane dla danego pacjenta mogg przyspieszy¢ decyzje lekarza o wyborze optymalnego z kilku
potencjalnych farmaceutykéw. Co wiecej, takie obliczenia mozna przeprowadzaé na zwigzkach, ktére
jeszcze nie zostaly zsyntetyzowane, co znacznie wptywa na koszty i czas badan. Nalezy zauwazy¢, ze
opracowane metody in silico opierajg sie na danych do$wiadczalnych, co moze potwierdza¢ ich
wiarygodnos¢.

Metody komputerowe pozwalajgce na oszacowanie czasu rezydencji oraz pozostatych
parametréw kinetycznych mozna podzieli¢c na dwie gléwne grupy. Pierwsza to zestaw metod
dynamiki molekularnej o ulepszonym prébkowaniu. Druga to metody oparte na uczeniu

maszynowym, czesto réwniez wykorzystujgce symulacje dynamiki molekularnej.

3. Motywacja i cel pracy

Charakterystyka i zrozumienie kinetyki reakcji dysocjacji ligandu z miejsca docelowego
receptora jest waznym elementem w procesie projektowania lekow. Kluczowym narzedziem do
opisania $ciezki dysocjacji, przewidzenia parametréw kinetycznych, w tym czasu rezydencji, a takze
zdefiniowania determinantéw strukturalnych sg symulacje molekularne. Podejécia te czesto
wykorzystujg uproszczenia, takie jakie zwiekszone prébkowanie, co pozwala na zaobserwowanie
wystgpienia rzadkich zdarzenn w czasie symulacji i zmniejszenie zlozonosci obliczeniowej.
Zastosowanie uproszczen powoduje, ze symulacja nie jest tak szczegdtowa, jak klasyczna dynamika
molekularna i nie pozwala na wyjasnienie, z wysoka doktadno$cig, zachowania uktadu zachodzgcego
w krotkiej skali czasowej, takich jak na przyktad zmiany ukladu atoméw w czgsteczce podczas etapu
indukowanego dopasowania. Moze by¢ to traktowane jako pewne ograniczenie tych uproszczen. Z
drugiej strony stoi klasyczna dynamika molekularna, ktéra pozwala na zrozumienie tych szybko
zachodzgcych, waznych zdarzen, ale znéw niemozliwe jest jej zastosowanie w dtuzszych skalach
czasowych, takich jak czas przebywania leku w celu, ktéry moze wynosi¢ od kilku sekund do nawet

godzin. Symulacje sg tez w wiekszosci przypadkéw informacjg wejsciowg dla algorytméw opartych na



uczeniu maszynowym, jednak ich dokladnos¢ nie jest ustabilizowana. Motywacjg przedstawionej
pracy jest potrzeba opracowania i zastosowania efektywniejszych i dokladniejszych metod do analizy
kinetyki wigzania receptor-ligand.

Celem pracy jest zastosowanie i zweryfikowane rozwigzan pozwalajgcych na okre§lenie czasu
rezydencji leku w celu zbadania, czy mozna je stosowa¢ niezaleznie od wielkoSci czgsteczek czy
rodziny bialek oraz analiza cech strukturalnych i oddziatywan w procesie wigzania w szczegélnosci
biatka InhA i jego inhibitoréw. Przedstawione badania majg na celu odpowiedZ na nastepujgce
pytania:

- Czy istniejg i jakie sg kluczowe interakcje receptor-ligand, ktére odrézniajg ligandy o dtugim i
krétkim czasie rezydencji?

- Czy procedura tTRAMD jest uniwersalna i moze zosta¢ zastosowana dla czgsteczek o rdznej
wielkosci i r6znym podobieristwie?

- Jaka jest korelacja miedzy wzglednym czasem rezydencji, a zmierzonym eksperymentalnie?

Poza odpowiedziami na powyzsze pytania, w trakcie pracy powstaty dwa nowe narzedzia wspierajgce
badania kinetyki wigzania liganda z receptorem:
- baza danych kinetycznych PDBrt dostepna publicznie pod adresem internetowym
https://pdbrt.polsl.pl/ oraz
- narzedzie do automatycznej analizy oddzialywan wystepujgcych miedzy ligandem a

receptorem w czasie symulacji.

4. Trajektorie dysocjacji liganda z miejsca wigzacego receptora metodg t Random

Acceleration Molecular Dynamics

TRAMD to procedura rozszerzonego prébkowania symulacji dynamiki molekularnej. Zostata
opracowana w celu obliczenia wzglednego czasu przebywania zwigzkéw o charakterze
farmakologicznym w ich celach molekularnych, a takze zbadania drogi dysocjacji ligandéw z miejsc
wigzacych receptoréw (Kokh et al. 2018). Symulacje RAMD przeprowadzane sg dla uktadéw
receptor-ligand zanurzonych w rozpuszczalniku, podczas ktérych do Srodka masy liganda
przykladana jest niewielka losowo zorientowana sita, ktéra przyspiesza jego wyjscie z miejsca
aktywnego receptora. Po okreslonym kroku czasowym sprawdzany zostaje ruch liganda. Jesli zmiana
potozenia byta mniejsza niz zdefiniowana odlegtos$¢ progowa, nastepuje losowa zmiana kierunku sity.
Symulacja konczy sie, gdy ligand opusci miejsce wigzgce receptora. Ten warunek jest zdefiniowany
poprzez okreSlenie w pliku konfiguracyjnym odlegtosci liganda od miejsca wigzgcego, ktéra
odpowiada jego uwolnieniu. Czas symulacji zaleZzy od czasu przebywania liganda w celu. Ligandy o

dtuzszym czasie przebywania, dtuzej opuszczajg cel (czas symulacji jest dluzszy) lub wymagajg
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zastosowania wiekszej sity, by opusci¢ cel w z gory okreslonym czasie symulacji. Co wiecej, metoda ta
nie wymaga wczeSniejszej znajomosci $ciezki dysocjacji ani tez ekstensywnej parametryzacji.
Jedynym parametrem, ktéry nalezy uwaznie zdefiniowal jest wielko$¢ sily, ktéra nie powinna
zaburzaé obliczonych wzglednych czaséw rezydencji. Innymi stowy nalezy zwrdci¢ szczeg6lng uwage,
by zadana sita nie byla za duza, co powoduje gwattowne wyszarpniecie ligandu z miejsca wigzgcego, a
tym samym niezaleznie od rzeczywistej szybkosci dysocjacji, estymowane wartosci wzglednych
czasOw przebywania bedg dla kazdego ligandu przyblizone. Opisane wyzej cechy charakteryzujgce
metode powodujg, ze TRAMD jest nie tylko wydajnym, ale tez relatywnie niewymagajgcym
narzedziem do estymowania wzglednych czaséw rezydencji lekoéw w celach molekularnych.

W niniejszej pracy zostala wykonana analiza opublikowanych wynikéw przez Kokh et.al
rozszerzona o czgsteczke geldanamycin w kompleksie z HSP90. Nastepnie protokét powtérzono dla
11 ligandéw receptora InhA i po 1 ligandzie receptoréw ENR, EGFR i HIV-1. Celem analizy byto
sprawdzenie uniwersalnosci i powtarzalnos$ci metody tTRAMD.

Do przeprowadzenia symulacji tTRAMD jako struktury wyjSciowe wykorzystano struktury
krystalograficzne komplekséw HSP90-inhibitor, HSP90-geldanamycin, InhA-inhibitor, ENR-triclosan
and EGFR-lapatinib w stanie zwigzanym. Przygotowanie modeli molekularnych do symulacji
obejmowato: protonacje uktadéw wejsciowych z wykorzystaniem narzedzia PyMOL (Schrodinger &
DeLano 2020), parametryzacje przy uzyciu pakietu AmberTools (Case et al. 2022), w tym przypisanie
tadunkow czgstkowe poszczegdlnym atomom liganda oraz zmiana typow atoméw na rozpoznawalne
przez pakiet Amberl4, obliczenie cze$ciowych tadunkéw atomowych ligandéw metodg AM1-BCC
(Jakalian et al. 2000, 2002), neutralizacje tadunkéw (dodanie jonéw Na+ lub Cl-) oraz zanurzenie
uktadu w rozpuszczalniku przy uzyciu wybranego pola silowego i utworzenie plikéw z topologig
uktadu. Nastepnie wykorzystano narzedzie pmemd do uruchomienia obliczenn minimalizacji energii,
ogrzewania i ekwilibracji ukltadéw (Maier et al. 2015). Tak wygenerowane wspélrzedne atomow
ukladéw zostaly wykorzystane jako dane wejSciowe do symulacji dynamiki molekularnej
przeprowadzonej za pomocg oprogramowania NAMD (Phillips et al. 2020).. Symulacje o dtugosci 2 ns
uwzglednialy dynamike Langevina dla stalej temperatury (300K) i ciSnienia (1 atm). Nastepnie
uzyskane wspotrzedne atomoéw i ich predkosci byly wykorzystane jako dane wej$ciowe do symulacji
RAMD. Koniec symulacji, a tym samym uwolnienie liganda obserwowano, gdy odlegtos¢ pomiedzy
$rodkiem masy liganda i receptora przekroczyla 40 A. W przypadku, gdy nie zaobserwowano
uwolnienia liganda w czasie 2 ns, symulacja byla zatrzymywana. Wspétrzedne trajektorii zapisywano
co 100 fs. Dla kazdego uktadu powtérzono 5-krotnie etapy symulacji dynamiki molekularnej z
uzyciem oprogramowania NAMD, ktore byly traktowane jako pliki startowe dla tRAMD. Z kazdego
pliku startowego zostal wygenerowany zestaw 50 trajektorii dysocjacji, co daje w sumie 250 symulacji

dysocjacji dla kazdego ukladu. Zgodnie z opublikowang procedurg, czas rezydencji zostat



zdefiniowany jako czas symulacji wymagany do dysocjacji liganda w przynajmniej 50% trajektorii. Dla
kazdego symulowanego powtdrzenia zastosowano procedure bootstrap do obliczenia przej$ciowego
czasu przebywania jako $redniej z rozktadu (t,). Nastepnie wlasciwy wzgledny czas rezydencji zostat
oszacowany jako Srednia ze wszystkich symulowanych powtérzen dla danego uktadu. Dla kazdego
uktadu powtérzono 5-krotnie etapy symulacji dynamiki molekularnej z uzyciem oprogramowania
NAMD, ktoére byly traktowane jako pliki startowe dla tTRAMD. Z kazdego pliku startowego zostat
wygenerowany zestaw 10 trajektorii dysocjacji, co daje w sumie 50 symulacji dysocjacji dla kazdego
uktadu. Zgodnie z opublikowang procedurg, czas rezydencji zostat zdefiniowany jako czas symulacji
wymagany do dysocjacji liganda w przynajmniej 50% trajektorii. Dla kazdego symulowanego
powtdrzenia zastosowano procedure bootstrap do obliczenia przejSciowego czasu przebywania jako
sredniej z rozktadu (t,). Nastepnie wlasciwy wzgledny czas rezydencji zostal oszacowany jako srednia

ze wszystkich symulowanych powtérzen dla danego uktadu.

Zastosowanie dla inhibitoréw biatka HSP90

Opublikowane zastosowanie t-RAMD dla zbioru 70 ligandéw HSP90 o réznym skladzie
chemicznym pokazato, ze dla 55 z nich istnieje silna korelacja pomiedzy srednig dtugoscig trajektorii
dysocjacji (temp) @ zmierzonym eksperymentalnie czasem rezydencji. Co wigcej zaobserwowano, ze
istnieje zalezno$¢ pomiedzy 7.y, i eksperymentalnie wyznaczonym czasem przebywania w
kongenerowych, czyli o podobnej strukturze, zestawach ligandéw. Stwierdzono, ze 1-RAMD jest
wydajng metodg obliczeniowg o szerokim zastosowaniu do poprawy czasu przebywania leku w celu.

Aby zweryfikowa¢ powtarzalno$¢ wynikéw, a tym samym sprawdzi¢ wiarygodno$¢ metody,
analize z wykorzystaniem protokotu t-RAMD przeprowadzono dla 15 inhibitoréw HSP90, z ktérych 14
znajduje sie w zbiorze opublikowanych danych, a 1 nie zostal poddany analizie przez autoréw
metody. Wszystkie badane zwigzki zostaly skrystalizowane w kompleksie inhibitor-HSP90, a modele
molekularne sg publicznie dostepne. Oznacza to, ze mozna uzy¢ do badan doktadnie tej samej
poczatkowej struktury wyjsciowej.

Otrzymane wyniki zostaly zobrazowane na wykresie punktowym w skali logarytmicznej i
zwyklej (Rys. 1) z wykonanym dopasowaniem liniowym. Czarna linia pokazuje regresje liniowg
wszystkich punktéw poza szarym obszarem, ktory wskazuje region w obrebie resztkowego odchylenia
standardowego dopasowania liniowego obliczonego przy progu ufnosci 0.95. Stupki btedéw pokazujg
odchylenia standardowe obliczonych czaséw rezydencji.

Korelacja danych zostata okreSlona za pomocg wspétczynnika Pearsona. Dla opublikowanych
wynikéw (Rys. 1 a,b) wynosi ona R*=0.86 co wskazuje na bardzo silng zalezno$¢ miedzy danymi
obliczonymi a doswiadczalnymi. Dla powtdérzonych symulacji doktadnie tych samych uktadéw (Rys. 1

c,d), ktore zostaty opublikowane, wspdtczynnik korelacji przyjat wartos¢ R*=0.4, co sugeruje



umiarkowanie pozytywng zaleznos$¢. Natomiast dane z dodatkowym kompleksem (Rys. 1 e,f) mozna

okresli¢ jako stabo skorelowane, poniewaz wspotczynnik korelacji wynosi R>=0.2.
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Rysunek 1. Wykres korelacji teom, Z Tey, W skali logarytmicznej (po lewej) i porzgdkowej (po prawej) dla
(a, b) 14 inhibitoréw HSP90 i opublikowanych wynikéw (c, d) 14 inhibitoréw HSP90 i wynikow

powtoérzenia symulacji (e, f) 15 inhibitoréw HSP90.



Zastosowanie dla inhibitoréw biatka InhA
Analiza tTRAMD zostala przeprowadzona na zbiorze 10 ligandéw biatka InhA. Korelacja danych
zostata okre$lona za pomocg wspoétczynnika Pearsona, ktérego warto$¢ wynosi R?*=0.68 co wskazuje

na silng zalezno$¢ miedzy danymi obliczonymi a doswiadczalnymi.

Rysunek 2. Wykres korelacji t,,, Z Tex, W skali logarytmicznej (po lewej) i porzadkowej (po prawej) dla

10 inhibitoréw InhA.

Zastosowanie dla ligandéw bialek ENR, EGFR i HIV-1
Korelacja danych zostala okreslona za pomocg wspélczynnika Pearsona, ktdrego warto$¢ wynosi

R?=0.99 co wskazuje na bardzo silng zalezno$¢ miedzy danymi obliczonymi a do$wiadczalnymi.
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Rysunek 3. Wykres korelacji t.om, Z Tex, W skali logarytmicznej (po lewej) i porzadkowej (po prawej) dla
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3 ligand6w biatek ENR, EGFR i HIV-1

Zastosowanie dla wszystkich badanych systeméw

Aby sprawdzi¢ uniwersalno$¢ metody, sprawdzono korelacje 1.y, wzgledem eksperymentalnie
wyznaczonego czasu dla wszystkich badanych uktadéw. Wspdtczynnika Pearsona przyjat wartos$¢ 0.23
(R*=0.23), co uznaje sie za nieznaczng korelacje. Mozna zatem stwierdzi¢, ze doktadno$¢ metody dla

zwigzkéw o wiekszym zréznicowaniu strukturalnym jest mniejsza.



Rysunek 4. Wykres korelacji obliczonego czasu rezydencji 1.y, (ns) z wyznaczonym doswiadczalnie

Texp (Min) dla odpowiednio wszystkich badanych uktadow.

5. Wiasciwosci ligandu, ktére wplywajg na czas przebywania

Waznym czynnikiem pozwalajgcym na zrozumienie kinetyki wigzania ligandow z receptorami
jest analiza oddzialywan miedzy nimi, jak réwniez poznanie ich cech strukturalnych. Zaproponowane
zostalo nowe podejscie majgce na celu identyfikacje kluczowych interakcji wystepujacych w
trajektoriach dysocjacji t RAMD, ktére wptywajg na czas przebywania leku w jego celu molekularnym
dla badanych inhibitoréw enzymu InhA.

Interakcje wystepujgce pomiedzy receptorem a ligandem zostaty wyodrebnione z trajektorii
dysocjacji tRAMD w nastepujgcy sposob: (i) z kazdej klatki (punktu czasowego) trajektorii uzyskano
pozycje srodka masy liganda i wspotrzedne atoméw tworzgcych caty uktad i zapisano je do osobnych
plikéw .pdb za pomocg przygotowanego skryptu tcl dla narzedzia VMD uruchomionego skryptem
pythona; (ii) otrzymane wspotrzedne polozenia atoméw w przestrzeni postuzyly jako dane wejsciowe
do zidentyfikowania oddzialtywan miedzy ligandem a receptorem z wykorzystaniem bibliotek RDKit i
ProLif z Pythona (kategorie oddziatywan: hydrophobic, m-stacking, m-cation and cation-m, anionic
and cationic, and H-bond donor and acceptor); (iii) kazde oddziatywanie zostato oznaczone jako ,,1”,
gdy zaobserwowano wystgpienie danego oddziatywania lub ,,0”, czyli jego brak; (iv) powtarzajgce sie
oddzialywania zostaly zsumowane w celu okre§lenia czesto$ci wystepowania danego kontaktu oraz
usrednione wzgledem zaréwno pojedynczej trajektorii dysocjacji jak i wszystkich powtdrzen
(trajektorii) dla danego uktadu (co pozwolito tez na wyeliminowanie zaleznosci czasowej danych); (v)
na podstawie czestosci wystepowania oddziatywan zdefiniowano prég, ktéry pozwalat na oddzielenie
stanu zwigzanego od stanéw przej$ciowych i catkowitego uwolnienia — do dalszej analizy usuniete
zostaty konformacje uktadu, w ktérych zostato wykryte oddziatywanie wystepujgce w przynajmnie;j

20% pojedynczej trajektorii dysocjacji.

Standaryzacja zbioréw danych jest waznym krokiem w analizie, poniewaz usuwa ona

tendencyjno$¢ z oryginalnych zmiennych. Zmienne standaryzowane majg podobng wariancje.



Analiza tabeli oddzialywan badanych kompleksow z wykorzystaniem PCA pozwolita na
wyodrebnienie gtéwnych czynnikéw dla wszystkich badanych uktadéw inhibitoréw InhA. Rysunek 5
pokazuje, jak zmienne gtéwne korelujg ze sktadowg gtéwng.

Pierwsze dwa czynniki modelujg najwiekszg wariancje w danych, najlepiej opisujac jego
strukture. Dla badanych uktadéw czynniki te opisujg jedynie okoto 50% catkowitej wariancji danych.

Mimo to analiza PCA dostarcza cennych informacji.
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Rysunek 5. Korelacja cech z gtéwnymi sktadowymi.

Projekcja wag na przestrzen zdefiniowang przez dwie pierwsze skladowe gléwne po
klasteryzacji danych metodg k-means przedstawiono na Rysunku 6 w celu zbadania, ktére czynniki sg
odpowiedzialne za zréznicowanie probek. Kazda zmienna (interakcja) jest reprezentowana w postaci
wektora, ktérego kierunek i dtugos¢ okreslajg, jak bardzo dana zmienna wplywa na kazdg sktadowa
gltéwng. Mozna wiec stwierdzi¢, ze najwiekszy wklad w tworzenie pierwszego czynnika (warto$ci
wspOtczynnikéw sg najwyzsze) jest oddzialywanie van der Waalsa z aminokwasem Trp248. Kontakty
hydrofobowe z Leul96, Arg41, GIn99 i Phe96 réwniez przyczyniajg sie do powstania pierwszego
czynnika gltéwnego. Trzy ostatnie wraz z hydrofobowymi oddziatywaniami z Phe40, Arg42, Asp4l,
Ile15 oraz oddzialywaniami van der Waalsa z Arg42 i Phe40 tworzg drugi gtéwny sktadnik. Z projekcji
wagowych mozna wywnioskowaé, ze oddzialtywania hydrofobowe z GIn99 i Arg4l sg silnie
skorelowane. Interakcje hydrofobowe z aminokwasami Phe40, Arg42, Asp41l i Ilel5 oraz
oddziatywania van der Waalsa z Arg42 i Phe40 sg réwniez dodatnio skorelowane ze sobg. Ten zestaw
interakcji jest ujemnie skorelowanu z hydrofobowymi oddzialywaniami z GIn99, Arg41 i Phe96.
Oddziatywanie hydrofobowe pomiedzy ligandem a Leul96 jest ujemnie skorelowane z

oddzialywaniem van der Waalsa z aminokwasem Trp248, ktére nie wykazuje korelacji z innymi



oddzialywaniami. Oddzialywanie z Trp248 obserwowano tylko w przypadku liganda w kompleksie

5MTQ (czas przebywania 119 min), a z Leu196 z ligandem w kompleksie 5UGU (194 min).
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Rysunek 6. Projekcja wag na przestrzen dwoch pierwszych sktadowych gtéwnych.

6. Dyskusja i wnioski

Celem pracy bylo zastosowanie i przetestowanie rozwigzan przewidywania czasu
przebywania lekéw w celu okre$lenia, czy mogg one by¢ stosowane niezaleznie od wielkoS$ci
czagsteczek i rodziny biatek, a takze identyfikacja wlasciwosci molekularnych czgsteczek
zaangazowanych w proces dysocjacji inhibitoréw biatka InhA. Najwazniejsze pytania na ktore starano
sie odpowiedzie¢ w prezentowanych badaniach to: Jakie sg gléwne oddzialywania receptor-ligand,
ktére wyrdzniajg ligandy o dilugim i krétkim czasie przebywania? Czy metoda tRAMD jest
uniwersalna i mozliwa do zastosowania dla czgsteczek o rdéznej wielko$ci i podobienstwie
strukturalnym? Jaka jest korelacja pomiedzy wzglednym czasem przebywania a pomiarami
eksperymentalnymi?

Poniewaz nie byto dostepnej bazy danych kinetyki wigzania ligandéw, dane zostaty zebrane z
literatury i opublikowane w internetowej bazie danych (). literatury i opublikowane w internetowej
bazie danych (https://pdbrt.polsl.pl). Baza danych PDBrt zawiera 59 wpiséw ligandéw dla 7 réznych
rodzin biatek. Baza bedzie stale poszerzana o nowe dostepne dane.

Metoda tTRAMD zostata zastosowana dla 5 réznych systeméw biatkowych do oszacowania
wzglednego czasu rezydencji. Aby sprawdzi¢ powtarzalno$¢ metody, wykonano analize na zestawie 15
inhibitorow biatka HSP90, z ktérych 14 zostalo opublikowanych. Natomiast w celu sprawdzenia
uniwersalnosci, przeprowadzono badania dla 11 inhibitoréw biatka InhA, a takze 3 ligandéw biatek

ENR, EGFR HIV-1. Caly zestaw sktadat sie zatem z 29 ligandéw o zr6znicowanej strukturze.



Przeprowadzona analiza pozwolita na stwierdzenie, ze tTRAMD jest powtarzalne, jednak
nalezy wykona¢ wiecej zestawow symulacji w niektérych przypadkach, aby zmniejszy¢ rozproszenie
danych wokot $redniej. Zaobserwowano, ze wyniki TRAMD wykazujg dobrg lub silng korelacje z
doswiadczalnie wyznaczonym czasem rezydencji dla zwigzkéw o podobnej strukturze tj. ré6znigcych
sie niewielkg modyfikacjg np. przesunieciem grupy funkcyjnej. Natomiast dla zréznicowanego
strukturalnie zestawu ligandéw metoda okazala sie mie¢ niskg skutecznosé, co sugeruje ograniczone
zastosowanie TRAMD w procesie odkrywania lekow.

Aby okresli¢c wlasciwosci molekularne biatka InhA i jego inhibitoréw podczas procesu
dysocjacji charakterystycznego dla danego czasu przebywania, zastosowano podejscie, ktére
uwzglednia stany przejSciowe ukladu oraz oddzialywania zachodzgce miedzy czasteczky biatka a
czgsteczky liganda. Podejscie to nie wymaga wcze$niejszej wiedzy na temat mechanizmu wigzania i
opiera sie na analizie PCA i klasteryzacji k-srednich.

Zidentyfikowane grupy tworzg odciski palcéw interakcji charakterystyczne dla ligandéw o
okreslonym czasie przebywania, a takze grupy wyr6zniajgce ligandy na podstawie dlugosci czasu
przebywania w celu molekularnym.

Dodatkowa analiza deskryptoréw molekularnych, ktére pozwalaja na glebszy wglad we
wilasciwosci molekularne uktadu biatko-ligand bytyby zapewne interesujgcym rozszerzeniem metody.
Jest to obszar dalszego rozwoju metody.

Analiza czestoSci wystepowania danej interakcji w kompleksach pozwolita na
zidentyfikowanie kluczowych aminokwaséw, ktére mogg mie¢ znaczgcy wpltyw na zréznicowanie
czasu przebywania w kompleksach:

- oddzialywania hydrofobowe z aminokwasem Leu196, a takze oddziatywania van der Waalsa z
Phe40, Asp41, Arg42 oraz m-kation z Arg42 sprzyjajg dtuzszemu czasowi przebywania, gdyz
zostaly one zidentyfikowane tylko w kompleksach z ligandami o najdtuzszych czasach
przebywania w badanym zbiorze danych (106, 194 i 220 min),

- dla zwigzkéw o stosunkowo krétkich czasach przebywania (30 i 50 min), oddziatywanie
hydrofobowe oddzialywanie pomiedzy ligandem a aminokwasem GIn99 jest
charakterystyczne.

Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) pozwolita zidentyfikowaé czynniki odpowiedzialne za
zréznicowanie czasOw przebywania ligandéw. Czynniki te sg nastepujgce:

- oddzialywania van der Waalsa z aminokwasem Trp248,

- oddzialywania hydrofobowe z aminokwasami GIn99 i Arg41,

- oddzialywania hydrofobowe z aminokwasami Phe40, Arg42, Asp41, Ilel5 oraz

-oddzialywania van der Waalsa z Arg42 i Phe40.



Dla zwigzkdéw o podobnej strukturze, badania wykazaly, ze wzgledny czas przebywania
koreluje dobrze z czasem wyznaczonym doswiadczalnie. Zaproponowany algorytm moze by¢
wykorzystany do identyfikacji kluczowych cech molekularnych dla szybkosSci dysocjacji ligandéw z

miejsca wigzania dla zwigzkéw o podobnej strukturze.
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